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第一節	 生物の相互作用	

	 	 生物は常に相互作用している。相互作用は分子間、細胞間、個体間など様々な

スケールで引き起こされている。個体間の相互作用の中には、同種族間および他種

族間での相互作用が含まれる。我々人間を例に取れば、ヒトとヒトとの会話、スポ

ーツにおける競争、学問における議論が前者にあたる。また、ヒトがペットの亀や

カブトムシを飼育すること、霜降和牛を食べること、不忍池のコイや上野公園のハ

トに餌をやることは後者にあたるだろう。このような生物種内、生物種間における

相互作用がここまで生物を進化させる原動力となった。生物がこのように複雑で多

様に進化してきたのは単なる火山の噴火や氷河期の到来や隕石の衝突では説明され

ない。そこには常に同種および他種との相互作用が存在したはずである。ある種の

真菌は抗生物質を産生することで周辺の細菌が増殖できないようにすることで栄養

素の争奪戦に勝利することができた。また、ある細菌は抗生物質を分解するタンパ

ク質を産生することで奪われた栄養素を取り戻す事ができた。桑の葉には昆虫の成

長を妨げる物質が含まれているが、カイコはその物質に抵抗性を持つことで、食草

として桑を独占することができた。このように生物間相互作用は生物の進化および

生死に大きく作用してきた。  

 

第二節	 ヒトのコミュニケーション	

	 ヒトが他の生物と異なる点はなんであるか。この問いに対して、私はコミュニケ

ーションによる情報の水平もしくは垂直伝達能の高さであると考える。確かに子供

に狩りのやり方を教えるライオンがいるかもしれないし、カラスはゴミの在処を仲

間に伝えているかもしれない。しかし情報を伝え、各個体間で相互作用するという

点においてヒト以上に卓越した生物はいない。ヒトは言語を開発し、文字を作る事

で、直接にはコミュニケーションを取り得ない時空間的に離れた相手とコミュニケ
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ーションを取る手段を身につけた。ヒトは情報を言語に変換することで、突然変異

と自然淘汰というシステムを用いずに環境に適応する術を手に入れた。この遺伝学

的な進化を介さない教育という名の情報の垂直伝播によって、現在ヒトは爆発的に

その人口を増加させ、寿命を延長させている。  

	 しかし、ヒトが身につけたこのような情報の伝達法は，現在ヒトに様々な問題を

突きつけている。自然淘汰を伴わない寿命の延長は、認知症や癌といった自然環境

では稀な疾患を増加させた。また、急速な生活環境の変化は、糖尿病、高脂血症、

肥満といった生活習慣病を増加させた。このような課題に対し、ヒトが取り得る解

決策は情報の言語化と教育である。科学、特に薬学はこの手法により様々な疾患に

対する解決策を導き出す手段となり得る。  

 

第三節	 薬学による課題の解決	

	 薬学と一言でいっても、この中には多くの学問領域が混在している。では、一般

に薬学における目標はなんであろうか。それは薬を介した人類の幸福の増進という

事になるのだろう。では、そのためにはどのような手段が考えられるか。大きく分

けてそこには医療薬学的な手段と基礎薬学的な手段が考えられる。基礎薬学はさら

に有機化学的な手段と生物学的手段が考えられる。つまり全く新しい化合物の創出

やより安価で簡便な化合物の合成法を開発することで、新規リード化合物を作出し、

それを安価に提供することで、人類の幸福に貢献するという手段が有機化学的手段

である。また、化合物が作用する宿主もしくは病原体について研究することで、薬

剤の新たな標的を発見し、人類の幸福に貢献する手段が生物学的手段である。生物

学的手段はつまり、生物の相互作用についての情報を蓄積することに他ならない。

それは糖尿病患者の血中でグルコースがどのように身体に作用するかを検討するこ

とであり、病原体がどのように宿主に病原性を発揮するか検討することである。私
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はこの生物学的な手段によって人類の幸福に貢献したいと考えている。  

 

第四節	 糖尿病と黄色ブドウ球菌感染症	

	 糖尿病は慢性的な高血糖を示す疾患である (Zimmet et al., 2001)。その患者数は全

世界で 4 億人を越え、現在も増加し続けている (IDF, 2015)。糖尿病患者は感染症を

併発することが知られている。糖尿病患者数の増加とともに併発して起こる感染症

の予防および治療法の確立は重要である。黄色ブドウ球菌はヒトの皮膚や鼻腔に存

在する常在菌である。黄色ブドウ球菌が健常人において重篤な感染症を発症するこ

とは稀であるが、糖尿病患者では敗血症、心内膜炎、足部潰瘍などの侵襲性の感染

症を引き起こす (Jacobsson et al., 2007; Kanafani et al., 2009; Laupland et al., 2003)。病

原性細菌の病原性を発揮する機構を理解し、それを担う分子（病原性因子）の機能

を知ることは感染症の予防法および治療法を確立するために重要である。宿主環境

中での増殖に必要な病原性因子は新規治療薬の標的となると期待される。さらに、

病原性因子のタンパク質としての酵素活性を研究することは、その因子の病原性発

現における働きを理解するばかりでなく、活性の阻害を指標とした新規治療候補化

合物のスクリーニング系の構築にも有用である。  

	 我々は、カイコの餌にグルコースを混ぜ与えることで、哺乳類の糖尿病状態を模

擬した糖尿病モデルカイコを確立している (Matsumoto et al., 2014; Matsumoto et al., 

2011)。また、様々な病原菌による感染モデルを確立している (Ishii et al., 2015b; Kaito 

et al., 2002)。さらにこれら二つのモデルを組み合わせることで、糖尿病カイコ感染

モデルを確立した。この糖尿病モデルカイコを用いて、糖尿病宿主に対する病原性

に必要な黄色ブドウ球菌の遺伝子を探索し、ddvA（diabetic-state dependent virulence 

factor against silkworm A）、isdA（ iron-regulated surface determinant A）、gdpS（GGDEF 

domain containing protein from Staphylococci）の３つの遺伝子を見出している。これ
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ら遺伝子を欠損した黄色ブドウ球菌は糖尿病モデルマウスに対する病原性の低下を

引き起こすことを見出している。これら遺伝子のうち isdA 遺伝子についてはヘム鉄

の取り込みに重要な働きを持つ事が知られている (Mazmanian et al., 2003)。また、近

年 gdpS 遺伝子は黄色ブドウ球菌の病原性に関与するバイオフィルム形成や sarS 遺

伝子を介したプロテイン Aの発現に重要な機能を持つと報告されている (Chen et al., 

2015; Fischer et al., 2014; Holland et al., 2008; Shang et al., 2009)。しかし DdvA タンパ

ク質がどのように病原性に寄与するかは分かっていなかった。私はこの因子の機能

を知る事で黄色ブドウ球菌の糖尿病宿主に対する新規の病原性発揮の分子機構を明

らかにでき、最終的には糖尿病において併発する黄色ブドウ球菌感染症の治療標的

となるのではないかと考え、この因子の病原性発揮機構について研究した。  
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第一章	黄色ブドウ球菌の ddvA 遺伝子とその糖尿病宿主に対する病原性への寄与  

糖尿病で併発する黄色ブドウ球菌感染症の病態理解および新規治療標的の探索のた

め、我々は黄色ブドウ球菌の糖尿病宿主に対する病原性因子の探索を行った。その

際にカイコの黄色ブドウ球菌感染モデルを用いた。近年、我々はカイコにグルコー

スを含んだ餌を与えることで、体液中グルコース濃度の増加、インスリン低感受性、

糖付加体の増加といった糖尿病でみられる諸症状を呈するカイコ糖尿病モデルを確

立している。カイコ感染モデルとカイコ糖尿病モデルを組み合わせ、糖尿病カイコ

感染モデル確立し、黄色ブドウ球菌の糖尿病宿主に対する病原性因子の探索を行っ

た。糖尿病カイコに対しては病原性が変化せず、通常カイコに対しては病原性の低

下する黄色ブドウ球菌の遺伝子破壊株を探索した結果、ddvA、 isdA、gdpS の３種類

の遺伝子破壊株を同定した。これら 3 つの遺伝子のうち ddvA 遺伝子は機能が分か

っていなかった。そこで、黄色ブドウ球菌の新規病原性発揮機構を解明するため、

ddvA 遺伝子の機能解明を目指した。  
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ddvA 遺伝子は通常マウスに比べ糖尿病マウスにおいてより病原性に寄与する  

黄色ブドウ球菌の ddvA 遺伝子破壊株は通常マウスおよび糖尿病モデルマウスに対

して野生株に比べ病原性が低下することが過去の我々の研究から分かっていた。一

方で、カイコ感染モデルを用いた検討で、黄色ブドウ球菌の ddvA 遺伝子破壊株は

通常カイコに注射した場合には野生株と同程度の殺傷能を有するのに対して、糖尿

病モデルカイコに注射した場合には野生株に比べ殺傷能の低下が見られた。このこ

とから、ddvA 遺伝子が糖尿病宿主に対してより病原性に寄与するものと考えた。そ

こで定量的な指標である Lethal Dose 50 (LD50)を用いて、ddvA 遺伝子の糖尿病モデ

ルマウスに対する病原性への寄与が通常マウスに比べ大きいか否か検討した。  

	 その結果、マウスは菌の投与量に依存して生存率が低下していた (Fig. 1A)。糖尿

病モデルマウスに ddvA 遺伝子を投与した場合には、野生株を投与した場合に比べ 8

日目における LD50が 18 倍であった (Fig. 1B)。一方で、通常マウスに ddvA 遺伝子を

投与した場合には、野生株を投与した場合に比べ 8 日目における LD50が 4.3 倍であ

った (Fig. 1B)。このことから ddvA 遺伝子は哺乳類の糖尿病モデル動物に対する黄色

ブドウ球菌の病原性への寄与が健常な哺乳類に対する病原性への寄与に比べ大きい

ことが示唆された。  

 

黄色ブドウ球菌の細胞内 ddvA mRNA 量は培地への Glucose により増加する  

私は ddvA 遺伝子が糖尿病宿主において病原性に寄与する機構として糖尿病宿主で

量の増加している分子に ddvA 遺伝子が応答しているのではないかと考えた。そこ

で通常宿主に比べ糖尿病宿主に豊富に存在しているグルコースによって黄色ブドウ

球菌の ddvA mRNA 量が増加するか否か検討した。培地にグルコースを添加しなか

った群と、グルコースを 125、500、2000 mg/dl 添加した群の mRNA 量を定量した結

果、500 および 2000 mg/dl の濃度において非添加群と比べ有意な ddvA mRNA 量の増
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加が見られた (Fig. 2)。このことから、黄色ブドウ球菌の ddvA 遺伝子はグルコース

に応答し、その発現量を増加させることが示唆された。  

 

 

小括  

黄色ブドウ球菌の ddvA 遺伝子は哺乳類の糖尿病宿主に対して通常宿主に比べ病原

性に大きく寄与する。また、ddvA 遺伝子はグルコースに応答し、mRNA 量が増加す

る。  
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第二章	黄色ブドウ球菌の DdvA タンパク質の機能解析  

糖尿病に併発する黄色ブドウ球菌感染症の病態の理解および治療標的探索のうえで、

糖尿病宿主に対する病原性因子である ddvA 遺伝子もしくはそれにコードされるタ

ンパク質が黄色ブドウ球菌の中でどのように働き病原性に寄与しているかを知るこ

とは重要である。ddvA 遺伝子は黄色ブドウ球菌の機能未知遺伝子として得た遺伝子

であり、それがコードするタンパク質の機能についての知見はなかった。そこで、

ddvA 遺伝子にコードされる 222 アミノ酸からなる DdvA タンパク質の機能を解明す

るため、DdvA タンパク質の機能ドメインの探索を行った。  
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DdvA タンパク質は GlcNAc-mal 脱アセチル化酵素である  

私は糖尿病宿主に対する病原性因子である ddvA遺伝子がコードする DdvAタンパク

質の機能を理解するために、そのドメイン検索を行った。結果、DdvA タンパク質

は N-acetylglucosaminylphosphatidyl inositol de-N-acetylase domain を持つタンパク質

であることがわかった。このドメインは N-acetylglucosamine（GlcNAc）骨格を持つ

基質を脱アセチル化することが知られている (Viars et al., 2014)。私は ddvA 遺伝子破

壊株では GlcNAc 代謝に変化が起こっていると考えた。細胞内の GlcNAc 代謝物を

検出するために、黄色ブドウ球菌の野生株および ddvA 遺伝子破壊株を［ 14C］ - 

GlcNAc 添加培地で培養し、細胞分画したものを TLC により展開、オートラジオグ

ラフィーにより検出した。その結果、ddvA 遺伝子破壊株は細胞質画分の GlcNAc 代

謝産物に野生株と異なる代謝物のパターンを持つことがわかった (Fig. 3)。また、

［ 14C］ - GlcNAc 添加培地で培養した ddvA 遺伝子破壊株の細胞質画分と大腸菌で作

成した DdvA-His タグ融合リコンビナントタンパク（DdvA-His）を混合し、 in vitro

再構成を試みた結果、ddvA 遺伝子破壊株で見られた GlcNAc 代謝産物のパターンが

野生株に見られる代謝物のパターンに変化した (Fig. 4)。このことから、ddvA 遺伝子

破壊株における細胞質 GlcNAc 代謝物の変化は DdvA タンパク質の欠失により引き

起こされることが示唆された。  

DdvA-Hisの添加により変化する GlcNAc代謝物にどのような化合物があるか知るた

めに、DdvA タンパク質の相同因子を検索したところ、グラム陽性桿菌 Bacillus 

subtilis の BshB2 タンパク質が 49%の相同性を持つことが分かった。BshB2 タンパク

質は GlcNAc-malate (GlcNAc-mal)を脱アセチル化する酵素として報告されている

(Gaballa et al., 2010)。そこで DdvA タンパク質に GlcNAc-mal 脱アセチル化活性があ

るか否か検討することとした。野生株および ddvA 破壊株の細胞質画分に

GlcNAc-mal を加えたところ、野生株の細胞質画分では GlcNAc-mal が減少した。さ
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らに ddvA 破壊株の細胞質画分と GlcNAc-mal を混合した液に DdvA-His を加えたも

のと加えてないものをそれぞれ ESI-MS に供したところ DdvA-His 添加依存に

GlcNAc-mal の ピ ー ク の 減 弱 お よ び GlcNAc-mal の 脱 ア セ チ ル 化 体 で あ る

Glucosamine-malate (GlcN-mal)に一致するイオンピークが検出された (Fig. 5)。このこ

とから DdvA タンパク質は黄色ブドウ球菌の GlcNAc-mal 脱アセチル化酵素である

ことが示唆された。  

 

DdvA タンパク質の酵素活性には二価金属が必要である  

枯草菌と同属の炭疽菌の GlcNAc-mal 脱アセチル化酵素（BshB1）の酵素活性の発現

には二価の金属イオンが必要であることが報告されている (Fang et al., 2013)。黄色

ブドウ球菌の DdvA タンパク質の性状を理解するために、GlcNAc-mal 脱アセチル化

酵素活性に二価の金属イオンが必要か否か検討した。結果、黄色ブドウ球菌の ddvA

遺伝子破壊株の細胞質画分に DdvA-His を添加することにより見出される

GlcNAc-mal の分解が二価金属イオンのキレート剤である 1,10-フェナントロリンの

添加により抑制された（Fig. 6）。このことから、黄色ブドウ球菌の DdvA タンパク

質による GlcNAc-mal 脱アセチル化酵素活性には二価の金属イオンが必要であるこ

とが示唆された。  

 

DdvA タンパク質の金属配位に必要と推測されるアミノ酸は酵素活性に必要である  

DdvA タンパク質に相同性の高い結核菌の MshB は結晶構造が解かれている

(McCarthy et al., 2004)。DdvA タンパク質の酵素活性中心を知ることを目的に、結核

菌の MshB の金属配位に必要な３つのアミノ酸（13 番目の H、16 番目の D、127 番

目の H）と相同な DdvA タンパク質のアミノ酸をアラニンに置換した変異型

DdvA-His を作製した。また、同じく MshB において基質認識に重要なアミノ酸と相
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同な DdvA タンパク質のアミノ酸 3 つ（15 番目の D、124 番目の H、126 番目の D）

をそれぞれアラニンに置換した変異型タンパク質を作製した（Fig.7A）。その結果、

これら変異型タンパク質は野生型タンパク質に比べ GlcNAc-mal 分解活性が低下し

ていた（Fig. 7B）。また、そのうち金属の配位に必要と推測される 13 番目のヒスチ

ジンをアラニンに置換した（H13A）変異型タンパク質は ddvA 遺伝子破壊株の細胞

質画分添加条件で GlcNAc-mal 脱アセチル化活性を示さなかった（Fig.8）。これらの

ことから DdvA タンパク質の金属配位に必要と推測されるアミノ酸は GlcNAc-mal

脱アセチル化酵素活性に必要であると判断した。  

 

小括  

	 黄色ブドウ球菌の DdvA タンパク質は GlcNAc-mal 脱アセチル化活性に必要であ

る。また、その活性には二価金属イオンの DdvA タンパク質への配位が必要である

ことが示唆された。  
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第三章	GlcNAc-mal 脱アセチル化酵素活性と糖尿病宿主に対する病原性  

タンパク質の酵素活性は多くの薬剤の標的部位となっている。例えばヒトの高脂血

症の治療薬のスタチン系薬剤は HMG-CoA 還元酵素を標的にしており、インフルエ

ンザウィルスの治療薬であるタミフルはインフルエンザウィルス表面抗原のノイラ

ミニダーゼを標的としている。ある酵素活性が目的の疾患に寄与しているかを知る

ことは重要である。第二章で DdvA タンパク質が GlcNAc-mal 脱アセチル化酵素で

あることが示唆された。この活性が病原性に寄与しているか否か検討することで、

GlcNAc-mal 脱アセチル化活性が糖尿病における黄色ブドウ球菌感染症の治療標的

候補となるか否か知りたいと考えた。  
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DdvA タンパク質の酵素活性は糖尿病宿主に対する病原性に必要である  

私は DdvA タンパク質の GlcNAc-mal 脱アセチル化酵素活性が糖尿病宿主に対する

病原性に寄与するか否か検討するために、二章で作製した GlcNAc-mal 脱アセチル

化酵素活性の低下した変異型 DdvA タンパク質（H13A）をコードする ddvA 遺伝子

を ddvA 遺伝子破壊株に導入し、糖尿病宿主に対する病原性を検討した。黄色ブド

ウ球菌の野生株にベクターを導入した群に比べ、ddvA 遺伝子破壊株にベクターを導

入した群では糖尿病カイコに対する LD50 の増加、つまり病原性の低下が見られた

（Fig. 9A）。ddvA 遺伝子破壊株に野生型の ddvA 遺伝子を導入すると病原性の低下は

相補された。一方で、変異型 DdvA タンパク質をコードする ddvA 遺伝子を導入した

ddvA 遺伝子破壊株では病原性の低下の相補は見られなかった。また、野生株にベク

ターを導入した株に比べ ddvA 遺伝子破壊株にベクターを導入した株では細胞質内

に GlcNAc-mal の蓄積が見られた（Fig. 9B）。ddvA 遺伝子破壊株に野生型の ddvA 遺

伝子を導入するとこの GlcNAc-mal の蓄積は減弱した。一方で、変異型 DdvA タン

パク質をコードする ddvA 遺伝子を導入した ddvA 遺伝子破壊株では蓄積の減弱の程

度が少なかった。これらのことから黄色ブドウ球菌の GlcNAc-mal 脱アセチル化酵

素活性が病原性に寄与することが示唆された。  

 

GlcNAc-mal 合成酵素は糖尿病宿主に対する病原性に必要である  

DdvAタンパク質の GlcNAc-mal脱アセチル化酵素活性中心のアミノ酸が糖尿病宿主

に対する病原性に必要なことから、DdvA タンパク質の細胞質内の基質である

GlcNAc-mal 量の減少か、産物である GlcN-mal の産生が黄色ブドウ球菌の糖尿病宿

主に対する病原性に寄与することが推測される。そこで、黄色ブドウ球菌の

GlcNAc-mal 合成酵素 (BshA)をコードする遺伝子の破壊株を作成し、その糖尿病宿主

に対する病原性を検討した。黄色ブドウ球菌の bshA 遺伝子破壊株は糖尿病宿主に対
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する病原性が低下していた（Fig.10）。このことから、GlcNAc-mal 量の減少ではな

く GlcN-mal の産生が糖尿病宿主に対する病原性に寄与することが示唆された。  

 

小括  

黄色ブドウ球菌の DdvA タンパク質の GlcNAc-mal 脱アセチル化酵素は糖尿病宿主

に対する病原性に寄与することが示唆された。また、DdvA タンパク質の基質であ

る GlcNAc-mal の合成酵素をコードする遺伝子の破壊株は糖尿病宿主に対する病原

性が低下した。これらのことは DdvA タンパク質の産物である GlcN-mal の産生が糖

尿病宿主に対する病原性に寄与していることを示唆している。  
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第四章	DdvA タンパク質の相互作用因子 Dbp タンパク質の機能解析と病原性 
タンパク質の性状を知るためにより精製された系で酵素活性を測定することは非常

に重要である。細胞破砕液のような祖精製画分でのアッセイは他の分子の影響が大

きく、正確に目的のタンパク質の活性などを理解することが難しくなる。また、ハ

イスループットな系を用いた標的タンパク質の阻害剤探索を行う場合においても擬

陽性や偽陰性を導く可能性が高くなり系の精度を下げることにつながる。  

ここまでの検討で、DdvA タンパク質の GlcNAc-mal 脱アセチル化酵素活性は、ddvA

遺伝子破壊株の細胞質画分の添加依存に見られた（Fig.11）。また、ddvA 遺伝子破壊

株の細胞質画分を加熱した後に DdvA-Hisとともに GlcNAc-malと反応させたところ

GlcNAc-mal の分解は見られなかった。このことから、私は DdvA タンパク質の

GlcNAc-mal 脱アセチル化酵素活性には ddvA 遺伝子破壊株の細胞質画分中に存在す

る熱感受性の相互作用因子が必要なのではないかと考えた。
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Dbp タンパク質は DdvA タンパク質の相互作用因子である  

	 黄色ブドウ球菌の DdvA タンパク質の GlcNAc-mal 脱アセチル化酵素活性に必要

な ddvA 遺伝子破壊株細胞質中の分子を探索するために、DdvA タンパク質の相互作

用因子の同定を試みた。DdvA-His と ddvA 破壊株の細胞破砕液をコバルトカラムを

用いてプルダウンアッセイに供した。得られたプルダウンサンプルをウェスタンブ

ロッティング解析に供し、抗 His-tag 抗体を用いて染色した。結果、精製した DdvA

タンパク質を流したレーンのバンドと比べ強度の大きくなったバンドが存在した

（Fig.12A）。別の CBB 染色したゲルこのバンドと同泳動度のバンドを切り出した

（Fig.12B）。SDS-ポリアクリルアミド電気泳動に供した結果、DdvA-His の分子量に

一致する 28 KDa のタンパク質の他に約 13kDa に相当するバンドが見出された

（Fig.13）。このタンパク質を Peptide Mass Fingerprinting 解析に供した結果、黄色ブ

ドウ球菌のゲノム上にコードされる機能未知タンパク質の部分配列（17.6%）に一

致した。私はこの DdvA の相互作用因子を DdvA binding protein (Dbp)と命名した。

Dbp タンパク質は 119 アミノ酸からなる 13.6 KDa のタンパク質だった。また、dbp

遺伝子は黄色ブドウ球菌のゲノム上で ddvA 遺伝子の上流に隣接しており、オペロ

ンを形成していた。  

 

DdvA タンパク質とその相互作用因子 Dbp タンパク質は GlcNAc-mal 脱アセチル化

酵素のサブユニットである  

DdvAの相互作用因子である Dbpが GlcNAc-mal脱アセチル化活性に必要か否か検討

するために、Dbp と GST を融合させたリコンビナントタンパク質 (Dbp-GST)を作成

し、DdvA-His と混合して、GlcNAc-mal の脱アセチル化活性を検討した。結果、DdvA

と Dbp-GST を混合したサンプルでは GlcN-mal の産生が確認できた（Fig.14）。一方、

Dbp タンパク質単独や DdvA タンパク質単独では見られなかった。このことから、
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私は DdvA タンパク質とその相互作用因子 Dbp タンパク質が GlcNAc-mal 脱アセチ

ル化酵素のサブユニットであると判断した。  

 

dbp 遺伝子は糖尿病宿主に対する病原性に必要である  

これまでの検討から GlcNAc-mal 脱アセチル化活性が黄色ブドウ球菌の糖尿病宿主

に対する病原性に必要なことが示唆されていた。そこから、私は GlcNAc-mal 脱ア

セチル化活性に必要な Dbpタンパク質も黄色ブドウ球菌の糖尿病宿主に対する病原

性に必要ではないかと考えた。そこで、黄色ブドウ球菌の dbp 遺伝子の欠損株を作

成し、病原性を検討した。結果、dbp 遺伝子欠損株は糖尿病カイコに対する病原性

が低下していた（Fig.15A）。また、dbp 遺伝子欠損株は細胞質に GlcNAc-mal の蓄積

が見られた（Fig.15B）。このことから dbp 遺伝子は糖尿病宿主に対する病原性に必

要であると判断した。  

 

小括  

黄色ブドウ球菌の DdvA タンパク質の相互作用因子として分子量 14 KDa の Dbp タ

ンパク質を見出した。Dbp タンパク質は DdvA タンパク質とともに黄色ブドウ球菌

の GlcNAc-mal 脱アセチル化酵素として機能した。また、dbp 遺伝子は黄色ブドウ球

菌の糖尿病宿主に対する病原性に必要であった。これらのことは、黄色ブドウ球菌

の Dbp タンパク質が DdvA タンパク質と共に GlcNAc-mal 脱アセチル化酵素のサブ

ユニットとして働き糖尿病宿主に対する病原性に寄与することを示唆する。  
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総括	

黄色ブドウ球菌は糖尿病患者において重篤な感染症を引き起こすが、糖尿病宿主に高病

原性を引き起こす詳しい分子機構は分かっていなかった。本研究から、黄色ブドウ球菌

が糖尿病宿主に対してどのような分子機構を介して病原性を発揮しているのか、その一

端が明らかになった。糖尿病宿主に対する黄色ブドウ球菌の病原性因子である DdvA と

Dbp タンパク質は GlcNAc-mal を脱アセチル化する反応を触媒する酵素のサブユニット

であることが示唆された (Fig. 17)。  

 

ddvA 遺伝子の糖尿病宿主に対する病原性の寄与  

ddvA 遺伝子破壊株は通常カイコに対しては病原性に寄与しなかったが、糖尿病モデル

カイコに対しては野生株に比べ病原性が低下した。一方、ddvA 遺伝子破壊株は通常マ

ウスおよび糖尿病マウスに対してはどちらに対しても病原性の低下が見られた。本研究

から、糖尿病モデルマウスに対しては通常マウスに比べ ddvA 遺伝子の病原性への寄与

が大きいことが示唆された。一方でカイコに対する黄色ブドウ球菌の感染実験の結果と

は異なっていた。このことはカイコ体液中とマウス血中のグルコース濃度の違いと

ddvA遺伝子のグルコース応答性および GlcNAc-malがグルコースから産生されることに

より説明されるのではないかと考えている。つまり、通常のカイコは体液中の糖の大半

をトレハロースが占めており、体液中のグルコース濃度は 10 mg/dl 未満である (Wyatt 

and Kalf, 1957)。一方、マウスを含む哺乳類の血糖の大半はグルコースであり、その濃

度は約 100 mg/dl になる。この差のために ddvA 遺伝子が通常マウスでは応答している

ことが推測される。また、DdvA タンパク質の基質である GlcNAc-mal は UDP-GlcNAc

およびリンゴ酸から GlcNAc-mal 合成酵素により合成される (Upton et al., 2012)。

UDP-GlcNAc は生体内においていくつかの経路を経てグルコースから合成されること

が知られている (Walsh and Howe, 2002)。また、実験的にも GlcNAc-mal が Glucose から
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代謝されることを確認した (Fig.16)。これらのことから、マウスに感染し、血中にいる

黄色ブドウ球菌細胞内においては基質である GlcNAc-mal 量も増加していることが推察

される。これらのことから通常マウスにおいては DdvA タンパク質による GlcN-mal の

産生量が通常カイコに比べ大きく病原性に寄与するのではないかと考えられる。  

細胞の糖代謝や病原性に関わる黄色ブドウ球菌の転写因子として Carbon catabolite 

protein A (CcpA)が知られている (Seidl et al., 2006)。 ccpA 遺伝子の欠損株を使ったトラ

ンスクリプローム解析の結果では ddvA 遺伝子の 2 倍以上の発現量変化は見られていな

い (Seidl et al., 2009)。このことは、ddvA 遺伝子の発現制御が CcpA によらないことを示

唆している。近年、枯草菌の BshB が thiol/oxidative stress global regulator (Spx)に制御さ

れていることが報告された (Gaballa et al., 2013)。私が見出した ddvA の発現調節もこの

転写因子に制御されているかもしれない。  

 

DdvA タンパク質と糖尿病宿主に対する病原性  

二章の結果から DdvA タンパク質が GlcNAc-mal 脱アセチル化酵素であることが示唆さ

れた。枯草菌で報告されていた GlcNAc-mal 脱アセチル化酵素である BshB は BshB1 と

BshB2 の二つのアイソフォームがある (Gaballa et al., 2010)。DdvA タンパク質は BshB2

と相同性が高く BshB1 との相同性は比較的低い。枯草菌の BshB1 にあたるタンパク質

は黄色ブドウ球菌にはない。このことから、私は黄色ブドウ球菌の GlcNAc-mal 脱アセ

チル化酵素活性はこのタンパク質のみによって担われていると考えている。DdvA タン

パク質は炭疽菌の BshB1 と同様に二価の金属イオンをその活性に必要とすることが本

研究から見出された。炭疽菌の BshB1 の酵素活性は Zn2+、Ni2+, Co2+, Fe3+を添加した場

合において見られているが、金属イオンに対する詳細な特異性は今のところわかってい

ない (Fang et al., 2013)。宿主環境における金属獲得機構が黄色ブドウ球菌の病原性にお

いて重要であると考えられている (Cassat and Skaar, 2012)。私は DdvA タンパク質に対
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する金属イオンの供給が糖尿病宿主中での病原性発揮に重要なのではないかと考えて

いる。  

野生型の ddvA 遺伝子を ddvA 破壊株に導入することにより、糖尿病宿主に対する病原

性の低下は相補された。一方、酵素活性の低下した変異型 DdvA タンパク質を導入した

株では病原性の相補がみられなかった。このことは黄色ブドウ球菌の病原性に

GlcNAc-mal 脱アセチル化活性が必要なことを示唆している。一方で、黄色ブドウ球菌

の細胞にはペプチドグリカンや細胞壁タイコ酸など GlcNAc骨格を持つ分子が多数存在

している (Vollmer et al., 2008; Xia et al., 2010)。これらの分子は潜在的に DdvA タンパク

質の基質となる可能性を持っている。つまり、DdvA タンパク質が、細胞壁成分である

ペプチドグリカン中の GlcNAc やタイコ酸に結合している GlcNAc などを生体で脱アセ

チル化することで糖尿病宿主に対する病原性に寄与している可能性を残している。実際

に他種の DdvA と同じスーパファミリ−に属するタンパク質には GlcNAc 骨格を持った

GlcNAc-mal とは異なる化合物を脱アセチル化するものも存在する (Viars et al., 2014)。

また、グラム陽性菌の Latococcus lactis やリステリア菌でペプチドグリカンの GlcNAc

の脱アセチル化が溶菌タンパク質への耐性化に関わるという報告がある (Boneca et al., 

2007; Meyrand et al., 2007)。しかし、GlcNAc-mal 合成酵素をコードする遺伝子の破壊株

が糖尿病宿主に対する病原性が低下していることから、少なくとも DdvA タンパク質の

担う病原性の一部は GlcNAc-mal の脱アセチル化を介していると私は考えている。他の

分子を基質としている可能性については今後の検討課題であり、野生株と ddvA 遺伝子

破壊株のメタボローム解析や細胞壁構成糖の性状解析の比較を行う事でどのような分

子が基質となりうるのかを推測できるのではないかと考えている。  

 

DdvA タンパク質の相互作用因子 Dbp タンパク質の特徴  

本研究から、DdvA タンパク質による GlcNAc-mal の脱アセチル化は相互作用因子が必
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要であることが分かった。さらに、GlcNAc-mal 脱アセチル化酵素活性に必要な DdvA

タンパク質の相互作用因子として機能未知タンパク質 Dbp を同定した。これまで報告

されていた Bacillus 属の GlcNAc-mal 脱アセチル化酵素である BshB はいずれも in vitro

の試験で単独で GlcNAc-mal 脱アセチル化酵素活性を示しており、GlcNAc-mal 脱アセチ

ル化酵素活性の発揮に特別な相互作用因子が必要な例は報告されていない (Fang et al., 

2013)。DdvA タンパク質の相互作用因子 Dbp をコードする dbp 遺伝子は ddvA 遺伝子の

オペロン上に存在している。オペロンによる遺伝子の同時制御が ddvA および dbp 遺伝

子の機能においても重要な役割を果たしていると考えられる。dbp 遺伝子は黄色ブドウ

球菌の他に Staphylococcus 属や Bacillus 属の菌に相同な遺伝子が存在する。Dbp タンパ

ク質と相同なタンパク質があるにも関わらず、報告されている Bacillus 属の菌の BshB

は単独で、GlcNAc-mal 脱アセチル化酵素活性を示す (Fang et al., 2013; Parsonage et al., 

2010)。また、好熱性菌である Thermaerobacter marianensis は dbp 遺伝子のオルソログ

と ddvA 遺伝子のオルソログの間に終始コドンを挟まずに、ゲノム上の同じオープンリ

ーディングフレーム内にこの二つの遺伝子を有したものが存在する。このことから、私

はこれらの遺伝子が進化の過程で二つに分離することで何らかの機能が付与されたの

ではないかと考えている。例えば、Dbp タンパク質が DdvA タンパク質に結合するか否

かで DdvA タンパク質の基質特異性が切り替わるなどの機能が付与されたのではない

かと考えている。逆に、好熱性菌にとってはタンパク質の安定な高次構造を保つのに

DdvA と Dbp が結合する方が都合が良いのではないかと考えている。  

Dbp タンパク質は 119 アミノ酸と短いタンパク質であり、DUF1806 スーパーファミリ

ーに属している。相同な領域を持つ機能既知タンパク質は知られていない。ただし、枯

草菌のオルソログは機能未知タンパク質として結晶構造が解かれている (Protein Data 

Bank ID : 1NJH)。Dbp タンパク質がどのように DdvA タンパク質と共に GlcNAc-mal 脱

アセチル化酵素活性を示しているのか、今回の検討のみからではわからない。DdvA タ
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ンパク質は 222アミノ酸からなるタンパク質で炭疽菌の相同なタンパク質 BshB2は 226

アミノ酸からなる。炭疽菌の BshB2 タンパク質には Dbp タンパク質と相同な領域は見

られない。また炭疽菌の BshB2 タンパク質は単独で GlcNAc-mal 脱アセチル化酵素活性

を示す事から、酵素の触媒サブユニットは DdvA タンパク質にあり、Dbp タンパク質は

制御サブユニットであると考えられる。おそらく Dbp は  DdvA タンパク質に結合する

ことで間接的に基質結合サイトと GlcNAc-mal のアフィニティーを高めているものと推

測している。  

 

GlcNAc-mal と糖尿病宿主に対する病原性  

DdvA タンパク質の基質である GlcNAc-mal や産物である GlcN-mal は構造上、１位の炭

素鎖にリンゴ酸が結合しているため、1 位に UDP が結合した UDP-GlcNAc を基質とし

て合成されるペプチドグリカンやタイコ酸の合成に黄色ブドウ球菌細胞内で直接用い

られるとは考えにくい。DdvA タンパク質の産物である GlcN-mal は枯草菌などの

Bacillus 族細菌を用いた研究からシステインを付加されることにより生体内で

Bacillithiol となることが報告されている (Gaballa et al., 2010)。この Bacillithiol は枯草菌

や黄色ブドウ球菌など一部のグラム陽性細菌の細胞に存在する低分子チオールである

(Newton et al., 2009)。グルタチオン様の働きを持つ分子考えられており、これまでに抗

酸化作用、低亜鉛イオン環境耐性、鉄 -硫黄クラスターの形成促進などの機能が報告さ

れている (Chi et al., 2011; Fahey, 2013; Fang and Dos Santos, 2015; Ma et al., 2014; 

Rosario-Cruz et al., 2015)。また、結核には Bacillithiol の類縁体である Mycothiol が存在

することが報告されており、結核の酸化ストレス防御に重要な役割を果たしていると考

えられている (Newton and Fahey, 2002)。黄色ブドウ球菌にも Bcillithiol があることは報

告されている (Newton et al., 2009)。ddvA 遺伝子破壊株では、DdvA タンパク質が欠損す

ることで、GlcNAc-mal の脱アセチル化を介した GlcN-mal の産生を行う事ができず、
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GlcN-mal から合成される Bacillithiol 量の低下が引き起こされていると考えられる。私

は、ddvA 遺伝子破壊株における糖尿病宿主に対する病原性の低下が、Bacillithiol 量の

低下による宿主環境中の酸化ストレス環境や低金属イオンストレス環境への耐性の低

下によって一部が説明されると考えている。高血糖状態は酸化ストレスを亢進し、糖尿

病患者は健常人に比べ強い酸化ストレス環境にあると考えられている (Forbes et al., 

2008; Sheetz and King, 2002)。黄色ブドウ球菌はこのような環境で増殖するための防御

機構としてこのようなシステムを持つと考えられる。ただし、ddvA 遺伝子破壊株では

in vitro の試験では抗酸化ストレスに対する感受性や低金属イオン感受性などのフェノ

タイプは見られなかった。この事から、宿主中のように複数のストレスが複雑に菌に作

用するような環境が ddvA 遺伝子破壊株の病原性の低下を引き起こすのではないかと考

えている。  

	 DdvA タンパク質の基質である GlcNAc-mal や産物である GlcN-mal が Glucose から作

られる。このような糖尿病宿主由来の分子をストレスに対する応答システムとして機能

させることで、糖尿病宿主環境中でも黄色ブドウ球菌は増殖でき、高い病原性を発揮で

きると考えている。
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今後の展望	

これまでに人間が生み出してきた感染症の治療薬のほとんどは in vitro における抗菌活

性を指標に得られた化合物を in vivo の治療アッセイに供して見出されてきた。しかし

宿主内における病原体の病原性発揮機構が明らかになるにつれ in vivo では in vitro とは

異なる分子機構によって病原体が生存していることが明らかとなってきた。インフルエ

ンザウィルス治療薬などで、宿主細胞からの遊離に関わる病原性因子を標的とした薬剤

開発が行われ、結実している。細菌に対する治療薬としても、細菌の in vivo における

病原性に着目した薬剤の探索が行われている (Rasko and Sperandio, 2010)。例えば、黄色

ブドウ球菌の病原性因子である SrtA の機能を阻害する薬剤が合成した化合物や、天然

物由来の化合物から得られ、黄色ブドウ球菌が感染したマウスに延命効果がある事が示

されている (Wang et al., 2015; Zhang et al., 2014)。また、DdvA タンパク質と同じスーパ

ーファミリーに属する結核の GlcNAc-Ins 脱アセチル化酵素（MshB）は結核の Mycothiol

の前駆体である GlcNAc-inositol (GlcN-Ins)を合成する (Newton et al., 2000; Newton et al., 

2006)。この MshB タンパク質の酵素活性を阻害する化合物がいくつか報告されている

(Gammon et al., 2010; Metaferia et al., 2007)。本研究により、黄色ブドウ球菌の DdvA タ

ンパク質が GlcNAc-mal 脱アセチル化酵素であることを見出し、その酵素活性を検出す

ることが可能となった。また、この GlcNAc-mal 脱アセチル化酵素活性が病原性に寄与

することが分かった。さらに、DdvA タンパク質の酵素活性には相互作用因子である

Dbp タンパク質が必要なことが明らかになった。私は今後、本研究で得られた結果をも

とに、MshB タンパク質阻害剤の知見をふまえて化合物ライブラリーなどで GlcNAc-mal

脱アセチル化酵素活性を阻害する化合物を探索することで黄色ブドウ球菌の糖尿病宿

主に対する病原性を治療するための新たな薬剤の開発が可能になると考えている。  
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材料と方法 
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菌株と菌の培養	

本研究で使用した菌株は Table 1 に記載した。黄色ブドウ球菌は Newman 株および遺伝

学的実験のために RN4220 株を用いた (Duthie and Lorenz, 1952; Peng et al., 1988)。遺伝

学的実験のために用いた大腸菌 JM109 株はタカラバイオより購入したものを用いた

(Yanisch-Perron et al., 1985)。  

黄色ブドウ球菌は特に記載のない場合には Trypticase soy broth (TSB ; Becton, Dickinson 

& Company) 培地で 37˚Cの好気的条件（150 rpm）で培養した。TSBのロット毎に Newman

株が正常に増殖することを確認した (Ishii et al., 2015a)。必要に応じて、クロラムフェニ

コール 12.5 µg/ml、カナマイシン  50 µg/ml 存在下で培養した。  

 

黄色ブドウ球菌の遺伝子破壊株、遺伝子欠損株および相補株の作製	

遺伝子破壊株の作製には黄色ブドウ球菌のターゲッティングベクターである pCK20 の

マルチクローニングサイトに標的遺伝子の部分配列に相同な DNA 領域を Newman 株の

ゲノムをテンプレートとしてクローニングした (Ichihashi et al., 2003)。また、遺伝子欠

損株の作製には、まず、カナマイシン耐性遺伝子を含む DNA 領域を、pSF151 を鋳型と

してターミネーターを除くようにして増幅した。次に標的遺伝子の上流および下流領域

約 1 kb を Newman 株のゲノムをテンプレートとしてクローニングした。カナマイシン

耐性遺伝子および標的遺伝子の上流下流の配列にあたる DNA 断片を混合し、PCR 法に

より結合させた DNA 断片を得た。得られた DNA 断片を黄色ブドウ球菌のターゲッテ

ィングベクターである pKOR3α の SmaⅠサイトに挿入した。作製したベクターを黄色ブ

ドウ球菌の実験株 RN4220 株にエレクトロポレーション法により導入した (Inoue et al., 

2001; Peng et al., 1988)。このとき、2.3 kv、100 Ω、25 µFD の条件でパルスした。選択

培地には 12.5 µg / ml のクロラムフェニコール添加培地を用いた。得られた RN4220 の

薬剤耐性菌にファージ 80α を感染させ、得られたファージを用いて Newman 株にトラン
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スダクションし、薬剤耐性株を得た。目的の遺伝子の破壊はサザンブロット法により検

証した。  

相補株の作製は、遺伝子の総長とプロモーター領域をクローニングした pNDKm ベクタ

ーを RN4220 に導入し、ファージ 80α を用いて各遺伝子破壊 Newman 株にトランスダク

ションした。  

 

点変異体の作製	

点変異導入は以前の報告に従った (Li and Wilkinson, 1997)。野生型の ddvA 遺伝子が挿入

されたプラスミドを鋳型に PCR により変異型 DNA 鎖を作製した。DpnⅠ処理により鋳

型 DNA を分解した後、大腸菌に形質転換し、プラスミドの形で増幅した。変異の確認

はシークエンス解析で行った。  

 

カイコ飼育	

カイコの飼育は以前の報告に従って行った (Hamamoto et al., 2004; Kaito et al., 2002)。愛

媛蚕種株式会社から購入した芙・蓉×つくば・ね品種の卵を、消毒した後、27˚C のイン

キュベーター内で孵化させて飼育した。飼料には、日本農産工業株式界者から購入した

抗生物質入りの人工飼料であるシルクメイト 2S を用いた。4 齢眠のカイコを分離し、1

終夜絶食させて脱皮したものを 5 齢 1 日目として実験に用いた。  

 

カイコ感染実験	

5 齢 1 日目のカイコに、1 匹あたり 1.1 g の人工飼料（抗生物質を含まない、日本農産工

業株式会社）を与えて終夜 27˚C でインキュベートした。餌を与えたカイコに終夜培養

した菌液の希釈液をカイコの第五節背側から 1 mlのシリンジおよび 27ゲージの注射針

を用いて 50 µl 注射した。24 時間後に生存しているカイコの数を数えた。ここでは、ピ
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ンセットもしくはチップの先でカイコの頭部をつつき、反応がないものを死亡している

と判定した。注射と平行に、菌液を希釈し、TSB 寒天培地に塗布し 37˚C で終夜培養し、

出現したコロニー数（CFU : Colony Forming Unit）をカウントすることで生菌数とした。

カイコに注射した生菌数とカイコの生存率の関係を片対数グラフにプロットして曲線

でなめらかにつないだとき、曲線上で生存率 50 %となる菌数を求め、菌の半数致死量

（LD50）  [CFU/larva]を求めた。  

 

糖尿病モデルカイコ	

抗生物質を含まない人工飼料に 10%のグルコースを添加し均一になるまで十分に混和

したものを高グルコース餌として用いた。5 齢 1 日目のカイコに、1 匹あたり 1.1 g の高

グルコース餌を与えて 18 - 24時間 27˚Cで飼育したものを糖尿病モデルカイコとして用

いた。  

 

マウス感染実験	

9−10 週齢の C57 / BL6J のオスのマウス  (各群 5 匹 ) に PBS で希釈した菌液 100 µl を尾

静脈注射した。注射後のマウスの生存数を経時的に観察した。黄色ブドウ球菌の LD50

は 8 日後の点で決定した。  

 

糖尿病モデルマウス	

8-9 週齢の C57 / BL6J のオスのマウスに 0.1M クエン酸バッファー（pH4.5）に 7.5mg/ml

の濃度で希釈したストレプトゾトシンを 500 µl 腹腔内に単回投与した。血糖値が

200-400mg/dl のものを糖尿病モデルマウスと判断し実験に用いた。  
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定量的 RT-PCR による ddvA 遺伝子の発現量解析  

黄色ブドウ球菌 Newman 株の終夜培養液をグルコースを 0 から 2000mg/dl 添加した

Luria-Bertani 培地で 100 倍に希釈し、37℃で OD=0.5 に達するまで培養した。これ

を遠心して菌体を回収し、RNAprotect Bacteria Reagent (QIAGEN)中に懸濁し 5 分後

に PBS で wash した。組換えリゾスタフィンにより溶菌させた細胞は再液から

RNeasy Mini Kit(QIAGEN) を 用 い て RNA を 抽 出 し た 。 RQ1 RNase-Free 

DNase(Promega)を用いてサンプルから DNA を除去した後、加熱により DNase を失

活させた後、Taqman Reverse Transcription Reagents (Applied Biosystems) を用いて

cDNA を合成した。RT-PCR は得られた cDNA を鋳型とし、SYBER Premix EXTaq 

(TAKARA Bio) と RT-PCR 用に設計したプライマーを用いて行った。内部標準とし

て 16SrDNA を用いた。  

 

黄色ブドウ球菌の細胞内 GlcNAc-mal の蓄積  

	 37˚C 終夜培養した各黄色ブドウ球菌株の菌液を［ 14C］-GlcNAc（パーキンエルマ

ー）を添加した TSB 培地で 100 倍希釈した。37˚C で 2 時間培養した菌液を遠心し、

菌体を回収した。回収した菌体を生理食塩水で wash し、細胞分画した。菌体を

Digestion 溶液（50 mM Tris/HCl(pH7.5), 145 mM NaCl, 300 mg/ml ラフィノース , 0.2 

mg/ml Lysostaphin, 4 unit/ml DNaseⅠ（Takara））に懸濁し 37℃で 30 分反応させた。

10 Krpmで 10分遠心した上清を細胞壁画分とした。沈殿を 20 unit /ml DnaseⅠ , 50mM 

Tris/HCl に懸濁し、氷上で 20 分間インキュベートした、5 K rpm で 10 分間遠心した

上清を 32 K rpm で 30 分間遠心し、上清を細胞質画分、沈殿を PBS に懸濁したもの

を細胞膜画分とした。得られた細胞画分をシリカゲル 60 の TLC 板（Merck Millipore）

に  スポットし、展開した。展開溶媒は BuOH : MeOH : アンモニア=5 : 4 : 3 の溶媒

を用いた。展開後乾燥させた TLC 板をイメージングプレートに当て、［ 14C］-GlcNAc
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代謝物のスポット由来の放射線を蛍光として検出した。GlcNAc-mal のスポットの位

置は、調製した GlcNAc-mal をシリカゲル 60 の TLC 板にスポットし、展開して、糖

検出試薬である Aniline-Diphenylamine 試薬により検出し、得られたスポットの位置

で決めた。  

 

GlcNAc-mal の調製  

GlcNAc-mal の合成は以前の報告を一部改良して行った (Gaballa et al., 2010)。枯草菌

の GlcNAc-mal 合成酵素をコードする遺伝子 bshA を枯草菌の実験室株 168 株のゲノ

ムを用いて PCR 法により増幅した (Kunst et al., 1997)。増幅した断片を pET28a ベク

ターのマルチクローニングサイトに挿入した。調製したプラスミドを大腸菌 BL21 

(DE3) pLysS 株に導入した。上記株を 37℃で一晩培養後、これを Luria-Bertani 培地

で希釈して 37℃で 2.5 時間培養した。終濃度 0.5 mM の IPTG を添加して 37℃でさ

らに２時間培養し、遠心により菌体を回収した。回収した菌体を 50 mM NaH2PO4 

(pH 8.0), 0.5 M NaCl に懸濁し凍結融解を一度行い、0.4 mg/ml の Lysozyme を添加し

再度凍結融解したものをソニケーションに供した。遠心した上清を TALON Metal 

Affinity Resin (クロンテック )にて調製した。調製した BshA タンパク質の活性は

UDP-GlcNAc と反応させた時の UDP の産生で確認した。UDP-GlcNAc およびリンゴ

酸を BshA タンパク質と混合し、37℃で 8 時間インキュベートした。インキュベー

トしたサンプルに反応溶液と等量のアセトニトリルを加えた。遠心した上清を遠心

エバポレーターにより乾固し、ブタノールで wash した後、メタノールで溶解した

画分を蒸発乾固し、50mM Tris/HCl (pH7.5)に溶解し、NaOH を用いて pH を 7 に調製

したものを GlcNAc-mal 溶液として用いた。得られた GlcNAc-mal は ESI-MS により

質量を確認した。  
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DdvA-His の調製  

黄色ブドウ球菌の ddvA 遺伝子を Newman 株のゲノムを用いて PCR 法により増幅し

た。増幅した断片を pET28a ベクターのマルチクローニングサイトに挿入した。調

製したプラスミドを大腸菌 BL21 (DE3) pLysS 株に導入した。上記株を 37℃で一晩

培養後、これを Luria-Bertani 培地で希釈して 37℃で 2.5 時間培養した。終濃度 1 mM

の IPTG を添加して 16℃でさらに終夜培養し、遠心により菌体を回収した。回収し

た菌体を 50 mM NaH2PO4 (pH 8.0), 0.5 M NaCl に懸濁し、0.4 mg/ml の Lysozyme を

添加し再度凍結融解したものをソニケーションに供した。遠心した上清を TALON 

Metal Affinity Resin (クロンテック )にて調製した。  

 

Dbp-GST の調製  

黄色ブドウ球菌の dbp遺伝子を Newman株のゲノムを用いて PCR法により増幅した。

増幅した断片を pGEX4T-3 ベクターのマルチクローニングサイトに挿入した。調製

したプラスミドを大腸菌 BL21 (DE3) pLysS 株に導入した。上記株を 37℃で一晩培

養後、これを Luria-Bertani 培地で希釈して 37℃で 2.5 時間培養した。終濃度 1 mM

の IPTG を添加して 16℃でさらに終夜培養し、遠心により菌体を回収した。回収し

た菌体を 50 mM NaH2PO4 (pH 8.0), 0.5 M NaCl に懸濁し、0.4 mg/ml の Lysozyme を

添加し再度凍結融解したものをソニケーションに供した。遠心した上清を

Glutathione sepharose 4B (GE healthcare)にて調製した。さらに、Amicon ultra-0.5 ml 

(Merck Millipore) で濃縮した。  

 

GlcNAc-mal の分解活性  

調製した DdvA-His を［ 14C］ -GlcNAc を添加した培地で培養した ddvA 破壊株の細

胞質画分に添加し 37℃で１時間から終夜反応させ、シリカゲル 60 の TLC 板に  ス
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ポットし、展開した。金属イオンのキレート剤である 1, 10-phenanthroline を添加す

る実験では、予め、DdvA-His と終濃度 1mM の 1,10-phenanthroline を混合し、10 分

後に GlcNAc-mal と反応させた。展開溶媒は BuOH : MeOH : アンモニア=5 : 4 : 3 の

溶媒を用いた。展開後乾燥させた TLC 板をイメージングプレートに当て、［ 14C］

-GlcNAc-mal のスポット由来の放射線を蛍光として検出した。  

 

GlcNAc-mal 脱アセチル化活性  

	 DdvA-His を終濃度 4 µg/ml、Dbp タンパク質を終濃度 222 µg/ml 用いて、各タンパ

ク質サンプルと調製した GlcNAc-mal を終濃度 2mM で混合し、37℃で 8 時間もしく

は 24 時間反応させた。得られたサンプルに等容量のアセトニトリルを加え、遠心し

た上清をネガティブイオンモードで ESI-TOF MS microTOF (Brucker) に供した。

GlcNAc-mal イオンおよび GlcN-mal イオンのピークはそれぞれ 336 および 294 m/z

に見られた。  

 

DdvA タンパク質の相互作用因子の同定  

ddvA 破壊株を終夜培養した菌液を TSB にて 100 倍希釈した。OD600=2 まで 37℃で

培養し、遠心により集菌した。培養液 1L 当たり 0.5mg のリゾスタフィンを添加し

た 4mlの PBSに懸濁し、37℃で１時間インキュベートした。ソニケーションした後、

遠心した上清を 0.45 µm のフィルターに通し細胞破砕液とした。1ml の細胞破砕液

と DdvA-His 20µg を混合し 37℃で２時間インキュベートした。このサンプルを PBS

で平衡化した TALON resin 300µl に添加し、PBS で 3ml にメスアップした後、4℃で

1 時間インキュベートした。遠心で resin を回収し、PBS で二回 wash した後 10mM

イミダゾール /PBS で wash して、150mM イミダゾール /PBS で溶出した。限外ろ過

膜により濃縮した溶出サンプルを 15％の Native PAGE に供し、western blotting もし
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くは CBB 染色した。CBB 染色したゲルから目的のバンドをメスで切り出し、15％

の SDS-PAGE に供し、CBB 染色した。相互作用因子と推定されるバンドを切り出し

て、Peptide MS Fingerprinting（PMF）解析に供した。得られたピークから、PMF 解

析の解析ソフトである MS-Fit もしくは Mascot を用いてタンパク質を同定した。  
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Host LD50 of WT LD50 of ∆ddvA Fold differences 
Normal mice 4.1 18 4.3 
Diabetic mice 2.8 51 18 

	

	

Fig. 1 黄色ブドウ球菌の ddvA 遺伝子は糖尿病宿主に対する病原性に寄与する  

黄色ブドウ球菌の野生株および ddvA 遺伝子破壊株の段階希釈した菌液を通常マウ

ス（A）および糖尿病マウス（B）に尾静脈から注射し、8 日目におけるマウスの生

存数をプロットした。感染 8 日目における黄色ブドウ球菌野生株および ddvA 遺伝

子破壊株の LD50を示した（C）。  
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Fig . 2 グルコース添加により黄色ブドウ球菌の ddvA 遺伝子 mRNA 量の増加する  

黄色ブドウ球菌の野生株をグルコースを 0 から 2000 mg/dl になるように添加した

LB 10 培地で培養後、定量的 RT-PCR 法により ddvA mRNA 量を定量した。  
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Fig. 3 ddvA 遺伝子破壊株は細胞質画分の GlcNAc 代謝産物に野生株と異なる代謝物

のパターンを持つ  

黄色ブドウ球菌の野生株および ddvA 遺伝子破壊株を［ 14C］ - GlcNAc 添加培地で培

養し、細胞を分画後、TLC で展開、オートラジオグラフィーで検出した。黒矢印は

GlcNAc-mal を示す。白矢印は GlcN-mal と推測される GlcNAc 代謝物。  
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Fig. 4 DdvA-His タンパク質は∆ddvA 株の細胞質中の GlcNAc 代謝物を分解する。  

黄色ブドウ球菌の野生株および ddvA 遺伝子破壊株を［ 14C］ - GlcNAc 添加培地で培

養し、細胞質画分を調製後、TLC で展開、オートラジオグラフィーで検出した。黒

矢印は GlcNAc-mal を示す。  
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Fig. 5 DdvA-His は GlcNAc-mal の脱アセチル化に必要である。  

DdvA-His 非添加（上段）および添加（下段）条件で ddvA 遺伝子破壊株の細胞質画

分と GlcNAc-mal を 37˚C で反応させ、ESI-MS により GlcNAc-mal および GlcN-mal

を検出した。  
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Fig. 6 DdvA による GlcNc-mal の分解には二価の金属イオンが必要  

［ 14C］ -GlcNAc を添加した培地で培養した ddvA 破壊株の細胞質画分に DdvA-His

を 1, 10-phenanthroline で前処理したものと、してないものをそれぞれ混合し、

GlcNAc-mal と 37℃で反応させた。TLC で展開後、オートラジオグラフィーで検出

した。  
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Fig. 7 酵素活性に必要と推測されるアミノ酸をアラニンに置換した変異型 DdvA は

GlcNAc-mal 分解能が低下している。  

調製した変異型 DdvA タンパク質の SDS-PAGE 像（A）、［ 14C］- GlcNAc 添加培地で

培養した ddvA 破壊株細胞質に各変異型 DdvA タンパク質を添加し，37℃で反応させ

TLC で展開、検出した  (B)。黒矢印は GlcNAc-mal を示す。
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Fig. 8 金属イオンの配位に必要と推測される１３番目のヒスチジンをアラニンに置

換した変異型 DdvA は GlcNAc-mal 脱アセチル化活性が低下している  

DdvA-His 非添加（上段）、添加（中段）もしくは変異型 DdvA 添加（下段）条件で

ddvA 遺伝子破壊株の細胞質画分と GlcNAc-mal を 37˚C で反応させ、ESI-MS により

GlcNAc-mal および GlcN-mal を検出した。  
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Fig. 9 GlcNAc-mal 脱アセチル化活性の低下した遺伝子を導入した黄色ブドウ球菌は

病原性が低下している  

糖尿病カイコに対する黄色ブドウ球菌各株の LD50（A）、各株の細胞質中の GlcNAc

代謝物（B）。黒矢印は GlcNAc-mal を示している。  
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Fig. 10 黄色ブドウ球菌の GlcNAc-mal 合成酵素をコードする遺伝子の破壊株は糖尿

病宿主に対する病原性が低下している  

糖尿病カイコに対する GlcNAc-mal 合成酵素をコードする遺伝子の破壊株（∆bshA）

の LD50。  
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Fig. 11 DdvA-His の GlcNAc-mal 脱アセチル化には ddvA 破壊株の細胞質画分が必要

である。  

ddvA 遺伝子破壊株の細胞質画分（上段）DdvA-His（中段）もしくはその両方（下段）

を添加した条件で GlcNAc-mal を 37˚C で反応させ、ESI-MS により GlcNAc-mal およ

び GlcN-mal を検出した。  

 

 

!!!"#$"#$%&'�

()*+,-.$�

()*+,-.$�

�
�

!!!"#$"#$%&'�

/�

0///�

1///�

+2
�

/�

0///�

1///�

+2
�

/�

0///�

1///�

+2
�

134�13/� 56768�

9":;,5%"� 9":;+:,5%"�

<<4� <=/�

+2
�

/�

/�

/�

<///�

56768�

>///�

+2
�

<///�

>///�

+2
�

<///�

>///�



 64	

 

 

 

!"#$"%&'()*+&,''
-.&/012#3�

4'5'6789012#'
:'5';<))7*=&�����

!� "� !� "�
>??'#$.2&�

:�

 

 

Fig. 12 プルダウンサンプルには DdvA-Hosとバンド強度の異なるバンドが見られた  

DdvA-His と ddvA 破壊株の細胞破砕液をプルダウンサンプルを Co2+カラムを用いた

プルダウンに供したサンプルを Native PAGE に供し、Western blotting（A）もしく

は CBB 染色（B）した。  

 

 

A	 B	
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Fig. 13 DdvA-His は ddvA 破砕液中の Dbp タンパク質と相互作用する。  

Native-PAGE で精製した DdvA タンパク質と異なるパターンを示したプルダウンサ

ンプルを泳動したレーンのバンドを切り出し、SDS-PAGE に供し、CBB 染色した（A）。

相互作用因子と推測されるバンドを Peptide MS Fingerprinting 解析に供して検出さ

れたペプチド配列（B のマゼンタの配列）と Dbp タンパク質の全長（B）。  
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Fig. 14 Dbp タンパク質は GlcNAc-mal 脱アセチル化酵素のサブユニットである  

DdvA-His（中段）Dbp-GST（下段）もしくはその両方（上段）を添加した条件で

GlcNAc-mal を 37˚C で反応させ、ESI-MS により GlcNAc-mal および GlcN-mal を検

出した。  
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Fig. 15 dbp 遺伝子欠損株は糖尿病宿主に対する病原性が低下している  

糖尿病カイコに対する野生株、ddvA 破壊株、dbp 欠損株の LD50（A）、各株の細胞質

中の GlcNAc 代謝物（B）。黒矢印は GlcNAc-mal を示している。  
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Fig. 16 ddvA 遺伝子破壊株の細胞質画分では Glucose 代謝物として GlcNAc-mal が蓄

積している  

黄色ブドウ球菌の野生株および ddvA 遺伝子破壊株を［ 14C］ - Glucose（左図）もし

くは［ 14C］- GlcNAc（右図）添加培地で培養し、細胞を分画後、TLC で展開、オー

トラジオグラフィーで検出した。黒矢印は GlcNAc-mal を示す。白矢印は GlcN-mal

と推測される GlcNAc 代謝物。
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Fig. 17 本研究のモデル  
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TABLE 1 

List of bacterial strains and plasmids used 
Strains or plasmids Genotypes or characteristics References 
Strains   
Escherichia coli   
JM109 Host strain for cloning plasmid DNA Takara Bio 
BL21(DE3) Host strain for expression of recombinant protein Takara Bio 
   
Bacillus subtilis   
168 Strain for extracting genome  Kunst, 1997 
   
Staphylococcus aureus   
RN4220 NCTC8325-4, restriction mutant Peng, 1988 
Newman Laboratory strain, High clumping factor Duthie, 1952 
NM0525 Newman ddvA::pT0525 This study 
NM0526 Newman dbp::pT0526 This study 
NM1291 Newman bshA::pT1291 This study 
   
Plasmids   
pCK20 S. aureus integration deletion vector; Cmr Ichihashi, 2003 
pNDKm E. coli-S. aureus shuttled vector; Kmr Matsuo, 2003 
pT0525 pCK20 with  partial ddvA  from Newman This study 
pT0526 pCK20 with  partial dbp  from Newman This study 
pT1291 pCK20 with  partial bshA  from Newman This study 
pD496G pNDKm with intact ddvA  from Newman This study 
pH13A pNDKm with mutated ddvA  (H13A) This study 
   
pET-28a T7 poromoter based expression vector, Kmr Novagen 
pGEX-4T3 tac poromoter based expression vector, Ampr GE Healthcare 
pBsbshA pET-28a with  bshA from 168 This study 
pddvA pET-28a with  ddvA from Newman This study 
pET-H13A pET-28a with  mutated ddvA  (H13A) This study 
pET-D15A pET-28a with  mutated ddvA  (D15A) This study 
pET-D16A pET-28a with  mutated ddvA  (D16A) This study 
pET-H124A pET-28a with  mutated ddvA  (H124A) This study 
pET-D126A pET-28a with  mutated ddvA  (D126A) This study 
pET-H127A pET-28a with  mutated ddvA  (H127A) This study 
pdbp pGEX-4T3 with dbp  from Newman This study 
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TABLE 2 

Primers used in this study 
Target Primer  Sequence (5'-3') 
ddvA-disruption  F-ddvA-T GGAGGATCCCACATCCTGATGAAACC 
 R-ddvA-T GAAGAATTCGTCTGCTGTTGCTTCGTGAT 
bshA-disruption  F-bshA-T CGCGAATTCATTTTATCACTTCAAATATCCCGTTT 
 R-bshA-T CGCGGATCCTTAGTCCAAAGCTTTCTTTTTCACTT 
dbp-deletion  F-U-dbp-D TGGAACATCATCTTCGTTTTT 
 R-U-dbp-D ATCACCTCAAATGGTTCGCTTCCTTACACTATCAATG

TGTTTATCTTTC 
 F-D-dbp-D TACTGGATGAATTGTTTTAGAGGAGGCATCAACATGA

CTG 
 R-D-dbp-D GTAAATCTGTCATTTCGTTCTTAGTAGT 
 Km-U-dbp-D AGCGAACCATTTGAGGTGAT 
 Km-U-dbp-D CTAAAACAATTCATCCAGTA 
ddvA-complementation  F-ddvA-C CGCTGCAGCACTTCAAATTA 
 R-ddvA-C AACGACCTTCTCGTGTCGAT 
ddvA-promotor F-ddvA-P GAGGAGCTCCATTGTTTACATGCCTCCACA 
 R-ddvA-P GGTGGTACCGGTTCCAACACGTTCACTCC 
ddvA-recombinant  F-BamHI ddvA-r CGCGGATCCATGACTGACGAAAGACATGTATTAGTA

ATA 
 R-Xho1 ddvA-r GCGCTCGAGTTAAGATTTAAAGTGATATGTCCAATAT

GG 
dbp-recombinant F-BamHI dbp-r CGCGGATCCGTGAACGTGTTGGAACCAATTA 
 R-Xho1 dbp-r GCGCTCGAGCTATAAATTAAATGGTCGCTCACTAA 
Mutated ddvA  F-ddvA-H13A GCTCCTGATGATGAAACCTTCT 
 R-ddvA-H13A TGGAAATATTACTAATAC 
 F-ddvA-D15A CTGATGAAACCTTCTCATCTG 
 R-ddvA-D15A CAGGATGTGGAAATATTACT 
 F-ddvA-D16A CTGAAACCTTCTCATCTGCAG 
 R-ddvA-D16A CATCAGGATGTGGAAATATT 
 F-ddvA-H124A GCTCCTGATCACGAAGCAACTG 
 R-ddvA-H124A TACTGCATATCCAGGATAAA 
 F-ddvA-D126A CTCACGAAGCAACAGCAGACG 
 R-ddvA-D126A CAGGATGTACTGCATATCCA 
 F-ddvA-H127A GCTGAAGCAACAGCAGACGCTGT 
 R-ddvA-H127A ATCAGGATGTACTGCATATC 
ddvA  (qRT-PCR) FrtddvA GGTTGAACGCATGCCTAAAGA 
 RrtddvA TGCATCATTACTGAACGCAACTAA 
16S rDNA  (qRT-PCR) Frt16S CAACGCGAAGAACCTTACCAA 
 Rrt16S GCGGGACTTAACCCAACATCT 
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