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研究成果の概要（和文）：ビブリオ属の細菌であるVibrio alginolyticusは、コラーゲンが存在するときにのみコラゲ
ナーゼを産生する。これは本菌がコラーゲンに対するセンサーを持っていることを示している。コラゲナーゼの産生を
簡便に判定できる方法を開発してスクリーニングを行い、コラゲナーゼの発現を調節している遺伝子を同定した。本研
究の結果、二成分制御系が本菌のコラゲナーゼの発現を調節していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Vibrio alginolyticus produces collagenase only when collagen is present. This show
s that V. alginolyticus possesses the sensor for collagen. Isolating mutants that are deficient in collage
nase production using newly invented method identified genes that regulate production of collagenase in V.
 alginolyticus. As the result, two-component regulatory system was identified to regulate the expression o
f collagenase in V. alginolyticus.
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１．研究開始当初の背景 
Clostridium 属のガス壊疽菌群は、コラゲナ
ーゼを産生して結合組織中の膠原線維を分
解し、感染を拡大する。本酵素の構造活性相
関を検討したところ、三種類のセグメントか
らなることが判明した。C 末端セグメントは
膠原線維や不溶性コラーゲンへ結合するコ
ラーゲン結合ドメイン(CBD)であり、コラー
ゲン分子の三重らせん構造を特異的に認識
することが明らかとなった。CBD を用いて生
理活性物質を膠原線維に富む結合組織にア
ンカーリングすることにより、局所で長時間
作用させることができた。さらに、以下の３
つの事例のように、コラーゲン結合性を付与
した生理活性物質が再生医療に応用できる
ことを示した。 
(1)これまでの共同研究で、線維芽細胞を含
むコラーゲン溶液から人工真皮に相当する
高密度結合組織を作製することに成功した。
この人工真皮の表層に表皮成長因子-CBD 融
合タンパク質(EGF-CBD)をアンカーリングし
てヒト表皮細胞を増殖させたところ、表皮層
に相当する角化を伴った重層扁平上皮層を
形成できた(特許申請 PCT/JP2010/051123)。 
(2)高密度コラーゲンパッチを EGF-CBD 溶液
に短時間浸漬し、ラットの外耳道側から鼓膜
穿孔部を覆うように移植した。移植後７日目
には、治療側は穿孔が閉鎖したが、コントロ
ール側では閉鎖例はなかった。鼓膜の内側か
ら手術用顕微鏡で観察したところ、全例で治
療耳は鼓膜の内側が滑らかに周囲と連続し
ており、血管新生も認められ、生着が確認さ
れた。 
(3)血管内皮細胞増殖因子 A-CBD 融合タンパ
ク質(VEGF-A-CBD)を、(2)と同様に高密度コ
ラーゲンパッチに結合させ、ラットの鼓膜穿
孔部に移植した。７日後、VEGF-A-CBD 側では、
有意な血管新生の増加が認められた。コント
ロール側は、パッチ周囲に血管新生をわずか
に認めるのみであった(特許申請 特願
2010-110694)。 
 
２．研究の目的 
上記の背景から、本薬物送達システム(DDS)
は再生医療における有望な薬物シーズであ
ると考えられる。我々は今後、種々の生理活
性物質を多様な細胞外マトリックス分子に
アンカーリングすることにより、その応用範
囲を拡大したいと考えている。本研究は現在
用いているガス壊疽菌群コラゲナーゼの CBD
とは全く基質特異性の異なるアンカー分子
や、マトリックス分子への結合力、結合時間
の異なるアンカー分子を探索することを通
して、細菌生理学の分子論的背景を研究し、
かつ本DDSの適応範囲を飛躍的に拡大すると
こを目的としている。 
(1)基質特異性の異なる CBD：ヒトのコラーゲ

ンは 30 種類以上存在することが報告されて
いる。その中には各組織に特徴的に存在する
ものがある。例えば関節軟骨の主成分は II
型コラーゲンであり、基底膜の主成分は IV
型コラーゲンである。従って特定の型のコラ
ーゲンに特異的に結合する CBD があれば、そ
のコラーゲンが豊富に存在する組織に特異
的に生理活性物質をアンカーリングでき、生
理活性物質の作用を発揮させたい場所で局
所的に発揮させることができる。さらに生理
活性物質の中には、一つの生理活性物質が複
数の細胞に対して異なった作用を持つもの
も少なくない。基質特異性の高いアンカーを
用いれば、その様な生理活性物質の作用が目
的以外の部位で発揮されることによる副作
用の抑制にもつながると考えられる。 
(2)結合力、結合時間の異なる CBD：コラーゲ
ン分子への結合力の強い CBD は、コラーゲン
分子に長時間結合していると考えられる。そ
こで、現在用いているガス壊疽菌コラゲナー
ゼのCBDよりもコラーゲンへの結合力の強い
CBD があれば、生理活性物質の効果をさらに
長時間発揮させることが期待される。一方、
使用する生理活性物質や適用例によっては、
生理活性物質の作用を比較的短時間発揮し
たい場合もあると考えられる。その様な場合
には、コラーゲンへの結合力の弱い CBD が有
用であると考えられる。このようにコラーゲ
ン分子への結合力の異なる CBD があれば、生
理活性物質の作用時間をコントロールする
ことができると考えられる。 
上記の目的を達成するために、Vibrio のコラ
ーゲン・センサーの探索を行う。 Vibrio 
cholerae や V. vulnificus などの Vibrio 属
細菌もコラゲナーゼを産生する。そのうち V. 
alginolyticus は海洋性の細菌であり、主に
魚類に創傷感染し、時にヒトにも角膜炎や外
耳道炎を起こす。興味深いことに、V. 
alginolyticus のコラゲナーゼ産生は、コラ
ーゲン依存的である。すなわちコラーゲンを
添加した培地で培養した場合にはコラゲナ
ーゼを産生するが、コラーゲンの無い培地で
培養した場合には産生しない。このことは V. 
alginolyticus がコラーゲンを検出するため
のセンサー分子を持っていることを示して
いる。このセンサー分子は培地中のコラーゲ
ンを検出していることから、コラーゲンへの
結合能を持つと考えられる。そのコラーゲ
ン・センサーを同定、解析するとともにその
CBD が新規アンカー分子として利用できるか
検討する。コラゲナーゼの発現がコラーゲン
の存在によって制御されているメカニズム
を解明することは、V. alginolyticus の病原
性を発揮するメカニズムを理解する上でも
有意義と考えられる。 
 
 



３．研究の方法 
(1)コラゲナーゼ産生能欠損株のスクリーニ
ング V. alginolyticusのコラゲナーゼの産
生を簡便に判定できるスクリーニング法を
開発した。コラーゲン・ザイモグラフィー
(Biochem Biophys Res Commun, 107:1173-8, 
1982)を応用してコラーゲン繊維を固相化し
たマイクロプレートを作製した。作製したマ
イクロプレートに V. alginolyticus の培養
液を加えて反応させた後、残存するコラーゲ
ン繊維を CBB で染色することにより、コラゲ
ナーゼの産生を判定した。 
(2)トランスポゾン(Tn)・ランダムミュータ
ジェネシスおよび Tn 挿入遺伝子の同定 
marinerトランスポゾン(PNAS, 105:8736-41, 
2008)を用いたランダムミュータジェネシス
を行い、コラゲナーゼ産生能を欠損した変異
株を分離した。Tn 発現プラスミドを野生株に
導入し、Tn 挿入変異株を分離した。得られた
Tn 挿入変異株の培養液中のコラゲナーゼを
(1)の方法により調べ、コラゲナーゼ産生能
を欠損した変異株を分離した。Tn には大腸菌
が利用できる複製開始点が含まれているた
め、形質転換株から染色体 DNA を調製し、Tn
領域に切断部位のない制限酵素で消化後、ラ
イゲーションしたものを大腸菌に導入する
ことにより、Tn 挿入部位周辺領域の染色体
DNA を含むプラスミドを得た。その後 Tn 配列
に結合するプライマーを用いて、Tn 挿入部位
周辺の塩基配列を決定することにより、Tn の
挿入により破壊された遺伝子を同定した。 
(3)遺伝子欠損株および相補株の構築 相同
組換えを用いて遺伝子欠損株を構築した。遺
伝子破壊用の DNA断片を PCRを用いて構築し
た。構築した DNA 断片を遺伝子破壊用プラス
ミドに挿入した。構築した組換えプラスミド
を接合伝達により V. alginolyticus に導入
し、クロラムフェニコール耐性になることを
指標にして1回目の相同組換えが起こった株
を分離した。1 回目の相同組換えが起こった
株をスクロースを含む培地で培養すること
により、2 回目の相同組換えが起こった株を
分離した。遺伝子が欠損されていることを
PCR により確認した。遺伝子を PCR により増
幅し、遺伝子発現用プラスミドに挿入した。
得られた組換えプラスミドを接合伝達によ
り V. alginolyticus に導入した。 
(4)タンパク質の精製 タンパク質は GST 融
合タンパク質として精製した。タンパク質を
コードする遺伝子をGST融合タンパク質発現
プラスミドに挿入した。得られた組換えプラ
スミドを大腸菌 BL21 株に導入した。得られ
た形質転換株を対数増殖期まで培養後、IPTG
を添加しタンパク質の発現を誘導した。誘導
後、集菌しフレンチプレスにより菌体を破砕
した。菌体破砕液を遠心することにより
cleared lysate を得た。得られた cleared 

lysate から Glutathione Sepharose ビーズを
用いたアフィニティー・クロマトグラフィー
によりタンパク質を精製した。  
(5)in vitroリン酸化実験 (3)で精製したタ
ンパク質を用いて in vitro リン酸化実験を
行った。精製したタンパク質と[γ-32P]ATP
を混ぜて反応後、SDS-PAGE を行った。電気泳
動後のゲルのオートラジオグラフィーをと
り、タンパク質への 32P の取り込みを検出し
た。 
 
４．研究成果 
(1)コラゲナーゼ産生能欠損株のスクリーニ
ング法の開発 研究の方法の(1)に示したコ
ラゲナーゼ産生能を欠損した変異株の新規
スクリーニング法を開発した。この方法はコ
ラーゲン・ザイモグラフィーを応用してマイ
クロプレートに固相化したコラーゲン繊維
の分解を指標にして、コラゲナーゼ産生の有
無を判定する方法である。コラーゲン繊維を
固相化したマイクロプレートに、コラゲナー
ゼ活性のある培養液と、コラゲナーゼ活性の
ない培養液を加えて反応させた。その結果、
コラゲナーゼ活性のある培養液を加えたウ
ェルのコラーゲン繊維が分解
された(右図)。他方、コラゲナ
ーゼ活性のない培養液を加え
たウェルのコラーゲン繊維は
分解されなかった(右図)。この
結果から、この方法を用いて培養液中のコラ
ゲナーゼ活性の有無を判定できることが明
らかとなった。 
(2)コラゲナーゼ産生欠損株の分離および欠
失遺伝子の同定 研究の方法(2)に示したよ
うに、トランスポゾン(Tn)を用いて V. 
alginolyticus の染色体 DNA 上の遺伝子をラ
ンダムに破壊した。得られた Tn 挿入変異株
のコラゲナーゼ産生を(1)のスクリーニング
方により調べた。約 12,000 株の Tn 挿入変異
株のコラゲナーゼ産生を調べたところ、21 株
のコラゲナーゼ産生能を欠損した変異株が
得られた。それら変異株の染色体 DNA 上の Tn
挿入部位を同定したところ、2 株で二成分制
御系のセンサー・ヒスチジンキナーゼ(HK)を
コードする遺伝子(varS)に Tn が挿入されて
いた。この結果から varSが V. alginolyticus
のコラゲナーゼ産生に関与していることが
示唆された。 
(3) センサー・ヒスチジンキナーゼ(VarS)の
解析 V. alginolyticus の野生株の染色体
DNA 上の varS を欠失した変異株を構築した。
得られた varS 欠失株はコラゲナーゼを産生
しなかった(右図)。
次に varS欠失株に野
生型のvarS発現プラ
スミドを導入したと
ころ、コラゲナーゼ



の産生が相補された(前項図)。さらに RT-PCR
法により各株のコラゲナーゼ遺伝子の発現
量を調べた。その結果、varS 欠失株はコラゲ
ナーゼを発現しておらず、varS 相補株ではコ
ラゲナーゼの発現が相補されていた。以上の
結果から、varS が V. alginolyticus のコラ
ゲナーゼ産生に関与していることが明らか
となった。 
(4)レスポンス・レギュレーター(VarA)の同
定と解析 二成分制御系は、HK とレスポン
ス・レギュレーター(RR)の二成分から構成さ
れる。HK が環境中のシグナルをセンスするこ
とにより自己をリン酸化し、そのリン酸基を
RR に転移する。RR はリン酸化されることに
より活性化され、環境シグナルに応じた遺伝
子発現を調節する。そこで V. alginolyticus
の染色体 DNA 配列を探索した結果、VarS とと
もに機能することが予想される RR をコード
する遺伝子(varA)が同定された。そこで V. 
alginolyticus の野
生株の染色体 DNA 上
の varAを欠失した変
異株を構築した。構
築したvarA欠失株は
コラゲナーゼを産生
しなかった(右図)。
次に varA 欠失株に野生型の varA 発現プラス
ミドを導入したところ、コラゲナーゼの産生
が相補された。さらに RT-PCR 法により各株
のコラゲナーゼ遺伝子の発現量を調べた。そ
の結果、varA 欠失株ではコラゲナーゼを発現
しておらず、varA 相補株ではコラゲナーゼの
発現が相補されていた。以上の結果から、
varA も V. alginolyticus のコラゲナーゼ産
生に関与していることが明らかとなった。 
(5)HKとRR間のシグナル伝達の解析 二成分
制御系は HKと RRがリン酸基の転移を介して
シグナルの伝達を行う。そこで、VarS と VarA
もリン酸基の転移を行うのか調べた。初めに
研究の方法(4)に示した方法により、VarS と
VarA を精製した。初めに精製した VarS と[γ
-32P]ATP を用いて、研究の方法(5)に示した方
法により in vitro リン酸化実験を行った。
その結果 VarS の速やかな自己リン酸化が観
察された。次に、予め[γ-32P]ATP と反応させ
てリン酸基を取り込ませておいた VarS と、
VarA とを混ぜて
反応させたとこ
ろ、VarS から
VarA へのリン酸
基の転移が観察
された(右図)。
以上の結果から、VarS と VarA がリン酸基の
転移を介したシグナル伝達を行うことが確
認された。このことから、VarS と VarA が二
成分制御系を構成していることが明らかと
なった。 

(6)HK のリン酸化に関るアミノ酸残基の同定 
VarS のアミノ酸配列を調べたところ、リン酸
基の転移に関る 3 つのアミノ酸残基(H300、
D718、H874)が推定された。そこで、それら
のアミノ酸残基をそれぞれアラニンに置換
した変異型 VarS を発現するプラスミドを構
築した。構築した変異型 VarS 発現プラスミ
ドを varS 欠失株に導入したところ、どの変
異型VarS発現
プラスミドも
コラゲナーゼ
産生を相補し
なかった(右
図)。この結果
から、それら 3 つのアミノ酸残基が VarS の
機能にとって重要であることが明らかとな
った。次に大腸菌株を用いてそれぞれの変異
型 VarS を精製し、得られたタンパク質を用
いて in vitro リン酸化実験を行った。その
結果、VarS(H300A)では自己リン酸化が観察
されなかった(下図)。一方、VarS(D718A)お
よび VarS(H874A)では、野生型 VarS より弱い
ものの自己リン酸化が観察された（下図）。
以上の結果から、H300 残基は最初の自己リン
酸化に、D718 および H874 残基はリン酸基の
転移に関与していることが示唆された。 

(7)RR のリン酸化に関るアミノ酸残基の同定 
VarA のアミノ酸配列を調べたところ、VarS
からのリン酸基の転移に関るアミノ酸残基
(D54)が推定された。そこで D54 残基をアラ
ニンに置換した変異 VarS（VarS(D54A)）を大
腸菌株を用いて精製した。精製したタンパク
質を用いて in vitro リ
ン酸化実験を行った。そ
の結果 VarA(D54A)へは
VarS からのリン酸基の
転移が観察されなかっ
た(右図)。このことから、
D54残基はVarSからのリン酸基の転移を受け
るアミノ酸残基であることが明らかとなっ
た。 
(8)まとめ 本研究の結果、VarS/VarA 二成分
制御系は V. alginolyticus のコラゲナーゼ
産生を制御していることが明らかとなった。
今後、VarS がコラーゲンを認識しているかを
明らかとすることで、新規マトリックス・ア
ンカーの候補となる可能性がある。 
現在臨床において抗菌薬に耐性を示す薬剤
耐性菌による感染が大変大きな問題となっ
ている。その様な中で抗菌作用に頼らない新
しい機構の感染症治療薬の研究が盛んに行
われている。そのうち最もよく研究されてい
るものの一つが、細菌の産生する毒素の産生
や活性を阻害するものである。毒素の産生や



活性を抑えることによって、感染しても発症
を抑えておき、その間に宿主の免疫系などに
よって細菌が排除されるのを期待するとい
う も の で あ る 。 コ ラ ゲ ナ ー ゼ は V. 
alginolyticus が産生する毒素の一つである。
したがってVarS/VarA二成分制御系によるコ
ラゲナーゼ発現調節の機構を阻害する物質
は、毒素産生阻害剤といった全く新しい新規
ビブリオ感染症治療薬となり得る。 
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