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論 文 内 容 の 要 旨

MRSA(メ チ シ リ ン耐 性 黄 色 ゴ トウ球 菌 ノやVRaバ ン コ マ イ シ ン耐 性 腸 球 菌)等 の 多 剤 耐性 細 菌

の 出 現 は 、既 存 抗 生物 質 に よ る感 染症 治療 を 困難 な もの に して い る,こ れ らの 多剤 耐 性 細 菌

に 有 効 に 働 く新 規 抗 菌剤 の 開 発 は 急 務 で あ る 、MRSへ やVRE、 枯 草 菌 等 を 含 む グ ラム 陽 性 細 菌 に

は 、 増 殖 に 必 須 な 二成 分 情 報 伝 達機 構(TCS)と してWalK/"alRが 広 く保 存 され て い る。Wa!K

タ ンパ ク質 は細 胞 膜 受 容 体 で 、ATP依 存 的 に 自 己 リン酸1ヒ す る ヒ スチ ジ ンキ ナ ー ゼ(HK)活 性 を

有 す る。Wa1Rタ ンパ ク質 は転 写 制 御 因 ヂで あ る、 リン酸 化 され たWa1Kダ ン バ ク 質 か らWa1Rタ

ンパ ク質(転 写 制 御 因 子)の ア ス パラ ギ ン酸 ヘ リン酸 基 の転 移 が 生 じる.リ ン酸 化 され たWalR

タ ンパ ク質 は 標 的 遺 伝 子 プ ロ モ ー ター一に結 合 し、 そ の 遺伝 子発 現 を制 御 す る。MRSA等 の細 菌

に お い て、 細 胞 壁 代 謝 に 関 与す る遺 伝 子群 はWa1K/WalRTCSに よ って 制 御 され て い る.そ の 結

果 、WalK/Wa!RTCSは 細 菌 細 胞 増 殖 、 分 裂 に 必 須 な 働 きを し てい る。 岡 田 等(Okadaet.a1.

J.Antiblot,2010)はWa1K阻 害 剤WalkmyclnがWa!Kタ ンパ ク質 を 選 択 的 に 阻 害 し、MRSAやVRE

に 強 い 抗 菌 性 を示 す こ と を 明 ら か に した.後 藤 はWalR阻 害 剤 と して 、WalrycinA,WalrycinB

を見 出 した(GotohY.,DoiA.,et,al.,J.Antibiot,2010)。 これ らの結 果 は 、Wa1K,Wa1Rタ

ンパ ク質 に 対 す る分 子 標 的 剤 の 開 発 に よ っ て 、MRSA,VRE等 の 多 剤 耐 性 細 菌 に 対 す る有 効 な 新

規 抗 菌 剤 の 開 発 が 可能 に な る こ とを 示 した。

本 研 究 では 、Wa1Rタ ン パ ク質 に 対す る 分子 標 的 剤 の 開 発 を 実 施す る た め に 、WalRタ ン パ ク

質 の 立 体 構 造 をX線 結 晶 構 造 解 析 法 に よ り決 定 し、WalRタ ンパ ク質 がN末 端 ドメ イ ン とC末 端 ト

メ イ ン構 造 を有 す る こ と を明 ら か にす る と と も に 、WalK/WalR情 報 伝 達機 構 の 構 造 生 物 学 的 研

究 を 行 った(第1章,2章)。 さ ら に 、 これ ら の ドメ イ ン構 造 を も と に 、Wa1R阻 害 剤(walrycin

B)とWa1Rタ ン パ ク 質 との 結 合 モ デ ル を 作 製 し、 そ れ らの 作 用 機 構 を明 らか に した(第3章).

第1章WalRタ ンパ ク質 のC末 端 ドメイ ン(DNA結 合)の 構 造

1-1枯 草 菌WalRタ ンパ ク質 のDNA結 合 ドメ イ ン

枯 草 菌 のDNA結 合 ドメ イ ン(BsWalR-C)は 、Ser128か らGlu233を 含 む ドメイ ン と して 結 晶 化

を 行 い 、 解 像 度2.4Aで 構 造決 定 を 行 っ た(PDBentryID2DlV,図H)。BsWalR-Cは 、4つ

の βス トラ ン ドか らな る逆 平 行 の β シー ト(β1一 β4)、3つ の αヘ リ ック ス(α1一 α3)を 骨 格 と

し、特 徴 的 な βヘ ア ピ ン(β5一 β6)を 含 ん だ ヘ リ ッ クス ・ター ン ・ヘ リ ック ス構 造 で あ った 。

1-2黄 色 ブ ドウ球 菌Wa1Rタ ン パ ク質 のDNA結 合 ドメ イ ン

黄色 ブ ドウ球 菌 のDNA結 合 ドメイ ン(SaWalR-C)は 、Gln133か らHis232を 含 む ドメイ ン と して

そ の 立 体構 造 を 解 像 度1,87八 で 決 定 した(PDBentryID2ZXJ図1-2)。SaWa1R-Cに お い て も

BsWalR-Cと 同 様 に 逆 平 行 の β シー ト(β1一 β4)、3つ の αヘ リッ ク ス(α レ α3)、 βヘ ア ピ ン

(β5一 β6)を 含 ん だ ヘ リ ック ス ・ター ン ・ヘ リ ッ クス 構 造 を と って お り、BsWalR-Cと のCA原

子 間比 較 で はr.m.s.d。 値 が0.52八 とな り、 相 同 性 の 高 い立 体 構 造 を とっ た。 しか し、SaWa1R-

Cに お い て の み β2一 β3ス トラ ン ド間(Pro144-Ala146)に310ヘ リッ ク ス様 式 の立 体 構 造形 成 が

み られ た。

図1-2SaWa!R-C(2ZXJ)



[りW困Rタ ン ペク質 に よ る細 胞 壁 合 成 関 連 遺 伝 子 の 発現 制 御

BsWalR-C,SaWalR-Cの 立体 構 造 を も とに 、実 際 にWa1Rタ ンパ ク質 が 標 的 遺 伝 子プ ロモ ー

ター を 認 識 して 、結 合 で き るか 構 造 生 物 学 的 研 究 を行 っ た。 そ の 結 果 、 枯 草 菌 ・黄 色 ブ ドウ

球 菌 のWalR-Cの α3ヘ リ ック ス が標 的DNAの 大 溝 を 認 識 し、 β一ヘ ア ピ ン(β5一 β6)が 標 的DNAの

小溝 を認 識 す る よ うにDNAに 結 合 した 。 ま た 、WalR-Cは ダ イ マ ー と して標 的DNA反 復 配 列[5'一
'IGT(A/T)A(A/T/C> -N5-TGT(A/T)A(A/T/C)-3']に 結 合 す る こ と も明 らか に な っ た

。 さ らに
Wa]Rタ ン パ ク質 の ア ミ ノ酸 配 列 比 較 か ら、 枯 草 菌 、 黄 色 ブ ドウ球 菌 だ け で な く腸 球 菌 、 化 膿
レン サ 球 菌 な どの グラ ム 陽 性 菌 に は 、DNA結 合 ドメ イ ン の α3一 β5問 のル ー プ領 域 に

[PS(H215/R)Plの 保 存 され た領 域 が 存 在 して い る こ と が明 らか に な った 。 そ こ で 、黄 色 ブ ドウ

球 菌 のWalRタ ン バ ク質 のIPS(H215/R)P]部 位 や 標 的 遺 伝子 上 の反 復 配 列 と相 互 作 用 して い る ア

ミノ酸 にA!a変 異 導 入 をお こな い 、 ゲ ル シ フ ト法 に よ り 、変 異WalRの 標 的 遺 伝 子 へ の 結 合 解 析

を行 っ た。 そ の結 果 、[PS(H215/R)P]部 位 な どに 変 異 導 入 したWa1Rタ ンパ ク質(R161A,Rl79A,

R196A,R203A,R223A,P213A,S214A,H215A)の8種 の 変 異 体 に お い て 、標 的 遺 伝 子 へ の 結 合

能 減 少 が 確 認 され た。 これ らの 結 果 よ り、SaWaユR-Cの[PS(H215/R)P]は 標 的 遺 伝 子 へ の 結 合

部 位 と して 、決 定 され た(図2)。

第2章 枯 草 菌 のWa1Rタ ン パ ク質 のN末 端 ドメイ ン(二 量 体 形 成)の 構 造

WalRタ ンパ ク 質 の 二 量 体 形 成 ドメ イ ン(WalR-N)は 、 解 像 度2.OAで 構 造 決 定 を行 い 、5つ の

βス トラ ン ドか ら形 成 され た ね じれ た βシ ー トを 中 心 に5っ の αヘ リ ック ス が取 り囲 ん だ α/

β構 造 を と っ て い た(PDBentryID2Z欄 図3-1)。

さ らに 結 晶 構 造 中 にお い て 、WalR-Nは α4一 β5一 α5を 形 成 表 面 と して 、 回 転 対 称 な 二 量 体(単

量 体A,B)を 形 成 して い る こ と を見 出 した(図3-2)。WalR-Nの 二 量 体 は 、3つ の塩 橋(85Glu-

114Lys,97Asp-ll9Arg,98Asp-112Arg>と 疎 水性 ア ミ ノ酸 残 基(89Val,92Leu,115Ala)に

よ って 形 成 され て お り、 これ らの特 徴 は 、WalRタ ン パ ク質 が 含 ま れ るOmpR/PhoBフ ァ ミ リー の

レ スポ ン ス レギ ュ レー タ ー タ ンパ ク質(RR)に 保 存 され 、 そ の 他 のRRフ ァ ミ リー にお い て は 、

保 存 され て い な い。(α4一 β5一α5)は 、 黄 色 ブ ドウ球 菌 や 腸 球 菌のWa1Rタ ンパ ク質 で も保 存 さ

れ て お り、WalRタ ン パ ク 質 の 二 量体 形 成 に 関 与 して い る こ とが 示 唆 され た。

図3-1Wa1R-N単 量 体 構 造 図3-2WalR-N二 量 体 構 造

第3章 枯草菌WalRタ ンパ ク質の全長立体構造 を用いたWa1R阻 害剤 の作用機構
立体構 造を明 らかに したWalRタ ンパク質の制御 ドメイン、DNA結 合 ドメイン と同 じ

OmpR/PhoBフ ァ ミリーであ るPrrAタ ンパ ク質をテ ンプ レー トとして、Wa1Rタ ンパク質の全長モ

デル構築 を行った。 この立体モデル に対 してWalR阻 害剤 であるwalrycinBと の ドッキングシ
ミュ レー シ ョンを行った。WalrycinBは 、二量体形成 ドメイ ンにあ る5っのア ミノ酸(Glu43,

Gln46,Lys71,・Asp73,Met74)か ら構成 された空洞に結合 した(図4)。
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図5Wa⊥ryclnBと 各Wa1Rド メイ ン との

分子 間 相 互作 用

結合モデル の評価 を行 うた め、表面 プラズモ ン共鳴法 による分子間相互作用解析 を行 っ
た。Wa1Rタ ンパ ク質の全長(1-235a.a.)を セ ンサー チップ上にア ミンカップ リング法 による

固 定化 を行 い、解析 を行 った結果(図5)、 全長のWlaRタ ンパク質 とwalrycinBはKD(解 離定数)
=140pMで 結合 した。 またWalRタ ンパ ク質の二量体形成 ドメイ ン(1-121a.a,)お よびDNA結 合
ドメイ ン(122-235a.a.)で もそれぞれ発現精製 を行 ったタンパ ク質を用 いて同様の解析 を

行 った。そ の結果 、walrycinBは 、二量体形成 ドメイ ンにKDニ200μMで 結合 し、DNA結 合 ド

メイ ンに は結合 しなか った。 さらにWalKタ ンパ ク質 からの リン酸基転移 を利用 したWalRタ ン
パ ク質の リン酸化 実験 を行 った結果 、walrycinBは 、Wa1Rタ ンパク質の リン酸化 を阻害 した

(図6)。 以上の事か ら、walrycinBの 作用機 構 として、Wa1Rタ ンパク質の二量体形成 ドメイン
に結合 したwalrycinBは 、WalKタ ンパ ク質か らの リン酸基転移 を阻害す るが、予測 された結

合サイ トはWlaRタ ンパ ク質の リン酸化部位(D53)か ら約24Aは なれ ていたため、 リン酸化部位
を直接阻害す るのではなくWlaK-WalRタ ンパク質問相互作用を阻害す るような機 構が示唆 され

た。

結論
1,Wa1Rタ ンパ ク質のDNA結 合 ドメイ ンの 立体構造決 定とDNA結 合 部位

(主論文)
DNA結 合 ドメイ ン(Wa1R-C)の 結晶化を行い、X線 結晶構造解析法に よって立体構造決 定を行 っ

た。Wa1R-Cは 、DNA認 識にかかわる特徴的な構造を保持 し、 これまでに推測 されていた
OmpR/PhoBフ ァミリーの レスポンス レギ ュレーターの作用機構 をWalRタ ンパ ク質が取 り得 るこ

とが立体構造解析 から証明 され た。 またWa1Rタ ンパク質 のDNA結 合 ドメイ ンの立体構造を用い
て 、WalRタ ンパ ク質 のDNA結 合様式を明 らかに した。複 合体モデルからDNA結 合 に関わるア ミ

ノ酸残基 が予測 され 、また これ らのア ミノ酸へ の変異導 入を行 ったWa1Rタ ンパ ク質のゲル シ
フ ト法解析 か ら、DNA結 合能の低下がみ られた ことか ら、DNA認 識に関わるア ミノ酸 を立体モ

デルか ら明 らかに した。
2,Wa1Rタ ンパ ク質の二量体形成 ドメイ ンの立体構造

レスポ ンス レギュ レー ターWa1Rタ ンパ ク質 の二 量体形成 ドメイ ン(WalR-N)、 の結 晶化を行

い 、X線 結晶構造解析法に よって立体構造決定 を行った。Wa1R-Nは 、活性 に重要な二量体(α

4一β5一α5)を 結 晶構造 中で形成 してお り、Wa1Rタ ンパク質の制御機構 として二量体形成す る

ことを結晶構造 か ら証 明 した。

3,WalRタ ンパ ク質の立体モデル とwalrycinBと の作用機構
WalRタ ンパ ク質 の二量体形成 ドメイン、DNA結 合 ドメイ ンの立体構 造をもとにwalrycinBの

ドッキングモデ ルを作製 し、作用機構 を明 らかに した。walrycinBは 、N末 端側で ある二量体

形成 ドメイ ンに存在す る空洞 に結合す る事 で、WalRタ ンパク質 の リン酸化を阻害す る事が示

唆 された。
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論 文 審 査 結 果 の 要 旨

細 菌 は物理 的、化 学的 な様 々な環境 ス トレス に対 して適 応す る能力 を保 有 し
て い る。 この適 応能 力 をつ か さ どる情 報伝 達機 構 として、 ヒス チ ジンキナ ーゼ
と レスポ ンス レギ ュ レー ターか らな る二成 分制御 系が存在す る。
二成 分 制御系 は 、クオ ラムセ ンシ ング機 構 と共 に、細菌 の主 な情報伝 達機 構

となって い る。 典型 的な二成 分制御 系 の機 構 として、環境 シ グナ ルに よっ て、膜
貫 通領域 を含 む ヒスチ ジンキナー ゼ は ヒスチジ ン残 基で 自己 リン酸化 し、 さ

らに 対 を形 成 した レスポ ンス レギ ュ レー ター は、ア スパ ラギン酸残 基 に、 ヒス
チジ ン キナーゼ か らの リン酸基 転移 がお こ るこ とで リン酸化す る。 多 くの レスポ

ン ス レギ ュレー ターは 、 リン酸化 され るこ とで活性化 し、DNA結 合 に よる下流遺
伝 子 へ の転 写制御 を行 うこ とで、環 境 変化 に対応 した応答 をお こ なっ て い

る。 これ までに多 くの二成 分制御 系 が見出 され てい るが 、その 中で細 菌の増 殖

に 必 須 な 二 成 分 制 御 系 は 限 ら れ て お り 、WalK/Wa1R、YhcS/YhcR81、
HP165/HP166、MtrB/MtrAな どが あ る。既 知 抗生物 質の標 的で あ るペ プ チ ドグ リ

カ ン合成 阻害 な どでは、す でに多 くの 耐性 菌 が出現 し、 また社会 問題 に発展 し
て い る。 既知抗 生物 質の標 的 とは 異な る細菌 に必須 な二成分 制御 系 を標 的 とし
た 阻害剤 開発 は、新規 抗生物 質 と して発展 し、 さらに、近年 問題 とな って いる
耐性 を持 った細 菌に も有効 な抗生物 質 となる ことが期待 され る。

細 菌の情 報伝 達機 構 であ る二成分 制御系 の レスポ ンス レギュ レー ター の多 く

は、DNA結 合型 のエ フェクター ドメイ ンが保存 され てい る。 この グル ー プは、大き く
OmpR/PhoB,NarL/FixJ,NtrC/DctDサ ブ フ ァ ミリー の3つ に分類 され 、 多 くの レ
ス ポンス レギュ レー ター が含 まれ るOmpR/PhoBフ ァ ミリー では 、標 的遺伝 子

に結合す るた め、DNA結 合 ドメイ ンの 二量体化や 多量体 を形成す る事 が必要 であ

るが 、 リン酸基転移 に よる リン酸 化が この構 造変化 とどのよ うに関係 して い る
のか は、未 だ明 らか となってい ない。 レス ポ ンス レギ ュ レー ター の結 晶化 に よ

る構 造解 析 か ら、全 長構造 が決定 すれ ば、 この問題 を明 らかにす る こ とが 可能

であ る と考 え られ る。 しか しなが らこのフ ァ ミリー の タンパ ク質 にみ られ る二

量体形 成 ドメイ ンとDNA結 合 ドメイ ンの問 に存在す る可変式のルー プ領域 が影響
し、全長 の結 晶化 を困難 に してい る。 これ までに報告 されてい る転写因子 のDNA

結合型 と しては60%がOmpR、NarL、NtrCフ ァ ミリー に属 してお り、それ以 外は6%

程度 であ る。最 近の研究 か ら、DNA結 合型の制御 とは異 なるタ ンパ ク質結 合型 、
RNA結 合型 な どが報告 され ている。 多 くの 転写 因子が含 まれ るDNA結 合 型 の中で

は、ヘ リックス ・ター ン ・ヘ リックス様 式(HTH)に っい ての研 究が盛 んで あ る。HTHは
、一般的 に20ア ミノ酸残 基か ら構成 され 、2っ の αヘ リックスが120℃ ずれ

て 交差 してい る。HTHモ チ ー フを構 成 す る αヘ リックス の うち、2番 目の αヘリ
ックス は、認識 ヘ リックス と呼ばれ 、HTHモ チー フがDNAに 結合 す る場 合 に こ

のヘ リ ック スがDNAの 大溝 を認 識 して い る。 このHTHモ チ ー フの 立 体構 造 は
OmpR/PhoB、NarL/FixJフ ァ ミ リー タンパ ク質 にお い て 、構造 解 析 が進 ん で い
る・ また さ らにOmpR/PhoBフ ァ ミ!」一 で は 、 ウィン グ と呼 ばれ る βヘ ア ピン と
HTHモ チー フが一つ とな った様式(wHTH)でDNA認 識 を行 う。 また、転写 因子のN末端側

の二 量体形成 ドメイ ンは、 α/βモチ ー フが広 く保 存 され てい る。 とくに α
4一β5一α5か らなる二量 体形成 ドメインは 、OmpR/PhoBフ ァ ミリー に広 く保 存 さ
れ ・ この ファ ミリーにお いてい くつか 明 らか とな ってい る二 量体形 成面 では 、疎 水性

のパ ッチ と塩 橋が形 成 され てい る。 また、 これ まで に明 らか となった 立体構 造
か ら、 α4一β5一α5で形成 され る二量 体は、活性型 と考 え られ 、非 活性型とな

る二量体 とは大 き く構造が異 なっ てい る。 しか しなが ら、 この活 性型 の二
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