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㸯㸬序論 
 

㸯㸫㸯㸬࣒ࣛࢢ陽性菌ࡢ細胞表層 

ࠊࡕ持ࢆ構造࡞強固ࡓࡋ࡜中心ࢆࢻチࣉ糖や࣌ࠊ࠿࡯ࡢ細胞膜ࠊࡣ細胞表層ࡢ࢔ࣜࢸࢡࣂ

細胞ࡢ形態維持や細胞外ࡽ࠿ࢫࣞࢺࢫࡢ細胞ࢆ保護ࡿࡍ㔜要࡞役割ࢆ担࡚ࡗいࠋࡿ近年ࠊ

いࠊࡣ࡛࢔ࣜࢸࢡࣂࡢ࠿ࡘࡃ外界ࡢ環境変化࡟対࡚ࡋ細胞表層ࡢ構造ࢆ変化ࠊ࡛࡜ࡇࡿࡏࡉ

生存率ࢆ高ࡿࡵ機構ࡀ存ᅾࡀ࡜ࡇࡿࡍ明ࠋࡓࡁ࡚ࡗ࡞࡟࠿ࡽᮏ論文࡛ࠊࡣ細胞外ࡢ環境ࡀ

変化࡟ࢀࡑࠊࡁ࡜ࡓࡋ応࡚ࡌ細胞表層ࡢ構造࡟一定ࡢ変化ࡀ生ࠊࢆ࡜ࡇࡿࡌ細胞表層ࠕࡢ統

合性ࠖ࡜呼ぶࠋ環境変化࡜対応ࡿࡍ細胞表層ࡢ構造変化࡜いう細胞ࡢ཯応ࡀ乖㞳ࠊࡎࡏ統

合性ࡀ維持ࠊࡣ࡜ࡇࡿࢀࡉ枯草菌࡟代表ࡿࢀࡉ土壌細菌ࡼࡢうࠊ࡟千変万化ࡿࡍ環境中࡛

生育ࠊ࡚ࡗ࡜࡟࢔ࣜࢸࢡࣂࡿࡍ特࡟肝要࡛あ࡜ࡿいえ࣒ࣛࢢࠋࡿ陽性菌ࡼ࠾び࣒ࣛࢢ陰性

菌ࡢ細胞表層構造ࡢ模式図ࢆ Fig. 1 ࡟示ࠋࡍ 

ྲྀࢆ構造ࡢࡢ網目状࡞複雑ࡿࢀࡉン (PG)࡛構成࢝ࣜࢢࢻチࣉ࣌ࡣ細胞壁ࡢ࢔ࣜࢸࢡࣂ

ࡢ㸰種類ࡣ構造ࡢࡑࠊࡾ࠾࡚ࡗ amino-sugar ࠊN-acetylglucosamine (GlcNAc) ࡜ 

N-acetylmuramic acid (MurNAc) ࡛成ࡾ立࡚ࡗい࢝ࣜࢢࡿン鎖ࢆ持1࠙ࡘ 構࡞強固ࡢࡇࠋࠚ

造ࡣ細胞形態ࡢ維持や膨ᅽ࡟対ࡿࡍ防御機構࡚ࡋ࡜非常࡟㔜要࡞働ࢆࡁ持࡚ࡗいࠋࡿ一方

あࡣ細胞壁ࠊࡵࡓࡿ࡞࡟ࡆ妨ࡢ細胞伸長࡚ࡗえ࠿ࡣ構造࡞強固ࡣ࡟際ࡿࡍ成長ࡀ細胞ࠊ࡛

環境ࡢ細胞外ࡿࡍ変化ࡃࡋࡿࡄࡲ目ࠊࡓࡲࠋい࡞ࡽ࡞ࡤࢀࡅ࡞い࡚ࡗ保ࡶ柔軟性ࡢ程度ࡿ

 ࡜ GlcNAcࠋࡿあࡀ必要ࡿࡍ変化࡟柔軟ࡣ構造ࡢ細胞壁ࠊࡵࡓࡿࡍ適応࡟変化ࡢ

MurNAc-pentapeptide ࡿ࡞ࡽ࠿ PG ࡢ単఩構造ࡣ細胞質側࡛合成ࠊ編成ࡢࡇࠋࡿࢀࡉ際

炭素 55 個ࢻ࢖ࣀࣞࣉࢯ࢖ࡿ࡞ࡽ࠿脂質࡛あࡿ bactoprenol ศ子࠙ ࠚ2ୖ ࡛合成ࡇ ࠋࡿࢀࡉ

ࡁ࡜ࡢ PG ࡢ単఩構造ࡣ㸰ศ子ࣜࡢン酸ࣜࢆン࣮࡚࢝ࡋ࡜ bactoprenol ࡟結合ࠊࡾ࠾࡚ࡋ

 びࡼ࠾ transglycosidaseࠊࢀࡉ転移࡜࡬外側ࡢ膜ࡣศ子ࡢࡇࠋ呼ぶ࡜ Lipid II ࢆ構造ࡢࡇ

transpeptidase ࡢ働࡟࡛ࡍࡾࡼ࡟ࡁ合成࡚ࢀࡉいࡿ PG 構造内ࡾྲྀ࡟込1࠙ࡿࢀࡲ  PGࠋࠚ



単఩構造ࡽ࠿㞳ࡓࢀ後ࠊbactoprenol ࣜン酸(C55-P) ࡣ細胞内࡟回཰࡚ࢀࡉ再利用ࠋࡿࢀࡉ

  ࠋࡍ示࡟ Fig. 2 ࢆ一部ࡢ阻害剤ࡢࡑ࡜PG 合成経路 ࡿࡅ࠾࡟陽性菌࣒ࣛࢢ

ン࣏ࣜ࢜ࢽ࢔ࡿࡍ࡜単఩構造ࢆ炭化水素鎖ࠊ࡟ࡽࡉࡣPG 構造ࠊࡣい࡚࠾࡟陽性菌࣒ࣛࢢ

ࢀࡇࠊࡾ࠾࡚ࡅཷࢆ修飾ࡿࡼ࡟ lipoteichoic acid(LTA) ࡜ wall teichoic acid(WTA)ࠊ࣮࣐

ン酸ࣜ-3-࣮ࣝࣟࢭࣜࢢࡣ WTAࠋࡿ㔜要࡛あ࡟非常࡟維持ࡢ統合性ࡢ細胞表層ࡣ構造ࡢࡽ

(Gro-P㸧࣮ࣜࣝࢺࣅࣜ ࡣࡃࡋࡶン酸ࡢ繰ࡾ返ࡋ構造ࡽ࠿成ࠊࡾGlcNAc-ManNAc 構造ࢆ

᰿元࡟持࡚ࡗいࡢࡽࢀࡇࠋࡿ構造ࡣ細胞質側࡛ C55-P ࢆ足場࡚ࡋ࡜合成ࠊࢀࡉ細胞外࡟運

࡟後共有結合的ࡓࢀࡤ PG ࡟結合3࠙ࡿࢀࡉ ࡚ࡋ対࡟ࢀࡇࠋࠚ LTA  ࠊࡣ糖脂質ࢩࢥࣜࢢࢪ

࣮ࣝࣟࢭࣜࢢࠊࡾ࠾࡚ࡋ結合࡟細胞膜࡚ࡋ࡜ン࣮࢝࢔ࢆ (DGDG)࣮ࣝࣟࢭࣜࢢࣝࢩ࢔ࢪࣝ

ࣜン酸(Gro-P) ࡽ࠿࣮࣐࣏ࣜࡢ成ࡿ構造ࡀࡳࡢ知࡚ࢀࡽいࠋࡿ一般的ࠊ࡟WTA ࡼ࠾び LTA 

ࡢ Gro-P ࣏࣐࣮ࣜ構造ࡣ D-ࢽࣛ࢔ンࡿࡼ࡟修飾ࠊࡾ࠾࡚ࡅཷࢆ多ࡣ࡛࢔ࣜࢸࢡࣂࡢࡃ糖修

飾ࡀ࡜ࡇࡿࡅཷࡶわ࡚ࡗ࠿いࠋࡿWTA ࡼ࠾び LTA ࣜࡣン酸࡟富ࡴศ子࡛あࠊࡾPG 層࡟

4࠙ࡿ୚え࡚いࢆ影響࡟機能࡞必須ࡢ細胞表層࡞様々࡛࡜ࡇࡿ୚えࢆࢪチ࣮ࣕࢫࢼ࢖࣐   ࠋࠚ

PG ࡼ࠾び WTAࠊLTA ࡢ構造維持ࡼ࠾び修飾ࡢࢪ࣮࢓ࣇࡣ認識ࠊ病原菌ࡢ病原性࡟関

わࡢ࢔ࣜࢸࢡࣂࠊ࠿࡯ࡿ細胞表層ࢫࣞࢺࢫ応答࡟㔜要࡞役割ࢆ果ࠊࡾ࠾࡚ࡋࡓ抗生物質ࡢ

 WTA や ࡓ࡭述࡛ୖ࡟実際ࠋࡿศ㔝࡛あ࡞ࢇ盛ࡀ究◊࡟非常ࠊࢀࡉ注目ࡶ࡚ࡋ࡜ࢺࢵࢤ࣮ࢱ

LTA ࡢ D-ࢽࣛ࢔ン修飾࢝ࡣチ࢜ン性ࡢ抗生物質(CAMPs)ಁ࡚ࡗࡼ࡟進ࣀ࣑࢔ࡢࡑࠊࢀࡉ

ᇶࡢ存ᅾࡾࡼ࡟ CAMPs ࡟対ࡿࡍ抵抗性ࢆ高ࡿࡵ働࡚ࡋࢆࡁいࡀ࡜ࡇࡿ明࡚ࢀࡉ࡟࠿ࡽ

い5࠙ࡿ ࡢ PGࠊࡣ枯草菌࡛ࠊࡓࡲࠋࠚ O-ࢭ࢔チࣝ化ࢰࣜࡀチ࣮࣒耐性࡟寄୚ࡀ࡜ࡇࡿࡍ明

ࡿい࡚ࡗࡇ起ࡀ修飾ࢫ࣮ࢥࣝࢢࡢ WTAࠊࡢࡢࡶࡿᮍ知࡛あࡣ機能ࠊ࠿࡯ࡿい࡚ࢀࡉ࡟࠿ࡽ

ࡿい࡚࠙ࡗ࠿わࡀ࡜ࡇ 6,7  い࡚ࡘ࡟修飾系ࡢ細胞表層ࡿい࡚ࡗ࡞࡟࠿ࡽい࡚明࠾࡟枯草菌ࠋࠚ

Fig. 3 ࡟示ࠊࡶ࡟࠿࡯ࡢࡇࠋࡓࡋ様々࠾࡟࢔ࣜࢸࢡࣂ࡞い࡚ࢫࣞࢺࢫ応答性ࡢ細胞表層修

飾系ࡀ明࡟ࢫࣞࢺࢫࠊࡾ࠾࡚ࡁ࡚ࢀࡉ࡟࠿ࡽ応࡚ࡌ細胞表層ࡢ統合性ࢆ維持ࡣ࡜ࡇࡿࡍ非

常࡟㔜要࡛あࡀ࡜ࡇࡿわࠋࡿ࠿ 



Fig. 1 ࡢ࢔ࣜࢸࢡࣂ細胞表層構造ࡢ模式図ࠋ 
左࣒ࣛࢢࡀ陽性菌ࠊ右࣒ࣛࢢࡣ陰性菌ࡢ細胞表層構造を示ࠋࡍ; LTA, lipoteichoic acid; 
WTA, wall teichoic acid. 参考：Thomas J. Silhavy et. al., 2010 
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㸯㸫㸰㸬枯草菌 ECF ࣐ࢢࢩ因子 SigM ࡜細胞表層統合性 

Extra-cytoplasmic-function (ECF) ࣐ࢢࢩ因子ࠊࡣ様々࡞環境変化࡟応答࡚ࡋ活性化ࠊࡋ

ン遺ࣟࣗࢠࣞࠋࡿい࡚ࡋ寄୚࡟応答ࢫࣞࢺࢫ࡛࡜ࡇࡿࡍ活性化ࢆ転写ࡢン遺伝子ࣟࣗࢠࣞ

伝子ࡣ特࡟細胞表層や࣌ࣜ࡟࣒ࢬࣛࣉ関連ࡓࡋ機能ࢆ持ࡀ࡜ࡇࡘ多ࠊࡃ細胞表層ࡢ統合性

維持࠿࠿࡜わࡀࡾ深い࠙8 ࢀࡉ定ྠࡀ因子࣐ࢢࢩ ECF ࡢࡘ㸵࡟࡛ࡲ現ᅾࠊࡣ枯草菌࡛ࠋࠚ

࡚いࠋࡿ㸵ࡢࡘ ECF ࣐ࢢࢩ因子ࡀ応答ࡿࡍ細胞外ࢆࢫࣞࢺࢫ Table 1 ࡟示ࠋࡓࡋ㸵ࡢࡘ

ECF ࣐ࢢࢩ因子ࡢ中࡛ࠊSigM ࡀ細胞表層統合性࡟特࡟深い関ಀࡀあ࡚ࢀࡉ࡜ࡿい࠙ࡿ 9 ࠋࠚ

枯草菌 SigM ࡢ発現࡜活性化ࠊࡣ酸ࠊ熱ࠊ塩ࠊ過酸化ࡼ࠾ࢫࣞࢺࢫび 細胞表層࡟ࢫࣞࢺࢫ

10࠙ࡿࢀࡉࡇ起ࡁ引ࡾࡼ ࡢ合成系ࡢ LTA や WTAࠊࡣ࡟ンࣟࣗࢠࣞࡢ SigMࠊ࡟ࡽࡉࠋࠚ

遺伝子ࢻ࢖ࣀࣞࣉࢯ࢖ࠊ合成系ࡢ遺伝子ࡀ࡝࡞含ࠊࢀࡲ細胞表層࡟㔜要࡞機能ࢆ持࡜ࡇࡘ

9,11࠙ࡿい࡚ࢀࡉ示唆ࡀ ࡀ転写ࡢsigM 遺伝子 ࡾࡼ࡟Ḟ損ࡢ近年 LTA 合成酵素ࠊࡓࡲࠋࠚ

活性化࡜ࡿࢀࡉいう報告ࡓ࠙ࢀࡉ࡞ࡀ 12 ࠊࡣ活性化ࡢ 枯草菌 SigMࠊࡽ࠿஦実ࡢࡽࢀࡇࠋࠚ

細胞表層統合性ࡢ維持࡜密接࡟関ಀ࡚ࡋい࡜ࡿ思わ࡛ࡇࡑࠋࡿࢀᮏ◊究࡛ࠊࡣ枯草菌 SigM 

知見࡞ࡓい࡚新ࡘ࡟細胞表層統合性維持機構ࡢ枯草菌ࠊ࡛࡜ࡇࡿࡍ解明ࢆ活性制御機構ࡢ

 ࠋࡓࡋ࡜目的ࢆ࡜ࡇࡿ得ࢆ

 

 

 

 

 

 

 

 

 



σ因子 応答するスト−ス条件 

σ
M 

高塩  熱  エ⇥ノー∑  酸  細胞壁合成阻害剤  過酸化スト

−ス 

界面活性剤 

σ
V 

高塩 熱 ∐⇤チーム 

σ
W 

高塩 ア∑カ∐ 抗生物質 酸化スト−ス 

σ
X 

細胞壁抗生物質 CAMPs 

σ
Y 

窒素飢餓 

σ
Z 

高塩 

σ
ylaC 

酸化スト−ス 

Thackray PD et al., J Bacteriol. ,2003 

Guariglia-Oropeza V, Helmann JD J. Bacteriol 2011 

Table 1. 枯草菌ࡢECF ࣐ࢢࢩ因子࡜応答ࢫࣞࢺࢫࡿࡍ 



㸯㸫㸱㸬枯草菌 SigM ࡢ活性制御系ࡘ࡟い࡚ 

 ECF ࣐ࢢࢩ因子ࡣ一般的࡟膜ࢱンࢡࣃ質࡛あ࢔ࡿンチࢱ࣐ࢢࢩンࢡࣃ質࡜直接相互作

用ࡢࡑ࡛࡜ࡇࡿࡍ活性ࢆ負࡟制御ࠊࡾ࠾࡚ࢀࡉ細胞ࢆࢫࣞࢺࢫࡀ感知࢔࡜ࡿࡍンチ࣐ࢢࢩ

形成ࢆ酵素࡚ࣟ࣍ࡋ結合࡜酵素࢔ࢥࢮ࣮࣓࣏ࣛࣜ RNAࠊࡋ活性化࡚ࡋ解㞳ࡽ࠿質ࢡࣃンࢱ

ࡢࡘ㸰ࡣ 枯草菌 SigMࠋࡿい࡚いࢀࡽ知ࡀ࡜ࡇࡿࡍ活性化ࢆ転写ࡢン遺伝子ࣟࣗࢠ࡚ࣞࡋ

ࡾ࠾࡚ࢀࡽ知ࡀ࡜ࡇࡿい࡚ࡋ制御࡟負ࢆ活性ࡢࡑ࡚ࡗࡼ࡟ YhdK ࡜ 質 YhdLࢡࣃンࢱ

࠙13 ࢆ法ࢻࢵࣜࣈ࢖ࣁ࣮ࢶ酵母ࠊࡓࡲࠋࡿい࡚ࢀࡉ予測࡜ࡿ質࡛あࢡࣃンࢱ膜ࡶ࡜両者ࠊࠚ

用いࢱࡓンࢡࣃ質相互作用解析࡛ࠊࡣSigM ࡜直接結合࢔ࡿࡍンチࢱ࣐ࢢࢩンࢡࣃ質ࡣ 

YhdL ࡛あࠊࡾ YhdK ࡣ YhdL ࡜相互作用࡛࡜ࡇࡿࡍ間接的࡟ SigM 活性ࢆ負࡟制御ࡋ

࡚いࡀ࡜ࡇࡿ示࡚ࢀࡉい14࠙ࡿ ࡟うࡼࡢ࡝ࡀ࣐ࢢࢩンチ࢔ࡣࡓࡲ SigMࠊࡽࡀ࡞ࡋ࠿ࡋࠋࠚ

࣒ࢬࢽ࣓࢝࡞うࡼࡢ࡝ࠊ際ࡓࡋ感知ࢆࢫࣞࢺࢫࡓࡲࠊ࠿ࡢࡿࡍ感知ࢆࢫࣞࢺࢫ細胞外࡚ࡋ

࡛ SigM ࢔ࡀンチࡽ࠿࣐ࢢࢩ解ࡁ放࡜࠿ࡢࡿࢀࡓいࡓࡗ SigM ࡢ活性制御機構ࡘ࡟い࡚

 ࠋい࡞い࡛ࢇ進ࡀ究◊ࡣ

 SigM 以外ࡢ ECF ࣐ࢢࢩ因子ࡘ࡟い࡚ࠊࡣ活性制御系ࡀ明࡚ࢀࡉ࡟࠿ࡽいࡀࡢࡶࡿい

ン酸࢚ࢡ-鉄࡟ 質 FecAࢡࣃンࢱ外膜ࡣ場合ࡢ 大腸菌 FecIࡿࡍ感知ࢆ鉄ࠋࡿࡍ存ᅾ࠿ࡘࡃ

複合体ࡀ結合࡛࡜ࡇࡿࡍ FecA ࣒ࢬࣛࣉࣜ࣌ࡢ側ࡢ構造ࡀ変化ࡢࡇࠊࡋ部ศࡀ内膜ࢱンࣃ

ࢢࢩࡀ࡜ࡇࡘ持ࢆ疎水性相互作用࡜側領域࣒ࢬࣛࣉࣜ࣌ࡢ FecR ࣐ࢢࢩンチ࢔ࡿ質࡛あࢡ

ࡢ FecR ࡾࡼ࡟ࢀࡇࠊࢀࡉษ断ࡾࡼ࡟ࢮ࣮࢔ࢸࣟࣉࡀ領域ࡢ細胞質側ࡢ FecRࠊࡾ࡞࡜ࣝࢼ

細胞質側領域࡜相互作用ࡿࡍ FecI ࡀ活性化15࠙ࡿࡍ  ࡢ放線菌ࡿࡍ感知ࢆࢫࣞࢺࢫ酸化ࠋࠚ

SigR ࡢ場合࢔ࡣンチࢱ࣐ࢢࢩンࢡࣃ質 RsrA 関わ࡟活性制御ࡀ HCC motif ࡿࡍ存ᅾ࡟

ࡾࡼ࡟ࢫࣞࢺࢫ酸化ࠊࡾ࠾࡚ࡗ RsrA ศ子ࡢ Cys-Cys 間࡟ศ子内 S-S 結合ࡀ生ࢱ࡚ࡌン

ࡍ活性化ࡀ SigRࠊࡾ࡞ࡃ࡞保࡚ࢆ結合ࡢ࡜ SigRࠊࡋ変化ࡀンࣙࢩ࣮࣓࢛ࣇンࢥࡢ質ࢡࣃ

ࡿ࠙ 16 ࡗ行ࢆ感知ࡢࢫࣞࢺࢫࡀ い FecA࡞ࡣ࡛࣐ࢢࢩンチ࢔ࡣ࡛ࢫ࣮ࢣࡢ 大腸菌 FecIࠋࠚ

 ࠋࡿい࡚ࡋ感知ࢆࢫࣞࢺࢫ直接ࡀ࣐ࢢࢩンチ࢔ࡣ࡛ࢫ࣮ࢣࡢ 放線菌 SigRࠊࡾ࠾࡚



 枯草菌 ECF ࣐ࢢࢩ因子ࡘ࡟い࡚ࡣ前述ࡼࡢう࡟㸵ࡀࡘ知࡚ࢀࡽいࡢࡇࠊࡀࡿうࡕ 

SigW ࡘ࡟い࡚ࡣあࡿ程度活性制御機構ࡀ明࡚ࡗ࡞࡟࠿ࡽいࠋࡿSigW ࢫࣞࢺࢫࣜ࢝ࣝ࢔ࡣ

ࡣ 質 RsiWࢡࣃンࢱ࣐ࢢࢩンチ࢔ࡁ࡜ࡢࡇࠊࡀࡿࡍ活性化࡚ࡋ感知ࢆ PrsW ࡼ࠾び RasP 

ษ࡟ࡽࡉࠊࢀࡉศ解࡟㸰段階࡟順ࡢ内側ࠊ外側ࡢ細胞ࡾࡼ࡟ࢮ࣮࢔ࢸࣟࣉいう膜局ᅾ型࡜

断ࡓࢀࡉ細胞ࡢ内側ࡢ領域ࡣ複数࡚ࡗࡼ࡟ࢮ࣮࢔ࢸࣟࣉࡢศ解࡛࡜ࡇࡿࡅཷࢆ SigW ࡢ活

性化ࡀ起ࡿࡇ(Fig. 4-A) ࡼ࠾び࠙17  ୗ࡛ Western blottingࢫࣞࢺࢫࣜ࢝ࣝ࢔ࠊࡁ࡜ࡢࡇࠋࠚ

ࡿい࡚ࢀࡉ検出ࡀศ解産物ࠊࡋ減少ࡀ㔞ࡢ細胞内ࡢ 質 RsiWࢡࣃンࢱ࣐ࢢࢩンチ࢔ࡾࡼ࡟

(Fig. 4-B)ࠋ枯草菌 SigW ࡢ系࡛最初ࢆࢫࣞࢺࢫࣜ࢝ࣝ࢔࡟感知ࡿࡍ因子ࡀ何࡛あࡲࡣ࠿ࡿ

 ࠋい࡞い࡚ࢀࡉ࡟࠿ࡽ明ࡔ

 ᮏ◊究࡛ࡢࡽࢀࡇࡣ஦実ࢆ参考࡟枯草菌 SigM ࡢ活性制御機構ࡢ解析ࢆ行うࠋࡓࡋ࡜࡜ࡇ

前半࡛ࡣ SigW ࡢ系ࢆ参考ࠊ࡟ SigM ࢔࡜ンチࢱ࣐ࢢࢩンࢡࣃ質ࡢ関ಀࡘ࡟い࡚࢔ࠊンチ

解明࡛࡜ࡇࡿࡍ解析ࡾࡼ࡟ Western blotting ࡚ࡋ付加ࢆࢢࢱࣉ࣮ࢺࣆ࢚࡟ YhdL ࣐ࢢࢩ

用い࡚ SigM 活ࢆࢫࢩࢿ࢙ࢪࢱン࣑࣮ࣗࢰ࣏ࢫンࣛࢺࠊࡣ後半࡛ࡢ究◊ࠋࡓࡳ試࡜うࡼࡋ

性࡟影響ࢆ୚えࡿᮍ知ࡢ因子ࢆ広範࡟探索ࢆ࡜ࡇࡿࡍ試ࠋࡓࡳSigM 活性࡟影響ࢆ୚えࡿᮍ

知ࡢ因子ࡀ見ࡣࢀࡑࠊࡤࢀ࠿ࡘ SigM ࡞い࢔ࡋンチࡢ࣐ࢢࢩ活性ࢆ制御ࡿࡍ因子ࡣࡃࡋࡶ

SigM ࢫࣞࢺࢫࡢ感知࡟関୚ࡿࡍ因子࡛あࡀ࡜ࡇࡿ期待ࠊ࠿࡯ࡿࢀࡉ前述ࡼࡢう࡟ SigM 

ࡶい࡚ࡘ࡟細胞表層統合性維持機構ࠊࡽ࠿࡜ࡇࡘ持ࢆࡾ深い関わ࡟細胞表層統合性維持ࡣ

新࡞ࡓ知見ࡀ得ྍࡿࢀࡽ能性ࡀあࠊ࡟ࡽࡉࠋࡿ SigM ࡀ活性化ࡃࡼࡣࢫࣞࢺࢫࡿࡍ知ࢀࡽ

影響࡟SigM 活性 ࠊࡵࡓい࡞࡛࠿ࡽ明ࡣ࠿ࡿあ࡛ࣝࢼࢢࢩࡢ真ࡢSigM 活性化 ࡀ何ࠊࡀࡿ

 ࠋࡿࡀ࡞ࡘࡶ࡟解析࡞詳細ࡢࣝࢼࢢࢩSigM 活性化 ࡣ࡜ࡇࡿࡍ探索ࢆ条件ࡿ୚えࢆ

 ᮏ論文࡛ࠊࡣSigM-࢔ンチ࣐ࢢࢩ系ࡿࡼ࡟活性制御ࡘ࡟い࡚௒࡟࡛ࡲ知࡚ࢀࡽい࡞い活性

制御系ࢆ持ࢆ࡜ࡇࡘ示唆࡚ࡋいࣛࢺࠊ࠿࡯ࡿンࢰ࣏ࢫン࣑࣮ࣗࡾࡼ࡟ࢫࢩࢿ࢙ࢪࢱ探索ࡋ

寄୚࡟細胞表層統合性維持機構ࡢ枯草菌ࡾࡼ࡟࡜ࡇࡿࡍ解析࡟い࡚詳細ࡘ࡟ࡘ㸯ࡢ因子ࡓ

 ࠋࡿࡍい࡚議論ࡘ࡟ࣝࢼࢢࢩ活性化ࡢ び SigMࡼ࠾ࠊ存ᅾࡢ応答機構ࢫࣞࢺࢫ࡞ࡓ新ࡿࡍ



ClpXP 

Fig. 4 枯草菌 SigW ࡢ活性制御系ࠋ 
(A)明࡚ࢀࡉ࡟࠿ࡽいࡿࡼ࡟ࢫࣞࢺࢫࣜ࢝ࣝ࢔ࡿ SigW 活性化機構ࡢ模式図ࢺࢫࣜ࢝ࣝ࢔ࠋ
࡟ࢮー࢔ࢸ膜局在型プࣟࡀ 質 RsiWࢡࣃンࢱ࣐ࢢࢩࢳン࢔ࠊ࡜ࡿࡍ感知ࡀを細胞ࢫࣞ
 ࠋࡿࢀࡉศ解࡚ࡗࡼ࡟ ClpXP ࡿあ࡛ࢮー࢔ࢸ後細胞質プࣟࡢࡑࠊࢀࡉษ断࡟二段階࡚ࡗࡼ

(B)RsiW ศ解産物ࡢ Westerm blotting ࡿࡼ࡟検出イ࣓ーࠋࢪ* : RsiW 全長ࠋ 
参考：T. WiegertࡽMolecular Microbiology 2004 
 

A. 

B. 

* 



㸰㸬方法࡜材料 

 

㸰㸫㸯㸬使用菌株ࠊDNA ࡼ࠾び生育条件 

ᮏ◊究࡛使用ࡓࡋ株ࢀࡒࢀࡑ࣮࣐࢖ࣛࣉࠊࢻ࣑ࢫࣛࣉࠊ Table 2࡟ 4ࠊ3ࠊ示ࣛࣉࠋࡓࡋ

࡞ࡋう࡜液体 LB ᇵ地࡛振ࡣᇵ養ࡢ細菌ࠋࡓࡋ依頼࡟ンࣃࣕࢪ࣮ࢼ࢖ࣛࢢࡣ作成ࡢ࣮࣐࢖

࡟必要ࠋࡓࡗ行࡛ ℃37 ࡛ୖࢺ࣮ࣞࣉ LB ࡴ含ࢆ agar (国産化学) % 1.5 ࡣいࡿあࠊࡽࡀ

応࡚ࡌ以ୗࡢ抗生物質ࢆ添加ࠋࡓࡋ枯草菌࡟対ࠊࡣ࡚ࡋspectinomycin (Sp), 100 g/ml; 

neomycin (Nm), 5 g/ml; chloramphenicol (Cm), 5 g/ml; erythromycin (Em), 0.5 g/ml, 

大腸菌࡟対ࠊࡣ࡚ࡋampicillin (Ap), 50 g/ml; kanamycin 50 g/ml ࢆ用いࠋࡓ枯草菌ࡽ࠿

ࡢ DNA 抽出法ࠊ大腸菌ࢻ࣑ࢫࣛࣉࡢࡽ࠿調製ࠊPCR ཯応ࡣ慣例࡟従࡚ࡗ行ࠋࡓࡗ 

 

㸰㸫㸰㸬枯草菌ࡢ形質転換 

 枯草菌ࢆ CI ᇵ地(CII ᇵ地 + 0.11 % casamino acid0.05ࠊ % yeast extract0.005 ࠊ % 

L-tryptophan) ࡟植菌࡚ࡋᇵ養37ࠊࡋ ℃࡛振࡜うᇵ養ࠊࡋO.D.600 = 0.9 付近࡛等㔞ࡢ CII 

ᇵ地(14 % K2HPO4࣭2H2O6ࠊ % KH2PO41ࠊ % trisodium citrate࣭5H2O2ࠊ % glucoseࠊ

11 g/ml ferric ammonium citrate2.5ࠊ mg/ml potassium asparatate3ࠊ mM MgSO4)ࢆ加

え࡚ 37 ℃࡛ 1 h 振࡜うᇵ養ࡓࡋ後ࠊᇵ養液 300 l ࢆศྲྀ࡚ࡋ供୚ DNA ࢆ添加1ࠊࡋ h 

以ୖ 37 ℃ ࡛࢖ン࣮࢟ࣗ࣋ࢺ後30ࠊ l ࢆ選択࣐࣮࣮࢝ࢆ含ࡴ LB 寒ኳᇵ地ࢻࢵࣞࣉࢫ࡟

 ࠋࡓ得ࢆ transformants ࡚ࡋ一晩ᇵ養࡛℃ 37ࠋࡓࡋ

 

㸰㸫㸱㸬大腸菌ࡢ形質転換 

 大腸菌ࢆ LB ᇵ地࡛ O.D.600 = 0.5 付近࡛ࡲᇵ養ࠊࡋ集菌࡚ࡋᇵ養液1/10 ࡢ 㔞ࡢ 

NTS ( LB ᇵ地 + 30 mM MgCl210ࠊ % PEG1500) ࡟懸⃮ࠊࡋ氷ୖ10 ࡟ min 以ୖ静置後ࠊ

供୚ DNA ࢆ加え࡚氷ୖ 10 min10 ℃ 25ࠊ minࠊ氷ୖ 10 min 処理10ࠊࡋ 倍㔞ࡢ LB ᇵ



Table 2 本研究で使用した菌株

Strain Relevant genotype Reference or source

B. subtilis  strains

168 trpC2 lab stock

TMO310 trpC2 aprE::spc lacI Pspac-mazF

T.Morimoto,et

al.,Genes Genet. Syst.

(2009) 84, p.315-318

BSU41 trpC2 amyE  :: PsigM'-lacZ  cat

K. Kosono, et al.,

FEMS Microbiol.

Lett. 232 (2004 ) 93-
His-yhdL PsigM-lacZ trpC2 Pspac-his-yhdLerm::spc PsigM-lacZ 井上　修論(2009)

FLAG-yhdK PsigM-lacZ trpC2 Pspac-his-yhdLerm::spc PsigM-lacZ 上原　修論(2006)

PsigM'-bgaB trpC2 amyE  :: PsigM'-bgaB  cat

trpC2  gtaB ::lacZ lacI bla erm  Pspac-gtaB

YABHp trpC2  ispE  ::lacZ lacI bla erm  Pspac-ispE lab stock

YACMp trpC2  ispD  ::lacZ lacI bla erm  Pspac-ispDF lab stock

HY1055 trpC2  tagB'  ::lacZ lacI bla  erm  Pspac-tagB

H.Yamamoto,et al,

Molecular

Microbiology (2008)

70(2), 297–310

HY1056 trpC2  tagF'  ::lacZ lacI bla  erm  Pspac-tagF

H.Yamamoto,et al,

Molecular

Microbiology (2008)

70(2), 297–310

MH1023 trpC2  tagO  ::lacZ lacI bla  erm  Pspac-tagO

H.Yamamoto,et al,

Molecular

Microbiology (2008)

70(2), 297–310
HRI001 trpC2 amyE  :: PsigM'-lacZ  cat  :: erm This study

57F trpC2 yfhO::Tn 10 上原　修論(2006)

ASK2001 trpC2 sigM :: cat

K. Asai, et al., J.

Bacteriol. 190, (

2008) 2633-2636.
HRI002 trpC2  D csbB This study

HRI003 trpC2 D yfhO This study

HRI004 trpC2 D csbB-yfhO This study

HRI005 trpC2  D csbB  PsigM'-lacZ cat :: erm This study

HRI006 trpC2 D yfhO PsigM'-lacZ cat :: erm This study

HRI007 trpC2 D csbB-yfhO PsigM'-lacZ cat :: erm This study

HRI008 trpC2 amyE :: PsigM'-lacZ cat :: erm  pHCMC05 This study

HRI009 trpC2 D csbB amyE  :: PsigM'-lacZ  cat  :: erm pHCMC05 This study

HRI010 trpC2 D csbB-yfhO amyE  :: PsigM'-lacZ  cat  :: erm pHCMC05 This study

HRI011 trpC2 amyE :: PsigM'-lacZ cat :: erm pHCMC05-csbB This study

HRI012 trpC2 D csbB amyE :: PsigM'-lacZ cat :: erm  pHCMC05-csbB This study

HRI013 trpC2 D csbB-yfhO amyE :: PsigM'-lacZ cat :: erm  pHCMC05-csbB This study

HRI014 trpC2 D csbB-yfhO amyE :: PsigM'-lacZ cat :: erm  pHCMC05-csbBFLAG This study

HRI015 trpC2 D csbB-yfhO amyE :: PsigM'-lacZ cat :: erm  pHCMC05-csbBFLAG  D97A This study

HRI016 trpC2 D csbB-yfhO amyE :: PsigM'-lacZ cat :: erm  pHCMC05-csbBFLAG  D44A This study

HRI017 trpC2  amyE :: PsigM'-lacZ cat :: erm  pHCMC05-DSD-csbB This study

HRI018 trpC2  D csbB amyE :: PsigM'-lacZ cat :: erm  pHCMC05-DSD-csbB This study

HRI019 trpC2  D csbB-yfhO amyE :: PsigM'-lacZ cat :: erm  pHCMC05-DSD-csbB This study

HRI020 trpC2 amyE :: PsigM'-lacZ cat :: erm pHCMC05-gtrB This study

HRI021 trpC2 D csbB amyE :: PsigM'-lacZ cat :: erm  pHCMC05-gtrB This study

HRI022 trpC2 D csbB-yfhO amyE :: PsigM'-lacZ cat :: erm  pHCMC05-gtrB This study

HRI023 trpC2  amyE :: PsigM'-lacZ cat :: erm  pHCMC05-DSD-gtrB
N

-csbB
C This study

HRI024 trpC2  D csbB amyE :: PsigM'-lacZ cat :: erm  pHCMC05-DSD-gtrB
N

-csbB
C This study

HRI025 trpC2  D csbB-yfhO amyE :: PsigM'-lacZ cat :: erm  pHCMC05-DSD-gtrB
N

-csbB
CThis study

HRI026 trpC2  amyE :: PsigM'-lacZ cat :: erm  pHCMC05-DSD-csbB
N

-gtrB
C This study

HRI027 trpC2  D csbB amyE :: PsigM'-lacZ cat :: erm  pHCMC05-DSD-csbB
N

-gtrB
C This study

HRI028 trpC2  D csbB-yfhO amyE :: PsigM'-lacZ cat :: erm  pHCMC05-DSD-csbB
N

-gtrB
CThis study

HRI029 trpC2  tagB'  ::lacZ lacI bla  erm  Pspac-tagB PsigM-bgaB cat This study

HRI030 trpC2  tagF'  ::lacZ lacI bla  erm  Pspac-tagF PsigM-bgaB cat This study

HRI031 trpC2  tagO  ::lacZ lacI bla  erm  Pspac-tagO PsigM-bgaB cat This study

HRI032 trpC2  ispE ::lacZ lacI bla erm  Pspac-ispE PsigM -bgaB This study

HRI033 trpC2  ispD ::lacZ lacI bla erm Pspac-ispDF PsigM -bgaB This study

HRI034 trpC2  gtaB ::lacZ lacI bla erm Pspac-gtaB PsigM -bgaB This study

HRI035 trpC2 D yfhO Pspac-his-yhdLerm::spc PsigM-lacZ  ::cat This study

HRI036 trpC2 D yfhO Pspac-flag-yhdKerm::spc PsigM-lacZ ::cat This study

HRI037 trpC2 sigM :: cat :: neo  PsigM-lacZ ::cat lacI :: pAX01erm xylR PxylA This study

HRI038 trpC2 sigM :: cat :: neo  PsigM-lacZ ::cat lacI :: erm xylR PxylA-sigM-his-yhdL This study

HRI039 trpC2 sigM :: cat :: neo  PsigM-lacZ ::cat lacI ::erm xylR PxylA-sigM-his-yhdL-yhdThis study

E. coli  strain

JM109
endA1 glnV44 thi -1 relA1 gyrA96 recA1 mcrB

+ Δ(lac -proAB ) e14- [F' traD36

proAB
+
 lacI

q
 lacZΔM15 ] hsdR17 (rK

-
mK

+
)

lab stock

C600 F
-
 tonA21 thi -1 thr -1 leuB6 lacY1 glnV44 rfbC1 fhuA1 λ- lab stock

BTH101 F-, cya-99, araD139, galE15, galK16, rpsL1 (Str r), hsdR2, mcrA1, mcrB1. EUROMEDEX

抗生物質耐性遺伝子䛿次䛾ように示す。 erm, erythromycin; spc, spectinomycin; cat, chloramphenicol;  kan, kanamycin; bla ampicillin.



Table 3 本研究で使用したプラス䝭ド

Plasmids Relevant characteristics Reference or source

pAPNC213-mazF

  Morimoto T et al.,

(2009) Genes

Genet Syst. 84 (4) :

315 - 318.

pHCMC05 shuttle vector; replicative in bacillus subtilis,  Pspac promoter SD sequence; cat

H.D. Nguyen etal.

Plasmid 54 (2005)

241-248.
pHCMC05-csbB pHCMC05 derivative carrying csbB  gene and its SD sequence This study

pHCMC05-csbB   DxA pHCMC05 derivative carrying  csbB  gene with D97A point mutation and its SD sequence This study

pHCMC05-csbB   D44A pHCMC05 derivative carrying  csbB  gene with D44A point mutation and its SD sequence This study

pHCMC05-csbB FLAG pHCMC05 derivative carrying csbB  gene FLAG-tagged at C-terminous and its SD sequence This study

pHCMC05-csbB FLAG DxA pHCMC05 derivative carrying  csbB  gene FLAG-tagged at C-terminous with D97A point mutation and its SD sequence This study

pHCMC05-csbB FLAG D44A pHCMC05 derivative carrying  csbB  gene FLAG-tagged at C-terminous with D44A point mutation and its SD sequence This study

pHCMC05-DSD-csbB pHCMC05 derivative carrying csbB  gene without its SD sequence This study

pHCMC05-gtrB pHCMC05 derivative carrying E. coli  gtrB  gene This study

pHCMC05-gtrB
N

-csbB
C pHCMC05 derivative carrying chimeric gene composed of  N-terminus of E. coli gtrB  gene and C-terminus of csbB  gene with SD sequence of csbB This study

pHCMC05-DSD-gtrB
N

-csbB
C pHCMC05 derivative carrying chimeric gene composed of N-terminus of E. coli gtr B gene and C-terminus of csbB  gene without SD sequence of csbB This study

pHCMC05-csbB
N

- gtrB
C pHCMC05 derivative carrying chimeric gene composed of  N-terminus of csbB  gene and C-terminus of E.coli gtrB gene with SD sequence of csbB This study

pHCMC05-DSD-csbB
N

- gtrB
C pHCMC05 derivative carrying chimeric gene composed of  N-terminus of csbB  gene and C-terminus of E.coli gtrB  gene without SD sequence of csbB This study

pUT18 derivative of the high copy number vector pUC19, ampicillin resistant, harboring T18 fragment of CyaA at downstream of MCS EUROMEDEX

pUT18C derivative of the high copy number vector pUC19, ampicillin resistant, harboring T18 fragment of CyaA at upstream of MCS EUROMEDEX

pKT25 derivative of the low copy-number plasmid pSU40, kanamycin resistant, harboring T25 fragment of CyaA at upstream of MCS EUROMEDEX

pKNT25 derivative of the low copy-number plasmid pSU40, kanamycin resistant, harboring T25 fragment of CyaA at downstream of MCS EUROMEDEX

pUT18C-sigM pUT18C derivatives carrying coding region of sigM  gene 鈴木　修論(2010)

pKT25-sigM pKT25 derivatives carrying coding region of sigM  gene 鈴木　修論(2010)

pKNT25-sigM pKNT25 derivatives carrying coding region of sigM  gene 鈴木　修論(2010)

pUT18C-yhdL pUT18C derivatives carrying coding region of yhdL  gene 鈴木　修論(2010)

pKT25-yhdL pKT25 derivatives carrying coding region of yhdL  gene 鈴木　修論(2010)

pKNT25-yhdL pKNT25 derivatives carrying coding region of yhdL  gene 鈴木　修論(2010)

pUT18-yhdK pUT18 derivatives carrying coding region of yhdK  gene 鈴木　修論(2010)

pKT25-yhdK pKT25 derivatives carrying coding region of yhdK  gene 鈴木　修論(2010)

pKNT25-yhdK pKNT25 derivatives carrying coding region of yhdK gene 鈴木　修論(2010)

pUT18-yfhO pUT18 derivatives carrying coding region of yfhO  gene 鈴木　修論(2010)

pKT25-yfhO pKT25 derivatives carrying coding region of yfhO gene 鈴木　修論(2010)

pKNT25-yfhO pKNT25 derivatives carrying coding region of yfhO gene 鈴木　修論(2010)

pUT18-csbB pUT18 derivatives carrying coding region of csbB  gene This study

pKT25-csbB pKT25 derivatives carrying coding region of csbB gene This study

pKNT25-csbB pKNT25 derivatives carrying coding region of csbB gene This study

pAX01 ectopic integration vector, harboring xylose inducible promoter PxylA  and gene encording its repressor xylR , erm  and integrated within lacA  gene in B. subtilis  cells

Hartl,B., et al.

(2001) J.bacteriol

183 : 2696-2700

pAX01-sigM-yhdL pAX01 derivatives carrying B.subtilis sigM  operon with SD sequence without yhdK  gene This study

pAX01-sigM-yhdL-yhdK pAX01 derivatives carrying B.subtilis sigM  operon with SD sequence This study

pAX01-sigM-his-yhdL pAX01 derivatives carrying B.subtilis sigM  operon with SD sequence, yhdL  gene his-tagged at its N-terminus and without yhdK  gene This study

pAX01-sigM-his-yhdL-yhdK pAX01 derivatives carrying B.subtilis sigM  operon with SD sequence and  yhdL  gene his-tagged at its N-terminus This study



 Table 4 本研究で使用したプライ䝬ー

Primer name Sequence (5' --> 3')

Tn inverse-F GCATGCTTCAAAGCCTGTCGG

Tn inverse-R CTCTAATTTCACAAGAGGACGC

csbB_DF1 GCCCGATATACCGGAGGC

csbB_DR1 tgtcagacgccgcatgctTCCTTGCTTCATTAAGGCACC

csbB_DF2 AGCATGCGGCGTCTGACA

csbB_DR2 ctgattgggtaggatccgcgGCACAAGCAGCGGAAGCC

csbB_1F gagtcaattccgctgtcgTTGGCAGCGACGTGCAGC

csbB_1R CCCAGGCACAGAAATACC

yfhO_DF1 GACGGTGTCGGTGACTTC

yfhO_DR1 gtctcccttttgcgccttCAGCAAACTGGCCGCATA

yfhO_DF2 AAGGCGCAAAAGGGAGAC

yfhO_DR2 ctgattgggtaggatccgcgGTTGCGCTCGGGCTGATT

yfhO_1F gagtcaattccgctgtcgGGCTTCAGCGCGTATTCC

yfhO_1R GGCCTGATTTAGGCACTC

csbByfhO_DR1 gtctcccttttgcgccttTCCTTGCTTCATTAAGGCACC

pAPNC-F(univ) CGACAGCGGAATTGACTCAAGC

chpA-R(Bam) CGCGGATCCTACCCAATCAGTACGTTAATTTTG

chpA1-rev gcgatgTAGATGTTCTAGTCGTCG

chpA2-for cgacgACTAGAACATCTACATCGC

csbB-SD-F(Sal Bam) gtcgacggatccGAATAATAAAAAGAAGGTGCC

csbB-R(Bam Sal Sma) ggatccgtcgacccgggCGCTTGGTATTTTCAGTG

gtrB-F ggatccATGAAGATATCTCTTGTAGTTCC

gtrB-R ggatcccgggTCATTTTTTGACTCTCTTAATG

csbB-DxA(D97A)-F GccCTGCAGCATCCGACATATTTGCT

csbB-DxA(D97A)-R GGCATCCATGACAATAACCGCC

csbB-D44A-F GcgGGAAGTGTTGATGACACGCTTCA

csbB-D44A-R GTTTATGAAGAATATTTCATAGTCATAATGAATG

csbB-inverse-F1 TGTTTTTATACAGGCATTTTCATCC

csbB-SD-inverse-R TAAGGCACCTTCTTTTTATTATTC

gtrB-N-SLiCE-F gaataataaaaagaaggtgccttaATGAAGATATCTCTTGTAGTTCC

gtrB-N-SLiCE-R1 ggatgaaaatgcctgtataaaaacaGATGCGAAGAGGGAATGTGG

pHCMC05-inverse-F CCCGGGGCAGCCCGCCTAAT

csbB-inverse-R1 TAATCTCAGCGGCTTATG

gtrB-C-SLiCE-F1 cataagccgctgagattaTGGACATACATAGGGTTAG

gtrB-C-SLiCE-R attaggcgggctgccccgggTCATTTTTTGACTCTCTTGATG

csbB-FLAG-inverse-F gattataaagatgatgatgataaaTGAAAATACCAAGCGCCCGGG

csbB-tag-inverse-R GTGCATTTTTGTCAGACGCC

csbB-F(Bam) ggatccATGAAGCAAGGATTAATCTCG

pHCMC05-R(delta Bam) TCACCTCCTTAAGCTTAATTG

csbB-BACTH-F ggaggatcccATGAAGCAAGGATTAATCTCG

csbB-BACTH-R ggtggtacccGGTGCATTTTTGTCAGACGCC

pAX01-inverse-F TCCCATTTCCCCCTTTGA

pAX01-inverse-R TCCGAGCTCCCGCGGGCG

sigM-SD-pAX-F aatcaaagggggaaatgggaGTGTATAACATAGAGGGG

yhdL-pAX-R tgcggccgcccgcgggagctcggaCTTACCAGTTCCATAATTCCACC

yhdK-pAX-R tgcggccgcccgcgggagctcggaCGCCTGAAAAGGCGTCTT

yhdLHis-F atgaatgaacatcaccatcaccatcacATGAATGAAGAATTTAAAAAGCGTTTTGATC

yhdLHis-R CATTAACACCTCTATTATAAAGTGC

tag 配列もしく䛿変異ᑟ入部位䛿ᑠ文字で示した。



地ࢆ加え࡚ 37 ℃࡛ 1 h ࢖ン࣮࢟ࣗ࣋ࢺ後ࠊ選択࣐࣮࣮࢝ࢆ含ࡴ LB 寒ኳᇵ地ࢵࣞࣉࢫ࡟

 ࠋࡓ得ࢆ transformants ࡚ࡋࢺン࣮࢟ࣗ࣋࢖一晩࡛℃ 37ࠋࡓࡋࢻ

 

㸰㸫㸲㸬YhdL ࡢ細胞内挙動ࡿࡅ࠾࡟ YhdK ࡢ影響ࢆ解析ࡢࡵࡓࡿࡍ枯草菌株ࡢ作成 

 pAX01-sigM-his-yhdL ࡼ࠾び  pAX01-sigM-his-yhdL-yhdK ࠊࡣࢻ࣑ࢫࣛࣉࡢ

SLiCE(Seamless Ligation Cloning Extract) ࢆ࣒ࢸࢫࢩ用い࡚作成ࡓ࠙ࡋ 19 ࣀࢤ枯草菌ࠋࠚ

࣒ DNA ࢆ鋳型ࠊ࡚ࡋ࡜SD 配列ࢆ含ࡴ sigM ࢜࣌ࣟンࡢ全長ࢆ sigM-SD-pAX-F and 

yhdK-pAX-R ࢆ࢔࣮࣐࣌࢖ࣛࣉࡢ用い࡚ PCR ࡛増幅ࠊࡓࡲࠋࡓࡋyhdK ࢆ除いࡓ sigM 

࢜࣌ࣟンࢆ sigM-SD-pAX-F and yhdL-pAX-R ࢆ࢔࣮࣐࣌࢖ࣛࣉࡢ用い࡚ PCR ࡛増幅ࡋ

ࡢ pAX01-inverse-F and pAX01-inverse-Rࠊ࡚ࡋ࡜鋳型ࢆ pAX01 ࢻ࣑ࢫࣛࣉࠊ一方ࠋࡓ

SLiCEࠋࡓࡋ化࢔ࢽࣜࢆࢻ࣑ࢫࣛࣉࠊ行いࢆ 用い࡚ inverse PCRࢆ࣮࣐࢖ࣛࣉ ࣒ࢸࢫࢩ

 ࢀࡒࢀࡑࠊࡋ導入ࢆ断片ࡢsigM ࢜࣌ࣟン ࡢࢀࡒࢀࡑ࡟ pAX01 ࡓࡋ化࢔ࢽࣜࠊࡾࡼ࡟

pAX01-sigM-yhdL-yhdK ࡼ࠾び pAX01-sigM-yhdL ࢆࢻ࣑ࢫࣛࣉࡢ得ࠋࡓ得ࡓࢀࡽ㸰ࡘ

 用い࡚ࢆ࢔࣮࣐࣌࢖ࣛࣉࡢ yhdLHis-F and yhdLHis-Rࠊ࡚ࡋ࡜鋳型ࢆࢻ࣑ࢫࣛࣉࡢ

inverse PCR ࢆ行ࠋࡓࡗ得ࡓࢀࡽ PCR 断片ࢆ T4 polynucleotide kinase(New England 

Biolabs)  ࡛ࣜン酸化ࠊࡋligation kit(TAKARA) ࢆ用い࡚ࣙࢩ࣮ࢤ࢖ࣛࣇࣝࢭンࡓࡋ後ࠊ 

大腸菌࡟形質転換ࠊࡋpAX01-sigM-his-yhdL-yhdK ࡼ࠾び pAX01-sigM-his-yhdL ࣛࣉࡢ

ࢩ࢖࣐࢜ࢿࢆ sigM ࢜࣌ࣟン ࡢᮏ来ࢆ び pAX01ࡼ࠾ࢻ࣑ࢫࣛࣉࡓࢀࡽ得ࠋࡓ得ࢆࢻ࣑ࢫ

ン耐性遺伝子࡛࢝ࢺࢵࢭ破壊ࡓࡋ枯草菌株࡟導入ࢀࡒࢀࡑࠊࡋ HRI039, HRI038 ࡜ 

HRI037 ࢆ得ࠋࡓ  

 

㸰㸫㸳㸬-gal assay ࡼ࠾び Western blotting 

 lacZ fusion ࡣࡓࡲ bgaB fusion ࢆ持ࡘ枯草菌株ࢆ LB ᇵ地࡛ᇵ養ࠊࡋ各株ࡢ࡜ࡈ条件

 Z-buffer (60 ࢆ菌体ࡓࡋࢢンࣜࣉサンࠋࡓ用い࡟ -gal assayࠊࡋࢢンࣜࣉサン࡚ࡗ従࡟



mM Na2PO440ࠊ mM NaH2PO410ࠊ mM KCl1ࠊ mM MgSO450ࠊ mM 2-࣓ࣝ࢝ࢱ࢚ࢺࣉ

菌体࡚ࡋ混合ࡃࡋ⃭࡛ࢫࢡࢵࢸ加え࡚࣎ࣝࢆン࢚ࣝࢺࡢ ml 50ࠊࡋ懸⃮࡟ l 700 (࣮ࣝࣀ

 lacZࠊ加え࡚ࢆ mg/ml o-nitorophenyl--galactoside (ONPG) 4 ࡢ ml 200 ࠋࡓࡋ○破ࢆ

fusionࡢ場合ࠊ℃ 28 ࡣbgaB fusion ࡢ場合࢖࡛℃ 62 ࡣン࣮࢟ࣗ࣋1ࠊࡋࢺ M Na2CO3 ࢆ

加え࡚཯応ࢆ停Ṇࠋࡓࡏࡉ཯応後ࡢ液体ࡢ O.D.420 ࢆ HITACHI U-1800 ศගග度計࡛測

定ࠊࡋ活性ࡣ O.D.420(཯応液) * 1000 / O.D.600(ᇵ養液) / min(཯応時間) / ml(ᇵ養液) ࡢ

式࡟従࡚ࡗ求ࠋࡓࡵ  

Western blotting ࠊࡣୗ層 12 %ୖࠊ層 5 % ࢱ࡛ࣝࢤࢻ࣑࢔ࣝࣜࢡ࢔࣏ࣜࡢンࢡࣃ質ࢆ

ศ㞳ࠊࡋ慣例࡟従ࡓࡗ方法࡛行ࠋࡓࡗ枯草菌株ࢆ LB ᇵ地࡛ᇵ養ࠊࡋ各条件࡟従5 ࡚ࡗ ml 

 mM Tris-HCl 50)࣮࢓ࣇࢵࣂンࣙࢩ࣮ࢣࢽࢯࡢ l 250 ࢆ菌体ࡓࡋࢢンࣜࣉサンࢆ菌体ࡢ

pH 8.0) ࡟懸⃮0.2ࠊࡋ mg/ml ࢰࣜࡢチ࣮࣒1 ࡜ mM ࡢ PMSF ࢆ加え࡚ࣙࢩ࣮ࢣࢽࢯン

後7,000 ࠊ rpm, 5 min, 4 ℃࡛遠心࡚ࡋ残渣ࢆ除ୖࠊࡁ清࡟等㔞2 ࡢェSDS ࣮࢓ࣇࢵࣂ 

(125 mM Tris-HCl(pH6.8)4ࠊ % SDS0.2ࠊ࣮ࣝࣟࢭࣜࢢ % 20ࠊ mg BPB)ࢆ加えࢆࡢࡶࡓ

サンࠊࡋ࡜ࣝࣉᇵ養液ࡢ O.D.600 = 1  あ10 ࡾࡓ l ࠋࡓࡋࢻ࣮ࣟ࡟ࣝࢤࢆFLAG-tag ࡢ

場合ࡣ抗 FLAG-抗体(Sigma) ࢆ一ḟ抗体࡚ࡋ࡜用いࠊHis6-tag ࡢ場合ࡣ 抗 His6-tag 抗

体(Novagen) ࢆ一時抗体࡚ࡋ࡜用いࠊ஧ḟ抗体ࡣ࡟ goat anti-mouse HRP(sigma)ࢆ用い

 SigAࠋࡓࡗ用い࡚行ࢆ advance detection kit(GE Helthcare) ࡣࡓࡲ ECL plus ࡣ検出ࠋࡓ

 ࠋࡓ用いࢆ goat anti-rabbit HRP(sigma) ࠊ一ḟ抗体ࢆ抗 SigA 抗体 ࡣ検出ࡢ

 

㸰㸫㸴㸬枯草菌ࡢ膜画ศࡢ調製 

100,000 ࢆ (ࡿࡍ࡜Total protein画ศ) 質溶液ࢡࣃンࢱࡓ除いࢆ残渣ࠊン後ࣙࢩ࣮ࢣࢽࢯ 

ェ g1ࠊ℃ 4ࠊ h ࡛超遠心ୖࠊࡋ清࡜ỿ殿࡟ศୖࠋࡓࡅ清ࢆ Soluble 画ศࢵࣞ࣌ࠋࡓࡋ࡜

含ࢆ mM PMSF 1)࣮࢓ࣇࢵࣂンࣙࢩ࣮ࢣࢽࢯࡢ等㔞࡜容㔞ࡢン液ࣙࢩ࣮ࢣࢽࢯ最初ࢆࢺ

ࠋୖࡓࡋ Wash ࡚ࡋh ࡛超遠心 1ࠊ℃ 4ࠊう一度 100,000ェ gࡶࠊࡋ懸⃮࡟ (ࡴ 清ࢆ Wash 



画ศ࡟ࢺࢵࣞ࣌ࠋࡓࡋ࡜最初ࣙࢩ࣮ࢣࢽࢯࡢン液࡜等㔞ࡢ 0.08 % SDS ࢆ加え࣮ࢣࢽࢯࡓ

用࡟ Western blottingࠊSDS-PAGE ࡚ࡋ࡜Membrane 画ศࠊࡋ溶解࡟࣮࢓ࣇࢵࣂンࣙࢩ

いࠋࡓ 

 

㸰㸫㸵. ࢫࣛࢺン࣏ࢰン導入部఩ࡢ決定 

  候補株࣒ࣀࢤࡽ࠿ DNA ࢆ抽出ࠊࡋHind III ࡛制限酵素処理ࠊࡋligation kit(TAKARA)

ࡿࢀࡲ含࡟ン内ࢰ࣏ࢫンࣛࢺࠊ行いࢆン཯応ࣙࢩ࣮ࢤ࢖ࣛࣇࣝࢭ用い࡚ࢆ ColE1 ࢜ࣜࢪン

枯草ࡓࡋ隣接࡜ンࢰ࣏ࢫンࣛࢺࠊࡋ形質転換࡟大腸菌࡚ࡋ࡟指標ࢆ-lactamase 遺伝子࡜

菌࣒ࣀࢤ DNA 領域ࢆ含ࢆࢻ࣑ࢫࣛࣉࡴ回཰ࠊࡣࡓࡲࠋࡓࡋ候補株࣒ࣀࢤࡢ DNA ࢆ抽出

ࡢ Tn-inverse_R ࡜ Tn-inverse_Fࠊン後ࣙࢩ࣮ࢤ࢖ࣛࣇࣝࢭࠊࡋPst I ࡛制限酵素処理ࠊࡋ

ン࢚ࢡ࣮ࢩ DNAࠊࡋ回཰ࢆ断片ࡴ含ࢆ隣接領域ࡾࡼ࡟ 用い࡚ inverse PCRࢆ࣮࣐࢖ࣛࣉ

 ࠋࡓࡋ決定ࢆDNA 配列 ࣒ࣀࢤࡿࡍ隣接ࡾࡼ࡟ࢢンࢩ

 

㸰㸫㸶. deletion mutant ࡢ作成 

csbBࠊyfhOࡼ࠾ࠊび csbB-yfhO ஧㔜破壊ࡢ in-frame deletion株ࡢ作成ࡣ以ୗ論文ࢆ

参考࡟行18࠙ࡓࡗ ࢤࡢ枯草菌ࠊ࡟ࡵࡌࡣࡶ場合ࡢ࡝ࠋࡍ示࡟ Fig. 5-A & B ࢆ原理ࡢࡑࠋࠚ

い遺伝ࡓࡋ破壊 (A)ࡓࡋ増幅ࡾࡼ࡟ PCR ࢆDNA 断片 ࡢࡘ㸱࡚ࡋ࡜鋳型ࢆ DNA ࣒ࣀ

子ୖࡢ流領域 (csbB_DF1 and csbB_DR1, yfhO_DF1 and yfhO_DR1, csbB_DF1 and 

csbByfhO_DR1ࢆ࢔࣮࣐࣌࢖ࣛࣉࡢ用いࠊ(ࡓ (B) ୗ流領域 (csbB_DF2 and csbB_DR2, 

yfhO_DF2 and yfhO_DR2, yfhO_DF2 and yfhO_DR2 ࢆ࢔࣮࣐࣌࢖ࣛࣉࡢ用いࠊ(ࡓ(C) 

遺伝子内領域 (csbB_1F and csbB_1R, yfhO_1F and yfhO_1R, yfhO_1F and yfhO_1R 

ࢆ MazF ࡚ࡋ࡜鋳型ࢆ DNA ࣒ࣀࢤࡢ 枯草菌 TMO310 .(ࡓ用いࢆ࢔࣮࣐࣌࢖ࣛࣉࡢ

ࢆࢺࢵࢭ࢝ࡿࡍࢻ࣮ࢥ pAPNC-F and chpA2-rev ࡼ࠾び chpA2-for and chpA-R ࣛࣉࡢ

MazF 断 ࠊ(B) ࠊPCR 産物 (A) ࡢࢀࡒࢀࡑ ࠋࡓࡋ増幅࡚ࡅศ࡟ࡘ用い࡚.㸰ࢆ࢔࣮࣐࣌࢖



Fig 5. in-frame deletion mutant 作成ࡢ原理ࠋ 
(A) PCR ２ࡿࡼ࡟断片連結ࡢ原理ࠋ(B) in-frame deletion 株作成ࡢ原理ࠋ 

MazF encoding gene 

+ IPTG 

A. 

B. 



片㸯ࠊMazF 断片㸰, ࡼ࠾び (C)ࢆ 㸱段階ࡢ recombinant PCR ࡾࡼ࡟連結ࠋࡓࡏࡉ 完

成ࡓࡋ DNA 断片ࢆ枯草菌࡟形質転換ࠊࡋMazF 断片ୖࡢ spc 遺伝子ࡾࡼ࡟選択ࠋࡓࡋ

得ࡓࢀࡽ形質転換体ࢆ IPTG ࢆ含ࡴ LB 寒ኳᇵ地࡟植菌ࠋࡓࡋIPTG ࢆ含ࡴ LB 寒ኳᇵ

地ୖ࡛生育ࢆ࣮ࢽࣟࢥࡓࡋ候補࣮ࢽࣟࢥࠊࡋ࡜ PCR ࡾࡼ࡟目的遺伝子ࡢḞ失ࢆ確認ࡿࡍ

 ࠋࡓ得ࢆḞ失株ࠊ行いࢆࢡࢵ再度チ࢙ࡶい࡚ࡘ࡟び IPTG 耐性ࡼ࠾薬剤感ཷ性ࠊ࡟ࡶ࡜࡜

 

㸰㸫㸷㸬Bacterial two-hybrid 解析 

 bacterial two-hybrid ࡿࡼ࡟相互作用解析ࠊࡣBACTH system kit (Bacterial Adenylate 

Cyclase Two-Hybrid System Kit) (EUROMEDEX) ࢆ用い࡚行ࠋࡓࡗ各操作ࡣ Kit ࢽ࣐ࡢ

質間相互作ࢡࣃンࢱࡾࡼ࡟呈色ࡢ࣮ࢽࣟࢥLB 寒ኳᇵ地ୖ࡛ ࡴ含ࢆ X-galࠊ従い࡟ࣝ࢔ࣗ

用ࢆ検出ࠋࡓࡋ枯草菌 168 ࣒ࣀࢤࡢ DNA ࢆ鋳型࡚ࡋ࡜ csbB-BACTH-F(Bam)  and 

csbB-BACTH-R(Kpn) ࢆ用い࡚ csbB 遺伝子全長ࢆ PCR ࡛増幅ࠊࡋpUT18ࠊpKT25 

pKNT25 ࡢ  BamHI-KpnI サࢽ࣮ࣟࢡ࡟ࢺ࢖ンࠊࡋࢢ大腸菌  JM109 ࡟  TF ࡚ࡋ 

pUT18-csbBࠊpKT25-csbB ࡼ࠾び pKNT25-csbB ࢀࡒࢀࡑࢆ作成ࠊࡋCsbB ࢱࡢンࢡࣃ

質相互作用ࡢ解析࡟用いࠋࡓ 

 

㸰㸫㸯㸮㸬csbB ࡼ࠾び gtrB 過剰発現用ࡢࢻ࣑ࢫࣛࣉ作成 

 自身ࡢ SD 配列ࢆ含ࡓࡵ csbB 遺伝子ࡢ全長配列ࢆ枯草菌 168 株࣒ࣀࢤࡢ DNA ࢆ

鋳型ࠊ࡚ࡋ࡜ csbB-SD-F and csbB-R ࢆ࢔࣮࣐࣌࢖ࣛࣉࡢ用い࡚ PCR ࡛増幅ࡇ ࠋࡓࡋ

ࡢ  DNA 断片ࢆ  pHCMC05 ࡢࢻ࣑ࢫࣛࣉ  BamHI-Sma I サ࡟ࢺ࢖導入ࠊࡋ

pHCMC05-csbB ࢆ得ࠋࡓSD 配列ࢆ含࡞ࡲい gtrB 遺伝子ࡢ全長配列ࢆ大腸菌 JM109 

用い࡚ PCR ࡛増ࢆ࢔࣮࣐࣌࢖ࣛࣉࡢ gtrB-F and gtrB-R ࠊ࡚ࡋ࡜鋳型ࢆ DNA ࣒ࣀࢤࡢ

幅ࡢࡇ ࠋࡓࡋ DNA 断片ࢆ pHCMC05 ࡢࢻ࣑ࢫࣛࣉ BamHI-Sma I サ࡟ࢺ࢖導入ࠊࡋ

pHCMC05-gtrB ࢆ得ࠋࡓ 



pHCMC05-csbB D97A ࡼ࠾び D44A ࢆ作成ࠊࡵࡓࡿࡍ pHCMC05-csbB ࢻ࣑ࢫࣛࣉ 

DNA ࢆ鋳型ࢀࡒࢀࡑࠊ࡚ࡋ࡜ csbB-D97A-F and csbB-D97A-Rࠊ csbB-D44A-F and 

csbB-D44A-R ࢆ࢔࣮࣐࣌࢖ࣛࣉࡢ用い࡚ inverse PCR ࢆ行ࠋࡓࡗ得ࡓࢀࡽ PCR 断片ࢆ 

T4 polynucleotide kinase(New England Biolabs)  ࡛ࣜン酸化ࠊࡋligation kit(TAKARA) 

ࡃࡋࡶ pHCMC05-csbB D97Aࠊࡋ形質転換࡟大腸菌 ࠊࡋンࣙࢩ࣮ࢤ࢖ࣛࣇࣝࢭ用い࡚ࢆ

ࡣ  D44A ࢆ得ࠋࡓ完成ࡼ࠾ࢻ࣑ࢫࣛࣉࡓࡋび  pHCMC05-csbB ࢆ鋳型࡚ࡋ࡜

csbB-FLAG-inverse-F and csbB-tag-inverse-R ࢆ࣮࣐࢖ࣛࣉࡢ用い࡚ inverse PCRࣜࠊ ン

酸化ࠊself-ligation ࢆ行いࠊ大腸菌࡟形質転換࡚ࡋ pHCM05-csbBFLAGࠊD97AFLAG ࠾

 ࠋࡓ得ࢆ び D44AFLAGࡼ

GtrB ࡜ CsbB ࢱ࣓ࣛ࢟ࡢンࢡࣃ質࣮ࣟࢡࡢンࡣ SLiCE ࠋࡓࡋ用い࡚作成ࢆ࣒ࢸࢫࢩ

gtrB 遺伝子ࡢ  N ᮎ端領域ࢆ大腸菌 JM109 ࣒ࣀࢤࡢ  DNA ࢆ鋳型ࠊ࡚ࡋ࡜

gtrB-N-SLiCE-F and gtrB-N-SLiCE-R1 ࢆ用い ࡚  PCR ࡛ 増 幅ࡓࡋ ࠋ ࡲ  ࠊࡓ

pHCMC05-csbB ࢆ鋳型࡚ࡋ࡜  csbB-inverse-F1 and csbB-SD-inverse-R ࢆ用い࡚ 

inverse PCR ࢆ行ࠋࡓࡗ㸰ࡢࡘ断片ࢆ混合ࡋ SLiCE ཯応液ࢆ加え࡚ in vitro ࡛組ࡳ換え

作ࢆ pHCMC05-gtrBN-csbBCࠊࡏࡉ結合ࢆ両者 ࡚ࡋ形質転換࡟ 大腸菌 C600ࠊࡋࡇ起ࢆ

成ࡃࡌྠࠋࡓࡋ大腸菌 JM109 ࣒ࣀࢤࡢ DNA ࢆ鋳型࡚ࡋ࡜  gtrB-C-SLiCE-F1 and 

gtrB-C-SLiCE-R ࢆ用い࡚ gtrB 遺伝子ࡢ C ᮎ端領域ࢆ増幅ࠊࡋpHCMC05-csbB ࢆ鋳型

࡚ࡋ࡜  pHCMC05-inverse-R and csbB-inverse-R1 ࢆ用い࡚  inverse PCR ࢆ行いࠊ

SLiCE ࢩ ࢫ ࢸ ࣒ ࡟ ࡼ ࡾ 両 者 ࢆ 連 結 ࡋ ࡚ 大 腸 菌  C600 ࡟  形 質 転 換 ࡋ ࠊ

pHCMC05-csbBN-gtrBC ࢆ得ࠋࡓ 

各࡟ࢻ࣑ࢫࣛࣉ含ࡢࡿࢀࡲ csbB 遺伝子ࡢ SD 配列ࡾྲྀࢆ除いࠊࡣࢻ࣑ࢫࣛࣉࡓ

pHCMC05-csbB ࡼ࠾び  pHCMC05-csbBN-gtrBC ࡘ࡟い࡚ࡣ  csbB-F(Bam) and 

pHCMC05-R(delta Bam) ࢆ用い࡚ࠊpHCMC05-gtrBN-csbBC ࡘ࡟い࡚ࡣ gtrB-F and 

pHCMC05-R(delta Bam) ࢆ用い࡚ inverse PCR ࢆ行いࣜࠊン酸化ࣙࢩ࣮ࢤ࢖ࣛࣇࣝࢭ࡜



ンࢆ行いࠊ大腸菌࡟形質転換࡚ࡋ作成ࠊࡋpHCMC05-SD-csbBࠊpHCMC05-SD- 

csbBN-gtrBC ࡼ࠾び pHCMC05-SD-gtrBN-csbBC ࢆ得ࠋࡓ 

 

㸰㸫㸯㸯㸬顕微鏡観察 

  各枯草菌株ࡢࢀࡒࢀࡑࢆ実験ࡢ࡜ࡈ条件࡛ᇵ養ࠊࡋᇵ養液ࡢう500 ࡕ l ࢆศྲྀࠊࡋ集

菌後 400 l ୖࡢ清ࢆ捨࡚࡚ 100 l ࡢᇵ地࡟菌体ࢆ再懸⃮2ࠊࡋ l ࡟ୖࢫࣛ࢞ࢻ࢖ࣛࢫࢆ

 Nikon ECLIPSE phase-contrast microscope with a 100× UplanApo objectiveࠊࡋࢺࢵ࣏ࢫ

びࡼ࠾ ORCA charge-coupled device cameraࠊ行いࢆ用い࡚観察ࢆ software ࢆ用い࡚写

真ࢆ撮影ࠊ画像ྲྀࢆ得ࠋࡓࡋ 

 

㸰㸫㸯㸰㸬csbB ࡼ࠾び yfhO 破壊株ࡢ表現型解析 

用いࢆ合成ᇵ地ࡢ組成ࡢ以ୗࡣ࡟感ཷ性検定ࢫࣞࢺࢫ び NaClࡼ࠾ࢫࣞࢺࢫ࣮ࣝࣀࢱ࢚ 

࠙)ࡓ  mM 7 ࠊmM KCl 27ࠊmM MgSO4 8ࠊmM (NH4)2SO4 15 ;(ࡓࡋ一部改変ࢆ方法ࡢࠚ20

trisodium citrate50ࠊ mM Tris1ࠊ mM KH2PO42ࠊ mM CaCl21ࠊ mM FeSO410 ࠊ M MnCl2ࠊ

0.5 % Glucose0.005ࠊ % L-trp4.5ࠊ mM L-Glu0.02ࠊ % casamino acidࠋ一部ࡢ成ศࡘ࡟

い࡚ࡣ初࡟ࡵ (NH4)2SO4
ࠊ
 KCl ࠊtrisodium citrate ࠊTris  ࡼ࠾び KH2PO4 ࢆ含5 ࡴ ェ 

salt solutionࢆ調製ࠊࡋHCl ࢆ用い࡚ pH 7.5 ࡟合わࢆࡢࡶࡓࡏ終濃度 1ェࡼࡿ࡞࡟う࡟

使用ࠊࡋࡔࡓࠋࡓࡋNaCl ࡘ࡟ࢫࣞࢺࢫい࡚ࡣ浸透ᅽࡢ影響ࢆ考慮࡚ࡋ L-Glu ࢆ加え࡞い

ᇵ地ࢆ使用ࠋࡓࡋ熱࡟ࢫࣞࢺࢫ関ࡣ࡚ࡋ LB ᇵ地࡛枯草菌ࢆ生育࡚ࡏࡉ検定ࠋࡓࡋ 

 

 

 

 

 



㸱㸬結果 

 

㸱㸫㸯㸬 His-yhdL 株ࢆ用いࡓ YhdL ࢱンࢡࣃ質ࡢ挙動解析 

 枯草菌 SigW ࡢ例ࢆ参考ࠊ࡚ࡋ࡟SigM ࡘ࡟い࡚ࡿࡼ࡟ࢫࣞࢺࢫࡶ活性化ࡀ起ࡁ࡜ࡿࡇ

ࡢ条件࡛ࢫࣞࢺࢫࠊࡋ仮定࡜࠿い࡞ࡣ࡛ࡢࡿい࡚ࢀࡉศ解ࡀ質ࢡࣃンࢱ࣐ࢢࢩンチ࢔ࡣ࡟

ࠊࡾ࠾࡜ࡢ前述ࠋࡓ考え࡜うࡼࡋ解析ࡾࡼ࡟ Western blotting ࢆ質ࢡࣃンࢱ࣐ࢢࢩンチ࢔

SigM ࡜直接相互作用ࢱࡿࡍンࢡࣃ質ࡣ YhdL ࡛あࡀ࡜ࡇࡿ示࡚ࢀࡉいࠊࡵࡓࡓYhdL ࡢ 

N ᮎ端࡟ His-tag ࢆ付加ࡓࡋ His-YhdL ࢱンࢡࣃ質ࡢ発現ࢆ IPTG ࡢ添加ࡾࡼ࡟誘導

 ࠋ(Fig. 6-A)(Inoue 修士論文 2009)ࡓࡋ構築ࢆ 株 (His-yhdL 株)ࡿࡁ࡛

ࢆ機能ࡢ࡚ࡋ࡜質ࢡࣃンࢱ࣐ࢢࢩンチ࢔ࡀ質ࢡࣃンࢱ YhdL ࡓࡋ付加ࢆ His-tagࠊࡎࡲ 

保࡚ࡗい࡝࠿ࡿうࢆ࠿検証ࠋࡓࡋHis-yhdL 株ࢆ 様々࡞ 濃度ࡢ IPTG ࢆ添加ࡓࡋ LB ᇵ

地࡛生育ࠊࡏࡉ各 IPTG 濃度ࡿࡅ࠾࡟ His-YhdL ࢱンࢡࣃ質ࡢ発現ࢆ Western blotting 

lacZ 遺 ࡜配列࣮ࢱ࣮ࣔࣟࣉࡿࡍ活性化ࢆ転写࡚ࡋ認識ࡀ SigMࠊ࡟ࡶ࡜࡜ࡿࡍ解析ࡾࡼ࡟

伝子ࡢ転写 fusion ࠊࡾࡼ࡟SigM ࡢ活性化ࡿࡼ࡟転写ୖࡢ昇ࢆ -galactosidase ࡢ発現㔞

(単఩菌体㔞当ࡢࡾࡓ活性ࡢ強ࡉ) ࡚ࡋ࡜測定ࡿࡍ系ࢆ用い࡚ࠊHis-YhdL ࡢ発現ࡾࡼ࡟ 

SigM 活性ୖࡢ昇ࢆ抑え࡝࠿ࡿࢀࡽうࢆ࠿検証ࡓࡋ(His-yhdL PsigM’-lacZ 株)ࠋWestern 

blotting ࡿࡼ࡟解析࡛ࠊࡣIPTG 添加㔞࡟応࡚ࡌ His-YhdL ࡢ発現㔞ୖࡀ昇࡚ࡋいࠊࡀࡓ

IPTG 0.05 mM 以ୖ࡛࡝ࢇ࡜࡯ࡣ見ࡢࡅ࠿発現㔞࡟変化ࡓࡗ࠿࡞ࡣ(Fig. 6-B)ࠋSigM 活性

 (Fig. 6-C)ࡽ࠿࡜ࡇࡿい࡚ࡋ昇ୖ࡚ࡗࡀࡓࡋ࡟ࡿࡍ減少ࡀ発現㔞ࡢ His-YhdL ࡟࠿確ࡣ

His-YhdL ࢔ࡣンチࢱ࣐ࢢࢩンࢡࣃ質ࡢ࡚ࡋ࡜機能ࢆ保持࡚ࡋい࡜ࡿ結論付ࠋࡓࡅ 

 1ࠊࡎࡲࠋࡓࡋ解析ࢆ挙動ࡢ質ࢡࣃンࢱ YhdL ࡢ応答時ࢫࣞࢺࢫ用い࡚ࢆ株ࡢࡇ࡛ࡇࡑ 

mM ࡢ IPTG ࢆ加え࡚十ศ࢔࡟ンチࢱ࣐ࢢࢩンࢡࣃ質ࢆ発現࡚ࡏࡉ実験ࢆ行ࣞࢺࢫࠋࡓࡗ

ࡓ用い࠙ࢆࢫࣞࢺࢫ NaCl ࡓい࡛ࢇ進ࡀ究◊ࡃࡼࡣ࡚ࡋ࡜ࢫ 13 様ྠ࡜ 㔝生株 (BSU41)ࠋࠚ

ࠋ(Fig. 7-A)ࡓࢀࡽ見ࡀ昇ୖࡢSigM 活性 ࡿࡼ࡟ NaCl ࡶHis-yhdL PsigM’-lacZ 株࡛ ࡟



࡞明確࡟両者ࠊ࡜ࡿࡍ条件࡛比較ࡢࡾあ࡜ࡋ࡞ NaCl ࢆHis-YhdL 㔞 ࡢࡁ࡜ࡢࡇࠊࡋ࠿ࡋ

違いࡣ見ࡓࡗ࠿࡞ࢀࡽ(Fig. 7-B)ࠊ࡛ࡇࡇࠋIPTG ࢆ十ศ㔞加え࡚ His-YhdL ࢱンࢡࣃ質ࢆ

大㔞࡟発現࡚ࡏࡉい࡟ࡵࡓࡓ変化ࡀ見ྍࡓࡗ࠿࡞ࢀࡽ能性ࢆ考㔞ࠊࡋIPTG 㔞ࢆ制限ࡓࡋ

状態࡛ྠࡌ実験ࢆ行ࠋࡓࡗHis-yhdL PsigM’-lacZ 株ࢆ用いࡓ場合ࠊSigM 活性ࡀ W.T. ࡜

ྠ等ࡿ࡞࡟ࣝ࣋ࣞࡢ IPTG 㔞0.025 ࡣ mM ࡢ時࡛あࡢࡇࠊࡀࡓࡗ IPTG 㔞࠾࡟い࡚ 

NaCl ࡢ有無ࡿࡼ࡟ His-YhdL 㔞ࡢ明࡞࠿ࡽ変化ࡣ見ࡓࡗ࠿࡞ࢀࡽ(Fig. 7-C)࠿࡜ࡇࡢࡇࠋ

劇ࡀYhdL 㔞 ࡢ細胞内ࠊ࡟ࡁ࡜ࡿࡍ活性化࡚ࡗࡼ࡟ࢫࣞࢺࢫࡀ い࡚ SigM࠾࡟㔝生株ࠊࡽ

的࡟変化ࡼࡿࡏࡉう࡞཯応ࡣ起࡚ࡗࡇい࡞い࡜結論付ࠋࡓࡅ 

 ḟࠊ࡟YhdL ࢱンࢡࣃ質ࡢ発現࡟ yhdK 遺伝子ࡀ୚えࡿ影響ࢆ解析ࠋࡓࡋ既知ࡢ SigW 

活性化機構࡛ࠊࡣYhdK ࡼࡢう࡞補助因子ࡀ存ᅾ࡞ࡋいࠊࡵࡓYhdK ࡢ影響ࢆ解析ࡇࡿࡍ

ᮏ来ࡢୖ࣒ࣀࢤ枯草菌ࠋࡿあࡀ能性ྍࡿࢀࡽ得ࡀ知見࡞ࡓい࡚新ࡘ࡟活性化ࡢ SigMࠊ࡛࡜

ࡿࡍ存ᅾ࡟఩置ࡢ sigM 遺伝子ࢆ neo ࢝ࡾࡼ࡟ࢺࢵࢭ破壊ࠊ࡛࡜ࡇࡿࡍୗ流ࡢ yhdL ࠾

lacA 部఩ ࡢ枯草菌株ࡓࡏࡉ停Ṇࢆ発現ࡢsigM ࢜࣌ࣟン ࡓࡵ含ࢆ遺伝子ࡢ び yhdKࡼ

 Fig. 7-D)ࡓࡋ導入ࢆ࣮ࢱࢡ空࣋ࡣいࡿあࠊい sigM ࢜࣌ࣟン࡞ࡲ含ࡣࡓࡲࡴ含ࢆ yhdK ࡟

and ࢱ࣮ࢹᮍ掲載)ࡢࢀࡒࢀࡑࠋ株ࡘ࡟い࡚ࠊLB ᇵ地࡛生育ࠊࡏࡉ対数増殖期࡟ xylose ࢆ 

びࡼ࠾ 0.5ࠊ0.2ࠊ0  ࠋ(ࡳࡢ % 1 ࡜ 0ࠊࡣ株࡛ࡓࡋ導入ࢆ࣮ࢱࢡ空࣋)ࡓ濃度࡛加えࡢ % 1

xylose ࢆ加え࡚1.5 ࡽ࠿ h 後࡟サンࣜࣉンࢆࢢ行いࠊlacZ ࣏࣮ࣞࡾࡼ࡟࢖ࢭࢵ࢔࣮ࢱ

SigM 活性ࢆ測定ࠊ࡟ࡶ࡜࡜ࡿࡍwestern blotting ࡾࡼ࡟ YhdL ࢱンࢡࣃ質ࡢ挙動ࢆ解析

ࠊࡀࡓࢀࡽ見ࡀ昇ୖࡢ枯草菌細胞内࡛ SigM 活性ࠊࡁ࡜ࡓࡏࡉ発現ࢆsigM ࢜࣌ࣟンࠋࡓࡋ

yhdK 遺伝子ࢆ導入ࡓࡋ株ࡢ方ࠊࡀSigM 活性ୖࡢ昇ࡢ程度ࡀపࡓࡗ࠿(Fig. 7-E)ࡢࡇࠋ結

果ࡣ yhdK 遺伝子破壊株࡛ࡣ SigM 活性ୖࡀ昇࡜ࡿࡍいう過去ࡢ◊究࡜矛盾࡞ࡋい࠙13 ࠋࠚ

࡞ࡋ存ᅾࡀ yhdKࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋ用い࡚解析ࢆHis-tag 抗体 ࢆ挙動ࡢ YhdL ࡁ࡜ࡢࡇࠊࡓࡲ

い条件࡛ࠊࡣYhdL yhdK 遺伝子ࠊ࡚ࡗࡀࡓࡋࠋ(Fig. 7-E)ࡓࡗ࠿࡞ࡁ࡛ࡀ࡜ࡇࡿࡍ検出ࢆ

ࡣ YhdL ࡢṇ常࡞発現࡟㔜要࡞役割ࢆ果࡚ࡋࡓい࡜ࡿ考えࠋࡿࢀࡽ 



Fig 6. His-YhdL ࢱンࢡࣃ質ࡢ発現࡜機能  
(A) His-yhdL 株࠾࡟けࡿ SigM ࢜࣌ࣟンࡢ構造ࠋ(B) His-YhdL ࢱンࢡࣃ質ࡢ検出ࠋ
BSU41 (W.T.) ࡼ࠾び His-yhdL PsigM’-lacZ 株を 0.1 mM ࡢ IPTG を含ࡴ LB ᇵ地࡛生育
 IPTG ࡢ 終濃度 0-1 mMࠊࡋ LB ᇵ地࡛ 2 回 Wash ࡞ Fresh ࡚ࡋ集菌࡟対数増殖期ࠊࡏࡉ
を含ࡴLB ᇵ地࡟植菌120 ࡚ࡋ min 後࡟サンプࣜンࢢを行いࠊ抗 His6-tag 抗体を用いࡓ 
Westren blotting ࢱࡾࡼ࡟ンࢡࣃ質を検出ࠋࡓࡋ(C) His-YhdL ࢱンࢡࣃ質࢔ࡢンࢳ SigM 
活性ࡢ評価ࠋ(B) ࡌྠ࡜サンプࣝを用い࡚各 IPTG 濃度ࡢサンプࣝࡘ࡟い࡚ b-gal 活性を
測定ࠋࡓࡋ 

A. 

B. 

C. 



A. B. 

C. 



Fig 7. 様々࡞条件ୗ࡛ࡢ His-YhdL ࢱンࢡࣃ質ࡢ発現࡜機能  
(A) BSU41 (W.T.) ࡼ࠾び His-yhdL PsigM’-lacZ 株を 0.1 mM ࡢ IPTG を含ࡴ LB ᇵ地࡛
生育ࠊࡏࡉ対数増殖期࡟集菌࡚ࡋ Fresh ࡞ LB ᇵ地࡛ 2 回 Wash ࠊࡋ終濃度 1 mM ࡢ 
IPTG を含ࡴ LB ᇵ地࡟植菌ࠊ࡚ࡋO.D.600= 0.4 ࡛ࢁࡇ࡜ࡓࡗ࡞࡟ᇵ養液を二等ศࠊࡋ片
方࡟終濃度 0.5 M ࡢ NaCl を加え࡚ 60 min 後࡟サンプࣜンࢢを行いࠊb-gal 活性を決定ࡋ
サンプࣝࡌྠ࡜ (A)ࠋ検出ࡢ質ࢡࣃンࢱ His-YhdL (B) ࡾ黒 : NaCl あ ࡋ࡞ 白 : NaClࠋࡓ
を用い࡚ 抗 His6-tag 抗体を用いࡓ Westren blotting ࢱࡾࡼ࡟ンࢡࣃ質を検出ࣂࠋࡓࡋン
濃ࡢࢻンࣂࡢࡾNaCl あ ࡢࡁ࡜ࡓࡋ࡜ を 1ࡋ࡞ NaClࠊࡋ比較ࡾࡼ࡟ を ImageJࡉ濃ࡢࢻ
 IPTG ࡢ び His-yhdL PsigM’-lacZ 株を 0.1 mMࡼ࠾ BSU41 (W.T.) (C)ࠋࡓࡋ示࡟をୗࡉ
を含ࡴ LB ᇵ地࡛生育ࠊࡏࡉ対数増殖期࡟集菌࡚ࡋ Fresh ࡞ LB ᇵ地࡛ 2 回 Wash ࠊࡋ終
濃度 0.01-1 mM ࡢ IPTG を含ࡴ LB ᇵ地࡟植菌࡚ࡋ (A) ࡼࡌྠ࡜う࡟サンプࣜンࢢを行
いࠊb-gal 活性測定࡜抗 His6-tag 抗体を用いࡓ western blotting を行ࠋࡓࡗ白 : NaCl ࡞
 (E) ࠋ模式図ࡢsigM ࢜࣌ࣟン構造 ࡢび HRI039 株ࡼ࠾ HRI038 (D) ࠋࡾ黒 : NaCl あ ࡋ
HRI037(pAX01 empty vector)ࠊHRI038(Pxyl-sigM-his-yhdL) ࡼ࠾び HRI039  (Pxyl-
sigM-his-yhdL-yhdK) 株を xylose を含࡞ࡲい LB ᇵ地࡛㸯晩ᇵ養ࠊࡋfresh ࡞ LB ᇵ地࡟
植え継ࠊࡂ O.D.600=0.2～0.3 ࡢ時点࡛ࡢ % 1ࠊ0.5ࠊ0.2ࠊ0ࠊ終濃度(HRI037ࡼ࠾0 ࡣび
ࡋb-gal 活性を測定ࠊを行いࢢサンプࣜン ࡟h 後 1.5ࠊࡋxylose を加え࡚ᇵ養 ࡢ(ࡳࡢ% 1
ྠ࡜ (E) (F) ࠋࡾ黒：xylose あࠊࡋ࡞ 白：xyloseࠋࡍ結果を示ࡢ時ࡢ % 1 ࡚ࡋ࡜代表ࠋࡓ
質を検ࢡࣃンࢱࡾࡼ࡟ Westren blotting ࡓ抗 His6-tag 抗体を用いࠊサンプࣝを用い࡚ࡌ
出ࠋࡓࡋ赤い矢印ࡣ His-YhdL ࢱンࢡࣃ質を示ࠋࡍ 

D. 

E. F. 



㸱㸫㸰㸬His-YhdL ࢱンࢡࣃ質ࡢ膜局ᅾ性ࡢ解析 

 ࡀいう予測࡜ࡿ質࡛あࢡࣃンࢱ膜ࡢ一回膜貫通型ࡣ 質 YhdLࢡࣃンࢱ࣐ࢢࢩンチ࢔ 

SOSUI ࡚ࡗࡼ࡟࣒ࣛࢢࣟࣉ立࡚࡚ࢀࡽいࠊࡀࡿ実際࡟膜࡟局ᅾ࡝࠿ࡿࡍうࡣ࠿実験的࡟証

明࡚ࢀࡉいࠋࡓࡗ࠿࡞ YhdL ࡀ膜࡟局ᅾ࡝࠿ࡿࡍうࠊࡣ࠿YhdL ࡼࡢ࡝ࡀうࣞࢺࢫ࡚ࡋ࡟

ศࢆ膜画ศࡢ枯草菌ࠊ࡛ࡇࡑࠋࡿ஦実࡛あ࡞うえ࡛㔜要ࡿ迫࡟いう機構࡜࠿ࡿࡍ感知ࢆࢫ

ࢡࣃンࢱ YhdLࠊ࡛࡜ࡇࡿ࡭調ࢆ࠿う࡝࠿ࡿࢀࡲ含࡟ࡇࡑࡀ質ࢡࣃンࢱ His-YhdLࠊࡋྲྀ

質ࡢ膜局ᅾ性ࢆ解析ࠋࡓࡋ࡟࡜ࡇࡿࡍ 

 枯草菌ࡢ膜画ศࢆศ㞳ࡓࡋ手順࣮ࣟࣇࡢチ࣮ࣕࢆࢺ Fig. 8-A ࡟示ࠋࡓࡋ各画ศࢆ 

SDS-PAGE ࡛ศ㞳後ࠊWesterm blotting ࡾࡼ࡟His-YhdL ࢆ検出ࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋHis-YhdL 

ࢀࡉ検出࡝ࢇ࡜࡯ࡣ࡟Soluble 画ศࠊࢀࡉ検出࡟び Membrane 画ศࡼ࠾ Total protein ࡣ

ࡼ࠾Soluble 画ศ ࡣ SigA ࡿ質࡛あࢡࣃンࢱ Solubleࠊࡋ対࡟ࢀࡇࠋ(Fig. 8-B)ࡓࡗ࠿࡞

び Total protein 画ศࡳࡢ࡟検出ࡓࢀࡉ(Fig. 8-B)ࡢࡽࢀࡇࠋ஦実ࠊࡽ࠿YhdL ࡣ確࡟࠿膜

 ࠋࡓࢀࡽࡵ࠿確ࡀ࡜ࡇࡿࡍࡋ局ᅾ࡟

࡛ࡢࡿࡍ変化ࡀ膜局ᅾ性ࡢ YhdL ࡣ࡟ࡁ࡜ࡿࡍ活性化ࡀ SigM ࡾࡼ࡟ࢫࣞࢺࢫ࡛ࡇࡑ 

ࡢ His-YhdL ࡚ࡋ調製ࢆ膜画ศࡽ࠿い細胞࡞加え࡜細胞ࡓ加えࢆ NaClࠊ考え࡜࠿い࡞ࡣ

膜局ᅾ性ࢆ調ࠋࡓ࡭NaCl ࡢࢫࣞࢺࢫ有無࡟関わࡎࡽ His-YhdL ࡣ膜画ศ࡟検出ࡓࡓࢀࡉ

膜局ᅾ性࡞࠿ࡽ明ࡢ YhdL ࡣ࡟際ࡢSigM 活性化 ࡿࡼ࡟ࢫࣞࢺࢫ NaClࠊ(Fig. 8-C&D)ࡵ

 ࠋࡓࢀࡉ示唆ࡀ࡜ࡇい࡞い࡚ࡗࡇ起ࡣ変化ࡢ

 

 

 

 

 

 



Fig 8. His-YhdL ࢱンࢡࣃ質ࡢ膜局在性ࡢ解析 
 (A) 枯草菌ࡢ膜画ศ調整ࡢフࣟーࣕࢳーࠋࢺ(B)His-YhdL ࢱンࢡࣃ質ࡢ検出ࠋHis-yhdL 
PsigM’-lacZ 株を 0.1 mM ࡢ IPTG を含ࡴ LB ᇵ地࡛生育ࠊࡏࡉ対数増殖期࡟集菌࡚ࡋ 
Fresh ࡞ LB ᇵ地࡛ 2 回 Wash ࠊࡋ終濃度 1 mM ࡢ IPTG を含ࡴ LB ᇵ地࡟植菌120 ࡚ࡋ 
min 後࡟サンプࣜンࢢを行いࠊ膜画ศを調製後ࠊ各画ศࡘ࡟い࡚等㔞ࣂࡢッフ࢓ー࡟溶解
 ࡓび抗 His6-tag 抗体を用いࡼ࠾CBB 染色ࠊࡋศ離࡚ࡗࡼ࡟ サンプࣝをSDS-PAGEࡓࡋ
Western blotting ࡾࡼ࡟検出ࠋࡓࡋ(C) His-yhdL PsigM’-lacZ 株を 0.1 mM ࡢ IPTG を含
 終濃度ࠊࡋ LB ᇵ地࡛ 2 回 Wash ࡞ Fresh ࡚ࡋ集菌࡟対数増殖期ࠊࡏࡉLB ᇵ地࡛生育 ࡴ
1 mM ࡢ IPTG を含ࡴ LB ᇵ地࡟植菌ࠊ࡚ࡋO.D.600= 0.4 ࡛ࢁࡇ࡜ࡓࡗ࡞࡟ᇵ養液を二等
ศࠊࡋ片方࡟終濃度 0.5 M ࡢ NaCl を加え࡚ 60 min 後࡟サンプࣜンࢢを行いࠊ膜画ศを
調製後ࠊ各画ศࡘ࡟い࡚等㔞ࣂࡢッフ࢓ー࡟溶解ࡓࡋサンプࣝをSDS-PAGE ࡚ࡗࡼ࡟ศ離
 ࠋࡓࡋ検出ࡾࡼ࡟ Western blotting ࡓび抗 His6-tag 抗体を用いࡼ࠾CBB 染色ࠊࡋ

C. 

A. B. 

䝺䝇䡏ペンｄ院䡎 resuspend in buffer 



㸱㸫㸱㸬ࣛࢺンࢰ࣏ࢫン変異株 (57F) ࡢ解析 

 ඛ行◊究ࣛࢺ࡟࡛ࡍࠊࡾࡼ࡟ンࢰ࣏ࢫン࣑࣮ࣗࡀࢫࢩࢿ࢙ࢪࢱ行わࠊࡾ࠾࡚ࢀSigM 活性

ඛ行◊究࡜ᮏ◊究ࠋ (Uehara 修士論文 2006)ࡓい࡚ࢀࡽ得ࡀ候補株ࡢ㸯㸷ࡿ୚えࢆ影響࡟

ᮏࠋ(Table. 5)ࡓࢀࡉ決定ࡀン導入部఩ࢰ࣏ࢫンࣛࢺい࡚ࡘ࡟㸯㸯株ࡕうࡢࡑ ࠊ࡚ࡏあわࢆ

◊究࡛ࠊࡣ得ࡓࢀࡽ候補株ࡢうࡕ SigM 活性࡟୚えࡿ影響ࡀ最ࡶ大ࠊࡃࡁᮍ知ࡢ膜ࢱンࣃ

ンࣛࢺ࡟領域ࢻ࣮ࢥࡢyfhO 遺伝子 ࠋࡓࡋ着目࡟変異株ࡢyfhO 遺伝子 ࡿࡍࢻ࣮ࢥࢆ質ࢡ

ࢀࡉ示ࡀ࡜ࡇࡍ示ࢆ高い SigM 活性ࡶࡾࡼ㔝生株ࠊࡣ 57Fࠊ変異株ࡓࢀࡉ挿入ࡀンࢰ࣏ࢫ

࡚いࡓ㸦2010 Suzuki 修士論文㸧ࡢࡑࠊ࡛ࡢ追試ࢆ行ྠࠊࢁࡇ࡜ࡓࡗ様ࡢ結果ࡀ得ࡓࢀࡽ 

(Fig . 9-A)ࠋSigM 活性ࠊࡣSigM 認識࡜࣮ࢱ࣮ࣔࣟࣉ lacZ 遺伝子ࡢ転写融合ࢆ用い࡚ࠊ

-gal 活性57ࠋࡓࡋ࣮ࢱࢽ࡚ࣔࡋ࡜F 株ࡿࡅ࠾࡟ SigM 活性ࡢ࡝ࡣ生育࠾࡟ࢬ࢖࢙ࣇい࡚

ࢀ失わ࡚ࡗࡼ࡟破壊ࡢSigM 遺伝子ࠊࡣ活性ࡢࡇࠊࡓࡲࠋࡓい࡚ࢀࡓ保ࡃ高ࡶࡾࡼ㔝生株ࡶ

ࡉ示ࡀ࡜ࡇࡿい࡚ࡋ影響࡟転写活性ࡢSigM 依存 ࡟࠿確ࠊࡣ破壊ࡢyfhO 遺伝子ࠊࡵࡓࡓ

 ࠋࡓࢀ

ࡼ࡟Ḟ失ࡢ質ࢡࣃンࢱ YfhOࠊࡀ昇ୖࡢSigM 活性 ࡿࡅ࠾࡟57F 株ࠊ࡚ࡅཷࢆ結果ࡢࡇ 

ࡢIPTG 誘導性ࠊࡵࡓࡿࡵ࠿確ࢆ࡜ࡇࡿあ࡛ࡢࡶࡿ Pspac ࢆ࣮ࢱ࣮ࣔࣟࣉ持ࡘ low-copy 

number ࠊࢻ࣑ࢫࣛࣉࡢ pHCMC05 ࡟ yfhO 遺伝子ࢽ࣮ࣟࢡࢆン57ࠊࡋࢢF 株࡟導入ࡋ

ࢡ空࣋ࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋLB 寒ኳᇵ地ୖ࡛検定 ࡴ含ࢆ X-galࠊࢆSigM 活性 ࡢ株ࡓࡋ作成ࠋࡓ

導ࢆ pHCMC05-yfhOࠊ࡚ࡋ対࡟ࡢࡓࡋ示࣮ࢽࣟࢥ青いࡣ57F 株ࠊࡣ場合ࡓࡋ導入ࢆ࣮ࢱ

入ࡓࡋ場合ࠊࡣIPTG ࡢ存ᅾୗ࡛ࡳࡢ X-gal ࡢศ解ࡿࡼ࡟青色ࡢ呈色ࡀ見ࡓࡗ࡞ࡃ࡞ࢀࡽ 

(Fig . 9-B)ࠋ言い換え57ࠊࡤࢀF ࡿࡅ࠾࡟ SigM 活性ୖࡢ昇ࡽ࠿ࢻ࣑ࢫࣛࣉࠊࡀ yfhO ࢆ

発現࡚ࡗࡼ࡟࡜ࡇࡿࡏࡉ相補ࡢࡇࠋࡓࢀࡉ結果57ࠊࡽ࠿F 株ࡿࡅ࠾࡟ SigM 活性ୖࡢ昇ࠊࡣ

YfhO ࢱンࢡࣃ質ࡢ機能ࡀ失わ࡟࡜ࡇࡓࢀ⏤来ࡀ࡜ࡇࡿࡍ示唆ࠋࡓࢀࡉ 

 

 



  変異株    同定さ䜜た Tn-10 導入遺伝子 
  遺伝子産物

a SigM 活性b 

 SigM 活性のୖ昇䛜見ら䜜た株 

23D glpD glycerol-3-phosphte dehydrogenase  1.3 

43A ecsB ABC-2 type transport system permease protein  2.0  

46A secDF Protein translocase subunit  2.5 

57F yfhO Conserved membrane protein  4.0   

57L pyrB aspartate carbamoyltransferase   2.5 

SigM 活性の低ୗ䛜見ら䜜た株 

9B ygxA Uncharacterized protein  0.7 

56E yddH D,L-endopeptidase, cell wall hydrolase  0.6 

57G minC Septum site-determining protein  0.6 

60I miaA tRNA dimethylallyltransferase 0.7 

62C iolR repressor of myo-inositol catabolism operon  0.5 

65B liaS 
cell wall antibiotics resistance related sensor 

kinase 
0.5 

Table 5. この研究䛷単離さ䜜た SigM 活性䛻変化のあ䛳た Tn-10 挿入変異株 

a 各遺伝子産物䛻䛴い䛶 BSORF Bacillus subtilus genome database 䛻おけ䜛機能のアノテーションを示した。 
b 親株 (BSU41)を 1 䛸した䛸䛝の相対的䛺活性の値     
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Fig. 9  57F 株࠾࡟けࡿ SigM 活性ୖࡢ昇 
(A) W.T. (BSU41) ࡼ࠾び 57F 株ࡢ SigM 活性測定ࠋLB ᇵ地࡛枯草菌を生育ࠊࡏࡉ
O.D.600 = 0.4 ࡢ点を time 0 30 ࡽ࠿ࡇࡑࠊ࡚ࡋ࡜ min ࡟࡜ࡈサンプࣜンࢢを行いࠊ各生
育フ࢙イ࡛ࢬ lacZ  活性を測定ࠋࡓࡋ● : W.T.57 : ▲ࠊF  白抜ࢩࡢࡁン࣎ࣝࡢࢀࡒࢀࡑ ࡣ 
sigM 破壊株ࠋ(B) yfhO ࡢ発現57 ࡿࡼ࡟F 株ࡢ相補実験ࠋ株ࡢ࡝࡞条件ࡣ図中࡟示ࠋࡓࡋ
各株0.01ࡣ % X-gal を含ࡴ LB 寒天プࣞー࡟ࢺ植菌48 ࡛℃ 37 ࡽ࠿࡚ࡋh インキュ࣋ーࢺ
後ࠊ写真を撮影ࠋࡓࡋ 

+ IPTG                              - IPTG 



㸱㸫㸲㸬 yfhO deletion mutant ࡢ作成࡜解析 

いࡘ࡟pMutin 挿入破壊株 ࡢyfhO 遺伝子 ࡟࡛ࡍࠊ加え࡚࡟ン挿入変異株ࢰ࣏ࢫンࣛࢺ

挿入ࡢࡽࢀࡇࠊࡋ࠿ࡋࠋ(Suzuki 修士論文 2010)ࡿい࡚ࢀࡉ確認ࡀ昇ୖࡢSigM 活性 ࡶ࡚

変異株ࠊࡣ極性効果ࡢ懸念ࡀあ࡟࡜ࡇࡿ加え࡚ࠊ複数ࡢ薬剤耐性࣐࣮࣮࢝ࡢ使用ࠊࡾࡼ࡟

ࡼ࡟࣮ࣜࣇ࣮࣮࣐࢝ࠊ࡛ࡇࡑࠋࡓࡗあࡀいう問題点࡜ࡿ࡞࡟困㞴ࡀ遺伝子操作ࡢ以ୖࢀࡇ

࣮࣐ࠋࡓࡋ࡜࡜ࡇࡿ用い࡟解析ࡢ௒後ࠊࡋ作成ࢆin-frame deletion 変異株 (yfhO 株) ࡿ

 ࠋࡓࡗ方法࡛行ࡓࡋ示࡟ンࣙࢩࢡࢭࡢ実験方法ࠊࡣ作成ࡢ変異株ࡢ࣮ࣜࣇ࣮࢝

作成ࡓࡋ変異株ࢆ用い࡚ࠊSigM 活性ࡢ測定ࢆ行ࠋࡓࡗyfhO 株࠾࡟い࡚ࠊࡶSigM 活

性ࡣ㔝生型࡟比4~3 ࡚࡭ 倍ୖ࡟࡝࡯昇࡚ࡋいࡓ(Fig . 10-A)ࠋ㔝生株࠾࡟い࡚ࡶ変異株࠾࡟

い࡚ࠊࡶSigM 活性ࡣ対数増殖期ࡢ終わࢆࢡ࣮ࣆ࡟ࡾ示ࠋࡓࡋ 

活性ࡢ 因子 (SigV, W, X, Y, Z, YlaC)࣐ࢢࢩ ECF ࡢ他ࡢ枯草菌ࡀ変異ࡢ yfhOࠊ࡟ࡽࡉ

lacZ 遺伝子 ࡜࣮ࢱ࣮ࣔࣟࣉࡿࡍ認識ࡀ因子࣐ࢢࢩ 各 ECFࠊࢆ࠿う࡝࠿ࡍࡰ及ࢆ影響࡟

ࡼ࡟破壊ࡢ yfhOࠊ中࡛ࡢ因子࣐ࢢࢩ ECF ࡢSigM 以外 ࠋࡓࡋ用い࡚解析ࢆ転写融合ࡢ

 yfhOࠊࡣい࡚ࡘ࡟ SigX ࡜ SigWࠋ(Fig . 10-B) ࡓࡗ࠿࡞ࡣࡢࡶࡓࡋ昇ୖࡀ活性࡟有意ࡾ

遺伝子ࡢ破壊ࡾࡼ࡟わࡽࡀ࡞࠿ࡎ活性ࡢపୗࡀ見ࡢࡑࠊࡢࡢࡶࡓࢀࡽ影響ࡣ大ࡗ࠿࡞ࡃࡁ

 ࠋࡓࢀࡉ示唆ࡀ࡜ࡇࡿ特異的࡛あ࡟ SigMࠊࡣ影響ࡢYfhOḞ失ࠊࡽ࠿࡜ࡇࡢࡇࠋࡓ
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Fig. 10 yfhO 遺伝子ࡢ破壊ࡀ SigM ࡼ࠾び他ࡢ ECF ࣐ࢢࢩ因子ࡢ活性࡟୚えࡿ影響 
(A) W.T. (HRI001) ࡼ࠾び  DyfhO 株 ࡢ生育࡜ SigM 活性ࠋ● : W.T.ࠊ▲ : DyfhO  ࢜ࣞン
 各株をࠋ活性測定ࡢ因子࣐ࢢࢩ 各 ECFࡿけ࠾࡟DyfhO  株 (B)ࠋ生育 青 :  b-gal 活性  : ࢪ
LB ᇵ地࡛生育ࠊࡏࡉ経時的࡟ lacZ 活性を測定ࠊࡋ各 ECF ࣐ࢢࢩ因子ࡘ࡟い࡚ lacZ 活性
  ;M, PsigM-lacZ ; V, PsigV-lacZࠋ青 : W.T.  赤 : DyfhOࠋࡓࡋを示ࢱーࢹࡢ点ࡿ࡞࡟最大ࡀ
W, PsigW-lacZ;  X, PsigX-lacZ;  Y,PsigY-lacZ;  Z, PsigZ-lacZ;  C, PylaC-lacZ ࠋ 



㸱㸫㸳㸬csbB 遺伝子ࡢ影響 

yfhO 遺伝子ࡢ破壊ࡿࡼ࡟ SigM ࡢ活性化ୖࡄࡍࡢࡑࠊࡣ流࡟఩置ࡿࡍ遺伝子ࠊcsbB ࡢ

破壊ࡾࡼ࡟サࡀ࡜ࡇࡿࢀࡉࢫࣞࣉඛ行◊究ࡾࡼ࡟示唆࡚ࢀࡉいࡓ (2010 Suzuki 修士論文)ࠋ

 csbBࠊࡵࡓࡿࡍ解析ࡃࡋい࡚詳ࡘ࡟影響ࡢcsbB 遺伝子ࠊ࡟ࡶ࡜࡜行うࢆ追試ࡢࡑࠊ࡛ࡇࡑ

 びࡼ࠾ csbBࠊࢀࡒࢀࡑin-frame deletion 変異株㸦 ࡶい࡚ࡘ࡟び csbB-yfhO 領域ࡼ࠾

csbB-yfhO 株㸧ࢆ作成ࠊ࠾࡞ࠋࡓࡋcsbB ࡜ yfhO ࡢ間ࡣ࡟約 70 bps ࡢ遺伝子間領域ࡀ

あࡢࡇࠊࡾ㸰ࣟ࣌࢜ࡀࡘンࢆ形成࡚ࡋい࡝࠿ࡿうࡣ࠿明࡚ࡗ࡞࡟࠿ࡽい࡞いࠋ 

࡟deletion 破壊株 ࡓࡋ作成࡟ࡓ新ࠊ࡟様ྠ࡜ඛ行◊究ࡓࢀ挿入破壊株࡛行わࢻ࣑ࢫࣛࣉ

 ࡓࡗ࡞ࡃ࡞ࢀࡽ見ࡾࡼ࡟破壊ࡢ csbBࠊࡣ昇ୖࡢSigM 活性 ࡿࡼ࡟破壊ࡢyfhOࠊࡶい࡚࠾

(Fig .11-A)ࠊࡓࡲࠋcsbB 単独破壊株ࡢ場合ࠊࡣ࡟SigM 活性ࡣ㔝生株࡝ࢇ࡜࡯࡜変わ࡞ࡽ

ࡶ࡜ࡃ࡞少ࠊࡽ࠿࡜ࡇࡢࡇࠋࡓࡗ࠿ YfhO ࡀ存ᅾ࡞ࡋい条件࠾࡟い࡚ࠊCsbB ࡣ SigM ࢆ

活性化ࡀ࡜ࡇࡿࡁ࡛ࡀ࡜ࡇࡿࡏࡉ示唆ࠋࡓࢀࡉ 

ࡓࡿࡍ検証ࢆ࠿う࡝࠿ࡿࡍ活性化ࡀ SigM ࡛࡜ࡇࡿࡏࡉ発現࡟人工的ࢆ csbBࠊ࡛ࡇࡑ

ࡢ csbBࠊࡋ導入࡟枯草菌ࠊࡋࢢンࢽ࣮ࣟࢡ࡟ࢻ࣑ࢫࣛࣉ pHCMC05 ࢆcsbB 遺伝子ࠊࡵ

発現ࢆ IPTG ࡾࡼ࡟誘導ࡓࡋ時ࡢ SigM 活性ࢆ測定ࠋࡓࡋ測定ࠊࡣyfhO ࡀ存ᅾࡿࡍ条件

㸦㔝生株㸧࡜存ᅾ࡞ࡋい条件࡛行ࠊࡀࡓࡗyfhO 単独Ḟ失株࡛ࡅࡔࢀࡑࠊࡣ㔝生株ࡶࡾࡼ高

い  SigM 活性ࢆ示ࡲࡋ࡚ࡋうࠊࡵࡓ㔝生株࢘ࣛࢢࢡࢵࣂ࡜ンྠࡰ࡯ࡀࣝ࣋ࣞࢻ等ࡢ 

csbB-yfhO 株ࢆ yfhO Ḟ失株࡚ࡋ࡜用いࠋࡓ㔝生株࠾࡟い࡚ࠊࡣcsbB ࡢ発現ࢆ誘導࡚ࡋ

 ࡽ࠿࡚ࡋ添加ࢆ IPTGࠊࡣcsbB-yfhO 株࡛ࠊࡀࡓࡗ࠿࡞ࡽࡇ起ࡣ活性化ࡢ SigM ࡶ

60~120 ศ後࡟ SigM 活性ୖࡢ昇ࡀ見ࡓࢀࡽ (Fig. 11-B)ࡢࡇࠋ結果ࠊࡽ࠿CsbB ࡢ機能࡟

࡟࠿ࡽ明ࡀ࡜ࡇࡿい࡚ࡋ依存࡟有無ࡢ存ᅾࡢ YfhOࠊࡣ効果ࡢࡑࠊࡋ活性化ࡀ SigM ࡾࡼ

 ࠋࡓࡗ࡞
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Fig. 11  csbB 遺伝子ࡢ発現ࡀ SigM 活性࡟୚えࡿ影響 
(A) W.T.(HRI001)ࠊDcsbB (HRI005)ࠊ DyfhO  (HRI006) ࡼ࠾び DcsbB-yfhO (HRI007) ࡟
最大࡚ࡋSigM 活性を測定 ࡟経時的ࡏࡉ各株を LB ᇵ地࡛生育ࠋ測定ࡢSigM 活性 ࡿけ࠾
び HRI 019 株を LB ᇵ地ࡼ࠾ HRI010ࠊHRI 017ࠊHRI008 (B)ࠋࡓࡋ活性を示ࡢ点ࡿ࡞࡟
࡛生育ࠊࡏࡉO.D.600 = 0.2~0.3 ࡛ᇵ養液を二等ศࠊࡋ片方࡟終濃度 1 mM ࡢ IPTG を加
え࡚ 120 min 後ࡢ b-gal 活性を示ࠋࡓࡋ青 : IPTG ࡋ࡞ 赤 : IPTG あࠋࡾ 



㸱㸫㸴㸬SigM ࡼ࠾び YhdLࠊYhdK ࡜ CsbB ࡼ࠾び YfhO ࡢ相互作用解析 

 CsbB ࡜ YfhO ࡢḞ損ࡀ SigM 活性࡟影響ࢆ୚えࡀ࡜ࡇࡿ明ࢀࡇࠊࡵࡓࡓࡗ࡞࡟࠿ࡽ

相互作用ࡢ直接࡜ YhdK ࠊ因子 YhdL࣐ࢢࢩンチ࢔ࡢࡑびࡼ࠾ SigM ࡀ質ࢡࣃンࢱࡢࡽ

 CsbB-YfhOࠊࡓࡲࠋࡓࡋ解析ࡾࡼ࡟bacterial two-hybrid (BACTH) 法ࠊࢆ࠿う࡝࠿ࡘࡶࢆ

間ࡶ࡟遺伝学的࡞相互作用ࡀ見ྠࠊࡽ࠿࡜ࡇࡓࢀࡽ時ࢱࡢࡽࢀࡇ࡟ンࢡࣃ質間相互作用ࡶ

解析ࠋࡓࡋBACTH 法࡛ࠊࡣ大腸菌ࠊࡋ࡜ࢺࢫ࣍ࢆadenylate cyclase ࡢ T18 ࢖࣓ࢻンࠊ࡜

T25 ࢖࣓ࢻンࢱࡢࢀࡒࢀࡑ࡟ンࢡࣃ質ࢆ融合ࢱࠊࡋンࢡࣃ質間࡟相互作用ࡀあࡿ場合ࠊࡣ࡟

adenylate cyclase ࡀ機能ࢆ持࢝ࢭࠊࡕンࢭࢵ࣓ࢻン࡛࣮ࣕࢪあࡿ cAMP ࡢ合成ࡀ起ࡿࡇ

相互࡟࡜ࡶࢆࢀࡑࠊࡋ活性化ࡀ転写ࡢ遺伝子࣮ࢱ࣮࣏ࣞࡿࡍ依存࡟ cAMP ࢆ転写ࠊ࡛࡜ࡇ

作用ࢆ解析ࡿࡍ (Fig .12-A)࠙21 用い࡚い࡚ࡋ࡜࣮ࢱ࣮࣏ࣞࢆlacZ 遺伝子ࠊࡣᮏ実験࡛ࠋࠚ

ࡇࠋࡘ持ࢆン࢖࣓ࢻ膜貫通ࡣSigM 以外ࠊࡕうࡢ質ࢡࣃンࢱࡿ用い࡟௒回相互作用解析ࠋࡿ

ࣈ࢖ࣁ࣮ࢶ酵母ࠊ࡛࡜ࡇࡿい࡚ࡋ࡟指標ࢆ cAMP ࡿࡁ移動࡛࡟⏤自ࢆ細胞内ࠊࡣ実験系ࡢ

 ࠋࡿい࡚ࢀࡉ࡜ࡿい࡚ࡋ適࡟相互作用解析ࡢ質ྠ士ࢡࣃンࢱ膜࡚࡭比࡟法ࢻࢵࣜ

 SigM ࡜ YhdL ࡼ࠾び YhdL ࡜ YhdK ࢱࡢンࢡࣃ質間ࡘ࡟い࡚࡟࡛ࡍࠊࡣ酵母࣮ࢶ

14࠙ࡿい࡚ࢀࡉ示唆ࡀ࡜ࡇࡿあࡀ相互作用ࡾࡼ࡟法ࢻࢵࣜࣈ࢖ࣁ 相ࡢ既知ࡽࢀࡇࠊࡎࡲࠋࠚ

互作用ࡘ࡟い࡚ BACTH 法࡛検出࡛ࢆ࠿ࡿࡁ検証ࠋࡓࡋBACTH ࢆ用いࡓ実験系࡛ࠊࡣ

pUT18C-yhdL ࡜ pKT25-sigM 間࡛相互作用ࡀ見ࡓࢀࡽ(Fig .12-B)ࠊࡀYhdL-YhdK 間ࡢ

相互作用ࢆ検出ࡓࡗ࠿࡞ࡁ࡛ࡣ࡜ࡇࡿࡍ(Fig. 12-B)ࠋpUT18C-sigM ࡘ࡟い࡚ࡣ pKNT25 

空ࠊࡀࡓࡋ形成ࢆ࣮ࢽࣟࢥ青い࡛ࡏ合わࡳ組ࡢ࠿ࡘࡃい࡜質ࢡࣃンࢱࡓࡋࢢンࢽ࣮ࣟࢡ࡟

 ࠋ(ᮍ掲載ࢱ࣮ࢹ)ࡿあࡀ能性ྍࡢ偽陽性ࠊࡾ࠾࡚ࡌ生ࢆ࣮ࢽࣟࢥ青いࡶ࡚ࡋ対࡟࣮ࢱࢡ࣋

相互࡟pKT25-yhdK 間 ࡜ pUT18-yfhO ࡣ࡚ࡋ関࡟CsbB or YfhO 間 ࡜࣐ࢢࢩンチ࢔

作用ࡀ検出ࡓࢀࡉ(Fig. 12-C)ࡢ࠿࡯ࡢࡇࠋ組ࡳ合わࡣ࡛ࡏ相互作用ࢆ検出࡞ࡁ࡛ࡣ࡜ࡇࡿࡍ

 ࠋ(ᮍ掲載ࢱ࣮ࢹ)ࡓࡗ࠿

 



CsbB-YfhO 間 ࡟ 関 ࡋ ࡚ ࡣ  pUT18-yfhO ࡜  pKT25-csbB ࠊ pUT18-yfhO ࡜ 

pKT25-csbB ࡛強い相互作用ࡀ検出ࠊ࠿࡯ࡓࢀࡉYfhO-YfhO 間ࠊCsbB-CsbB 間࡛ࡶ相互

作用ࡀ検出ࡓࢀࡉ(Fig. 12-C)ࠋ 
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Fig.  12 SigMࠊYhdLࠊYhdKࠊYfhO ࡼ࠾び CsbB 間ࢱࡢンࢡࣃ質相互作用解析 
(A) BACTH 法ࡿࡼ࡟相互作用解析ࡢ原理ࡢ模式図ࠋ (B) SigMࠊYhdL ࡼ࠾び YhdK 間ࡢ
相互作用解析ࠋ図࡟示2 ࡓࡋ 種類ࡢプࣛࢻ࣑ࢫを共形質転換ࡓࡋ大腸菌 DcyaA 株
(BTH101) ࡢ transformant 10 ml を ApࠊKm0.0002ࠊ  % X-gal ࡼ࠾び 0.5 mM IPTG を
含ࡴLB ᇵ地࣏ࢫ࡟ッ48 ࡛ ℃30ࠊࡋࢺ h インキュ࣋ーࢺ後ࠊ写真を撮影ࠋࡓࡋ相互作用
ࠊYhdK (C)ࠋࡓࡋ示࡛ࢡࢫࣜࢱࢫ࢔ࡢい࡚赤ࡘ࡟ࡏ合わࡳ組ࡓࡋ判断࡜ࡓࢀࡉ検出ࡀ
YfhO ࡼ࠾び CsbB 間ࡢ相互作用解析ࠋ実験方法ࡣ (B) ࡟準ࠋࡿࡎ実験3~2 ࡣ 回行いࠊ代
表的࡞写真を示ࠋࡓࡋ 



㸱㸫㸵㸬YfhO Ḟ損ࡿࡼ࡟ SigM ࡢ活性化࡜ YhdL ࡼ࠾び YhdK ࡢ挙動解析 

YfhO ࡢḞ損ࡾࡼ࡟ SigM ࡀ活性化ࡀ࡜ࡇࡿࡍ明ࠊ࠿࡯ࡓࡗ࡞࡟࠿ࡽ YfhO ࡣ YhdK 

活性化ࡀ SigM ࡾࡼ࡟Ḟ損ࡢ YfhOࠊࡵࡓࡓࢀࡉ示唆ࡀ࡜ࡇࡘ持ࢆ質相互作用ࢡࣃンࢱ࡜

ศࠊ変化やࡢ㔞ࡢYhdL や YhdK ࡿ質࡛あࢡࣃンࢱࡿࡍ直接相互作用࡜ SigMࠊࡁ࡜ࡿࡍ

子㔞ࡢ変化ࡀ見࡝࠿ࡿࢀࡽう࠿検証ࠋࡓࡋ 

࣒ࣀࢤࡓࡋ抽出ࡽ࠿株ࡿࡍ発現ࢆ His-YhdL ࢆyfhO 株ࠊࡎࡲ DNA ࡛形質転換ࠊࡋ

SigM 活性ࢆ測定ࡢࡑࠋࡓࡋ結果ࠊHis-YhdL ࢆ IPTG ࡛人工的࡟誘導ࡓࡋ株࠾࡟い࡚ࠊࡶ

yfhO ࢆ破壊ࠊ࡛࡜ࡇࡿࡍSigM ࡢ活性化ࡀ起࡚ࡗࡇいࡓ (Fig. 13-A)ࡢࡑࠋ時ࡢ His-YhdL 

活ࡀ SigM ࡾࡼ࡟Ḟ損ࡢ YfhOࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋ解析ࡾࡼ࡟ࢢン࢕ࢸࢵࣟࣈンࢱࢫ࢙࢘ࢆ㔞ࡢ

性化࡚ࡋい࡚ࠊࡶ細胞内ࡢ YhdL 㔞࡝ࢇ࡜࡯ࡣ࡟変化ࡓࡗ࠿࡞ࡀ (Fig. 13-B)ࠋ 

ḟࠊ࡟FLAG-YhdK ࢆ発現ࡿࡍ株ࡘ࡟い࡚ྠ様ࡢ実験ࢆ行ࠊࢁࡇ࡜ࡓࡗYhdK ࢱンࢡࣃ

質ࡘ࡟い࡚ࠊࡶYfhO Ḟ損ࡾࡼ࡟ SigM ࡀ活性化ࠊࡣ࡟ࡁ࡜ࡿࡍ細胞内ࡢ㔞࡟大࡞ࡁ変化

 ࠋ(Fig. 13-C & D) ࡓࡗ࠿࡞ࢀࡽ見ࡣ
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Fig. 13 YfhO ࡢḞ損ࡀ SigM ࢔ࡢンࢱ࣐ࢢࢩࢳンࢡࣃ質࡟୚えࡿ影響 
(A) His-yhdL 株࡛ yfhO を破壊ࡢࡁ࡜ࡓࡋ SigM 活性測定ࠋ終濃度 1mM ࡢ IPTG を含ࡴ 
LB ᇵ地࡛ His-yhdL (W.T.) ࡼ࠾び His-yhdL DyfhO  株 をᇵ養ࠊࡋ対数増殖期࡟集菌࡚ࡋ 
Fresh ࡞ LB ᇵ地࡛ 2 回 Wash ࠊࡋ終濃度 1 mM ࡢ IPTG を含ࡣࡓࡲࡴ含࡞ࡲい LB ᇵ地
 ࡋ࡞ 白 : IPTGࠋࡓࡋb-gal 活性を測定ࠊࡋࢢO.D.600 = 0.5 付近࡛サンプࣜン ࡚ࡋ植菌࡟
黒 : IPTG あࠋࡾ(B) His-YhdL ࢱンࢡࣃ質ࡢ発現ࠋサンプࣝࡣ (A) ࡌྠ࡜菌体を用いࠋࡓ
一時抗体࡟ anti-His6 抗体(Novagen) を用いࠊサンプࣝࡢ標準化ࡣ O.D.600 あ࡛ࡾࡓ行ࡗ
 ーンࣞ ࡋ࡞ ーン 2 : DyfhO IPTGࣞ ࡋ࡞ ーン 1 : W.T. IPTGࣞࠊࡽ࠿ーンࣞࡢ左ࡢ図ࠋࡓ
3 : W.T. IPTG あࡾ ࣞーン 4 : DyfhO IPTG あࠋࡾ(C) FLAG-yhdK 株࡛࡛ yfhO を破壊ࡋ
࠾ LB ᇵ地࡛ FLAG-yhdK (W.T.) ࡴIPTG を含 ࡢ 終濃度 1mMࠋSigM 活性測定 ࡢࡁ࡜ࡓ
 LB ᇵ地࡛ 2 回 ࡞ Fresh ࡚ࡋ集菌࡟対数増殖期ࠊࡋび FLAG-yhdK DyfhO  株 をᇵ養ࡼ
Wash ࠊࡋ終濃度 1 mM ࡢ IPTG を含ࡣࡓࡲࡴ含࡞ࡲい LB ᇵ地࡟植菌࡚ࡋ O.D.600 = 
0.5 付近࡛サンプࣜンࠊࡋࢢb-gal 活性を測定ࠋࡓࡋ赤 : IPTG ࡋ࡞ 青 : IPTG あࠋࡾ(D) サ
ンプࣝࡣ (C) ࡌྠ࡜菌体を用いࠋࡓ一時抗体࡟ anti-FLAG M2  抗体(Sigma) を用いࠊサン
プࣝࡢ標準化ࡣ O.D.600 あ࡛ࡾࡓ行ࠋࡓࡗ図ࡢ左ࣞࡢーンࣞࡽ࠿ーン 1 : W.T. IPTG ࡋ࡞ 
ࣞーン 2 : DyfhO IPTG ࡋ࡞ ࣞーン 3 : W.T. IPTG あࡾ ࣞーン 4 : DyfhO IPTG あࠋࡾ 

   lane        1    2      3     4 lane 1      2      3     4 



㸱㸫㸶㸬SigM ࢫࣞࢺࢫࡢ応答࡜ csbB ࡢ発現  

 ࡾࡼ࡟発現ࡢ csbBࠊࡀࡓࡗあࡣいう条件࡛࡜YfhO 非存ᅾୗࠊࡣ実験࡛ࡢ࡛ࡲࢀࡇ

SigM ࡢ活性化ࡀ引ࡁ起ࢆ࡜ࡇࡿࢀࡉࡇ明ࠋࡓࡋ࡟࠿ࡽcsbB 遺伝子ࠊࡣ一般ࢫࣞࢺࢫ応答

࡚ࢀࡽ知ࡀ࡜ࡇࡿࡍ活性化ࡾࡼ࡟抗生物質ࡿࡍ阻害ࢆ細胞壁生合成ࠊ࡜ 因子 SigB࣐ࢢࢩ

いࡿ SigX ࡢࡑࡾࡼ࡟転写ࢆ制御࡚ࢀࡉいࡀ࡜ࡇࡿ知࡚ࢀࡽい22,23࠙ࡿ csbB 遺ࠊࡓࡲࠋࠚ

伝子࣮ࢱ࣮ࣔࣟࣉࡢ部ศ࡜ lacZ 遺伝子ࡢ転写融合ࢆ用いࡓ◊究࡛ࠊࡣNaCl ࡼ࡟ࢫࣞࢺࢫ

ࡿい࡚࠙ࢀࡽ知ࡀ࡜ࡇࡿࡍ増加ࡀ転写㔞ࡢࡽ࠿࣮ࢱ࣮ࣔࣟࣉ csbB ࡚ࡗ 22  SigBࠊ࡟ࡽࡉࠋࠚ

共࡜ࢫࣞࢺࢫ細胞外ࡿࡏࡉ活性化ࢆ SigMࠊࡣࢫࣞࢺࢫ細胞外ࡿࡍ活性化ࡀ び SigXࡼ࠾

通ࡿࡍ部ศࡶ多い (Table. 1)ࠋ 

csbBࠊࡣ࡟際ࡿࡍ活性化ࡾࡼ࡟ࢫࣞࢺࢫࡀ SigMࠊࡽ࠿஦実ࡢࡽࢀࡇ ࡿࡼ࡟ࢫࣞࢺࢫࡢ

発現ࡀ関୚࡚ࡋい࡞ࡣ࡛ࡢࡿい࡜࠿考えࠊcsbB 破壊株ࡘ࡟い࡚ࡿࡼ࡟ࢫࣞࢺࢫࠊ SigM ࡢ

活性化ࡀ起࡝࠿ࡿࡇうࢆ࠿検証ࠋࡓࡋCsbB ࡢ機能࡟関ಀࡀ深い࡜思わࡿࢀ YfhO ࢆḞ失

ࣞࢺࢫࠋࡓࡋ検討ࢆ࠿う࡝࠿ࡿࡍ影響࡟応答ࢫࣞࢺࢫࡢ SigM ࡟様ྠࡶい࡚ࡘ࡟株ࡓࡏࡉ

ࢺࢫ࣮ࣝࣀࢱ࢚ࠊ(M NaCl 0.5) ࢫࣞࢺࢫ塩ࠊࡕうࡢࢫࣞࢺࢫSigM 活性化ࠊࡣい࡚ࡘ࡟ࢫ

抗生ࡍࡇ起ࡁ引ࢆ合成阻害ࡢび細胞壁ࡼ࠾ (M HCl 0.03) ࢫࣞࢺࢫ酸ࠊ(Ethanol % 5) ࢫࣞ

物質 (2 mg/ml vancomycin) ࢆ用いࡢࡑࠋࡓ結果ࠊ௒回適用ࡘ࡟ࢫࣞࢺࢫࡢ࡝ࡓࡋい࡚ࠊࡶ 

csbB ࡼ࠾び yfhO ࡀ存ᅾ࡞ࡋい条件࡛ࠊࡶ㔝生株ྠ࡜様ࡾࡼ࡟ࢫࣞࢺࢫ࡟ SigM ࡀ活性

化ࡓࡋ場合ࡀ多ࡓࡗ࠿ (Fig. 14-A~D)ࡢࡇࠊ࠾࡞ࠋ条件࡛ࡣ各破壊株ࡘ࡟い࡚ࢫࣞࢺࢫ添加

時ࡢ生育࡟差ࡣ見ࡓࡗ࠿࡞ࢀࡽ(ࢱ࣮ࢹᮍ掲載)ࠋ 
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Fig. 14 csbB  ࡼ࠾び yfhO 破壊株ࢫࣞࢺࢫࡢ応答 
(A) NaCl ࠋࢫࣞࢺࢫW.T.(HRI001)ࠊDcsbB (HRI005)ࠊ DyfhO  (HRI006) ࡼ࠾び DcsbB-
yfhO (HRI007) ࠾࡟けࡿ NaCl 応答ࠋ各株を LB ᇵ地࡛生育ࠊࡏࡉO.D.600= 0.4 付近࡛ᇵ
養液ᇵ養液を二等ศࠊࡋ片方࡟終濃度 0.5 M ࡢ NaCl を加え࡚経時的࡟ b-gal 活性を測定
ྠ࡜ 各株を (A)ࠋࢫࣞࢺࢫノーࣝࢱ࢚ (B)ࠋࡓࡋ結果を示ࡢmin 後 90 ࡽ࠿NaCl 添加ࠊࡋ
様࡟ᇵ養液を二等ศࠊࡋ片方࡟終濃度 5 % ࢱ࢚ࡢノーࣝを加えࡶࠊう片方ࢱ࢚ࡣ࡟ノーࣝ
ࡢmin 後 90 ࡽ࠿ノーࣝ添加ࢱ࢚ࠊࡋb-gal 活性を測定 ࡟滅菌水を加え࡚経時的ࡢ等㔞࡜
結果を示ࠋࡓࡋ(C) 酸ࠋࢫࣞࢺࢫ各株を (A) ྠ࡜様࡟ᇵ養液を二等ศࠊࡋ片方࡟終濃度 
0.03 M (pH 4.3 ࡿ࡞࡜㔞) ࡢ HCl を加え࡚経時的࡟ b-gal 活性を測定ࠊࡋHCl 添加ࡽ࠿ 
90 min 後ࡢ結果を示ࠋࡓࡋ(D) 細胞壁合成阻害剤ࠋࢫࣞࢺࢫ各株を (A) ྠ࡜様࡟ᇵ養液を
二等ศࠊࡋ片方࡟終濃度  2 mg/ml ࡢ vancomycin を加え࡚経時的࡟ b-gal 活性を測定ࠊࡋ
vancomycin 添加90 ࡽ࠿ min 後ࡢ結果を示ࠋࡓࡋ白 : ࠋࡋ࡞ࢫࣞࢺࢫ黒 : ࢫࣞࢺࢫあࠋࡾ 



㸱㸫㸷㸬CsbB ࡢ機能解析࡜ SigM ࡢ活性化 

csbB ࡢ発現ࡿࡼ࡟ SigM 活性化ࡢ原因ࢆ明ࠊࡵࡓࡿࡍ࡟࠿ࡽḟ࡟ CsbB ࡢ機能解析ࢆ

行ࠋࡓࡗ 

CsbB ࠊ࡛ୖࢫ࣮࣋ࢱ࣮ࢹ࣒ࣀࢤࡣGlycosyltransferase family 2 ࡢ GtrB subfamily ࡟

属ࡿࡍ糖転移酵素ࣙࢩ࣮ࢸࣀ࢔࡟ン࡚ࢀࡉいࠋࡿGtrBࡘ࡟い࡚ࠊࡣ病原性࣒ࣛࢢࡢ陰性菌

࡛あࡿ Shigella frexineri ࠾࡟い࡚ࡢࡑ機能࡟࡛ࡍࡀ明࣒ࣛࢢࠊࡾ࠾࡚ࢀࡉ࡟࠿ࡽ陰性菌

 ࡿ関わ࡟ࣉࢵࢸࢫ開始ࡢ修飾ࢫ࣮ࢥࣝࢢࡢO 抗原 ࡿ細胞表層࣏ࣜ多糖構造࡛あࡢ特有࡟

bactoprenol glucosyltransferase࡚ࡋ࡜働い࡚いࡿ (Fig. 15-A ࡼ࠾び࠙24ࠚ)ࠋGtrB ࠊࡣ

UDP-glucose ࢆ用い࡚ࠊ糖࢟ࣕࣜࡢ࢔ bactoprenol-phosphate (C55-P) ࡟ glucose ࢆ付

加ࠊࡋ཯応産物ࡢ C55-PP-glucose ࡢࡑࡀ後 O 抗原ࡢ修飾࡟使わࠋࡿࢀ 

 NCBI ࡢ blast ࢆ࣒ࣛࢢࣟࣉ用いࡓ相ྠ性解析ࡢ結果ࠊ枯草菌ࡢ CsbB ࡜ S. frexineri 

࡟非常࡜ % similarity ࡛ 62ࠊ% identity ࡛ 40ࠊ࡚ࡋ関࡟配列ࡢ全長ࡰ࡯ࠊࡣ GtrB ࡢ

高い相ྠ性ࢆ示ࠊࡽ࠿࡜ࡇࡢࡇࠋࡓࡋCsbB ࡶ GtrB ྠ࡜様ࡢ機能ࢆ持ࡘ酵素࡛あ࡜ࡿ仮

定࣒ࣛࢢࠊ࠾࡞ࠋࡓࡋ陽性菌࡛あࡿ枯草菌ࡣ࡟ O 抗原ࡣ存ᅾ࡞ࡋいࠊࡀGtrB ࡢᇶ質࡞࡜

࢔ࣜࣕ࢟ࡢ糖࡟際ࡢ合成ࡢ細胞外多糖ࡢ࡝࡞細胞壁ࠊࡾ࠾࡚ࡋ存ᅾࡶ࡟枯草菌ࡣ C55-P ࡿ

25࠙ࡿい࡚ࡗ࠿わࡀ࡜ࡇࡿ働い࡚い࡚ࡋ࡜  ࠋࠚ

CsbB ࡢ機能ࡀ GtrB ྠ࡜様࡛あࢆ࠿ࡿ検証ࠊࡵࡓࡿࡍcsbB ྠ࡜様࡟ gtrB 遺伝子࡟

ࠊ࡚ࡋ導入࡟csbB-yfhO 株ࠊ࡜枯草菌㔝生株ࠊࡋࢢンࢽ࣮ࣟࢡ࡟ pHCMC05 ࡶい࡚ࡘ

GtrB ࡢ発現ࡾࡼ࡟ SigM ࡢ活性化ࡀ起࡝࠿ࡿࡇうࢆ࠿検証ࠊࡋࡔࡓࠋࡓࡋ病原性菌ࡢ 

DNA ྲྀࡣ扱いࡀ㞴ࡋい࣒ࣛࢢࡌྠࠊࡵࡓ陰性菌࡛あࡿ大腸菌ࡢ gtrB 遺伝子ࢆ用いࠋࡓ

gtrB 遺伝子ࢆ枯草菌࡛発現ࠊࡾࡼ࡟࡜ࡇࡿࡏࡉcsbB ࡢ場合࡝࡯顕著࡛࡞ࡣいࡢࡢࡶ 

SigM 活性ୖࡢ昇ࡀ見ࡢࡇࠊࡋࡔࡓࠋࡓࢀࡽ活性ୖ昇ࠊࡣyfhO ࡢ有無࡟依存࡚ࡋいࡗ࠿࡞

 ࠋ( Fig. 15-B )ࡓ

  



GtrB ࡢ発現ࠊࡀ枯草菌細胞中࡛ CsbB ྠ࡜等ࡢ効果ࢆ示ࡓࡗ࠿࡞ࡉ理⏤ࡘ࡟い࡚ࠊ 

GtrB ࡀ㸰ࡢࡘ膜貫通領域ࢆ持ࡘ膜ࢱンࢡࣃ質࡛あ࡟࡜ࡇࡿ着目ࠋࡓࡋ大腸菌やࠊ S. 

frexneri い࡚ࢀࡽ考え࡜ࡿ質࡛あࢡࣃンࢱࡿࡍ局ᅾ࡟内膜ࡢ陰性菌࣒ࣛࢢᮏ来ࡣ GtrB ࡢ

24࠙ࡿ ࡿい࡚ࢀࡉ予測࡜ࡿ質࡛あࢡࣃンࢱ膜ࡘ持ࢆ膜貫通領域ࡢࡘ㸰ࡶ 枯草菌 CsbBࠋࠚ

大腸ࠊ枯草菌中࡛ࠊࡽ࠿࡜ࡇࡿ࡞異ࡀ組成ࡢ細胞膜ࡣ陽性菌࡛࣒ࣛࢢ࡜陰性菌࣒ࣛࢢࠊࡀ

菌 GtrB ࡀうࡃࡲ細胞膜࡟局ᅾ࡚ࡋい࡞いࠊあࡿいࡣ発現࡚ࡋい࡞い࡞ࡣ࡛ࡢい࡜࠿仮定

C ᮎ端 ࡘࡶࢆ膜貫通領域࡜N ᮎ端 ࡿ活性部఩࡛あࡢ質ࢡࣃンࢱࡢࡽࢀࡇࠊ࡛ࡇࡑࠋࡓࡋ

影響ࡿ୚え࡟枯草菌 SigM 活性ࠊ࡚ࡏࡉ枯草菌中࡛発現ࢆ質ࢡࣃンࢱ࣓ࣛ࢟ࡓ替えࢀ入ࢆ

ࢡࣃンࢱ࣓ࣛ࢟ࡘ持ࢆ膜貫通領域ࡢ 枯草菌 CsbB࡜活性部఩ࡢ 大腸菌 GtrBࠋࡓࡋ検証ࢆ

質(GtrBN-CsbBC) ࢆ発現ࡓࡏࡉ枯草菌࠾࡟い࡚ࠊࡣyfhO ࢘ࣛࢢࢡࢵࣂン࡛ࢻ 枯草菌 

CsbB ࢆ発現ྠࡰ࡯࡜ࡁ࡜ࡓࡏࡉ等ࡢ SigM 活性ୖࡢ昇ࡀ見ࡓࢀࡽ(Fig. 15-C)ࠊࡋࡔࡓࠋ

 ࡜N ᮎ端 ࡢ CsbB ࡟逆ࡓࡲࠋࡓࡗ࠿࡞い࡚ࡋ依存࡟有無ࡢ YfhO ࡣ昇ୖࡢ活性ࡢࡇ

GtrB ࡢ C ᮎ端ࢆ持ࢱ࣓ࣛ࢟ࡘンࢡࣃ質 (CsbBN-GtrBC) ࢆ発現ࡓࡏࡉ場合ࡣ SigM 活

性ୖࡢ昇ࡣ見ࡓࡗ࠿࡞ࢀࡽ(Fig. 15-C)ࠋGtrB ࡜相ྠ性ࢆ持ࡘ酵素やࠊGtrB ࡃࡌྠ࡜ 

UDP-sugar ࢆᇶ質࡚ࡋ࡜用いࡿ糖転移酵素࡟関ࡢࡑࠊ࡚ࡋ機能࡟㔜要ࣀ࣑࢔࡞酸残ᇶࡀい

 ࡿࢀࡽ見࡟真᰾生物や古細菌ࠊࡣ࡟酵素ࡘ持ࢆ相ྠ性࡜ GtrB ࠋࡿい࡚ࢀࡉ定ྠ࠿ࡘࡃ

dolichol phosphate mannose synthase (DPM) ࡀあࠋࡿ高度好熱性古細菌 Pyrococcus 

horikoshii ࡢ DPM ࡘ࡟い࡚ࠊ特定ࣀ࣑࢔ࡢ酸ࢽࣛ࢔ࢆン࡟置換ࡓࡋ場合ࡢ酵素活性ࢆ検

証ࡿࡍ実験࡟࡛ࡍࡀ行わࠊࡾ࠾࡚ࢀいࢠࣛࣃࢫ࢔ࡢ࠿ࡘࡃン酸残ᇶ (D38, 39, 89, 91) ࡀ活

性࡟㔜要࡛あࡀ࡜ࡇࡿ示࡚ࢀࡉい26࠙ࡿ  in vitro ࡛ C55-Pࠊࡣ酵素ࡢ古細菌ࡢࡇࠊࡓࡲࠋࠚ

 ࠋࡿい࡚ࢀࡉ論文࡛示ࡌྠࡶ࡜ࡇࡿࡁ利用࡛࡚ࡋ࡜ᇶ質ࡶ
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C. 

Fig. 15 大腸菌 gtrB ࡢ発現࡜ SigM ࡢ活性化ࠋ(A) Shigella frexineri GtrB ࡢ機能(Korres 
et.al, BBRC 2005 参照)ࠋ(B) 大腸菌 gtrB をプࣛࡽ࠿ࢻ࣑ࢫ発現ࡢࡁ࡜ࡓࡏࡉ SigM 活性ࠋ 
HRI008ࠊ HRI020ࠊ HRI010 ࡼ࠾び HRI022 株を LB ᇵ地࡛生育ࠊࡏࡉO.D.600 = 
0.2~0.3 ࡛ᇵ養液を二等ศࠊࡋ片方࡟終濃度 1 mM ࡢ IPTG を加え࡚ 90  min 後ࡢ b-gal 
活性を示ࠋࡓࡋ青 : IPTG ࡋ࡞ 赤 : IPTG あࠋࡾ(C) キ࣓ࣛࢱンࢡࣃ質をプࣛࡽ࠿ࢻ࣑ࢫ発
現ࡢࡁ࡜ࡓࡏࡉ SigM 活性ࠋHRI008ࠊHRI 017ࠊHRI020 ࠊHRI023ࠊHRI 026ࠊHRI010ࠊ
HRI019ࠊHRI022ࠊHRI025 ࡼ࠾び HRI028株を LB ᇵ地࡛生育ࠊࡏࡉO.D.600 = 0.2~0.3 
࡛ᇵ養液を二等ศࠊࡋ片方࡟終濃度 1 mM ࡢ IPTG を加え࡚ 90 min 後ࡢ b-gal 活性を示
 ࠋࡾ赤 : IPTG あ ࡋ࡞ 青 : IPTGࠋࡓࡋ



ࡢ枯草菌ࠊ࡛ࡇࡑ  CsbB ࠊ࡜いࡢ࠿ࡘࡃ生物ࡢ  GtrB ࡼ࠾び  DPM ࡘ࡟い࡚ࠊ

UniprotKB ࢆࢺン࣓࢖ࣛ࢔用い࡚ࢆ࣒ࣛࢢࣟࣉ ClustalX2 ࡟࡜ࡶࢆ配列ࡢࢫ࣮࣋ࢱ࣮ࢹ

行ࠊࢁࡇ࡜ࡓࡗP. horikoshii ࡢ DPM ࠾࡟い࡚活性࡟㔜要࡛あࡓࡗ Asp 残ᇶࡢうࠊࡕD39, 

D89, ࡼ࠾び D91 ࡟相当ࠊࡀࡢࡶࡿࡍCsbB ࢆ含ࡴ GtrB 型ࡢ酵素ࡶ࡟保存࡚ࢀࡉいࡇࡿ

࡟ࢀࡇࡀ び D97ࡼ࠾ D44, D95ࠊࡣ࡛ 枯草菌 CsbBࠋ(Fig. 16-A) ࡓࡗ࡞࡟࠿ࡽ明ࡀ࡜

あࡢࡇࠋࡿࡓうࠊࡕD95 ࡜ D97 ࠊࡣDxD motif ࡜呼ࠊࡿࢀࡤUDP-sugar ࢆᇶ質ࡿࡍ࡜

糖転移酵素࡟共通ࣔࡿࡍチ࣮ࠊ࡛ࣇUDP-sugar やࠊ補因子ࡿ࡞࡜金属࢜࢖ンࡢ結合ࡢ際࡟

働ࠊࡁAsp 残ᇶ㸰࡛ࢺࢵࢭࡀࡘ機能࡜ࡿࡍ考え࡚ࢀࡽい27࠙ࡿ  ࠋࠚ

ࢀࡇࠊࡋ導入ࢆン置換ࢽࣛ࢔࡟ D97 ࡜ D44ࠊ酸ࣀ࣑࢔ࡢࡘ㸰ࡢ CsbBࠊ࡚ࡅཷࢆࢀࡇ

ࠋࡓࡋ検証ࢆ࠿う࡝࠿ࡿࡇ起ࡀ活性化ࡢ枯草菌 SigMࠊࡁ࡜ࡓࡏࡉ発現ࢆ酸ࣀ࣑࢔変異ࡢࡽ

ࠋࡿい࡚ࡗ࡞࡜ࢻン࢘ࣛࢢࢡࢵࣂࡀcsbB-yfhO 株 ࡚࡭ࡍࠊࡣ株ࡓ用い࡟実験ࡢࡇࠊ࠾࡞

変異 CsbB ࢆ発現ࡓࡏࡉ場合ࠊࡣ㔝生型 CsbB ࢆ発現࡟ࡁ࡜ࡓࡏࡉ比ࠊ࡚࡭SigM ࡢ活性

化࡝ࢇ࡜࡯ࡀ起ࡓࡗ࠿࡞ࡽࡇ (Fig.16-B)ࢱࠊࡓࡲࠋンࢡࣃ質ࡢ発現ࣞ࣋ࣝࢆ 抗 FLAG 抗

体ࢆ用いࡓ Western blotting ࡾࡼ࡟解析ࢁࡇ࡜ࡓࡋWestern blotting ࡾࡼ࡟解析࡜ࡓࡋ

࡜ࡇࡿい࡚ࡋ存ᅾ࡟細胞内࡛ࣝ࣋ࣞࡢ等以ୖྠ࡜ 㔝生型 CsbBࡣ質ࢡࣃンࢱ各変異ࠊࢁࡇ

糖転移酵素ࡢ CsbBࠊࡣ࡟活性化ࡢ SigMࠊࡽ࠿࡜ࡇࡢࡇࠋ( Fig. 16-C) ࡓࡗ࡞࡟࠿ࡽ明ࡀ

 ࠋࡓࢀࡉ示唆ࡀ࡜ࡇࡿ㔜要࡛あࡀ活性ࡢ࡚ࡋ࡜

 

 

 

 

 

 

 



EcGtrB     1 ---------MKISLVVPVFNEEEAIPIFYKTV-REFEELKSYEVEIVFINDGSKDATESI 

FnGtrB     1 ----MDNKDKLTSIIIPVKDEAEGIEHLFARL-MPILEKLPTKYELVFINDGSNDNTLEL 

BsCsbB     1 ------MKQGLISIIIPSYNEGYNVKLIHESLKKEFKNI-HYDYEIFFINDGSVDDTLQQ 

SfGtrB     1 ---------MKISLVVPVFNEEEAIPVFYKTV-REFQELKPYEVEIVFINDGSKDATESI 

FnFlmF2    1 MMTSRNVDNPRIYAVIPVYNEEVLIESFLRELAAKLSQI-SINYKIVVVDDGSLDNSKKI 

EcArnC     1 ---MNNTDIKLVSVVIPVYNEEASLPALLSRVTAACDQL-SQNYEVILIDDGSHDGSTEL 

PHDpm1     1 ---------MKVSIIVPTYNERDNLEELFSRISSALKGY---DYEIIIVDDDSPDKTWEK 

 

 

EcGtrB    51 INALA-VSDPLVVPLSFTRNFGKEPALFAGLDHATG-DAIIPIDVDLQDPIEVIPHLIEK 

FnGtrB    56 LLEKQ-KDIPEIAIVDLSRNFGKEAALFAGFANCNG-DAAISIDADLQDPPELILEMVQH 

BsCsbB    54 IKDLA-ATCSRVKYISFSRNFGKEAAILAGFEHVQG-EAVIVMDADLQHPTYLLKEFIKG 

SfGtrB    51 INALA-VSDPLVVPLSFTRNFGKEPALFAGLDHASG-DAVIPIDVDLQDPIEVIPHLIEK 

FnFlmF2   60 IQSLV-DQLN-IKFISFSRNFGQEAAITAGLEASRDADAAIIMDCDFQHPIEVIDQFYSK 

EcArnC    57 IRDAAAVEGSKLVGVLLNRNYGQHAAIMAGFETAKG-DLVITLDADLQNPPEEIPRLVEA 

PHDpm1    49 AMELS--KLYPVKVIRRVNEKGLSSAVIRGFSEASG-DVFVVMDADLQHPPEVIPSLLRE 

 

 

EcGtrB   109 WQAGADMVLAKRSDRSTDGRLKRKTAEWFYK---LHNKISNPKIE---ENVGDFRLMSRD 

FnGtrB   114 WLDGYEVVTAVRENRDTDTSTKKHTAGLFYK---VMNKISDTKLT---PNAGDYRLLNRA 

BsCsbB   112 YEEGYDQVIAQR-NRKGDSFVRSLLSSMYYK---FINKAVEVDLR---DGVGDFRLLSRQ 

SfGtrB   109 WQAGADMVLAKRSDRSTDGRLKRKTAEWFYK---LHNKISTPKIE---ENVGDFRLMSRE 

FnFlmF2  118 WCEGYSNVYGVR-TRDDQSATRSFLSETFFK---LSNKLMGVKIP---ANAGYFRLLDKQ 

EcArnC   116 AMQGYDVVGTMRRNRQD-SWFRKTASKLINK---SVQKATGVHMS---DYGCMLRAYRRH 

PHDpm1   106 IEKGNDIAIASRYVKGGKVENWPFYRRLISRGAIIIGRLALPKIAGIKDPVSGFFALKRS 

 

 

EcGtrB   163 VVENIKLMPE-RNLFMKGILSWVGGKTDIVEYVRAERIAGDT-KFNGWKLWNLA------ 

FnGtrB   168 AVNAFLELKE-KIRFNKGLLTWIGFKEKIVYHAREERAAGQT-KWNYWKLFKFS------ 

BsCsbB   165 AVNALLKLSE-GNRFSKGLFCWIGFDQKIVFYENVERKNGTS-KWSFSSLFNYG------ 

SfGtrB   163 VVENIKLLPE-RNLFMKGILSWVGGQTDVVEYVRAERVAGIS-KFNGWKLWNLA------ 

FnFlmF2  171 CIKAFNSLPE-NSRFIRGLFAWIGFNSYAIPFEVADRKDGTASRWGYKKLFKLA------ 

EcArnC   169 IIDAMLCCQE-RSTFIPILANSFARRTIELEVGHAERAHGES-KYGLMHLINLM------ 

PHDpm1   166 VVEGVKLNPIGFKILMEILIKGKYSRVTEVPFTFSTRKFGES-KLKGKTMVNYLRHVYRL 

 

 

EcGtrB   215 ------LEGITSFSTFPLR-----------------IWTYIGLVVASVAFIYGAWMILDT 

FnGtrB   220 ------IDGITSFSRAPLE-----------------IWSYIGVVVALISFIYGSIIVLKS 

BsCsbB   217 ------MDGVVSFNHKPLR-----------------LCFYTGIFILLLSIIYIIATFVKI 

SfGtrB   215 ------LEGITSFSTFPLR-----------------VWTYIGLFVASISFLYGAWMIIDT 

FnFlmF2  224 ------FTGIFSFSSVPLR-----------------LISVLGIVVSIFALAYGFYIFVQS 

EcArnC   221 ------YDLVTCMTTTPLR-----------------LLSIVGSVVAGIGFTFSILLILMR 

PHDpm1   225 MKWEGEVDRILKFSIVGLSGVGVNEGFLWLFVNFFHISKELGVIPSTELSILNNFLWNDL 

 

 

EcGtrB   252 IIFG----NAVRGYPSLLVSILFLGGIQMIGIGVLGEYIGRTYIETKKR---PKYIIKRV 

FnGtrB   257 LLFG----VDVPGYPSLVTFILFFSGLQMIGIGMLGSYIGRIFIETKHR---PLYIIRQV 

BsCsbB   254 LTNG----ISVPGYFTIISAVLFLGGVQLLSLGIIGEYIGRIYYETKKR---PHYLIKEA 

SfGtrB   252 LVFG----NPVRGYPSLLVSILFLGGVQLIGIGVLGEYIGRIYIEVKNR---PKYIIKKS 

FnFlmF2  261 LFFN----VNVTGWPTIVVSIMFFSGVQLISLGVLGEYISRIFDEAKKR---PRYIIDED 

EcArnC   258 LILGAD--WAADGVFTLFAILFTFVGVQLLGMGLLGEYIGRMYTDVRAR---PRYFIHQI 

PHDpm1   285 WTFKDIKKGSVIERLAKFHVAAFVGAVAQFLVYWILLFLGIHYLLANLFGIGASFVVRYI 

 

 

EcGtrB   305 K-------K-------------- 

FnGtrB   310 H-------RAKE----------- 

BsCsbB   307 NIPNKDLPETNELKSMRRLTKMH 

SfGtrB   305 H-------RGNP----------- 

FnFlmF2  314 --------ESRNI---------- 

EcArnC   313 VRSATTPSQQEAEQ--------- 

PHDpm1   345 FN------RHITWAQ-------- 

 

 

 

A. 



CsbB-FLAG 

C. 

Fig.  16  保存ࡓࢀࡉ Asp 残ᇶࡢ Ala 置換ࡀ CsbB ࡿࡼ࡟ SigM ࡢ活性化࡟୚えࡿ影響ࠋ 
(A)  GtrB subfamily ࡟属ࡿࡍ糖転移酵素ࡼ࠾びࢱࢢࣟࣔ࣍ࡢࡑンࢡࣃ質࣑࢔ࡢノ酸配列ࡢ
BOX SHADE サーࠊを用い࡚行い࣒ࣛࢢClustalX2 プࣟ ࡣࢺイ࣓ンࣛ࢔ࠋࢺイ࣓ンࣛ࢔
機能を用い࡚相ྠ部位を影ࡢ ー(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html)ࣂ
࡛示ࠋࡓࡋ矢印ࡣ本研究࡛ Ala 置換を行ࡓࡗ CsbB ࡢ Asp 残ᇶを示ࣛ࢔ࠋࡍイ࣓ンୖࡢࢺ
部࡟描いࡓ両方向ࡢ矢印ࡣ予想ࡿࢀࡉ膜貫通領域を示ࠋࡍ赤い枠ࡣ各酵素ࡢ DxD motif を
示ࣛ࢔ࠋࡍイ࣓ンࡢࢺ図を縦断ࡿࡍ線ࡣ BsCsbB ࡜ EcGtrB ࡢキ࣓ࣛࢱンࢡࣃ質作成ࡢ際
ྲྀࡾࡼࢫー࣋ࢱーࢹ UniprotKB ࡣノ酸配列࣑࢔ࡢ質ࢡࣃンࢱ各ࠋࡍ境界を示ࡓࡋ交換࡟
得ࡓࡋ (http://www.uniprot.org/)ࠋ UniprotKB ࠾࡟けࡿ Entry ID ࢀࡒࢀࡑࡣ  EcGtrB, 
P77293 Escherichia coli GtrB; FnGtrB, A0Q7Q8 Francisella novicida  GtrB; BsCsbB, 
Q45539 Bacillus subtilis CsbB; SfGtrB, P68667 Shigella flexneri GtrB; FnFlmF2, 
A0Q5C5 Francisella novicida  Undecaprenyl phosphate N-acetylgalactosamine 
transferase; EcArnC, C4ZU96 Escherichia coli Undecaprenyl-phosphate 4-deoxy-4-
formamido-L-arabinose transferase; PhDpm1, O57812 Pyrococcus horikoshii Dolichol 
phosphate mannose synthase ࡚ࡗ࡞࡜いࠋࡿ(B) Ala 置換を導入ࡓࡋ CsbB をプࣛࢻ࣑ࢫ
び HRI016  株ࡼ࠾ HRI010,HRI013,HRI014,HRI015ࠋSigM 活性 ࡢࡁ࡜ࡓࡏࡉ発現ࡽ࠿
をLB ᇵ地࡛生育ࠊࡏࡉO.D.600 = 0.2~0.3 ࡛ᇵ養液を二等ศࠊࡋ片方࡟終濃度 1 mM ࡢ 
IPTG を加え࡚ 120 min 後ࡢ b-gal 活性を示ࠋࡓࡋ青 : IPTG ࡋ࡞ 赤 : IPTG あࠋࡾ(C) 変
異 CsbB ࢱンࢡࣃ質ࡢ発現解析ࠋ発現解析ࡢ菌体ࡣ (B) ࡌྠ࡜サンプࣝを用いࠋࡓ一時抗
体࡟ anti-FLAG M2  抗体(Sigma) を用いࠊサンプࣝࡢ標準化ࡣ O.D.600 あ࡛ࡾࡓ行ࡗ
 ーン1 : HRI010ࣞࠊࡽ࠿左ࡢ図ࠊࡾ࠾࡚ࡋ対応࡜ べ࡚ (B)ࡍࡣサンプࣝࡢ各ࣞーンࠋࡓ
IPTG ࡋ࡞ ࣞーン2 : HRI010 IPTG あࡾ ࣞーン3 : HRI013 IPTG ࡋ࡞ ࣞーン4 : HRI013 
IPTG あࡾ ࣞーン5 : HRI014 IPTG ࡋ࡞ ࣞーン6 : HRI014 IPTG あࡾ ࣞーン7 : HRI015 
IPTG ࡋ࡞ ࣞーン8 : HRI015 IPTG あࡾ ࣞーン9 : HRI016 IPTG ࣞࡋ࡞ーン10 : HRI016 
IPTG あࠋ ࡾ 

B. 
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㸱㸫㸯㸮㸬yfhO 株ࡿࡅ࠾࡟ UDP-glucose ࡢ利用制限ࡢ SigM 活性ࡢ࡬影響 

 CsbB ࡣ活性化ࡢ SigM ࡿࡼ࡟ CsbB ࡿࢀࡽ見࡟yfhO Ḟ損時ࠊࡣ究࡛◊ࡢ࡛ࡲࢀࡇ

 CsbBࠊࡓࡲࠋࡓࡋ࡟࠿ࡽ明ࢆ࡜ࡇ高いࡀ能性ྍ࡜ࡿい࡚ࡋ依存࡟活性ࡢ࡚ࡋ࡜糖転移酵素ࡢ

࡜  GtrB ࡢ類似性ࢱ࣓ࣛ࢟ࠊンࢡࣃ質ࢆ用いࡓ実験ࠊࡽ࠿  CsbB ࡣ  GtrB ࡌྠ࡜ 

bactoprenol glucosyltransferase ࡛࡞ࡣい࡜࠿仮定ࠋࡓࡋCsbB ࡜ GtrB ࡢ機能࡛ࡌྠࡀ

あࠊࡤࢀCsbB ࡣᇶ質࡚ࡋ࡜ UDP-glucose ࢆ利用ࡢࡇࠋࡿࡍ仮定ࡀṇࡋいࠊࡤࢀࡍ࡜枯草

菌細胞内ࡢ UDP-Glc 濃度ࢆపୗࠊ࡛࡜ࡇࡿࡏࡉ CsbB ࡀ C55-P ࢆࢫ࣮ࢥࣝࢢ࡟付加ࡋ

ࠊ考え࡜࠿い࡞ࡣ࡛ࡢࡿࡁ࡛ࡀ࡜ࡇࡿ抑えࢆ活性化ࡢ SigM ࡿࡼ࡟ CsbBࠊࡵࡓࡿ࡞ࡃࡃ࡟

ḟࡢ実験ࢆ行ࠋࡓࡗ 

枯 草 菌 ࡟ ࠾ い ࡚  UDP-Glc ࡢ 生 合 成 ࢆ 触 媒 ࡍ ࡿ  UTP-glucose-1-phosphate 

uridylyltransferase  ࡿࡍࢻ࣮ࢥࢆ gtaB 遺伝子ࢆ IPTG 誘導性ࡢ Pspac ࣮ࢱ࣮ࣔࣟࣉ

ࡉいᇵ地࡛生育࡞加えࢆ IPTGࠊࡋ導入࡟yfhO 株 ࢆンࣙࢩࢡࣛࢺࢫンࢥࡓ置い࡟ୗ流ࡢ

࡝࠿ࡿࡇ起ࡀ活性化ࡢ 条件࡛ SigMࡓࡋ制限ࢆUDP-Glc 㔞 ࡢ枯草菌細胞内ࠊ࡛࡜ࡇࡿࡏ

うࢆ࠿検討ྡࠊ࠾࡞ࠋࡓࡋ前ࡀ似࡚いࡀࡿ GtaB ࡜ GtrB ࡣ全ࡢูࡃ酵素࡛あ࡛ࡢࡿ混ྠ

ࡀSigM 活性化 ࡶ࡚ࡋ抑制ࢆ発現ࡢ い条件࡛ gtaB࡞ࡀ YfhOࠋいࡓࢀࡉう注意ࡼい࡞ࡋ

起࡚ࡗࡇいࡓ(Fig. 17)ࡢࡇࠊࡓࡲࠋ実験࡛ࡣ YfhO ࡢ有無࡟関わࡎࡽ gtaB ࡢ発現ࢆ抑制

ࠊࡽ࠿஦実ࡢࡽࢀࡇࠋ(Fig. 17)ࡓࢀࡽ得ࡀいう結果࡜ࡿࡏࡉ活性化ࢆ SigM ࡀ自体࡜ࡇࡿࡍ

 ࠋࡓࡗ࠿࡞ࡁ断ุ࡛ࡣ࠿う࡝࠿ࡿࡍ利用ࢆ UDP-Glc ࡀ CsbB ࡣ実験࡛ࡢࡇ
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Fig. 17 UDP-Glc 合成を制限ࡢࡁ࡜ࡓࡋ SigM 活性ࠋ 

UDP-Glc 合成酵素 GtaB ࡢ発現制御株ࡢ SigM 活性ࠋ各株を1 mM ࡢ IPTG を含ࡴ LB ᇵ

地࡛生育ࠊࡏࡉ対数増殖期࡟集菌࡚ࡋ Fresh ࡞ LB ᇵ地࡛ 2 回 Wash ࠊࡋ終濃度 1 mM 

 180ࠊ120ࠊ60 ࡽ࠿植菌ࠊࡏࡉ生育࡚ࡋ植菌࡟い LB ᇵ地࡞ࡲ含ࡣࡓࡲࡴIPTG を含 ࡢ

min 後࡟ b-gal 活性を測定ࠋࡓࡋ結果180 ࡣ min 後ࡢࡶࡢを示ࠋࡍ青 : IPTG ࡋ࡞ 赤 : 

IPTG あࠋࡾ 

 



㸱㸫㸯㸯㸬 CsbB ࡼ࠾び GtrB 発現時ࡢ枯草菌細胞ࡢ顕微鏡観察 

 前述ࠊࡾ࠾࡜ࡢ GtrB ࣒ࣛࢢࡣ陰性菌ࡢ細胞表層構造࡛あࡿ O-抗原ࢫ࣮ࢥࣝࢢࡢ修飾

ࡣ࡟修飾系ࡢO-抗原 ࡢ S. frexineriࠋࡿbactoprenol glucosyltransferase ࡛あ ࡿࡍ関୚࡟

GtrB ࡢ他ࠊ࡟ GtrA ࡼ࠾び GtrX ࡜いう㸰ࡢࡘ酵素ࡀ関୚ࡀ࡜ࡇࡿࡍ知࡚ࢀࡽいࠋࡿ

GtrA ࡣ GtrB ࡾࡼ࡟細胞質側࡛糖ࢆ付加ࡓࢀࡉ C55-P-glucose ࣒ࢬࣛࣉࣜ࣌ࢆ側࡜࡬

転移ࡿࡏࡉ flippase ࡛あࠊࡾGtrX ࡣ serotype特異的࡞糖転移酵素࡛ࠊC55-P-glucose ࠿

24࠙ࡿࡏࡉ転移ࢆ glucose ࡜࡬O-抗原 ࡽ ࡣ C55-P ࡓ働い࡚ࡋ࡜࢔糖࢟ࣕࣜࡁ࡜ࡢࡇࠋࠚ

再び細胞質側࡜࡬回཰ࠊࢀࡉ再利用࡜ࡿࢀࡉ考え࡚ࢀࡽいࠋࡿC55-P ࡣ O-抗原ࡢ修飾以外

ࡶ࡟際ࡢ合成ࡢ細胞表層構造࡞㔜要࡚ࡗ࡜࡟細胞࢔ࣜࢸࢡࣂ࡝࡞ン࢝ࣜࢢࢻチࣉ࣌ࠊࡶ࡟

糖࡚࢟ࣕࣜࡋ࡜࢔利用ࠊࡵࡓࡿࢀࡉC55-P ࣜࡢサࡣࣝࢡ࢖非常࡟㔜要࡞生体཯応࡜言えࠋࡿ

実際ࠊ࡟O-抗原ࡢ修飾系࠾࡟い࡚ gtrX 単独ࡣࡓࡲ gtrA ࡜ gtrX ࡢ஧㔜Ḟ損株࠾࡟い࡚ 

gtrB ࢆ過剰発現࡜ࡿࡏࡉ S. frexineri ࡢ生育࡟悪影響ࢆ及ࡣࢀࡇࠊࡀࡍࡰ C-55P ࢆ用い

ࡣ原因࡛ࡀ࡜ࡇい࡞ࢀࡉࣝࢡ࢖サࣜࡀ C55-P࡚ࡗࡼ࡟࡜ࡇࡿࡍࣉࢵࢺࢫ途中࡛ࡀ཯応系ࡿ

28࠙ࡿい࡚ࢀ言わ࡜࠿い࡞  ࠋࠚ

持ࢆ機能ࡢ様ྠ࡜ 大腸菌 GtrBࡣ 枯草菌 CsbBࠊࡽ࠿࡝࡞࣮ࢪ究や࣍ࣔࣟ◊ࡢ࡛ࡲࢀࡇ

ࣔ࣍࡜ GtrA や X ࡣ YfhOࠊࡓࡲࠋࡓࢀࡉ示唆ࡀ࡜ࡇࡿ働い࡚い࡚ࡋ強調࡜ YfhO ࠊࡕ

ࡇࡢࡇ ࠋࡿい࡚ࡋ共通࡜ GtrX ࡟特ࡀ࡝࡞点ࡿ質࡛あࢡࣃンࢱ膜࡞巨大ࠊࡀい࡞ࡀ࣮ࢪࣟ

ࡢ YfhOࠊࡕ持ࢆ཯応機構ࡢ様ྠ࡜い࡚ GtrBAX 系࠾࡟枯草菌ࡣCsbB-YfhO 系ࠊࡽ࠿࡜

糖࢟ࣕࢆ C55-Pࠊࡋ阻害ࢆࣝࢡ࢖サࣜࡢ C55-Pࠊࡣ࡜ࡇࡿࡏࡉ発現ࢆ い状態࡛ CsbB࡞

࡚ࡏࡉ活性化ࢆ SigMࠊࡋ干渉࡟生合成ࡢ ンや WTA࢝ࣜࢢࢻチࣉ࣌ࡿࡍ利用࡚ࡋ࡜࢔ࣜ

い࡞ࡣ࡛ࡢࡿい࡜࠿仮定ࠋ࣌ࡓࡋ ࠊࡣ細胞࡛ࡓࢀࡉ阻害ࡀ生合成ࡢ ンや WTA࢝ࣜࢢࢻチࣉ

形態異常ࡀ生ࡀ࡜ࡇࡿࡌ知࡚ࢀࡽいࠊࡽ࠿࡜ࡇࡿ CsbB ࡼ࠾び GtrB ࢆ過剰発現࡜ࡓࡏࡉ

  yfhOࠊࡣ細胞࡛ࡓࡏࡉ発現ࢆ CsbBࠋࡓࡋ観察ࡾࡼ࡟఩相差顕微鏡ࢆ細胞ࡢ枯草菌ࡢࡁ

 .Fig)ࡓࡋ示ࢆ細胞形態࡞特徴的ࡿࡍ膨張࡟非対称ࡀ細胞ࡢ一部ࠊࡳࡢ࡛ࢻン࢘ࣛࢢࢡࢵࣂ



18-A-D)ࠋ GtrB ࢆ発現ࡓࡏࡉ株ࡣ形態異常ࢆ示ࠊࡀࡓࡗ࠿࡞ࡉGtrBN-CsbBC ࢆ発現ࡏࡉ

活性ࢆ SigMࠊࡣࢀࡇࠋ( Fig. 18-E-F)ࡓࢀࡽ見ࡀ形態異常ࡎࡽ関࡟有無ࡢ YfhO ࡣ場合ࡓ

化ࡿࡏࡉ条件࡜一⮴ࠋࡿࡍ 

ࢯ࢖い࡚࠾࡟枯草菌ࠋࡿ脂質࡛あࡢ系ࢻ࢖ࣀࣞࣉࢯ࢖ࡣ C55-P ࡿい࡚ࡋ究࡛着目◊ࡢࡇ

Fig. 19-A)ࡿࢀࡉ合成ࡾࡼ࡟ ン酸経路 (MEP 経路)ࣟࣂ非࣓ࡣ脂質ࢻ࢖ࣀࣞࣉ びࡼ࠾

 ࢆび ispDF ࢜࣌ࣟンࡼ࠾ ispE ࡿ主要遺伝子࡛あࡢ枯草菌 MEP 経路ࠊ࡛ࡇࡑࠋ(ࠚ29࠙

IPTG 誘導ࡢ࣮ࢱ࣮ࣔࣟࣉ制御化࡟置ࠊࡁIPTG ࢆ含࡞ࡲいᇵ地࡛生育ࢯ࢖࡛࡜ࡇࡿࡏࡉ

 ࠊࡶい࡚࠾࡟株ࡢࡽࡕ࡝ࠋࡓࡗ行ࢆ形態観察ࡢ細胞ࡓࡋ制限ࢆ合成ࡢ系脂質ࢻ࢖ࣀࣞࣉ

-IPTG ࡢ条件࡛ 各糖転移酵素ࢆ過剰発現࡜ࡁ࡜ࡓࡏࡉ似ࡓ形態変化ࢆ生࡚ࡌいࡓ(Fig. 18 

G-H)࡟ࢀࡇࠋ加え࡚ࡢࢻ࢖ࣀࣞࣉࢯ࢖ࠊ合成ࢆ制限ࡓࡋ条件࡛ࠊࡣSigM ࡢ活性化ࡀ起ࡇ

ࡿい࡚ࡋ࡟ᇶ質ࢆ C55-P ࡟様ྠ࡜ GtrB ࡣ CsbBࠊࡣ結果ࡢࡽࢀࡇࠋ(Fig.19-B)ࡓい࡚ࡗ

 ࠋࡿい࡚ࡋ示唆ࢆ࡜ࡇ
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Fig. 18 CsbB  過剰発現ࡼ࠾び イࢯプࣞノイࢻ合成制限株ࡢ細胞ࡢ位相差顕微鏡観察ࠋ 
(A) HRI017(W.T.  CsbB) IPTG ࡋ࡞ (B) HRI017 IPTG あࡾ (C) HRI019(DcsbB-yfhO 
CsbB) IPTG ࡋ࡞ (D) HRI019 IPTG あࡾ  (E) HRI023(W.T. GtrBN-CsbBC) IPTG あࡾ (F) 
HRI025(DcsbB-yfhO GtrBN-CsbBC) IPTG あࠋࡾ各株を LB ᇵ地࡛ᇵ地࡛生育ࠊࡏࡉ
O.D.600 = 0.2~0.3 ࡛ᇵ養液を二等ศࠊࡋ片方࡟終濃度 1 mM ࡢ IPTG を加え࡚ 90 min 
後࡟顕微鏡観察を行ࠋࡓࡗ(G) Pspac-ispE IPTG ࡋ࡞ (H) Pspac-ispDF IPTG  ࠋࡋ࡞各株
を 0.1 mM ࡢ IPTG を含ࡴ LB ᇵ地࡛生育ࠊࡏࡉ対数増殖期࡟集菌࡚ࡋ Fresh ࡞ LB ᇵ地
࡛ 2 回 Wash ࠊࡋ終濃度 1 mM ࡢ IPTG を含ࡣࡓࡲࡴ含࡞ࡲい LB ᇵ地࡟植菌90  ࡚ࡋ 
min 後࡟顕微鏡観察を行ࠋࡓࡗ(I) 168 株ࠋ対数増殖期後期 ( O.D.600 = 1.0 付近) ࡛観察を
行ࠋࡓࡗ 
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Fig. 19  イࢯプࣞノイࢻ合成系遺伝子ࡢ発現制御株ࡢ生育࡜ SigM 活性ࠋ 
(A) イࢯプࣞノイࢻ合成系酵素࡜ Bactoprenol ࡢ生合成ࠋ枯草菌ࡣ右ࡢ MEP 経路ࡳࡢを
持ࠋࡘ本実験࡛発現制御を行ࡓࡗ酵素ྡを図中࡟示ࠋࡓࡋ (B)イࢯプࣞノイࢻ合成系遺伝
子ࡢ発現制御株ࡢ SigM 活性ࠋ各株を 0.1 mM ࡢ IPTG を含ࡴ LB ᇵ地࡛生育ࠊࡏࡉ対数
増殖期࡟集菌࡚ࡋ Fresh ࡞ LB ᇵ地࡛ 2 回 Wash ࠊࡋ終濃度 1 mM ࡢ IPTG を含ࡓࡲࡴ
࡟min 後 180 ࡜min 後 90 ࡽ࠿ᇵ養開始ࠋࡓࡋ生育を測定࡚ࡋ植菌࡟い LB ᇵ地࡞ࡲ含ࡣ
サンプࣜンࢢを行い b-gal 活性を測定180ࠊࡋ min ࡢ結果を示ࠋࡓࡋ青 : IPTG ࡋ࡞ 赤 : 
IPTG あࠋࡾ 

IspE 

IspD 

IspF 

A. 

B. 



㸱㸫㸯㸰㸬WTA 生合成系ࡿࡼ࡟ C55-P 利用࡜ SigM ࡢ活性化 

 ࡛࡜ࡇࡿࡍ阻害ࢆࣝࢡ࢖サࣜࡢ C55-P ࡣ CsbB や GtrBࠊࡽ࠿実験ࡢ࡛ࡲࢀࡇ

SigM ࢆ活性化࡚ࡏࡉい࡞ࡣ࡛ࡢࡿい࡜࠿仮定ࠋࡓࡋ C55-P ࣉ࣌ࡣチ࢝ࣜࢢࢻンや WTA 

 C55-P ࠊࡀ原因ࡢ活性化ࡢ SigM ࡿࡼ࡟阻害ࡢࣝࢡ࢖サࣜࡢ C55-Pࠋࡿࢀࡽ用い࡟合成ࡢ

滞ࡀ合成ࡢ ンや WTA࢝ࣜࢢࢻチࣉ࣌ࠊ࠿ࡢࡿ結果࡛あࡓࡋ蓄積ࡀ前駆体ࡓࡋ付加ࡀ糖࡟

WTA 合成酵素遺伝子 ࠊࡵࡓࡿࡵ࠿確ࢆࢀࡇࠋい࡞い࡚ࡋࡾࡁࡗࡣࡔᮍࡣ࠿ࡢ࡞ࡽ࠿ࡓࡗ

 ࠋࡓࡗ行ࢆ実験ࡢ用い࡚ḟࢆ発現抑制株ࡢ

枯草菌ࡢ WTA 合成系࡛ࠊࡣC55-P ࡟ UDP-GluNAc ࡽ࠿ GluNAc ࢆ転移ࡿࡍ TagO 

合ࡀ主要構造ࡢ C55-P ୖ࡛ WTA ࡚ࡋ関୚ࡀ酵素ࡢ後複数ࡢࡑࠊࡋ触媒ࢆ཯応ࡢࡵ初ࡀ

成ࠊࢀࡉ最後࡟ TagT ࡾࡼ࡟ C55-P ࡽ࠿ษࡾ㞳ࣉ࣌ࠊࢀࡉチ࢝ࣜࢢࢻン細胞壁࡟共有結

合࡛࡜ࡇࡿࡍ成熟ࡓࡋ WTA 3࠙ࡿ࡞࡜ ࡣ཯応ࡢTagO 以降 TagT 以前ࠊࡤࢀ言い換えࠋࠚ

ࢆࣝࢡ࢖サࣜࡢ C55-P ࡛࡜ࡇࡿࡍ阻害ࢆ཯応ࡢ間ࡢࡇࠊࡾ࠾࡚ࢀC55-P ୖ࡛行わ ࡚࡭ࡍ

阻害࡛ࠋࡿࡁ一方ࠊTagO ࡢ཯応ࢆ阻害ࡓࡋ場合ࠊࡣWTA ࡢ合成ࠊࡀࡿ࡞ࡃ࡞ࡁ࡛ࡣ C55-P 

ࡘ㸶ࡶ࡜ࡃ࡞少ࡣ࡟間ࡢ TagT ࡽ࠿ TagOࠋࡿࢀࡉ予想࡜い࡞ࡅཷࢆ影響ࡣࣝࢡ࢖サࣜࡢ

び࠙ࡼ࠾ Fig. 20-A)ࡀࡿい࡚ࡋ関୚ࡀ酵素ࡢ 7 ࠊࡵࡓࡿい࡚ࡋ形成ࢆンࣟ࣌࢜ࡣ࠿ࡘࡃいࠊ(ࠚ

極性効果ࡢ影響࡞ࡅཷࢆい TagBࠊTagF ࡼ࠾び TagO 遺伝子ࡢ発現制御株ࢆ実験࡟用い

ࢆ枯草菌株ࡓ置い࡟制御化ࡢ࣮ࢱ࣮ࣔࣟࣉIPTG 誘導 ࢆࢀࡒࢀࡑ遺伝子ࡢࡘ㸱ࡽࢀࡇࠋࡓ

IPTG ࢆ含ࡣࡓࡲࡴ含࡞ࡲいᇵ地࡛生育࡚ࡏࡉ SigM 活性ࢆ測定ࡢ࡚࡭ࡍࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋ株

Ḟ損ࡢ WTA ࡣ SigMࠊࡽ࠿࡜ࡇࡢࡇࠋ(Fig. 20-B)ࡓࢀࡽ見ࡀ昇ୖࡢい࡚ SigM 活性࠾࡟

自体࡟応答࡚ࡋ活性化ࡀ࡜ࡇࡿࡍわࠋࡓࡗ࠿ 
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A. 

B. 

Fig .20 枯草菌ࡢ WTA 生合成経路遺伝子ࡢ発現制御株ࡢ SigM 活性ࠋ 
(A) 枯草菌ࡢ WTA 生合成系ࡢ模式図ࠋ : GlcNAc    : ManNAc   :  ࣟࢭࣜࢢーࣝ-3-ࣜ
ン酸ࠋSarah E. Allison et al JBC 2011 ࡾࡼ一部改変ࠋ(B) WTA 生合成経路遺伝子ࡢ発現
制御株ࡢ SigM 活性ࠋ各株を1 mM ࡢ IPTG を含ࡴ LB ᇵ地࡛生育ࠊࡏࡉ対数増殖期࡟集
菌࡚ࡋ Fresh ࡞ LB ᇵ地࡛ 2 回 Wash ࠊࡋ終濃度 1 mM ࡢ IPTG を含ࡣࡓࡲࡴ含࡞ࡲい 
LB ᇵ地࡟植菌࡚ࡋ生育ࠊࡏࡉ植菌180ࠊ120ࠊ60 ࡽ࠿ min 後࡟ b-gal 活性を測定ࠋࡓࡋ
結果180 ࡣ min 後ࡢࡶࡢを示ࠋࡍ青 : IPTG ࡋ࡞ 赤 : IPTG あࠋࡾ 

TagD 

細胞外 

細胞内 

P TagO P 

P 

P 

P 

TagA 

CDP- 

TagB P 

P 

TagF P 

P 

n 

TagGH       細胞膜 



㸱㸫㸯㸱㸬csbB ࡼ࠾び yfhO 破壊株ࡢ表現型解析 

ࡁ࡚ࡋい࡚解析ࡘ࡟関ಀ性ࡢSigM 活性化 ࡜ び YfhOࡼ࠾CsbBࠊࡣ実験࡛ࡢ࡛ࡲࢀࡇ

  ࠋい࡞ࡣ࡛࠿ࡽ明ࡔᮍࡣ必要性や役割ࡢ び YfhOࡼ࠾ CsbB ࡢ枯草菌細胞内࡛ࠊࡋ࠿ࡋࠋࡓ

csbB 破 ࠋࡓࡋ࡟࡜ࡇࡿࡍ解析ࢆ表現型ࡢび yfhO 株ࡼ࠾ csbBࠊࡵࡓࡿࡍ解明ࢆࢀࡇ

壊株ࡘ࡟い࡚࡟࡛ࡍࠊࡣ合成ᇵ地࠾࡟い࡚ࠊNaCl ࡼ࠾び ࢚࡟ࢫࣞࢺࢫ࣮ࣝࣀࢱ対ࡿࡍ感

ཷ性ࡀ増ࡀ࡜ࡇࡍ明࡚ࡗ࡞࡟࠿ࡽい20࠙ࡿ ࠾ csbB ࡓࡋ௒回作成ࠊ࡚ࡅཷࢆ஦実ࡢࡇࠋࠚ

ࢺࢫࢸࢆ感ཷ性ࡿࡍ対࡟ࢫࣞࢺࢫび熱ࡼ࠾࣮ࣝࣀࢱ࢚ ࠊNaCl ࡶい࡚ࡘ࡟び yfhO 株ࡼ

ࠊࡵࡓࡓࢀࡉ示唆ࡀ࡜ࡇࡘ持ࢆ機能ࡢ様ྠࡀ CsbB ࡜ GtrBࠊい࡚࠾࡟ᮏ◊究ࠊࡓࡲࠋࡓࡋ

CsbB ࡣ細胞表層ࡢ構造維持࡟関୚࡞ࡣ࡛ࡢࡿࡍい࡜࠿予想ࠊࡋ細胞壁ࡢ合成ࢆ阻害ࡿࡍ抗

生物質 vancomycinࠊphosphomycinࠊ bacitracin ࡘ࡟い࡚ࠊcsbBࠊyfhOࠊcsbB-yfhO 

株ࡘ࡟い࡚㔝生株࡜比࡚࡭抵抗性ࡀ変化࡝࠿ࡿࡍうࢆ࠿検討ࠋࡓࡋ 

ࢫ࣮ࣝࣀࢱ࢚ࠊࡢࡢࡶࡿあࡣい࡚若干࡛࠾࡟csbB-yfhO 株ࠊyfhOࠊcsbBࠊ結果ࡢࡇ

ࡣ変化ࡢ感ཷ性ࡢ࡬ NaCl ࡣ実験࡛ࡢ௒回ࠋ(Fig. 21-A)ࡓࡋ増加ࡀ感ཷ性ࡿࡍ対࡟ࢫࣞࢺ

見ࡓࡗ࠿࡞ࢀࡽ(Fig. 21-B)ࠋ熱࡟ࢫࣞࢺࢫ関ࠊࡣ࡚ࡋyfhO 株࡛感ཷ性ୖࡀ昇࡚ࡋいࡶࡓ

関࡟抗生物質ࠋ(Fig. 21-C)ࡓい࡚ࡗ戻࡟感ཷ性ࡢ程度ྠ࡜ .W.T ࡣcsbB-yfhO 株࡛ࠊࡢࡢ

 .W.T ࡣcsbB-yfhO 株࡛ࠊࡀࡿࡍ増加ࡀ耐性ࡿࡍ対࡟ phosphomycin ࡀyfhO 株ࠊࡣ࡚ࡋ

並ࡢࡳ感ཷ性ࢆ示ࡢࡑࠋࡓࡋ他ࡢ抗生物質࡟対ࡿࡍ明確࡞感ཷ性ࡢ変化ࡣ観察࡛ࡗ࠿࡞ࡁ

 ࠋ(Fig. 21-D)ࡓ
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Fig . 21 csbB ࡼ࠾び yfhO 破壊株ࡢ表現型解析ࠋ 
(A) ࢚ࢱノーࣝ࡟ࢫࣞࢺࢫ対ࡿࡍ感ཷ性ࠋࢺࢫࢸ各枯草菌株を 合成ᇵ地( 組成ࡣ方法࡜材料
ノーࣝをࢱ࢚࡟うࡼࡿ࡞࡟ % O.D.600 = 0.45 付近࡛ 終濃度 10ࠊࡏࡉ項を参照) ࡛生育ࡢ
添加ࠊࡋ添加直前(0 min) ࡜添加120ࠊ60 ࡽ࠿ min 後࡟ᇵ養液をศྲྀࠊࡋ原液 ࡼ࠾び 
0.9 % NaCl ࡛ 10- 1

 4-10 ࡽ࠿
結ࠋࡓࡋࢺッ࣏ࢫࡘࡎ ml 5 ࡟を LB 寒天ᇵ地ࡢࡶࡓࡋ希釈࡟

果0 ࡣ min 120 ࡜ min ࡢࡶࡢを示ࠋࡓࡋ(B) NaCl ࡟対ࡿࡍ感ཷ性ࠋࢺࢫࢸ各枯草菌株を 
合成ᇵ地࡛生育ࠊࡏࡉO.D.600 = 0.45 付近࡛菌体を集菌4ࠊ࡚ࡋ % NaCl  を含ࡴ合成ᇵ地
ࡴNaCl を含 % 10 ࡚ࡋ菌体を集菌ࠊョンを行いࢩーࢸプࢲ࢔min  間プࣞ 30ࠊࡋ再懸濁࡟
合成ᇵ地࡟再懸濁ࠊࡋプࣞࢲ࢔プࢸーࢩョン終了時を 0 min30ࠊ࡚ࡋ࡜ min60ࠊ min ࡢサ
ンプࣝを (A) ྠ࡜様࣏ࢫ࡟ッࠋࡓࡋࢺ結果0 ࡣ min 60 ࡜ min ࡢࡶࡢを示ࠋࡓࡋ(C)熱ࢺࢫ
 O.D.600 = 0.45 付近࡛ࠊࡏࡉ各枯草菌株を LB ᇵ地࡛生育ࠋࢺࢫࢸ感ཷ性ࡿࡍ対࡟ࢫࣞ
プࢲ࢔プࣞࠊࡋ移࡟℃ 54࡟ࡽࡉࠊョンを行いࢩーࢸプࢲ࢔min  間プࣞ 30ࠊࡋ移࡟℃ 48
ࢺッ࣏ࢫ࡟様ྠ࡜ サンプࣝを (A)ࡢ min 120ࠊmin 60ࠊ࡚ࡋ࡜ョン終了時を 0 minࢩーࢸ
写࡟h ᇵ養後 16࡛ ℃37ࠊࡣࢺ各プࣞーࠋࡓࡋを示ࡢࡶࡢ mi n 120 ࡜ min 0 ࡣ結果ࠋࡓࡋ
真を撮影ࠋࡓࡋ(D) 細胞壁合成阻害剤࡟対ࡿࡍ感ཷ性ࠋࢺࢫࢸ枯草菌を LB ᇵ地࡛ over 
night ᇵ養ࠊࡋO.D.600 =1.0  ࡼࡿ࡞࡟う࡟ 滅菌水࡛希釈ࢀࡇࠊࡋを原液10-2 ࡚ࡋ࡜

 10-4ࠊ
 び 10-5ࡼ࠾

 h 16 ࡛℃37ࠊࡋࢺッ࣏ࢫml を 5 ࡟LB 寒天ᇵ地 ࡴ各抗生物質を含ࠊࡋ希釈࡟
インキュ࣋ーࡓࡋࢺ後写真を撮影ࠋࡓࡋphosphomycin : 75 mg/mlࠊbacitracin : 200 mg/ml 
vancomycin : 0.2 mg/ml ࠋ 



㸲㸬考察 
 

㸲㸫㸯㸬枯草菌 SigM ࢔ࡢンチࢱ࣐ࢢࢩンࢡࣃ質ࡿࡼ࡟制御ࡘい࡚ 

 ᮏ◊究࡛࡟࡛ࡍࠊࡣ明࡚ࡗ࡞࡟࠿ࡽいࡿ SigW ࡢ活性制御機構ࢆ参考࡟ SigM ࣞࢺࢫࡀ

ࠊ࡛࡜ࡇࡿࡍ解析ࡾࡼ࡟ Western blotting ࢆ挙動ࡢ YhdL ࡢࡁ࡜ࡿࡍ活性化ࡾࡼ࡟ࢫ

YhdL ࡿࡼ࡟ SigM ࡢ活性調節機構ࡘ࡟い࡚調ࡼ࡭うࠋࡓࡋ࡜枯草菌ࡢ膜画ศࢆศྲྀࡿࡍ

ࡁ࡛ࡀ࡜ࡇࡍ示࡚ࡵ初ࢆいう実験的証ᣐ࡜ࡿࡍ局ᅾ࡟細胞膜ࡀ質ࢡࣃンࢱ YhdLࠊ࡛࡜ࡇ

条件࡛ࢫࣞࢺࢫ NaClࠊ一方(Fig. 8-B)ࡓ YhdL ࢱンࢡࣃ質ࡢ㔞やศ子㔞ࠊ膜局ᅾࡢ明࠿ࡽ

びࡼ࠾Fig. 7A-C)ࡓࡗ࠿࡞ࡁ࡛ࡀ࡜ࡇࡿࡍ観察ࡣ変化࡞ Fig. 8)࢔ࠊࡽ࠿࡜ࡇࡢࡇࠋンチࢩ

能性ྍࡿい࡚ࢀ機構࡛行わࡿ࡞異ࡣ࡜ SigW ࡣ活性制御ࡢ SigM ࡿࡼ࡟質ࢡࣃンࢱ࣐ࢢ

 ࠋࡓࢀࡉ示唆ࡀ࡜ࡇ高いࡀ

 序論࡛述ࠊࡾ࠾࡜ࡓ࡭枯草菌以外࡟目ࢆ向࢔࡜ࡿࡅンチࢱ࣐ࢢࢩンࢡࣃ質ࡢศ解以外ࡢ

活性調節機構ࢆ持ࡘ ECF ࣐ࢢࢩ因子ࡢ例ࡀい࠿ࡘࡃ知࡚ࢀࡽいࠋࡿ放線菌ࡢ SigR ࢔ࡢ

ンチࢱ࣐ࢢࢩンࢡࣃ質 RsrA ࡣ HCC motif ࡜いう࢖࣓ࢻンࢆ持ࠊࡕ酸化ࡾࡼ࡟ࢫࣞࢺࢫ

㸰࢖ࢸࢫࢩࡢࡘンࡀศ子内 S-S 結合ࢆ形成࡛࡚ࡋ RsrA ࢥࡢンࣙࢩ࣮࣓࢛ࣇン変化ࡀ生

16࠙ࡿࡍ活性化࡚ࢀ外ࡽ࠿結合ࡢ RsrA ࡀ SigR ࡛࡜ࡇࡿࡌ ࢫ過酸化ࡣ 枯草菌 SigMࠋࠚ

 HCC ࡟質ࢡࣃンࢱ YhdL や YhdKࠊࡀࡿい࡚ࢀࡽ知ࡀ࡜ࡇࡿࡍ活性化࡚ࡋ応答࡟ࢫࣞࢺ

motif ࡣ見࡞ࢀࡽいࠋ他࡟酸化࡟ࢫࣞࢺࢫ応答ࡀ࡜ࡇࡿࡍ知࡚ࢀࡽいࡿ枯草菌 YlaC ࡑࡣ

16࠙ࡿい࡚ࡗ持ࢆ HCC motif ࡀ YlaD ࣐ࢢࢩンチ࢔ࡢ  SigR ࡀ SigMࠊࡽ࠿࡜ࡇࡢࡇࠋࠚ

複ࢺン酸࣮࢚࢟ࣞࢡ鉄ࡣ場合ࡢ 大腸菌 FecIࠋいࡃ࡟考えࡣ࡜ࡇࡘ持ࢆ制御機構ࡢ様ྠ࡜

合体ࢆ感知ࡿࡍ外膜ࢱンࢡࣃ質 FecA ࢥࡢンࣙࢩ࣮࣓࢛ࣇン変化࢔࡚ࡋ࡜ࣝࢼࢢࢩࢆンチ

ࡿࢀࡉ活性化ࡀ FecI ࡚ࢀࡉศ解ࡀ FecR ࡛࡜ࡇࡿࡍ相互作用ࡀ FecA ࡜ FecR ࣐ࢢࢩ

࠙15 ࡞ࡋ存ᅾࡀ外膜ࡣ࡟枯草菌ࠊࡎࡽ࠾࡚ࢀࡉ検出ࡀศ解ࡢ YhdL ࡣ࡚ࡋ関࡟系ࡢࡇࠋࠚ

いࡌྠࡃࡓࡗࡲࠊࡽ࠿࡜ࡇ活性制御系ࢆ持ࡣ࡜ࡘ考えࡃ࡟いࠊࡀYhdL ࡣ࡟相互作用ࢆ持



 ࠋࡿあࡶ能性ྍࡿい࡚ࡗ持ࢆ系ࡓ似ࡣ࡚ࡋ関࡟感知ࢫࣞࢺࢫࠊࡾあࡀ 質 YhdKࢡࣃンࢱࡘ

࡛ࡿ㔜要࡛あ࡟非常࡛ୖࡿ考えࢆSigM 活性制御機構 ࡣ存ᅾࡢ質ࢡࣃンࢱ YhdKࠊࡓࡲ 

あ࡜ࡿ考えࠋࡿࢀࡽYhdK ࢱンࢡࣃ質ࡣ YhdL ࡜相互作用ࢆ持ࢱࡘンࢡࣃ質࡛あ࠙ࡾ 14 ࠊࠚ

yhdK 遺伝子ࡢ破壊ࡾࡼ࡟ SigM 活性ࡢ恒常的ୖ࡞昇ࡀ見ࡀ࡜ࡇࡿࢀࡽ明࡚ࢀࡉ࡟࠿ࡽい

13࠙ࡿ ࣃンࢱ YhdL ࡢ細胞内ࠊ࡚ࡗࡼ࡟有無ࡢ存ᅾࡢyhdK 遺伝子ࠊい࡚࠾࡟ᮏ◊究ࠋࠚ

ࡢyhdK 遺伝子ࠋࡓࡋ解析ࡾࡼ࡟ western blotting ࢆ࠿ࡢࡿࡅཷࢆ影響࡞うࡼࡢ࡝ࡀ質ࢡ

存ᅾ࡞ࡋい条件࡛ࠊࡣYhdL ࢱンࢡࣃ質ࡀ検出ࠊࡎࢀࡉYhdL ࢱンࢡࣃ質ࡀ安定࡚ࡋ存ᅾ

࡜ sigM ࠊࡁ࡜い࡞ࡋ存ᅾࡀ yhdKࠊࡓࡲࠋ(Fig.7-F)ࡓࢀࡉ示唆ࡀ࡜ࡇい࡞ࡁ࡛ yhdL ࡢ

ࠋ(Fig.7-E)ࡓい࡚ࡋ昇ୖ࡛ࡲ࡟百倍程度ࡢ普段ࡀSigM 活性ࠊ࡜ࡿࡏࡉ発現ࢆンࣟ࣌࢜ࡢࡳ

ᮏ◊究ࡢ実験条件࡛ࠊࡣyhdK ࡀ存ᅾࡿࡍ条件࠾࡟い࡚࡛ࡲࡇࡇࠊ高い SigM 活性ࢆ示ࡍ

条件ࢆ発見࡛࡚ࡁい࡞い࡟࡜ࡇ加えࢫࣞࢺࢫࠊ条件ୗ࡛ࡢ YhdK ࢱンࢡࣃ質ࡢ挙動ࢆ詳細

࡚ࡋ࡜結果ࡢࡑࠊࢀࡉศ解ࡀ YhdK ࡚ࡗࡼ࡟ࢫࣞࢺࢫࠊࡵࡓい࡞い࡚ࡁ解析࡛࡟ YhdL ࡢ

ࠋい࡞い࡚ࡁ否定࡛ࡣ࡜ࡇいう࡜ࡿい࡚ࡋ活性化ࡀ SigM ࡚ࡌ生ࡀ変化ࡢ㔞࡞࠿ࡎわࡃࡈ

ࠊࡽ࠿࡜ࡇࡓࡗ࠿࡞ࡣ࡜ࡇࡿ࡞ࡃ࡞ࡁ検出࡛ࡀ YhdL ࡾࡼ࡟ࢫࣞࢺࢫࡶ࡜ࡃ࡞少ࠊࡋ࠿ࡋ

YhdKࡘ࡟い࡚ࢫࣞࢺࢫࠊࡶ時ࡿࡼ࡟࡝࡞ࢮ࣮࢔ࢸࣟࣉ࡟積極的࡞ศ解࡚ࡅཷࢆいࡣ࡜ࡿ考

えࡃ࡟い࡜思わࠋࡿࢀ 

解析ࢆ挙動ࡢ質ࢡࣃンࢱ YhdL ࡢSigM 活性化時 ࡿࡼ࡟ࢫࣞࢺࢫࡢNaCl 以外 ࠊࡓࡲ

ンࢱ࣐ࢢࢩンチ࢔ࡢ 枯草菌 SigWࠊ近年ࠋࡿあࡀ能性ྍࡿࢀࡽ得ࡀ知見࡞ࡓ新࡛࡜ࡇࡿࡍ

ࢆ HCC motif ࡃࡌྠ࡜ 質 RsrAࢡࣃンࢱ࣐ࢢࢩンチ࢔ࡢ 放線菌 SigRࡣ 質 RsiWࢡࣃ

持ࡀ࡜ࡇࡘ示16࠙ࢀࡉ -࣐ࢢࢩࡌྠࠊࡽ࠿࡜ࡇࡿࡍ応答࡟ࢫࣞࢺࢫ酸化ࡣ SigW ࡟実際ࠊࠚ

ࡋࠋࡿあࡀ能性ྍࡿ࡞異ࡀ࣒ࢬࢽ応答࣓࡚࢝ࡗࡼ࡟ࢫࣞࢺࢫࡿࡍ応答ࡶ系࡛࣐ࢢࢩンチ࢔

 YhdL ࡣ࡟際ࡿࡍ活性化ࡀ い࡚ SigM࠾࡟yfhO 破壊条件 ࡶ࡜ࡃ࡞少ࠊࡀࡿࡍ後述ࠊࡋ࠿

 ࠋ(Fig. 13-B)ࡓࡗ࠿࡞ࢀࡽ見ࡣศ解ࡢ

ࠊࡀࡿᮍ知࡛あࡣ活性制御系ࡿࡼ࡟質ࢡࣃンࢱ࣐ࢢࢩンチ࢔ࡢ SigMࠊࡽ࠿࡜ࡇࡢࡽࢀࡇ 



現ᅾࢁࡇ࡜ࡢ YhdK ࡢ存ᅾࡽ࠿࡝࡞㸯ࡢࡘ制御系ࠊ࡚ࡋ࡜ YhdL ࢥࡢンࣙࢩ࣮࣓࢛ࣇン

変化ࡾࡼ࡟調節࡚ࢀࡉいྍࡿ能性ࢆ想定࡚ࡋいࠊࡓࡲࠋࡿ当◊究室࡛ࡢ解析ࠊࡾࡼ࡟SigM ࢆ

過剰発現ࠊ࡜ࡿࡍ枯草菌細胞࡟毒性ࢆ示ࡀ࡜ࡇࡍ明࡚ࡗ࡞࡟࠿ࡽいࠊࡵࡓࡢࡇࠋࡿSigM ࡣ

ࡲࡋ୚え࡚ࢆ悪影響࡟細胞ࡶ࡚ࡂࡍࡋ活性化ࠊࡀい࡞ࡽ࡞ࡤࢀࡅ࡞ࡋ活性化࡟時ࢫࣞࢺࢫ

う࡜いうࣞࢪン࣐࠿࠿ࢆえ࡚いࠋࡿ࡞࡟࡜ࡇࡿSigM ࡣ補助因子࡛あࡿ YhdK ࢆ含ࡓࡵ他

࡟生存ࡢ枯草菌ࠊࡋ࡟能ྍࢆ調節࡞微妙ࡢ活性ࠊࡾࡼ࡟࡜ࡇࡘ持ࢆ制御系࡞い複雑࡞ࡣ࡟

寄୚࡚ࡋい࡞ࢀࡋࡶ࠿ࡢࡿいࠋ 

ᮏ◊究࡛ࡣ SigM 活性化時ࡢ YhdL ࡢ変化ࢆ検出࡛ࠊࡽ࠿࡜ࡇࡓࡗ࠿࡞ࡁ逆࡟人工的࡟ 

YhdL ࡟変化ࢆ୚え࡛࡜ࡇࡿ SigM ࡢ活性制御࡟関ࡿࡍ実験ࢆ考えࠊ株ࡢ構築ࢆ進࡚ࡵい

ࡀࡉ長ࡢ膜貫通領域ࡢ質ࢡࣃンࢱ࣐ࢢࢩンチ࢔ࠊࡾࡼ࡟究◊ࡢ当◊究室ࠊࡣ࡟具体的ࠋࡿ

30࠙ࡵࡓࡓࢀࡉ࡟࠿ࡽ明ࡀ࡜ࡇࡿ㔜要࡛あ࡟機能ࡢ࣐ࢢࢩンチ࢔ 変ࢆࡉ長ࡢ膜貫通領域ࠊࠚ

化ࡓࡏࡉ YhdL ࢱンࢡࣃ質ࢆ発現ࡿࡏࡉ系ࢆ考え࡚いࠊࡓࡲࠋࡿᮏ◊究࡛ YhdL ࢱンࣃ

相ࡢ SigM ࡜ YhdL ࡿࡼ࡟法ࢻࢵࣜࣈ࢖ࣁ࣮ࢶ酵母ࠊࡀࡓࡋ示ࢆ࡜ࡇࡿࡍ局ᅾ࡟膜ࡀ質ࢡ

互作用領域ࠊࡽ࠿YhdL ࡣ細胞質側࡟ N ᮎ端側ࠊ細胞外࡟ C ᮎ端側ࡀ఩置࡜ࡿࡍ予測ࡉ

ḞࢆC ᮎ端領域ࠊࡋ想定ࡶ࡜ࡇࡿࡍ感知ࢆࢫࣞࢺࢫC ᮎ端側࡛細胞外 ࡀ YhdLࠋࡿい࡚ࢀ

失ࡓࡋ YhdL ࢆ発現࡚ࡏࡉ SigM ࢫࣞࢺࢫࡢ応答ࢆ◊究ࢆ࡜ࡇࡿࡍ試࡚ࡳいࠋࡿ 

 

 

 

 

 

 

 

 



㸲㸫㸰㸬CsbB ࡼ࠾び YfhO ࡢ機能ࡘ࡟い࡚ 

 ᮏ◊究࡛ࣛࢺࠊࡣンࢰ࣏ࢫン࣑࣮ࣗࢆࢫࢩࢿ࢙ࢪࢱ用いࡓ解析ࠊࡾࡼ࡟SigM 活性࡟影響

ࠊࡽ࠿解析ࡢ び YfhOࡼ࠾ CsbB ࠊ質ࢡࣃンࢱ膜ࡢ機能ᮍ知ࡓࡗ࡞࡟࠿ࡽ明ࡀ࡜ࡇࡿ୚えࢆ

枯草菌ࡢ細胞表層統合性維持機構ࡘ࡟い࡚新࡞ࡓ知見ࢆ得ࡼう࡜試ࠋࡓࡳ 

 ࡢ非存ᅾୗ࡛ࡣࡓࡲ存ᅾୗࡢ yfhO ࡜ csbBࠊ࡟ࡶ࡜࡜行うࢆ追試ࡢඛ行◊究ࠊ࡟ࡵࡌࡣ

SigM 活性化ࡢ詳ࡋいࢆࣝ࢖࢓ࣇࣟࣉ調査ࠋࡓࡋyfhO 遺伝子ࣛࢺࡢンࢰ࣏ࢫン挿入破壊株

やࢻ࣑ࢫࣛࣉࠊ (pMutin) 挿入破壊株࠾࡟い࡚ࠊSigM ࡀ活性化ࢆ࡜ࡇࡿࡍ示ࡓࡋඛ行◊

究࡛ࠊࡣYfhO ࢱンࢡࣃ質ࡢ機能ࡀ失わࡾࡼ࡟࡜ࡇࡓࢀ SigM ࡀ活性化࡚ࡋいࢤࠊ࠿ࡢࡿ

ࡢୖ࣒ࣀ DNA 配列ࡀศ断ࠊ࡛࡜ࡇࡓࢀࡉ極性効果ࡾࡼ࡟࡝࡞ yfhO 遺伝子以外ࡢ因子ࡢ

発現ࡀ失わࠊࢀ SigM 活性࡟影響ࢆ୚え࡚い࡜ࡾࡁࡗࡣࡣ࠿ࡢࡿわ࡚ࡗ࠿いࡑࠋࡓࡗ࠿࡞

導࡟ン挿入破壊株ࢰ࣏ࢫンࣛࢺࠊࡋࢢンࢽ࣮ࣟࢡࢆyfhO 遺伝子全長 ࡟ࢻ࣑ࢫࣛࣉࠊ࡛ࡇ

入ࠊ࡚ࡋ相補実験ࢆ行ࡽ࠿ࢻ࣑ࢫࣛࣉࠊࢁࡇ࡜ࡓࡗ yfhO ࢆ発現ࣛࢺࠊ࡛࡜ࡇࡿࡏࡉンࢫ

ࡇࡢࡇࠋ(Fig. 9-B)ࡓࡗ࡞ࡃ࡞ࢀࡽ見ࡀ昇ୖࡢSigM 活性 ࡓい࡚ࢀࡽン挿入破壊株࡛見ࢰ࣏

ࡽ考え࡜ࡿࡍ起因࡟࡜ࡇࡓࢀ失わࡀ機能ࡢ質ࢡࣃンࢱ YfhOࠊࡣ昇ୖࡢSigM 活性ࠊࡽ࠿࡜

 ࠋࡿࢀ

ḟࠊ࡟csbB ࡜ yfhOࡢࢀࡒࢀࡑ遺伝子ࡣࡓࡲࠊ両方ࡢ遺伝子ࢆḞ失ࡓࡏࡉ株ࢆ新࡟ࡓ作

成ࠊࡋSigM 活性ࢆ測定ࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋYfhO 非存ᅾୗࡿࡅ࠾࡟ SigM ࡢ活性化ࠊࡣcsbB 遺

伝子ࡢ存ᅾ࡟依存࡚ࡋいࡀ࡜ࡇࡿ確ࡓࢀࡽࡵ࠿(Fig. 11-A)ࠊࣉࡣ࡜ࡇࡢࡇࠋ 用いࢆࢻ࣑ࢫࣛ

࡚ csbB ࢆ人工的࡟発現ࡿࡏࡉ実験࡛確ࡓࢀࡽࡵ࠿(Fig. 11-B)ࡢࡽࢀࡇࠋ実験ࠊࡽ࠿CsbB 

 ࠋࡓࢀࡉ示唆ࡃ強ࡀ࡜ࡇࡿい࡚ࡋ関ಀ࡟相互࡟機能的ࠊࡣ YfhO ࡜

ࠊࡓࡲࠋࡓࡋ解析ࢆ相互作用ࡢ質間ࢡࣃンࢱࡢ YfhO ࡜ CsbBࠊ࡚ࡅཷࢆ結果ࡢࡽࢀࡇ

CsbB ࡜ YfhO ࡢ発現ࠊࡣSigM 活性࡟影響ࢆ୚え࡚いࠊࡽ࠿࡜ࡇࡿSigM ࢔ࡢࡑ࡜ンチ

࡟網羅的ࠊࡶい࡚ࡘ࡟ YhdK ࡿ୚えࢆ影響࡟び SigM 活性ࡼ࠾ 質 YhdLࢡࣃンࢱ࣐ࢢࢩ

相互作用ࢆ解析ࠋࡓࡋ解析ࠊࡣ࡟BACTH 法ࢆ用いࠊࡎࡲࠋࡓ既知ࡢ相互作用ࡘ࡟い࡚ࠊࡣ



SigM ࡜ YhdL ࡢ相互作用ࡀ検出ࠊࡀࡓࢀࡉYhdL ࡜ YhdK ࡢ相互作用ࡣ検出࡛࠿࡞ࡁ

ࡗいࡃࡲうࡀ共発現ࡢ質ࢡࣃンࢱࡢ大腸菌内࡛ࠊࡀࡿ୙明࡛あࡣ⏤理ࡢࡇࠋ(Fig. 12-B)ࡓࡗ

࡚い࡞いྍ能性やࠊadenylate cyclase ࡢサࢆࢺࢵࢽࣘࣈ fusion ࠊ࡛࡜ࡇࡓࡏࡉᮏ来あࡿ

ࢺࡢ質ࢡࣃンࢱ膜ࠊࡶ࡟他ࡢࡑࠋࡿࢀࡽ考えࡀ能性ྍࡓࡗ࡞ࡃ࡞ࡽࡇ起ࡀ相互作用ࡢࡎࡣ

ࢀࡒࢀࡑࡣ YhdK ࡜ YhdLࠋࡿࢀࡽ考えࡶ࡜ࡇい࡞ࡁ検出࡛ࡀ原因࡛相互作用ࡀ࣮ࢪ࣏ࣟ

膜貫通࢖࣓ࢻンࢆ㸯ࡼ࠾ࡘび㸱ࡘ持࡜ࡘ予測࡚ࢀࡉいࠋࡿ膜貫通ࡢ回数ࡀ奇数回࡛あࠊࡤࢀ

通常 N ᮎ端ࡣࡓࡲ C ᮎ端ࡀ࠿ࡽࡕ࡝ࡢ細胞質側ࡶࠊう一方࣒ࢬࣛࣉࣜ࣌ࡀ側࡟向い࡚い

ࡣࡃࡋࡶN ᮎ端 ࡢࢀࡒࢀࡑ質ࢡࣃンࢱࡢࡘ㸰ࠋࡿ C ᮎ端࡟ adenylate cyclase ࡢサࣘࣈ

ࢺࢵࢽࣘࣈサࠊࡶ࡚ࡋ࡜ࡓࡗあࡀ相互作用࡟質ࢡࣃンࢱࡢࡘ㸰ࠊ場合ࡓࡏࡉ融合ࢆࢺࢵࢽ

ࢱ࣮࣏ࣞࠊࡎࡽࡇ起ࡀ合成ࡢ cAMPࠊࡣ࡟場合ࡿあ࡟細胞内ࡀう片方ࡶࠊ細胞外ࡀ片側ࡢ

࣮遺伝子ࡢ発現ࡀ起࡞ࡽࡇいࡀ࡜ࡇ考えࠊࡓࡲࠋࡿࢀࡽ㸰ࡢࡘサࡀࢺࢵࢽࣘࣈ両方ࡶ࡜細

胞外࡟あࡿ場合ࠊࡣ࡟仮࡟ cAMP ࡢ合成ࡀ起ࠊࡶ࡚ࡋ࡜ࡓࡗࡇ細胞外࡟ᣑ散ࡲࡋ࡚ࡋうࡇ

 N ᮎ端側࡛ࠊࡽ࠿実験結果ࡢࢻࢵࣜࣈ࢖ࣁ࣮ࢶ酵母ࠊࡣい࡚ࡘ࡟ YhdL ࠋࡿࢀࡽ考えࡶ࡜

SigM ࡜相互作用ࡀ࡜ࡇࡿࡍ示ࠊࡾ࠾࡚ࢀࡉSigM ࡀ細胞質ࢱンࢡࣃ質࡛あࠊࡽ࠿࡜ࡇࡿN 

ᮎ端側ࡀ細胞質内࡟あ࡜ࡿ考え࡚ࢀࡽい14࠙ࡿ 相互作ࡢ YhdL ࡜ 実験࡛ SigMࡢ௒回ࠋࠚ

用ࡀ見ࠊࡶࡢࡓࢀࡽYhdL ࡢ N ᮎ端側࡟ T25 ࢖࣓ࢻンࢆ融合ࡓࡏࡉ場合࡛あࠊࡾ過去ࡢ

結果࡜矛盾࡞ࡋいࠊࡋࡔࡓࠋYhdL ࡜ YhdK ࡢ例ࡘ࡟い࡚ࡢ࡝ࡣ組ࡳ合わࡶ࡛ࡏ相互作用

࡝࡞ pull-down assay ࡵࡓい࡞い࡚ࡗࡲࡣ当࡚ࡣ࡟例ࡢࡇࠊᮍ掲載㸧ࢱ࣮ࢹ㸦ࡎࢀࡉ検出ࡀ

 ࠋࡿ必要࡛あࡀ確認ࡢ局ᅾࠊ発現ࡢ質ࢡࣃンࢱࡢ大腸菌内࡛ࠊ相互作用解析やࡓ用いࢆ

ḟࠊ࡟ᮍ知ࡢ相互作用ࢆ検出ࠊࡵࡓࡿࡍCsbB ࡜ YfhO ࢆ含࡚ࡵ相互作用解析ࢆ行ࡓࡗ

結果ࠊCsbB ࡜ YfhOࠊYfhO ࡜ YhdK ࡟相互作用ࡀ検出ࡓࢀࡉ(Fig. 12-C)ࠊࡓࡲࠋCsbB 

ࢻ膜貫通ࡣ YfhOࠋ(Fig. 12-C)ࡓࢀࡉ検出ࡀ相互作用ࡶ࡛ࡋう࡝ YfhO ࡣいࡿあࠊࡋう࡝

ࡿあࡢ相ྠ性ࠊࡣ CsbBࠊࡾ࠾࡚ࢀࡉ予測࡜ࡿい࡚ࡗ持ࡘ㸰ࡣ CsbBࠊ㸯㸱個ࢆン࢖࣓ GtrB 

 CsbBࠊࡣ࡜ࡇࡢࡇࠋࡿࢀࡉ予測࡜ࡿあ࡟細胞質側ࡶ࡜両端ࡢ質ࢡࣃンࢱࠊ࡜ࡿ考え࡜様ྠ࡜



相互作用ࡢ YfhOࠋࡿࡍ⮴一࡜࡜ࡇࡿい࡚ࢀࡉ検出ࡶ࡛ࡏ合わࡳ組ࡢ࡝ࡀ相互作用ࡢࡋう࡝

問題ࡢ発現ࡢ質ࢡࣃンࢱࡣࡃࡋࡶ࣮ࢪ࣏ࣟࢺࠊࡣࡢい࡞ࢀࡽ見࠿ࡋ࡛ࡏ合わࡳ組ࡢ一部ࡀ

前ࠊࢀࡉ示唆ࡀ࡜ࡇࡿࡍ相互作用ࡀ YfhO ࡜ CsbBࠊࡽ࠿結果ࡢࡽࢀࡇࠋࡿ考え࡚い࡜ࡔ

述ࡢ CsbB ࡜ YfhO ࡢ機能的࡞相関関ಀࢆ裏付ࡿࡅ結果ࠊࡣ࡟ࡽࡉࠋࡓࡗ࡞࡜YfhO ࡜ 

YhdK 間ࡶ࡟相互作用ࡀ検出ࠊࡽ࠿࡜ࡇࡓࢀࡉCsbB や YfhO ࠊࡣYhdK ࢆ通࡚ࡌ YhdL 

や SigM ࡜巨大࡞複合体ࢆ形成ࠊࡋ SigM ࡢ活性ࢆ制御࡚ࡋいྍࡿ能性ࡶ示唆ࠋࡓࢀࡉ 

 質ࢡࣃンࢱ࣐ࢢࢩンチ࢔ࠊࡁ࡜ࡿࡍ活性化ࡀ SigMࠊYfhO Ḟ損条件࡛ࠊࡽ࠿結果ࡢࡇ

YhdL やࠊYhdK ࡀศ解࡚ࢀࡉいྍࡿ能性ࢆ考慮ࡢࡽࢀࡇࠊࡋ条件࡛ࠊ細胞内ࡢ YhdL ࠾

条件ࡢࡽࢀࡇࠋࡓࡋ解析ࡾࡼ࡟ࢢン࢕ࢸࢵࣟࣈンࢱࢫ࢙࢘ࠊࢆ㔞ࡢ質ࢡࣃンࢱ び YhdKࡼ

࡞ࢀࡽ見ࡣ減少࡞࠿ࡽ明ࡢ㔞ࡢ び YhdKࡼ࠾ YhdLࠊࡀࡓࢀࡽ見ࡣ活性化ࡢ SigMࠊࡣ࡛

 ࠊࡣ活性化機構ࡢ SigM ࡿࡼ࡟ CsbB や YfhOࠊࡽ࠿࡜ࡇࡢࡇࠋ(Fig. 13-B&D)ࡓࡗ࠿

YhdL や YhdK ࡢศ解ࡣ௓࡚ࡋい࡞いࡀ࡜ࡇ示唆ࠋࡓࢀࡉᮏ◊究࡛ࠊࡣBACTH ࠾࡟い࡚

YfhO ࡜ YhdK ࡢ間࡟相互作用ࡀ検出ࡓࢀࡉ意味ࡘ࡟い࡚明࡚ࡗ⮳ࡣ࡟ࡿࡍ࡟࠿ࡽい࡞

いࡿ࡞ࡽࡉࠊࡵࡓ解析ࠊ確認ࡀ必要࡛あ࡜ࡿ考えࠋࡿ 

ྍࡿい࡚ࡋ関୚࡟活性制御ࡢ 直接 SigM ࡚ࡋ௓ࢆ YhdK ࡀ CsbB や YfhO ࠊࡓࡲ 

能性ࡀ考えࠊࡵࡓࡓࢀࡽḟࠊ࡟CsbB や YfhO ࡀ存ᅾ࡞ࡋいࠊ࡟ࡁ࡜SigM ࡟ࢫࣞࢺࢫࡢ

ࡏࡉḞ損ࢆ csbB や yfhO ࡣ SigMࠊ結果ࡢࡑࠋࡓࡋ検証ࢆ࠿う࡝࠿ࡿࡁ起ࡀ活性化ࡿࡼ

ࠊNaCl࢚ࠊࡶい࡚࠾࡟株ࡓ ࠋ(Fig. 14-A-D)ࡓࡋ活性化࡚ࡋ応答࡟ vancomycinࠊ酸ࠊ࣮ࣝࣀࢱ

少ࡶ࡜ࡃ࡞試験ࡓࡋ条件࡛ࡣ CsbB や YfhO ࡣ SigM ࢫࣞࢺࢫࡢ応答࡟必須࡛࡞ࡣいࡇ

 ࠋࡓࡗ࡞࡜࠿ࡽ明ࡀ࡜

ḟࠊ࡟CsbB ࡢ機能解析ࠊࡽ࠿CsbB 発現時࡟ SigM ࡀ活性化ࡿࡍ理⏤࡟迫ࢁうࠋࡓࡋ࡜ 

CsbB ࣒ࣛࢢࡣ陰性菌ࡢ  O 抗原ࡢ糖修飾࡟関୚ࡿࡍ  bactoprenol phosphate 

glucosyltransferaseࠊ GtrB࡜高い相ྠ性ࢆ持࡚ࡗいࡓ(Fig. 16-A)ࠊࡽ࠿࡜ࡇࡢࡇࠋCsbB

近い糖転移酵࡟ GtrB ࡚ࡵ含ࢆ CsbBࠊ࡛ࡇࡑࠋࡓࢀࡉ予測࡜ࡘ持ࢆ近い機能࡟ GtrB ࡣ



素࡟保存࡚ࢀࡉいࡿいࡢ࠿ࡘࡃ Asp 残ᇶࡘ࡟い࡚ࢽࣛ࢔ン࡟置換ࡓࡋ CsbB ࢱンࢡࣃ質

࢔ࠊ結果ࡢࡑࠋࡓࡋ検証ࢆ࠿う࡝࠿ࡿࡇ起ࡀ昇ୖࡢSigM 活性ࠊࡏࡉ発現ࡽ࠿ࢻ࣑ࢫࣛࣉࢆ

ࡓࡗ࠿࡞ࢀࡽ見ࡣ活性化ࡢ SigM ࡣ場合ࡓࡏࡉ発現ࢆ 変異型 CsbBࡘࡶࢆン置換ࢽࣛ

(Fig. 16-B)ࠊࡽ࠿࡜ࡇࡢࡇࠋCsbB ࡿࡼ࡟ SigM ࡢ活性化ࠊࡣCsbB ࡢ糖転移酵素࡚ࡋ࡜

ࡍ支持ࢆいう仮定࡜ࡿ糖転移酵素࡛あ ࡀ CsbBࠊࢀࡉ示唆ࡀ能性ྍࡿい࡚ࡋ依存࡟活性ࡢ

 ࠋࡓࡗ࡞࡜結果ࡿ

ḟࠊ࡟大腸菌ࡢ GtrB ࢆ枯草菌内࡛発現ࠊࡁ࡜ࡓࡏࡉCsbB ࡢ場合ࡃࡌྠ࡜ SigM ࡢ活

性化ࡀ起࡝࠿ࡿࡇうࢆ࠿検討ࡢࡑࠋࡓࡋ結果ࠊGtrB ࡽ࠿ࢻ࣑ࢫࣛࣉࢆ発現ࡓࡏࡉ場合ࠊࡶ࡟

CsbB ࡢ場合࡝࡯顕著࡛࡞ࡣいࠊࡢࡢࡶSigM ࡢ活性化ࡀ起ࡓࡗࡇ(Fig. 15-B)ࠊࡓࡲࠋGtrB 

 GtrBࠊࡾࡼ࡟実験ࡓ用いࢆ質ࢡࣃンࢱ࣓ࣛ࢟ࡘ持ࢆ膜貫通領域ࡢ CsbB ࡜ン࢖࣓ࢻ活性ࡢ

問題࡛あࡢ発現ࣞ࣋ࣝࡣࡃࡋࡶࠊ局ᅾࡢ࡬膜ࡢ質ࢡࣃンࢱࠊࡣࡢ弱いࡾࡼ CsbB ࡀ効果ࡢ

 .Fig)ࡓࡋ示唆ࢆ࡜ࡇࡿࡁ活性化࡛ࢆ SigM ࡟等程度ྠ࡜ CsbB ࡶ活性࡛ࡢ GtrBࠊࡾ

15-C)ࠋ 

ࡉ発現ࢆ (び GtrBN-CsbBCࡼ࠾ GtrB) 質ࢡࣃンࢱࡘ持ࢆン࢖࣓ࢻ活性ࡢ GtrBࠊ࡛ࡇࡇ 

ࡓࡗ࠿࡞い࡚ࡋ依存࡟有無ࡢ YfhOࠊࡾ࡞異࡜場合ࡢ CsbB ࡣ活性化ࡢ SigM ࡢ場合ࡓࡏ

(Fig. 15-B&C)ࡢࡇࠋ理⏤ࡘ࡟い࡚現段階࡛㸰ࡢࡘ仮説ࢆ立࡚࡚いࠋࡿ㸯ࠊࡣࡘCsbB ࡜ 

GtrB ࡢ機能࡛ࡌྠࡣあࠊࡀࡿYfhO ࡜ GtrB 間࡛ࢱࡣンࢡࣃ質相互作用࡞ࡁ࡛ࡀい࡜い

うྍ能性࡛あࢆࢀࡇࠋࡿ確ࠊࡣ࡟ࡿࡵ࠿GtrB ࡘ࡟い࡚ࡶ BACTH ࡛࡝࡞ YfhO ࡢ࡜相互

作用ࢆ解析ࡿࡍ必要ࡀあࡶࠋࡿう㸯ࠊࡣࡘCsbB ࡜ GtrB ࡢ機能ࡀ異࡜ࡿ࡞いう場合࡛あ

ࡓ似ࡣ GtrB ࡜ CsbBࠊࡽ࠿実験ࡓ用いࢆ質ࢡࣃンࢱ類似性や࣓࢟ࣛࡢ酸配列ࣀ࣑࢔ࠋࡿ

機能ࢆ持ࡀ࡜ࡇࡘ予想࡛ࠊࡀࡿࡁGtrB ࡜相ྠ性ࢆ持ࢱࡘンࢡࣃ質ࢫ࣮ࢥࣝࢢࠊࡣ࡟以外ࡢ

糖ࢆ C55-P ࡟付加ࡀࡢࡶࡿࡍい࠿ࡘࡃ知࡚ࢀࡽい࡜ࡓࠋࡿえࠊࡤ大腸菌ࡢ ArnC ࡣ GtrB 

࡜  約 ࡢ % 30  相 ྠ 性 ࡜ 約 ࡢ % 50  類 似 性 ࢆ 持 ࡘ ࡀ  C55-P ࡟ 

4-deoxy-4-formamido-L-arabinose ࢆ付加31࠙ࡋ 陰性菌࣒ࣛࢢࠊࠚ Francisella novicida ࡢ 



FlmF2 ࡣ C55-P ࡟ N-acetylgalactosamine ࢆ付加32࠙ࡿࡍ 利࡟཯応ࡀ酵素ࡢࡽࢀࡇࠋࠚ

用ࡿࡍ糖ࡼࡢ࡝ࢆう࡟区ู࡚ࡋい࡜ࡾࡁࡗࡣࡣ࠿ࡿわ࡚ࡗ࠿い࡞いࠊࡀ N ᮎ端側࡟ DxD 

motif ࢆ含ࡴ活性部఩ࢆ持ࠊࡕC ᮎ端側࡟膜貫通࢖࣓ࢻンࢆ㸰ࡘ持ࠊ࡜ࡇࡘ糖ࡢ転移ඛ࡜

࡚ࡋ࡜ᇶ質ࠊ࡜ࡇࡿࡍ利用ࢆ C55-P ࡚ࡋ UDP-sugar ࢆ利用ࡀ࡜ࡇࡿࡍ共通࡚ࡋいࠋࡿ 

CsbB ࡶ࡟ DxD motif や㸰ࡢࡘ膜貫通領域ࡀ保存࡚ࢀࡉいࢻ࢖ࣀࣞࣉࢯ࢖ࠊ࡟ࡽࡉࠋࡿ合

成系ࡢ酵素ࡢ発現ࢆ抑制ࡓࡋ株࡜ CsbB 過剰発現株ࡢ比較実験ࠊࡽ࠿CsbB ࡣ C55-P ࢆ

利用࡚ࡋいྍࡿ能性ࡀ高いࡀ࡜ࡇ示唆ࡢࡽࢀࡇࠋࡓࢀࡉ酵素ࡢ中࡛ ࢱンࢡࣃ質全体ࡋ࡜

࡚ CsbB ࡜最ࡶ高い࣍ࣔࣟࢆ࣮ࢪ持ࡣࡢࡘ GtrB ࡛あࠊࡀࡿCsbB ࢫ࣮ࢥࣝࢢࡀ以外ࡢ糖

機࡞遺伝学的࡟間ࡢ࡜ CsbB ࡣ YfhO ࠋࡿࢀࡽ考え࡟十ศࡣ能性ྍࡿࡍ転移࡟ C55-P ࢆ

能ࡢ相関ࡀ見ࠊࡵࡓࡿࢀࡽ CsbB ࡼ࠾び YfhO ࢫ࣮ࢥࣝࢢࡀ以外ࡢ糖ࢆ認識ࠊ࡟ࡵࡓࡿࡍ

GtrB ࡜ YfhO 間࡟遺伝学的࡞相互作用ࡀ見ྍࡓࡗ࠿࡞ࢀࡽ能性ࡀあࠋࡿUDP-Glc ࡢ生合

成ࢆ制限ࡓࡋ株࡛ࡶ CsbB ࡿࡼ࡟ SigM ࡢ活性化ࡀ起࡚ࡗࡇい࡜ࡇࡓ(Fig. 16)ࡢࡇࡶࡽ࠿

仮説ࡀあࡿ程度支持ࠋࡿࢀࡉCsbB ࡼ࠾び YfhO ࡼࡢ࡝ࡀう࡞糖ࢆ認識ࢆ࠿ࡿࡍ詳細࡟解

析ࠊࡣ࡟ࡵࡓࡿࡍ㸰ࡢࡘ膜ࢱンࢡࣃ質ࡢ精製やࣛࢆࣉ࣮ࢺࢯ࢖࢔࢜ࢪ使用ࡓࡋ糖転移実験

 ࠋࡿ課題࡛あࡢ௒後ࡣࢀࡇࠊࡵࡓࡿ࡞࡜必要ࡀ

ḟࠊ࡟CsbB-YfhO 系ࡢᮏ来ࡢ役割ࡘ࡟い࡚考察ࠋࡿࡍ枯草菌ࡢ csbB 遺伝子ࡘ࡟い࡚ࡣ

前述ࠊࡾ࠾࡜ࡢ一般ࢫࣞࢺࢫ応答࣐ࢢࢩ因子 SigB ࡜ 細胞表層࡟関連ࡿࡍ抗生物質࡟応答

ࡉ࡟࠿ࡽ明ࡀ࡜ࡇࡿࢀࡉ転写ࡽ࠿࣮ࢱ࣮ࣔࣟࣉࡿࢀࡉ認識࡟ 因子 SigX࣐ࢢࢩ ECF ࡿࡍ

活性࡚ࡋ応答࡟ࢫࣞࢺࢫ NaCl ࡣ転写ࡢࡽ࠿࣮ࢱ࣮ࣔࣟࣉSigB 認識 ࡕうࡢࡇࠊࡾ࠾࡚ࢀ

化࡟࡛ࡍࡀ࡜ࡇࡿࡍわ࡚ࡗ࠿い22,23࠙ࡿ ࠾࣮ࣝࣀࢱ࢚ࡣい࡚ࡘ࡟破壊株ࡢ csbBࠊࡓࡲࠋࠚ

ࡾ࠙࠾࡚ࢀࡉ示࡟実験的ࡀ࡜ࡇࡿࡍపୗࡀ ୗ࡛ viabilityࢫࣞࢺࢫ び NaClࡼ 20 ࠊࠚ࢚ ࣀࢱ

 NaClࠋ(Fig. 21-A)ࡓい࡚ࢀࡽ見ࡶ追試࡛ࡢᮏ◊究ࡣపୗࡢ viability ࡿࡼ࡟ࢫࣞࢺࢫ ࣮ࣝ

ᇵ養条件࡞࠿細ࠊࡣࢀࡇࠋࡓࡗ࠿࡞ࡁ࡛ࡣ࡜ࡇࡿࡍᮏ◊究࡛再現ࡣపୗࡢ viability ࡿࡼ࡟

    ࠋࡿ必要࡛あࡀ条件検討ࡿ࡞ࡽࡉࠊࡾあࡀ能性ྍࡿい࡚ࡋ起因࡟方法ࡢ違いや遺伝子破壊ࡢ



枯草菌 yfhO 遺伝子破壊株ࡢ表現型ࡘ࡟い࡚ࡣ௒࡛ࡲ◊究࡚ࢀࡉいࠊࡀࡓࡗ࠿࡞ᮏ◊究࡟

示ࢆ࡜ࡇࡿࡍపୗࡀ viability ࡟様ྠ࡜条件࡛ csbB 破壊株ࢫࣞࢺࢫ࣮ࣝࣀࢱ࢚ ࠊい࡚࠾

 viability ࡾࡼ࡟ࢫࣞࢺࢫ࣮ࣝࣀࢱ࢚ࡶい࡚ࡘ࡟஧㔜破壊株ࡢ csbB-yfhO ࠋ(Fig. 21-A)ࡓࡋ

ࢫࣞࢺࢫࡣ CsbB-YfhO ࡽ࠿஦実ࡢࡽࢀࡇࠋ(Fig. 21-A)ࡓࢀࡽ得ࡀいう結果࡜ࡿࡍపୗࡀ

ࠋࡓࢀࡉ示ࡀ࡜ࡇࡿい࡚ࡋࡓ果ࢆ役割ࡢ一定࡟応答ࢫࣞࢺࢫࡢ枯草菌ࠊࡋ発現࡚ࡋ応答࡟

yfhO 株࡛感ཷࠊࡣ࡚ࡋ関࡟ び細胞壁合成阻害剤 phosphomycinࡼ࠾ࢫࣞࢺࢫ熱ࠊࡓࡲ

性ࡢ変化ࡀ見ࠊࡀࡿࢀࡽcsbB ࡼ࠾び csbB-yfhO 株࡛ࡣ W.T. ࡜似ࡓ表現型ࢆ示࡜ࡍい

う結果ࡀ得ࡓࢀࡽ(Fig. 21-D)ࠋphosphomycin ࡢ耐性࣓࢝ࠊࡣ࣒ࢬࢽ抗生物質ࡾྲྀࡢ込ࡳ

びࡼ࠾破壊ࡢ遺伝子ࡿࡍ関୚࡟ phosphomycin ࡢศ解系ࡀ知ࡢࡽࢀࡇࠚ34 ,33࠙ࡀࡿࢀࡽ

変異ࡾࡼ࡟耐性ࢆ示ࠊࡤࡽ࡞ࡢࡓࡋ糖転移酵素ྍࡿࡍࢻ࣮ࢥࢆ能性ࡀ高い csbB ࡢ破壊࡛感

ཷ性࡟࡜ࡶࡀ戻ࡣ࡜ࡇࡿ考えࡃ࡟いࡣࢀࡇࢁࡋࡴࠋ SigM 活性ୖࡢ昇࡜似࡚ࠊࡾ࠾

CsbB-YfhO  いう࡜ࡿࢀࡉ阻害ࡀࣝࢡ࢖サࣜࡢ C55-P ࢁࡋࡴࡣࡾࡼいう࡜Ḟ損ࡢ機能ࡢ

CsbB ࡀࡳࡢ発現࡚ࡋいࡢࡁ࡜ࡿ細胞ࡢ状態ࢆ཯映࡚ࡋい࡜ࡿ考えࠋྠࡿࢀࡽ 細胞壁合成ࡌ

阻害剤࡛ࠊࡶ vancomycin や bacitracin ࡛ࡣ yfhO 株࠾࡟い࡚ phosphomycin ࡼࡢう

 ࡣ vancomycin や bacitracinࠋ(Fig. 21-D)ࡓࡗ࠿࡞ࢀࡽ得ࡣいう効果࡜ࡿࡍ変化ࡀ耐性࡟

C55-P ࣜࡢサࢆࣝࢡ࢖阻害ࠊࡀࡿࡍphosphomycin ࡣ C55-P ࡣ࡜無関ಀࡢ細胞壁合成ࢫ

ࡿい࡚ࡗࡀ࡞ࡘ࡟違いࡢ表現型ࡿࡅ࠾࡟yfhO 株ࠊࡀ࡜ࡇࡢࡇࠋ(Fig. 2)ࡿࡍ阻害ࢆࣉࢵࢸ

ྍ能性ࡶ考えࠊࡀࡿࢀࡽ結論ࢆ出ࡣ࡟ࡍ他ࡢ様々࡞細胞壁阻害剤ࢆ用い࡚実験ࢆ行う必要

 ࠋࡿあࡀ

ࡼࡶ࡟陽性菌࣒ࣛࢢࡢ他ࡣcsbB-yfhO 遺伝子ࠊࡾࡼ࡟解析ࡓ用いࢆࢫ࣮࣋ࢱ࣮ࢹ ࠊࡓࡲ

陽࣒ࣛࢢࡣ csbB-yfhO ࠊࡽ࠿࡜ࡇࡢࡇࠋ(Fig. 22)ࡓࡗ࡞࡟࠿ࡽ明ࡀ࡜ࡇࡿい࡚ࢀࡉ保存ࡃ

性菌࡟一般的࡞新࡞ࡓ糖転移࡛࣒ࢸࢫࢩあྍࡿ能性ࡀあࠊ࠾࡞ࠋࡿ一部࣒ࣛࢢࡢ陽性菌࡛

࣮ࢥࢆ質ࢡࣃンࢱࡢGtrA 様 ࡿࢀࡽ見࡟陰性菌 Gtr 系࣒ࣛࢢ ࡟間ࡢ yfhO ࡜ csbBࠊࡣ

い࡜ࡿ酵素࡛あࡢ類似ࡀ CsbB ࡜ GtrBࠋ(表示࡜ gtrA-like) ࡿい࡚ࡗ持ࢆ遺伝子ࡿࡍࢻ



Bacillus subtilis 

Bacillus clausii 

Halobacillus halophilis 

Macrococcus caseolyticus 

Bacillus pumilus 

Bacillus licheniformis 
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 family2(MCCL_0828) 

csbB yfhO yfhM yfhP 
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Fig. 22 Bacillus 属ࡼ࠾び࣒ࣛࢢ陽性菌࠾࡟けࡿ csbB ࡜ yfhO  ࡢ保存性ࠋ 
CsbB ࡼ࠾び CsbB ࡜相ྠ性を持ࡘ Glycosyltramsferase family 2 ࢱンࢡࣃ質をࢥーࡿࡍࢻ
遺伝子を青࡛示ࠋࡓࡋYfhO ࡼ࠾び YfhO motif を持ࢱࡘンࢡࣃ質をࢥーࡿࡍࢻ遺伝子 
(yfhO-like ࡜表記)をࢥーࡿࡍࢻ遺伝子を赤࡛示ࠋࡓࡋ持࡚ࡗいࡿ場合ࠊࡣGtrA-like ࡜
ࠋࡓࡋ遺伝子を黄色࡛示ࡿࡍࢻーࢥ質をࢡࣃンࢱࡓࢀࡉョンࢩーࢸノ࢔࡛ୖࢫー࣋ࢱーࢹ

  KEGG genome detabaseࠊࡣノ࣒࣐ップࢤࠋࡓࡋ白࡛示ࡣ遺伝子ࡿࡍ存在࡟近傍ࡢ他ࡢࡑ
(http://www.genome.jp/kegg/genes.html) ࡟従࡚ࡗ作成ࠋࡓࡋ 

http://www.genome.jp/kegg/genes.html


うᮏ◊究ࡢ示唆ࢆ踏ࡲえ࣒ࣛࢢࠊ࡜ࡿ陽性菌ࡿࡅ࠾࡟ gtrB-gtrA-gtrX ࡜いう࣒ࣛࢢ陰性菌

ࠊࡾ࠾࡚ࡋ対応࡟遺伝子配置ࡢ陽性菌࣒ࣛࢢいう࡜ csbB-gtrA-yfhO ࡀ遺伝子配置ࡿࡅ࠾࡟

陰性菌࣒ࣛࢢࠋࡿࢀ思わ࡜高いࡀ能性ྍࡓࡗあ࡛࣒ࢸࢫࢩࡢ一ྠ࡜ࡶ࡜ࡶࡣ系ࡢࡘ㸰ࡢࡇ

Bacillus 属細 ࡢ枯草菌や一部ࠊ࡚ࡋ対࡟ࡢࡿࡍ࡜必要ࢆ酵素ࡢࡘ㸱ࡀ修飾系ࡢO-抗原 ࡢ

菌ࡣ gtrA-like 遺伝子ࢆ持࡚ࡗい࡞いࠊࡀSigM ࡢ活性化や細胞形態࡟୚えࡿ影響ࢆ見ࡿ

限ࠊࡾ少ࡶ࡜ࡃ࡞枯草菌࠾࡟い࡚ࡣ csbB ࡜ yfhO 㸰ࡢࡘ遺伝子࡛機能ࡀ完結࡚ࡋいࡼࡿ

う࡟見えࠋࡿ枯草菌内࡛ࡣᮍ知ࡢ酵素ࡀ GtrA (flippase) ࡢ役割࡚ࡋࢆいࡣࡃࡋࡶࠊ࠿ࡿ 

YfhO ࡀ GtrA ࡢ࡚ࡋ࡜働ࡶࡁ持࡞ࢀࡋࡶ࠿ࡢࡘいࡢࡽࢀࡇࠋ知見ࠊࡽ࠿CsbB-YfhO ࢢࡣ

࣒ࣛ陽性菌࡟広ࡃศ布ࡿࡍ新奇ࢫࣞࢺࢫ࡞応答性ࡢ細胞表層構造糖修飾࡛࣒ࢸࢫࢩあࡇࡿ

ࢫࢩࡿࡍ付加ࢆ糖࡟構造ࡢ࡝ࠊࡕうࡢ枯草菌細胞表層ࡀCsbB-YfhO 系 ࠋࡓࢀࡉ示唆ࡀ࡜

O-抗原 ࡢ陰性菌࣒ࣛࢢࢁࡇ࡜ࡢ現ᅾࠊࡀい࡞い࡚ࡗ࡞࡟࠿ࡽᮏ◊究内࡛明ࡣ࠿ࡿあ࡛࣒ࢸ

 ࠋࡿい࡚ࡵ進ࢆ究◊ࡿ࡞ࡽࡉ࡚ࡋ想定ࢆ WTA や LTA ࡿあ࡛࣮ࢪࣟࢼ࢔࡞構造的ࡢ

 一方ࠊ枯草菌内࡟目ࢆ向ࠊ࡜ࡿࡅYkcC ࡜ YkoT ࡜いう CsbB ࡀࢢࣟࣔ࣍ࡢ存ᅾ࡚ࡋ

いࡿ(Fig. 23-A)ࢱࡢࡽࢀࡇࠋンࢡࣃ質ࡘ࡟い࡚ࡶ実験的࡟機能ࡣ証明࡚ࢀࡉい࡞い࡜ࠊࡀ

 ࠊࡾ࠾࡚ࢀࡉศ類࡟ glycosyltransferase family 2 ࡛ୖࢫ࣮࣋ࢱ࣮ࢹࡢ࠿ࡘࡃい࡟ࡶ

DxD motif や㸰ࡢࡘ膜貫通領域ࢆ持࡝࡞ࡘ CsbB ࡜共通点ࡀ見ࠋࡿࢀࡽykcC ࡼ࠾び 

ykoT ୖࡢ流ࢀࡒࢀࡑࡣ࡟ ykcBࠊykoS ࡜いう巨大࡞膜ࢱンࢡࣃ質ࡿࡍࢻ࣮ࢥࢆ遺伝子ࢆ

保持࡚ࡋいࡿ(Fig. 23-B)ࠋYfhO ࡽࢀࡇ࡜㸰ࡢࡘ膜ࢱンࢡࣃ質࡟明確࡞相ྠ性ࡣ見࡞ࢀࡽ

いࠊࡢࡢࡶ予想ࡿࢀࡉ膜貫通領域ࡢ数ࡣ YkcB ࡀ㸯㸲ࠊYkoS ࡀ㸶࡛あࠊࡾ㸯㸱ࡢ膜貫通

ࡓい࡞い࡚ࢀྲྀࡀ確認ࡢ株ࠊ࡟ࡽࡉࠋ程度近いࡿあ࡜ YfhO ࡿࢀࡉ予測࡜ࡘ持ࢆン࢖࣓ࢻ

ࡀࡿあࡣ࡛ࢱ࣮ࢹ࡞予備的ࡵ  ykcB 破壊株࠾࡟い࡚ ykcC ࢆ人工的࡟発現࡜ࡿࡏࡉ 

SigM ࡀ活性化࡜ࡿࡍいう結果ࡀ得࡚ࢀࡽいࡿ(ࢱ࣮ࢹᮍ掲載)ࡢࡇ ࠋ結果ࡣ csbB-yfhO 

 ࡣ場合ࡓࡋ誘導ࢆ発現ࡢ い࡚ ykoT࠾࡟ykoS 破壊株 ࠊ一方ࠋࡿ似࡚いࡃࡼ࡟関ಀࡢ

SigM ࡢ活性化ࡣ確認࡛ࡓࡗ࠿࡞ࡁ(ࢱ࣮ࢹᮍ掲載)ࠋykcB ࡜ ykcC ࣟ࣌࢜ࡣンࢆ形成ࡋ



YkcC    1 MSR-HIQYSIVVPVYNEELVIHETYQRLKEVMD------QTKENYELLFVNDGSKDRSIE 

YkoT    1 MKQSQPVLTIVVPCFNEEEVFQETSHQLTEVVDDLIEEKLIAEDSKILFVDDGSKDRTWA 

CsbB    1 --MKQGLISIIIPSYNEGYNVKLIHESLKKEFKNI------HYDYEIFFINDGSVDDTLQ 

 

 

YkcC   54 ILREHSLIDPRVKIIDFSRNFGHQIAITAGMDYAQG--NAIVVIDADLQDPPELILEMIE 

YkoT   61 LIAMESIRNKKVTGLKLACNVGHQKALLAGLHKAKNRSDCVISIDADLQDDISVIRDFML 

CsbB   53 QIKDLAATCSRVKYISFSRNFGKEAAILAGFEHVQG--EAVIVMDADLQHPTYLLKEFIK 

 

 

YkcC  112 KWKEGYEVVYAVRTKRKGETFFKKQTAAMFYRLLSGMTDIDIPIDTGDFRLMDRKVCDEM 

YkoT  121 KYHEGCEIVYGVRRSRKTDTFFKRTTALGFYRLMN-KLGIKLIYNHADFRLMNKRSLEEL 

CsbB  111 GYEEGYDQVIAQR-NRKGDSFVRSLLSSMYYKFINKAVEVDLRDGVGDFRLLSRQAVNAL 

 

 

YkcC  172 KRLKEKNPFVRGLVSWVGFKQTAVEYVRDERLAGETKYPLKKMLKLSMDGITTFSHKPLK 

YkoT  180 ERYPEANLFLRGIVPMIGFKSAEVLYDRKERFAGKTKYPLKKMLSFAFNGITSFSVAPIR 

CsbB  170 LKLSEGNRFSKGLFCWIGFDQKIVFYENVERKNGTSKWSFSSLFNYGMDGVVSFNHKPLR 

 

 

YkcC  232 LASYAGILMSGTGFLYMFIVLYLKLFTDSTITGWSSLIVIQLLFSGIVLLILGVIGEYIG 

YkoT  240 FFTLLGFVLFFLSAVAGIGAFIQKLLG-HTNAGWASLIISIWFLGGLQLMGIGIIGEYIG 

CsbB  230 LCFYTGIFILLLSIIYIIATFVKILTNGISVPGYFTIISAVLFLGGVQLLSLGIIGEYIG 

 

 

YkcC  292 RIYDEAKDRP--------LYIVQKSYGIENKRLYRDQHMS 

YkoT  299 TIFSEVKRRPKYAIDID-LYNEQLSPLQRQEKERLEKKYS 

CsbB  290 RIYYETKKRPHYLIKEANIPNKDLPETNELKSMRRLTKMH 

 

 

 

A. 

B. 

Fig. 23 枯草菌ෆࢤノ࣒ෆࡢ CsbB ࣍ࣔࣟࢢをࢥーࡿࡍࢻ遺伝子࡜ csbB ࡢ比較 
(A) CsbB ࢢࣟࣔ࣍ࡢࡑ࡜ YkcC ࡼ࠾び YkoT ࣛ࢔ࡢイ࣓ンࣛ࢔ࠋࢺイ࣓ンࡣࢺ ClustalX2 
プ࣒ࣟࣛࢢを用い࡚行いࠊBOX SHADE サーࣂー
(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html) ࡢ機能を用い࡚相ྠ部位を影࡛示ࡋ
ࡢḟࡣ Entry ID ࡢୖࢫー࣋ࢱーࢹࠋࡓࡋ得ྲྀࡽ࠿ࢫー࣋ࢱーࢹ UniprotKB ࡣ各配列ࠋࡓ
通ࠋࡾCsbB ; Q45539, YkcC ; O34319, YkoT ; O34755ࠋ(B) csbBࠊykcC ࡼ࠾び ykoT ࡢ
 BSORF ࡣノ࣒࣐ップࢤࠋ遺伝子ࡿࡍࢻーࢥ質をࢡࣃンࢱ膜࡞巨大ࡿい࡚ࡋ位置࡟近傍ࡢࡑ
 ࠋࡓࡋ作成࡚ࡗ従࡟ (/http://bacillus.genome.ad.jp)ࢫー࣋ࢱーࢹ

http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html
http://bacillus.genome.ad.jp/
http://bacillus.genome.ad.jp/


実験的ࡀ࡜ࡇࡿい࡚ࢀࡉ制御ࡾࡼ࡟ YclJK ࡜ ஧成ศ制御系 YrkQPࡢ機能ᮍ知ࠊࡾ࠾࡚

ࡉ࡟࠿ࡽ明ࡣい࡚ࡘ࡟転写制御ࡢ び ykoTࡼ࠾ ykoSࠊ一方ࠚ35,36࠙ࡿい࡚ࢀࡉ示唆࡟

転ࡿࡍ寄୚࡟応答ࢫࣞࢺࢫࡢ細菌࡛ࢇ並࡜因子࣐ࢢࢩ ECF ࡣ஧成ศ制御系ࠋい࡞い࡚ࢀ

写制御࡛࣒ࢸࢫࢩあࠊࡵࡓࡿ枯草菌ࡣ細胞外࡟ࢫࣞࢺࢫ応࡚ࡌ細胞表層ࡢ糖修飾ࢆ変化ࡉ

予ࡢ機能ࡢCsbB-YfhO 系 ࠋい࡞ࢀࡋࡶ࠿ࡢࡿい࡚ࡋ適応࡟環境ࡿࡍ千変万化࡛࡜ࡇࡿࡏ

測図࡜ CsbB ࡿࡼ࡟ SigM 活性化ࣝࢹࣔࡢ図ࢆ Fig. 24࡟示ࠋࡓࡋ 
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Fig. 24 CsbB ࡼ࠾び YfhO ࡢ機能࡜ CsbB ࡿࡼ࡟ SigM 活性化ࣝࢹࣔࡢ図ࠋ 

CsbB ࡣ GtrB を参考ࢪ࣏ࣟࢺ࡟ーを描いࠋࡓYfhO ࢪ࣏ࣟࢺࡣーࡀ୙明ࠊࡵࡓࡢ楕෇࡛示

糖転移反応を行࡚ࡋC55-P を介 ࡚ࡋ応答࡟ࢫࣞࢺࢫ ࡀ CsbB-YfhOࠊࡣ㔝生株࡛ࠋࡓࡋ

いࢱ࢚ࠊノーࣝや NaCl 耐性࡟寄୚࡚ࡋい࡜ࡿ考えࠋࡿࢀࡽYfhO Ḟ損状態࡛ࠊࡣC55-P ࡢ

ࣜサイࡀࣝࢡ阻害ࠊ࡛࡜ࡇࡿࢀࡉ主࡟ WTA 合成ࡀ滞ࢀࡑࠊࡾを࡚ࡋ࡜ࣝࢼࢢࢩ SigM ࡀ活

性化࡚ࡋい࡞ࡣ࡛ࡢࡿい࡜࠿考え࡚いࠋࡿ本研究࡛示唆ࡓࢀࡉ経路を赤࡛ࢀࡑࠊ以外を黒

質ࢡࣃンࢱ࣐ࢢࢩࢳン࢔ࡢ SigMࠋࡓࡋ点線࡛示ࡣい部ศࡋ乏ࡀ実験的証拠ࠊࡋ矢印࡛示ࡢ

 ࠋࡿ୙明࡛あࡔ未ࡣ࠿う࡝࠿ࡿい࡚ࡋを感知ࣝࢼࢢࢩ直接ࡀ

エ䝍ノー䝹 NaCl  resistance ? 

sugar 

GlcNAc Glucose 

ManNAc 



㸲㸫㸱㸬SigM ࡢ活性化ࡘ࡟ࣝࢼࢢࢩい࡚ 

ࠊ࡜ࡇࡿࡍ応答࡟ࢫࣞࢺࢫ環境࡞様々ࠊࡣい࡚ࡘ࡟ 枯草菌 SigMࠊࡾ࠾࡜ࡓ࡭述࡟࡛ࡍ 

複数ࡢ細胞表層࡟影響ࡿࡍ抗生物質࡟応答࡟࡛ࡍࡀ࡜ࡇࡿࡍ明࡚ࢀࡉ࡟࠿ࡽいࠊࡀࡓ 活性

化条件ࡀ多岐࡟渡ࠊࡵࡓࡿSigM ࡀ実際࡟何ࢆ感知࡚ࡋ活性化࡚ࡋいࡃࡼࡣ࠿ࡿわ࡚ࡗ࠿い

ࡀ知見ࡢ࠿ࡘࡃいࡶい࡚ࡘ࡟ࣝࢼࢢࢩSigM 活性化 ࠊࡽ࠿実験ࡓࡗᮏ◊究࡛行ࠋࡓࡗ࠿࡞

得ࠋࡓࢀࡽ 

 CsbB ࡢ機能解析ࢆ行ࡓࡗ実験࡛ࠊࡣCsbB ࡢ糖転移酵素ࡢ࡚ࡋ࡜機能ࡀ細胞内ࡢ 

C55-P ࣜサࢆࣝࢡ࢖阻害࡛࡜ࡇࡿࡍ SigM ࢆ活性化࡚ࡏࡉいྍࡿ能性ࢆ示唆࡟࡛ࡍࠋࡓࡋ 

SigM ࢆ活性化ࡀ࡜ࡇࡿࡏࡉ知࡚ࢀࡽいࡿ bacitracin ࡜いう抗生物質ࠊࡣbactoprenol 

pyrophosphate(C55-PP) phosphatase ࡢ活性ࢆ阻害ࡀ࡜ࡇࡿࡍ知࡚ࢀࡽいࠋࡿ 糖࢟ࣕࣜ

ࠊࢀࡉ合成ࡀ C55-PP-sugar ࡽ࠿ NDP-sugar ࡜ C55-Pࠊࡣ࡟ࡁ࡜ࡃ働ࡀ C55-P ࡚ࡋ࡜࢔

糖࢟ࣕࣜࡢ࡚ࡋ࡜࢔役割ࢆ終えࡓ直後ࡢ bactoprenol ࡣ C55-PP ࡢ形࡛存ᅾࠊࡋ再利用ࡍ

37࠙ࡿ࡞࡜必要ࡀ脱ࣜン酸化ࡣ࡟ࡵࡓࡿ い࡜ bcrC ࡣ枯草菌࡛ࡣC55-PP phosphataseࠋࠚ

う遺伝子ࠊࡾ࠾࡚ࢀࡉࢻ࣮ࢥ࡟bcrC ࡢ転写ࡣ SigM ࡟依存࡚ࡋいࠊࡽ࠿ࠚ38,39࠙࡜ࡇࡿ

bacitracin ࡛ SigM ࡀ活性化ࡣ࡜ࡇࡿࡍ非常࡟理࡚ࡗ࡞࠿࡟いࠊ࡟ࡽࡉࠋࡿ抗生物質 

friulimicin B ࡣ細胞ࡢ外側࡟あࡿ C55-P ࡟結合࡚ࡋ細胞内ࡢ࡬再回཰ࢆ直接的࡟阻害ࡍ

 friulimicin Bࠊࡀࡿい࡚ࢀࡉ示唆ࡽ࠿証ᣐ࡞実験的ࡀ࡜ࡇࡘ持ࢆ࣒ࢬࢽいう作用࣓࢝࡜ࡿ

40࠙ࡓࢀࡉ࡟࠿ࡽ明࡚ࡗ࡞࡟最近ࡀ࡜ࡇࡿࢀࡉ活性化ࡃ強ࡀ SigM ࡾࡼ࡟添加ࡢ ࢀࡇࠋࠚ

い࡜いࡋࡽ࠿確ࡣ࡜ࡇࡿࡍ活性化ࡀ SigM ࡚ࡗࡼ࡟阻害ࡢ再回཰ࡢ C55-Pࠊࡽ࠿஦実ࡢࡽ

えࠋࡿ 

 一方࡛ࠊC55-P ࡢ再回཰ࡀ阻害ࣉ࣌࡜ࡿࢀࡉチ࢝ࣜࢢࢻンや WTA ࡝࡞細胞表層ࡢ主要

 ࡓࢀࡉ阻害ࡀ再回཰ࡣ実験࡛ࡢ࡛ࡲ௒ࠋࡿࢀࡽ考え࡜ࡿࢀࡉ阻害ࡀ合成ࡢ構成成ศ࡞

C55-P 自体ࡀ SigM ࢆ活性化ࠊ࠿ࡢࡿࡏࡉC55-P ࣜࡢサࡀࣝࢡ࢖阻害ࡓࢀࡉ結果࡚ࡋ࡜

細胞表層ࡢ構成成ศࡀ合成࡞ࢀࡉい࡛࡜ࡇ SigM ࡀ活性化࡜ࡾࡁࡗࡣࡣ࠿ࡢࡿࡍわ࡞ࡽ࠿



いࠊ࡛ࡇࡑࠋ合成࡟ C55-P ࢆ使用ࡿࡍ WTA 合成ࡢ各ࡢࣉࢵࢸࢫ酵素ࡢ発現ࢆ調節ࡿࡍ

ࡉ予想࡜ࡿࡍ干渉࡟ࣝࢡ࢖サࣜࡢ C55-Pࠊࡣ実験࡛ࡢࡇࠋࡓࡋ࡜うࡼࡵ࠿確ࢆࢀࡇ࡛࡜ࡇ

 WTA ࡀい࡞ࡋ干渉࡟ࣝࢡ࢖サࣜࡢ C55-Pࠊࡃ࡞࡛ࡅࡔ発現制御株ࡢ TagB や TagF ࡿࢀ

ࡽࡳࡀ活性化ࡢ SigM ࡶい࡚࠾࡟発現制御株ࡢ TagO ࡿࢀࡉ予想࡜い࡞ࢀ行わࡣ合成ࡢ

WTA合 ࡣ活性化ࡢ SigM ࡿࡼ࡟再回཰阻害ࡢ C55-P ࠊࡽ࠿࡜ࡇࡢࡇࠋ(Fig. 20-B)ࡓࢀ

成ࡀ阻害ࡓࢀࡉ結果࡛あྍࡿ能性ࡀ高い࡜考えࠋࡿࢀࡽ 

い࠾࡟発現制御株ࡢ遺伝子ࡢ合成系ࢻ࢖ࣀࣞࣉࢯ࢖ࡿࡍ関୚࡟生合成ࡢ C55-Pࠊ࡟ࡽࡉ

新ࡣ阻害ࡢࣝࢡ࢖サࣜࡢ C55-P ࡶࡽ࠿࡜ࡇࡢࡇࠋࡓࡋ示ࢆ࡜ࡇࡿࡍ活性化ࡀ SigM ࡶ࡚

規࡟ C55-P ࡀ使用࡛࡞ࡁい࡟࡜ࡇ⏤来࡚ࡋいࡀ࡜ࡇࡿ示唆࢖ࣀࣞࣉࢯ࢖ࠊࡋࡔࡓࠋࡓࢀࡉ

C55-P 合成 ࡞直接的ࠊࡵࡓࡿࢀࡉ使用࡛ࣉࢵࢸࢫ代謝࡞様々ࡶ࡟合成以外ࡢ C55-P ࡣࢻ

酵素࡛あࡿ UppS ࡢ発現制御株ࢆ用い࡚追試ࢆ行う必要ࡀあ࡜ࡿ考えࠋࡿࢀࡽ 

ࡢࡵࡓࡿい࡚考えࡘ࡟ࣝࢼࢢࢩSigM 活性化 ࡶい࡚࠾࡟究◊ࡢࣉ࣮ࣝࢢ究◊ࡢูࠊࡓࡲ 

㔜要࡞知見ࡀい࠿ࡘࡃ得ࠊࡎࡲࠋࡿࢀࡽ人工的࡟遺伝子ࡢ破壊や発現抑制ࢆ行う࡛࡜ࡇ 

SigM ࢆ活性化ࡿࡏࡉ条件ࡀい࠿ࡘࡃ知࡚ࢀࡽいࠋࡿ近年ࠊWTA ࣒ࣛࢢࡃࡌྠ࡜陽性菌ࡢ

主要࡞細胞表層構成成ศ࡛あࡿ LTA ࡢ生合成酵素 LtaS ࡢ破壊株࠾࡟い࡚ SigM ࡀ活

性化ࡀ࡜ࡇࡿࡍ明12࠙ࡓࢀࡉ࡟࠿ࡽ ࡟破壊ࡢ UgtP ࡿ糖脂質合成酵素࡛あࠊ࠿࡯ࡢࡇࠋࠚ

41࠙ࡿい࡚ࢀࡽ知ࡀ࡜ࡇࡿࡍ活性化ࡀ SigM ࡶ࡚ࡗࡼ ࡞少ࡣ影響ࡿࡼ࡟破壊ࡢ UgtP ࠋࠚ

ࡿࡍ変化ࡀ膜組成࡜ࡿ࡞ࡃ࡞ࢀࡉ合成ࡀ糖脂質ࠊ࡚ࡋ࡜目ࡘ㸯ࠋࡿࢀࡽ考えࡾ㸰通ࡶ࡜ࡃ

ࡃࡲうࡀ質ࢡࣃンࢱ࣐ࢢࢩンチ࢔ࡿ質࡛あࢡࣃンࢱ膜ࡃ࡞関ಀࡣ࡜ࣝࢼࢢࢩࡢᮏ来ࠊࡵࡓ

機能࡛ࠊࡾ࡞ࡃ࡞ࡁ SigM ࡀ活性化ࡲࡋ࡚ࡋうྍ能性ࡀあࠋࡿ㸰ࡘ目ྍࡢ能性ࠊ࡚ࡋ࡜LTA 

ࡓࡿい࡚ࢀࡽ知ࡀ࡜ࡇࡿࢀ行わ࡚ࡋ࡜土ྎࢆ糖脂質ࡿࢀࡉ合成࡚ࡗࡼ࡟ UgtP ࡣ生合成ࡢ

ࡵ࠙ 14 ࠿ࡢࡿい࡚ࡏࡉ活性化ࢆ SigM ࡛࡜ࡇࡿࡍ阻害ࢆ生合成ࡢ LTA ࡣ破壊ࡢ UgtPࠊࠚ

ࠊࡽ࠿࡜ࡇࡿい࡚ࡋ活性化ࡀ SigM ࡾࡼ࡟合成阻害ࡢ び WTAࡼ࠾ LTAࠋい࡞ࢀࡋࡶ

SigM ࡣ細胞表層࢜ࢽ࢔ࡢン࣏࣐࣮ࣜࡢ合成阻害࡚ࡗࡼ࡟活性化ྍࡿࡍ能性ࡀ高いࠋ௒後ࠊ



実際ࡢࡽࢀࡇ࡟条件࡛ LTA や WTA ࡀ合成࡚ࢀࡉい࡞いࢆ࡜ࡇ実験的࡟確ࡿࡵ࠿必要ࡀ

あࠋࡿ 

ࡽ࠿実験結果ࡓ用いࢆ発現制御株ࡢ gtaB ࡿࡍ関୚࡟UDP-Glc 合成 ࡣ仮説ࡢࡇࠊࡓࡲ 

ࡣ UDP-Glcࠋࡿࢀࡉ支持ࡶ LTA 合成ࡢ足場ࡿ࡞࡜糖脂質ࡢ合成過程࡛ࢫ࣮ࢥࣝࢢ源ࡋ࡜

࡚使用ࠊࡵࡓࡿࢀࡉgtaB ࡢ発現ࢆ抑制࡟ࡁ࡜ࡓࡋ SigM ࡀ活性化ࡣࡢࡿࡍ LTA ࡢ合成

 ࠋࡿࢀࡽ考え࡜ࡿࡍ起因࡟࡜ࡇい࡞ࢀ行わ࡟ṇ常ࡀ

抗生物質ࢆ用いࡓ◊究࡛ࠊࡣ多ࣉ࣌ࡢࡃチ࢝ࣜࢢࢻン細胞壁合成阻害剤࡟応答࡚ࡋ SigM

チࣉ࣌࡞様々ࠊࡣ実験࡛ࡢࣉ࣮ࣝࢢ究◊ࡿあࠊࡋ࠿ࡋࠋࡓい࡚ࢀࡽ知ࡀ࡜ࡇࡿࡍ活性化ࡀ

 Lipid II前駆体 (C55-PP-MurNAc-pentapeptide-GlcNAc)ࠊࡕうࡢ阻害剤ࢆン合成࢝ࣜࢢࢻ

38࠙ࡿい࡚ࢀࡽ得ࡀいう結果࡜ࡿࡏࡉ活性化ࡃࡼࢆ SigM ࡀࡢࡶࡿࡍ結合࡟  Lipid II ࠋࠚ

 ࠊࡣ࡜ࡇࡢࡇࠋࡿࡀ࡞ࡘ࡟阻害ࡢ再回཰ࡢ C55-P ࡣ࡜ࡇࡿࢀࡉ阻害ࡀ状態࡛細胞壁合成ࡢ

C55-P ࣜࡢサࡢࣝࢡ࢖阻害ࡀ SigM ࡢ活性化ࢆ引ࡁ起࡜ࡍࡇいう仮説࡜一⮴ࠊࡓࡲࠋࡿࡍ

C55-P ࡢ再回཰ࡢ阻害ࡣ WTA ࡢ合成阻害ࢆ引ࡁ起࡛࡜ࡇࡍࡇ SigM ࢆ活性化ྍࡿࡏࡉ

能性࡟࡛ࡍࡣ࡟言及ࠊࡀࡓࡋLipid II 前駆体࡟干渉࡞ࡋい細胞壁阻害剤࡛ࡶ多少 SigM ࡀ

活性化ࠊࡣࡢࡿࡍ WTA ࣉ࣌ࡀチ࢝ࣜࢢࢻン࢔࡟ン࣮࡚࢝ࢀࡉいࡵࡓࡿ間接的࡟ WTA ࡀ

影響࡚ࡅཷࢆい࡞ࢀࡋࡶ࠿ࡽ࠿ࡿいࠋ一方ࠊ 枯草菌 SigM ࣟࣗࢠࣞࡢンࡣ࡟ WTA 合成

系ࡢ酵素ࠊ LTA 合成系ࡢ酵素ࡼ࠾び WTA 合成࡟必要࡞ C55-P 供給࡟必須ࣀࣞࣉࢯ࢖࡞

11࠙ࡾ࠾࡚ࢀࡲ含ࡀ遺伝子ࡿࡍࢻ࣮ࢥࢆC55-PP phosphataseࠊ生合成系酵素ࢻ࢖  WTAࠊࠚ

や LTA 機能Ḟ損ࡾࡼ࡟ SigM ࡀ活性化ࡣࡢࡿࡍ非常࡟合理的࡛あ࡜ࡿ考えࠋࡿࢀࡽ 

Ḟ損ࡢ WTA や LTA ࡓࡋ௓ࢆ阻害ࡢࣝࢡ࢖サࣜࡢ C55-P ࡣ 枯草菌 SigMࠊ࡛ࡲࢀࡇ

ࡣい࡚ࡘ࡟実験以外ࡓ用いࢆ抗生物質ࠊࡋ࠿ࡋࠋࡓࡁ࡚ࡋ主張ࢆ࡜ࡇࡿࡍ活性化࡚ࡗࡼ࡟

遺伝子ࡢ破壊ࡣࡃࡋࡶ発現制御ࢆ࡝࡞利用ࠊࡾ࠾࡚ࡋ自然環境中࡛ࡀࢀࡇ起࡯ࡣ࡜ࡇࡿࡇ

 塩ࠊࡣ࡚ࡋ࡜条件ࢫࣞࢺࢫ環境ࡿࡏࡉ活性化ࢆ SigMࠊࡤࡅ除ࢆ抗生物質ࠋい࡞えࡾあࡰ

(NaCl)ࠊ࣮ࣝࣀࢱ࢚ࠊ酸ࠊ熱ࡼ࠾びࡿࡼ࡟ࢺ࣮ࢥࣛࣃ過酸化ࡀࢫࣞࢺࢫ知࡚ࢀࡽいࠋࡿ塩



ࢺࢫࡢ複数ࡓࡗい࡜ࢫࣞࢺࢫ脱水ࠊࢫࣞࢺࢫン࢜࢖やࢫࣞࢺࢫ浸透ᅽࡣい࡚ࡘ࡟ࢫࣞࢺࢫ

細胞表ࠊࡾン࣏࣐࣮࡛ࣜあ࢜ࢽ࢔ࡣ WTA や LTAࠋࡿࢀࡽ考えࡀ࡜ࡇࡿ࠿࠿࡟細胞ࡀࢫࣞ

層ࢆ陰性࡟保ࡘ働࡜ࡘࡶࢆࡁ言わ࡚ࢀいࠊࡵࡓࡿ実ࡣ WTA や LTA ࡞ࡀいࡢࡁ࡜ SigM 

活性ࡢ࡬影響ࡣ細胞表層ࡢ陰性度ࡀୗ࡟࡜ࡇࡿࡀ⏤来ࠊࡾ࠾࡚ࡋ陽࢜࢖ン࡚ࡗࡼ࡟細胞表

層ࡢ陰性度ࡀୗ࡛࡜ࡇࡿࡀ SigM ࡢ活性化ࡀ起࡞ࢀࡋࡶ࠿ࡢࡿࡇいࢫࣞࢺࢫ࣮ࣝࣀࢱ࢚ ࠋ

ప濃度࡟一般的ࠊࡀい࡞い࡚ࢀࡉ究◊ࡾࡲあࡣ (࡝࡞ stimulon)影響ࡍࡰ及࡟枯草菌細胞ࡀ

࡜ࡿ୚えࢆ影響ࡢ࡝࡞変性ࡢ膜脂質ࠊ変性ࡢ質ࢡࣃンࢱࡿࡼ࡟脱水࡟細胞ࡣ࣮ࣝࣀࢱ࢚ࡢ

機ࡃࡲうࡀ質ࢡࣃンࢱ࣐ࢢࢩンチ࢔ࡿ質࡛あࢡࣃンࢱ膜ࡾࡼ࡟影響ࡢࡽࢀࡇࠋࡿい࡚ࢀࡉ

能࡛ࠊࡾ࡞ࡃ࡞ࡁ SigM ࡀ活性化࡞ࢀࡋࡶ࠿ࡢࡿࡍいࠋ酸ࡘ࡟ࢫࣞࢺࢫい࡚ࣜࢸࢡࣂࠊࡣ

◊程度ࡿあࡣい࡚ࡘ࡟ stimulonࠊࡢࡢࡶい࡞い࡚ࡗ࠿ศ࡜ࡾࡁࡗࡣࡣ影響ࡿ୚え࡟細胞࢔

究࣒ࣛࢢࠊࡾ࠾࡚ࢀࡉ陽性菌 Staphylococcus aureus ࡛࣑࢔ࠊࡣンࡢ࡝࡞塩ᇶ性成ศࡢ生

成酵素ࡢ遺伝子ࡢ他ࠊ膜脂質ࡢ生合成遺伝子やࢱࢺ࣮ࢥࠊンࢡࣃ質࡝࡞細胞表層࡟関連ࡍ

࠿ࡽ明ࡀ࡜ࡇࡿࡍ活性化ࡀ遺伝子ࡢ系ࡳ込ࡾྲྀࡢ࡝࡞࣮ࣝࣟࢭࣜࢢࠊ糖ࠊ金属ࠊ遺伝子ࡿ

42࠙ࡿい࡚ࢀࡉ࡟ 酸ࠊࡽ࠿࡜ࡇ多いࡀࡢࡶࡿࡍ存ᅾ࡟細胞表層ࠊࡣ質ࢡࣃンࢱࡢࡽࢀࡇࠋࠚ

ࡗࡼ࡟作用ࡢࡇࠊࡃ高ࡀ能性ྍࡿい࡚ࡏࡉ変性ࢆ質や構造ࢡࣃンࢱࡢ細胞表層ࡣࢫࣞࢺࢫ

近年ࠊࡓࡲࠋࡿࢀࡽ考え࡜ࡿࡍ活性化ࡀ SigM ࡚ࡗ失ࢆ機能ࡀ質ࢡࣃンࢱ࣐ࢢࢩンチ࢔࡚

細胞内外ࡢ pH 勾配ࡢ変化ࡾࡼ࡟細胞表層࡟局ᅾࡿࡍ細胞壁ศ解酵素㸦࣮࢜ࢩࣜࢺン㸧ࡢ

活性ࡀ変化ࡀ࡜ࡇࡿࡍ提唱࡚ࢀࡉい43࠙ࡵࡓࡿ 細ࡓࡋ活性化࡟過剰ࡾࡼ࡟ࢫࣞࢺࢫ酸性ࠊࠚ

胞壁ศ解酵素ࡢ作用࡛ࣉ࣌ࠊチ࢝ࣜࢢࢻンや WTA 等ࡀ構造ࢆ保࡚ࠊࡾ࡞ࡃ࡞SigM ࡢ活

性化ࢆ誘導࡚ࡋいྍࡿ能性ࡶあࠋࡿ熱ࡣࢫࣞࢺࢫ細胞膜ࡢ流動性ࢆ変化࡚ࡏࡉ膜ࢱンࢡࣃ

質࡟影響ࢆ୚えࠊ࠿࡯ࡿ熱࡟弱いࢱンࢡࣃ質ࡢ変性ࠊࡵࡓࡍࡽࡓࡶࢆ膜ࢱンࢡࣃ質࡛あࡿ

ࢫ過酸化ࠋい࡞ࢀࡋࡶ࠿ࡢࡿࡍ活性化ࡀ SigM ࡚ࢀ失わࡀ機能ࡢ質ࢡࣃンࢱ࣐ࢢࢩンチ࢔

ࠊ࡛࡜ࡇࡿࡌ生ࡀࣝ࢝ࢪ生体内࡛ࣛࠊࡣ処理࡛ࡿࡼ࡟ࢺ࣮ࢥࣛࣃࡿࢀࡉ࡜ࡿࡌ生ࢆࢫࣞࢺ

様々࡞ศ子࡟悪影響ࢆ୚えࡀ࡜ࡇࡿ知࡚ࢀࡽいࡢࢺ࣮ࢥࣛࣃࠋࡿ厳密࡞作用機構ࠊࡣ影響



 SigMࠊࡣ࡟耐性機構ࢺ࣮ࢥࣛࣃࡿࡅ࠾࡟枯草菌ࠊࡀい࡞い࡚ࢀࡽ知ࡾࡲあࡵࡓࡿ渡࡟広範ࡀ

࠙࡜ࡇࡿࡍ関୚ࡀ BcrC ࡿび C55-PP phosphatase ࡛あࡼ࠾ 44 ࠊࡾ࠾࡚ࢀࡉ࡟࠿ࡽ明ࡀࠚ

ࣞࢺࢫ酸化ࠋࡿࢀࡽ考えࡀ࡜ࡇࡿい࡚ࡋ作用࡟ࣝࢡ࢖サࣜࡢ C55-P ࡶい࡚ࡘ࡟ࢺ࣮ࢥࣛࣃ

࡟的ࣝࢡ࢖サࢆ཯応ࣝ࢝ࢪࣛࡣࢫࣞࢺࢫ酸化ࡿࡼ࡟ࢺ࣮ࢥࣛࣃࡶ࡛ࡢ中ࡢ試薬ࡿࡌ生ࢆࢫ

何度ࡶ生ࡵࡓࡿࡌ非常࡟強力࡛あࡀ࡜ࡇࡿ知ࠊࡾ࠾࡚ࢀࡽH2O2 ࡿࡼ࡟酸化ࡣ࡛ࢫࣞࢺࢫ 

SigM ࡢ活性化ࡣ見࡚ࢀࡽい࡞い࠙10 ࡣࢫࣞࢺࢫ酸化ࠊࡽ࠿࡜ࡇࡢࡇࠋࠚ SigM ࡢ真ࡢ活性

化࡞ࡣ࡛ࢫࣞࢺࢫい࡞ࢀࡋࡶ࠿ࡢいࠋ 

活ࢆ SigM ࡾࡼ࡟ࢫࢩࢿ࢙ࢪࢱン࣑࣮ࣗࢰ࣏ࢫンࣛࢺࡣびඛ行◊究࡛ࡼ࠾ᮏ◊究ࠊࡓࡲ

性化ࡿࡏࡉ因子ࢆ広ࡃ探索ࢆ࡜ࡇࡿࡍ試࡚ࡳいࠋࡿ見ࡓࡗ࠿ࡘ因子ࡢ中ࠊࡣ࡟細胞表層࡟

関連ࡿࡍ機能ࡘࡶࢆ yddH や liaS ࠊ࠿࡯ࡢ様々࡞機能ࢆ持ࡀࡢࡶࡘ含࡚ࢀࡲいࡓ(Table. 

ࡾࡼ࡟遺伝子破壊ࠋ(5 SigM 活性ୖࢆ昇ࡓࡏࡉ glpD 3-࣮ࣝࣟࢭࣜࢢ ࡣ-ࣜン酸ࡢ代謝࡟関

୚ࡿࡍ酵素࡛あࠋࡿᮏ◊究࡛ࠊ SigM ࡢ活性化࡚ࡋ࡜ࣝࢼࢢࢩ WTA や LTA ࡿࡼ࡟細胞

表層ࡢ陰性度ࡀ関୚ࢆ࡜ࡇࡿࡍ示唆࢜ࢽ࢔ࡢࡽࢀࡇࠊࡀࡓࡋン࣏࣐࣮ࣜࡢ主成ศࢭࣜࢢࡣ

࣮ࣟࣝࣜン酸࡛あࠊࡽ࠿࡜ࡇࡿglpD ࡢ破壊ࡀ SigM ࢆ活性化࡜ࡿࡏࡉいう஦実ࡣ仮説࡟

あࡿ程度合⮴࡚ࡋい࡜ࡿいえࠊ࠿࡯ࡢࡇࠋࡿABC ࣛࢺンࡿࡍࢻ࣮ࢥࢆ࣮ࢱ࣮࣏ࢫ ecsB ࡢ

破壊ࡣ SigW ࡢ活性化࡟関わࡀ࡜ࡇࡿ知ࠊࡾ࠾࡚ࢀࡽ SigM ࡢ活性制御ࡶ࡟何ࡢ࠿ࡽ役割

サࡢࢮ࣮࢝ࣟࢫンࣛࢺࡿࡏࡉ局ᅾ࡟細胞外ࢆ質ࢡࣃンࢱࡣ secDF ࠋい࡞ࢀࡋࡶ࠿ࡢࡘ持ࢆ

行う酵素ࢆࢫンࢼࢸン࣓ࡢ細胞表層構造ࡣ ecsB や secDF ࠋࡿい࡚ࡋࢻ࣮ࢥࢆࢺࢵࢽࣘࣈ

遺伝ࡢ࠿࡯ࡢࡑࠋい࡞ࢀࡋࡶ࠿ࡢࡿࡍ関୚࡟統合性維持ࡢ細胞表層ࠊ࡛࡜ࡇ行うࢆ局ᅾࡢ

子࡟関ࡣ࡚ࡋ一見࡚ࡋ WTA や LTA ࡢ合成࡟関୚ࡑࡉ࡞ࡣ࡜ࡇࡿࡍう࡟見えࡽࢀࡇࠋࡿ

 SigM ࡟間接的ࡣࡃࡋࡶࠊ࠿ࡿえ࡚いࡓあࢆ影響࡟細胞表層構造࡚ࡌ通ࢆ代謝経路࡞複雑ࡣ

活性࡟関୚࡜ࡿࡍ考え࡚いࠋࡿ 

 

 



5㸬総括 
 

ᮏ◊究࡛ࠊࡣSigM ࢔ ࡢンチࡿࡼ࡟ ࣐ࢢࢩ活性制御機構ࡀ既知ࡣ࡜ࡢࡶࡢ異ࡿ࡞新ࡋい

 ࠋࡓࡋ示唆ࢆ࡜ࡇࡿあ࡛࣒ࢸࢫࢩ

࣒ࢸࢫࢩ細胞表層成ศ糖修飾࡞新奇ࡿࢀࡉ保存ࡃ広࡟陽性菌࣒ࣛࢢࡀ CsbB-YfhOࠊࡓࡲ

࡛あ࡟ࢫࣞࢺࢫࠊࡾ応答࡚ࡋ枯草菌ࡢ細胞表層統合性࡟寄୚ࢆ࡜ࡇࡿࡍ示唆ࠋࡓࡋ 

加え࡚ࠊCsbB ࡿࡼ࡟ SigM 活性化ࡢ࣒ࢬࢽ࣓࢝ࡢ◊究࣒ࣛࢢࠊࡽ࠿陽性菌ࡢ細胞表層

構成成ศ࡛あࡿ WTA や LTA ࡢ機能ࡢḞ損ࡀ SigM 活性化࡛ࣝࢼࢢࢩࡢあྍࡿ能性ࢆ

新ࡃࡋ示ࠋࡓࡋ 
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