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要旨 

細菌が環境中の化学物質を感知し， その濃度勾配に従って自ら移動する性質

を走化性とよぶ。外部環境からの走化性物質による刺激は， 内膜を貫通するメ

チル基受容走化性タンパク質 (methyl-accepting chemotaxis protein, MCP) に受

容されるが，環境中での細菌の挙動を考える際には，化学物質と受容体との関

係だけでなく，細胞膜への化学物質の輸送を促進させる因子や，化学物質と結

合して受容体に作用し走性を媒介する因子などの役割を考えることも重要であ

る。本研究では，コレラ菌 Vibrio cholerae classical biotype (O395N1 株)，汚染物

質分解細菌 Burkholderia sp. NK8株について，それぞれの走化性誘引応答に関与

する膜透過関連因子の存在を明らかにした。V. cholerae classical biotype (O395N1

株) のアミノ酸走性を媒介する新規走化性トランスデューサー2種 (Mlp2, 

Mlp3) を同定し，これらの過剰発現株で各種アミノ酸に対する応答の範囲が異

なること，ABC トランスポーターを介したアミノ酸の内膜透過システムに関与

すると考えられる推定アミノ酸結合タンパク質 SatA が，Mlp3 の媒介によるセ

リン走性応答を顕著に増強させることを示した。また，Burkholderia sp. NK8 株

において，3-クロロ安息香酸 (3CB) 分解産物である β-ケトアジピン酸に外膜ポ

リン遺伝子が関与し，この遺伝子の発現が走化性誘引物質である 3CBそれ自身

によって誘導されることを明らかにした。これらの結果から，環境細菌が膜透

過系因子の発現を増減させることによって自らの走化性応答を適切に調節して

いることが示唆された。 
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略語表記 

 

 2,4-D  2,4-dichlorophenoxyacetic acid 

  3CB  3-chlorobenzoate 

 3CC  3-chlorocatechol 

  4CC  4-chlorocatechol 

  ABC  ATP-binding cassette 

AP  alkaline phosphatase 

BSM  basal salts medium 

GST  glutathione S-transferase 

HAMP histidine kinases, adenylyl cyclases, methyl-accepting proteins and  

  phosphatases 

  HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

IPTG  isopropylthiogalactoside 

ITC  isothermal titration calorimetry 

  LB  Luria-Bertani 

LBD  ligand binding domain 

  MCP  methyl-accepting chemotaxis protein 

 MLP  MCP-like protein 

 ORF  open reading frame 

PCB  polychlorinated biphenyl 

  PCR  polymerase chain reaction 

PVDF polyvinylidene difluoride 

  RCI  relative chemotaxis index 
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 RT-PCR reverse transcription PCR 

 SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

TM1  the first transmembrane domain 

TM2  the second transmembrane domain 
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第 I章 緒言 

 

人間活動に由来する有機化学物質による海洋や土壌の汚染は，私たちの健康

をおびやかす重要な問題である。 

一方で，流出原油や廃プラスチック，難分解性の芳香族化合物などによって

汚染された場所からは，しばしば，それらの物質を分解・資化できる微生物が

分離されている。このような生物の能力を利用して，環境浄化を行う試みがバ

イオレメディエーション（生物環境浄化）である。有機化学物質のバイオレメ

ディエーションにおいては，それらの分解微生物の能力を，汚染環境中でより

よく発揮させるための条件解明が求められている。 

細菌が環境中の化学物質を感知し，その濃度勾配に従って自ら移動する性質

が「走化性」である。栄養源となる化学物質は土壌などの環境中で一様に分布

しているわけではない。限られた栄養のリソースに誰よりも早くたどり着くこ

とが，微生物の生存を左右する。走化性は細菌の環境応答において大きな役割

を担っており，宿主体内の病原性発現に最適な環境へ到達したことを病原菌に

知らせたり，貧栄養の環境中で効率的に栄養を摂取したりするために役立つと

考えられている。ナフタレン分解細菌 Pseudomonas putida G7株では，この菌の

走化性がナフタレンの脱着と分解の効率を増加させたという報告がある (Law 

& Aitken, 2003)。汚染物質分解菌の走化性を高めることができれば，分解菌が

汚染箇所への優占的に定着することを助け，バイオレメディエーションの効率

を高めることができるであろう。 

同様に，感染症対策にも走化性は重要である。すなわち，病原菌の走化性を

制御できれば，薬剤耐性菌を発生させない感染防御法や治療法を開発できる可

能性がある。 
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走化性の研究は大腸菌 (Escherichia coli) やサルモネラ属細菌 (Salmonella 

enterica serovar Typhimurium) を用いた実験によって詳しく進められてきた 

(Eisenbach et al., 2004)。大腸菌は菌体あたり数本のべん毛をもち，このべん毛

の回転は水素イオンの流入によって駆動される (Larsen et al., 1974)。大腸菌は

細胞表面に生えているべん毛を高速で回転させることによって液体中を泳ぎ回

り，べん毛の回転方向を変えることによって， 直進と方向転換という 2種類の

動きを作り出している。 周囲に走化性の刺激が何もないとき，直進と方向転換

は常にランダムに切り替わる。誘引物質を感知すると，方向転換頻度は減少し，

直進移動距離が増加する。刺激強度の変化に応じてランダムウォークに偏りが

生じることで，細菌はより誘引物質濃度の高い領域（つまり，より生存に適し

た環境）に移動する確率を高めていくことができる。 

大腸菌以外の運動性細菌では，べん毛の本数やそれらを駆動するイオンの種

類，べん毛回転運動の切り替え様式等が異なる場合があるものの，菌の方向転

換の頻度が走化性物質による刺激に応じて制御される点は大腸菌の場合と同様

である。例えば，コレラ菌 (Vibrio cholerae) のべん毛は 1本の長いらせん状で，

細胞の片極から生えている。このべん毛の回転はナトリウムイオンの流入によ

って駆動されており (Kojima et al., 1999)，回転方向の切り替えによって細胞の

前進・後退が起こり，ランダムウォークをする。 

 外部環境からの走化性物質による刺激は， 内膜を貫通するメチル基受容走化

性タンパク質 (methyl-accepting chemotaxis protein, MCP) に受容される 

(Alexander & Zhulin, 2007)。MCP の 1次構造は Fig. I-1のように：アミノ基末端

から，第 1膜貫通領域(TM1)，ペリプラズムにおけるリガンド結合ドメイン，

第2膜貫通領域(TM2)，HAMP (histidine kinases, adenylyl cyclases, methyl-accepting 

proteins and phosphatases)ドメイン (Aravind & Ponting, 1999)，キナーゼコントロ
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ールモジュール，という共通した膜トポロジーをもつ。大腸菌の走化性シグナ

ル伝達経路を Fig. I-2 に示した。リガンド結合ドメインには走化性誘引物質その

もの，あるいは誘引物質とタンパク質の複合体が結合する。この結合により，

受容体の立体構造がわずかに変化することで，べん毛モーターの回転を制御す

るヒスチジンキナーゼ CheAの活性が阻害される。これによってレスポンスレ

ギュレータ CheYのリン酸化レベルが低下し，べん毛モーターは反時計回りに

回転し，菌は直進する。MCP が負の刺激（誘引物質濃度の低下あるいは忌避物

質）を感知すると，CheA が活性化され，自己リン酸化した CheAは CheY にリ

ン酸基を受け渡す。リン酸化された CheYはべん毛モーターに結合して時計回

り回転を誘発し，菌は方向転換する (Falke & Hazelbauer, 2001; Hazelbauer et al., 

2008)。 

また，脱リン酸化酵素 CheZはリン酸化型 CheY からリン酸基を除去し，CheY

が CheAからのリン酸基を再び受け取れるようにしている。メチルトランスフ

ェラーゼ CheR は，MCP の細胞質ドメインにある可逆的メチル化部位にメチル

基を付加し，CheAを活性化させ方向転換の頻度を増大させる。さらに，CheA

に対応するもう 1つのレスポンスレギュレータである CheBは，CheA からリン

酸基を受け取って活性化され，MCP を脱メチル化する。MCP が脱メチル化を

受けると，CheAの活性は阻害され，方向転換の頻度は減少する。このように，

CheR, CheZ, CheBによる制御により，菌は少し前の刺激の強さと現在の刺激の

強さを比較しながら， 濃度勾配に応じて適切に応答できる。この現象を走化性

における「適応」とよぶ。 

大腸菌以外の細菌でも，走化性の基本的なシステムにはこれらの Cheタンパ

ク質が関わると考えられているが，環境中での細菌の挙動を考える際には，化

学物質と受容体との関係だけでなく，細胞膜への化学物質の輸送を促進する因
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子や，化学物質と結合して受容体に作用し走化性を媒介する因子などの役割を

考えることも重要である。 

例えば，大腸菌のペリプラズムにおけるマルトース結合タンパク質MalEは，

マルトースの取り込みに関与する。すなわち，MalEは，内膜を貫通するパーミ

アーゼMalFおよびMalGと細胞質側の ATP 加水分解酵素 MalKからなる ABC

トランスポーターに基質を受け渡す(Davidson et al., 1992)。一方，MalE は走化

性誘引物質であるマルトースの一次受容体としても働く。すなわち，MalE とマ

ルトースの複合体は，マルトース走性トランスデューサーとして働く MCP で

ある Tarに作用してマルトースへの誘引応答を引き起こす (Kossmann et al., 

1988; Manson & Kossmann, 1986)。この応答にはマルトースの内膜透過は必要な

い。 

また，ペリプラズムへの誘引物質の透過を促進させ走化性に関与する因子と

して，グラム陰性細菌の外膜で低分子物質の透過を行うチャネルタンパク質，

ポリンの存在があげられる。例えば，大腸菌のマルトースおよびマルトデキス

トリンの外膜透過には，特異的なポリン LamBが関与するが，この LamBはマ

ルトース走性にも関与している (Hazelbauer, 1975)。また，大腸菌における 2種

の主要なポリンOmpFとOmpCの遺伝子をともに欠失させるとアミノ酸走性が

ほぼ完全に欠失する (Ingham et al., 1990)。 

 本研究では，病原細菌における病原性発現の制御や汚染物質分解細菌によ

るバイオレメディエーションの促進のため，これらの細菌における走化性誘引

物質認識機構の解明を目指して，病原細菌であるコレラ菌 V. cholerae classical 

biotype O395N1 株，環境汚染物質ポリ塩化ビフェニル (PCB) の分解産物である

クロロ安息香酸の分解細菌 Burkholderia sp. NK8 株の走性を解析し，誘引応答の

調節に関与する膜透過系因子の役割について報告する。



1 2 kinase control module N C LBD 

Fig. I-1. MCPのドメイン構造 

N末端，C末端  

1 膜貫通領域（TM1, TM2) 2 

N，C 

リガンド結合ドメイン(LBD, Ligand binding domain) 

HAMPドメイン 

キナーゼコントロールモジュール 
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Fig. I-2. 大腸菌の走化性シグナル伝達経路 
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第 II章 V. cholerae classical biotype O395N1 株のアミノ酸走性を媒介する新

規の走性トランスデューサーMlp2, Mlp3 の同定，および Mlp3に作用する推定

セリン結合タンパク質 SatAの同定 

 

1. 背景および目的 

 

 大腸菌，サルモネラ属細菌などの腸内細菌は，アミノ酸 (Adler, 1966; Melton et 

al., 1978)，糖類 (Adler et al., 1973; Melton et al., 1978)，ジペプチド (Abouhamad et 

al., 1991) などの走化性誘引物質を MCP によって感知している。MCP のキナー

ゼコントロールモジュールにおいて，走化性シグナルを伝達するヒスチジンキ

ナーゼ CheAとの相互作用部位の配列は非常に保存性が高い (Alexander & 

Zhulin, 2007)。このキナーゼコントロールモジュールの配列類似性から発見され

たホモログの中には，誘引物質と結合するリガンド結合部位をもたないもの，

細胞質で酸化還元状態をセンシングするもの，メチル基の受容を行わないもの

など，一般的なMCPとは異なるタイプのセンサーも含まれることから，これ

らのホモログ全体を一括してMLP (MCP-like protein)と呼称する。大腸菌のMLP

は 5種類（MCP 4 種と酸化還元走性受容体 1 種）である。 

Cheタンパク質群と MCP (MLP) による走化性シグナル伝達系は，他の細菌

でも基本的には同じしくみが使われている。近年，多くの細菌ゲノムが解読さ

れるにつれて，大腸菌以外の細菌ではさらに多くの走化性コンポーネントをも

つのが一般的であることが明らかになった (Lacal et al., 2010)。例えば，コレラ

の病原菌であるコレラ菌のゲノムは，大腸菌とほぼ変わらないサイズ（約 4 Mb）

であるにもかかわらず，3組の Cheシステムと 44~45種という多数の MLP をコ

ードしている (Chun et al., 2009)。コレラ菌の走化性に直接関与するのは Cheシ
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ステム IIのみで (Hyakutake et al., 2005)，システム I，システム IIIがどのような

細胞機能に関与しているかについては，現在のところ不明である。 

真正細菌ゲノムがコードする全 MLP の推定リガンド結合領域の配列情報解

析結果 (Lacal et al., 2010)によると，世界中で集中的に研究されてきた大腸菌走

化性受容体タイプのセンサードメインをもつものは全体の 1.7%に過ぎない。

88.7%はドメイン構造のアノテートもされておらず，機能もほとんどわかって

いない。 

コレラ菌は，栄養源に乏しい水圏と，アミノ酸などの栄養分に富む宿主の腸

管内という 2つの対照的な環境を行き来して生活する。コレラ菌の毒素生産関

連遺伝子の発現には，アミノ酸による刺激や (Miller & Mekalanos, 1988)，アミ

ノ酸走性受容体Mlp24 が関与するという報告 (Lee et al., 2001)がある。これに

関連して，セリンをはじめとする各種アミノ酸に対する走性を媒介する受容体

としてMlp24 (Nishiyama et al., 2012)，Mlp37 (Nishiyama et al., in preparation) が

同定されている。コレラ菌のアミノ酸走性における主要な走化性受容体はこの

2種であるが，二重欠失株 (Δmlp24 Δmlp37) にはセリンを含む各種アミノ酸に

対する走化性が残存するため，これら以外にもアミノ酸応答を媒介する MLP

を最低 1種類は保持していると考えられている。なお，MLP の中でも，誘引物

質と直接結合するタイプのものを「受容体」，基質結合タンパク質と基質との複

合体がMLP に結合するタイプのものを「トランスデューサー」と呼ぶ。 

コレラ菌における既知のアミノ酸受容体Mlp24, Mlp37 (PDB ID: 3C8C)のペリ

プラズム領域は，4本の α-ヘリックスからなる大腸菌走化性受容体のタイプ 

(Milburn et al., 1991)とは異なり，低分子物質の結合と刺激の受容に関わる

PAS-likeドメインが 2個タンデムに繋がった構造をしている (Lacal et al., 2010)。

これに対して，ペリプラズム領域に PAS-like ドメインを 1個もつタイプのMLP



9 

 

も存在し，近縁種 V. parahaemolyticus のMlp1 (PDB ID: 4EXO)の構造が決定され

ている (Fig. II-1)。後者に属するコレラ菌 MLPs のうち，Mlp2 がセリン走性に

関与する可能性がある (Itoh, 2005)。 

Mlp2 のように比較的短いペリプラズム領域をもつ MLP について，これまで

アミノ酸走性を媒介するという報告はなかったが，これら短いペリプラズム領

域をもつタイプのMLP における PAS-likeドメインにも誘引物質としてセリン

等のアミノ酸が結合するのではないかと考えた。Mlp2 ホモログの中でクローニ

ング後に発現が確認されたMlp2, Mlp3, Mlp26 の 3種について，主要アミノ酸受

容体遺伝子二重欠失株 (Δmlp24 Δmlp37) を用いて，アミノ酸走性への関与を検

討した。 
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2. 材料と実験手法 

 

菌株とプラスミド 

 実験に用いた菌株を Table II-1に，プラスミドを Table II-2に示した。また，

本研究でプラスミドの作成に用いたプライマーを Table II-3に示した。アミノ酸

との結合試験に用いるため，Tajimaら (2011) の方法に従って，Mlp2, Mlp3 の

TM1，TM2に挟まれた領域の遺伝子配列の C末端側にHis6-tag配列を付加して，

制限酵素サイト BamHIと EcoRIとをそれぞれ含んだプライマーペアで増幅し，

この PCR 産物をタンパク質発現ベクターpGEX-6P-2の BamHI‒EcoRI部位に挿

入することによって，GST（グルタチオン S-トランスフェラーゼ）と Mlp2, Mlp3

のペリプラズムフラグメントおよびHis6タグとの融合タンパク質を発現するプ

ラスミド (pGEX-Mlp2p, pGEX-Mlp3p)を構築した。 

また，コレラ菌 (O395 株)のゲノムデータベースで periplasmic amino 

acid-binding protein 遺伝子としてアノテートされていた 5種の推定アミノ酸結

合タンパク質遺伝子のうち，近傍に ABC トランスポーター構成因子の遺伝子

が同じ向きに存在し，オペロンを形成すると推定される VC0395_0202, 

VC0395_A0975, VC0395_A1454の 3遺伝子について，プラスミドベクターpSU18

へのクローニングを行った。 

大腸菌へのプラスミドの導入にはヒートショック法を，コレラ菌への導入に

はエレクトロポレーション法を用いた。 
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定量的キャピラリ・アッセイ 

 Nishiyamaら (2012) のキャピラリ・アッセイに従って各種アミノ酸水溶液に

対する走化性誘引応答を定量化した。具体的には，2 μl ガラスキャピラリの一

端をバーナーの炎で封じ，誘引物質を含んだバッファを吸引させ，これを 30°C

で 1時間静置した菌懸濁液 (OD600 = 0.1) に浸して 1時間後に，キャピラリの内

部に入り込んだ菌の数を LB (Lennox, 1955) 平板培地に形成されたコロニー数

から算出した。 

 

メチル化アッセイ用サンプルの調製 

 キャピラリ・アッセイと同じ方法で培養し，バッファで洗浄した菌懸濁液を

OD600 = 0.5 に調整して，最終濃度 10 mM になるようにセリンを加え，30°C で

30分間インキュベートした後，5分間遠心して上清を除いた。この菌体ペレッ

トに 6 × SDS サンプルバッファ 20 μl，2-メルカプトエタノール 10 μl，滅菌蒸

留水 90 μl を加え，100°C で 5分間ボイルして氷上に静置した。 

 

MLPペリプラズムフラグメントの精製 

 MLPペリプラズムフラグメントの精製には Tajimaら (2011) の方法を参照し

た。GST 融合タンパク質を MCP 欠失株である大腸菌 HCB436 株で過剰発現さ

せ，超音波破砕した菌溶解液から低速遠心および超遠心によって菌体と不溶性

画分を除いた。グルタチオンカラムでトラップした後，プロテアーゼで GST と

の結合を切断することにより，ペリプラズムフラグメントを精製した。 
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MLP全長を含む膜小胞の調製 

 プラスミド pMlp2 あるいは pMlp3 の導入によって各 MLP の全長を発現させ

た大腸菌 HCB436株の終夜培養液を，0.1 mM IPTG を添加した新鮮な LB培地

に植え継ぎ，30°C で 8時間振盪培養した。遠心により回収してリン酸バッファ

で 2回洗浄した細胞を超音波破砕し，低速遠心で未破砕細胞等を除去した後，

超遠心で沈降させた膜小胞に cleavage buffer を加えてホモジナイザーにより再

懸濁した。 

 

ウエスタンブロッティング 

 調製した全細胞抽出試料 (5~15 μl) を 15%アクリルアミドゲルにアプライし，

SDS-PAGE (20 mA, 100~150 分間)を行った。この泳動ゲルからタンパク質を

PVDF膜に転写 (100 mA, 60 分間) し，アルカリフォスファターゼ染色による抗

原抗体反応の検出を行った。メチル化アッセイの際は一次抗体に anti-FLAG 

mouse antibody (1/4,000)，二次抗体に AP-labeled anti-mouse IgG goat (1:4,000)を用

いた。また，MLP ペリプラズム領域の発現確認の際は一次抗体に anti-GST rabbit 

(1:4,000)，二次抗体に AP-labeled anti-rabbit (1:4,000)を用いた。 

 

等温滴定熱量測定(ITC)による結合解析 

 各 MLP のペリプラズムフラグメントあるいは全長とセリンとの滴定は

VP-ITC マイクロカロリメーター (MicroCal Inc., Northampton, MA, USA)を用い

て行った。データ解析には Origin-ITC (MicroCal Inc.)を用いた。 
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3. 結果 

 

Mlp2, Mlp3 によるセリン走性応答の媒介 

 主要アミノ酸受容体遺伝子欠失株 Vmlp201 中で MLP を発現させ，アミノ酸

走性を調べた。その結果，Mlp2 またはMlp3過剰発現株ではセリンに対する誘

引応答が促進された (Fig. II-2)。Mlp26 過剰発現株ではセリン走性の増強は見ら

れなかったため，これ以降の解析対象から除外した。 

 

メチル化アッセイの結果 

 キャピラリ・アッセイによる誘引応答が Cheシステムを介した走化性による

ものであることを MLP のメチル化実験によって確かめることとした。誘引物

質による刺激が継続するとき，メチルトランスフェラーゼ CheR は，MLP にメ

チル基を付加していく。メチル基が付加された MLP タンパク質をウエスタン

ブロッティングで検出すると，メチル基が付加されていない同じタンパク質よ

りもバンドの移動度が上昇することが知られている。これは，メチル基の付加

による疎水度の増加によると考えられ，MLP のメチル化の簡易検出指標として

利用されている (Shiomi et al., 2002)。 

 MLP のメチル化レベルをウエスタンブロッティングにより検出した。具体的

には，MLP 過剰発現株に誘引物質 (1 mM セリン)を与え，MLP タンパク質バ

ンドの移動度の変化を調べた (Fig. II-3)。実験の結果，セリン添加による Mlp2

バンド移動度の上昇が認められた。Mlp3 については，明瞭な移動度の変化は認

められなかったが，セリンの有無に関わらず複数のバンドが検出された。 

 これら移動度の大きいバンドがメチル化に由来することを確かめるため，大

腸菌メチル化酵素・脱メチル化酵素遺伝子欠失株 HCB436 に各 MLP およびコ
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レラ菌メチル化酵素 CheR2 を共発現させ，コレラ菌におけるバンドパターンと

比較した。その結果，Mlp2 については，セリン処理区における MLP バンド移

動度の上昇がメチル化に起因することが強く示唆された。Mlp3 については，セ

リンの有無に関わらずメチル化が進行していることが示唆された。 

 

各種アミノ酸に対する走性応答の媒介 

 Mlp2, Mlp3過剰発現株について，他の全てのアミノ酸に対する走性を調べた。

Mlp2 過剰発現株はセリンにのみ誘引応答を示したが，Mlp3 過剰発現株はセリ

ンをはじめとしてアラニン，グリシン，システイン，トレオニンに誘引された 

(Fig. II-4)。すなわち，Mlp3 は，R 基が比較的小さいアミノ酸に対する走性を担

うことが示唆された。 

 

Mlp2, Mlp3 とセリンの結合解析 

 Mlp2, Mlp3のペリプラズムフラグメント (10 μM)と10 mMセリンの相互作用

を ITC を用いて測定した。セリンとの結合のポジティブコントロールである

Mlp24 のペリプラズムフラグメントでは結合熱の発生が検出されたが，Mlp2, 

Mlp3 のフラグメントでは，このようにセリン添加に伴う熱の出入りは検出でき

なかった (Fig. II-5)。また，全長Mlp2, Mlp3 を含む膜小胞を用いた場合でも，

有意な熱量変化は検出されなかった (Fig. II-6)。 

 

推定セリン結合タンパク質 SatAによる Mlp3 過剰発現株セリン応答の増強 

 Mlp2, Mlp3のペリプラズム領域がアミノ酸と直接結合する結果が得られなか

ったことから，アミノ酸の認識に他の因子が関与することが示唆された。例え

ば大腸菌では，ペリプラズムにある可溶性の結合タンパク質 MalE がマルトー
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ス走性の一次受容体として働く (Kossmann et al., 1988)。そこで，コレラ菌 

(Classical biotype O395) のゲノムデータベースにおいて periplasmic amino 

acid-binding protein 遺伝子としてアノテートされていた 5 種の ORF のうち，

VC0395_0202, VC0395_A0975, VC0395_A1454の3種についてプラスミドベクタ

ーpSU18へのクローニングを行った。これらの ORFの近傍には，それぞれの結

合タンパク質が受容する基質の ABC トランスポーターのサブユニットをコー

ドすると推定される ORFが存在していた。 

 これらの推定アミノ酸結合タンパク質を Vmlp201 株に発現させて，セリンに

対する走化性応答を調べたところ，VC0395_A0975 発現株でセリンに対する応

答がわずかに増強された (Fig. II-7)。この遺伝子を satA (serine ABC transporter) 

と名付け，Mlp2 または Mlp3 と共発現させて，セリンに対する走化性応答を解

析した。その結果，Mlp3 と SatA の組み合わせで，セリンに対する誘引応答が

著しく増強された (Fig. II-8)。 
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4. 考察 

 

 キャピラリ・アッセイおよびメチル化アッセイの結果から，Mlp2 がセリン走

性を媒介する受容体またはトランスデューサーであることが強く示唆された。

Mlp3 では，セリンの有無に関わらず見られた移動度の高いバンドがメチル化に

よるものと一致した。今後，Mlp3 のメチル化を確認し評価するためには， タ

ンパク質の分解を抑える工夫や，ウエスタンブロッティングの検出に用いるタ

グを変更するなどの対策に加え，SatA との共存条件下での解析が必要と考えて

いる。 

 Fig. II-4の実験条件では，すでに同定されたアミノ酸受容体である Mlp24 

(Nishiyama et al., 2012), Mlp37 (Nishiyama et al., in preparation) の過剰発現株と比

べて，Mlp2, Mlp3 の過剰発現株の応答範囲は比較的狭い範囲のアミノ酸に限ら

れることがわかった(Fig. II-9)。Mlp3 過剰発現株が感知できるアミノ酸の範囲の

狭さを考えると，環境によってコレラ菌が誘引物質として感知すべきアミノ酸

のセットが異なり，発現調節によってアミノ酸感受性を調節しているのかもし

れない。また，コレラ菌の走化性野生株が強く応答するアルギニン (Nishiyama 

et al., 2012) に対して，Mlp2, Mlp3 過剰発現株は共に全く誘引されなかった。 

 SatA・Mlp3 の共発現系における走性応答は，アミノ酸に対して強い走性を媒

介するMlp24を単独で発現させた場合よりも明らかに強かった。このことから，

Mlp3 のセリン走性への貢献度は必ずしも低くなく，SatA と共に発現が誘導さ

れるような環境条件下，あるいは他のMLPs の発現・機能が低下するような環

境条件下では，菌のセリン応答の主要部分を担う可能性がある。 

 実際，当研究室の最近の研究により，mlp3 の発現は，mlp24や mlp37 に比べ

て低いが，mlp37の発現が抑制される 23˚Cで，やや上昇することが見出されて



17 

 

いる (Onogi, 2015)。mlp3 については，固体表面におけるバイオフィルム形成時

に遺伝子転写量が増大するという報告 (Moorthy & Watnick, 2005) が，satA につ

いては，好気的条件でその発現が増加するという報告 (Kan et al., 2004) がある。

コレラ菌は野外ではプランクトンなどに固着してバイオフィルムを形成するこ

とがあり，このとき，Mlp3 と SatA はバイオフィルム表層の好気的な環境条件

で発現して，アミノ酸を感知した際に，細胞がすぐに外界へ泳ぎだしていける

ようにしているのかもしれない。 

 本研究では，コレラ菌のセリン走性を媒介する Mlp2, Mlp3 という新たな走性

トランスデューサーを同定した。また，Mlp3 については，おそらくセリン結合

タンパク質である SatA と協調して働くトランスデューサーであること，SatA

についてはその推定オペロン構成から，セリン輸送に関与する ABC トランス

ポーターとも相互作用する可能性が示唆された。 

 前述の通り，コレラ菌は栄養源に乏しい水圏と，アミノ酸などの栄養分に富

む宿主の腸管内という 2種類の環境を行き来する複雑な生活環をもつ。コレラ

菌は多くのアミノ酸を複数の受容体で重複して感知できるが，この冗長性は，

それぞれの環境に最適な応答を行う上で選択されてきた結果かもしれない。ま

た，さまざまなMLP の機能を適切に使い分けるために，膜透過関連因子と協

調して発現の程度を調節する機構を進化させてきたことも考えられる。コレラ

菌の走化性に多様性をもたらす膜輸送関連因子の重要性を改めて強調したい。 
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Table II-1. 使用菌株 

種名 

バイオタイプ 
菌株 表現型または用途 由来 

E. coli  DH5α cloning host Grant et al., 1990 

 HCB436 ΔMCP ΔcheRB Wolfe & Berg, 1989 

V. cholerae O1 

classical biotype 

O395N1 ΔctxA,  

wild type for chemotaxis 

Mekalanos et al., 1983 

 Vmlp201 O395N1  

Δmlp24 Δmlp37 

Nishiyama et al., 2012 
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Table II-2. 使用プラスミド 

プラスミド名 特性 由来 

pAH901 Expression vector,  

pTWV228 (Takara Bio.) + FLAG; Ap
r
 

Nishiyama et al., 2012 

pMlp24 pAH901 + mlp24 Nishiyama et al., 2012 

pMlp37 pAH901 + mlp37 Kawagishi Lab. 

pMlp2 pAH901 + mlp2 Kawagishi Lab. 

pMlp3 pAH901 + mlp3 Kawagishi Lab. 

pMlp26 pAH901 + mlp26 Kawagishi Lab. 

pUC18 Expression vector; Ap
r
 Takara Bio. 

pMM32 pUC18 + cheR2 of V. cholerae Kawagishi Lab. 

pGEX-6P-2 GST-fusion vector; Ap
r
 GE Healthcare,  

Little Chalfont,  

United Kingdom 

pGEX-Mlp24p pGEX-6P-2 

 + periplasmic region of mlp24 

Nishiyama et al., 2012 

pGEX-Mlp2p pGEX-6P-2 

 + periplasmic region of mlp2 

This study 

pGEX-Mlp3p pGEX-6P-2 

 + periplasmic region of mlp3 

This study 

pSU18 Expression vector; Cm
r
 Bartolomé et al., 1991 

p0202 pSU18 + VC0395_0202 This study 

pA0975 (= pSatA) pSU18 + VC0395_A0975 This study 

pA1454 pSU18 + VC0395_A1454 This study 

Apr，アンピシリン耐性；Cmr，クロラムフェニコール耐性 
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Table II-3. 本研究で用いたプライマー 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*実線の下線は BamHI部位，点線の下線は EcoRI部位， 

 小文字で示した塩基配列は His6-tagのコードを示す。

PCRプライマー  配列 (5′ → 3′)
*
 

Cloning periplasmic region of mlp02 in pGEX-6P-2 

GST-Mlp2PF2 CGCGGATCCAATTATCAGAGTGGGTTATCTAC 

GST-Mlp2PR-His CCGGAATTCCTAatgatgatgatgatgatgGGAGATCA 

TTTGATCGTAG 

Cloning periplasmic region of mlp03 in pGEX-6P-2 

GST-Mlp3PF2 CGCGGATCCAAGATTATCGACAA GATCTGATG 

GST-Mlp3PR-His CCGGAATTCCTAatgatgatgatgatgatgTGAGCTCAG 

GCGCTGCATC 

Cloning of VC0395_0202 into SmaI site of pSU18 

VC0395_0202-F ATGCAATTATTCGGACAACG 

VC0395_0202-R TTACTGACCTGAGGCGATCT 

Cloning of VC0395_A0975 into SmaI site of pSU18 

VC0395_A0975-F ATGGCGAATAAACTCACTGT 

VC0395_A0975-R TTAACGGATAGGTGGTGCGT 

Cloning of VC0395_A1454 into SmaI site of pSU18 

VC0395_A1454-F ATGGATATGAAAAAGTGGTT 

VC0395_A1454-R TTATTCACCGTAAACGTC 



A B C 

PAS-like domain PAS-like domain 

Fig. II-1. MLPペリプラズム領域の立体構造 

(A) 大腸菌走化性受容体Tar (PDB: 2ASR) 

(B) V. parahaemolyticusのMlp1 (PDB: 4EXO) 

(C) コレラ菌(El Tor biotype)のMlp37 (PDB: 3C8C) 

全てホモダイマーを形成するが，比較しやすいようモノマーの構造を示す。 
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Fig. II-2. Mlp2またはMlp3過剰発現によるセリン走性の増強 
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Fig. II-3. セリンによるMLPメチル化レベルの亢進 
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Fig. II-4. Mlp2またはMlp3を過剰発現させたコレラ菌の 

各種アミノ酸に対する走性応答 
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Fig. II-5. ITCによるMLPペリプラズム領域とセリンの結合解析 

(A) Mlp2のペリプラズム領域 

(B) Mlp3のペリプラズム領域 

(C) Mlp24のペリプラズム領域 

 

上側パネルは時間あたりの熱量変化， 

下側パネルはタンパク質とセリンとのモル比あたりの熱量変化を表す 
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Fig. II-6. ITCによる全長MLPを含む膜小胞とセリンの結合解析 

(A) Mlp2全長を含む 

(B) Mlp3全長を含む 

(C) Mlp37全長を含む 

 

上側パネルは時間あたりの熱量変化， 

下側パネルはタンパク質とセリンとのモル比あたりの熱量変化を表す 
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Fig. II-7. セリン誘引応答に対するSatAの影響 

宿主はVmlp201株 (Δmlp24 Δmlp37) 

エラーバーは標準誤差 (n = 3~6) 
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Fig. II-8. セリン誘引応答に対するSatA・MLP共発現の影響 

宿主はVmlp201株 (Δmlp24 Δmlp37) 

キャピラリ内セリン濃度は10 mM 

エラーバーは標準誤差 
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Fig. II-9. Mlp2，Mlp3，Mlp24が走性を媒介するアミノ酸誘引物質の比較 
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宿主はVmlp201株 (Δmlp24 Δmlp37) 

円内は各MLPの過剰発現による 

走化性誘引応答の増強が認められた各種アミノ酸の範囲を表す 
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第 III章 クロロ安息香酸分解菌Burkholderia sp. NK8株の 3-クロロ安息香酸分

解産物に対する走性に関与する推定ポリン遺伝子 ompNK8 

 

1. 背景および目的 

 

 人間活動に由来する難分解性の芳香族化合物による環境汚染の例として，芳

香族炭化水素や塩素化芳香族化合物，ニトロ化芳香族化合物による土壌や地下

水の汚染があげられる (Pandey & Jain, 2002)。Burkholderia 属は（べん毛をもた

ない B. malleiを除いて），通常 1本の極べん毛をもつ運動性の土壌細菌である。

本属菌は芳香族化合物に対する幅広い分解能力を示し (Pérez-Pantoja et al., 

2012)，ニトロ芳香族化合物に対して走化性を示すことも報告されている 

(Leungsakul et al., 2005)。土壌には植物由来のリグニン等の分解産物として芳香

族化合物が豊富に存在しており (Zimmermann, 1990)，Burkholderia 属などの汚

染物質分解細菌はおそらく植物由来の芳香族化合物のアナログとして人為由来

の難分解性芳香族化合物に誘引され，それらの分解を行うと考えられている。

現在，微生物機能を用いた環境浄化技術の開発が多くの研究者によって試みら

れているが，有機化合物の分解細菌が走化性を介して汚染箇所に集積されるこ

とによって，汚染物質である有機化合物の微生物分解を促進できることが期待

されている。 

 ポリ塩化ビフェニル類 (PCB) は，過去に農薬や絶縁油などとして用いられ，

現在も環境中に残留している。環境中の PCB分解細菌によって分解された PCB

からはクロロ安息香酸類が生じるが，さらなる分解産物として生じるクロロカ

テコールやプロトアネモニンは多くの PCB分解細菌にとって有毒であり，この

ことが微生物による PCB 分解のボトルネックとなっている (Unterman, 1996)。 
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 クロロ安息香酸分解菌はクロロカテコール分解遺伝子をもち，微生物にとっ

て有害な中間産物を速やかに完全分解できる。このクロロ安息香酸分解細菌の

能力を利用して，環境中における PCBの完全分解を円滑に進める研究が行われ

てきた。 

 Burkholderia sp. NK8 株は 3-クロロ安息香酸 (3CB) を単一炭素源として効率

よく分解・利用できる (Francisco et al., 2001)。NK8株は染色体にクロロ安息香

酸分解遺伝子クラスタ cbeABCD，巨大プラスミド pNK8にクロロカテコール分

解遺伝子クラスタ tfdT-CDEF (Liu et al., 2001) をもつ。tfdT-CDEFクラスタの 5

種の遺伝子は，それぞれRalstonia eutropha (Cupriavidus necator) JMP134株の 2,4-

ジクロロフェノキシ酢酸 (2,4-D) 分解プラスミドpJP4の tfdT-CDEFクラスター

中の対応する遺伝子 (Perkins et al., 1990) と，推定タンパク質のアミノ酸配列に

おいて高い類似性 (79~88% amino acid identity) をもつ。tfdT は LysR-typeの転

写調節レギュレータ，tfdC はクロロカテコール 1,2-ジオキシゲナーゼ，tfdDは

クロロムコン酸シクロイソメラーゼ，tfdEはジエンラクトンヒドロラーゼ，そ

して tfdFはマレイル酢酸レダクターゼをコードする。3CBはクロロ安息香酸分

解酵素群によって 3-または 4-クロロカテコール (3CC, 4CC) に変換され，クロ

ロカテコールはクロロカテコール分解酵素群によって β-ケトアジピン酸まで分

解される (Fig. III-1)。 

 バイオレメディエーションのための研究対象として，本菌株の 3CBとその分

解産物に対する走化性を調べることとした。 
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2. 材料と実験手法 

 

菌株およびプラスミド，培養条件 

 実験に用いた菌株とプラスミドは Table III-1に示した。NK82株 (3CB
−
, 3CC

– 

and 4CC
−
) は，富栄養培地での継代培養によってメガプラスミド pNK8 が脱落し

たため，3CBを単一炭素源として生育できなくなった変異株である（現・静岡

大学 小川直人教授より分譲）。Burkholderia 属菌株は BSM 培地 [1 Lあたり: 

(NH4)2SO4, 1.1 g; K2HPO4, 2.29 g; KH2PO4, 0.9 g; MgSO4•7H2O, 0.1 g; 

MnSO4•4~6H2O, 0.025 g; FeSO4•7H2O, 0.005 g; L-ascorbic acid, 0.005 g] (Ogawa & 

Miyashita, 1995) に単一炭素源として 10 mM コハク酸を加えて培養した。E. coli

株は K-12の派生株である DH5α [F
−
 λ

−
 φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169 recA1 

endA1 hsdR17(rk
−
, mk

+
) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1] を用い，LB 培地で培養し，

必要に応じてカナマイシン (50 μg/ml) またはストレプトマイシン (50 μg/ml) 

を添加した。平板培地作製の際は各培地に 1.5%の寒天を加え固化させた。 

 

接合伝達による形質転換 

 Burkholderia 属菌株へのプラスミドの導入には E. coli S17-1 λpir (Tp
r
 Sm

r
 recA 

thi pro hsdR-M+RP4:2-Tc:Mu:Km Tn7 λpir) (Biomedal S. L., Sevilla, Spain) をドナ

ーとして用いた。E. coli と Burkholderia 間のプラスミド接合伝達には，両菌株

の培養液を混合し，LB 平板上に静置したニトロセルロース膜上に滴下して

28°C，24 時間インキュベートした。接合伝達による形質転換体は 0.2%リビト

ールを単一炭素源とし，カナマイシン (50 μg/ml) を加えた BSM 平板を用いて，

28°C で培養して選抜した。E. coli はリビトールを単一炭素源として利用できな

いため，この方法で Burkholderia のコロニーのみを得ることができる。
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プラスミドの構築 

 ompNK8遺伝子の推定プロモーター領域（ATG開始コドンの 670 bp上流まで）

を含むコーディング領域を，制限酵素サイト EcoRIと BamHIとをそれぞれ含ん

だプライマーペアで増幅した (Table III-2)。この PCR 産物 (1,987 bp) を広域宿

主ベクターpKT230 (Bagdasarian et al., 1981) の EcoRI‒BamHI部位に挿入して，

プラスミド pOmpNK8 とした。 

 

スイミングプレート・アッセイ 

 既報の方法 (Grimm & Harwood, 1997; Tso & Adler, 1974) に以下の改変を加え

てスイミングプレート・アッセイを行った。対数増殖期後期 (OD610 = 1.0~1.5) 

まで 28°C で振盪培養した 150 ml の培養液を遠心し，炭素源を含まない BSM 培

地で 2回洗浄した後，0.2% Bacto agar (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) を加

えた同じく炭素源を含まない BSM で再懸濁して 25 ml にメスアップした。この

細胞懸濁液を分注したシャーレの中心部に，500 mM の誘引物質またはポジテ

ィブコントロールとして 20%カザミノ酸，ネガティブコントロールとして炭素

源を含まない BSMを 20 μl染みこませた滅菌濾紙ディスク(直径 8 mm)を置き，

室温 (24~26°C) で 6 時間静置した。全てのアッセイは独立に 2回繰り返し，再

現性を確認した。 

 

定量的キャピラリ・アッセイ 

 第 II章のキャピラリ・アッセイの手順に準じつつ，以下の改変を行った。1 μl

ガラスキャピラリの一端をバーナーの炎で封じ，誘引物質を含んだバッファ 

(10 mM HEPES-KOH, pH 7.0) を吸引させ，これを 28°C で 4時間静置した菌懸

濁液 (OD610 = 0.1) に浸して 30分後に，キャピラリの内部に入り込んだ菌の数
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を，カナマイシン (50 μg/ml) を加えた LB平板培地に形成されたコロニー数か

ら算出した。なお，カナマイシン耐性プラスミドをもたない NK8 株には 5 mM 

3CBを，NK82株には 10 mM コハク酸を単一炭素源とする BSM 培地をコロニ

ー計数に用いた。 

 異なる菌株間で走性応答を比較する際は，相対走化性指数 (Relative 

chemotaxis index，以降 RCIと略す) を誘引物質を含まないコントロールキャピ

ラリと各試験区のキャピラリにおける細胞数の比で表した。なお，同じ菌株間

でキャピラリ内の細胞数を比較する際には，RCIではなく細胞数を用いた。 

 

統計ソフトウェアと解析前の処理 

 本研究におけるデータ処理，計算，グラフの描画には R ver. 2.15.0 (R 

Development Core Team, 2008) または ver. 3.1.1 (R Core Team, 2014) を用いた。

キャピラリ・アッセイの結果を統計処理する前には RCIおよび細胞数に対して

対数変換を行った。これは走化性誘引応答の値が対数正規分布を示すためであ

り，グラフで描画する際には再び真数に戻して表記した。 

 

半定量 RT-PCR 

 定常期 (OD610 = 1.0~3.2) の培養液 10 ml から Isogen II (Nippon Gene，Co. Ltd., 

Tokyo, Japan) を用いて全 RNAを抽出し，DNase (RQ1 RNase-Free DNase, Promega 

Co., Madison, WI, USA) で夾雑 DNAの分解を行った。サンプルから可能な限り

DNAを除くため，分解酵素処理を 2回繰り返した。逆転写には 1 サンプルあた

り 100 ng/μl の全 RNA を鋳型として cDNAを合成し，この cDNAを鋳型として

PCR を行った。標的配列の検出に用いたプライマーセットを Table III-2 に示し

た。異なるサンプル間で ompNK8遺伝子の転写レベルを比較するための PCR 条件
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は以下の通りとした。(1) NK8/pKT230：94°C・2分（1サイクル）；94°C・1分，

59.5°C・30秒，72°C・40秒（40サイクル）。(2)NK82/pOmpNK8：94°C・2分（1

サイクル）；94°C・1分，59.5°C・30秒，72°C・40秒（30サイクル）。内部コ

ントロールとして 16S rRNA を用いた際には，上記の条件に対して鋳型 cDNAは

上記の 1/10 量とし，増幅回数は 25 サイクル，アニーリング温度は 52.8°C とし

た。プライマーの特異性を確認するため，ゲノム DNA (< 20 ng)を鋳型として同

様に PCR を行った。PCR 産物は DNAマーカー (GeneDireX, Taipei, Taiwan) と一

緒に 1%アガロースゲルで泳動し，バンドは SYBR Green I (Thermo Fisher 

Scientific Inc., Waltham, MA USA) で染色してゲルイメージャーで撮影し，デジタ

ル画像として保存した。画像中の各バンドの輝度を ImageJ 1.45s (Schneider et al., 

2012) で定量し，ompNK8遺伝子の相対発現量(%)を，全 RT-PCR バンド輝度の合

計値に対する各バンド輝度の比 × 100 で表した。データの代表値は独立 3 回実

験の平均値とし，10 mM コハク酸培養菌における ompNK8遺伝子の相対発現量を

コントロールとしてダネットの検定 (Dunnett, 1955 & 1964)を行った。 

 

生育速度のモニタリング 

 菌株間の生育速度を比較するため，異なる濃度の β-ケトアジピン酸 (0.5 mM, 

5.0 mM) および 10 mM コハク酸を単一炭素源として，BSM 培地（カナマイシ

ン 50 μg/ml を添加）における OD600値の変化を ODモニターC & T (TAITEC Co., 

Saitama, Japan) を用いて経時的に測定し，対数増殖期における倍加時間を算出

した。 
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3. 結果 

 

スイミングプレートにおける菌の応答 

 スイミングプレート・アッセイにおいて，野生株は 3CBだけでなく，3CC, 4CC

に対しても反応円を形成した。pNK8 の脱落によってクロロカテコール分解能

力を失った変異株 NK82 では 3CB, 3CC, 4CC に対する反応円の形成が微弱とな

り，クロロカテコール分解能の欠失による走化性応答能の低下が認められた

(Fig. III-2)。 

 

クロロカテコール分解プラスミド pSL1 導入による走化性誘引応答の回復 

 3CB走化性が菌のもつクロロカテコール分解能力のみに依存しているかどう

かを確かめるために，以下の実験を行った。クロロカテコール分解遺伝子群を

含む 9.0 kbの断片を広域宿主ベクターpKT230 に挿入した分解プラスミド pSL1

を pNK8脱落株に導入して，野生株，変異株，pSL1 導入株について，それぞれ

3CB，3CC，4CC，β-ケトアジピン酸への誘引応答を調べた。野生株は 3CB と

その分解産物に対して有意な誘引応答を示した(Fig. III-3, III-4)。β-ケトアジピ

ン酸に対する応答は変異株で著しく低下した一方で，pSL1 導入株では顕著に増

強された(Fig. III-4)。このことから，クロロカテコール分解遺伝子群を含む 9.0 kb

の断片上に，β-ケトアジピン酸への誘引応答に関与する因子が存在すると考え

られた。 

 

β-ケトアジピン酸への走性応答に関与する推定ポリン遺伝子 ompNK8 

 pSL1 上の 9.0-kb断片について，新たに配列解析を行ったところ，クロロカテ

コール分解遺伝子クラスタ中の転写調節遺伝子 tfdT の近傍に未報告の ORF 
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(380 aa) が存在した (Fig. III-5A)。このORFとその推定プロモータ領域 (670 bp) 

を含む断片をベクターに挿入して変異株に導入したところ，クロロカテコール

分解遺伝子クラスタを含まなくても，β-ケトアジピン酸への走化性が顕著に回

復した (Fig. III-5B)。この結果から，この ORFが β-ケトアジピン酸への走性に

関与することが示された。なお，推定プロモータ領域の塩基配列中には，既知

の推定アミノ酸配列データベースと高い配列類似性を示す ORF は認められな

かった。 

 GenbankのデータベースをBLAST P 2.2.29
+ 

(Altschul et al., 1997; Schaffer et al., 

2001) を用いて検索した結果，この ORFは Bordetella pertussis Tohama Iの外膜

ポリン BP0840 (Uniplot: Q04064) (Armstrong et al., 1986) と 30%の，Delftia 

acidovoransの陰イオン選択性ポリンである OMP32 (Uniplot: P24305) 

(Gerblrieger et al., 1992) とは 27%のアミノ酸配列同一性を示した。グラム陰性

細菌の β-バレル構造をもつ外膜タンパク質データベース OMPdb (Tsirigos et al., 

2011) を検索した結果，この推定タンパク質は細菌ポリンファミリー (Saier, 

2000) に属することが予想された。さらに SOSUIsignal (Gomi et al., 2004) によ

って，N末端に 19残基のシグナル配列 (MKRCLKAFLTCILVSCSIA) をもつこ

と，TMBETA-NET (Gromiha & Suwa, 2005) によって少なくとも 15個の膜貫通

β セグメントをもつことが推定された。よって，OmpNK8は外膜貫通型タンパク

質であると考えられた。以上の結果から，この ORFをポリン遺伝子と推定し，

ompNK8 (DDBJ accession number, AB731476) と名付けた。OmpNK8と BP0804，

OMP32 との配列比較を Fig. III-6に示した。本報告は，ポリンの発現が芳香族

化合物の分解物に対する走化性に関与する例として初めてのものである。 
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バッチカルチャーにおける ompNK8変異株の生育速度 

 OmpNK8が β-ケトアジピン酸の外膜透過に関与するのであれば，OmpNK8の発

現株では β-ケトアジピン酸の細胞内取り込みが促進される可能性が考えられた。

よって，野生株 NK8/pKT230，変異株 NK82/pKT230，ompNK8遺伝子導入株

NK82/pOmpNK8について，β-ケトアジピン酸 (0.5または 5.0 mM) あるいはコハ

ク酸 (10 mM) を単一炭素源として培養し，生育速度を比較した。低濃度 (0.5 

mM) の β-ケトアジピン酸で培養した際，NK82/pOmpNK8の倍加時間は pNK8

脱落株 NK82/pKT230 と比べて有意に短縮された (Fig. III-7)。0.5 mM β-ケトアジ

ピン酸濃度では野生株 NK8/pKT230の倍加時間が最も長かった。この現象は，

野生株における β-ケトアジピン酸輸送の抑制を示唆する。なお，高濃度 (5.0 mM) 

の β-ケトアジピン酸や 10 mM コハク酸で培養した場合には，これら 3菌株の倍

加時間に有意な差は認められなかった。よって，OmpNK8は β-ケトアジピン酸が

低濃度の時に，β-ケトアジピン酸の細胞内への取り込みを促進することが示唆さ

れた。 

 

野生株 NK8/pKT230 における 3CBによる ompNK8転写の誘導 

 野生株における 10 mM コハク酸培養時の ompNK8転写量は非常に弱く，培養

時に 3CB を添加すると，野生株の ompNK8遺伝子の転写が著しく活性化された 

(Fig. III-8)。一方，相補株 NK82/pOmpNK8 において，プラスミドから発現した

ompNK8の転写量は培養基質の影響を受けなかった (Fig. III-9)。このことから，

3CBによる転写誘導を調節する因子は巨大プラスミド pNK8にコードされてい

ると推定された。 
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メガプラスミド脱落株 NK82における 3CB による走化性誘引応答の誘導 

 予備実験において，NK8 株の 3CB に対する走化性は 3CB 自身によって誘導

された (data not shown)。しかしながら，ompNK8をもたないNK82株においても，

生育培地に 3CBが存在することによって 3CC および 4CC への走化性が誘導さ

れるという結果となった (Fig. III-10)。クロロカテコールへの走性は β-ケトアジ

ピン酸への走性とは独立に存在し，その誘引応答は 3CBによって誘導されるこ

とが示唆された。 
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4. 考察 

 

 バッチカルチャーにおける生育試験の結果からは，OmpNK8が β-ケトアジピン

酸の細胞内への取り込みに関与することが示唆されたが，3CBおよび他の 3CB

分解産物の透過にも関与するかについては未だに明らかではない。グラム陰性

細菌の外膜ポリンは一般的に低分子の親水性物質の分子フィルターとして働く

ことが知られている。一方で，ポリンの中には疎水性の物質の外膜透過を促進

するものも報告されている。例えば，P. putida F1株の TodX (Wang et al., 1995) お

よび R. pickettii PKO1 株の TbuX (Kahng et al., 2000) はトルエンの透過に関与す

る。しかしながら OmpNK8の推定アミノ酸配列は TodX, TbuXとは明らかな類似

性をもたず，D. acidovorans の陰イオン選択性ポリンである OMP32 と高い類似

性を示した (Fig. III-6)。 

 β-ケトアジピン酸 (0.5 mM) を単一炭素源とした際に，野生株 NK8/pKT230 の

倍加時間が最も長かったことから，β-ケトアジピン酸輸送が野生株で抑制されて

いることが示唆された。β-ケトアジピン酸の輸送が抑制される例は土壌に生息す

る Pseudomonas 属でも広く認められている (Ondrako & Ornston, 1980)。

Burkholderia sp. NK8 株においても，メガプラスミド pNK8の脱落によって β-ケ

トアジピン酸の輸送や分解に関わる調節因子の機能が失われ，β-ケトアジピン酸

の取り込みが増大した可能性が考えられた。 

 半定量 RT-PCR の結果から，NK8株が 3CBの刺激を受けると OmpNK8ポリン

の生産が誘導され，β-ケトアジピン酸の外膜透過が促進されることが示唆された。

この刺激によって，未知の走化性受容体あるいは誘引物質結合タンパク質が働

き，走化性シグナルが細胞質側に出力されると考えられる。 
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 芳香族化合物の感知に関与する MLPs としては，これまでに P. putida G7株の

ナフタレンへの走化性に必要な NahY (Grimm & Harwood, 1999)，P. fluorescens 

KU-7 株の 2-ニトロ安息香酸への誘引応答に関与する NbaY (Iwaki et al., 2007)，

P. putida DOT-T1E株のトルエン等の芳香族炭化水素への応答を媒介する McpT 

(Lacal et al., 2011)，Acidovorax sp. JS42m 株の 2-ニトロトルエンの応答に関与す

る NtdY (Rabinovitch-Deere & Parales, 2012)，P. aeruginosa PAO1 株の 4-ニトロト

ルエンとカテコールへの誘引応答に関与する CtpL (Vangnai et al., 2013) が報告

されている。しかしながら，これらのMLP と芳香族化合物が直接結合している

のか，介在する結合タンパク質等が存在するのかについて詳しいことは分かっ

ていない。クロロ安息香酸とその分解産物に対する走性の調節機構の解明には，

さらなる研究が必要である。 

 3CBとその分解産物が走化性応答に及ぼす影響については，注意深く考察す

る必要がある。クロロカテコール分解性を失った NK82株においてもクロロカ

テコール走性が誘導されたことから (Fig. III-10)，クロロカテコールと β-ケトア

ジピン酸への走性には異なる機構が関わっていると考えられた。クロロカテコ

ール走性には染色体上にその因子がある。例えば，P. aeruginosa PAO1 において

4-クロロアニリンおよびカテコールへの応答を媒介する MLP である CtpLの遺

伝子は染色体上に存在している (Vangnai et al., 2013)。NK82株の染色体上には，

CtpLのようなクロロカテコール走性を媒介する MLP がコードされているので

あろう。分解細菌がもつ巨大プラスミド上には数多くの分解・代謝に関わる遺

伝子が存在しており，これらの影響を除外するためにも，以降の遺伝子機能解

明にはプラスミド脱落株だけでなく，相同組換えなどを用いた ompNK8欠失株の

作出が必要である。 
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 MLP やポリンの他に芳香族化合物への走化性に関与する因子として，内膜ト

ランスポーターであるパーミアーゼの例が報告されている。R. eutropha 

(Cupriavidus necator) JMP134 株の pJP4 プラスミド tfd 遺伝子クラスタには 2,4-D

のパーミアーゼをコードする tfdK が存在し，この遺伝子が 2,4-D自体への走性

にも関与することが報告されている (Leveau et al., 1998)。また，P. putida 

PRS2000 株の pcaK 遺伝子は 4-ヒドロキシ安息香酸に対する走性に関与する 

(Nichols & Harwood, 1997)。これらのパーミアーゼは 2,4-Dと 4-ヒドロキシ安息

香酸の分解に関与する，それぞれの芳香族化合物分解遺伝子クラスター近傍に

存在している。ある基質を特異的に透過させる膜輸送体の遺伝子が，同じ物質

を分解する遺伝子の近傍に存在することで物質の取り込みや栄養源の感知が促

進され，貧栄養条件における生存を有利にするかもしれない。分解プラスミド

にコードされたポリン遺伝子が芳香族の取り込みに関与する例が，m-キシレン 

(Kasai et al., 2001)，4-トルエンスルホン酸 (Mampel et al., 2004)，ナフタレン 

(Neher & Lueking, 2009) のポリンについて報告されており，NK8株の OmpNK8

も同じように，β-ケトアジピン酸や他の安息香酸類分解産物の輸送に寄与すると

考えられる。 
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Table III-1. 供試菌株とプラスミド 

菌株／プラスミド 特性 由来 

菌株 

Escherichia coli 

DH5α 

S17-1 λpir 

 

 

Cloning host 

Plasmid mobilization strain 

 

 

Grant et al., 1990 

Biomedal S. L. 

Burkholderia sp.   

NK8 3CB
+
, 3CC

+
, 4CC

+
 Francisco et al., 2001 

*MAFF311271 

NK82 A plasmid-deficient strain of NK8;  

 3CB
−
, 3CC

−
, 4CC

−
 

*MAFF 311272 

プラスミド   

pKT230 Broad-host-range    

 vector; Km
r
 , Sm

r
 

Bagdasarian et al., 1981 

pSL1 9-kb fragment  

 containing tfdT-CDEF  

 inserted at the BamHI  

 site of pKT230;  

 Km
r
, Sm

r
 

Liu et al., 2001 

pOmpNK8 ompNK8 + predicted  

 promoter region (670 bp upstream   

ATG) inserted in the BamHI–EcoRI 

site of pKT230; Km
r
, Sm

s
 

This study 

 

Km
r，カナマイシン耐性；Sm

r，ストレプトマイシン耐性； 

Sm
s，ストレプトマイシン感受性；3CB

+，3CBを単一炭素源とする； 

3CC
+，3CCを単一炭素源とする；4CC

+，4CCを単一炭素源とする； 

3CB
−，3CBを単一炭素源としない；3CC

−，3CCを単一炭素源としない； 

4CC
−，4CCを単一炭素源としない 

*カルチャーコレクション番号 (農業生物資源ジーンバンク，

https://www.gene.affrc.go.jp/about-micro.php) 
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Table III-2. クローニングと標的配列の検出に用いたプライマー 

 

*実線の下線は BamHI部位，点線の下線は EcoRI部位，小文字で示した塩基配列

は His6-tagのコードを示す。 

 

PCRプライマー 目的 配列 (5′ → 3′)
*
 

Pro-Ompf Cloning ompNK8 in pKT230 CGCGGATCCGCAAAGTTGATGTC 

CTTACTTC 

Ompr-His Cloning ompNK8 in pKT230 CCGGAATTCTTAatgatggtggtggtgatg 

GAACAAGTGCCGCAAACC 

CpoI_2373f Detection of 523 bp in ompNK8 TCGTTCTCGAAAGCGGATTC 

24R Detection of 523 bp in ompNK8 TAGAGCCTTGCATCGATTCC 

NK8-16S-225f Detection of 16S rRNA gene TGGGGTAAAGGCCTACCAAG 

NK8-16S-433r Detection of 16S rDNA gene AGGGCGATGGTTTTCTTTCC 



Fig. III-1. Burkholderia sp. NK8株の推定3CB分解経路 
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クロロカテコール分解経路 



Fig. III-2. スイミングプレート中の走化性反応円の形成 

BSM 3CB 3CC 4CC カザミノ酸 

NK8 
(pNK8+) 

NK82 
(pNK8-) 

46 

NK8，野生株（クロロカテコール分解プラスミドpNK8を持つ）； 

NK82，pNK8脱落株 

 

カザミノ酸濃度，20%； 

BSM, 炭素源を含まない無機塩培地； 

3CB, 3CC, 4CC濃度, 500 mM； 

軟寒天培地 (0.2% Bacto-agar)，室温，6時間後に撮影 



Fig. III-3. 野生株，pNK8脱落株，pSL1導入株の 

3CBおよびその分解産物に対する走化性応答 

(A) NK8 

(B) NK82/pKT230 

(C) NK82/pSL1 

 

白丸は幾何平均値，黒丸は外れ値， 

箱の範囲は四分位範囲，縦棒は最小～最大値， 

箱中の横線は中央値を表す 

 

nは独立実験の回数 

Dunnett’s test, *P < 0.05, *** P < 0.001 
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Fig. III-4. 野生株，pNK8脱落株，pSL1導入株の 

β-ケトアジピン酸に対する走化性応答 

●はNK8，○はNK82/pKT230，▲はNK82/pSL1 

プロットは3回の独立実験の幾何平均 

エラーバーは標準誤差を表す 

P値はStudent’s t-testによる 
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Fig. III-5. 推定ポリン遺伝子ompNK8のβ-ケトアジピン酸走性への関与 
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C
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P = 0.005 

P = 0.037 

β-ケトアジピン酸 
100 mM 

(A) 供試プラスミドにおけるtfdT-CDEFクラスタを含む9.0-kb領域の構成 

(B) ompNK8の再導入による走性の回復 

 

白丸は幾何平均値，黒丸は外れ値，箱の範囲は四分位範囲， 

縦棒は最小～最大値，箱中の横線は中央値を表す 

キャピラリ内β-ケトアジピン酸濃度は100 mM 

P値はStudent’s t-testによる 

tfdT tfdD tfdF ORF 

(ORF + pKT230) 

pSL1上の 
9.0 kb 断片 

tfdC tfdE 
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B 
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推定プロモーター領域(670 bp) 

pOmpNK8 



BP0804, B. pertussis Tohama-1のポリン； 

OMP32, D. acidovoransの陰イオン選択性ポリン 

 

黒背景はアミノ酸identity，灰背景はsimilarityを表す 

黒線はD. acidovoransのOMP32トポロジーに基づく 

推定膜貫通領域 (β-strand) を表す 

 

Sequence alignment, ClustalW algorithm; Protein weight matrices, 'Gonnet'; 

Gap opening, 10; extension parameters, 0.2 

Fig. III-6. OmpNK8と既知のポリンのアミノ酸配列比較 

O m p N K 8 1 M K R C L K A F L T C I L V S C S I A R A Y S Q S S V T L Y G I I D T G V E F I S - - - - - H A G P A G D R - - - - - - 4 9 
B P 0 8 4 0 1 M - - - K K T L L A A A L L A G F A G A A Q A E T S V T L Y G I I D T G I G Y N D V D F K V K G A N A D D S D F K Y N H 5 7 
O M P 3 2 1 M - - - K K S L I A L A V L A - A S G A A M A Q S S V T L F G I V D T N V A Y - - - - - - V N K D A A G D S - - - - - - 4 4 

O m p N K 8 5 0 - L F R M P S T T G S L P S R W G F R G S E D L G G G Y R A T F V L E S G F G P N T G A L A Q G G R L F G R Q A W I G L 1 0 8 
B P 0 8 4 0 5 8 S R F G M I N G V Q N G - S R W G L R G T E D L G D G L Q A V F Q L E S G F N S G N G N S A Q D G R L F G R Q A T I G L 1 1 6 
O M P 3 2 4 5 - R Y G L G T S G A S T - S R L G L R G T E D L G G G L K A G F W L E G E I F G D D G N A S - - G F N F K R R S T V S L 1 0 0 

O m p N K 8 1 0 9 E S - Q Y G T L S F G R Q Y T T T Y I A V L E N D I M G P A I Y G I A S L D A Y I A N A R A D N S V A Y R V N L H G L T 1 6 7 
B P 0 8 4 0 1 1 7 Q S E S W G R L D F G R Q T N I A S K Y F G S I D P F G A G - - - - - - - F G Q A N I G M G M S A M N T - V R Y D N M V 1 6 8 
O M P 3 2 1 0 1 S G - N F G E V R L G R D L V P T S Q K L T S Y D L F S A T G I - - G P F M G F R N W A A G Q G A D D N G I R A N N L I 1 5 7 

O m p N K 8 1 6 8 A L A T Y S F G R D S A G T G N S P G Q G T C A G - - - - - - Q V P G A F T Q C R D W S A M L K Y D S D R F G A V V S Y 2 2 1 
B P 0 8 4 0 1 6 9 M Y Q T P S Y S G F Q F G I G Y S F S A N D K D A D A V N R V G F A T A D N V R A I T T G - L R Y V N G P L N V A L S Y 2 2 7 
O M P 3 2 1 5 8 S Y Y T P N F G G F N A G F G Y A F D E K Q T - - - - - - - - - I G T A D S V G R Y I G G Y V A Y D N G P L S A S L G L 2 0 8 

O m p N K 8 2 2 2 E E E R G G V N A A A N F F D G V A P T P L S T S N G I D A R L Y I D A Y A K F L G A T I S G - - - - - - - - - - - - - 2 6 8 
B P 0 8 4 0 2 2 8 D Q L N A S N - - - N Q A Q G E V D A T P R S Y G L G G S Y D F E V V K L A L A Y A R T T D G W F G G Q G Y P V A V T L 2 8 4 
O M P 3 2 2 0 9 A Q Q K T - - - - - - - A V G G L A T D R D E I T L G A S Y N F G V A K L S G L L Q Q T - - - - - - - - - - - - - - - - 2 4 5 

O m p N K 8 2 6 9 - G W L N R R V E T V N S G T P V V T S N M F F L G A R Y L V T P A V A I D G - - E V F R I I N A Q H D T R A T L A T L 3 2 5 
B P 0 8 4 0 2 8 5 P S G D K F G G F G V N T F A D G F K A N S Y M V G L S A P I G G A S N V F G S W Q M V D P K L T G G D E K M N V F S L 3 4 4 
O M P 3 2 2 4 6 - - - - K F K - - - - R D I G G D I K T N S Y M L G A S A P V G G V G E V K L Q Y A L Y D Q K A I - - D S K A H Q I T L 2 9 5 

O m p N K 8 3 2 6 R G I Y S L S K R S A V Y V Q G A Y I F N S A K A A Y G V S A G G - P G G S P A P G V G Q A A V M V G L R H L F 3 8 0 
B P 0 8 4 0 3 4 5 G Y T Y D L S K R T N L Y A Y G S Y A K N - - - - - - - - - - - - - F A - - F L E D A K S T A V G V G I R H R F 3 8 5 
O M P 3 2 2 9 6 G Y V H N L S K R T A L Y G N L A F L K N K D A S T L G L Q A K G V Y A G G V Q A G E S Q T G V Q V G I R H A F 3 5 1 

putative β-strand 
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Fig. III-7. 異なる単一炭素源を用いた培養における増殖速度の比較 
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 (h
) * 
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(A) 0.5 mM β-ケトアジピン酸 

(B) 5.0 mM β-ケトアジピン酸 

(C) 10 mM コハク酸 

 

各菌株の増殖速度を倍加時間(h)で表す 

各プロットは1回の独立実験で得られた値 

水平線は幾何平均値を表す 

Paired Wilcoxon’s signed-rank test, *P < 0.05  

B C 
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Fig. III-8. 野生株における3CBによるompNK8 転写の誘導 
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(A) RT-PCRの泳動結果 

 各レーンにおけるPCRテンプレート： 

 1, 野生株NK8/pKT230のゲノムDNA 

 2, 変異株NK82/pKT230のゲノムDNA 

 3, 相補株NK82/pOmpNK8のゲノムDNA 

 4-9, 各単一炭素源で培養した野生株NK8/pKT230由来のcDNA 

(B) ompNK8 の相対発現量(%) 

 3回独立実験の平均値，エラーバーは標準偏差 

 P値はDunnett’s testによる 
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Fig. III-9. 相補株におけるompNK8 転写制御の消失 
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(A) RT-PCRの泳動結果 

各レーンにおけるPCRテンプレート： 

 1, 野生株NK8/pKT230のゲノムDNA 

 2, 変異株NK82/pKT230のゲノムDNA 

 3, 相補株NK82/pOmpNK8のゲノムDNA 

 4-8, 各単一炭素源で培養した野生株NK8/pKT230由来のcDNA 

(B) ompNK8 の相対発現量(%) 

 3回独立実験の平均値，エラーバーは標準偏差 
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Fig. III-10. NK82株における3CB培養によるクロロカテコール走化性の誘導 

(A) 10 mM コハク酸を基質として培養 

(B) 5 mM コハク酸＋2.5 mM 3CBを基質として培養 

 

注）誘導による応答の差を明瞭にするため， 

比較的走化性応答の弱い対数増殖期初期の細胞を使用した。 

 

nは独立実験の回数 

Dunnett’s test, ***P < 0.001 
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第 IV章 総合考察 

 

 細菌の行動は物質の取り込みや代謝，細胞内外のストレスなどによって大き

な影響を受ける。細菌の走化性を人為的に制御するためには，誘引物質と走化

性受容体という 1:1 の関係だけではなく，その間に干渉するさまざまな細胞機

能に対する広い知識が必要となる。 

 本研究は，コレラ菌において PAS-likeドメインを 1つしかもたないタイプの

MLP である Mlp2, Mlp3 がアミノ酸への走化性応答を媒介することを明らかに

した。また，このタイプの MLP が推定アミノ酸結合タンパク質と共発現する

条件でさらに強いアミノ酸への誘引応答を引き起こすことを示した。PAS-like

ドメインを 1つしかもたないMlp2, Mlp3 のようなタイプの MLP がどのような

機構によって誘引物質を感知し，走性応答を媒介しているかについては他の報

告例がまだない。一方，PAS-like ドメインを 2 つもつタイプについてこれまで

調べられた限りでは，内膜から遠い側のドメインのみがリガンド結合に関わる。

したがって，両タイプを比較解析することは MLP によるシグナル伝達の機構

を知る上で有用と考えられる。さらに，同じアミノ酸走性に関わる両タイプの

MLPs が，どのように使い分けられているのか，その生理学的・生態学的意義

についても興味のもたれるところである。MLP のペリプラズム領域の多様性は

非常に高く，今まで知られていないような機構で細胞機能に関わる MLP が手

つかずのまま残されている可能性は高い。 

 さらに本研究では，Burkholderia sp. NK8株の β-ケトアジピン酸走性に対する

推定ポリン遺伝子の関与を明らかにした。これまでにも β-ケトアジピン酸の膜

透過関連因子が土壌細菌の走化性に関与するという報告は存在したが 

(Karimian & Ornston, 1981)，その正体は内膜トランスポーターとして予想されて
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おり，今回のように外膜ポリンの関与が明らかになったのは初めての報告であ

る。なお，クロロ安息香酸を感知する真の走化性受容体の存在は未だに不明で

ある。今後，NK8株の全ゲノム解析を行うことができれば，クロロ安息香酸と

その分解産物に対する走化性応答の複雑さを解明するための強力なツールとな

るであろう。 

 以上で明らかなように，環境中における細菌の走化性応答の解明と制御を目

指すためには，走化性センサーだけでなく，基質結合タンパク質や ABC トラ

ンスポーター，ポリンなどの膜透過に関与する因子についても調べていくこと

が重要である。また，感染症対策やバイオレメディエーションなどへの応用に

は，センサーの感知能力をより高める工夫として，誘引物質結合タンパク質を

細胞内で共発現させたり，チャネル・トランスポーターによる基質の膜透過を

促進させたりする技術の開発が期待される。 
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第 V章 結論 

 

 本研究は，細菌の走性応答が，膜貫通型センサーを中心としたシグナル伝達

系に加えて，環境中の物質を細胞内に取り込むための膜透過系因子を利用して，

感知できる刺激のレパートリーを拡げていることを示したものである。具体的

には，病原細菌としてコレラ菌のアミノ酸走性，汚染物質分解能をもつ土壌細

菌として Burkholderia sp. NK8株の 3-クロロ安息酸走性に着目し，それぞれ，能

動輸送系 ABC トランスポーターの基質結合蛋白質，外膜チャネルであるポリ

ンが関与することを見出した。本研究で得られた主たる結論は，以下の 4点で

ある。 

 

(1) コレラ菌セリン走性を媒介する Mlp2, Mlp3 という新規走性トランスデュー

サーを同定した。それぞれが感知できるアミノ酸の種類の違いから，既知の

アミノ酸受容体とは異なる生理的役割が推定された。 

(2) Mlp3と協調して働く推定セリン結合タンパク質 SatAを同定した。SatAは，

ペリプラズム領域においてセリンと結合し，その複合体が Mlp3 と結合する

ことによりセリン走性が引き起こされると推定された。 

(3) クロロ安息香酸分解土壌細菌 Burkholderia sp. NK8 株が，3-クロロ安息香酸

(3CB)だけでなく，その分解産物である 3-または 4-クロロカテコール(3CC, 

4CC)，β-ケトアジピン酸に誘引されることを見出した。 

(4) この走性に必須な因子としてメガプラスミドにコードされる新規外膜ポリ

ン OmpNK8を同定した。さらに，ompNK8遺伝子の転写が 3CB に誘導される

こと，この転写制御に関わる因子がメガプラスミドにコードされていること

を見出した。 
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