
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７１０２

基盤研究(C)

2013～2011

緑膿菌における新規脂質シグナルの解析とその生物機能の解明

Elucidation of a novel lipid signaling in Pseudomonas aeruginosa

９０３６３３２４研究者番号：

沖野　望（OKINO, NOZOMU）

九州大学・（連合）農学研究科（研究院）・准教授

研究期間：

２３５７０１４２

平成 年 月 日現在２６   ６   ２

円     4,200,000 、（間接経費） 円     1,260,000

研究成果の概要（和文）：セラミダーゼはセラミドを脂肪酸とスフィンゴシンに分解する酵素である。我々はこれまで
に、日和見感染菌として有名な緑膿菌がセラミダーゼを分泌することを見出すと共に、その精製や遺伝子クローニング
を行ってきた。また、セラミダーゼがスフィンゴミエリナーゼと協調して働くことで、緑膿菌の病原性に関わることや
、セラミダーゼの発現誘導には宿主のスフィンゴ脂質が重要な役割を果たすことを明らかにした。本研究では、我々が
新たに見出した緑膿菌セラミダーゼの遺伝子発現に関わる新規転写制御因子の機能解析を行い、緑膿菌セラミダーゼが
宿主由来のスフィンゴ脂質によって発現誘導されるメカニズムを解明した。

研究成果の概要（英文）：Ceramidase (EC3.5.1.23) is an enzyme that catalyses the hydrolysis of the N-acyl l
inkage of ceramide to generate fatty acid and sphingosine.  We previously reported the purification, molec
ular cloning and characterization of a neutral ceramidase from Pseudomonas aeruginosa, which is a famous o
pportunistic pathogen that causes serious infectious diseases.  Recently, we found that the simultaneous p
roduction of hemolytic phospholipase C (PlcH) and ceramidase was induced by plasma membrane lipids, and Pl
cH-induced hemolysis was significantly enhanced by the action of ceramidase.  In the present study, we ide
ntified a novel transcriptional regulator, which is involved in the expression of Pseudomonas ceramidase a
nd PlcH.  We also revealed the mechanism of the ceramidase expression through the transcriptional regulato
r, which is activated by host-derived sphingolipid.
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１．研究開始当初の背景 
 スフィンゴ脂質はスフィンゴシン塩基を
持つ脂質の総称で、その代表的なものにスフ
ィンゴ糖脂質、スフィンゴミエリン、セラミ
ドがある。我々は、スフィンゴ脂質の研究に
ブレークスルーをもたらす酵素を生産する
微生物を探索してきたが、その過程で緑膿菌
がセラミド分解酵素（セラミダーゼ）を生産
することを発見した。また、緑膿菌が生産す
るスフィンゴミエリナーゼとセラミダーゼ
の遺伝子発現は宿主に存在する生体膜脂質
（スフィンゴ脂質）によって発現誘導される
ことを見いだすと共に、スフィンゴミエリナ
ーゼ依存性の細胞毒性をセラミダーゼが増
強することを明らかにした。 
 従来から、糖や脂質に作用する酵素（グリ
コシダーゼやリパーゼ）を生産する細菌は、
基質となる糖や脂質を培地に加えた時にそ
の生産量を増大させることが報告されてい
るが、そのメカニズムはよく分かっていない。
また、黄色ブドウ球菌、セレウス菌、結核菌
など多くの病原細菌が生体膜脂質の分解酵
素を生産し、宿主に感染したときにこれら酵
素が病原因子として働くことが知られてい
るが、その発現誘導メカニズムはよく分かっ
ていない。そこで、我々はこのメカニズムを
明らかにするために、緑膿菌セラミダーゼに
おいて、スフィンゴ脂質依存性の遺伝子発現
機構を解明することを目的として研究を進
めた。その結果、緑膿菌セラミダーゼのスフ
ィンゴ脂質依存性の遺伝子発現には新規な
転写制御因子（SplR: Sphingolipid response 
regulator）が関与していることを見いだし
た。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、我々が新に見出した新規転写
制御因子の機能解析を行うことで、緑膿菌に
おけるスフィンゴ脂質依存性の遺伝子発現
機構を分子レベルで明らかにする。スフィン
ゴ脂質は生体膜の表面に豊富に存在するこ
とから、本研究は細菌における新規な遺伝子
発現機構を明らかにするだけでなく、病原細
菌が宿主に感染したときの新規な遺伝子発
現機構の解明にもつながる。 
 
３．研究の方法 
(1)スフィンゴ脂質応答性転写制御因子
（SplR）の機能解析 
 SplR の機能を解析するにあたり、緑膿菌の
標準株 P. aeruginosa PAO1 を用いて、SplR
欠損株（SplR 株）を作成した。次に、野生
株とSplR 株をスフィンゴミエリン含有 PY
培地で培養し、培地中のセラミダーゼ活性と
スフィンゴミエリナーゼ活性を蛍光基質で
ある C12NBD セラミドと C6NBD スフィンゴミ
エリンを使用してそれぞれ測定した。また、
野生株とSplR 株の溶血活性は、それぞれの
菌株を羊赤血球と共培養することで評価し
た。一方、SplR の生化学的な解析を行うこと

及び、SplR の高次構造を明らかにすることを
目的として、大腸菌用の発現ベクターを用い
て、SplR の大量発現系を構築した。大腸菌の
可溶性画分に発現したタンパク質は、アフィ
ニティーカラムとゲル濾過により精製した。 
 
(2) SplRを介した遺伝子発現に関与するプロ
モーター領域の探索 
 緑膿菌セラミダーゼ遺伝子のプロモータ
ー領域を特定するために、スフィンゴミエリ
ンを加えたPY培地で培養した緑膿菌からRNA
を調製し、5’RACE 法により転写開始点を決
定した。次に、決定した転写開始点の上流領
域をクローン化し、βガラクトシダーゼ遺伝
子に繋いで、レポーターベクターを作製した。
本ベクターの推定プロモーター領域を順次
欠失させた変異体を PCR により作製した。作
製したベクターを緑膿菌に導入し、スフィン
ゴミエリンの存在下で、βガラクトシダーゼ
の活性を測定することで、プロモーター領域
を絞り込んだ。また、その領域において、プ
ロ-モーター活性に関与する塩基を明らかに
するために、当該領域の塩基を変異させたコ
ンストラクトを作製し、緑膿菌に導入後、β
ガラクトシダーゼ活性を測定した。 
 上記の研究で決定したプロモーター領域
に SplR が結合することを明らかにするため
に、ゲルシフトアッセイを行った。具体的に
は、プロモーター活性に必要な領域を PCR で
増幅させ、ビオチン化した DNA 断片と大腸菌
で発現させて精製したSplRを用いた。また、
スフィンゴシンと SplR の結合を調べるため
に、ビオチン化したスフィンゴシンと大腸菌
で発現させた SplR を混合し、アビジンビー
ズで分離できるかどうか調べた。 
 
(3) SplRによって発現調節される遺伝子の探
索 
 SplR によって転写制御を受ける遺伝子を
探索するために、野生株とSplR 株を PY 培地
とスフィンゴミエリンを含む PY 培地で培養
し、RNA を調製した。調製した RNA を鋳型と
して cDNA を合成し、アフィメトリクス社製
GeneChip P. aeruginosa Genome Array に対
してハイブリダイゼーションを行うことで、
それぞれの条件における遺伝子発現を解
析・比較した。 
 
４．研究成果 
(1)スフィンゴ脂質応答性転写制御因子
（SplR）の機能解析 
 緑膿菌が病原性因子として分泌するセラ
ミダーゼやスフィンゴミエリナーゼの発現
誘導における SplR の機能を明らかにするた
めに、野生株とSplR 株を PY 培地並びにスフ
ィンゴミエリンを含む PY 培地で培養し、培
養上清におけるセラミダーゼ活性とスフィ
ンゴミエリナーゼ活性を測定した。その結果、 
セラミダーゼ活性とスフィンゴミエリナー
ゼ活性は野生株をスフィンゴミエリン含有



培地で培養したときに強く誘導されたが、
SplR 株ではスフィンゴミエリンの有無にか
かわらず、これら酵素の発現誘導が起こらな
かった。また、ヒツジ赤血球との共培養によ
り、溶血活性を測定したところ、野生株では
時間経過と共に溶血が増大したが、SplR 株
では溶血が顕著に抑制されていた。これらの
ことは、緑膿菌セラミダーゼやスフィンゴミ
エリナーゼの発現とこれら酵素によって引
き起こされる溶血活性に SplR が重要な役割
を果たしていることを示している。 
 次に、SplR の大量発現系を構築するために
大腸菌を用いて、その発現系の構築に取り組
んだ。その結果、SplR 単独で発現を行うとそ
の多くは封入体に移行し、可溶性タンパク質
としては発現・精製することができなかった。
そこで、細菌の転写制御因子の研究で良く使
用されているマルトース結合タンパク質
（MBP）との融合タンパク質（MBP-SplR）と
して発現を試みた。その結果、発現させたタ
ンパク質が可溶性になり、かつ大量に発現・
精製することが可能になった。一方、大量に
発現させた MBP-SplR を用いて、結晶化のス
クリーニングを行ったところ、幾つか微結晶
を得ることができたが、これらの結晶から高
次構造の決定には至らなかった。 
 
(2) SplRを介した遺伝子発現に関与するプロ
モーター領域の探索 
 緑膿菌セラミダーゼの遺伝子発現機構を
明らかにするために、緑膿菌セラミダーゼの
プロモーター解析を行った。まず、5’RACE
法により転写開始点を決定したところ、-80
番目の Aが転写開始点であることが分かった。
次に、この転写開始点の上流領域をβガラク
トシダーゼ遺伝子に繋ぐことで作製したレ
ポーターベクターを用いて、プロモーター領
域を決定した。その結果、-100〜-200 領域に
プロモーター活性が存在し、特にこの中でも
-135〜-155 領域が重要であることが分かっ
た。さらに、-80〜-200 領域の DNA 断片と
MBP-SplR を使用してゲルシフトアッセイを
行ったところ、SplR はスフィンゴ脂質の一種
であるスフィンゴシンの存在下で-80〜-200
領域の DNA 断片と結合することが分かった。
以上の結果は、SplR がスフィンゴシンの存在
下で、セラミダーゼ遺伝子の上流に存在する
プロモーター領域に結合することで、セラミ
ダーゼ遺伝子の発現を促していることを示
している。 
 一方、SplR とスフィンゴシンの結合を調べ
るために、ビオチン標識したスフィンゴシン
と MBP-SplR もしくは MBP を混合し、アビジ
ン磁気ビーズで分離したところ、MBP-SplR が
特異的に検出された。このことは SplR がス
フィンゴシンと直接結合することを示して
いる。 
 
(3) SplRによって発現調節される遺伝子の探
索 

 SplR によって発現調節されている遺伝子
の全貌を明らかにするために、緑膿菌の野生
株とSplR 株を PY 培地並びにスフィンゴミ
エリンを含む PY 培地でそれぞれ培養し、RNA
を抽出後に、DNA マイクロアレイ解析により、
遺伝子発現の変化を調べた。まず、野生株に
おいてスフィンゴミエリンにより発現誘導
される遺伝子を探索したところ、スフィンゴ
ミエリンを添加するとセラミダーゼやスフ
ィンゴミエリナーゼを含む110個の遺伝子の
発現が有意（Zscore が 2以上）に増加し、37
個の遺伝子の発現が低下することが明らか
になった。一方、SplR 株ではスフィンゴミ
エリンを加えた時に発現誘導される遺伝子
が野生株と比較して減少しており、これらの
中にはセラミダーゼやスフィンゴミエリナ
ーゼが含まれていた。これらのことから、ス
フィンゴミエリンを加えたときに発現誘導
される遺伝子の一部は SplR によって制御さ
れていることが分かった。 
 スフィンゴ脂質は真核生物には普遍的に
存在する脂質であるが、細菌においては存在
が限られており、Sphingobacterium属など一
部の細菌にしか見出されていない。今回の研
究対象である緑膿菌にもスフィンゴ脂質は
存在していないが、緑膿菌はスフィンゴ脂質
の分解酵素であるセラミダーゼやスフィン
ゴミエリナーゼ遺伝子を所有している。この
ことは緑膿菌が感染した宿主中で、宿主のス
フィンゴ脂質を分解して生存に必要な炭素
原を得ていることを想像させるが、その中で
もセラミダーゼの遺伝子発現機構に関して
は全く不明であった。今回の一連の研究で、
セラミダーゼが宿主に存在するスフィンゴ
脂質（特にスフィンゴシン）と緑膿菌が持つ
転写制御因子 SplR によって発現制御を受け
ていることが明らかになった。SplR によって
発現制御を受けている遺伝子はセラミダー
ゼだけではないので、これら遺伝子と緑膿菌
の病原性の関係にも興味が持たれる。 
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