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研究成果 の概要(和 文):細 菌 は環境変化 を迅速 に感知す る多様 な膜セ ンサー を介 して、環境適

応 に必 要 な遺伝 子 の発 現 を制御 し、 多様 な環境 変 化 に迅 速 に適 応 す るシス テ ム(TCS,two

componentsignaltransduction)を 有 してい る。細菌細胞 は、1細 胞 に何十 とい うTCS回 路 を持

っているこ とが知 られ ている。 さらに、各TCS回 路 は互 いに連結 して、さらに複雑 な遺伝子発

現制御ネ ッ トワー クを形成 している。本研究で は、世界で初 めて、大腸菌K12のTCSEvgS/EvgA

とPhoQ/PhoPに 着 目して、それ らの2種 のTCS問 をつな ぐ、コネ クターの働 きを明 らかに し、

環境変化 に迅速 に適応 できる細菌 の情報伝達ネ ッ トワー クの分子機構 を明 らかに した。

研究成果の概要(英 文) Bacteria have evolved two-component signal transduction systems

(TCS), which are comprised of sensor histidine kinases (HK) and their cognate response 
regulators (RR, transcriptional factor). Bacterial cells have a number of TCSs to respond to 
various environmental stresses. Comprehensive transcriptome studies of these TCSs 
suggest that they interact with each other by means of a signal transduction network. In 
Escherichia  call cells, we have clarified the molecular mechanism of how EvgS/EvgA TCS 
connects to PhoQ/PhoP TCS via a connector SafA.
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1.研 究 開始 当初 の背景

細菌情報伝達 の主要 な分子機構 として、2成

分 情 報 伝 達 機 構(Two℃omponentsignal

transduction,TCS)が 知 られ ていた。研 究

代表者 は、2007年 、大腸菌 の2種 のTCS,

EvgSIEvgAとPhoQIPhoP間 を連結す るコ

ネ クター として 、SafAを 見 出 し、PNAS誌

に公表 した。このようなコネクター分子の発

見は、細菌細胞にも高等動植物細胞 と同様に、

情報伝達ネ ッ トワークが存在 していること
を示唆した。このような大腸菌をモデル細胞

に用いた細菌情報伝達制御機構の解明によ

り、細菌細胞を用いた分子生物学研究の新 し
いパラダイムが展開す ることが期待 された。



2.研 究 の 目的

大腸菌情報伝達 、EvgSIEvgAとPhoQIPhoP

問ネ ッ トワー クの分 子機 構 を制御 す るコネ

クター分子SafAの 機 能解 析 と新規な コネ ク

ター分 子 の存在 と機 能 を明 らか にす るた め

に、次の よ うな研 究 目標 を掲 げ、研 究を行 っ

た。

(1)EvgSIEvgA→SafA→PhoQIPhoPの 分

子機構

①EvgSIEvgA→SafAの 情報伝達制御機

構

②SafAに よるPhoQIPhoP情 報伝達制御

機構

③EvgSIEvgA→SafA→PhoQIPhoP情 報

伝達ネ ッ トワー ク

(2)新 規 な コネ クター分子 の探 索 と機能解析

3.研 究 の方法

(1)EvgSIEvgA→SafAの 情報伝達制御機構

①EvgSの 活性化機 構
セ ンサーEvgSの 活性化 シグナル を特定

後、シグナル感 知領域 の解析 のために

EvgSとPhoQの 各 ドメイ ンを交換 した

キメ ラセ ンサーを発 現す る大腸 菌を作

成 し、EvgSIEvgA制 御 下の遺伝子ydθP

の発 現を指標 に検討 す る。

②EvgSIEvgAに よって制御 され る遺伝 子

群 の転写 カスケー ド解析

EvgAに よって、制御 され る標的遺伝 子

群 の転写制御様 式を明 らかにす るため

に、S1ヌ ク レアーゼア ッセイや フ ッ ト

プ リンテイ ング実験 を行 う。

(2)SafAに よるPhoQIPhoP情 報伝 達活性 化

機 構

①SafAとPhoQの 結 合作用の解析

SafAとPhoQの 直接結 合をBiacore

を用い、SPR解 析 を行 う。

②PhoQの マル チセ ンシン グ機 能 に及 ぼ

すSafAの 効果 を調 べ るためにNMRを

用いて、1H-15NHSQC解 析 を行 う。

③SafA-PhoQ血 ㎡なo細 胞膜構成系 を用
いて、SafAに よるPhoQ活 性 に及ぼす

影 響 を調 べ る。

④Phos-Tagア ク リル ア ミ ドゲル 電気 泳

動 による細胞内の リン酸化PhoPの 測

定。

(3)EvgSIEvgA→SafA→PhoQIPhoP情 報伝

達ネ ッ トワー ク解析

EvgS!EvgA→SafA→PhoQIPhoPに よ

る情 報伝達ネ ッ トワー クの生物学 的意 義

を明 らか にす るた めに、各遺 伝子 の欠 損

株 を作成 し、酸耐性能 を測定す る。

(4)新 規なコネクター分子の探索と機能解析

SafA以 外のTCS問 を調節す る新規 なコ

ネ クター を探索す るた めに、大腸菌 にお

け る各種 コネ クター候補遺伝 子 と30種

類 の全セ ンサー遺伝 子 につ いて 、大腸 菌

におけるtwo-hybrid法 を用いて、それ ら

の遺伝子 が コー ドす るタンパ ク質 の直接

相 互作用 を予測す る。そ の後 、 コネ クタ
ー候 補 遺 伝 子 欠 損株 を作成 して 、標 的

TCSに 対す る制御機構 を調べ る。

4.研 究成果

(1)EvgSIEvgA→SafA→PhoQIPhoPの 分子

機構

①EvgSは 酸性pHと150mM以 上の

Na+あ るい はK+の 条件 が重 なった時

に活性化 され た。PhoQと のキメラセ ン

サ ー を解 析 した結 果 、Na+やK+は

EvgSの ペ リプ ラズム領域で、酸性pH

は細胞 質側 の リンカー 領域 で感 知す る

ことが示 唆 され た。

② セ ンサーEvgSの 活性化 に より、

EvgA,YdeO,GadEの3種 の転写 因子

を含 む転 写 カス ケー ドによ って多数 の

酸 耐性 遺伝 子 お よび薬 剤耐 性遺 伝子 の

発 現が誘 導 され ることを示 した。

(2)SafAに よるPhoQIPhoP情 報伝達活性化

機構

①BiacoreX100を 用いたSPR解 析結果

か ら、SafAのC一 末端部位(41-65aa)と

PhoQの セ ンサー ドメイ ン(41-193aa)の

直接結合 が示 され た。また、SafAのR53

な らび にPhoQD179がSafAに よる

PhoQ活 性化 に重要 な働 きを してい るこ

とが明 らか になった(図1)。
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図1SafAとPhoQのSPR解 析

②15N標 識 し たPhoQ(43-190)を 用 い て 、

Mg2+とSafA(41-65)を そ れ ぞ れ 、添 加 、

無 添 加 の 条 件 で 、1H-15NHSQC解 析 を 行

っ た 結 果 、SafAは 、Mg2+と は 異 な る 作 用

で 、PhoQの 活 性 化 制 御 を 行 っ て い る こ と

が 明 らか に な っ た(図2)。



図2PhoQセ ンサー

領域のNMR解 析

A,PhoQ+Mg2+
B,PhoQ+SafA

EnvZを 抑制 し、YbdJが 活性化 した。 さ

らに、YigFの 発 現は高濃度のNaClで 、

誘導 され るこ とが判 明 した。 これ らの結

果 を発展 させ 、新 たな情報伝達ネ ッ ト

ワー クの分子機構 が期待 され る。

(5)ま とめ

本研究 において、コネ クターSafAを 介す

る情報伝 達分子機構 が大腸 菌 をモ デル 生

物 として明 らかに され(図3)、 そ の成果

は次の よ うであ る。
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③SafAに よるPhoQの 制御機 構 を明 らか

にす るために、SafA-PhoQ共 発 現大腸 菌

の細胞膜 を調製 して、加 ㎡加oリ ン酸化反

応 に対す るSafAの 影響 を調べ た結果 、

SafAに よるPhoQの 自己 リン酸化 反応 の

促進 な らびに リン酸化PhoPの 蓄積効果

を示 した。

④Phos-Tagア ク リル ア ミ ドゲル 電気 泳

動 を用いて、SafA-PhoQ共 発現大腸菌細

胞 とPhoQ発 現大腸菌細胞 内での リン酸

化PhoPの 蓄積 量 を調 べた結果、明 らか

に、SafA-PhoQ共 発現株 において、 リン

酸化PhoPの 蓄積 効果 が観 察 され 、③ の

加 ㎡なo細 胞膜実験結果 と一致 した。

(3)EvgSIEvgA→SafA→PhoQIPhoP情 報伝

達ネ ッ トワー ク解析

EvgSIEvgA系 の活性化 によって菌 は酸

耐 性 化 す る が 、SafAに よ っ て

PhoQIPhoP系 が活性 化 され るこ とで 酸

耐性化 が さ らに強化 され た。本 研究 に よ

り、EvgS!EvgA→SafA→PhoQIPhoP→

IraM→RssBの3種 のTCSと2種 の コ

ネ クター を含むネ ッ トワー クを明 らかに

した(図3)。

(4)新 規 な コネ クター分子 の探 索 と機能解析

新規 コネ クター候補70と 大腸菌 ヒスチジ
ンキナーゼセ ンサー29個 との相互作用 を

大腸菌two-hybrid法 で、検 討 した結果、

25組 の組 み合 わせ で、相 互作用が認 め ら

れた。 この うち、11組 がセ ンサーEnvZ

との相 互作用 であった。 また、ひ とつ の
コネ ク ター候補 が3種 のセ ンサー と相 互

作用 を示 す こ とも観 察 され 、 よ り、複雑

なネ ッ トワー クの存在 が予想 され た。 そ

の うち、新 規 コネ クター として、YigFが

図3コ ネ クターSafAを 介す る情報伝達ネ ッ

トワーク

① □MolecularMicrobiology(イ ンパ ク ト

フ ァクター6)を 含 む発 表論 文(雑

誌論文、①、③、⑤、⑧、⑫)と して、

公表 され、世界的 にも高い評価 を受 け、

そ の成果 は3誌 の国内外 の著書(図 書

① 化学 と生物誌、②Horizontal社 、

⑧Springer社)と して、公表 され た。

② 英 国微 生 物学 会 か らの招 待講 演 は じ

め 国内外 の11回 の招 待講 演 が行 わ

れ た。 また、 日本分子生物学会 ・生化

学 会(2009)、 日本農芸化学会(2009,

2013)に おいては、シンポジュー ムを

企 画運 営 し、細菌情報伝達ネ ッ トワー

クの国内外 の成果 をま とめて、報告 し

た。

③ 本研 究途 上で、細菌情報伝達 阻害剤 が

見いだ され 、2件 の特許取得 と9件 の

特許 出願 がな され た。細菌情報伝達 を

標 的に した新規抗 生物 質開発 への道

を切 り開いた。
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