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研究成果の概要（和文）： ストレプトミセス属放線菌において複数のオリゴ糖-ポリオールの

輸送に関わる ATP-binding cassette タンパク質 MsiK を利用することで，輸送系未知の糖質に

対する新規 ABC トランスポーターを見出し，その機能を解明することを目的とした。タグ付

MsiK タンパク質を用いたプルダウン法と放線菌の膜画分に対する Blue-Native 
Polyacrylamide Gel Electrophoresis 法を確立した。得られたタンパク質画分には，輸送糖質

不明の ABC 輸送系タンパク質が含まれていた。生化学的な解析により，検出されたタンパク

質の一群が新規の輸送特異性を有する輸送系であることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：MsiK is an ATP-binding cassette protein, which is essential for 
uptake of some oligosaccharides in streptomycetes.  In this study, we successfully obtained 
proteins interacting MsiK by pull-down method, Blue-Native PAGE, and subsequent mass 
spectrometry analysis.  One of the gained proteins, of which transport substrates are 
unknown, was suggested to possess novel binding specificity. 
 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2009 年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

2010 年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

2011 年度 1,000,000 300,000 1,300,000 

年度  

  年度  

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 
 
研究分野：応用微生物学 
科研費の分科・細目：応用微生物学・微生物代謝 
キーワード：ABC トランスポーター、放線菌、糖質輸送系 
 
１． 研究開始当初の背景 
放線菌は，土壌中の主要な生体高分子分解

細菌である。研究代表者らは，モデル放線菌
の一つ Streptomyces coelicolor A3(2) につ
いて，キチン (アミノ多糖の一種) の分解系
について研究してきた（図１）。その中で，(1)
キチン分解二糖である N,N’-ジアセチルキト
ビ オ ー ス  [(GlcNAc)2] の 新 規 の ABC 

(ATP-binding cassette) 型輸送系 DasABC
を 発 見 し た  (Saito ら 2007) 。 ま た ，
(2)DasABC の機能に必須である ATPase サ
ブユニットMsiKを同定した (Saitoら 2008)。
興味深いことに，MsiK は，その他のオリゴ
糖（マルトース，セロビオース/セロトリオー
ス，キシロビオース/キシロトリオース）の
ABC 輸送系に共通する必須成分である
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（Schlösser ら 1997; Saito ら 2008)。このよ
うな例は，他の原核生物にはない。MsiK は，
ストレプトミセス属放線菌に特有のオリゴ
糖輸送系必須成分である。 

 
２． 研究の目的 

S. coelicolor A3(2)ゲノムの特徴の１つは，
多くの分泌型加水分解酵素と輸送系の遺伝
子をもつことである (Bentley et al. 2002 
Nature)。有用機能を持つことが多いオリゴ
糖 と ポ リ オ ー ル  [ 以 下 ， OSP 
(Oligosaccharides and Polyols)] の輸送に関
わると推定される ABC 輸送系（以下，
OSP-ABC 輸送系）遺伝子群は 37 セット存在
するが，そのうち 28 セットは，アミノ酸配
列に基づく輸送糖質の推定ができない。他の
原核生物ではOSP-ABC輸送系遺伝子群１セ
ットに特異的な ATPase サブユニット遺伝子
が１つずつ存在するのに対し，S. coelicolor
では 37 もの OSP-ABC 輸送系遺伝子群に対
してATPaseサブユニット遺伝子がMsiK（上
述）を含めて２つしか存在しないことも特徴
的である (未発表)。これら２つの ATPase サ
ブユニット遺伝子の産物は，37 セットの
OSP-ABC 輸送系と二者択一で相互作用して
機能することが想像された  (Saito et al. 
2008)。本研究では，（ア）放線菌が数多くの
オリゴ糖‐ポリオールの推定輸送系遺伝子
群をもつことと，（イ）それらに共通する 2
つの ATPase サブユニットを有することを利
用し，輸送系不明のオリゴ糖‐ポリオールの
新規輸送系を効率的に探索，同定することを
目的とする。 

 
３．研究の方法 
（１）msiK 遺伝子とそのホモログ遺伝子の
機能の比較解析 

MsiK ホモログ遺伝子の機能を解明するた

め，同遺伝子を相同組換えによって破壊した。
得られた破壊株と親株，及び，既得の msiK 
破壊株 について，輸送系未知のものを中心
に，各種オリゴ糖/ポリオールの資化性を調べ
た。 
（２）MsiK と相互作用するタンパク質の取得
と解析 
 3’端に 6xHis タグが付加するように人工的
な配列を付加した msiK 遺伝子とその上流域
をプラスミドベクターpWHM3BE を用いて
msiK 遺伝子破壊株 ASC3 に導入した。得ら
れた形質転換体を各種の糖質存在下で培養
した後，膜画分を調製し，ニッケル親和性に
よって MsiK およびそれと相互作用するタン
パク質を含む画分を得た。得られた画分をブ
ルーネイティブページ（BN-PAGE）により
さらに分画し，イムノブロット解析によって
MsiK を含むスポットを判別した。得られた
スポットについて，トリプシンと Orbitrap-
質量分析計を用いたペプチドマスフィンガ
ープリンティング法（PMFP）によって解析
を行った。 
（３）放線菌由来の ABC 輸送系受容体様タ
ンパク質の大腸菌での生産・精製と結合特異
性の解析 
 C 末端側にヒスチジンタグを付加した組換
えタンパク質を大腸菌のペリプラズムに分
泌生産させた。コールドオズモティックショ
ック法によって，ペリプラズムタンパク質を
抽出した後，Ni 親和性によって組換えタンパ
ク質を精製した。結合特異性は，タンパク質
の蛍光強度の変化を測定することで決定し
た。 
  
４． 研究成果 
（１）msiK 遺伝子とそのホモログ遺伝子の
機能の比較解析 

msiK 遺伝子破壊株が 28 種類中 17 種類の
糖質を唯一の炭素源とする最少培地で生育
できなかったのに対し，MRC 株とその親株
である M145 株は 28 種全ての糖質を資化し
た。これらの結果から，msiK がこれら 17
種類の糖質の資化に必須であるのに対し，
mhpK は 28 種類の糖質の資化に必須でない
ことが判明した。 
（２）タグ付加 MsiK タンパク質の msiK 破
壊株での生産系の構築 

C 末端にヒスチジンタグ（His タグ）を付
加した MsiK（以下，MsiKHis）を，msiK 破
壊株においてネイティブの推定プロモータ
ーの制御下で発現させた。発現させた
MsiKHisは，Ni 親和性クロマトグラフィーに
よって，回収することができた。また，
MsiKHis と相互作用すると考えられるタンパ
ク質を得ることができた。 
（３）BN-PAGE 系の構築と MsiK と相互作
用するタンパク質の同定 

図１．Streptomyces coelicolor でのキチン分解

と分解産物輸送のモデル．細胞内に輸送された

(GlcNAc)2 がキチン分解関連遺伝子の転写を誘

導する。 



 

 

各種培養条件下で His-MsiK を生産させた
S. coelicolor A3(2)細胞を破砕し，ニッケル親
和性クロマトグラフィーによって MsiK と相
互作用すると考えられるタンパク質を得た。
得られたタンパク質試料について，条件を検
討・最適化することで，Blue-Native PAGE
（BN-PAGE）によって複合体をバンドとし
て分離することに成功した。得られた複合体
バンドに含まれるタンパク質を，ペプチドマ
スフィンガープリンティング法（PMFP）に
よって網羅的に検出，同定した。コロイド状
キチンを炭素源として培養した放線菌細胞
を用いてこれらの解析を行ったところ，キチ
ン分解産物の輸送に関わると推定される輸
送系基質未同定の輸送系受容体様タンパク
質 A, B, C を見いだすことができた。 
（４）タンパク質 A,B,C の結合特異性 

タンパク質 A, B については，大腸菌のペ
リプラズムに生産・精製し，蛍光消光法によ
って各種糖質との相互作用解析を行った。そ
の結果，タンパク質 A はマルトースに特異的
に結合するタンパク質であり，タンパク質 B
は N-アセチルグルコサミン，N-アセチルマ
ンノサミン，N-アセチルガラクトサミン，
N-アセチルムラミン酸に結合することが示
唆された。タンパク質 B は，S. coelicolor 
A3(2)の細胞で構成的に生産されており，そ
のレベルは N-アセチルグルコサミンおよび
N,N’-ジアセチルキトビオースの存在下で
1.5 倍程度増加した。タンパク質 B をコード
する遺伝子については破壊株を作成し，表現
系を解析した。 
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