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研究成果の概要（和文）：Streptococcus mitis の choline binding protein E（CbpE）の機能解

析を行った。その結果、CbpE はコリン結合βガラクトシダーゼや、形質転換の際に働く溶菌酵

素である CbpD の機能調節に関与する可能性が示された。これらの結果から、CbpE が形質転

換の調節において重要な役割を果たしている可能性が示唆された。 
 
 
研究成果の概要（英文）：Functional analyses of choline-binding protein E (CbpE) was 
performed.  As a result, it was revealed that CbpE is involved in the functional regulation 
of choline-binding β-galactosidase and of CbpD, an autolytic enzyme that functions in 
genetic transformation.  These results suggested that CbpE play important roles in the 
regulation of genetic transformation.   
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１．研究開始当初の背景 
これまで医療や畜産などの分野で広域抗

菌スペクトル薬の使用を続けてきた結果、
様々な細菌種で薬剤耐性菌が増加してきて
いる。さらに近年では、バンコマイシン耐性
黄色ブドウ球菌、多剤耐性緑膿菌、多剤耐性
アシネトバクターなど、これまで使用されて
きたほとんど全ての抗菌薬に対して抵抗性
を示す薬剤耐性菌が増加し、大きな社会問題
となっている。このような薬剤耐性菌の増加
に対しては、既存の薬剤を改良するような方
法ではあまり効果が期待できないため、新た

な視点から対処法を開発することが急務と
考えられる。 
細菌の遺伝子伝播メカニズムの１つであ

る形質転換は薬剤耐性遺伝子の菌種を越え
た拡散に重要な役割を果たすと考えられる。
ヒトの主要な死因である肺炎は、多くは S. 
pneumoniae の感染によるものと考えられて
おり、世界中で毎年約 160 万人がこの菌の感
染症により死亡するといわれている。S. 
pneumoniae の薬剤耐性菌も増加してきてお
り、我が国の臨床分離株の半数程度がペニシ
リンに耐性あるいは低感受性となっている。
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さらに近年ではペニシリンやセフェム類だ
けでなく、テトラサイクリン、ニューキノロ
ン、マクロライド、を含む広範囲の抗菌薬に
対し耐性を獲得した多剤耐性S. pneumoniae
の増加が世界的な問題となりはじめている。
S. pneumoniae感染の予防法としては莢膜多
糖を抗原とするワクチンが実用化されてい
るが、すべての多糖抗原型に有効ではないこ
とや、形質転換により多糖抗原型が変化して
しまうことなどから、未だ改良の余地が残さ
れている。これらのことから S. pneumoniae
の薬剤耐性菌の増加を抑える方法を探るこ
とはきわめて重要な課題と考えられる。 

S. pneumoniaeの形質転換については古く
から研究されており S. pneumoniae 自身が
形質転換を促進するペプチドフェロモン
（competence-stimulating peptide: CSP）を
産生することが明らかとなっている。S. 
pneumoniae を CSP で刺激すると 180 以上
の遺伝子の発現が変化すると報告されてい
るが、形質転換機序の詳細については未だ多
くの不明な点が残されている。また、S. 
pneumoniae は形質転換の際に、ただ細胞外
にある遺伝子を取り込むだけではなく、周囲
の同種あるいは近縁種の細菌細胞を積極的
に破壊し、その遺伝子を獲得しているという
ことがわかり、その際に働く細胞壁溶解酵素
（LytA, LytC, CbpD）の存在も明らかになっ
てきた。これらの細胞壁溶解酵素はいずれも
コリン結合タンパク質（Choline Binding 
Protein: Cbp）と呼ばれる細胞表層タンパク
質群に分類され、細胞壁成分のホスホリルコ
リンと結合することで菌体表層に局在する
ことがわかっている。これらの細胞壁溶解酵
素は自己の細胞壁を分解する活性を持つた
め、発現するタイミングや酵素活性、局在性
などが厳密に制御されていると考えられる
が、それらの制御機構は未だ明らかにされて
いない。 
 本研究開始前に S. pneumoniae と極めて
近縁の種である Streptococcus mitis を対象
としてCbpの一つであるCbpEの解析を行っ
た。S. pneumoniae の CbpE はホスホリルコ
リン加水分解活性を持つことが報告されて
いる。実験の結果から S. mitis の CbpE も同
様の酵素活性を持つことがわかった。この活
性により CbpEは細胞壁に含まれるホスホリ
ルコリンの量や分布を調節し、他の Cbp の局
在性や機能発現に影響を与える可能性が考
えられる。興味深いことに、CbpE 欠損株を
作製して解析したところ野生株と比較して
CbpE欠損株の形質転換率が1/10程度まで著
しく低下することが明らかとなった。これら
の結果は形質転換の際の細胞壁溶解に複数
の Cbp が関与し、重要な役割を果たす可能性
を示唆した。 
 

 
２．研究の目的 
本研究は、細菌遺伝子の伝播機構を標的と

することで薬剤耐性菌の蔓延を阻止する方
法を開発することを最終的な目標とした。 
そこで、本研究では重要な病原細菌であり、
形 質 転 換 能 を 有 す る 肺 炎 レ ン サ 球 菌
Streptococcus pneumoniae の 近 縁 種 の
Streptococcus mitis を対象とし、形質転換
の際に働く細胞壁溶解酵素（LytA, LytC, 
CbpD）や、その他の Cbp の機能発現への関
与が示唆されている CbpEの機能を明らかに
することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
（１）S. mitis の Cbp 欠損株の作製 
 S. mitis の Cbp のうちコリン結合βガラク
トシダーゼ（β-gal）と CbpD の欠損株を作製
することとした。標的遺伝子をダブルクロス
オーバーによりテトラサイクリン耐性遺伝
子（Tcr）と完全に置換する方法（図１）で欠
損株を作製することとした。 

 
まず Tcrカセットを作製するために標的遺伝
子の上流配列、Tcr、標的遺伝子の下流配列を
それぞれオーバーラップするようにデザイ
ンしたプライマーで増幅した。次に得られた
３種類の増幅断片を鋳型として両端のプラ
イマーで増幅し、Tcrカセットを得た。得ら
れた Tcrカセットをウマ血清存在下で培養し
た S. mitis 野生株の培養液に添加し、形質転
換を行った。この培養液をテトラサイクリン
含有 BHI 寒天平板に塗抹・培養し Tcr を獲
得したテトラサイクリン耐性株を選択した。
得られたテトラサイクリン耐性株のゲノム
DNAを抽出しPCR法で標的遺伝子の欠損を
確認した。 
 
（２）S. mitis のβ-gal および CbpD のペプ
チド抗体の作製 
 S. mitis のゲノムデーターベースの情報を
元にβ-gal および CbpD の推定アミノ酸配列
から抗原決定基となる部分を予測し、抗原ペ



 

 

プチドをデザインした。抗原ペプチドの配列
はそれぞれ 
β-gal：CELSKEHPVHYHKLSYGAK 
CbpD：CNANEWGYRARREGYRVDNR 
となった。抗原ペプチドの合成およびペプチ
ド抗体の作製は SIGMA 社に依頼した。 
 
（３）β-gal 活性の測定 
 β-gal 活性測定の基質は o-nitrophenyl 
-β-D-galactopyranoside（ONPG）を使用し
た。ONPG 溶液と限外ろ過濃縮した S. mitis
の培養上清を混合して反応させ、反応の結果
生じた o-nitrophenolを420nmの吸光度を測
定することで定量した。 
 
（４）形質転換能の解析 
 S. mitis 野生株および CbpD 欠損株の形質
転換能は大腸菌とレンサ球菌のシャトルプ
ラスミドpVA838を使用して評価した。まず、 
各菌株をウマ血清存在下で培養し、その培養
液に pVA838 を添加して形質転換を行った。 
その後、培養液を適宜希釈し、薬剤無添加の
BHI 寒天平板とエリスロマイシン添加 BHI
寒天平板に塗抹・培養した。エリスロマイシ
ン添加 BHI 寒天平板上に出現した形質転換
株のコロニー数を薬剤無添加の BHI 寒天平
板上に出現した全コロニー数で除して形質
転換率を算出した。 
 
（５）ウエスタンブロット解析 
 まず、S. mitis 野生株および変異株の培養
上清をトリクロロ酢酸処理で濃縮し、SDS 
ポリアクリルアミド電気泳動で分離した。そ
の後、ニトロセルロースメンブレンに転写し、
一次抗体に抗β-gal および抗 CbpD 抗体を用
い、二次抗体に HRP 標識抗ウサギ免疫グロ
ブリン抗体を使用して検出を行った。 
 
 
４．研究成果 
 CbpE が細胞壁に含まれるホスホリルコリ
ンを部分的に切断することでその量や分布
を調節し他の Cbp の局在性を制御している

という仮説のもと、まず、S. mitis の Cbp
の１つであるβ-gal の局在性に対する CbpE
の関与を調べた。 

S. mitis の野生株とCbpE欠損株の培養上
清中のβ-gal 活性を調べたところ CbpE 欠損
株のβ-galの相対活性は野生株の6%程度まで
低下していた。（図２）さらに S. mitis のβ-gal
欠損株を作製し、同様に培養上清中の活性を
測定したところ、β-gal 活性はほぼ完全に消
失していた。（図２）なお、S. mitis の菌体を
用いてβ-gal 活性を測定したところ CbpE 欠
損株でも野生株と同程度の活性が検出され
たことから CbpE を欠損することでβ-gal の
タンパク質発現が消失しているわけではな
いことがわかった。 
これらの結果から、今回検出した S. mitis

培養上清中のβガラクトシダーゼ活性は
Cbpであるβ-galにほぼ完全に由来すること、
またその活性の培養上清における発現には
CbpE の機能が重要であることが明らかとな
った。 
 本研究開始前に S. mitis の CbpE 欠損株の
形質添加効率が低下することがわかってい
たため、形質転換に関わる Cbp の機能が
CbpE によって調節されている可能性が考え
られた。そこで、次に S. mitis の形質転換に

関わると予想されるCbpの一つであるCbpD
が実際に形質転換に関わるかを調べた。 
S. mitis 野生株および CbpD 欠損株の形質転
換能を比較した。その結果、CbpD 欠損株の
形質転換率は野生株の 10 分の 1 程度まで低
下した。（図３） 
CbpD 欠損株の形質転換率は CbpE 欠損株の
形質転換率とほぼ同程度であったことから、
CbpE 欠損株における形質転換率の低下は
CbpE を欠損したことによって CbpD の局在
性の調節がなされなくなり、その結果 CbpD
が正常に機能しなくなったことによるもの
であるという可能性が示唆された。 
 次に、CbpE 欠損株において他の Cbp の局
在性が実際に変化しているかを調べるため
にβ-gal および CbpD のペプチド抗体を作製
しウエスタンブロット解析を行った。しかし、



 

 

野生株および CbpE 欠損株の培養上清から
β-gal と CbpD のどちらも検出されなかった。
菌体表層画分を使用して同様のウエスタン
ブロット解析を行ったところやはりβ-gal と 
CbpD のどちらも検出出来なかった。今回作
製したペプチド抗体の性能の問題か、標的と
するβ-gal と CbpD タンパク質の発現量が少
ないのか、原因は不明だが、今後タンパク質
の検出条件などのさらなる検討が必要と思
われる。 
以上の結果から、CbpE が他の Cbp の機能

発現に影響を与えることで形質転換の調節
に関わっていることが示唆された。これまで
に国内外においてCbpEと他のCbpの機能と
の関係を明らかにした報告はなく、今回得ら
れた成果はきわめて意義深いと考えられる。
今後さらに CbpEの機能解析を進めることで
形質転換の阻害法を開発する基盤となる重
要な結果が得られ、将来的には薬剤耐性遺伝
子の蔓延防止と、既存の抗菌薬の臨床効果向
上に寄与することが期待できる。 
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