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研究成果の概要（和文）：細菌の病原性調節や薬剤耐性遺伝子発現調節等に関わる二成分制御系間のクロスレギュレー
ションの多様性を解明すべく腸内細菌科に属するサルモネラ菌などにおいて体系的・統計的解析を実施した。各細菌に
コードされる全二成分制御系欠損株の構築等を行い、相互ネットワーク解析に使用する遺伝ストックとした。高次ネッ
トワーク形成において二成分制御系間の上下関係をターゲット遺伝子のプロモーター/レポーターシステムを用いた測
定により分析することで、各細菌において「クロスレギュレーション・マップ」を作成した。本課題の関連研究成果と
して、顕著な研究成果を得た。

研究成果の概要（英文）：Two-component system (TCS) is a predominant mode of signal transduction in 
bacteria. Recent progresses have been drawing detailed pictures of their regulatory networks and 
evolutional traces. Yet, systematic experimental analyses across species and their statistics are quite 
challenging. Here, we aimed to analyze cross-regulatory profiles in TCSs of Salmonella enterica and its 
closely related bacteria by constructing approximately 30 TCS mutant strains for each species. In order 
to detect novel cross-regulatory phenomena in a quantitative manner, a representative gene promoter, 
which is directly regulated by a given TCS, was selected for each TCS and cloned into a promoter-less 
luciferase (lux) reporter/ broad range conjugation plasmid. By mating and testing epistasis in TCSs, we 
compare extended “TCSs cross-regulatory profiling maps” across species in details. From a certain 
aspect of these relating analyses, novel TCS regulatory mechanisms were established lately.

研究分野： 分子遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
	 (1) 細菌の情報伝達機構の二成分制御系は、
病原性調節や薬剤耐性化に関わりが深い。サ
ルモネラ菌において、二成分制御系の
PhoP/PhoQ を中心とした病原性調節ネットワ
ークが特に発達している。最近、コネクター
と呼ばれるクラスの特異的スモールタンパ
ク質（〜100 aa以下）が複数の二成分制御系
間を繋ぎ、このネットワーク形成に重要な働
きを担う事が明らかとなって来た。 
 
(2) 我々はこれまでに、サルモネラにおいて、
二成分制御系の PhoP/PhoQ 系と PmrA/PmrB
系間で働くコネクターPmrD の分子機構を解
明した。このような分子機構は、世界で初め
ての報告である。一方、エルシニア菌におい
ては、サルモネラ菌同様の刺激応答が保持さ
れるものの、PmrD を介さない。我々は、進
化的に分岐したネットワークデザインの特
徴を調べるため、エルシニア菌型のデザイン
をサルモネラ菌に再構築し、mRNAの定量解
析を行った結果、コネクターPmrD を介する
ネットワークが、Mg2+シグナルを増幅させる
ことを見出した。特定の二成分制御系に作用
するコネクターは、ネットワークの進化に重
要な役割を示すと考えられるが、未だその統
計的解析には至っていない。 
 
２．研究の目的 
(1) 感染性微生物の多剤耐性化が進み、それ
らの多様な適応応答機構の解明が重要性を
増している。細菌の病原性調節や薬剤耐性遺
伝子発現調節等に関わる二成分制御系は、環
境シグナルを認識するセンサー(HK)とそれ
を細胞応答に変換するレギュレーター(RR)
からなる基本的な情報伝達ユニットより構
成される。最近、”コネクター”と呼ばれるク
ラスのスモールタンパク質がこのユニット
間を繋ぐことが明らかとなり、高次ネットワ
ーク形成においてその役割が注目される。本
研究では、近縁病原細菌に認められる約３０
対の二成分制御系間のクロスレギュレーシ
ョン進化に着目し、その多様性の基本原理を
解明すべく体系的解析を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) 本研究では、二成分制御系間のクロスレ
ギュレーションの多様性を解明すべく腸内
細菌科に属するサルモネラ菌、大腸菌、シト
ロバクター菌、イネ内穎褐変病菌において体
系的・統計的解析を実施する。各細菌にコー
ドされる全二成分制御系 RR/HK ダブル欠損
株の構築等を行い、相互ネットワーク解析に
使用する遺伝ストックとする。 
 
(2) 二成分制御系間の上下関係を RR ターゲ
ット遺伝子のプロモーター/ルシフェラーゼ
(lux)レポーターシステムを用いたアッセイに
より分析することで、各細菌において「クロ
スレギュレーション・マップ」を作成する。

種特異的・種間共通の相互作用が検出された
場合、それらを４種類の調節カテゴリーに分
類し、調節機構を分子生物学的、生化学的に
解析する。 
 
４．研究成果 
(1)本研究において、まず、近縁病原細菌にお
ける情報伝達クロスレギュレーション進化の体
系的解析を進める上で基礎となる二成分制御系
（two-component system, TCS）①〜③遺伝ス
トックの構築を実施した。	 
	 
①サルモネラ菌、シトロバクター菌、イネ内穎
褐変病菌（パントエア菌）において約30対の
レスポンスレギュレーター（RR）/センサー•
ヒスチヂンキナーゼ（HK）ダブル欠損株の構
築が行われ、それらを完成させた。大腸菌に
おいても完成間近となっている。	 

 
②腸内細菌科に属する種々の菌株でレポータ
ーアッセイを行う際、共通に使用可能な、
ターゲット遺伝子のプロモーター/GFPレポ
ーターシステムの構築(約50)が行われた。
検出感度の問題から、luxをレポーターとし
た新しいシステムの構築に変更し、このレ
ポーターシステム(約50)についても完成さ
せた。 

 
③L-アラビノースの添加によりRRを高発現で
きるプラスミド系列(約50)の遺伝子ストッ
クの構築も完成した。 

 
(2)上記①欠損株に対し、②のターゲット遺
伝子のプロモーター/luxレポーター系列を液
体培地においての接合伝達によりハイスルー
プットに導入する手法も確立した。一方、そ
れに続き、ハイスループット•アッセイを進
める過程でサルモネラ菌の接合伝達低効率及
び接合伝達後のプラスミド脱落の問題が顕在
化した。しかし、液体培地における接合から
固形培地上でのクロスストリーク法等に変更
することで問題の解決が見られ、体系的なア
ッセイが進行した。例えば、低Mg2+環境下にお
いて、Mg2+を細胞外から取り込む遺伝子である
mgtAのプロモターを用いたサルモネラ菌にお
けるアッセイの結果を図1に示した。二成分制
御系PhoP/PhoQにより直接的に調整されるこ
のプロモーターが顕著に影響されたのは	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
 
図1.サルモネラ菌におけるRR/HKダブル欠損
系列に接合伝達されたPmgtA-lux•レポータ
ーにおける発光量変化 

↓ 

 
PmgtA  



phoPQ欠損のみで、ルシフェラーゼの発光レベ
ルが1/100以下に低下した。同様のアッセイか
ら、複数の新規クロスレギュレーションの検
出が行われた。	 
	 
	 (3)上記③RR高発現系を保持する①欠損株
の接合においてはプラスミドの選択マーカー
に応じた抗生物質による段階的選択法が効果
的であった。RR発現誘導条件が最適化され、
例えば、アラビノース•プロモター (ParaBAD)
よりOmpRを高発現させるサルモネラ菌
∆envZ∆ompR欠損株において、OmpRの直接的
ターゲット遺伝子であるompCプロモーター
活性がルシフェラーゼ発光量の4.5倍 (3 mM	 
L-アラビノース)、40倍 (10 mM	 L-アラビノ
ース) 誘導として観察された。また、既知コ
ネクターMzrAを介したCpxR/CpxA系とEnvZ/ 
OmpR系クロスレギュレーションにるompCプ
ロモーター活性の誘導がルシフェラーゼ発光
量の２倍上昇として検出された(図2、図3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図2.各RR発現系を保持するサルモネラ菌RR/ 
HK欠損系列に接合伝達されたPompC-luxレ
ポーターによる発光量変化（LB培地に3 mM 
L-アラビノースを含む） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図3.各RR発現系を保持するサルモネラ菌RR/ 
HK欠損系列に接合伝達されたPompC-luxレ
ポーターによる発光量変化（LB培地に10 mM 
L-アラビノースを含む） 
 
また、同様のアッセイから、新規クロスレギ
ュレーションの検出が行われた。これらのデ
ータの統計化とマップの作成、詳細な分子機
構の解明を含めた研究成果は近く、学会、学
術誌を通して公表される見込みである。 
	 

(4)	 RssB/RpoSとCpxR/CpxA系間のクロスレ
ギュレーションを仲介する因子CacAの研究
成果が学術誌等で公表された。 
 
(5)phosphotransferase system (PTS)とTCS
間でのクロスレギュレーションを仲介する因
子RcsGについての単離と解析が行われた。
これらの研究成果は学術誌においても近く公
表される見込みである。 
	 
(6)共同研究の成果として、二成分制御系の
センサーHKがシグナルを受容後、自己リン
酸化によって生じる副産物ADPによりフィー
ドバッック調節を受ける分子機構についての
研究成果を米国Molecular Cell誌 (Impact 
Factor: 15.280) に発表した。	 
	 
(7)新規膜ペプチドPmrRを介した、細菌にお
けるリポ多糖の修飾の状態とシグナル伝達系
との相互フィードバック制御（Reciprocal 
control between a bacterium’s regulatory system 
and the modification status of its lipopolysaccha- 
ride）に関する研究成果がMolecular Cell誌 
(Impact Factor: 15.280) に公表された。大学共
同利用機関法人 情報・システム研究機構	  
ライフサイエンス統合データベースセンター
が監修する、ライフサイエンス 新着論文レ
ビューにおいて速報レビューが公表された。 
 
(8)リポ多糖修飾と二成分糸御系の活性化状
態を繋ぐsmall geneについて、新たなフィー
ドバック調節メカニズムが明らかとなった。
これらの研究成果は学術誌においても近く公
表される見込みである。 
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