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序論 
 

陽性菌 細胞表層 

細胞表層 細胞膜 糖や チ 中心 強固 構造 持

細胞 形態維持や細胞外 細胞 保護 要 役割 担 い 近年

い 外界 環境変化 対 細胞表層 構造 変化

生存率 高 機構 存 明 論文 細胞外 環境

変化 応 細胞表層 構造 一定 変化 生 細胞表層 統

合性 呼ぶ 環境変化 対応 細胞表層 構造変化 いう細胞 応 乖 統

合性 維持 枯草菌 代表 土壌細菌 う 千変万化 環境中

生育 特 肝要 あ いえ 陽性菌 び 陰性

菌 細胞表層構造 模式図  Fig. 1 示  

細胞壁 チ ン (PG) 構成 複雑 網目状 構造

構造 種類 amino-sugar N-acetylglucosamine (GlcNAc)  

N-acetylmuramic acid (MurNAc) 成 立 い ン鎖 持 1 強固 構

造 細胞形態 維持や膨 対 防御機構 非常 要 働 持 い 一方

細胞 成長 際 強固 構造 え 細胞伸長 妨 細胞壁 あ

程度 柔軟性 保 い い 目 変化 細胞外 環境

変化 適応 細胞壁 構造 柔軟 変化 必要 あ GlcNAc  

MurNAc-pentapeptide PG 単 構造 細胞質側 合成 編成 際

炭素 55 個 脂質 あ  bactoprenol 子 2 合成  

PG 単 構造 子 ン酸 ン  bactoprenol 結合

構造  Lipid II 呼ぶ 子 膜 外側 転移 transglycosidase び 

transpeptidase 働 合成 い  PG 構造内 込 1 PG 



単 構造 後 bactoprenol ン酸(C55-P) 細胞内 回 再利用

陽性菌  PG 合成経路 阻害剤 一部  Fig. 2 示   

陽性菌 い PG 構造 炭化水素鎖 単 構造 ン

wall teichoic acid(WTA)  lipoteichoic acid(LTA) 修飾

構造 細胞表層 統合性 維持 非常 要 あ WTA -3- ン酸

(Gro-P  ン酸 繰 返 構造 成 GlcNAc-ManNAc 構造

元 持 い 構造 細胞質側  C55-P 足場 合成 細胞外 運

後共有結合的 PG 結合 3 対 LTA  糖脂質

(DGDG) ン 細胞膜 結合

ン酸(Gro-P) 成 構造 知 い 一般的 WTA び LTA 

Gro-P 構造 D- ン 修飾 多 糖修

飾 わ い WTA び LTA ン酸 富 子 あ PG 層

チ え 様々 細胞表層 必須 機能 影響 え い 4   

PG び WTA LTA 構造維持 び修飾 認識 病原菌 病原性 関

わ 細胞表層 応答 要 役割 果 抗生物質

注目 非常 究 盛 あ 実際 述  WTA や 

LTA  D- ン修飾 チ ン性 抗生物質(CAMPs) 進

存  CAMPs 対 抵抗性 高 働 い 明

い 5 枯草菌 PG O- チ 化 チ 耐性 寄 明

い 機能 知 あ WTA 修飾 起 い

わ い 6,7 枯草菌 い 明 い 細胞表層 修飾系 い  

Fig. 3 示 様々 い 応答性 細胞表層修

飾系 明 応 細胞表層 統合性 維持 非

常 要 あ わ  



Fig. 1 細胞表層構造 模式図  
左 陽性菌 右 陰性菌 細胞表層構造を示 ; LTA, lipoteichoic acid; 
WTA, wall teichoic acid. 参考：Thomas J. Silhavy et. al., 2010 
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Fig. 2 陽性菌 プ ン (PG) 生合成経路 模式図 37  
PG 合成 各 ップを阻害 抗生物質を図 示 い 赤 : Lipid II cycle 作用
い抗生物質 緑 : Lipid II cycle 作用 抗生物質  
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Fig. 3 細胞表層構造修飾系 模式図  
明 い 枯草菌 細胞表層修飾 機能 び 反応を触

媒 酵素を示 参考：Thomas J. Silhavy et. al., 2010 
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枯草菌 ECF 因子 SigM 細胞表層統合性 

Extra-cytoplasmic-function (ECF) 因子 様々 環境変化 応答 活性化

ン遺伝子 転写 活性化 応答 寄 い ン遺

伝子 特 細胞表層や 関連 機能 持 多 細胞表層 統合性

維持 わ 深い 8 枯草菌 現  ECF 因子 定

い  ECF 因子 応答 細胞外  Table 1 示

ECF 因子 中 SigM 細胞表層統合性 特 深い関 あ い 9

枯草菌 SigM 発現 活性化 酸 熱 塩 過酸化 び 細胞表層

引 起 10 SigM ン LTA や WTA 合成系

遺伝子 合成系 遺伝子 含 細胞表層 要 機能 持

示唆 い 9,11 近年 LTA 合成酵素 損  sigM 遺伝子 転写

活性化 いう報告 12 実 枯草菌 SigM 活性化

細胞表層統合性 維持 密接 関 い 思わ 究 枯草菌 SigM 

活性制御機構 解明 枯草菌 細胞表層統合性維持機構 い 新 知見

得 目的  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



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 ECF 因子 応答  



枯草菌 SigM 活性制御系 い  

 ECF 因子 一般的 膜 ン 質 あ ンチ ン 質 直接相互作

用 活性 負 制御 細胞 感知 ンチ

ン 質 解 活性化 RNA 酵素 結合 酵素 形成

ン遺伝子 転写 活性化 知 い い 枯草菌 SigM 

ン 質 YhdL  YhdK 活性 負 制御 い 知

13 両者 膜 ン 質 あ 予測 い 酵母 法

用い ン 質相互作用解析 SigM 直接結合 ンチ ン 質  

YhdL あ  YhdK  YhdL 相互作用 間接的  SigM 活性 負 制御

い 示 い 14 SigM ンチ う

細胞外 感知 感知 際 う

 SigM ンチ 解 放 い  SigM 活性制御機構 い

究 進 い い  

 SigM 以外  ECF 因子 い 活性制御系 明 い い

存 鉄 感知 大腸菌 FecI 場合 外膜 ン 質 FecA 鉄- ン酸

複合体 結合  FecA 側 構造 変化 部 内膜 ン

質 あ ンチ  FecR 側領域 疎水性相互作用 持

FecR 細胞質側 領域 断  FecR 

細胞質側領域 相互作用  FecI 活性化 15 酸化 感知 放線菌  

SigR 場合 ンチ ン 質 RsrA 存  HCC motif 活性制御 関わ

酸化 RsrA 子 Cys-Cys 間 子内 S-S 結合 生 ン

質 ン ン 変化 SigR 結合 保 SigR 活性化

16 大腸菌 FecI ンチ い FecA 感知 行

放線菌 SigR ンチ 直接 感知 い  



 枯草菌 ECF 因子 い 前述 う 知 い う  

SigW い あ 程度活性制御機構 明 い SigW 

感知 活性化 ンチ ン 質 RsiW PrsW び RasP 

いう膜局 型 細胞 外側 内側 順 段階 解

断 細胞 内側 領域 複数 解  SigW 活

性化 起 (Fig. 4-A) び 17  Western blotting 

ンチ ン 質 RsiW 細胞内 減少 解産物 検出 い

(Fig. 4-B) 枯草菌 SigW 系 最初 感知 因子 何 あ

明 い い  

 究 実 参考 枯草菌 SigM 活性制御機構 解析 行う

前半  SigW 系 参考  SigM ンチ ン 質 関 い ンチ

 YhdL 付加  Western blotting 解析 解明

う 試 究 後半 ン ン 用い  SigM 活

性 影響 え 知 因子 広範 探索 試 SigM 活性 影響 え

知 因子 見  SigM い ンチ 活性 制御 因子

SigM 感知 関 因子 あ 期待 前述 う  SigM 

細胞表層統合性維持 深い関わ 持 細胞表層統合性維持機構 い

新 知見 得 能性 あ  SigM 活性化 知

何  SigM 活性化 真 あ 明 い  SigM 活性 影響

え 条件 探索  SigM 活性化 詳細 解析  

 論文 SigM- ンチ 系 活性制御 い 知 い い活性

制御系 持 示唆 い ン ン 探索

因子 い 詳細 解析 枯草菌 細胞表層統合性維持機構 寄

新 応答機構 存 び SigM 活性化 い 議論  



ClpXP 

Fig. 4 枯草菌 SigW 活性制御系  
(A)明 い  SigW 活性化機構 模式図

を細胞 感知 ン ン 質 RsiW 膜局在型プ ー

二段階 断 後細胞質プ ー あ  ClpXP 解  
(B)RsiW 解産物  Westerm blotting 検出イ ー * : RsiW 全長  
参考：T. Wiegert Molecular Microbiology 2004 
 

A. 

B. 

* 



方法 材料 

 

使用菌株 DNA び生育条件 

究 使用 株 Table 2 3 4 示

作成 ン 依頼 細菌 養 液体 LB 地 振 う

あ い  1.5 % agar (国産化学) 含  LB  37℃ 行 必要

応 以 抗生物質 添加 枯草菌 対 spectinomycin (Sp), 100 g/ml; 

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

大腸菌 対 ampicillin (Ap), 50 g/ml; kanamycin 50 g/ml 用い 枯草菌

DNA 抽出法 大腸菌 調製 PCR 応 慣例 従 行  

 

枯草菌 形質転換 

 枯草菌  CI 地(CII 地 + 0.11 % casamino acid 0.05 % yeast extract  0.005 % 

L-tryptophan) 植菌 養 37 ℃ 振 う 養 O.D.600 = 0.9 付近 等  CII 

地(14 % K2HPO4 2H2O 6 % KH2PO4 1 % trisodium citrate 5H2O 2 % glucose

11 g/ml ferric ammonium citrate 2.5 mg/ml potassium asparatate 3 mM MgSO4) 加

え  37 ℃  1 h 振 う 養 後 養液 300 l 供  DNA 添加 1 h 

以  37 ℃ ン 後 30 l 選択 含 LB 寒 地

37 ℃ 一晩 養  transformants 得  

 

大腸菌 形質転換 

 大腸菌  LB 地  O.D.600 = 0.5 付近 養 集菌 養液  1/10  

NTS ( LB 地 + 30 mM MgCl2 10 % PEG1500) 懸 氷  10 min 以 静置後

供  DNA 加え 氷  10 min 25 ℃ 10 min 氷  10 min 処理 10 倍  LB 



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 次 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 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 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 変異 入部位 文字で示した。



地 加え  37 ℃  1 h ン 後 選択 含  LB 寒 地

37 ℃ 一晩 ン  transformants 得  

 

YhdL 細胞内挙動  YhdK 影響 解析 枯草菌株 作成 

 pAX01-sigM-his-yhdL び  pAX01-sigM-his-yhdL-yhdK 

SLiCE(Seamless Ligation Cloning Extract) 用い 作成 19 枯草菌

 DNA 鋳型 SD 配列 含  sigM ン 全長  sigM-SD-pAX-F and 

yhdK-pAX-R 用い  PCR 増幅 yhdK 除い  sigM 

ン sigM-SD-pAX-F and yhdL-pAX-R 用い  PCR 増幅

一方  pAX01 鋳型 pAX01-inverse-F and pAX01-inverse-R 

用い  inverse PCR 行い 化 SLiCE

化  pAX01  sigM ン 断片 導入  

pAX01-sigM-yhdL-yhdK び pAX01-sigM-yhdL 得 得

鋳型 yhdLHis-F and yhdLHis-R 用い  

inverse PCR 行 得  PCR 断片  T4 polynucleotide kinase(New England 

Biolabs)  ン酸化 ligation kit(TAKARA) 用い ン 後  

大腸菌 形質転換 pAX01-sigM-his-yhdL-yhdK び pAX01-sigM-his-yhdL 

得 得 び pAX01 来  sigM ン 

ン耐性遺伝子 破壊 枯草菌株 導入  HRI039, HRI038  

HRI037 得   

 

-gal assay び Western blotting 

 lacZ fusion  bgaB fusion 持 枯草菌株  LB 地 養 各株 条件

従 サン ン -gal assay 用い サン ン 菌体  Z-buffer (60 



mM Na2PO4 40 mM NaH2PO4 10 mM KCl 1 mM MgSO4 50 mM 2-

) 700 l 懸 50 ml ン 加え 混合 菌体

破  200 ml  4 mg/ml o-nitorophenyl--galactoside (ONPG) 加え lacZ 

fusion 場合  28 ℃ bgaB fusion 場合  62 ℃ ン 1 M Na2CO3 

加え 応 停 応後 液体  O.D.420 HITACHI U-1800 度計 測

定 活性  O.D.420( 応液) * 1000 / O.D.600( 養液) / min( 応時間) / ml( 養液) 

式 従 求   

Western blotting 層 12 % 層 5 % ン 質

慣例 従 方法 行 枯草菌株 LB 地 養 各条件 従  5 ml 

菌体 サン ン 菌体  250 l ン (50 mM Tris-HCl 

pH 8.0) 懸 0.2 mg/ml チ  1 mM PMSF 加え ン

後  7,000 rpm, 5 min, 4 ℃ 遠心 残渣 除 清 等  2ェSDS  

(125 mM Tris-HCl(pH6.8) 4 % SDS 20 % 0.2 mg BPB) 加え

サン 養液  O.D.600 = 1  あ  10 l FLAG-tag 

場合 抗 FLAG-抗体(Sigma) 一 抗体 用い His6-tag 場合  抗 His6-tag 抗

体(Novagen) 一時抗体 用い 抗体  goat anti-mouse HRP(sigma) 用い

検出  ECL plus  advance detection kit(GE Helthcare) 用い 行 SigA 

検出  抗 SigA 抗体 一 抗体  goat anti-rabbit HRP(sigma) 用い  

 

枯草菌 膜画 調製 

 ン後 残渣 除い ン 質溶液 (Total protein画 )  100,000

ェ g 4 ℃ 1 h 超遠心 清 殿 清  Soluble 画

最初 ン液 容 等 ン (1 mM PMSF 含

) 懸 う一度 100,000ェ g 4 ℃ 1 h 超遠心  Wash 清  Wash 



画 最初 ン液 等 0.08 % SDS 加え

ン 溶解 Membrane 画  SDS-PAGE Western blotting 用

い  

 

. ン ン導入部 決定 

  候補株  DNA 抽出 Hind III 制限酵素処理 ligation kit(TAKARA)

用い ン 応 行い ン ン内 含 ColE1 ン

-lactamase 遺伝子 指標 大腸菌 形質転換 ン ン 隣接 枯草

菌  DNA 領域 含 回 候補株  DNA 抽出

Pst I 制限酵素処理 ン後 Tn-inverse_F  Tn-inverse_R 

用い  inverse PCR 隣接領域 含 断片 回 DNA ン

ン 隣接  DNA 配列 決定  

 

. deletion mutant 作成 

csbB yfhO び csbB-yfhO 破壊 in-frame deletion株 作成 以 論文

参考 行 18 原理  Fig. 5-A & B 示 場合 枯草菌

 DNA 鋳型  DNA 断片  PCR 増幅 (A) 破壊 い遺伝

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

csbByfhO_DR1 用い )  (B) 流領域 (csbB_DF2 and csbB_DR2, 

yfhO_DF2 and yfhO_DR2, yfhO_DF2 and yfhO_DR2 用い ) (C) 

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

用い ). 枯草菌 TMO310  DNA 鋳型  MazF 

pAPNC-F and chpA2-rev び chpA2-for and chpA-R 

用い . 増幅   PCR 産物 (A)  (B)  MazF 断



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

MazF encoding gene 

+ IPTG 

A. 

B. 



片 MazF 断片 , び (C)  段階 recombinant PCR 連結  完

成  DNA 断片 枯草菌 形質転換 MazF 断片  spc 遺伝子 選択

得 形質転換体  IPTG 含  LB 寒 地 植菌 IPTG 含  LB 寒

地 生育 候補  PCR 目的遺伝子 失 確認

薬剤感 性 び IPTG 耐性 い 再度チ 行い 失株 得  

 

Bacterial two-hybrid 解析 

 bacterial two-hybrid 相互作用解析 BACTH system kit (Bacterial Adenylate 

Cyclase Two-Hybrid System Kit) (EUROMEDEX) 用い 行 各操作  Kit 

従い X-gal 含  LB 寒 地 呈色 ン 質間相互作

用 検出 枯草菌 168  DNA 鋳型  csbB-BACTH-F(Bam)  and 

csbB-BACTH-R(Kpn) 用い  csbB 遺伝子全長  PCR 増幅 pUT18 pKT25 

pKNT25  BamHI-KpnI サ ン 大腸菌  JM109  TF  

pUT18-csbB pKT25-csbB び pKNT25-csbB 作成 CsbB ン

質相互作用 解析 用い  

 

csbB び gtrB 過剰発現用 作成 

 自身  SD 配列 含  csbB 遺伝子 全長配列 枯草菌 168 株  DNA 

鋳型  csbB-SD-F and csbB-R 用い  PCR 増幅  

 DNA 断片  pHCMC05  BamHI-Sma I サ 導入

pHCMC05-csbB 得 SD 配列 含 い gtrB 遺伝子 全長配列 大腸菌 JM109 

 DNA 鋳型  gtrB-F and gtrB-R 用い  PCR 増

幅   DNA 断片  pHCMC05  BamHI-Sma I サ 導入

pHCMC05-gtrB 得  



pHCMC05-csbB D97A び D44A 作成  pHCMC05-csbB  

DNA 鋳型 csbB-D97A-F and csbB-D97A-R  csbB-D44A-F and 

csbB-D44A-R 用い  inverse PCR 行 得  PCR 断片  

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

用い ン  大腸菌 形質転換 pHCMC05-csbB D97A 

 D44A 得 完成 び  pHCMC05-csbB 鋳型

csbB-FLAG-inverse-F and csbB-tag-inverse-R 用い  inverse PCR ン

酸化 self-ligation 行い 大腸菌 形質転換  pHCM05-csbBFLAG D97AFLAG 

び D44AFLAG 得  

GtrB  CsbB ン 質 ン  SLiCE 用い 作成

gtrB 遺伝子  N 端領域 大腸菌 JM109  DNA 鋳型

gtrB-N-SLiCE-F and gtrB-N-SLiCE-R1 用い  PCR 増 幅  

pHCMC05-csbB 鋳型  csbB-inverse-F1 and csbB-SD-inverse-R 用い  

inverse PCR 行 断片 混合  SLiCE 応液 加え  in vitro 組 換え

起 大腸菌 C600 形質転換  両者 結合 pHCMC05-gtrBN-csbBC 作

成 大腸菌 JM109  DNA 鋳型   gtrB-C-SLiCE-F1 and 

gtrB-C-SLiCE-R 用い  gtrB 遺伝子  C 端領域 増幅 pHCMC05-csbB 鋳型

 pHCMC05-inverse-R and csbB-inverse-R1 用い  inverse PCR 行い

SLiCE 両 者 連 結 大 腸 菌  C600  形 質 転 換

pHCMC05-csbBN-gtrBC 得  

各 含  csbB 遺伝子  SD 配列 除い

pHCMC05-csbB び  pHCMC05-csbBN-gtrBC い  csbB-F(Bam) and 

pHCMC05-R(delta Bam) 用い pHCMC05-gtrBN-csbBC い  gtrB-F and 

pHCMC05-R(delta Bam) 用い  inverse PCR 行い ン酸化



ン 行い 大腸菌 形質転換 作成 pHCMC05-SD-csbB pHCMC05-SD- 

csbBN-gtrBC び pHCMC05-SD-gtrBN-csbBC 得  

 

顕微鏡観察 

  各枯草菌株 実験 条件 養 養液 う  500 l 集

菌後 400 l 清 捨  100 l 地 菌体 再懸 2 l 

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

用い 観察 行い ORCA charge-coupled device camera び software 用い 写

真 撮影 画像 得  

 

csbB び yfhO 破壊株 表現型解析 

 び NaCl 感 性検定 以 組成 合成 地 用い

( 20 方法 一部改変 ); 15 mM (NH4)2SO4 8 mM MgSO4 27 mM KCl  7 mM 

trisodium citrate 50 mM Tris 1 mM KH2PO4 2 mM CaCl2 1 mM FeSO4  10 M MnCl2

0.5 % Glucose 0.005 % L-trp 4.5 mM L-Glu 0.02 % casamino acid 一部 成

い 初  (NH4)2SO4  KCl trisodium citrate Tris  び KH2PO4 含  5 ェ 

salt solution 調製 HCl 用い pH 7.5 合わ 終濃度 1ェ う

使用 NaCl い 浸透 影響 考慮  L-Glu 加え い

地 使用 熱 関  LB 地 枯草菌 生育 検定  

 

 

 

 

 



結果 

 

 His-yhdL 株 用い  YhdL ン 質 挙動解析 

 枯草菌 SigW 例 参考 SigM い 活性化 起

ンチ ン 質 解 い い 仮定 条件

ンチ ン 質  Western blotting 解析 う 考え 前述

SigM 直接相互作用 ン 質  YhdL あ 示 い YhdL  

N 端  His-tag 付加  His-YhdL ン 質 発現  IPTG 添加 誘導

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

 His-tag 付加  YhdL ン 質 ンチ ン 質 機能

保 い う 検証 His-yhdL 株  様々  濃度  IPTG 添加  LB 

地 生育 各 IPTG 濃度  His-YhdL ン 質 発現  Western blotting 

解析 SigM 認識 転写 活性化 配列  lacZ 遺

伝子 転写 fusion SigM 活性化 転写 昇  -galactosidase 発現

(単 菌体 当 活性 強 ) 測定 系 用い His-YhdL 発現  

SigM 活性 昇 抑え う 検証 (His-yhdL PsigM’-lacZ 株) Western 

blotting 解析 IPTG 添加 応 His-YhdL 発現 昇 い

IPTG 0.05 mM 以 見 発現 変化 (Fig. 6-B) SigM 活性

確  His-YhdL 発現 減少 昇 い (Fig. 6-C) 

His-YhdL ンチ ン 質 機能 保持 い 結論付  

 株 用い 応答時  YhdL ン 質 挙動 解析 1 

mM IPTG 加え 十 ンチ ン 質 発現 実験 行

究 進 い  NaCl 用い 13 生株 (BSU41) 様

 His-yhdL PsigM’-lacZ 株  NaCl  SigM 活性 昇 見 (Fig. 7-A)



 His-YhdL  NaCl あ 条件 比較 両者 明確

違い 見 (Fig. 7-B) IPTG 十 加え  His-YhdL ン 質

大 発現 い 変化 見 能性 考 IPTG 制限

状態 実験 行 His-yhdL PsigM’-lacZ 株 用い 場合 SigM 活性  W.T. 

等  IPTG  0.025 mM 時 あ  IPTG い  

NaCl 有無  His-YhdL 明 変化 見 (Fig. 7-C)

生株 い  SigM 活性化 細胞内  YhdL 劇

的 変化 う 応 起 い い 結論付  

 YhdL ン 質 発現  yhdK 遺伝子 え 影響 解析 既知  SigW 

活性化機構 YhdK う 補助因子 存 い YhdK 影響 解析

SigM 活性化 い 新 知見 得 能性 あ 枯草菌 来

置 存 sigM 遺伝子  neo 破壊 流  yhdL 

び yhdK 遺伝子 含  sigM ン 発現 停 枯草菌株  lacA 部

 yhdK 含 含 い sigM ン あ い 空 導入 (Fig. 7-D 

and 掲載) 株 い LB 地 生育 対数増殖期 xylose  

0 0.2 0.5 び 1 % 濃度 加え (空 導入 株 0  1 % )  

xylose 加え  1.5 h 後 サン ン 行い lacZ 

SigM 活性 測定 western blotting  YhdL ン 質 挙動 解析

sigM ン 発現 枯草菌細胞内  SigM 活性 昇 見

yhdK 遺伝子 導入 株 方 SigM 活性 昇 程度 (Fig. 7-E) 結

果  yhdK 遺伝子破壊株  SigM 活性 昇 いう過去 究 矛盾 い 13

 YhdL 挙動  His-tag 抗体 用い 解析 yhdK 存

い条件 YhdL 検出 (Fig. 7-E) yhdK 遺伝子

YhdL 常 発現 要 役割 果 い 考え  



Fig 6. His-YhdL ン 質 発現 機能  
(A) His-yhdL 株 け  SigM ン 構造 (B) His-YhdL ン 質 検出

BSU41 (W.T.) び His-yhdL PsigM’-lacZ 株を 0.1 mM  IPTG を含  LB 地 生育

対数増殖期 集菌  Fresh  LB 地  2 回 Wash 終濃度 0-1 mM  IPTG 
を含 LB 地 植菌  120 min 後 サンプ ン を行い 抗 His6-tag 抗体を用い  
Westren blotting ン 質を検出 (C) His-YhdL ン 質 ン  SigM 
活性 評価 (B) サンプ を用い 各 IPTG 濃度 サンプ い  b-gal 活性を
測定  

A. 

B. 

C. 



A. B. 

C. 



Fig 7. 様々 条件  His-YhdL ン 質 発現 機能  
(A) BSU41 (W.T.) び His-yhdL PsigM’-lacZ 株を 0.1 mM  IPTG を含  LB 地
生育 対数増殖期 集菌  Fresh  LB 地  2 回 Wash 終濃度 1 mM  
IPTG を含  LB 地 植菌 O.D.600= 0.4 養液を二等 片

方 終濃度 0.5 M  NaCl を加え  60 min 後 サンプ ン を行い b-gal 活性を決定
白 : NaCl  黒 : NaCl あ  (B) His-YhdL ン 質 検出 (A) サンプ

を用い  抗 His6-tag 抗体を用い  Westren blotting ン 質を検出 ン

濃 を ImageJ 比較 NaCl を 1  NaCl あ ン 濃

を 示 (C) BSU41 (W.T.) び His-yhdL PsigM’-lacZ 株を 0.1 mM  IPTG 
を含  LB 地 生育 対数増殖期 集菌  Fresh  LB 地  2 回 Wash 終

濃度 0.01-1 mM  IPTG を含  LB 地 植菌  (A) う サンプ ン を行

い b-gal 活性測定 抗 His6-tag 抗体を用い  western blotting を行 白 : NaCl 
 黒 : NaCl あ  (D) HRI038 び HRI039 株  sigM ン構造 模式図  (E) 

HRI037(pAX01 empty vector) HRI038(Pxyl-sigM-his-yhdL) び HRI039  (Pxyl-
sigM-his-yhdL-yhdK) 株を xylose を含 い LB 地 晩 養 fresh  LB 地
植え継  O.D.600=0.2～0.3 時点 0 0.2 0.5 1 % 終濃度(HRI037  0 び

1 % )  xylose を加え 養 1.5 h 後  サンプ ン を行い b-gal 活性を測定
代表  1 % 時 結果を示 白：xylose 黒：xylose あ  (F) (E) 
サンプ を用い 抗 His6-tag 抗体を用い  Westren blotting ン 質を検

出 赤い矢印  His-YhdL ン 質を示  

D. 

E. F. 



His-YhdL ン 質 膜局 性 解析 

 ンチ ン 質 YhdL 一回膜貫通型 膜 ン 質 あ いう予測  

SOSUI 立 い 実際 膜 局 う 実験的 証

明 い  YhdL 膜 局 う YhdL う

感知 いう機構 迫 うえ 要 実 あ 枯草菌 膜画

His-YhdL ン 質 含 う 調 YhdL ン

質 膜局 性 解析  

 枯草菌 膜画 手順 チ Fig. 8-A 示 各画  

SDS-PAGE 後 Westerm blotting His-YhdL 検出 His-YhdL 

 Total protein び Membrane 画 検出 Soluble 画 検出

(Fig. 8-B) 対 Soluble ン 質 あ  SigA  Soluble 画

び Total protein 画 検出 (Fig. 8-B) 実 YhdL 確 膜

局 確  

  SigM 活性化  YhdL 膜局 性 変化

い 考え NaCl 加え 細胞 加え い細胞 膜画 調製  His-YhdL 

膜局 性 調 NaCl 有無 関わ  His-YhdL 膜画 検出

(Fig. 8-C&D) NaCl  SigM 活性化 際  YhdL 明 膜局 性

変化 起 い い 示唆  

 

 

 

 

 

 



Fig 8. His-YhdL ン 質 膜局在性 解析 
 (A) 枯草菌 膜画 調整 フ ー ー (B)His-YhdL ン 質 検出 His-yhdL 
PsigM’-lacZ 株を 0.1 mM  IPTG を含  LB 地 生育 対数増殖期 集菌  
Fresh  LB 地  2 回 Wash 終濃度 1 mM  IPTG を含  LB 地 植菌  120 
min 後 サンプ ン を行い 膜画 を調製後 各画 い 等 ッフ ー 溶解

サンプ をSDS-PAGE 離 CBB 染色 び抗 His6-tag 抗体を用い  
Western blotting 検出 (C) His-yhdL PsigM’-lacZ 株を 0.1 mM  IPTG を含

 LB 地 生育 対数増殖期 集菌  Fresh  LB 地  2 回 Wash 終濃度 
1 mM  IPTG を含  LB 地 植菌 O.D.600= 0.4 養液を二等

片方 終濃度 0.5 M  NaCl を加え  60 min 後 サンプ ン を行い 膜画 を

調製後 各画 い 等 ッフ ー 溶解 サンプ をSDS-PAGE 離

CBB 染色 び抗 His6-tag 抗体を用い  Western blotting 検出  

C. 

A. B. 

ペンｄ院  resuspend in buffer 



ン ン変異株 (57F) 解析 

 行 究 ン ン 行わ SigM 活性

影響 え 候補株 得 い (2006 Uehara 修士論文) 究 行 究

あわ  う 株 い ン ン導入部 決定 (Table. 5)

究 得 候補株 う SigM 活性 え 影響 最 大 知 膜 ン

質  yfhO 遺伝子 変異株 着目  yfhO 遺伝子 領域 ン

ン 挿入 変異株 57F 生株 高い SigM 活性 示 示

い 2010 Suzuki 修士論文 追試 行 様 結果 得  

(Fig . 9-A) SigM 活性 SigM 認識  lacZ 遺伝子 転写融合 用い

-gal 活性 57F 株  SigM 活性 生育 い

生株 高 保 い 活性 SigM 遺伝子 破壊 失わ

yfhO 遺伝子 破壊 確  SigM 依存 転写活性 影響 い 示

 

 結果 57F 株  SigM 活性 昇 YfhO ン 質 失

あ 確 IPTG 誘導性 Pspac 持  low-copy 

number  pHCMC05  yfhO 遺伝子 ン 57F 株 導入

作成 株  SigM 活性 X-gal 含  LB 寒 地 検定 空

導入 場合 57F 株 青い 示 対 pHCMC05-yfhO 導

入 場合 IPTG 存  X-gal 解 青色 呈色 見  

(Fig . 9-B) 言い換え 57F  SigM 活性 昇  yfhO 

発現 相補 結果 57F 株  SigM 活性 昇

YfhO ン 質 機能 失わ 来 示唆  

 

 



  変異株    同定さ た Tn-10 導入遺伝子 
  遺伝子産物

a SigM 活性b 

 SigM 活性の 昇 見ら 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 見ら 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 単離さ た SigM 活性 変化のあ た Tn-10 挿入変異株 

a 各遺伝子産物 い  BSORF Bacillus subtilus genome database おけ 機能のアノテーションを示した。 
b 親株 (BSU41)を 1 した の相対的 活性の値     
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Fig. 9  57F 株 け  SigM 活性 昇 
(A) W.T. (BSU41) び 57F 株  SigM 活性測定 LB 地 枯草菌を生育

O.D.600 = 0.4 点を time 0  30 min サンプ ン を行い 各生

育フ イ  lacZ  活性を測定 ● : W.T. ▲ : 57F  白抜 ン   
sigM 破壊株 (B) yfhO 発現  57F 株 相補実験 株 条件 図中 示

各株 0.01 % X-gal を含  LB 寒天プ ー 植菌  37 ℃  48h インキュ ー

後 写真を撮影  

+ IPTG                              - IPTG 



 yfhO deletion mutant 作成 解析 

ン ン挿入変異株 加え  yfhO 遺伝子  pMutin 挿入破壊株 い

 SigM 活性 昇 確認 い (2010 Suzuki 修士論文) 挿入

変異株 極性効果 懸念 あ 加え 複数 薬剤耐性 使用

以 遺伝子操作 困 いう問題点 あ

 in-frame deletion 変異株 (yfhO 株) 作成 後 解析 用い

変異株 作成 実験方法 ン 示 方法 行  

作成 変異株 用い SigM 活性 測定 行 yfhO 株 い SigM 活

性 生型 比  3~4 倍 昇 い (Fig . 10-A) 生株 い 変異株

い SigM 活性 対数増殖期 終わ 示  

yfhO 変異 枯草菌 他  ECF 因子 (SigV, W, X, Y, Z, YlaC) 活性

影響 及 う 各 ECF 因子 認識  lacZ 遺伝子

転写融合 用い 解析  SigM 以外  ECF 因子 中 yfhO 破壊

有意 活性 昇  (Fig . 10-B) SigW  SigX い yfhO 

遺伝子 破壊 わ 活性 見 影響 大

YfhO 失 影響 SigM 特異的 あ 示唆  
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Fig. 10 yfhO 遺伝子 破壊  SigM び他  ECF 因子 活性 え 影響 
(A) W.T. (HRI001) び  DyfhO 株 生育  SigM 活性 ● : W.T. ▲ : DyfhO  ン

 :  生育 青 :  b-gal 活性 (B) DyfhO  株 け 各 ECF 因子 活性測定 各株を 
LB 地 生育 経時的  lacZ 活性を測定 各 ECF 因子 い  lacZ 活性
最大 点 ー を示 青 : W.T.  赤 : DyfhO M, PsigM-lacZ ; V, PsigV-lacZ;  

W, PsigW-lacZ;  X, PsigX-lacZ;  Y,PsigY-lacZ;  Z, PsigZ-lacZ;  C, PylaC-lacZ  



csbB 遺伝子 影響 

yfhO 遺伝子 破壊  SigM 活性化 流 置 遺伝子 csbB 

破壊 サ 行 究 示唆 い  (2010 Suzuki 修士論文)

追試 行う csbB 遺伝子 影響 い 詳 解析 csbB 

び csbB-yfhO 領域 い  in-frame deletion 変異株 csbB び 

csbB-yfhO 株 作成 csbB  yfhO 間 約 70 bps 遺伝子間領域

あ ン 形成 い う 明 い い  

挿入破壊株 行わ 行 究 様 新 作成  deletion 破壊株

い yfhO 破壊  SigM 活性 昇 csbB 破壊 見  

(Fig .11-A) csbB 単独破壊株 場合 SigM 活性 生株 変わ

少 YfhO 存 い条件 い CsbB  SigM 

活性化 示唆  

csbB 人工的 発現  SigM 活性化 う 検証

csbB 遺伝子  pHCMC05 ン 枯草菌 導入 csbB 

発現  IPTG 誘導 時  SigM 活性 測定 測定 yfhO 存 条件

生株 存 い条件 行 yfhO 単独 失株 生株 高

い  SigM 活性 示 う 生株 ン 等  

csbB-yfhO 株  yfhO 失株 用い 生株 い csbB 発現 誘導

 SigM 活性化 起 csbB-yfhO 株 IPTG 添加  

60~120 後  SigM 活性 昇 見  (Fig. 11-B) 結果 CsbB 機能

 SigM 活性化 効果 YfhO 存 有無 依存 い 明
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Fig. 11  csbB 遺伝子 発現  SigM 活性 え 影響 
(A) W.T.(HRI001) DcsbB (HRI005)  DyfhO  (HRI006) び DcsbB-yfhO (HRI007) 
け  SigM 活性 測定 各株を LB 地 生育 経時的  SigM 活性を測定 最大

点 活性を示 (B) HRI008 HRI 017 HRI010 び HRI 019 株を LB 地
生育 O.D.600 = 0.2~0.3 養液を二等 片方 終濃度 1 mM  IPTG を加

え  120 min 後  b-gal 活性を示 青 : IPTG  赤 : IPTG あ  



SigM び YhdL YhdK  CsbB び YfhO 相互作用解析 

 CsbB  YfhO 損  SigM 活性 影響 え 明

ン 質  SigM び ンチ 因子 YhdL  YhdK 直接 相互作用

う bacterial two-hybrid (BACTH) 法 解析 CsbB-YfhO 

間 遺伝学的 相互作用 見 時 ン 質間相互作用

解析 BACTH 法 大腸菌 adenylate cyclase T18 ン

T25 ン ン 質 融合 ン 質間 相互作用 あ 場合

adenylate cyclase 機能 持 ン ン あ  cAMP 合成 起

転写  cAMP 依存 遺伝子 転写 活性化 相互

作用 解析  (Fig .12-A) 21 実験 lacZ 遺伝子 用い い

回相互作用解析 用い ン 質 う SigM 以外 膜貫通 ン 持

実験系 細胞内 自 移動  cAMP 指標 い 酵母

法 比 膜 ン 質 士 相互作用解析 適 い い  

 SigM  YhdL び YhdL  YhdK ン 質間 い 酵母

法 相互作用 あ 示唆 い 14 既知 相

互作用 い  BACTH 法 検出 検証 BACTH 用い 実験系

pUT18C-yhdL  pKT25-sigM 間 相互作用 見 (Fig .12-B) YhdL-YhdK 間

相互作用 検出 (Fig. 12-B) pUT18C-sigM い  pKNT25 

ン ン 質 い 組 合わ 青い 形成 空

対 青い 生 偽陽性 能性 あ ( 掲載)  

ンチ  CsbB or YfhO 間 関  pUT18-yfhO  pKT25-yhdK 間 相互

作用 検出 (Fig. 12-C) 組 合わ 相互作用 検出

( 掲載)  

 



CsbB-YfhO 間 関  pUT18-yfhO  pKT25-csbB pUT18-yfhO  

pKT25-csbB 強い相互作用 検出 YfhO-YfhO 間 CsbB-CsbB 間 相互

作用 検出 (Fig. 12-C)  
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Fig.  12 SigM YhdL YhdK YfhO び CsbB 間 ン 質相互作用解析 
(A) BACTH 法 相互作用解析 原理 模式図  (B) SigM YhdL び YhdK 間
相互作用解析 図 示  2 種類 プ を共形質転換 大腸菌 DcyaA 株
(BTH101)  transformant 10 ml を Ap Km 0.0002  % X-gal び 0.5 mM IPTG を
含 LB 地 ッ 30℃  48 h インキュ ー 後 写真を撮影 相互作用

検出 判断 組 合わ い 赤 示 (C) YhdK
YfhO び CsbB 間 相互作用解析 実験方法  (B) 準 実験  2~3 回行い 代

表的 写真を示  



YfhO 損  SigM 活性化 YhdL び YhdK 挙動解析 

YfhO 損  SigM 活性化 明  YfhO  YhdK 

ン 質相互作用 持 示唆 YfhO 損  SigM 活性化

SigM 直接相互作用 ン 質 あ  YhdL や YhdK 変化や

子 変化 見 う 検証  

yfhO 株  His-YhdL 発現 株 抽出 DNA 形質転換

SigM 活性 測定 結果 His-YhdL  IPTG 人工的 誘導 株 い

yfhO 破壊 SigM 活性化 起 い  (Fig. 13-A) 時  His-YhdL 

ン ン 解析 YfhO 損  SigM 活

性化 い 細胞内  YhdL 変化  (Fig. 13-B)  

FLAG-YhdK 発現 株 い 様 実験 行 YhdK ン

質 い YfhO 損  SigM 活性化 細胞内 大 変化

見  (Fig. 13-C & D)  
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Fig. 13 YfhO 損  SigM ン ン 質 え 影響 
(A) His-yhdL 株  yfhO を破壊  SigM 活性測定 終濃度 1mM  IPTG を含  
LB 地  His-yhdL (W.T.) び His-yhdL DyfhO  株 を 養 対数増殖期 集菌  
Fresh  LB 地  2 回 Wash 終濃度 1 mM  IPTG を含 含 い LB 地
植菌  O.D.600 = 0.5 付近 サンプ ン b-gal 活性を測定 白 : IPTG  
黒 : IPTG あ (B) His-YhdL ン 質 発現 サンプ  (A) 菌体を用い

一時抗体  anti-His6 抗体(Novagen) を用い サンプ 標準化  O.D.600 あ 行

図 左 ーン ーン 1 : W.T. IPTG  ーン 2 : DyfhO IPTG  ーン 
3 : W.T. IPTG あ  ーン 4 : DyfhO IPTG あ (C) FLAG-yhdK 株  yfhO を破壊

 SigM 活性測定 終濃度 1mM  IPTG を含  LB 地  FLAG-yhdK (W.T.) 
び FLAG-yhdK DyfhO  株 を 養 対数増殖期 集菌  Fresh  LB 地  2 回 

Wash 終濃度 1 mM  IPTG を含 含 い LB 地 植菌  O.D.600 = 
0.5 付近 サンプ ン b-gal 活性を測定 赤 : IPTG  青 : IPTG あ (D) サ
ンプ  (C) 菌体を用い 一時抗体  anti-FLAG M2  抗体(Sigma) を用い サン

プ 標準化  O.D.600 あ 行 図 左 ーン ーン 1 : W.T. IPTG  
ーン 2 : DyfhO IPTG  ーン 3 : W.T. IPTG あ  ーン 4 : DyfhO IPTG あ  

   lane        1    2      3     4 lane 1      2      3     4 



SigM 応答 csbB 発現  

実験 YfhO 非存 いう条件 あ csbB 発現  

SigM 活性化 引 起 明 csbB 遺伝子 一般 応答

因子 SigB 細胞壁生合成 阻害 抗生物質 活性化 知

い  SigX 転写 制御 い 知 い 22,23 csbB 遺

伝子 部  lacZ 遺伝子 転写融合 用い 究 NaCl 

 csbB 転写 増加 知 い 22 SigB 

び SigX 活性化 細胞外 SigM 活性化 細胞外 共

通 部 多い (Table. 1)  

実 SigM 活性化 際 csbB

発現 関 い い 考え csbB 破壊株 い  SigM 

活性化 起 う 検証 CsbB 機能 関 深い 思わ  YfhO 失

株 い 様  SigM 応答 影響 う 検討

い SigM 活性化 う 塩  (0.5 M NaCl)

 (5 % Ethanol) 酸  (0.03 M HCl) び細胞壁 合成阻害 引 起 抗生

物質 (2 mg/ml vancomycin) 用い 結果 回適用 い  

csbB び yfhO 存 い条件 生株 様  SigM 活性

化 場合 多  (Fig. 14-A~D) 条件 各破壊株 い 添加

時 生育 差 見 ( 掲載)  
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 NaCl 
A. B. 

C. D. 

Fig. 14 csbB  び yfhO 破壊株 応答 
(A) NaCl W.T.(HRI001) DcsbB (HRI005)  DyfhO  (HRI006) び DcsbB-
yfhO (HRI007) け  NaCl 応答 各株を LB 地 生育 O.D.600= 0.4 付近
養液 養液を二等 片方 終濃度 0.5 M  NaCl を加え 経時的  b-gal 活性を測定

NaCl 添加  90 min 後 結果を示 (B) ノー 各株を (A) 
様 養液を二等 片方 終濃度 5 % ノー を加え う片方 ノー

等 滅菌水を加え 経時的  b-gal 活性を測定 ノー 添加  90 min 後
結果を示 (C) 酸 各株を (A) 様 養液を二等 片方 終濃度 
0.03 M (pH 4.3 )  HCl を加え 経時的  b-gal 活性を測定 HCl 添加  
90 min 後 結果を示 (D) 細胞壁合成阻害剤 各株を (A) 様 養液を

二等 片方 終濃度  2 mg/ml  vancomycin を加え 経時的  b-gal 活性を測定
vancomycin 添加  90 min 後 結果を示 白 : 黒 : あ  



CsbB 機能解析 SigM 活性化 

csbB 発現  SigM 活性化 原因 明  CsbB 機能解析

行  

CsbB Glycosyltransferase family 2  GtrB subfamily 

属 糖転移酵素 ン い GtrB い 病原性 陰性菌

あ  Shigella frexineri い 機能 明 陰性菌

特有 細胞表層 多糖構造 あ  O 抗原 修飾 開始 関わ  

bactoprenol glucosyltransferase 働い い  (Fig. 15-A び 24 ) GtrB 

UDP-glucose 用い 糖  bactoprenol-phosphate (C55-P)  glucose 付

加 応産物  C55-PP-glucose 後 O 抗原 修飾 使わ  

 NCBI  blast 用い 相 性解析 結果 枯草菌 CsbB  S. frexineri 

 GtrB 全長 配列 関 identity  40 % similarity  62 % 非常

高い相 性 示 CsbB  GtrB 様 機能 持 酵素 あ 仮

定 陽性菌 あ 枯草菌  O 抗原 存 い GtrB 質

 C55-P 枯草菌 存 細胞壁 細胞外多糖 合成 際 糖

働い い わ い 25  

CsbB 機能  GtrB 様 あ 検証 csbB 様  gtrB 遺伝子

い  pHCMC05 ン 枯草菌 生株 csbB-yfhO 株 導入

GtrB 発現  SigM 活性化 起 う 検証 病原性菌  

DNA 扱い い 陰性菌 あ 大腸菌  gtrB 遺伝子 用い

gtrB 遺伝子 枯草菌 発現 csbB 場合 顕著 い  

SigM 活性 昇 見 活性 昇 yfhO 有無 依存 い

( Fig. 15-B )  

  



GtrB 発現 枯草菌細胞中  CsbB 等 効果 示 理 い  

GtrB 膜貫通領域 持 膜 ン 質 あ 着目 大腸菌や  S. 

frexneri  GtrB 来 陰性菌 内膜 局 ン 質 あ 考え い

24 枯草菌 CsbB 膜貫通領域 持 膜 ン 質 あ 予測 い

陰性菌 陽性菌 細胞膜 組成 異 枯草菌中 大腸

菌 GtrB う 細胞膜 局 い い あ い 発現 い い い 仮定

ン 質 活性部 あ  N 端 膜貫通領域  C 端

入 替え ン 質 枯草菌中 発現 枯草菌 SigM 活性 え 影響

検証 大腸菌 GtrB 活性部 枯草菌 CsbB 膜貫通領域 持 ン

質(GtrBN-CsbBC) 発現 枯草菌 い yfhO ン  枯草菌 

CsbB 発現 等  SigM 活性 昇 見 (Fig. 15-C)

活性 昇  YfhO 有無 依存 い 逆  CsbB  N 端  

GtrB  C 端 持 ン 質 (CsbBN-GtrBC) 発現 場合  SigM 活

性 昇 見 (Fig. 15-C) GtrB 相 性 持 酵素や GtrB  

UDP-sugar 質 用い 糖転移酵素 関 機能 要 酸残 い

定 い  GtrB 相 性 持 酵素 真 生物や古細菌 見  

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

horikoshii DPM い 特定 酸 ン 置換 場合 酵素活性 検

証 実験 行わ い ン酸残  (D38, 39, 89, 91) 活

性 要 あ 示 い 26 古細菌 酵素 in vitro  C55-P 

質 利用 論文 示 い  
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C. 

Fig. 15 大腸菌 gtrB 発現  SigM 活性化 (A) Shigella frexineri GtrB 機能(Korres 
et.al, BBRC 2005 参照) (B) 大腸菌 gtrB をプ 発現  SigM 活性  
HRI008  HRI020  HRI010 び HRI022 株を LB 地 生育 O.D.600 = 
0.2~0.3 養液を二等 片方 終濃度 1 mM  IPTG を加え  90  min 後  b-gal 
活性を示 青 : IPTG  赤 : IPTG あ (C) キ ン 質をプ 発

現  SigM 活性 HRI008 HRI 017 HRI020 HRI023 HRI 026 HRI010
HRI019 HRI022 HRI025 び HRI028株を LB 地 生育 O.D.600 = 0.2~0.3 

養液を二等 片方 終濃度 1 mM  IPTG を加え  90 min 後  b-gal 活性を示
青 : IPTG  赤 : IPTG あ  



枯草菌  CsbB い 生物  GtrB び  DPM い

UniprotKB 配列  ClustalX2 用い ン

行 P. horikoshii  DPM い 活性 要 あ  Asp 残 う D39, 

D89, び D91 相当 CsbB 含  GtrB 型 酵素 保存 い

明  (Fig. 16-A) 枯草菌 CsbB D44, D95 び D97 

あ う D95  D97 DxD motif 呼 UDP-sugar 質

糖転移酵素 共通 チ UDP-sugar や 補因子 金属 ン 結合 際

働 Asp 残 機能 考え い 27  

CsbB 酸 D44  D97 ン置換 導入

変異 酸 発現 枯草菌 SigM 活性化 起 う 検証

実験 用い 株  csbB-yfhO 株 ン い

変異 CsbB 発現 場合 生型 CsbB 発現 比 SigM 活性

化 起  (Fig.16-B) ン 質 発現  抗 FLAG 抗

体 用い  Western blotting 解析 Western blotting 解析

各変異 ン 質 生型 CsbB 等以 細胞内 存 い

明  (Fig. 16-C ) SigM 活性化 CsbB 糖転移酵素

活性 要 あ 示唆  

 

 

 

 

 

 

 



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  Asp 残  Ala 置換  CsbB  SigM 活性化 え 影響  
(A)  GtrB subfamily 属 糖転移酵素 び ン 質 ノ酸配列

イ ン イ ン  ClustalX2 プ を用い 行い BOX SHADE サー
ー(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html) 機能を用い 相 部位を影

示 矢印 本研究  Ala 置換を行  CsbB  Asp 残 を示 イ ン

部 描い 両方向 矢印 予想 膜貫通領域を示 赤い枠 各酵素  DxD motif を
示 イ ン 図を縦断 線  BsCsbB  EcGtrB キ ン 質作成 際

交換 境界を示 各 ン 質 ノ酸配列  UniprotKB ー ー

得  (http://www.uniprot.org/)  UniprotKB け  Entry ID   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 い (B) Ala 置換を導入  CsbB をプ
発現  SigM 活性 HRI010,HRI013,HRI014,HRI015 び HRI016  株

をLB 地 生育 O.D.600 = 0.2~0.3 養液を二等 片方 終濃度 1 mM  
IPTG を加え  120 min 後  b-gal 活性を示 青 : IPTG  赤 : IPTG あ (C) 変
異 CsbB ン 質 発現解析 発現解析 菌体  (B) サンプ を用い 一時抗

体  anti-FLAG M2  抗体(Sigma) を用い サンプ 標準化  O.D.600 あ 行

各 ーン サンプ べ  (B) 対応 図 左 ーン1 : HRI010 
IPTG  ーン2 : HRI010 IPTG あ  ーン3 : HRI013 IPTG  ーン4 : HRI013 
IPTG あ  ーン5 : HRI014 IPTG  ーン6 : HRI014 IPTG あ  ーン7 : HRI015 
IPTG  ーン8 : HRI015 IPTG あ  ーン9 : HRI016 IPTG ーン10 : HRI016 
IPTG あ   

B. 
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yfhO 株  UDP-glucose 利用制限  SigM 活性 影響 

究 yfhO 損時 見  CsbB  SigM 活性化  CsbB 

糖転移酵素 活性 依存 い 能性 高い 明 CsbB 

 GtrB 類似性 ン 質 用い 実験  CsbB  GtrB  

bactoprenol glucosyltransferase い 仮定 CsbB  GtrB 機能

あ CsbB 質  UDP-glucose 利用 仮定 い 枯草

菌細胞内  UDP-Glc 濃度  CsbB  C55-P 付加

CsbB  SigM 活性化 抑え い 考え

実験 行  

枯 草 菌 い  UDP-Glc 生 合 成 触 媒  UTP-glucose-1-phosphate 

uridylyltransferase   gtaB 遺伝子  IPTG 誘導性  Pspac 

流 置い ン ン  yfhO 株 導入 IPTG 加え い 地 生育

枯草菌細胞内  UDP-Glc 制限 条件  SigM 活性化 起

う 検討 前 似 い  GtaB  GtrB 全 酵素 あ 混

い う注意 い YfhO い条件  gtaB 発現 抑制  SigM 活性化

起 い (Fig. 17) 実験  YfhO 有無 関わ  gtaB 発現 抑制

自体  SigM 活性化 いう結果 得 (Fig. 17) 実

実験  CsbB  UDP-Glc 利用 う 断  
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Fig. 17 UDP-Glc 合成を制限  SigM 活性  

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

地 生育 対数増殖期 集菌  Fresh  LB 地  2 回 Wash 終濃度 1 mM 

 IPTG を含 含 い LB 地 植菌 生育 植菌  60 120 180 

min 後  b-gal 活性を測定 結果  180 min 後 を示 青 : IPTG  赤 : 

IPTG あ  

 



 CsbB び GtrB 発現時 枯草菌細胞 顕微鏡観察 

 前述  GtrB 陰性菌 細胞表層構造 あ  O-抗原 修飾

関  bactoprenol glucosyltransferase あ S. frexineri  O-抗原 修飾系

GtrB 他  GtrA び GtrX いう 酵素 関 知 い

GtrA  GtrB 細胞質側 糖 付加  C55-P-glucose 側

転移  flippase あ GtrX  serotype特異的 糖転移酵素 C55-P-glucose 

 O-抗原  glucose 転移 24 糖 働い  C55-P 

再び細胞質側 回 再利用 考え い C55-P  O-抗原 修飾以外

チ ン 細胞 要 細胞表層構造 合成 際

糖 利用 C55-P サ 非常 要 生体 応 言え

実際 O-抗原 修飾系 い  gtrX 単独  gtrA  gtrX 損株 い  

gtrB 過剰発現  S. frexineri 生育 悪影響 及  C-55P 用い

応系 途中 C55-P サ い 原因

い 言わ い 28  

究や 枯草菌 CsbB 大腸菌 GtrB 様 機能 持

 YfhO 強調 働い い 示唆 YfhO  GtrA や X 

い 巨大 膜 ン 質 あ 点 特  GtrX 共通 い  

CsbB-YfhO 系 枯草菌 い  GtrBAX 系 様 応機構 持 YfhO 

い状態  CsbB 発現 C55-P サ 阻害 C55-P 糖

利用 チ ンや WTA 生合成 干渉 SigM 活性化

い い 仮定 チ ンや WTA 生合成 阻害 細胞

形態異常 生 知 い  CsbB び GtrB 過剰発現

枯草菌 細胞 相差顕微鏡 観察 CsbB 発現 細胞 yfhO  

ン 一部 細胞 非対称 膨張 特徴的 細胞形態 示 (Fig. 



18-A-D)  GtrB 発現 株 形態異常 示 GtrBN-CsbBC 発現

場合  YfhO 有無 関 形態異常 見 (Fig. 18-E-F ) SigM 活性

化 条件 一  

究 着目 い  C55-P 系 脂質 あ 枯草菌 い

脂質 非 ン酸経路 (MEP 経路) 合成 (Fig. 19-A び

29 ) 枯草菌 MEP 経路 主要遺伝子 あ  ispE び ispDF ン  

IPTG 誘導 制御化 置 IPTG 含 い 地 生育

系脂質 合成 制限 細胞 形態観察 行 株 い  

-IPTG 条件  各糖転移酵素 過剰発現 似 形態変化 生 い (Fig. 18 

G-H) 加え 合成 制限 条件 SigM 活性化 起

い (Fig.19-B) 結果 CsbB  GtrB 様  C55-P 質 い

示唆 い  
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Fig. 18 CsbB  過剰発現 び イ プ ノイ 合成制限株 細胞 位相差顕微鏡観察  
(A) HRI017(W.T.  CsbB) IPTG  (B) HRI017 IPTG あ  (C) HRI019(DcsbB-yfhO 
CsbB) IPTG  (D) HRI019 IPTG あ   (E) HRI023(W.T. GtrBN-CsbBC) IPTG あ  (F) 
HRI025(DcsbB-yfhO GtrBN-CsbBC) IPTG あ 各株を LB 地 地 生育

O.D.600 = 0.2~0.3 養液を二等 片方 終濃度 1 mM  IPTG を加え  90 min 
後 顕微鏡観察を行 (G) Pspac-ispE IPTG  (H) Pspac-ispDF IPTG  各株

を 0.1 mM  IPTG を含  LB 地 生育 対数増殖期 集菌  Fresh  LB 地
 2 回 Wash 終濃度 1 mM  IPTG を含 含 い LB 地 植菌   90 

min 後 顕微鏡観察を行 (I) 168 株 対数増殖期後期 ( O.D.600 = 1.0 付近) 観察を
行  
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Fig. 19  イ プ ノイ 合成系遺伝子 発現制御株 生育  SigM 活性  
(A) イ プ ノイ 合成系酵素  Bactoprenol 生合成 枯草菌 右  MEP 経路 を

持 本実験 発現制御を行 酵素 を図中 示  (B)イ プ ノイ 合成系遺伝

子 発現制御株  SigM 活性 各株を 0.1 mM  IPTG を含  LB 地 生育 対数

増殖期 集菌  Fresh  LB 地  2 回 Wash 終濃度 1 mM  IPTG を含
含 い LB 地 植菌 生育を測定 養開始  90 min 後  180 min 後
サンプ ン を行い b-gal 活性を測定 180 min 結果を示 青 : IPTG  赤 : 
IPTG あ  

IspE 

IspD 

IspF 

A. 

B. 



WTA 生合成系  C55-P 利用  SigM 活性化 

実験 CsbB や GtrB  C55-P サ 阻害  

SigM 活性化 い い 仮定  C55-P チ ンや WTA 

合成 用い C55-P サ 阻害  SigM 活性化 原因  C55-P 

糖 付加 前駆体 蓄積 結果 あ チ ンや WTA 合成 滞

い い 確  WTA 合成酵素遺伝子

発現抑制株 用い 実験 行  

枯草菌  WTA 合成系 C55-P  UDP-GluNAc  GluNAc 転移  TagO 

初 応 触媒 後複数 酵素 関  C55-P  WTA 主要構造 合

成 最後  TagT  C55-P チ ン細胞壁 共有結

合 成熟  WTA 3 言い換え TagO 以降 TagT 以前 応

 C55-P 行わ 間 応 阻害  C55-P サ

阻害 一方 TagO 応 阻害 場合 WTA 合成  C55-P 

サ 影響 い 予想 TagO  TagT 間 少

酵素 関 い (Fig. 20-A び 7 ) い ン 形成 い

極性効果 影響 い TagB TagF び TagO 遺伝子 発現制御株 実験 用い

遺伝子  IPTG 誘導 制御化 置い 枯草菌株

IPTG 含 含 い 地 生育  SigM 活性 測定 株

い  SigM 活性 昇 見 (Fig. 20-B) SigM  WTA 損

自体 応答 活性化 わ  
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A. 

B. 

Fig .20 枯草菌  WTA 生合成経路遺伝子 発現制御株  SigM 活性  
(A) 枯草菌  WTA 生合成系 模式図  : GlcNAc    : ManNAc   :  ー -3-
ン酸 Sarah E. Allison et al JBC 2011 一部改変 (B) WTA 生合成経路遺伝子 発現

制御株  SigM 活性 各株を1 mM  IPTG を含  LB 地 生育 対数増殖期 集

菌  Fresh  LB 地  2 回 Wash 終濃度 1 mM  IPTG を含 含 い 
LB 地 植菌 生育 植菌  60 120 180 min 後  b-gal 活性を測定
結果  180 min 後 を示 青 : IPTG  赤 : IPTG あ  
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csbB び yfhO 破壊株 表現型解析 

実験 CsbB び YfhO  SigM 活性化 関 性 い 解析

枯草菌細胞内  CsbB び YfhO 必要性や役割 明 い   

解明 csbB び yfhO 株 表現型 解析  csbB 破

壊株 い 合成 地 い NaCl び 対 感

性 増 明 い 20 実 回作成  csbB 

び yfhO 株 い  NaCl  び熱 対 感 性

究 い GtrB  CsbB 様 機能 持 示唆

CsbB 細胞表層 構造維持 関 い 予想 細胞壁 合成 阻害 抗

生物質 vancomycin phosphomycin  bacitracin い csbB yfhO csbB-yfhO 

株 い 生株 比 抵抗性 変化 う 検討  

結果 csbB yfhO csbB-yfhO 株 い 若干 あ

対 感 性 増加 (Fig. 21-A) 回 実験  NaCl 感 性 変化

見 (Fig. 21-B) 熱 関 yfhO 株 感 性 昇 い

csbB-yfhO 株  W.T. 程度 感 性 戻 い (Fig. 21-C) 抗生物質 関

yfhO 株  phosphomycin 対 耐性 増加 csbB-yfhO 株  W.T. 

並 感 性 示 他 抗生物質 対 明確 感 性 変化 観察

(Fig. 21-D)  
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Fig . 21 csbB び yfhO 破壊株 表現型解析  
(A) ノー 対 感 性 各枯草菌株を 合成 地( 組成 方法 材料

項を参照) 生育 O.D.600 = 0.45 付近  終濃度 10 % う ノー を

添加 添加直前(0 min) 添加  60 120 min 後 養液を 原液 び 
0.9 % NaCl  10- 1  10-4 

希釈 を LB 寒天 地  5 ml ッ 結

果  0 min  120 min を示 (B) NaCl 対 感 性 各枯草菌株を 
合成 地 生育 O.D.600 = 0.45 付近 菌体を集菌 4 % NaCl  を含 合成 地

再懸濁 30 min  間プ プ ー ョンを行い 菌体を集菌  10 % NaCl を含
合成 地 再懸濁 プ プ ー ョン終了時を 0 min 30 min 60 min サ
ンプ を (A) 様 ッ 結果  0 min  60 min を示 (C)熱

対 感 性 各枯草菌株を LB 地 生育 O.D.600 = 0.45 付近  
48 ℃ 移 30 min  間プ プ ー ョンを行い 54 ℃ 移 プ プ

ー ョン終了時を 0 min 60 min 120 min サンプ を (A) 様 ッ

結果  0 min  120 mi n を示 各プ ー 37℃ 16 h 養後 写

真を撮影 (D) 細胞壁合成阻害剤 対 感 性 枯草菌を LB 地  over 
night 養 O.D.600 =1.0  う  滅菌水 希釈 を原液  10-2 10-4 

び 10-5 
希釈 各抗生物質を含  LB 寒天 地  5 ml を ッ 37℃  16 h 

インキュ ー 後写真を撮影 phosphomycin : 75 mg/ml bacitracin : 200 mg/ml 
vancomycin : 0.2 mg/ml  



考察 
 

枯草菌 SigM ンチ ン 質 制御 い  

 究 明 い  SigW 活性制御機構 参考  SigM 

活性化  YhdL 挙動  Western blotting 解析

YhdL  SigM 活性調節機構 い 調 う 枯草菌 膜画

YhdL ン 質 細胞膜 局 いう実験的証 初 示

(Fig. 8-B)一方 NaCl 条件 YhdL ン 質 や 子 膜局 明

変化 観察 (Fig. 7A-C び Fig. 8) ンチ

ン 質  SigM 活性制御  SigW 異 機構 行わ い 能性

高い 示唆  

 序論 述 枯草菌以外 目 向 ンチ ン 質 解以外

活性調節機構 持  ECF 因子 例 い 知 い 放線菌  SigR 

ンチ ン 質 RsrA  HCC motif いう ン 持 酸化

ン 子内 S-S 結合 形成  RsrA ン ン変化 生

 SigR  RsrA 結合 外 活性化 16 枯草菌 SigM 過酸化

応答 活性化 知 い YhdL や YhdK ン 質  HCC 

motif 見 い 他 酸化 応答 知 い 枯草菌 YlaC 

ンチ  YlaD  HCC motif 持 い 16 SigM  SigR 

様 制御機構 持 考え い 大腸菌 FecI 場合 鉄 ン酸 複

合体 感知 外膜 ン 質 FecA ン ン変化 ンチ

 FecR  FecA 相互作用  FecR 解  FecI 活性化

15 系 関  YhdL 解 検出 枯草菌 外膜 存

い 活性制御系 持 考え い YhdL 相互作用 持



ン 質 YhdK あ 感知 関 似 系 持 い 能性 あ  

 YhdK ン 質 存  SigM 活性制御機構 考え 非常 要 あ

あ 考え YhdK ン 質  YhdL 相互作用 持 ン 質 あ 14

yhdK 遺伝子 破壊  SigM 活性 恒常的 昇 見 明 い

13 究 い yhdK 遺伝子 存 有無 細胞内  YhdL ン

質 う 影響  western blotting 解析 yhdK 遺伝子

存 い条件 YhdL ン 質 検出 YhdL ン 質 安定 存

い 示唆 (Fig.7-F) yhdK 存 い  sigM yhdL 

ン 発現 SigM 活性 普段 百倍程度 昇 い (Fig.7-E)

究 実験条件 yhdK 存 条件 い 高い SigM 活性 示

条件 発見 い い 加え 条件  YhdK ン 質 挙動 詳細

解析 い い  YhdK 解 結果 YhdL 

わ 変化 生  SigM 活性化 い いう 否定 い い

少  YhdL 検出

YhdK い 時 積極的 解 い 考

え い 思わ  

 NaCl 以外  SigM 活性化時  YhdL ン 質 挙動 解析

新 知見 得 能性 あ 近年 枯草菌 SigW ンチ ン

質 RsiW 放線菌 SigR ンチ ン 質 RsrA  HCC motif 

持 示 16 実際  SigW 酸化 応答 -

ンチ 系 応答 応答 異 能性 あ

後述 少  yfhO 破壊条件 い  SigM 活性化 際  YhdL 

解 見 (Fig. 13-B)  

 SigM ンチ ン 質 活性制御系 知 あ



現  YhdK 存 制御系  YhdL ン ン

変化 調節 い 能性 想定 い 当 究室 解析 SigM 

過剰発現 枯草菌細胞 毒性 示 明 い SigM 

時 活性化 い 活性化 細胞 悪影響 え

う いう ン え い SigM 補助因子 あ  YhdK 含 他

い複雑 制御系 持 活性 微妙 調節 能 枯草菌 生存

寄 い い  

究 SigM 活性化時  YhdL 変化 検出 逆 人工的  

YhdL 変化 え  SigM 活性制御 関 実験 考え 株 構築 進 い

具体的 当 究室 究 ンチ ン 質 膜貫通領域 長

ンチ 機能 要 あ 明 30 膜貫通領域 長 変

化  YhdL ン 質 発現 系 考え い 究  YhdL ン

質 膜 局 示 酵母 法  YhdL  SigM 相

互作用領域 YhdL 細胞質側  N 端側 細胞外  C 端側 置 予測

い YhdL  C 端側 細胞外 感知 想定 C 端領域

失  YhdL 発現  SigM 応答 究 試 い  

 

 

 

 

 

 

 

 



CsbB び YfhO 機能 い  

 究 ン ン 用い 解析 SigM 活性 影響

え 明 機能 知 膜 ン 質  CsbB び YfhO 解析

枯草菌 細胞表層統合性維持機構 い 新 知見 得 う 試  

行 究 追試 行う csbB  yfhO 存 非存  

SigM 活性化 詳 い 調査 yfhO 遺伝子 ン ン挿入破壊株

や  (pMutin) 挿入破壊株 い SigM 活性化 示 行

究 YfhO ン 質 機能 失わ  SigM 活性化 い

DNA 配列 断 極性効果 yfhO 遺伝子以外 因子

発現 失わ  SigM 活性 影響 え い わ い

 yfhO 遺伝子全長 ン ン ン挿入破壊株 導

入 相補実験 行  yfhO 発現 ン

ン挿入破壊株 見 い  SigM 活性 昇 見 (Fig. 9-B)

SigM 活性 昇 YfhO ン 質 機能 失わ 起因 考え

 

csbB  yfhO 遺伝子 両方 遺伝子 失 株 新 作

成 SigM 活性 測定 YfhO 非存  SigM 活性化 csbB 遺

伝子 存 依存 い 確 (Fig. 11-A) 用い

 csbB 人工的 発現 実験 確 (Fig. 11-B) 実験 CsbB 

 YfhO 機能的 相互 関 い 強 示唆  

結果 CsbB  YfhO ン 質間 相互作用 解析

CsbB  YfhO 発現 SigM 活性 影響 え い SigM ンチ

ン 質 YhdL び SigM 活性 影響 え  YhdK い 網羅的

相互作用 解析 解析 BACTH 法 用い 既知 相互作用 い



SigM  YhdL 相互作用 検出 YhdL  YhdK 相互作用 検出

(Fig. 12-B) 理 明 あ 大腸菌内 ン 質 共発現 う い

い い 能性や adenylate cyclase サ fusion 来あ

相互作用 起 能性 考え 他 膜 ン 質

原因 相互作用 検出 い 考え YhdL  YhdK 

膜貫通 ン び 持 予測 い 膜貫通 回数 奇数回 あ

通常 N 端  C 端 細胞質側 う一方 側 向い い

ン 質  N 端 C 端  adenylate cyclase サ

融合 場合 ン 質 相互作用 あ サ

片側 細胞外 う片方 細胞内 あ 場合 cAMP 合成 起

遺伝子 発現 起 い 考え サ 両方 細

胞外 あ 場合 仮  cAMP 合成 起 細胞外 散 う

考え  YhdL い 酵母 実験結果 N 端側  

SigM 相互作用 示 SigM 細胞質 ン 質 あ N 

端側 細胞質内 あ 考え い 14 回 実験  SigM  YhdL 相互作

用 見 YhdL  N 端側  T25 ン 融合 場合 あ 過去

結果 矛盾 い YhdL  YhdK 例 い 組 合わ 相互作用

検出 掲載 例 当 い い  pull-down assay 

用い 相互作用解析や 大腸菌内 ン 質 発現 局 確認 必要 あ  

知 相互作用 検出 CsbB  YfhO 含 相互作用解析 行

結果 CsbB  YfhO YfhO  YhdK 相互作用 検出 (Fig. 12-C) CsbB 

う あ い  YfhO う 相互作用 検出 (Fig. 12-C) YfhO 膜貫通

ン 個 CsbB 持 い 予測 CsbB 相 性 あ GtrB 

様 考え ン 質 両端 細胞質側 あ 予測 CsbB 



う 相互作用 組 合わ 検出 い 一 YfhO 相互作用

一部 組 合わ 見 い ン 質 発現 問題

考え い 結果 CsbB  YfhO 相互作用 示唆 前

述  CsbB  YfhO 機能的 相関関 裏付 結果 YfhO  

YhdK 間 相互作用 検出 CsbB や YfhO YhdK 通 YhdL 

や SigM 巨大 複合体 形成  SigM 活性 制御 い 能性 示唆  

結果 YfhO 損条件 SigM 活性化 ンチ ン 質 

YhdL や YhdK 解 い 能性 考慮 条件 細胞内  YhdL 

び YhdK ン 質 ン ン 解析 条件

SigM 活性化 見 YhdL び YhdK 明 減少 見

(Fig. 13-B&D) CsbB や YfhO  SigM 活性化機構  

YhdL や YhdK 解 い い 示唆 究 BACTH い

YfhO  YhdK 間 相互作用 検出 意味 い 明 い

い 解析 確認 必要 あ 考え  

  CsbB や YfhO  YhdK  直接 SigM 活性制御 関 い

能性 考え CsbB や YfhO 存 い SigM 

活性化 起 う 検証 結果 SigM  csbB や yfhO 損

株 い NaCl 酸 vancomycin 応答 活性化 (Fig. 14-A-D)

少 試験 条件  CsbB や YfhO  SigM 応答 必須 い

明  

CsbB 機能解析 CsbB 発現時  SigM 活性化 理 迫 う  

CsbB 陰性菌  O 抗原 糖修飾 関  bactoprenol phosphate 

glucosyltransferase  GtrB 高い相 性 持 い (Fig. 16-A) CsbB

 GtrB 近い機能 持 予測 CsbB 含  GtrB 近い糖転移酵



素 保存 い い  Asp 残 い ン 置換  CsbB ン 質

発現 SigM 活性 昇 起 う 検証 結果

ン置換 変異型 CsbB 発現 場合  SigM 活性化 見

(Fig. 16-B) CsbB  SigM 活性化 CsbB 糖転移酵素

活性 依存 い 能性 示唆 CsbB  糖転移酵素 あ いう仮定 支持

結果  

大腸菌  GtrB 枯草菌内 発現 CsbB 場合  SigM 活

性化 起 う 検討 結果 GtrB 発現 場合

CsbB 場合 顕著 い SigM 活性化 起 (Fig. 15-B) GtrB 

活性 ン  CsbB 膜貫通領域 持 ン 質 用い 実験 GtrB 

効果  CsbB 弱い ン 質 膜 局 発現 問題 あ

GtrB 活性  CsbB 等程度  SigM 活性化 示唆 (Fig. 

15-C)  

 GtrB 活性 ン 持 ン 質 (GtrB び GtrBN-CsbBC) 発現

場合  SigM 活性化  CsbB 場合 異 YfhO 有無 依存 い

(Fig. 15-B&C) 理 い 現段階 仮説 立 い CsbB  

GtrB 機能 あ YfhO  GtrB 間 ン 質相互作用 い い

う 能性 あ 確 GtrB い  BACTH  YfhO 相互

作用 解析 必要 あ う CsbB  GtrB 機能 異 いう場合 あ

酸配列 類似性や ン 質 用い 実験 CsbB  GtrB 似

機能 持 予想 GtrB 相 性 持 ン 質 以外

糖  C55-P 付加 い 知 い え 大腸菌  ArnC GtrB 

 約  30 % 相 性 約  50 % 類 似 性 持  C55-P  

4-deoxy-4-formamido-L-arabinose 付加 31 陰性菌 Francisella novicida  



FlmF2  C55-P  N-acetylgalactosamine 付加 32 酵素 応 利

用 糖 う 区 い わ い い  N 端側  DxD 

motif 含 活性部 持 C 端側 膜貫通 ン 持 糖 転移

 C55-P 利用 質 UDP-sugar 利用 共通 い  

CsbB  DxD motif や 膜貫通領域 保存 い 合

成系 酵素 発現 抑制 株  CsbB 過剰発現株 比較実験 CsbB  C55-P 

利用 い 能性 高い 示唆 酵素 中  ン 質全体

CsbB 最 高い 持  GtrB あ CsbB 以外 糖

 C55-P 転移 能性 十 考え  YfhO  CsbB 間 遺伝学的 機

能 相関 見  CsbB び YfhO 以外 糖 認識

GtrB  YfhO 間 遺伝学的 相互作用 見 能性 あ UDP-Glc 生合

成 制限 株 CsbB  SigM 活性化 起 い (Fig. 16)

仮説 あ 程度支持 CsbB び YfhO う 糖 認識 詳細 解

析 膜 ン 質 精製や 使用 糖転移実験

必要 後 課題 あ  

CsbB-YfhO 系 来 役割 い 考察 枯草菌  csbB 遺伝子 い

前述 一般 応答 因子 SigB  細胞表層 関連 抗生物質 応答

 ECF 因子 SigX 認識 転写 明

う  SigB 認識 転写  NaCl 応答 活性

化 わ い 22,23 csbB 破壊株 い

び NaCl  viability 実験的 示 20

  viability 究 追試 見 い (Fig. 21-A) NaCl 

 viability 究 再現 細 養条件

違いや遺伝子破壊 方法 起因 い 能性 あ 条件検討 必要 あ     



枯草菌 yfhO 遺伝子破壊株 表現型 い 究 い 究

い  条件  csbB 破壊株 様  viability 示

(Fig. 21-A)  csbB-yfhO 破壊株 い  viability 

いう結果 得 (Fig. 21-A) 実  CsbB-YfhO 

応答 発現 枯草菌 応答 一定 役割 果 い 示

熱 び細胞壁合成阻害剤 phosphomycin 関 yfhO 株 感

性 変化 見 csbB び csbB-yfhO 株  W.T. 似 表現型 示 い

う結果 得 (Fig. 21-D) phosphomycin 耐性 抗生物質 込

関 遺伝子 破壊 び phosphomycin 解系 知 33, 34

変異 耐性 示 糖転移酵素 能性 高い csbB 破壊 感

性 戻 考え い SigM 活性 昇 似

CsbB-YfhO 機能 損 いう  C55-P サ 阻害 いう 

CsbB 発現 い 細胞 状態 映 い 考え 細胞壁合成

阻害剤  vancomycin や bacitracin  yfhO 株 い  phosphomycin う

耐性 変化 いう効果 得 (Fig. 21-D) vancomycin や bacitracin  

C55-P サ 阻害 phosphomycin  C55-P 無関 細胞壁合成

阻害 (Fig. 2) yfhO 株 表現型 違い い

能性 考え 結論 出 他 様々 細胞壁阻害剤 用い 実験 行う必要

あ  

 用い 解析 csbB-yfhO 遺伝子 他 陽性菌

保存 い 明 (Fig. 22)  csbB-yfhO 陽

性菌 一般的 新 糖転移 あ 能性 あ 一部 陽性菌

csbB  yfhO 間  陰性菌 Gtr 系 見  GtrA 様 ン 質

遺伝子 持 い  (gtrA-like 表示) GtrB  CsbB 類似 酵素 あ い



Bacillus subtilis 

Bacillus clausii 

Halobacillus halophilis 

Macrococcus caseolyticus 

Bacillus pumilus 

Bacillus licheniformis 

Glycosyltransferase 

 family2(MCCL_0828) 

csbB yfhO yfhM yfhP 

csbB yfhO 

yfhO-like yfhO-like rbgA 

csbB yfhO 

csbB yfhO yfhP 

csbB yfhO-like 

yfhJ 

PsigB, PsigX 1 kbp 

BL03036 

ABC0908 ABC0906 

HBHAL_1188 HBHAL_1186 

BPUM_0802 

ABC0905 

MCCL_0825 MCCL_0826 

MCCL_0827 

Fig. 22 Bacillus 属 び 陽性菌 け  csbB  yfhO  保存性  
CsbB び CsbB 相 性を持  Glycosyltramsferase family 2 ン 質を ー

遺伝子を青 示 YfhO び YfhO motif を持 ン 質を ー 遺伝子 
(yfhO-like 表記)を ー 遺伝子を赤 示 持 い 場合 GtrA-like 
ー ー ノ ー ョン ン 質を ー 遺伝子を黄色 示

他 近傍 存在 遺伝子 白 示 ノ ップ KEGG genome detabase  
(http://www.genome.jp/kegg/genes.html) 従 作成  

http://www.genome.jp/kegg/genes.html


う 究 示唆 踏 え 陽性菌  gtrB-gtrA-gtrX いう 陰性菌

遺伝子配置  csbB-gtrA-yfhO いう 陽性菌 遺伝子配置 対応

系 一 あ 能性 高い 思わ 陰性菌

 O-抗原 修飾系 酵素 必要 対 枯草菌や一部  Bacillus 属細

菌  gtrA-like 遺伝子 持 い い SigM 活性化や細胞形態 え 影響 見

限 少 枯草菌 い  csbB  yfhO 遺伝子 機能 完結 い

う 見え 枯草菌内 知 酵素 GtrA (flippase) 役割 い  

YfhO  GtrA 働 持 い 知見 CsbB-YfhO 

陽性菌 広 布 新奇 応答性 細胞表層構造糖修飾 あ

示唆  CsbB-YfhO 系 枯草菌細胞表層 う 構造 糖 付加

あ 究内 明 い い 現 陰性菌  O-抗原

構造的 あ  WTA や LTA 想定 究 進 い  

 一方 枯草菌内 目 向 YkcC  YkoT いう CsbB 存

い (Fig. 23-A) ン 質 い 実験的 機能 証明 い い

い  glycosyltransferase family 2 類  

DxD motif や 膜貫通領域 持  CsbB 共通点 見 ykcC び 

ykoT 流  ykcB ykoS いう巨大 膜 ン 質 遺伝子

保持 い (Fig. 23-B) YfhO 膜 ン 質 明確 相 性 見

い 予想 膜貫通領域 数  YkcB YkoS あ 膜貫通

ン 持 予測  YfhO あ 程度近い 株 確認 い い

予備的 あ  ykcB 破壊株 い  ykcC 人工的 発現  

SigM 活性化 いう結果 得 い ( 掲載)  結果  csbB-yfhO 

関 似 い 一方  ykoS 破壊株 い  ykoT 発現 誘導 場合  

SigM 活性化 確認 ( 掲載) ykcB  ykcC ン 形成



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 ノ  CsbB を ー 遺伝子  csbB 比較 
(A) CsbB  YkcC び YkoT イ ン イ ン  ClustalX2 
プ を用い 行い BOX SHADE サー ー

(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html) 機能を用い 相 部位を影 示

各配列  UniprotKB ー ー 得 ー ー  Entry ID 
通 CsbB ; Q45539, YkcC ; O34319, YkoT ; O34755 (B) csbB ykcC び ykoT 

近傍 位置 い 巨大 膜 ン 質を ー 遺伝子 ノ ップ  BSORF 
ー ー (http://bacillus.genome.ad.jp/) 従 作成  

http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html
http://bacillus.genome.ad.jp/
http://bacillus.genome.ad.jp/


機能 知 成 制御系 YrkQP  YclJK 制御 い 実験的

示唆 い 35,36 一方 ykoS び ykoT 転写制御 い 明

い い 成 制御系  ECF 因子 並 細菌 応答 寄 転

写制御 あ 枯草菌 細胞外 応 細胞表層 糖修飾 変化

千変万化 環境 適応 い い  CsbB-YfhO 系 機能 予

測図  CsbB  SigM 活性化 図  Fig. 24 示  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



C55-P 

DyfhO 

Fig. 24 CsbB び YfhO 機能  CsbB  SigM 活性化 図  

CsbB  GtrB を参考 ーを描い YfhO ー 明 楕 示

生株 CsbB-YfhO  応答  C55-P を介 糖転移反応を行

い ノー や NaCl 耐性 寄 い 考え YfhO 損状態 C55-P 

サイ 阻害 主  WTA 合成 滞 を  SigM 活

性化 い い 考え い 本研究 示唆 経路を赤 以外を黒

矢印 示 実験的証拠 乏 い部 点線 示 SigM ン ン 質

直接 を感知 い う 未 明 あ  

エ ノー  NaCl  resistance ? 

sugar 

GlcNAc Glucose 

ManNAc 



SigM 活性化 い  

 述 枯草菌 SigM い 様々 環境 応答

複数 細胞表層 影響 抗生物質 応答 明 い  活性

化条件 多岐 渡 SigM 実際 何 感知 活性化 い わ い

究 行 実験  SigM 活性化 い い 知見

得  

 CsbB 機能解析 行 実験 CsbB 糖転移酵素 機能 細胞内  

C55-P サ 阻害  SigM 活性化 い 能性 示唆  

SigM 活性化 知 い  bacitracin いう抗生物質 bactoprenol 

pyrophosphate(C55-PP) phosphatase 活性 阻害 知 い  糖

 C55-P 働 C55-P  NDP-sugar  C55-PP-sugar 合成

糖 役割 終え 直後  bactoprenol  C55-PP 形 存 再利用

脱 ン酸化 必要 37 C55-PP phosphatase 枯草菌  bcrC い

う遺伝子 bcrC 転写  SigM 依存 い 38,39

bacitracin  SigM 活性化 非常 理 い 抗生物質 

friulimicin B 細胞 外側 あ  C55-P 結合 細胞内 再回 直接的 阻害

いう作用 持 実験的 証 示唆 い friulimicin B 

添加  SigM 強 活性化 最近 明 40

実 C55-P 再回 阻害  SigM 活性化 確 い い

え  

 一方 C55-P 再回 阻害 チ ンや WTA 細胞表層 主要

構成成 合成 阻害 考え 実験 再回 阻害  

C55-P 自体  SigM 活性化 C55-P サ 阻害 結果

細胞表層 構成成 合成 い  SigM 活性化 わ



い 合成  C55-P 使用  WTA 合成 各 酵素 発現 調節

確 う 実験 C55-P サ 干渉 予想

 TagB や TagF 発現制御株 C55-P サ 干渉 い  WTA 

合成 行わ い 予想  TagO 発現制御株 い  SigM 活性化

(Fig. 20-B)  C55-P 再回 阻害  SigM 活性化  WTA合

成 阻害 結果 あ 能性 高い 考え  

C55-P 生合成 関 合成系 遺伝子 発現制御株 い

 SigM 活性化 示  C55-P サ 阻害 新

規  C55-P 使用 い 来 い 示唆

 C55-P 合成以外 様々 代謝 使用 直接的  C55-P 合成

酵素 あ  UppS 発現制御株 用い 追試 行う必要 あ 考え  

 究 究 い  SigM 活性化 い 考え

要 知見 い 得 人工的 遺伝子 破壊や発現抑制 行う  

SigM 活性化 条件 い 知 い 近年 WTA 陽性菌

主要 細胞表層構成成 あ  LTA 生合成酵素 LtaS 破壊株 い  SigM 活

性化 明 12 糖脂質合成酵素 あ  UgtP 破壊

 SigM 活性化 知 い 41  UgtP 破壊 影響 少

通 考え 目 糖脂質 合成 膜組成 変化

来 関 膜 ン 質 あ ンチ ン 質 う

機能  SigM 活性化 う 能性 あ 目 能性 LTA 

生合成  UgtP 合成 糖脂質 土 行わ 知 い

14 UgtP 破壊  LTA 生合成 阻害  SigM 活性化 い

い LTA び WTA 合成阻害  SigM 活性化 い

SigM 細胞表層 ン 合成阻害 活性化 能性 高い 後



実際 条件  LTA や WTA 合成 い い 実験的 確 必要

あ  

 仮説  UDP-Glc 合成 関  gtaB 発現制御株 用い 実験結果

支持 UDP-Glc LTA 合成 足場 糖脂質 合成過程 源

使用 gtaB 発現 抑制  SigM 活性化  LTA 合成

常 行わ い 起因 考え  

抗生物質 用い 究 多 チ ン細胞壁合成阻害剤 応答  SigM

活性化 知 い あ 究 実験 様々 チ

ン合成 阻害剤 う Lipid II前駆体 (C55-PP-MurNAc-pentapeptide-GlcNAc) 

結合  SigM 活性化 いう結果 得 い 38  Lipid II 

状態 細胞壁合成 阻害  C55-P 再回 阻害  

C55-P サ 阻害  SigM 活性化 引 起 いう仮説 一

C55-P 再回 阻害  WTA 合成阻害 引 起  SigM 活性化

能性 言及 Lipid II 前駆体 干渉 い細胞壁阻害剤 多少 SigM 

活性化  WTA チ ン ン い 間接的  WTA 

影響 い い 一方  枯草菌 SigM ン  WTA 合成

系 酵素  LTA 合成系 酵素 び WTA 合成 必要  C55-P 供給 必須

生合成系酵素 C55-PP phosphatase 遺伝子 含 11 WTA 

や LTA 機能 損  SigM 活性化 非常 合理的 あ 考え  

枯草菌 SigM  C55-P サ 阻害  WTA や LTA 損

活性化 主張 抗生物質 用い 実験以外 い

遺伝子 破壊 発現制御 利用 自然環境中 起

あ え い 抗生物質 除 SigM 活性化 環境 条件 塩 

(NaCl) 酸 熱 び 過酸化 知 い 塩



い 浸透 や ン 脱水 い 複数

細胞 考え WTA や LTA ン あ 細胞表

層 陰性 保 働 言わ い 実  WTA や LTA い  SigM 

活性 影響 細胞表層 陰性度 来 陽 ン 細胞表

層 陰性度  SigM 活性化 起 い  

枯草菌細胞 及 影響(stimulon ) あ 究 い い 一般的 濃度

細胞 脱水 ン 質 変性 膜脂質 変性 影響 え

い 影響 膜 ン 質 あ ンチ ン 質 う 機

能  SigM 活性化 い 酸 い

細胞 え 影響 い い stimulon い あ 程度

究 陽性菌 Staphylococcus aureus ン 塩 性成 生

成酵素 遺伝子 他 膜脂質 生合成遺伝子や ン 質 細胞表層 関連

遺伝子 金属 糖 込 系 遺伝子 活性化 明

い 42 ン 質 細胞表層 存 多い 酸

細胞表層 ン 質や構造 変性 い 能性 高 作用

ンチ ン 質 機能 失  SigM 活性化 考え 近年

細胞内外  pH 勾配 変化 細胞表層 局 細胞壁 解酵素 ン

活性 変化 提唱 い 43 酸性 過剰 活性化 細

胞壁 解酵素 作用 チ ンや WTA 等 構造 保 SigM 活

性化 誘導 い 能性 あ 熱 細胞膜 流動性 変化 膜 ン

質 影響 え 熱 弱い ン 質 変性 膜 ン 質 あ

ンチ ン 質 機能 失わ  SigM 活性化 い 過酸化

生 処理 生体内 生

様々 子 悪影響 え 知 い 厳密 作用機構 影響



広範 渡 あ 知 い い 枯草菌 耐性機構 SigM 

び C55-PP phosphatase あ  BcrC 関 44 明

い  C55-P サ 作用 い 考え 酸化

生 試薬 中 酸化 応 サ 的

何度 生 非常 強力 あ 知 H2O2 酸化  

SigM 活性化 見 い い 10 酸化 SigM 真 活性

化 い い  

究 び 行 究 ン ン  SigM 活

性化 因子 広 探索 試 い 見 因子 中 細胞表層

関連 機能  yddH や liaS 様々 機能 持 含 い (Table. 

5) 遺伝子破壊 SigM 活性 昇  glpD  -3- ン酸 代謝 関

酵素 あ 究  SigM 活性化  WTA や LTA 細胞

表層 陰性度 関 示唆 ン 主成

ン酸 あ glpD 破壊  SigM 活性化 いう 実 仮説

あ 程度合 い いえ ABC ン  ecsB 

破壊  SigW 活性化 関わ 知  SigM 活性制御 何 役割

持 い  secDF ン 質 細胞外 局 ン サ

い  ecsB や secDF 細胞表層構造 ン ン 行う酵素

局 行う 細胞表層 統合性維持 関 い 遺伝

子 関 一見  WTA や LTA 合成 関 う 見え

複雑 代謝経路 通 細胞表層構造 影響 あ え い 間接的  SigM 

活性 関 考え い  

 

 



5 総括 
 

究 SigM  ンチ  活性制御機構 既知 異 新 い

あ 示唆  

CsbB-YfhO 陽性菌 広 保存 新奇 細胞表層成 糖修飾

あ 応答 枯草菌 細胞表層統合性 寄 示唆  

加え CsbB  SigM 活性化 究 陽性菌 細胞表層

構成成 あ  WTA や LTA 機能 損  SigM 活性化 あ 能性

新 示  
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