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研究成果の概要（和文）：GlcNAcのポリマーであるキチンはコレラ菌のDNAコンピテンスを活性化し，形質転換を引き
起こす。本研究は, キチンのシグナル伝達における膜貫通型DNA結合蛋白質TfoSの役割を解明する目的で行われた。そ
の結果，１）TfoSはコンピテンスレギュロンの発現に必須なsmall RNA遺伝子（tfoR）の転写を活性化すること，２）T
foSは二成分制御系の蛋白質ではないにも関わらず，その活性はキチン反応型の二成分制御系センサーキナーゼChiSに
支配されること，３）ChiSからTfoSへのシグナル伝達は既知のリン酸基転移とは異なる機構で進行することが示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：In Vibrio cholerae, chitin, a polymer of GlcNAc, induces natural competence for ge
netic transformation. This study was done to understand the role of a novel transmembrane DNA-binding prot
ein, named 'TfoS', in chitin-induced competence. The results suggested that: 1)  TfoS acts as a transcript
ional activator of the tfoR gene, encoding a chitin-induced small RNA essential for competence gene expres
sion, 2) TfoS has no two-component system (TCS) signature domains, but its activity is strictly dependent 
on the chitin-responsive TCS sensor kinase ChiS, and 3) ChiS regulates the activity of TfoS using mechanis
ms distinct from classical phosphorelay reactions.
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１．研究開始当初の背景 
  コレラ菌はヒトに感染しコレラを引き起

こすが，自然環境中では主に汽水域に生息し

ており，キチン質なプランクトンや甲殻類に

よく付着している。N-アセチルグルコサミン

（GlcNAc）のポリマーであるキチンは，栄養

源として利用されるだけではなく，コレラ菌

に対して様々な生理的影響を及ぼす。近年，

形質転換の誘導現象が報告されたことを契機

にして，キチンはコレラ菌の遺伝的多様性に

も寄与していると考えられるようになった。 

形質転換の誘導には，キチンの分解産物

である(GlcNAc)2 がシグナルとしてはたらき，

DNA 取り込み能（コンピテンス）に関わる遺

伝子群の発現を活性化する。研究代表者はキ

チン誘導性の形質転換を支配する遺伝子発現

制御機構について解析を行い，１）(GlcNAc)2

はコンピテンスレギュロンのアクティベータ

ー遺伝子tfoXの翻訳を活性化すること，２）

tfoXの翻訳活性化には，(GlcNAc)2誘導性の

small RNAであるTfoRが関わること，３） 

(GlcNAc)2によるTfoRの発現誘導には，推定上

の転写因子TfoS（VC2080）が必要とされるこ

とを明らかにしてきた。しかしながら，

(GlcNAc)2のシグナル伝達機構については未

解明のままであった。TfoSは内膜局在性が予

測されるユニークなDNA結合蛋白質であり，N 

末端側にペリプラズムセンサードメイン，C 

末端側にヘリックス・ターン・ヘリックス DNA 

結合ドメイン，および両者の間に膜貫通ヘリ

ックスをもつ。このような特徴から，TfoS は

(GlcNAc)2の受容・応答に重要な役割を果たし

ていると考えられる。 

 

２．研究の目的 

  本研究では主に， １）(GlcNAc)2 の TfoS 

に対する作用機構，２）TfoS による tfoR の

転写制御機構について解析し，コレラ菌のキ

チン誘導型形質転換を支配するシグナル伝

達機構を明らかにすることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

１）(GlcNAc)2が TfoS の発現に及ぼす影響 

  (GlcNAc)2存在下・非存在下で培養したコ

レラ菌で産生される TfoS をウエスタンブロ

ッティングで検出した。 

２）大腸菌におけるシグナル伝達系の再構成

実験 

  コレラ菌だけではなく，大腸菌も

(GlcNAc)2 の取り込み能をもつことが知られ

ている。想定されるシグナルカスケード

“(GlcNAc)2→TfoS→tfoR”を構成する因子間

で直接的な相互作用があるならば，この系を

大腸菌で再構成できるはずである。

tfoR::lacZ 転写融合を染色体上に組み込ん

だ大腸菌を(GlcNAc)2 存在下で培養させると

同時に，TfoS を発現させた時のレポーター活

性を調べた。また，TfoS に加えて，(GlcNAc)2

反応型の二成分制御系センサーキナーゼ

ChiS(およびリン酸基転移アミノ酸残基をア

ラニンに置換した変異体)を発現させた場合

にもレポーターアッセイを行った。 

３）TfoS の局在性の解析 

  コレラ菌細胞を外膜，ペリプラズム，内

膜および細胞質に分画し，TfoS がどの画分で

検出されるかをウエスタンブロッティング

で調べた。また，TfoS の様々な部位に翻訳融

合させた PhoA（および LacZ）の大腸菌での

活性を指標にして，蛋白質の膜トポロジーを

解析した。 

４）TfoS の精製 

  マルトース結合蛋白質と TfoS の C 末端

側 DNA 結 合 ド メ イ ン の 融 合 蛋 白 質

（MBP::TfoSc）を大腸菌で大量発現させた。

大腸菌抽出液中に含まれる MBP::TfoSc をア

ミロースレジンによりアフィニティー精製

した。 

５）TfoS の転写活性化能 

  MBP::TfoScが tfoR の転写に及ぼす影響

を調べるために，大腸菌 RNA ポリメラーゼと



tfoRのプロモーター領域を含む鋳型DNAを用

いて in vitro 転写解析を行った。 

６）TfoS の DNA 結合能 

  MBP::TfoScと tfoR のプロモーター領域

を含むDNAを用いてゲルシフトアッセイを行

い，DNA 結合能を調べた。さらに，DNase I

フットプリンティングを行い，MBP::TfoScの

結合部位を解析した。 

 

４．研究成果 

  コレラ菌における TfoS の発現は

(GlcNAc)2の有無に影響されなかった。したが

って，(GlcNAc)2は TfoS の翻訳後調節に関わ

ることが示唆される。しかしながら，

(GlcNAc)2存在下で培養した大腸菌で TfoS を

発現させても，染色体上に組み込まれた

tfoR::lacZ の発現は活性化されなかったた

め，(GlcNAc)2の直接的な標的は TfoS 以外の

因子であると考えられる。  

(GlcNAc)2と TfoS の間を介在する因子の

候補として，(GlcNAc)2反応型の二成分制御系

センサーキナーゼ ChiS が挙げられる。通常

ChiS の活性はペリプラズム局在型(GlcNAc)2

結合蛋白質 CBP によって抑えられているが，

(GlcNAc)2 がペリプラズムに取り込まれて

CBP に結合すると ChiS はフリーになり，脱抑

制されると考えられている。大腸菌は cbp を

有しないため，発現させた ChiS は常に活性

型となる。tfoR::lacZ を組み込んだ大腸菌に

おいて TfoS と ChiS を共発現させたところ，

十分なレポーター活性が得られた。この結果

は，通常不活性型の TfoS が ChiS 存在下で活

性型に変化し，tfoR の転写を活性化すること

を示唆している。 

二成分制御系は，特異的な環境シグナル

を認識して自己リン酸化するセンサーキナ

ーゼと，センサーキナーゼからリン酸基を受

け取って活性化し，標的遺伝子の転写制御を

行うレスポンスレギュレーターから構成さ

れる。興味深いことに，TfoS は ChiS に依存

して活性化されるにもかかわらず，レスポン

スレギュレーター間で保存されるリン酸基

受容ドメインをもたない。ChiS に保存される

リン酸基転移残基をアラニンに置換しても，

tfoR::lacZ の発現誘導には影響を与えなか

った。つまり，ChiS によるシグナル伝達は，

既知のリン酸基転移とは異なる機構で行わ

れていることになる。 

  TfoS の局在性を調べるために，コレラ菌

細胞を外膜，ペリプラズム，内膜および細胞

質に分画し，TfoS を検出した結果，大部分が

内膜に存在することがわかった。また，

PhoA/LacZ レポーター系を用いた膜トポロジ

ー解析から，ペリプラズムセンサードメイン

がペリプラズム側に，DNA 結合ドメインが細

胞質側に位置していることが確認された。 

  TfoSのDNA結合ドメインを含む領域を精

製し，in vitro での解析を行った。精製した

蛋白質は tfoR のプロモーターに特異的に結

合し，その転写を活性化した。また，DNase I

フットプリンティングを行い，精製蛋白質は

tfoRの-35領域付近に存在するダイレクトリ

ピート配列に結合することがわかった。 

  本研究から，１）(GlcNAc)2は ChiS を介

して TfoS を活性化する，２）活性化した TfoS

は tfoR プロモーターに結合し，その転写を

活性化する，という一連のシグナルカスケー

ドが提案される。この成果は，コレラ菌の形

質転換を支配する環境応答の初期過程を明

らかにしただけでなく，二成分制御系蛋白質

（ChiS）と非二成分制御系蛋白質（TfoS）か

ら構成されるシグナル伝達系の例を初めて

示したものであり，細菌におけるシグナル伝

達のネットワークを理解する上で極めて重

要な知見である（発表論文１）。今後，ChiS

による TfoS の制御機構およびその生理的意

義について明らかにする必要がある。   

なお本研究課題に関連して，形質転換を

高効率で起こすための手法を確立し，III 型

分泌装置の遺伝子クラスターがコレラ菌間



で水平伝播されることを示すための解析に

貢献した（発表論文２）。 
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