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研究成果の概要（和文）：真核細胞の染色体を構成するヒストンは、翻訳後修飾により遺伝子発現を調節する。さらに
塩基配列の変異に依存しない形質遺伝、すなわちエピジェネティクス制御を担う。一方、細菌のゲノムを構成するヒス
トン様蛋白質の翻訳後修飾は極めて希である。しかしながら本研究者は、ヒトの主要な病原体である結核菌のヒストン
様蛋白質に複数の翻訳後修飾が生じることを見いだしている。本研究は、結核菌におけるヒストン様蛋白質の翻訳後修
飾が、遺伝子発現の調節を介した、菌の生存や病原性の発現、さらにエピジェネティクスに関与するかを明かにするこ
とを目的として、翻訳後修飾に関わる酵素の性状検討と同定を実施した。

研究成果の概要（英文）：Post-translational modification of histones strongly affects chromatin functions 
and participates in the epigenetic regulation of the cell functions in eukaryotic cells. While bacteria 
produce the nucleoid-associated proteins, called histone-like proteins (HLP), but post-translational 
modification of HLP is hardly observed. Mycobacterium tuberculosis is a major human pathogen and kills 
over million people every year. This pathogen produces unique HLP, called MDP1 that is essential and 
controls expression of many sets of genes, and participates in regulation of mycobacterial growth and 
virulence. Interestingly post-translational modification occurs on MDP1, suggesting the possibility of 
post-translational modification-dependent control of MDP1 functions. In this research we analyzed the 
enzymes responsible for the modification of MDP1 in order to know the modification-dependent regulation 
of gene expression and epigenetic control in bacteria.
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１．研究開始当初の背景 
 真核細胞と原核細胞の染色体構造は異な
るが、共に染色体 DNA に加え、陽性に荷
電したヒストン（真核細胞）やヒストン様
蛋白質（原核細胞）によって構成される。
真核細胞においては複数のヒストンが存在
し、クロマチンを形成する。さらにヒスト
ン修飾酵素によって翻訳後修飾が生じ、遺
伝子発現の調節を介して細胞機能が制御さ
れる。また DNA 配列の変化を伴わない形
質遺伝、いわゆるエピジェネティクスが生
じる。一方、細菌の染色体を構成するヒス
トン様蛋白質には翻訳後修飾が認められず、
その役割は、単純な細菌染色体の構造形成
であると思われている。 
 結核菌は抗酸菌属に属するグラム陽性の
細胞内寄生性細菌で、三大感染症の一つで
ある結核の原因菌である。結核菌を始め抗
酸菌は、C 末部に真核細胞のヒストン H1
と相同性を有する特徴的なヒストン様蛋白
質、Mycobacterial DNA-binding protein 1 
(MDP1)を産生する。MDP1 は、結核菌の生
存自体や病原性を制御することが申請者を
含む複数の研究で判明している（Katsube et 
al J Bacteriol 2007, Niki et al J Biol Chem 
2012 等）。さらに本研究者は、MDP1 に複
数の翻訳後修飾が生じていることを見いだ
しており、これが染色体の構造変化に依存
する遺伝子発現調節やエピジェネティクス
制御を担う可能性を推定していた。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、結核菌におけるヒストン様蛋
白質の翻訳後修飾が、遺伝子発現の調節を
介した、菌の生存や病原性の発現、さらに
エピジェネティクスに関与するかを明らか
にすることを目標としてMDP1の修飾酵素
の同定とその機能解析を試みた。 
 
３．研究の方法 
（１）MDP1 と修飾酵素遺伝子の共発現系
の構築 
 結核菌ゲノム情報をもとに、結核菌ヒス
トン様蛋白質MDP1の翻訳後修飾を担う可
能性がある 90 遺伝子に絞り、その全てをク
ローニングし、T7 プロモーター誘導で
MDP1 と修飾酵素が共に転写され、共発現
するベクターを構築した。それによって大
腸菌を形質転換した。形質転換した大腸菌
を培養し、MDP1、および修飾酵素の発現
を誘導した後、菌体を回収して、菌体タン
パク質を抽出した。MDP1 の翻訳後修飾が
生じるかを、修飾を認識する単クローン抗
体によるウェスタンブロット法により確認
した。 
 
（２）結核菌からの MDP1 修飾酵素の精製 
 結核菌をソートン培地で大量培養し、菌
体と培養濾液を得た。菌体を磁性乳鉢に移
し、石英砂を加え、乳棒ですり潰した後、

緩衝液に懸濁し、菌体破砕液を得た。この
菌体破砕液から遠心操作によって調製した
上清を、イオン交換カラムに供し、0 – 1.0 M 
NaCl の濃度勾配により、溶出画分を得た。 
 
（３）結核菌タンパク質からの MDP1 結合
タンパク質の分離・同定 
 大腸菌で発現させた、His-tag を付加した
結核菌 MDP1 の組換え体を精製し、His-tag
タンパク質精製用担体（TALON resin、タカ
ラバイオ）に吸着させた。この MDP1 吸着
担体に、３−２と同様の方法で調製した結
核菌破砕液の上清を供した。MDP1 吸着担
体と結核菌破砕液上清を 4˚Cで一晩混合し
た。未吸着タンパク質を洗浄除去した後、
吸着タンパク質を MDP1 と共に溶出した。
溶出画分に含まれるタンパク質をトリプシ
ン消化した後、消化ペプチドを LC-MS 解
析に供し、溶出ピークを得た。この溶出ピ
ーク情報を Mascot ver 2.2 で解析し、MDP1
結合タンパク質を同定した。 
 
４．研究成果 
（１）MDP1 翻訳後修飾の検出系の構築 
 結核菌から精製したネイティブMDP1の
翻訳後修飾が酵素活性によるものであるか
を調べるために、大腸菌で発現させた
MDP1 には修飾が生じないことを利用し、
大腸菌で発現させた結核菌MDP1タンパク
質（非修飾体）を精製した。この組換え
MDP1 に、S-adenosyl-L-methionine（SAM）
と結核菌破砕液を加え、37˚Cで反応させる
と、MDP1 に翻訳後修飾が付加され、翻訳
後修飾特異的な単クローン抗体によって認
識されることが判明した（図 1A）。さらに、
ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ
（ S-adenosyl-L-[methyl-14C]-methionine 、
14C-SAM）を用いて酵素反応によりメチル
基の転移が検出できた（図 1B）。 
 

（２）大腸菌での MDP1 と修飾酵素遺伝子
の共発現系を用いた修飾酵素の探索 
 上述の通り、結核菌内では、MDP1 は修
飾酵素の作用によって翻訳後修飾を受ける
が、大腸菌内で MDP1 が発現しても、翻訳
後修飾を受けない。結核菌ゲノム情報をも
とに、結核菌ヒストン様蛋白質 MDP1 の翻



訳後修飾を担う可能性がある 90 遺伝子を
選抜した。90 遺伝子すべてをクローニング
し、T7 プロモーター誘導で MDP1 と共発
現するようなベクターを構築した。このベ
クターによって大腸菌を形質転換し、大腸
菌では生じないMDP1の翻訳後修飾が生じ
るかを、修飾を認識する単クローン抗体に
よるウェスタンブロット法により確認した。
しかしながら、いずれの組み換え体におい
ても顕著な翻訳後修飾の付加は、認められ
なかった。90 遺伝子について、実際に発現
しているか否かについても、遺伝子の C 末
に挿入したタグを認識する抗体で確認した
が、80%程の遺伝子は顕著に発現していた。
残る 20 遺伝子については、個別に発現させ、
非修飾 MDP1 と混合することで、翻訳後修
飾が生じるかを指標に、酵素の同定を目指
している。 
 
（３）結核菌からの MDP1 修飾酵素の精製 
 一方、結核菌体より酵素を精製する生化
学的な手法によっても、翻訳後修飾酵素の
特定を進めた。ソートン培地で、結核菌を
大量に培養し、菌体と培養濾液を得た。翻
訳後修飾が付加されていない MDP1 と、そ
れぞれのサンプルを一定時間混合し、付加
される翻訳後修飾を、単クローン抗体を用
いたウェスタンブロット法で解析した。ま
ず、酵素活性は、培養濾液よりも菌体に多
く認められた。次ぎに遠心操作によって、
細胞壁、細胞膜、細胞質画分に分離し、酵
素活性を測定したところ、細胞壁や細胞膜
画分に多く認められた。また、pH の変化で、
酵素活性が影響をうけることを確認した。
次ぎにイオン交換体による分画を行い、酵
素活性を含む画分を得た（図 2）。さらに質
量分析により、活性画分に含まれる蛋白質
を同定した。現在、可能性のある蛋白質に
ついてモチーフ検索等を行い、5 遺伝子に
絞り込んだ。酵素活性の検討を行い、可及
的早急に酵素を同定したい。 

 
（４） MDP1 結合タンパク質からの修飾酵
素の同定 
 結核菌破砕液からのMDP1修飾酵素の精
製と平行して、結核菌破砕液から MDP1 結
合タンパク質の分離を試みた。本探索には、
修飾酵素のMDP1への結合を促進するため

に、酵素反応の気質である、非修飾の MDP1
（大腸菌で発現させた組換え体）を用いた。
組換えMDP1を吸着させた担体と結核菌破
砕液を混合した後、MDP1 を介して担体に
結合した結核菌タンパク質を溶出し、溶出
画分に含まれるタンパク質（図 3）を LC-MS
解析で同定した。その結果、400 種類以上
のタンパク質が同定された。これらを結核

菌ゲノム情報、UniProt 等のデータベースと
照合し、修飾酵素候補タンパク質を 15 種類
に絞り込んだ。酵素活性の検討を行い、可
及的早急に修飾酵素を同定したい。 
 
 今後、早急に修飾酵素の同定を目指す。
さらに、同定した酵素の欠損株等を作製し、
MDP1 の翻訳後修飾を介したエピジェネテ
ィクス制御の存在を明らかにすると共に、
本メカニズムの、結核菌の生活環、病原性
の制御、次世代への遺伝形質の伝達などに
おける役割を解明したい。 
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