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 ヒトをはじめとする哺乳類の消化管には， 10 1 4 個もの細菌が棲息して

おり，約 1,000 種あるいはそれ以上の細菌種が宿主と相互作用しつつ増

殖し，多様な腸内フローラを形成している。とりわけ，嫌気性細菌にと

って極めて効率のよい生育環境であり，盲腸では 1g あたり 10 1 1 個オーダ

ーの嫌気性細菌が常在している ( 1 )。また，これらの細菌により様々な代

謝産物が産生され，宿主は細菌の代謝産物をしばしば刺激因子として感

知することから，腸内フローラの挙動は宿主の健康状態に大きく影響を

及ぼすことが知られている ( 2 )。近年，細菌の全ゲノム解析や腸内フロー

ラのメタゲノム解析といった網羅的遺伝子解析技術により，ヒトという

複雑な生態系において宿主と細菌間の共生関係の構築が明らかになり，

特に，炎症性腸疾患 ( 3 )，肥満 ( 4 ) ( 5 )，糖尿病 ( 6 )，がん ( 7 )，自閉症 ( 8 )など，ヒ

トのさまざまな疾患における発症の感受性と，腸内フローラの構成異常

が密接に結びついていることが実験モデル動物を用いた実験により検証

されている。  

	
 食経験のある発酵食品や腸管に由来する細菌の中で，積極的に摂取す

ることで直接的または間接的に腸内フローラを改善し，とくにヒトや動

物に対して健康維持効果が期待されるものは，プロバイオティクスとし

て呼ばれる。なかでも， Lactobaci l lus 属乳酸菌や，ヒトの腸内フローラ

において最優勢菌種のひとつである Bif idobacter ium のもつ機能性は，多

くの研究者により明らかにされており，整腸作用，免疫の活性化，感染

予防，アレルギー予防など多岐にわたる効果が明らかにされている ( 9 ) - ( 1 3 )。

また近年，マウスへのビフィズス菌の投与がポリアミン産生を促すこと

で老化予防に寄与することなども報告されており ( 1 4 )，乳酸菌やビフィズ

ス菌の利用的価値は，民間伝承的な健康維持効果にとどまらず，病気を

未然に防ぐ「予防医学」への応用が期待されている。  
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 乳酸菌やビフィズス菌が宿主に対して先に述べたような有益な効果を

発揮するためには，まず消化管に定着することが重要な要因の一つであ

るが，その為には消化管での増殖性と受容体に対する付着性が重要な過

程であると考えられる ( 1 5 )。病原細菌の場合，消化管上皮細胞に付着する

と，多くの場合，下痢や嘔吐などの症状を引き起こすことから，その感

染機序が詳細に調べられてきた。しかしながら，乳酸菌やビフィズス菌

の付着機構に関する研究は，遅れている状況にある。それは，乳酸菌や

ビフィズス菌は基本的に共生細菌であり，経験的に安全性が知られてい

るため，病原菌とは異なり付着機構を解明する必要性が低かったことに

起因すると考えられる。しかし，乳酸菌やビフィズス菌のもつ，様々な

プロバイオティクス効果を適切かつ効率的に発揮させる為にも付着機構

の解明は大変重要であるとの認識は広まっている。また，プロバイオテ

ィクスとして，その多くが経口的に摂取され消化管で定着することが求

められるという他の細菌とは異なる，特殊な環境におかれるものが多い。

したがって，いかにしてこれらの細菌は宿主に定着し共生することが出

来るのか，大変興味深い研究対象である。  

	
 乳酸菌やビフィズス菌の主な棲息域である十二指腸から大腸の腸粘膜

は，ムチンと呼ばれる粘性の糖タンパク質で覆われており，これらを消

化管での定着の足掛かりとしていると考えられてきた ( 1 6 )。ムチンは，膜

結合型ムチンと分泌型ムチンを主成分とする表層ムチン層と，上皮細胞

の表面に発現する膜結合ムチンを含む糖タンパク質および糖脂質を主成

分とするグリコカリックスに大別される ( 1 7 )。表層ムチン層は，さらに上

皮細胞に接した薄く高密度の粘液層（ Inner  layer）とその上の厚く低密度

の粘液ゲル層（ Outer  mucus  layer）の二層構造から形成される。ヒトの小

腸から大腸における粘液ゲル層の厚さは 50〜 800 µm であり，結腸で最も
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厚くなる。さらに，全細菌に特異的な 16S rDNA プローブを用いた

Fluorescent  in  s i tu  hybr id iza t ion（ FISH）解析により，粘液ゲル層は腸内細

菌の主要な定着の場であることが明らかにされている ( 1 8 ) ( 1 9 )。また，ムチ

ンの分泌は極めて流動的であり，小腸では３〜５時間の間隔で杯細胞か

ら分泌が繰り返される ( 1 9 )。  

	
 ムチンのコアタンパク質は muc 遺伝子にコードされ，現在ヒトで 21 種

類の遺伝子型が見いだされており，いくつかの muc 遺伝子のホモログは

他の動物種にも存在する ( 2 0 )。ムチンは，コアタンパク質部分のセリンあ

るいはスレオニンの水酸基と N -アセチルガラクトサミン（ GalNAc）が

O -グリコシド結合したムチン型糖鎖構造をとる。糖転移は，細胞内のゴ

ルジ装置を移動する過程で起こり，GalNAc に続いて，ガラクトース（ Gal），

N -アセチルグルコサミン（ GluNAc），フコース（ Fuc）が付加される。す

なわち， GalNAcα1-3Galβ1-3[Fucα1-2]-GlcNAc β1-3Galβ1-4  

GlcNAcβ1-3[NeuAcα2-6]-GalNAc---Thr /Ser を基本構造とする。さらに，モ

ノマー同士は， N 末端のシステイン残基のジスルフィド結合により分子

量 200 万以上からなる巨大なポリマー体となる ( 1 9 )。  

	
 ムチンを化学的に分類すると，非還元末端がシアル酸や硫酸基で修飾

され負の電荷を有する酸性ムチンとそれ以外の中性ムチンに大別できる。

とくに硫酸基が修飾されたスルホムチンは，強い負の電荷を有するため，

ムチンの性質に大きな影響を及ぼす ( 2 1 )。また，硫酸基は，細菌の糖質分

解酵素からムチン糖鎖を保護する役割に加え， Escher ich ia  co l i ( 2 2 ) ,  

Hel icobacter  py lor i ( 2 3 ) - ( 2 7 ) ,  Pseudomonas  aeruginosa ( 2 8 )をはじめとする病原

細菌の消化管内での受容体としても報告されている。さらに，スルホム

チンは，宿主の年齢やガンなどの疾患により存在比が大きく変化するこ

とが知られており，疾病のマーカーとしても注目されている ( 2 1 )。これら
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の酸性ムチンに加え，ヒトの ABO 式血液型物質もムチン糖鎖の非還元末

端に発現しており，これらが多様な糖鎖構造を生み出している ( 2 9 )。  

	
 これまでムチンやムチン糖鎖類似の構造をもつ糖脂質に対して，付着

性を示すいくつかの乳酸菌やビフィズス菌とその付着機構が研究されて

きた。 1990 年代はじめに，乳酸菌の赤血球凝集性や粘液分泌細胞

HT29-MTX に対する付着性がプロテアーゼ処理により低下する菌株が存

在することが報告された ( 3 0 ) - ( 3 2 )。これらは，乳酸菌にも菌体外の架橋タン

パク質を介して宿主の細胞表面に存在する複合糖質糖鎖に結合するプロ

セスが存在することを示唆した最初の報告である。その後，薄層クロマ

トグラフィーを用いて糖脂質の糖鎖と乳酸菌の相互作用が報告された。

Lactobaci l lus  case i  IFO3425 は非還元末端がガラクトシル基またはグルコ

シル基の複合糖脂質へ結合することが示された ( 3 3 )。さらに

Bif idobacter ium bi f idum  EB102 と Bif idobacatre ium longum  SBT2928 は，非

還元末端がガラクトシル基である中性の糖鎖に結合し，とくに

as ia lo-GM1 に強く結合することが示された ( 3 4 ) ( 3 5 )。また，本株の分子量約

10 万の細胞表層タンパク質が糖脂質との相互作用に関与することが示唆

されている ( 3 4 )。また，これらは，シアル酸を含む酸性糖鎖には結合しな

いことから，静電的作用ではなく乳酸菌やビフィズス菌の糖鎖との特異

な相互作用の存在を示し，レクチン様タンパク質（付着因子）を介した

乳酸菌の糖鎖への付着機構が提案されるとともに ( 3 1 )，次に示すような糖

鎖を介したムチンとの相互作用の研究につながった。  

	
 ムチン型糖鎖の非還元末端に存在する ABO血液型抗原の糖鎖プローブ

を用いて，これらに付着性を示すいくつかの Lactobaci l lus が血液型認識

性乳酸菌として見いだされ， ABO 血液型抗原を介したムチン糖鎖への付

着機構が提案された ( 3 6 ) ( 3 7 )。さらに，ヒト結腸ムチンに対するノイラミニ
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ダーゼやスルファターゼによる酵素的処理，また塩化バリウムの添加に

より硫酸バリウムを形成することで付着性が低下する Lactobaci l lus  

gasser i  や B.  b i f idum が見出されており，酸性ムチン糖鎖のシアル酸や硫

酸基が乳酸菌やビフィズス菌のムチンへの付着に寄与する可能性が示さ

れている ( 3 8 )。このように，複雑な糖鎖構造が含まれるムチンに対しても，

レクチン様タンパク質（付着因子）による糖鎖を介した特異性のある乳

酸菌やビフィズス菌の相互作用が徐々に明らかにされてきた。  

	
 乳酸菌やビフィズス菌の細胞表層は，図１に示したように厚いペプチ

ドグリカン層とテイコ酸，リポテイコ酸などの多糖類に加え，様々な細

胞表層タンパク質から構成される ( 3 9 )。これらの一部がレクチン様の性質

をもち，宿主の受容体に対する付着因子として機能することが示されて

きた。現在報告されている乳酸菌とビフィズス菌のムチンあるいはムチ

ン糖鎖に対する主なタンパク質様の付着因子を表１と表２に記載した。

乳酸菌では，幾つかの付着因子の詳細な解析が進んでいるが，ビフィズ

ス菌では，遺伝子ツールの開発が遅れていることなどから報告例は少な

い。これらのタンパク質の多くは，グラム陽性細菌における主要なタン

パク質の輸送経路である Sec 経路および TAT 経路（Ⅱ型分泌経路）によ

り細胞外へと分泌される。Ⅱ型分泌経路により細胞外に分泌されるタン

パク質の N 末端には，数十アミノ酸残基からなる分泌シグナル配列が高

度に保存されており，シグナル配列依存的に分泌される ( 4 0 )。 Sec 経路依

存性のシグナル配列は塩基性領域—疎水性のコア領域と極性領域を含む

15〜 30 アミノ酸残基から構成される ( 4 1 )。一方， Tat 依存性のシグナル配

列は，Sec 依存性のシグナル配列より長い 20〜 60 アミノ酸残基からなり，

高度に保存された２つのアルギニン残基を含むツインアルギニンモチー

フの存在によって， Sec シグナル配列と区別されている ( 4 2 )。このような
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分泌経路により細胞外へと分泌されたタンパク質は，細胞壁や細胞膜に

共有あるいは非共有結合により固定化されることで細胞表層タンパク質

として局在する。そこで，付着因子は，局在様式により幾つかのグルー

プに分類することが出来る。  

	
 線毛 ( 1 2 ) ( 4 3 ) - ( 4 7 )や Mucus-b inding（Mub） ( 4 8 ) - ( 5 2 )に代表されるタンパク質

は， CWAP（ Cel l  wal l  anchored  pro te in）と呼ばれ ( 5 3 )，ソルターゼの作用

により C末端の LPXTGモチーフが切断されペプチドグリカンとの間で共

通結合が形成することで細胞壁に固定される。さらに，Mucus-b inding  

fac tor（MBF） ( 5 4 ) ( 5 5 )， Cel l  and  mucus-b inding  pro te in  A（ CmbA） ( 5 6 )，

Lar_0958 ( 5 7 )などの付着因子が見いだされており，これらはソルターゼ依

存性の CWAPに分類される。また，リポタンパク質である BopAは ( 5 8 ) - ( 6 0 )，

リポボックスモチーフ（ LXXC）を介して，細胞膜に共有結合により固定

される。  

	
 一方，mucus  adhes ion-promot ing  pro te in  （MapA）( 6 1 ) ( 6 2 )，32-kDa mucus-  

and  mucin-b inding  pro te in（ 32-Mmubp）( 6 3 )，29-kDa pro te in  (Lam29) ( 6 4 )は，

ABC トランスポーターの構成因子であるにもかかわらず付着因子として

の機能することが報告されている。これらは，膜貫通ドメインを介して

非共有結合により細胞膜に固定される。  

	
 さらに，翻訳伸長因子（ EF-Tu） ( 6 5 ) - ( 6 8 )，グリセルアルデヒド 3 リン酸

脱水素酵素（ GAPDH）( 6 9 ) ( 7 0 )，シャペロニンのひとつ GroEL ( 7 1 )，t ransa ldolase  

Tal ( 7 2 )は，細胞内酵素であり， Sec あるいは Tat 依存性の既知の分泌シグ

ナル配列が保存されていないにも関わらず，何らかの経路により細胞外

に移行し，静電的作用により細胞壁に結合することで付着因子として機

能することが示唆されている ( 7 3 )。しかし，提示機構に関しては不明な点

が多い。また，これらのタンパク質は，本来の機能とは異なる二つ以上
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の機能をもつことから，ムーンライトタンパク質（ムーンライト＝ “副業 ”

の意味）として総称し呼ばれる ( 7 4 )。このように乳酸菌やビフィズス菌で

は，多種多様な細胞表層に存在するタンパク質が付着因子として機能す

ることが示されているが，結合エピトープに関する報告例は少ない。  

	
 CWAP の一つである Mub は， Lactobaci l lus  reu ter i  と Lactobaci l lus  

ac idophi lus で最初に見いだされた分子量 300 万以上の巨大なタンパク質

である ( 4 8 ) ( 4 9 )。 L.  reu ter i の  Mub には約 200 アミノ酸残基からなる配列が

14 回繰り返して配置されており，これらがムチンに対して結合性し，ま

た，フェチュインやアシアロフェチュインの添加により結合が阻害され

ることから本領域の糖鎖結合性を示唆している ( 4 8 )。さらに，マウス粘膜

組織切片に対する Mub の結合性は，過ヨウ素酸処理により低下すること

から，結合エピトープとしてムチン糖鎖の重要性が示されている ( 5 2 )。Mub

に含まれる約 200 アミノ酸残基からなる保存された配列は，後に

Mucin-b inding  pro te in  domain  (MucBD)と名付けられ，MucBD をもつ表層

タンパク質は 10 菌種以上で確認されている ( 5 0 ) ( 5 1 )。さらに，Lactobaci l lus  

p lantarum  WCSF-1 の  Mannose-spec i f ic  adhes in  (Msa)は， 1010 アミノ酸残

基の中に ConA レクチン様の SasA ドメインと MucBD に高い相同性を示

す配列が保存されており，ひとつの付着因子の中に複数の結合ドメイン

をもつことでマンノースを含む糖（鎖）を受容体とする付着因子である

ことが示唆されている ( 7 5 )。しかし，マンノースはムチン型糖鎖には含ま

れないため，グリコカリックスなどムチン以外の受容体に結合すると推

測される。  

	
 Lactobaci l lus  johonsoni i  NCC533 の全ゲノム解析から線毛をコードする

遺伝子群の存在が乳酸菌で初めて報告され ( 4 3 )，その後 Lactobaci l lus  

rhamnosus  GG の細胞表層での線毛の発現が免疫電子顕微鏡により確認さ
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れた ( 4 4 )。L.  rhamnosus  GG の線毛は，SpaA,  B,  C の３つのサブユニットが

重合した構造であり ( 7 6 )，線毛の先端にある SpaC がムチン糖鎖への結合

に関与するレクチン様の性質をもつことが示唆されている ( 4 6 )。また，ビ

フィズス菌においても線毛に関する報告があり， Bif idobacetr ium breve  

UCC2003 の type  IVb t ight  adherence（ Tad）線毛が無菌マウスへの定着に

寄与すること ( 4 7 )や B.  b i f idum  PRL2010 の FimA 線毛がムチン，extrace l lu lar  

matr ix（ ECM）タンパク質，上皮細胞など様々な受容体に結合すること ( 4 5 )

が報告されている。しかし，これらは凝集性にも寄与することから，付

着因子と受容体の特異な相互作用が成立するかは不明である。  

	
 ムーンライトタンパク質では，L.  p lantarum  LA318 の GAPDH が糖鎖プ

ローブを用いた実験により A 型および B 型の血液型抗原に含まれる

GalNAc および Gal に対して結合活性を示すことが報告されている ( 6 9 ) ( 7 0 )。

また，Lactobaci l lus  mucosae  ME-340 の Lam29 もこれらの血液型抗原に結

合することが明らかにされており ( 6 4 )，これらが前述の血液型認識性乳酸

菌の付着機構であることが示されている唯一の報告である。  

	
 これまで我々は，乳酸菌の消化管定着機構の解明と具体的な利用価値

を見出すことを目的として，乳酸菌による病原細菌の付着部位の競合を

想定し，感染予防に取り組んできた。胃がんや胃潰瘍の原因菌である H. 

py lor i は，硫酸化ガラクトース構造をもつ糖脂質スルファチドやスルホム

チン，あるいは血液型糖鎖に対し付着因子であるヒートショックタンパ

ク質 Hsp70 や BabA を介して付着し感染を成立させることが明らかにさ

れている ( 2 6 ) ( 7 7 )。そこで，我々は，スルファチドやアシアロ GM1 などの

糖脂質に付着能をもつ乳酸菌として L.  reu ter i  JCM1081 を選抜し ( 7 8 )，さ

らに本株は， H. py lor i の受容体のひとつであるスルファチドへの付着を

阻害することを見出した ( 7 9 )。そこで，本株の H. py lor i の付着阻害に関与
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する因子の探索を行った結果，カオトロピック薬剤であるオクチルグル

コピラノシド（ OGP）で可溶化されるタンパク質性の物質であることが

判明した。スルファチドの末端構造と同一の糖鎖構造である硫酸化ガラ

クトースを固定化したアガロースカラムを用いた実験により，菌体表層

に存在する約 47kDa のタンパク質（ P47）が関与していることを報告した

( 7 9 )。硫酸化ガラクトース構造をもつ糖鎖は，先の述べたように，複合糖

脂質のみならずムチンの非還元末端にも豊富に存在し，様々な細菌の受

容体として知られる ( 2 2 ) - ( 2 8 ) ( 3 8 )。しかしながら，乳酸菌における硫酸化糖

鎖に対する付着機構は全く見いだされていない。本論文では， L.  reu ter i  

JCM1081 の消化管での生存戦略における P47 の硫酸化糖鎖付着因子とし

ての機能的役割を明らかにすることを目的とした。  

	
 本論文は，第一章・序論を含む第四章からなる構成とした。まず第二

章において，L.  reu ter i  の硫酸化糖鎖結合タンパク質である P47 の同定と

結合特性の解析を目的とした。そこで， P47 の結合特性の解析のため，

ブタの消化管からムチンやムチンオリゴ糖の精製方法について検討し，

さらに精製したムチンの性質や糖の組成について評価した（第一節）。次

いで， P47 の同定と複合糖脂質やムチンに対する結合性についてタンパ

ク質レベルで評価した（第二節）。さらに，P47 の L.  reu ter i における局在

と付着因子としての機能について評価した（第三節）。また，スルホムチ

ン付着性の Bif idobacter ium のスクリーニングを行い， P47 の局在に関し

ても合わせて評価することとした（第四節）。  

	
 第三章では，硫酸化糖鎖結合タンパク質として同定された EF-Tu の細

胞外への移行機構の解明を目的とした。まず， EF-Tu の細胞外への分泌

パターンを詳細に解析し，分泌装置の変異株を作製することで EF-Tu の

分泌経路の分泌経路の探索を行うこととした（第一節）。次いで， EF-Tu
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における分泌シグナル配列の存在について評価するため，変異 EF-Tu を

作製し，その分泌パターンを解析すると共に，推定分泌装置との相互作

用についても検討することとした（第二節）。  

	
 最後に第四章を総括とした。  
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第二章	
  
 
 
硫酸化糖鎖結合タンパク質の同定と	
 

その結合特性の解析	
 

	
 
 

 

第一節  

ムチンの精製と糖鎖の解析  

 

第二節  

硫酸化糖鎖結合タンパク質の同定と結合特性の評価  

 

第三節  

L.  reu ter i における EF-Tu の付着因子としての評価  

 

第四節  

スルホムチン付着性を示す Bif idobacter ium の探索  
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第 一 節  

ム チ ン の 精 製 と 糖 鎖 の 解 析  

 

 

Ⅰ 	
 緒 言  

	
 プロバイオティクスとしての評価を行う上で，ムチン付着性は重要な

評価項目のひとつに挙げられる。乳酸菌のムチンに対する付着性の評価

は，いくつかの方法が検討されてきた。具体的には，糖タンパク質や糖

脂質など特定の糖鎖，粘液分泌型の培養細胞，粘膜組織切片，バイオプ

シー組織，消化管から精製したムチンを用いる方法である ( 2 0 )。なかでも，

ブタやラットなどの消化管から精製したムチンをガラスや

Enzyme-Linked ImmunoSorbent  Assay（ ELISA）プレートに固定し乳酸菌の

付着性を評価する方法が最も一般的である。また，これらに糖質分解酵

素や抗ムチン抗体を処理することで，乳酸菌のより詳細な付着特性を評

価する試みが行われている ( 2 0 )。一方，粘液としてのムチンは，ムチン糖

タンパク質が大部分を占めるが，それ以外にも脂質，酵素，核酸，分泌

型 immunoglobul in  A（ IgA）などが含まれる複雑な混合物であり ( 8 0 )，付着

特性を評価する際，夾雑物の影響が指摘されてきた ( 6 1 )。	
  

	
 これまで精製の簡便法として，組織からムチンを界面活性剤で抽出後，

エタノール沈殿によりムチンを分離する方法があげられる。しかし，本

方法では，ムチン以外から由来するヘキソースの割合が半数にも及び ( 8 1 )，

ムチンの高次構造と生理的機能を保持したまま分離・定量することは容

易ではない。また，これにゲル濾過クロマトグラフィーを組み合わせる

ことで，分子量 200 万以上のポリマー体を得ることが出来るが，ムチン

に非共有結合で強く結合した夾雑タンパク質が質量に対して約 20%存在
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し，これらを取り除くことは出来ない ( 8 2 )。そこで，これらの夾雑物をす

べて取り除くため，本論文では，ムチンの生化学的分析に用いられてき

た，ゲル濾過クロマトグラフィーと塩化セシウム−グアニジン塩酸塩

（ CsCl-GuHCl）密度勾配超遠心分離を合わせた精製方法 ( 8 3 )を用いて，ブ

タの消化管からムチンを精製することとした。一方，ラットやブタのム

チンは，生化学あるいは組織化学的な研究が進んでおり，ムチンの糖鎖

構造や分布が明らかにされているが ( 8 4 ) - ( 8 6 )，ブタの大腸ムチンに関しては

報告例が少ない。そこで，ムチンの非還元末端に特徴的な糖鎖構造を認

識して結合するレクチンを用いた enzyme-l inked  lec t in-b inding  assay  

(ELLA) ( 8 7 )あるいは抗ムチンモノクローナル抗体を用いた ELISA により，

精製したムチンに含まれる特にスルホムチンやシアロムチンに着目し，

その糖鎖の存在を評価することとした。  

 

 

Ⅱ 	
 材 料 と 方 法  

1.  ブタ消化管からのムチンの分離と精製  

	
 24 週齢の三元交雑豚（ LWD）の胃および結腸は，十和田食肉処理場よ

り入手した。消化管は 0.9%(w/v)生理食塩水で洗浄後，凍結乾燥し粉末に

した。1.5g の粉末に対して 50 mM Tris -HCl  (pH7.2)を 10 mL 加え，ミクロ

スパーテルで撹拌後，100°C で 5 分加熱した。続いて，抽出溶媒（ 50 mM 

Tris -HCl ,  20  mM EDTA, 2  mM PMSF,  20  mM N-Ethylmale imide）を 10mL 加

え，ホモジナイズ（ 12,000 rpm,  5 分）した。Tri tonX-100 を終濃度 2%(v/v)

となるように加え，37°C で 1 時間撹拌した。遠心分離（ 10,000 ×g ,  30 分 ,  

4°C）し，上清を回収した。担体として Sepharose  CL-6B (GE Heal thcare ,  NJ ,  

USA)を充填したゲル濾過カラム（ 2.5×100 cm）に供し，流速 0.5mL/min
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（ 3mL/tube）とした。緩衝液は， 500 mM NaCl ,  5  mM EDTA, 0 .02% (w/v)  

NaN 3 を用いた。各フラクションのモニターは，フェノール硫酸法
( 8 8 )を用

いて行った。ボイドボリュームに現れた高分子量のヘキソースのピーク

を回収し，これを蒸留水により透析後，凍結乾燥した。次に，乾燥重量

0.5g のムチンに対して， 50 mM Tris -HCl ,  6M GuHCl を 12 mL 加え 4°C で

一晩撹拌した。塩化セシウム（ Sigma–Aldr ich ,  MO, USA）を用いてムチン

溶解液を比重 1.2 に調整後，さらにグラジェンターを用いて比重 1.6 の溶

液（ 50 mM Tris -HCl ,  6  M GuHCl,  CsCl）と混合し，比重 1.4 になるなるよ

うに，各遠心チューブ（ Hitachi -Koki ,  4  PA チューブ， 303272A）に作製

した。これを Swing ロータ P56ST（ Hitachi -Koki ,  Tokyo,  Japan）にセット

し，遠心分離（ 150,000 ×g ,  120  h ,  20°C）した。遠心分離後，ペリスタポ

ンプを用いて 0.5mL ずつフラクションを回収し，比重，中性糖およびタ

ンパク質は BCA Prote in  Assay  Ki t（ Thermo Scient i f ic ,  MA, USA）を用い

て測定し，比重 1.35〜 1.45 のフラクションをムチン画分とした。  

	
 乾燥重量 20 µg のムチンを， Sodium dodecyl  su l fa te-polyacry lamide  ge l  

e lec t rophores is  (SDS-PAGE; 7 .5% acry lamide)  に供し， Per iodic  ac id /Schif f  

reagent  Ki t  (PAS；Merck,  Tokyo,  Japan)を用いて染色した。  

 

2 .  シアリダーゼあるいはスルファターゼによるムチンの酵素的処理  

	
 ムチン 5 mg に対して 10 mU Aerobacter  aerogenes  由来スルファターゼ

(S igma–Aldr ich) ,  50  mM Tris–HCl (pH 7 .1) ,  100mM KCl,  and  10mM MgCl2

にあるいは 10mU Clos tr id ium per fr ingens  由来シアリダーゼ  (Roche ,  IN,  

USA),  50  mM aceta te  buffer  (pH 5 .0)を加え， 37 °C で 5 時間インキュベー

トした。次に，Sepharose  CL-6B を充填したゲル濾過カラム（ Bio-Gel  P10 

column,  Bio-Rad Labora tor ies ,  CA,  USA; 1 .0×50 cm）を用いてゲル濾過ク
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ロマトグラフィーにより酵素を除き，蒸留水で透析後，凍結乾燥を行っ

た。  

 

3 .  レクチンを用いた ELLA 

	
 6 種類のビオチン化レクチン（ Seikagaku Corpora t ion ,  Tokyo,  Japan），

UEA-1（ Fucα1-2Gal），ECA（ Gal  β1-4  GlcNAc），PNA（ Galβ1-4  GlcNAc），

SBA（ GalNAcα1-3  Gal）， SSA（ Siaα2-3  Gal），MSM（ Sia  α2-6  Gal）を用

いてムチン糖鎖の検出を試みた。 ELLA の方法は， Ohara  et  a l . ,  (1997) ( 8 7 )

に従った。 96 穴マイクロプレートに 50 mM Tris -HCl  (pH9.5)に溶解した

ムチン溶液（ 0.1〜 500 µg/mL）を各ウェル 100 µL ずつ添加し， 4°C で一

晩インキュベートした。 Phospha te -buf fe red  sa l ine（ PBS）で２回洗浄後，

5%(w/v)スキムミルク -PBS により 2 時間室温でブロッキング後， PBS で

２回洗浄した。 100 µL の適宜希釈したレクチンをを各ウェルに添加後，

室温で１時間インキュベートした。 Alkal ine  phosphatase（ AP）標識スト

レプトアビジン（ Roche， 2,000 倍希釈）を 100µL 添加後，室温で１時間

インキュベートした。PBS で２回洗浄後，BluePhos  MicroWel l  基質（ KPL,  

MD, USA）を用いて発色し， 10 分後， 2N NaOH で反応を停止し，マイク

ロプレートリーダー（波長 620nm）で測定した。  

 

4 .  抗ムチンモノクローナル抗体を用いた ELISA 

	
 Fucα1-2Galβ1-4GlcNAc (6SO 3H)β -（ 6-su l fa ted  b lood-group H type  2  

an t igen） ( 8 9 )および NeuAcα2-3(GalNAcβ1-4)Galβ1-4GlcNAcβ -（ Sd a  b lood 

group ant igen）( 9 0 )をエピトープとするモノクローナル抗体 PGM34 抗体お

よび HCM31 抗体を用いて，硫酸化あるいはシアル化されたオリゴ糖の検

出を試みた。抗ムチンモノクローナル抗体を用いた ELISA の方法は
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Tsubokawa  e t  a l . ,  (2007) ( 8 9 )に従った。ムチンを固定した 96 穴マイクロプ

レートを PBS で２回洗浄後， 5%(w/v)スキムミルク -PBS により 2 時間室

温でブロッキング後， PBS で２回洗浄した。 100µL の PGM34 抗体（ 100

倍希釈）あるいは HCM31（ 50 倍希釈）を各ウェルに添加後，室温で１時

間インキュベートした。マウス IgM（ 50 あるいは 100 倍希釈）をコント

ロールとして用いた。 AP 標識抗マウス IgG (Dako,  Glos t rup ,  Denmark；

2,000 倍希釈 )を 100µL 添加後，室温で１時間インキュベートした。検出

方法は上記と同様である。  

 

5 .  抗ムチンモノクローナル抗体を用いた Dot  b lo t  assay  

	
 ニトロセルロース膜（Whatman,  Kent ,  UK）に， 100µg のムチンを固定

し，5%(w/v)  スキムミルク -  PBS により室温で２時間インキュベートする

ことで，ブロッキングした。1%（ w/v）スキムミルク -  PBS-Tween (PBS-T)

で希釈した PGM34 抗体（ 100 倍希釈）あるいは HCM31（ 50 倍希釈）を

添加後， 4 °C で一晩インキュベートした。マウス IgM（ 50 あるいは 100

倍希釈）をコントロールとして用いた。 PBS-T で３回洗浄後， Alkal ine  

phosphatase  (AP)標識抗マウス IgG（ 1,500 倍希釈）を添加後，室温で１時

間インキュベートした。 PBS-T で３回洗浄後， BCIP/NBT l iquid  subs tra te  

sys tem（ Sigma–Aldr ich）を用いて発色した。  

 

6 .  ブタ胃由来ムチン (PGM)からオリゴ糖の精製  

	
 PGM からのムチンオリゴ糖の精製は Tsubokawa et  a l . ,  (2007) ( 8 9 )に従っ

た。2.5  g の PGM（Wako,  Osaka ,  Japan）を 10 mL の 50 mM NaOH, 1  M NaBH 4 

に溶解し 50°C で 24 時間インキュベートした。反応後，酢酸を滴下し pH 

4 .0 になるように調製した。 Sepharose  CL-6B を充填したカラム（ 2.5×100 
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cm）に添加後，蒸留水により溶出した。陽イオン交換体 DOWEX™ 50W

（Wako）を充填したカラム（ Bio-Gel  P10）を用いてタンパク質を取り除

きオリゴ糖を得た。さらに，陰イオン交換体 HiTrap  Q FF（ GE heal thcare）

を用いて 0.1-0 .6  M酢酸ナトリウムのリニアグラジエント溶出により酸性

オリゴ糖と中性オリゴ糖を分画した。続いて，酸性オリゴ糖からシアル

酸を除去するため，ムチンオリゴ糖（ 1 mg）を 0.1  M HCl に溶解し，80 °C 

で 1 時間インキュベートした。 Sepharose  CL-6B を充填した Bio-Gel  P10 

column により分画後，MALDI-TOF/MS Voyager  DE-PRO（ Appl ied  

Biosys tems，Tokyo，Japan）の陰イオンモードにより酸性オリゴ糖のシア

ル酸の切断を解析した。  

 

 

Ⅲ 	
 実 験 成 績  

1 .  ムチンの精製と性状の評価  

	
 ムチンは，ゲル濾過クロマトグラフィーおよび密度勾配超遠心分離を

用いて精製した。本結果では，ブタ結腸ムチン（ PCM）のみ示した。ゲ

ル濾過クロマトグラフィーのボイドボリュームに確認されたヘキソース

のピーク（図 1A，Fr .1，矢印）を回収し，さらに CsCl/GuHCl 密度勾配超

遠心分離を行った。遠心分離後，ヘキソースのピークと比重 1.35〜 1.45

の画分（図 1B， Fr .  2，矢印）を回収した。ゲル濾過クロマトグラフィー

と密度勾配超遠心分離により得られた各画分の同乾燥重量のムチンは，

SDS-PAGE に供し， PAS 染色した（図 1C）。いずれの画分のサンプルも

濃縮ゲルの位置に高分子量の PAS 染色陽性のムチンが確認された。一方，

中性糖／タンパク質（ w/w）の割合は， Fr .  1 は 0.21 であるのに対して，

Fr .  2 は 0.71 であり，密度勾配超遠心分離により夾雑タンパク質の除去が
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確認できた。したがって，以降， Fr .  1 は粗精製ムチン， Fr .  2 は精製ムチ

ンとした。  

 

2 .  PCM に含まれるムチン糖鎖の検出  

	
 精製 PCM に対する各レクチンの結合性を図３に示した。 Ohara  et  a l . ,  

(1997) ( 8 7 )の方法に従い，シグモイド曲線を示すレクチン濃度のグラフを

選択し， 4 段階での評価した結果を表３に示した。 SBA レクチンを除く

５種類のレクチンでシグモイド曲線が確認され，ムチンの濃度依存的に

反応性を示した。特に，シアル酸を認識して結合する SSA と MSM では

高い結合が認められた。また，ガラクトシル基を認識して結合する ECA

と PNA では，数 ng の範囲にあるムチン糖鎖を検出可能であることが示

された（図３）。  

	
 次に，スルホムチンあるいはシアロムチンの検出のため， PGM34 ある

いは HCM31 抗体による ELISA を行った。どちらの抗体もムチンの濃度

依存的に反応性を示した（図 4A）。また，PGM34 抗体は 100 倍希釈，HCM31

抗体は 50 倍希釈でシグモイド曲線が確認された。また，いずれの希釈倍

率でも IgM は，ムチンに対してほとんど反応性を示さなかった。  

	
 さらに，スルファターゼあるいはシアリダーゼ処理が抗ムチン抗体の

反応性に及ぼす影響について評価した。酵素処理した精製あるい粗精製

PCM を 96 穴プレートに固定あるいはニトロセルロース膜に転写し，抗ム

チン抗体の反応性を確認した（図 4B）。精製 PCM に対しては，いずれの

抗体の反応性も酵素処理により低下し，酵素処理が適切に行われている

ことが示された。一方，粗精製 PCM では酵素処理後でも抗体の反応性は

保たれたままであった（図 4B）。すなわち，ムチンの精製純度が糖質分

解酵素の反応効率に影響することが強く示唆された。  



 28 

 

3 .  PGM からのムチンオリゴ糖の精製  

	
 PGM のアルカリ加水分解により得られたムチンオリゴ糖は，陰イオン

交換クロマトグラフィーに供し，中性オリゴ糖画分（図５，矢印 a）と酸

性オリゴ糖画分（図５，矢印 b）に分画した。さらに，酸性オリゴ糖は弱

酸加水分解を行うことで，シアル酸を除去した（脱シアル酸酸性オリゴ

糖）。次に，シアル酸の切断を確認するため，MALDI-TOF/MS に供し，陰

イオンモードで検出した（図６ A, B）すべての検出されたピークは，

dHex/Hex/HexNAc/NeuAc/NeuGc/SO 3H/GalNAc-ol の組み合わせに基づき

アサインした。 23 の硫酸化糖アルコールと 8 つのシアル酸化糖アルコー

ルが検出され（図６ A，表４），弱酸加水分解後は，すべてのシアル酸化

糖アルコールのピーク（m/z 675,  878 ,  1040,  1243,  1389,  1852,  2055,  2096）

は消失し（図６ B，表４），すべてのシアル酸が切断されていることが確

認できた。ここで得られたムチンオリゴ糖は，第二章・第三節で用いた。  

 

 

Ⅳ 	
 考 察  

	
 ゲル濾過クロマトグラフィーと密度勾配超遠心分離を組み合わせた精

製法により，タンパク質に対するヘキソースの割合を 70%程度まで高め

た高純度なムチンを分画することが出来た。また，粗精製ムチンと精製

ムチンを SDS-PAGE に供し， PAS 染色した結果，いずれも分子量 200 万

以上の位置にバンドが確認されることから，精製過程により物理的剪断

を受けていないポリマー体 ( 9 1 )であることが示された。  

	
 また，興味深いことに，スルファターゼとシアリダーゼ処理後の粗精

製ムチンと精製ムチンに体する PGM34 と HCM31 抗体の反応性を比較す
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ると，粗精製ムチンに対する各抗体の反応はわずかに低下した程度であ

り，これはムチンに含まれる夾雑物が影響するものと示唆され，ムチン

の精製純度が酵素処理の効率に大きな影響を及ぼすことが示された。ま

た，これまで細菌の酵素処理ムチンに対する付着性の評価を行う際に，

精製が不十分なムチンが用いられてきた ( 2 0 ) ( 3 8 ) ( 9 2 )。従って，今回の結果と

合わせると，ムチンに酵素処理を行う際は，ムチンの精製純度を十分に

考慮する必要があると考えられた。本節で得られた精製ムチンやムチン

オリゴ糖は，ムチン糖鎖と細菌あるいは付着因子の相互作用など分子間

の解析を行う際に用いた。  

	
 ELLA および ELISA により， ECA と PNA は， PCM に対して低バック

グラウンドで，濃度依存的な安定した結合性を示した。以前の報告でも，

ガラクトシル基を認識して結合するレクチンが PCMに対して高い反応性

を示すことが報告されており ( 9 3 )，これらの結果は一致した。一方で，ス

ルホムチンやシアロムチンなどの酸性糖鎖の存在についての報告例は少

ない。本節で得られた結果では，シアル酸を認識して結合する SSA と

MSM が高い反応性を示し，同様に PGM34 や HCM31 抗体も濃度依存的に

安定した反応を示した。一方，比較的研究の進んでいる，ヒト大腸の組

織化学的手法による解析では，スルホムチンやシアロムチンが豊富に存

在すること，特にスルホムチンの存在量が非常に多いことが報告されて

いる ( 8 5 )。ヒトの大腸に特徴的な muc2 タイプムチンは，ブタの大腸にお

いても発現が報告されており ( 9 4 )，同様の O -グリカンのコア構造をもつ ( 9 5 )。

今回の結果から， PCM にも 6-su l fa ted  b lood-group H type  2  an t igen あるい

は Sd a  b lood group ant igen を含むスルホムチンやシアロムチンが存在する

ことが示された。  
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第 二 節  

硫 酸 化 糖 鎖 結 合 タ ン パ ク 質 の 同 定 と 結 合 特 性 の 評 価  

 

 

Ⅰ 	
 緒 言  

ニワトリ腸内由来乳酸菌である L.  reu ter i  JCM1081 が H. py lor i の受容

体のひとつであるスルファチドに対して付着性を示すことが見出されて

きた ( 7 8 )。また，スルファチドと類似の構造をもつ硫酸化ガラクトースを

固定化したカラムを用いた実験から，カオトロピック薬剤である OGP で

可溶化される約 47kDa のタンパク質性の物質（ P47）がスルファチドに対

する推定付着因子であることが明らかにされた ( 7 9 )。そこで， P47 のエド

マン法による N 末端のアミノ酸配列解析より配列：AEKEEYE を決定し，

P47 の同定が試みられたが，タンパク質の同定には至っていない ( 7 9 )。  

第二節では，V8 プロテアーゼを用いたクリーブランド法 ( 9 6 )により P47

の内部アミノ酸配列を解析することで， P47 遺伝子の同定することを第

一の目的とした。さらに，組み換えタンパク質を作製することで，複合

糖脂質やムチンに対する P47 の結合特性をタンパク質レベルで明らかに

することを第二の目的とした。  

 

Ⅱ 	
 材 料 お よ び 方 法  

1 .  供試菌株および培養条件  

	
 L.  reu ter i  JCM1081 は理化学研究所（ Sai tama,  Japan）より入手した。De 

Man-Rogosa-Sharp  (MRS;  BD Difco ,  Le  Pont  de  Cla ix ,  France)  寒天培地で

37°C で嫌気培養し，M RS 液体培地では静置培養した。 E.  co l i  DH5a  株，

BL21 (DE3)  株，Roset ta2 株（ Stra tagene ,  CA,  USA）は，Luria-Ber tan i  (LB)  
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寒天培地あるいは LB 液体培地において 37°C で培養した。適宜，アンピ

シリン（ Amp,  100  µg/mL），カナマイシン（ Km, 50  µg/mL），クロラムフ

ェニコール（ Cm, 30µg/mL）を添加した。  

 

2 .  塩化ルビジウム法による E.  co l i のコンピテントセルの作製  

	
 E.  co l i  DH5α， BL21（抗生物質非添加）または E.  co l i  Roset ta2（ Cm +）

を LB 寒天培地で培養し，その後，5 mL LB 液体培地で一晩振とう培養し

た。 1/100 量の培養液を 20 mM MgSO 4 を添加した 200 mL LB 液体培地に

移し， OD 6 0 0  0 .5 になるまで室温で振とう培養した。培養後，氷上で 10

分間冷却し，遠心分離（ 4,500 ×g， 10 分， 4°C）した。得られたペレット

を 40 mL の冷 TFB I 緩衝液（ 30 mM 酢酸カリウム， 10 mM CaCl 2， 50 mM 

MgCl 2， 100 mM RbCl， 15% [v /v]グリセロール）で穏やかに懸濁し，氷上

に 20 分間静置した。遠心分離（ 4,500 ×  g， 10 分， 4°C）し，上清を除い

た後，4 mL の冷 TFB II 緩衝液（ 10 mM MOPS，75 mM CaCl 2，10 mM RbCl，

15% [v /v]グリセロール）で穏やかに懸濁し，200 µL ずつに分注して -80°C

で保存した。  

 

3 .  P47 のアミノ酸シーケンス解析  

	
 L.  reu ter i  JCM1081 は，5mL MRS 液体培地で 37 °C 12 時間培養後，50 mL 

MRS 液体に 2%（ v/v）添加し，12 時間培養を行った。遠心分離（ 6,000 ×g，

4 °C，5 分）し，PBS で洗浄した。湿重量 100mg のペレットに対して 1 mL

の 0.1%(v/v)  OGP（ Sigma–Aldr ich）で懸濁し，室温で 2 時間振とうした。

続いて，遠心分離（ 6,000 ×g，4 °C，10 分）した上清を回収し，蒸留水に

対して透析した。Mukai  et  a l . ,  (2002) ( 7 9 )の方法に従い，ビオチン化硫酸化

ガラクトース（ Seikagaku Corpora t ion）固定化したストレプトアビジン -
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アガロースカラム（ 1mL）を用いて，細胞表層画分から目的タンパク質

を精製し，凍結乾燥後 5mL の超純水に溶解した。溶解したサンプル 55 µL

に 40 mM になるように DTTを加え，37 °Cで 2時間インキュベートした。

次に，  800  mM になるようにヨードアセトアミドを加え， 37 °C で 30 分

インキュベートし，これを 0.2  M NaOH で中和したものをサンプルとした。 

	
 アミノ酸内部配列解析のため，クリーブランド法 -トリシン SDS-PAGE 

（ 16.5  % acry lamide） ( 9 6 )を行った。なお， V8 プロテアーゼ処理は 1 時間

を行った。電気泳動後，セミドライブロッキング法により polyvinyl idene  

d i f luor ide（ PVDF）膜に転写し，Coomass ie  Br i l l ian t  Blue  R-250（ CBB）で

２分間染色した。PVDF 膜から切り取ったバンドをアミノ酸シークエンサ

ー（ Appl ied  b iosys tems pro te in  sequencer  491）のカートリッジにセットし，

得られたプロテアーゼ分解産物をアミノ酸シークエンサーに供し，内部

アミノ酸配列を得た。  

 

4 .  P47 のクローニングと塩基配列の決定  

	
 47 kDa タンパク質の N 末端および内部アミノ酸配列配列をもとに，プ

ライマー 5’-GGIGA(A/G)AA(A/G)GA(A/G)CA(C/T)TA-3’と

5’-TCICCIGG(A/G)AA(A/G)TC (A/G)TA(C/T)TC-3’を用いて， degenera te  

PCR を行った。以降，記載の無い限り， PCR はすべて Takara  Ex Taq 

polymerase（ Takara ,  Shiga， Japan）を用いた。得られた約 500 bp の増幅

産物は， LigaFas tTM Rapid  DNA Liga t ion  Sys tem（ Promega ,  Tokyo,  Japan）

を用いて pGEM-T（ Promega）にクローニング後，塩化ルビジウム法によ

り作製した E.  co l i  DH5α コンピテントセルに 42°C，45 秒のヒートショッ

ク法により形質転換した。QIAprep  Miniprep  k i t（ Qiagen，Hilden，Germany）

を用いてプラスミドを精製後，DNA シーケンス解析により塩基配列を得
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た。塩基配列のアミノ酸配列の変換およびマルチアライメントは

GENETYX ver .  11（ Osaka,  Japan），得られた推定アミノ酸配列の相同性解

析は Blas tP（ ht tp : / /b las t .ncbi .n lm.nih .gov/Blas t .cg i）により行った。等電

点の解析は ProtParam（ ht tp : / /web.expasy .org /pro tparam/）を用いて行った。  

	
 なお， P47 は Elonga t ion  Fac to r -Tu（ EF-Tu）であると同定されたため，

以降 P47 を EF-Tu と表記する。  

 

5 .  組み換え EF-Tu タンパク質の発現と精製  

	
 発現用ベクター pET28b（ Novagen,  Madison ,  WI,  USA）を用いて， N 末

端に 6×His  tag を融合した組み換え EF-Tu タンパク質（ His 6-EF-Tu）の発

現を行った。 ef - tu は，プライマー

5’-CATATGGCTGAAAAAGAACATTATGAAC-3’（下線部は Nde I 認識配列）

と 5’-CTCGAGTTAGTCTAAGATGTCGGATAC-3’（下線部は Xho I 認識配列）

により増幅した。得られた増幅産物は，pGEM-T easy  にクローニング後，

E.  co l i  D H 5α に形質転換した。 N de I と Xho I により目的配列を切り出し，

pET28b にクローン化した。DNA シーケンス解析により塩基配列を確認後，

塩化ルビジウム法により作製した E.  co l i  BL21 コンピテントセルにヒー

トショック法により形質転換した。  

	
 250 mL の LB 液体培地（ Km +）で 37°C で振とう培養し，OD 6 0 0  0 .5 まで

培養後， i sopropyl-b-D-th iogalac topyranos ide（ IPTG,  0 .5  mM）を添加し，

さらに５時間培養した。遠心分離（ 8,000 ×  g， 5 分， 4 °C）を行い，ペレ

ットを PBS で洗浄した。続いて，リゾチーム（ 2  mg/mL,  S igma–Aldr ich）

を添加した BugBuster  pro te in  ex t rac t ion  reagent（ Novagen）により溶菌後，

超音波破砕機（ Branson,  USA）を用いて出力 30%で 5 分間（ 30 秒間隔）

処理することで DNA を切断した。遠心分離（ 16,000 ×  g， 10 分， 4 °C）
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後，上清を回収し，さらに 0.22  µm シリンジフィルターに通した。これ

を HisTrap  HP（ GE Heal thcare）カラムを用いて精製した。続いて，20 mM 

NaCl を含む 10 mM HEPES 緩衝液（ pH 6 .0）で透析し，さらに HiTrap  DEAE 

FF（ GE Heal thcare）カラムを用いて精製した。20 mM NaCl を含む 10 mM 

HEPES 緩衝液（ pH 7 .2）で透析し，アミコンウルトラ -4  10kDa（Milipore，

MA， USA）で濃縮した。得られたタンパク質は， SDS-PAGE（ 12.5  % 

acry lamide）に供し CBB を用いて染色した。タンパク質濃度は BCA-Prote in  

Assay  Ki t で測定し使用するまで -80°C で保存した。また，得られた

His 6-EF-Tu を抗原とし， SPF ウサギを免疫動物としてポリクローナル抗

体を作製した。  

 

6 .  Surface  p lasmon resonance  (SPR)による EF-Tu の結合試験  

	
 His 6-EF-Tu と糖脂質の相互作用は， SPR を利用した Baicore  X（ GE 

Heal thcare）により解析した。His 6-EF-Tu は，CM5 dextran  sensor  ch ip（ GE 

Heal thcare）にアミンカップリング法により約 2,500 resonance  uni ts  (RU)

固定化した。測定はすべて 20 µL/min，25 °Cとして，ABS-EP (10  mM aceta te，

150 mM NaCl ,  3 .4  mM EDTA, 0 .005% surfac tan t  P20;  pH 4 .0 ,  5 .0 ,  6 .0)  ある

いは  HBS-EP (10  mM HEPES， 150 mM NaCl ,  3 .4  mM EDTA, 0 .005% 

surfac tan t  P20;  pH7.2)を用いた。単一濃度の結合試験の場合は，350 nM の

糖脂質（ su l fa t ide ,  su l fa ted- lac tosylceramide ,  ga lac tosylceramide ,  

lac tosylceramide ,  GM3；Sigma-Aldr ich）をアナライトとして添加した。解

離開始時の RU 値を結合量とした。センサーチップの再生は， 50 mM 

Tris -HCl  (pH 8 .0)を 60 秒添加することで行った。  

	
 カイネティクス解析は， 150〜 350 nM の su l fa t ide（ pH 5 .0）をアナライ

トとしてで添加した。流速，温度は上記と同様に行い，解離のステップ
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の測定時間を 120 秒とした。結合速度定数  (ka ) ,  解離速度定数  (kd ) ,  解

離定数  (K D  =  kd /ka )は， BIA evalua t ion  vers ion  3 .0（ GE Heal thcare）を用

いて計算した。また Global  analys is におけるフィッティングモデルは，

s imple  1 :1  Langmuir  b inding  model として，カイ二乗値が 10 以下のセンサ

ーグラムを採用した。  

 

7 .  ELISA による EF-Tu の結合試験  

	
 96 穴マイクロプレートに 50 mM Tris -HCl（ pH9.5）に溶解した PGM を

各ウェル 100 µL ずつ（ヘキソース重量換算 100 ng）となるように添加し，

4 °C で一晩インキュベートした。PBS で２回洗浄後，2%（ w/v）bovine  serum 

a lbumin  (BSA)  -PBS により 2 時間室温でブロッキングした。 0 .1%（ w/v）

BSA を含んだ ABS（ 10 mM aceta te，150 mM NaCl;  pH 5 .0）あるいは  HBS

（ 10 mM HEPES，150 mM NaCl;  pH 7 .2）で２回洗浄後，ABS あるいは HBS

に溶解した His 6-EF-Tu を各ウェルに添加後， 1 時間室温でインキュベー

トした。それぞれの緩衝液で３回洗浄後， ant i  His- tag  mouse  IgG（ Roche;  

1 ,500 倍希釈）を添加し，1 時間室温でインキュベートした。AP 標識抗マ

ウス IgG（ 2,000 倍希釈）を 100µL 添加後，室温で１時間インキュベート

した。２回洗浄後， B luePhos  M ic roW el l  基質を用いて発色し， 10 分後，

2N NaOH で反応を停止し，マイクロプレートリーダーで測定した。  

 

8 .  競合 ELISA による EF-Tu の結合試験  

	
 競合 ELISA は， His 6-EF-Tu と PGM 由来オリゴ糖との相互作用を解析

した。 ABS に溶解した各オリゴ糖（ヘキソース重量換算 0.1~50 ng）と

His 6-EF-Tu（ 10 µg）を室温で１時間インキュベートした。次に， PGM を

固定したプレートに添加し，さらに１時間インキュベートした。0.1%（ w/v）
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BSA-ABS (pH 5 .0)で３回洗浄後， ant i  His- tag  mouse  IgG（ 1,500 希釈）を

添加した。検出方法は上記の通りである。  

	
 PGM34 モノクローナル抗体および血液型タイプ２抗原をエピトープ

とする RGM21 モノクローナル抗体（ Kanto  Chemical ,  Tokyo,  Japan）を用

いて， His 6-EF-Tu の PGM に体する結合阻害試験を行った。 PGM34 ある

いは RGM21 モノクローナル抗体（ 62.5〜 1,000 倍希釈）を PGM 固定プ

レートに添加し，１時間インキュベートした。マウス IgM は，コントロ

ールとして用いた。 0.1% (w/v)  BSA-ABS (pH 5 .0)で３回洗浄後，

His 6-EF-Tu（ 10 µg）を添加し，室温で１時間インキュベートした。さら

に，３回洗浄後，ビオチン化 ant i  His- tag  mouse  IgG（ 1,000 希釈）を添加

し，室温で 45 分インキュベートした。２回洗浄後， AP 標識ストレプト

アビジ（ 1:2 ,000 希釈 ;  Roche）を添加し，室温で 30 分インキュベートし

た。検出方法は上記の通りである。  

 

9 .  組織化学的評価  

	
 屠殺直後のブタ胃（ 24 週齢， LWD）を 37 °C で４時間の条件でメタノ

ール—カルノア固定 ( 9 7 )した。パラフィン包埋後， 4 µm に薄切した。硫酸

化糖鎖は High I ron  Diamine（ HID）染色 ( 9 8 )により検出した。ジアミン溶

液（ N,N -d imethyl-m-phenylenediamine ,  N,N -d imethyl-  p-phenylenediamine ,  

i ron  ch lor ide）で 20 時間染色後，蒸留水で水洗した。アルコール脱水し，

キシレンで透徹後，封入を行った。Olympus  BX53 (Tokyo,  Japan)により観

察した。  

	
 His 6-EF-Tu による染色は，内在性ペルオキシダーゼ活性は，0.3%（ v/v）

過酸化水素 -メタノール溶液で 30 分処理することで不活化した。5%（ w/v）

BSA-PBS で１時間ブロッキング後， 1%(w/v)  BSA-ABS（ pH 5 .0）に溶解
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した His 6-EF-Tu（ 30 µg）を 4 °C で 12 時間インキュベートした。 PBS で

３回洗浄後， pe rox idase -標識ストレプトアビジン（ 1 :1 ,000 倍希 ;  Roche）

を添加し１時間インキュベートした。３回洗浄後， ImmPACT DAB 

Subs t ra te（ Vector  Labora to r ies ,  CA,  USA）により発色した。対比染色は，

ヘマトキシリンを用いた。  

 

10 .  統計処理  

	
 統計処理は， PRISM6 (GraphPad Sof tware)により行った。各実験におけ

る統計処理方法は図の説明に記載した ”n”はそれぞれの実験回数を示し

た。 P 値が 0.05 より小さい場合，有意差ありと判断した。  

 

 

Ⅲ 	
 実 験 成 績  

1.  P47 の配列解析と同定  

	
 P47 の内部アミノ酸配列として，VGLTEDVLKST と EYDFPGDD を同定

した。本配列をもとに， degenera te  PCR を行い， 499-bp の増幅産物を得

た。さらに，DNA シーケンスより得られた配列から 166 アミノ酸残基の

配列が決定し， Blas tP によるデータベース検索の後， L.  reu ter i  JCM1112

の elongat ion  fac tor -Tu（ EF-Tu； DDBJ access ion  No.  YP_001841624）の部

分配列と 100%一致した。さらに，499-bp の塩基配列をもとに設計したプ

ライマーを用いて inverse  PCR を行い，1,191-bp の塩基配列を得た。本配

列から 396 アミノ酸残基， 47 kDa のタンパク質であることが明らかにな

った。ef - tuの塩基配列は DNA Data  Bank of  Japan（ DDBJ）に登録した（ DDBJ 

access ion  number :  AB827441）。Blas tP による相同性解析により，L.  reu ter i  

JCM1081 の EF-Tu は， Acinetobacter  baumanni i  (WP_003107886)， Lis ter ia  
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monocytogenes  (NP_466175)，Mycoplasma pneumonia  (WP_010875022)，

Mycoplasma geni ta l ium  (WP_009885583)， P.  aeruginosa  (NP_252967)の

EF-Tu と 59〜 73%の相同性を示した。また， Lactobaci l lus 属では，約

80~100%の相同性を示した。さらに，ムチンや上皮細胞への結合性が報

告されている L.  johnsoni i  NCC 533 (La1)  (NP_964865.1)の EF-Tu とは 87%

の相同性を示した ( 6 5 )。  

 

2 .  EF-Tu の硫酸化糖脂質への結合性の評価  

	
 His 6-EF-Tu は，E.  co l i  BL21 を宿主として発現させ，His- t rap  HP カラム

を用いて精製した。 SDS-PAGE に供し CBB で染色した結果，アミノ酸配

列から予測された分子量である約 47 kDa の位置に単一バンドのシグナル

が検出された（図７）。  

	
 His 6-EF-Tu と Sulfa t ide の結合性は， Biacore を用いて解析した。 L.  

johnsoni i  NCC 533 の EF-Tu は，ムチンや上皮細胞に対して pH7.0 と比較

し pH5.0 で高い結合性を示すことが報告されている ( 6 5 )。そこで，幾つか

の pH 条件下で解析を行った。緩衝液の pH が pH7.2 から pH4.0 まで低下

するに従い His 6-EF-Tu の Sulfa t ide に対する結合量は増加を示し， pH 依

存的に結合した（図８ A）。続いて， EF-Tu の特異性を評価するため，幾

つかの糖脂質への結合性を解析した。 His 6-EF-Tu は， Sulfa t ide

（ SO 3-3Galβ1Cer）と Sulfa ted- lac tosylceramide（ SO 3-  3Galβ4Glcβ1Cer）に

対して結合性を示し，pH5.0 で顕著に結合性が増加した（図８ B）。一方，

Galactosylceramide（ Galβ1Cer）と Lactosylceramide（ Galβ4Glcβ1Cer）に

対しては，いずれの pH 条件でも結合性は示さなかった。さらに，Sia ly la ted  

g lycol ip id（ GM3; NeuAcα3Galβ4Glcβ1Cer）に対しては，pH5.0 でわずかに

結合が認められたが，硫酸化糖脂質と比較すると非常に低い結合であっ
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た。従って，EF-Tu の結合にはシアル酸は関与しないことが推察された。

さらに， pH5.0 の条件で各濃度の His 6-EF-Tu（ 150〜 350 nM）を添加した

場合，濃度依存的な結合が確認され，これらのセンサーグラムから求め

られたカイネティクスパラメーターは， K D =5.26×10 - 8  M（ ka :  6 .89×10 2  

M - 1s - 1， kd ;  3 .62×10 5  s - 1）となった（図８ C）。以上の結果から， EF-Tu は

複合糖脂質の硫酸化糖鎖に対して，特異性のある強い結合性をもつこと

が示された。  

 

3 .  EF-Tu の PGM への結合性の評価  

	
 ELISA により PGM に対する His 6-EF-Tu の結合性の評価を行った。

His 6-EF-Tu の PGM の結合性は， pH5.0 の条件で濃度依存的であり，

His 6-EF-Tu の添加量が 5 µg 以上で飽和状態となった（図９ A）。一方，

pH7.2 では結合量は低く，これは Sulfa t ide に対する EF-Tu の結合パター

ンと一致した。さらに，スルファターゼあるいはシアリダーゼにより酵

素的処理を行った PGM への His 6-EF-Tu の結合性を評価した（図９ B）。

10 µg の His 6-EF-Tu を添加した際，スルファターゼ処理により有意な結

合性の低下が確認され，さらに，シアリダーゼ処理では結合性は殆ど変

化しなかった。  

	
 続いて，第一節で精製した中性あるいは酸性ムチンオリゴ糖を添加し

た際の His 6-EF-Tuの結合性を競合 ELISAにより評価した。シアル酸と硫酸

基を含む酸性オリゴ糖画分の添加は濃度依存的に His 6-EF-Tuの PGMに対

する結合を阻害した（図 10A）。一方，中性オリゴ糖の添加は結合性にほ

とんど影響を及ぼさなかった。さらに，酸性オリゴ糖からシアル酸を除

去した，脱シアル酸酸性オリゴ糖の添加も同様に阻害活性を示し，中性

オリゴ糖やシアル酸は EF-Tuの結合に関与しないことが示された。  
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 次に，SO 3-6-GlcNAc 構造を含む硫酸化血液型タイプ２抗原をエピトー

プとする PGM34 抗体を用いて His 6-EF-Tu の結合阻害試験を行った。また

コントロールとして，H type  1 抗原をエピトープとする RGM21 抗体を用

いた。 PGM に対する PGM34 抗体の前処理により， His 6-EF-Tu の結合性

は PGM34 抗体の濃度依存的に阻害された（図 10B）。一方，RGM21 とコ

ントロールである IgM の添加は，ほとんど His 6-EF-Tu の結合性に影響し

なかった。以上の結果から，EF-Tu は硫酸基を介して PGM に結合するこ

とが示された。  

 

4 .  組織化学的手法による EF-Tuの結合性の評価  

	
 His 6-EF-Tuのブタ胃粘膜への結合性について評価した。また，胃粘膜に

おける硫酸化糖鎖の検出は， HID染色により行った。図 11に示すように，

His 6-EF-Tuは，粘液ゲル層（m; mucous  ge l  layer），表層粘液細胞（ s ;  surface  

mucous  ce l l s），胃腺狭部粘液細胞（ i ;  mucous  ce l ls  a round the  i s thmus）に

対して部位特異的に反応した。また His 6-EF-Tuの反応部位は，HID染色陽

性の部位と類似した。  

 

Ⅳ 	
 考 察  

	
 第二節では，P47 の同定と結合特性の解析を行った。これまで我々が，

硫酸化糖鎖結合因子として推測してきた P47 は，翻訳伸長因子（ EF-Tu）

であることが明らかになった。 EF-Tu は，リボソーム上でタンパク質合

成の中心的な役割を担う細菌の生育に必須なハウスキーピング因子であ

る。一方で， EF-Tu は L.  johnsoni i  NCC533 の細胞表層に局在し，上皮細

胞やムチンに対する付着因子として機能することが報告されている ( 6 5 )。

さらに，数菌株の L.  p lantarum おいても EF-Tu の存在量とムチンに対す
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る付着性が正の相関を示すことから，付着因子として機能が示唆されて

いる ( 6 6 ) - ( 6 8 )。また，数菌株の Lactobaci l lus が enteropathogenic  E.  co l i（ EPEC）

や Salmonel la  en ter ica  serovar  Typhi のムチンに対する付着性を阻害し，

これに細胞表層の EF-Tu が関与することが報告されている ( 6 6 )。このよう

に， EF-Tu が細胞外に分泌され，細胞表層に局在することで付着因子と

しての機能が示されてきたが， EF-Tu がどのような結合特性を示すのか

不明であった。  

	
 本節で得られた結果から，L.  reu ter i  JCM1081 由来の His 6-EF-Tu は硫酸

化糖脂質に結合性を示し，硫酸基のない糖脂質には全く結合性を示さな

いことが示された。これまで乳酸菌の付着因子と糖脂質の糖鎖との相互

作用解析が行われてきた。 GAPDH がムチン糖鎖に含まれる A 型と B 型

の血液型抗原に結合すること ( 7 0 )，Msa がマンノースを含む糖脂質に対し

て結合することが示されてきた ( 7 5 ) ( 9 9 )。しかし，硫酸化糖鎖への結合因子

はこれまで一切報告されていない。  

	
 さらに，カイネティクス解析の結果， His 6-EF-Tu は Sulfa t ide に対して

K D =52（ nM）を示した。L.  ac idophi lus グループにおける ECM タンパク質

への付着因子として報告されている S-layerタンパク質のカイネティクス

解析の結果と比較すると，フィブロネクチンやラミニンに対する S-layer

タンパク質の結合性は K D =26〜 89 (nM)であり ( 1 0 0 )，EF-Tu と同程度の値を

示す。したがって， EF-Tu が糖脂質に含まれる硫酸化糖鎖に対する付着

因子として十分な結合活性があると考えられた。  

	
 EF-Tu は，ムチンの硫酸化糖鎖に対しても特異な結合性を示した。ま

た，ムチンオリゴ糖を用いた競合 ELISA でも濃度依存的な抑制が確認さ

れたことから，シアル酸やムチンのコアタンパク部分が， EF-Tu の結合

に関与しないことも示された。 PGM34 抗体を用いた結合阻害でも同様の
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結果が得られた。PGM34 の必須エピトープは，SO 3-6GlcNAc とα 1,2-Fuc

である ( 8 9 )。すなわち， EF-Tu は， SO 3-3Gal を含む複合糖脂質に対して結

合性を示すことは既に示したが，PGM34 抗体の結合阻害試験により，SO 3  

-  3Gal 構造だけでなく，そのエピトープ構造に含まれる SO 3-6GlcNAc に

も結合することが強く示唆された。  

	
 興味深いことに，硫酸基と同じくマイナスの電荷を有するシアル酸に

対して EF-Tu は結合性を示さなかった。同様の報告例が幾つか報告され

ている。例えば， E.  co l i の non-f imbria l  adhes in  co l i  surface  an t igen  6  

(CS6) ( 2 2 )，H. py lor i の neutrophi l -ac t iva t ing  pro te in ( 1 0 1 )は，硫酸化糖脂質に

結合するがシアル酸化糖脂質には全く結合性を示さないことが報告され

ている。さらに，ヒト結腸ムチンのスルファターゼ処理は， L.  reu ter i の

MucBD-associa ted  domain（MUBAD）由来の改変ペプチド MUB 7 0 の結合

を低下させるが，シアリダーゼ処理は結合に影響を及ぼさない ( 9 2 )。これ

らの結合機構が，特異的であるか静電的作用であるかは不明だが， L.  

reu ter i  JCM1081 の EF-Tu と異なる点は， EF-Tu が pH 依存的であること

である。実際， EF-Tu は酸性条件では EF-Tu は結合するが，中性条件で

は殆ど結合しない。さらに，Biacore による相互作用解析では，弱アルカ

リ緩衝液（ pH 8 .0）を用いることで，EF-Tu の結合を完全に解離させるこ

とが出来る。すなわち，静電的相互作用は EF-Tu の結合に極めて重要で

あることが推察される。しかし，なぜ負の電荷をもつシアル酸に EF-Tu

が全く結合しないのか，単なる静電的作用だけでは説明することはでき

ない。また， CS6， neutrophi l -ac t iva t ing  pro te in や MUB 7 0 のような硫酸化

糖鎖に結合するタンパク質との配列的な類似性は認められない。したが

って，今後の研究により，硫酸化糖鎖に対して特異的に結合する新規の

レクチン様のドメインまた構造等が見出される可能性が期待される。   
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第 三 節  

L.  reuter i に お け る EF-Tu の 付 着 因 子 と し て の 評 価  

 

 

Ⅰ 	
 緒 言  

	
 第二節では， EF-Tu が複合糖脂質やムチンに含まれる硫酸化糖鎖を特

異的に認識して結合する性質をもつことを組み換え EF-Tu タンパク質を

用いて明らかにした。 EF-Tu は， A.  baumanni i ,  L.  johnsoni i ,  L.  

monocytogenes ,  M. pneumoniae ,  M. geni ta l ium ,  P.  aeruginosa において細胞

外へと移行し，菌体表層にとどまることが示されており，有用細菌，病

原細菌問わず，付着因子または感染因子としての重要な役割をもつこと

が示されている ( 6 5 ) ( 1 0 2 ) - ( 1 0 7 )。  

	
 EF-Tu が付着因子として機能するためには，細胞表層に局在し，アン

カーリングされることが重要である。一般的に，細胞表層に局在する付

着因子は， CWAP やリポタンパク質のように細胞壁あるいは細胞膜に共

有結合でアンカーリングされるものと，GAPDH，Enolase，GroEL のよう

に静電的に細胞表層にとどまるものが存在する ( 7 1 ) ( 7 3 )。 EF-Tu も，膜貫通

ドメインや細胞壁結合ドメインなど既知のアンカーリング領域が保存さ

れていないタンパク質であり，後者のような細胞表層局在様式を示すと

考えられてきたが ( 6 5 ) ( 1 0 2 )，その局在様式や菌株における付着因子としての

解析は十分に行われていない。そこで，第三節では， EF-Tu が L.  reu ter i

における付着因子としての評価を行うために，細胞表層における局在と

L.  reu ter i の付着性に対する役割に関して評価することを目的とした。  
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Ⅱ 	
 材 料 お よ び 方 法  

1.  供試菌株および培養条件  

	
 L.  reu ter i  JCM1081,  JCM1084,  JCM1112 T,  JCM2763,  JCM2764 は理化学研

究所より入手した。MRS 寒天培地で 37°C で嫌気培養後， 5mL 液体培地

で 12 時間静置前培養した。本培養は， 100mL MRS 培地で 10 時間静置培

養した。  

 

2 .  L.  reu ter i の細胞表層タンパク質の抽出  

	
 細胞表層タンパク質の抽出方法は Lorta l  et  a l . ,  (1992)  ( 1 0 8 )の方法に従っ

た。 L.  reu ter i  JCM1081（ 10 1 0  co lony-forming uni ts  [CFU]）を遠心分離

（ 16,000 ×g，10 分，4 °C）し，ペレット 10 mg に対して 1mL の 5 M GuHCl

を加え，4°C で 15 分振とうした。続いて，遠心分離（ 16,000 ×g ,  10 分 ,  4°C）

を行い，上清を回収し 25 mM Tris -HCl  (pH 7 .0)，1 mM EDTA で透析した。

培養上清は， 0.22  µm シリンジフィルターに通した後， 10% (w/v)トリク

ロロ酢酸（ TCA）沈殿を行い， 1/50 量の 25 mM Tris -HCl  (pH 7 .0)， 1 mM 

EDTA に溶解した。菌体は， 25 mM Tris -HCl  (pH 7 .0)， 1 mM EDTA に懸

濁後， 0.3  g  0 .1-mm zi rconia-s i l ica  beads を加え， Bead bea ter  (Fas tPrep  

QBiogene ,  CA,  USA)で 4,800 rpm，180 秒間処理した。遠心分離（ 10,000 ×g ,  

5 分 ,  4  °C）で得られた上清を回収した。  

	
 L.  reu ter i  JCM1081 における EF-Tu の局在を評価するため，遠心分離し

た菌体ペレット（ 10 1 0  CFU）に対して，ABS (pH 4 .0)  あるいは HBS (pH 8 .0)  

を 5mL 加え， 37 °C で１時間振とうした。サンプルの分画は，上記に従

って行った。  

 

3 .  ウエスタンブロット  
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 タンパク質サンプルは，SDS-PAGE（ 12.5% acry lamide）に供し，PVDF

膜に転写した。 5 %(w/v)スキムミルクを添加した PBS-0 .05% Tween 20

（ PBS-T）で２時間ブロッキングした。 PBS-T で３回洗浄後，抗 EF-Tu

ポリクローナル抗体（ 1,500 倍希釈）を添加し室温で１時間インキュベー

トした。３回洗浄後，AP-標識  mouse  an t i  rabbi t  IgG（ Dako;  2 ,000 倍希釈）

を加え，室温で１時間インキュベートした。３回洗浄後，BCIP/NBT l iquid  

subs t ra te  sys tem（ Sigma-Aldr ich）により発色した。  

	
 抗 RNA ポリメラーゼ抗体（ Acr is  Ant ibod ies ,  CA,  USA； 2 ,500 倍希釈）

は細胞内マーカーとして使用した。２次抗体は，AP-標識  rabbi t  an t i  mouse  

IgG（ 3,000 倍希釈）を用いた。  

 

4 .  L.  reu ter i の PGM への付着性の評価  

	
 ムチンが固定された 96 穴プレートを， 2% (w/v)  BSA-PBS で２時間ブ

ロッキングした。10 時間培養した L.  reu ter i  JCM1081 を遠心分離（ 6,000 ×g ,  

5 分 ,  4  °C）し，pH を調整した Dulbecco 's  Modif ied  Eagle  Medium（ DMEM；

pH 4 .0 ,  5 .0 ,  6 .0 ,  7 .2）に 5 ×10 7  CFU/mL になるように菌数を調整した。PBS

で３回各ウェルを洗浄した後，調製した菌液を 100 µL ずつ添加し，37 °C

で１時間インキュベートした。 DMEM で２回洗浄後， 0.1%(v/v)  Tr i ton  

X -100 -P B S を 100  µ L ずつ添加し，激しくピペッティングし回収した後，

段階希釈し MRS 寒天培地に播種した。付着率（%）＝（付着した菌数 [CFU]

／添加した菌数 [CFU]）×100 として算出した。  

	
 抗 EF-Tu 抗体による付着阻害のため，DMEM（ pH5.0）に懸濁した菌液

（ 5 ×10 7  CFU/mL）に抗 EF-Tu 抗体（ 50,  100 ,  200 倍希釈）を添加し，37 °C

で１時間インキュベートした。調製した菌液を 100 µL を付着試験に用い

た。方法は，上記の通りである。  
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5 .  統計処理  

	
 統計処理は， PRISM6（ GraphPad Sof tware）により行った。各実験にお

ける統計処理方法は図の説明に記載した ”n”はそれぞれの実験回数を示

した。 P 値が 0.05 より小さい場合，有意差ありと判断した。  

 

 

Ⅲ 	
 実 験 成 績  

1.  L.  reu ter i  JCM1081における EF-Tuの局在  

	
 L.  reu ter i  JCM1081における EF-Tuの局在を抗 EF-Tu抗体を用いたウエス

タンブロットにより検出した。細胞内と細胞表層画分では，すべての培

養時間において EF-Tuのシグナルが検出された（図 12）。一方，培養上清

では EF-Tuは培養時間 6時間まで検出されたが，8時間以降の培養時間では

顕著に EF-Tuのシグナルが弱くなった。また，細胞内マーカーである RNA

ポリメラーゼ抗体は，培養上清画分には反応せず（図 12）， EF-Tuの分泌

は細胞溶解によるものではないことが示された。  

	
 次に pHを変化させた際の EF-Tuの局在について解析を行った。 pH8.0の

条件では EF-Tuはほとんど細胞表層画分に局在せず，上清で検出された

（図 13）。一方，pH4.0の条件では，EF-Tuは細胞表層画分に局在し，上清

では検出されなかった。また， RNAポリメラーゼ抗体は，細胞表層画分

と上清画分には反応しなかった。従って，EF-Tuは弱アルカリ条件で上清

に遊離し，弱酸性条件で細胞表層に局在することが示された。これは

EF-Tuの等電点の前後で局在が変化した結果と一致した。  

 

2 .  他の L.  reu ter iにおける EF-Tuの局在  



 47 

	
 L.  reu ter i  JCM1084,  JCM1112 T,  JCM2763,  JCM2764における EF-Tuの局

在を，同様に抗 EF-Tu抗体を用いたウエスタンブロットにより検出した。

L.  reu ter i  JCM2763株での発現量は低かったが，すべての菌株で培養初期

から定常期まで細胞表層における EF-Tuの局在が確認できた（図 14）。  

 

3 .  L.  reu ter i  JCM1081の EF-Tuを介した PGMへの付着性の評価  

	
 L.  reu ter i  JCM1081における付着因子としての機能を評価するために，

抗 EF-Tu抗体を用いた PGMに対する付着阻害試験を行った（図 15）。 L.  

reu ter i  JCM1081の PGMに対する付着性は，抗 EF-Tu抗体の添加量依存的に

阻害され， 50倍希釈の条件で最も阻害された。一方，免疫前血清では L.  

reu ter i  JCM1081の付着性はほとんど変化せず，EF-Tuが細胞表層で付着因

子として機能することが示された。  

	
 さらに， pH4.0から 7.2の条件における L.  reu ter i  JCM1081の PGMに対す

る付着性を評価した結果，pH4.0で最も高い付着性を示し，pHが中性に移

行するに従い，付着性は低下した。これは EF-Tuの細胞表層局在および結

合性のパターンと一致した（図 16）。  

 

 

Ⅳ 	
 考 察  

	
 L.  reu ter i  JCM1081の EF-Tuは，培養初期から定常期まで細胞外に分泌さ

れ，細胞表層における局在は，培地中の pHの影響を受けることが示され

た。これらの結果は， L.  cr ispatus  ST1由来の GAPDHや Enolaseの局在に関

する報告 ( 7 3 )と類似した。すなわち， L.  cr ispatus  ST1の GAPDHと Enolase

は， L.  cr ispatus  ST1をこれらのタンパク質の等電点（ GAPDH： 5.2，

Enolase： 4.8）以下の pHの緩衝液で処理した際，緩衝液中に GAPDHと
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Enolaseが遊離すると報告している。また，GAPDHと Enolaseは，L.  cr ispatus  

ST1の細胞壁の構成成分である酸性リポテイコ酸（ LTA）に静電的に結合

することで，細胞表層における局在を可能としていることを示唆してい

る ( 7 3 )。したがって，本節で得られた結果においても，緩衝液の pHが 5.5

から 4.7の間に L.  reu ter i  JCM1081における EF-Tuの局在が変化しており

（図 12），これは EF-Tuの等電点 4.9と極めて近い値であることから，

GAPDHと Enolaseと同様に， EF-Tuの細胞表層局在にも電荷の関与が強く

推察された。さらに， L.  reu ter i  JCM1081のムチンに対する付着性は抗

EF-Tu抗体処理により濃度依存的に阻害され，また， L.  reu ter i  JCM1081

のムチンに対する付着性は pH依存的であり pH 4 .0で最も高くなった。以

上の結果から， L.  reu ter i  JCM1081が産生する乳酸による環境中の pH低下

に伴い，EF-Tuは L.  reu ter i  JCM1081の細胞表面に静電的にアンカーリング

され，さらにムチンや糖脂質の硫酸基をエピトープとする付着因子とし

て機能することが考えられた。  

	
 これまで乳酸菌と硫酸化糖鎖との相互作用に関する研究が行われてき

た。Lactobaci l lus  ME-522 や L.  gasser i  ME-527 はスルホムチンとシアロム

チンの双方に付着することが報告されているが，その付着機構や付着因

子に関する知見は得られていない ( 3 8 )。また，L.  reu ter i の MUB 7 0 変異ペプ

チドが Muc2 ムチンの硫酸化糖鎖に結合し，さらに粘液ガンのマーカーと

して有用であることが示されているが，菌株における付着因子としての

役割は関しては言及されていない ( 9 2 )。従って，乳酸菌における硫酸化糖

鎖付着因子は，これまで明らかにされておらず，本研究が初めての報告

例である。さらに， EF-Tu は他の Lactobaci l lus 属菌と非常に高いアミノ

酸配列の相同性を示すことに加え，他の L.  reu ter i においても細胞表層に

おける局在が示された。また， L.  johnsoni i  NCC533 の EF-Tu も pH5.0 の
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条件でムチンに対して付着性を示し，pH7.0 では付着性を示さないことが

報告されている ( 6 5 )。したがって，L.  reu ter i  JCM1081 の EF-Tu とその結合

特性は類似する。以上のことから， EF-Tu は他の乳酸菌においても硫酸

化糖鎖への特異性のある付着因子として機能すると考えられた。  
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第 四 節  

ス ル ホ ム チ ン 付 着 性 を 示 す Bif idobacter ium の 探 索  

 

 

Ⅰ 	
 緒 言  

	
 Bif idobacter ium は，偏性嫌気性細菌であり，生後すぐに優勢菌となり，

乳児の糞便中からは 10 6〜 10 1 0  ce l l s /g 検出される ( 1 0 9 ) ( 1 1 0 )。さらに成人にお

いても高い菌数を維持しており，ヒトの腸内細菌叢の約 90%を占める ( 1 1 1 )。

Bif idobacter ium のうちいくつかの菌株は，免疫活性化 ( 1 2 )，病原の排除

( 1 2 ) ( 1 3 )など多岐にわたる有用効果が報告されており，プロバイオティクス

として特徴付けられてきた ( 1 1 2 )。  

	
 Bif idobacter ium のムチンを介した消化管への付着の過程は，腸内環境

でのコロニー形成に重要であり，さらに生存をより有利にする性質とし

て着目されてきた ( 1 1 3 )。特に，Bif idobacter ium は，ヒトの消化管下部に生

息し，そこにはスルホムチンやシアロムチンといった酸性ムチンが豊富

に存在する ( 8 5 )。したがって，酸性ムチンに付着性を示す Bif idobacter ium 

は，腸内環境中における生存に対して有利にはたらくと仮説を立てた。

これまで，表２に示したように， Bif idobacter ium のムチンに対する付着

因子として Type IV Tad p i l i ( 4 7 )や FimA ( 4 5 )などの線毛（様）付着因子，さ

らに Transa ldolase  Tal ( 7 2 )，BopA ( 5 8 ) - ( 6 0 )が見出されてきた。しかしながら，

それらは菌株に依存的であり，その結合エピトープに関して述べている

報告は少なく，特に，酸性ムチンとの相互作用に関する研究例は少ない。  

	
 本論文では，第二章  第一節から第三節にわたり， L.  reu ter i の EF-Tu

を介した硫酸化糖鎖への付着性に関して述べてきた。 EF-Tu は，すべて

の細菌が保有するハウスキーピング因子であり， Bif idobacter ium におい
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ても高い配列保存性を示す（アミノ酸配列の相同性：86〜 38 %）。そこで，

Bif idobacter ium においても EF-Tu を介したスルホムチンへの付着機構が

存在すると仮説を立てた。そこで，第４章では，様々な宿主由来の

Bif idobacter ium  22 菌株を用いて，PCM への付着特性の評価を行うととも

に，スルホムチンに付着性を示す Bif idobacter ium  の探索を行うこととし

た。さらに，EF-Tu の発現を評価することで，Bif idobacter ium の消化管定

着プロセスの一端を明らかにすることを目的とした。  

 

 

Ⅱ 	
 材 料 と 方 法  

1.  供試菌株および培養条件  

	
 本研究で用いた Bif idobacter ium  22 菌株は表５に示した。これらの菌株

は， American  Type Cul ture  Col lec t ion  (ATCC; VA,  USA)または森永乳業株

式会社（ Tokyo,  Japan）より分与された。 0.05% (w/v)  L-システインを添

加した MRS 寒天培地あるいは MRS 液体培地において 37°C で嫌気培養し

た。  

 

2.  96 穴プレートを用いた Bif idobacter ium の PCM への付着性の評価  

	
 96 穴プレートに PCM を固定し，さらに 2% (w/v)  BSA-PBS で２時間ブ

ロッキングした。Bif idobacter ium は，MRS 液体培地で OD 6 0 0  2 .0 付近にな

るまで嫌気培養した。これを遠心分離（ 6,000 ×g ,  5 分 ,  4  °C）し， PBS で

２回洗浄後，10 8  CFU/mL となるように DMEM に懸濁した。続いて，PBS

で３回各ウェルを洗浄した後，菌液を 100 µL ずつ各ウェルに添加し，

37 °C で１時間インキュベートした。 DMEM で２回洗浄後， 0.01%(v/v)  

Tr i ton  X-100-PBS を 100 µL ずつ添加し，激しくピペッティングすること
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で菌を回収した。さらに，菌液を段階希釈し M RS 寒天培地に播種した。 

	
 抗ムチン抗体による付着阻害試験は， PGM34（ 100 倍希釈）あるいは

HCM31 抗体（ 50 倍希釈）を PCM を固定した 96 穴プレートに添加し，室

温で１時間インキュベートした。 0.1%(w/v)  BSA-PBS で２回洗浄後し，

調製した菌液 100 µL を添加した。方法は，上記の通りである。  

 

3 .  Biacore を用いた Bif idobacter ium の PCM への付着性の評価  

	
 Bif idobacter ium とムチンの相互作用は， Baicore  X により解析した。方

法は Uchida  e t  a l . ,  (2004)  ( 1 1 4 )の方法に従った。粗精製あるいは精製 PCM

を CM5 dextran  sensor  ch ips にアミンカップリング法により約 3,500 RU 固

定化した。測定条件は 10 µL/min，25°C として， Running  buffer は，HBS-EP 

（ pH7.2）を用いた。 Bif idobacter ium は，MRS 液体培地で OD 6 0 0  2 .0 付近

になるまで嫌気培養した。培養菌液を遠心分離（ 6,000 ×g ,  5 分 ,  4  °C）し，

HBS-EP で２回洗浄後， 10 8  CFU/mL となるように HBS-EP に懸濁した。

調製した菌液 100µL をアナライトとして用いた。解離開始時の RU 値を

結合量とした。センサーチップの再生は， 2M NaCl  を 60 秒間添加した。 

 

4 .  Bif idobacter ium の細胞表層タンパク質の抽出  

	
 細胞表層タンパク質の抽出方法は第三節に記載した方法に従った。 12

時間培養した Bif idobacter ium（ 10 1 0  CFU）を 5 M GuHCl により処理する

ことで細胞表層タンパク質を得た。  

 

5 .  ウエスタンブロット  

	
 ウエスタンブロットの方法は第三節に記載した方法に従った。  
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6.  統計処理  

	
 統計処理は，PRISM6 により行った。各実験における統計処理方法は図

の説明に記載した ”n”はそれぞれの実験回数を示した。P 値が 0.05 より小

さい場合，有意差ありと判断した。  

 

 

Ⅲ 	
 実 験 成 績  

1.  Bif idobacter iumの PCMに対する付着性の評価  

	
 Bif idobacter ium  22菌株の粗精製あるいは精製 PCMに対する付着性の評

価は Biacoreを用いて行った。PCMへの付着性は菌株によって異なり，31.5

±22.9〜 190.6±10.8  RUであった（図 17）。特に，粗精製ムチンと精製ム

チンの間では付着性が大きく異なる菌株が存在した。 22菌株の中で， B.  

pseudolongum  subsp .  pseudolongum  PNC-2-9Gが精製ムチン対して最も高

い付着性を示した。また， B.  breve  M-16 V,  Bif idobacter ium in fant is  M-63,  

B.  longum  BB536,  B.  b i f idum  ATCC29521,  B.  pseudolongum  subsp .  

pseudolongum  PNC-2-9G,  B.  thermophi lum S-501,  B.  animal is  subsp .  animal is  

MCC-1489， B.  animal is  subsp .  lac t is  MCC-0525は，粗精製ムチンと比較し

精製ムチンに対して有意に高い付着性を示した。一方， B.  b i f idum  

ATCC15696と B.  animal is  subsp .  lac t is  JCM1253は，粗精製ムチンに対して

高い付着性を示した。これらの結果は，Bif idobacter iumの PCMへの付着性

は，菌株依存的であり，ムチンの精製純度が付着性に影響を及ぼすこと

が示された。  

 

2 .  Bif idobacter iumのスルホムチンとシアロムチンに対する付着性  
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 スルファターゼあるいはシアリダーゼ処理を行った PCMに対する

Bif idobacter iumの付着性を評価した。また，本試験で用いた菌株は，精製

ムチンに対して有意に高い付着性を示した８菌株を用いた。 B.  longum  

BB536,  B.  b i f idum  ATCC 29521,  B.  animal is  subsp .  lac t is  MCC-0525はスル

ファターゼ処理により付着性が有意に減少した（図 18）。さらに，B.  longum  

BB536と B.  animal is  subsp .  an imal is  MCC-0525はシアリダーゼ処理により

付着性が有意に減少した。一方，B.  animal is  subsp .  an imal is  MCC-1489は，

スルファターゼ処理により付着性が増加した。  

	
 次に PGM34あるいは HCM31モノクローナル抗体による Bif idobacter ium

の付着阻害試験を行った（図 19）。 PBM34抗体の処理により， B.  b i f idum  

ATCC29521の付着性は有意に減少した。また，B.  longum  BB536は，PGM34

と HCM31抗体によって付着性が有意に減少した。 B.  animal is  subsp .  lac t is  

MCC0525は，HCM31抗体で有意に減少したが， PGM34抗体では付着性は

変化しなかった。コントロールである IgMでは，有意な付着性の変化は認

められなかった。  

 

3 .  Bif idobacter iumにおける EF-Tuの発現と局在  

	
 本試験で用いた菌株は，精製ムチンに対して有意に高い付着性を示し

た８菌株を用いた。すべての菌株において細胞内の EF-Tuのシグナルは検

出された（図 20）。一方， B.  thermophi lum S-501ではシグナルが弱く，発

現量が低いこと，または，抗体の反応性が弱いことが考えられた。また，  

B .  breve  M-16 V,  B.  longum  BB536,  B.  b i f idum  ATCC29521,  B.  pseudolongum  

subsp .  pseudolongum  PNC-2-9G,  B.  thermophi lum S-501,  B.  animal is  subsp .  

lac t is  MCC-0525で EF-Tuの細胞表層における局在が確認された。一方，B.  

in fant is  M-63と B.  animal is  subsp .  animal is  MCC-1489において細胞表層に
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おける局在は全く検出されず，EF-Tuの細胞表層局在あるいは細胞外への

分泌は，菌株依存的であることが示された。  

 

 

Ⅳ 	
 考 察  

	
 第四節では，様々な分離源に由来する Bif idobacter iumのスルホムチンへ

の付着性に着目し評価を行った。糖鎖付着性の観点から，精製純度の異

なる粗精製ムチンと精製ムチンに対する Bif idobacter iumの付着性の評価

を検討した結果，ムチンの精製純度が大きな影響を及ぼすことが示され

た。また，粗精製ムチンに対する付着性が増加した菌株は，ムチン糖鎖

より核酸やタンパク質など夾雑物に対して付着性を示したことによるも

のと考えられた。そこで，精製ムチンに対して付着性が増加した８菌株

についてスルホムチン付着性について検討した。 B.  longum BB536,  B.  

b i f idum ATCC29521， B.  animal is  subsp .  lac t is  MCC-0525がスルホムチンに

対して付着性を示す菌株であることを見出した。一方， B.  longum BB536

と B.  animal is  subsp .  lac t is  MCC-0525は，シアリダーゼ処理でも付着性が

低下することから，これらの菌株の付着性は，スルホムチンとシアロム

チンの認識性がある，もしくは静電的相互作用が示唆された。また， B.  

longum  BB536と B.  b i f idum  ATCC29521は， PGM34あるいは HCM31抗体に

より阻害されたことから，それぞれの抗体のエピトープ構造である

6-su l fa ted  b lood-group H type  2  an t igenあるいは Sd a  b lood group ant igenに対

しても付着性を示す可能性が示唆された。興味深いことに， B.  animal is  

subsp .  an imal is  MCC-1489は，スルファターゼよりにより増加した。この

結果は，Lactobaci l lus  ME-522 と B.  b i f idum MCC-1092の付着性が低下した

ことと極めて類似する ( 3 8 )。筆者らは，スルファターゼ処理により露出し
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た Galや GlcNAcに付着するためであると考えており， B.  animal is  subsp .  

an imal is  MCC-1489の付着性も同様の性質をもつものと推察された。  

	
 次に，細胞表層における EF-Tuの局在を評価した。スルホムチン付着性

を示した B.  longum BB536,  B.  b i f idum ATCC29521，B.  animal is  subsp .  lac t is  

MCC-0525において EF-Tuのシグナルを検出することが出来た。一方で，

スルホムチンに付着性を示さない B.  breve  M-16 V，B.  pseudolongum  subsp .  

pseudolongum  PNC-2-9G， B.  animal is  subsp .  an imal is  MCC-1489にも EF-Tu

の細胞表層におけるシグナルが確認され，EF-Tuの局在とスルホムチン付

着性に関して明確な関連性を見いだすことが出来なかった。また， L.  

reu ter iの EF-Tuの細胞表層における存在量は，細胞内の EF-Tuと同程度の

シグナルを示したが，Bif idobacter iumの細胞表層における存在量は，半分

程度であった。Granato  et  a l . ,  (2003)  ( 6 5 )も同様の報告をしており，細胞表

層の構成成分の違いや細胞外への分泌量の違いによるものと推察された。

したがって， Bif idobacter iumのスルホムチン付着性と菌株における EF-Tu

の付着因子としての役割は Lactobaci l lusと比較しながら，さらに解析する

必要がある。  
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第三章	
  
 

 
EF-Tu の分泌機構の解明	
 

 

 

 

第一節  

EF-Tu の分泌経路の探索  

 

 

第二節  

EF-Tu の分泌シグナルの探索  
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第 一 節  

EF-Tu の 分 泌 経 路 の 探 索  

 

 

Ⅰ 	
 緒 言  

	
 グラム陽性細菌において細胞外に分泌される多くのタンパク質は，細

胞質で合成された後，いくつかのトランスポーターを介して細胞表層に

提示される（図 21）。このようなタンパク質の N 末端には，数十アミノ

酸残基の塩基性領域−疎水性のコア領域—極性領域からなる分泌シグナル

配列をもち，シグナル配列依存的に分泌される ( 4 0 ) ( 1 1 5 )。現在，グラム陽性

細菌で報告されている主な分泌シグナル配列は，① Sec シグナル配列，②

Twin-arg in ine（ R/R または K/R）シグナル配列，③リポタンパク質シグナ

ル配列，④ Pseudopi l in-様シグナル配列，⑤バクテリオシンシグナル配列

（リーダー配列）が挙げられる ( 1 1 5 )。 Sec， Tat，リポタンパク質分泌シグ

ナル配列をもつタンパク質は Sec あるいは Tat 輸送経路 ( 4 0 ) ( 4 2 ) ( 1 1 6 )，

Pseudopi l in は Com 輸送経路 ( 1 1 7 )，バクテリオシンシグナル配列をもつタ

ンパク質は ABC 輸送経路により分泌される ( 1 1 8 )。従って，タンパク質の

分泌経路は，分泌シグナル配列により厳密に決定される ( 4 0 )。  

	
 このような分泌シグナルの配列的特徴に基づき，細胞外に分泌される

タンパク質を予測する SignalP ( 1 1 9 )や TATP ( 1 2 0 )などのプログラムが開発さ

れており， Baci l lus  subt i l i s では約 300 種類のタンパク質がこれらの経路

で輸送されると予測される ( 1 2 1 ) ( 1 2 2 )。一方， Baci l lus  subt i l i s のプロテオー

ム解析では，約 600 種類ものタンパク質が細胞外に分泌されることが報

告されていることから ( 1 2 3 )，先に示したようなプログラムで分泌経路が予

測出来るタンパク質は，全分泌タンパク質の半数程度に過ぎない。分泌
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シグナル非依存的な分泌経路として，Baci l lus  anthracis や B.  subt i l i s のα

-Enolase が膜小胞を介して細胞外へと分泌される経路や ( 1 2 4 ) - ( 1 2 6 )，溶菌に

よるタンパク質の細胞外への移行経路が示唆されている ( 1 2 7 ) ( 1 2 8 )。しかし

ながら，既知の分泌シグナル配列が保存されていないタンパク質の分泌

経路に関しては，菌株やタンパク質依存的であることから，配列的予測

は困難であり不明な点が多い。さらに， Lactobaci l lus 属乳酸菌のタンパ

ク質の分泌機構に関する研究は極めて遅れており，タンパク質の分泌経

路に関する研究例はほとんど無い。  

	
 第二章において， L.  reu ter i の硫酸化糖鎖結合タンパク質として

Elongat ion  fac tor  Tu（ EF-Tu）を同定し，その付着特性と細胞表層におけ

る局在を見出してきた。EF-Tu は，EF-Tu・GTP 複合体を形成しアミノア

シル tRNA と結合し，リボソーム上で A 部位から P 部位へとアミノ酸を

運搬する細胞質内で機能をもつ因子である ( 1 2 9 )。このような細胞質内で役

割をもつタンパク質であるにも関わらず，多くの EF-Tu が細胞外へと移

行していることを見出した。さらに，L.  reu ter i における EF-Tu の分泌は，

溶菌ではないことが示されたことから，何らかの分泌装置が関与する推

測した。そこで，第三章・第一節では， EF-Tu 分泌経路の探索を行うこ

ととした。  

 

 

Ⅱ 	
 材 料 と 方 法 	
 

1.  供試菌株および培養条件  

L.  reu ter i  JCM1081 と L.  reu ter i  JCM1112 T は，MRS 寒天培地で 37°C で

24 時間嫌気培養し，MRS 液体培地で静置培養した。クローニングホスト

として， Lactococcus  lac t is  IL1403 は， 0.5  % (w/v)グルコース含有 M17 培
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地（ Dif ico）を用いて 30°C で培養した。 E.  co l i  DH5a 株あるいは Roset ta  

2  株は，LB 寒天培地あるいは LB 液体培地において 37°C で振とう培養し

た。 L.  reu ter i  JCM1081 には，エリスロマイシン（ Em） 10 µg/mL あるい

は Cm（ 20  µg /ml）を添加した。 Lac .  lac t i s  IL1403 には， Em（ 10  µg/mL）

を添加した。E.  co l i には，Amp（ 100 µg/mL），Km（ 40µg/mL），Cm（ 30 µg/mL）

添加した。  

 

2 .  組み換え Enolase タンパク質の発現と精製  

	
 発現用ベクター pET28b を用いて， N 末端に 6×His  tag を融合した組み

換え Enolase タンパク質（ His 6-Enolase）の発現を行った。方法は，第二

章・第二節に従った。 Enolase 遺伝子（ eno）は，プライマー EnoF 

5 ’ -C A TA TG TTA A G TG G A A TTG CTTTCCA A -3’（下線部は N de I 認識配列）

と EnoR 5’-  CTCGAGTTAACGATTTTCGATGTCTTG-3’（下線部は Xho I 認

識配列）を用いて PCR により増幅した。 pGEM-T easy にクローン化後

（ pGEM-T easy-enolase）。Nde I と Xho I により目的配列を切り出し，pET28b

にクローン化し，E.  co l i  Roset ta2 に形質転換した。250mL の LB 液体培地

で（ Km +，Cm +）37 °C で振とう培養し，OD 6 0 0  0 .4 まで培養後， IPTG（ 0.5  

mM）を添加し，さらに５時間培養した。遠心分離（ 8,000 ×g，5 分，4 °C）

を行い，ペレットを PBS で洗浄した。続いて，BugBuster  pro te in  ex t rac t ion  

reagent により溶菌後，超音波破砕機により DNA を切断した。これを

HisTrap  HP カラムを用いて精製した。続いて， 10 mM HEPES 緩衝液（ 20 

mM NaCl， pH 6 .5）で透析し，さらに HiTrap  DEAE FF カラムを用いて精

製した。 10 mM HEPES 緩衝液（ 20 mM NaCl， pH 6 .5）で透析し，アミコ

ンウルトラ -4  10kDa で濃縮した。得られたタンパク質は， SDS-PAGE

（ 12.5  % acry lamide） に供し CBB を用いて染色した。タンパク質濃度は
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BCA-Prote in  Assay で測定し使用するまで -80°C で保存した。また，得ら

れた His 6-Enolase を抗原とし，SPF ウサギを免疫動物としてポリクローナ

ル抗体を作製した。  

	
 

3.  Lac.  lac t is  IL1403 のコンピテントセルの作製  

Lac.  lac t is  IL1403 株を M17 寒天培地で一晩培養し，5 mL の  0 .5  (w/v)%

グルコース添加 M17 液体培地で一晩培養した。培養液を 200 mL の M17

液体培地（ 0.5% [w/v]グルコース，0.5  M スクロース，1 %[w/v]グリシン）

に 1 (v /v)  %加え，OD 6 0 0  0 .6 になるまで 30℃で培養した。培養菌液を遠心

分離（ 6,000 ×g，10 分，4 °C）したあと上清を捨て，冷エレクトロポレー

ション緩衝液（ 0.5  M スクロース，10%[w/v]グリセロール）により洗浄を

2 回洗浄した。洗浄後，冷エレクトロポレーション緩衝液を 2 mL 加えて

懸濁し， 50 µL ずつ菌液を分注し、 -80℃で保存した。  

 

4 .  Lac.  lac t is  IL1403 の形質転換  

−80℃で保存されていたコンピテントセル（ 50 µL）を氷上で融解し，

プラスミド DNA を約 300 ng 加え，氷上で冷やしておいたエレクトロポ

レーション用キュベットに入れ，氷上で 10 分間静置した。ジーンパルサ

ー（ Bio-Rad）を用いたエレクトロポレーション（ 25.0  µF，2.0  KV，200 Ω）

により形質転換を行った。直ちにキュベットをジーンパルサーから取り

出し、 1 mL の回復 M17 液体培地（M17 液体培地； 0.5  M スクロース， 10 

mM CaCl 2， 0.5%[w/v]グルコース）を加え， 30℃で２時間培養した。 Em

（ 10 µg/mL）添加 M17 寒天培地に播種し， 30℃で一晩培養した。  

 

5 .  L.  reu ter i のコンピテントセルの作製  
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 コンピテントセルの作製は，MQ Wei  et  a l . ,  (1995) ( 1 3 0 )の方法の一部を

変更し行った。L.  reu ter i  JCM1081 株を 5 mL MRS 液体培地で一晩培養し

た。 2%(w/v)グリシン添加 5 mL MRS 液体培地に培養液を 2%(v/v)加え，

OD 6 0 0  0 .8  ~1 .0 になるまで 37℃で培養した。次に， 2 %(w/v)グリシン添加

100 mL MRS 液体培地に培養液を 2%加え， OD 6 0 0  0 .2~0.3 の時点になった

ら Amp（ 10 µg/mL）を添加し，OD 6 0 0  0 .5 なるまで 37℃で培養した。培養

菌液を遠心分離（ 6,000 ×g，10 分，4 °C）し，上清を除き，冷エレクトロ

ポレーション緩衝液（ 0.5  M スクロース， 7 mM リン酸カリウム， 1 mM 

MgCl 2）により洗浄を 2 回行った。洗浄後，冷エレクトロポレーション緩

衝液を本培養培地の 1/200 量加えて懸濁し， 100 µL ずつ菌液を分注し氷

上で保存した。  

 

6 .  L.  reu ter i の形質転換  

プラスミド DNA を 500 ng 加え，氷上で冷やしておいたエレクトロポ

レーション用キュベットに入れ，氷上で 10 分間静置した。エレクトロポ

レーション（ 25.0  µF， 1.7  KV， 200 Ω）により形質転換を行った。 1 mL

の回復 MRS 液体培地（MRS 培地， 2 mM CaCl 2， 20 mM MgCl 2， 0.5  M ス

クロース）を加え， 30℃で 4 時間培養した。 Em（ 10 µg/mL）添加  MRS

寒天培地に播種し， 30℃で一晩培養した。  

 

7 .  L.  reu ter i  secY 変異株の作製  

	
 L.  reu ter i  JCM1081 の secY 遺伝子欠損株は温度感受性ベクター pGhost6 +

（ Appl igene ,  P leasanton ,  CA,  USA）を用いて， 2 点相同組み換え法により

作出した。 L.  reu ter i  JCM1081 のゲノム DNA を鋳型として， secY の遺伝

子（ 1,316 bp）をプライマー KN501:  
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5’-CTCGAGTTGTTGTCACAGCCGTCAAAAA-3’（下線部は Xho I 認識配列） 

／ KN502:  ACTAGTTTAGTCATTTCCTCCTTTAGGT-3’  （下線部は Spe I 認

識配列）を用いて PCR により増幅し， pGEM-T easy にクローン化した

（ pGEM-T easy  secY）。続いて， pGEM-T easy  secY を鋳型として，プライ

マー KN505:  5’ -GGATCCAATCCAATTCCCATCCATAA-3’／ KN506:  

5’ -GGATCCTGTTACTCTTGTTATTGTTG-3’（下線部は共に Bam I認識配列） 

 を用いてインバース PCR により増幅し，secY の 1,150bp の位置に BamHI

認識配列を導入した。 pGK12 由来 ( 1 3 1 )の Cm 耐性遺伝子（ cm r， 855bp）を

プライマーMH10:  5’-GGATCCGTAAAACGACGGCCAGT-3’  

／MH11:  5’-GGATCCCAGGAAACAGCTATGAC-3’（下線部は共に Bam I 認

識配列）を用いて PCR により増幅し，末端を BamHI で処理した。BamHI 

処理した pGEM-T easy  secY に cm r を T4 DNA リガーゼ（ Promega）を用い

てライゲーションした。次に，Spe I および Xho I を用いてプラスミドを切

断後，あらかじめ Spe I および Xho I で処理した温度感受性プラスミド

pGhost6 +にライゲーションすることで pGhost6 +secY::cm r を得て，これを

E.  co l i  DH5αに形質転換した。得られたプラスミドは，L.  reu ter i  JCM1081

の野生株に形質転換した。  

Em（ 10 µg/ml）添加  MRS 寒天培地に播種し， 30℃で一晩培養した。  

無作為に選択した形質転換体のコロニーをプラスミド側の抗生物質（ Em）

を含んだ 5 mL の液体培地（ 10 µg/mL）に植え， 30℃で一晩培養した。培

養液を 1,000 倍希釈し，希釈した菌体液 10 µL を 100 mL MRS 培地（ Em，

10 µg/mL）を含んだ培地に添加した。30℃で 3 時間培養したのち，41.5  ℃

の水槽インキュベーターに移し一晩培養した。培養液 10 µL を 1 mL の新

しい培地で 1,000 倍希釈し，希釈した菌体液 10 µL を 100mL MRS 液体培

地（抗生物質なし）に添加した。これを 28℃で 12 時間培養した。菌液を
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10 4～ 10 7 倍まで培地で希釈し，① Em（ 10 µg  /mL）添加 MRS 寒天培地と

② Cm（ 20 µg/mL）添加 MRS 寒天培地に播種した。これらを 41.5  ℃で一

晩培養した。 Cm を添加した MRS 培地で生えたコロニーを①および②の

培地にそれぞれ 1,000 個ずつ植菌し，41.5  ℃で一晩培養した。Em に感受

性を持ち Cm に耐性を持つ株の選抜をおこなった。さらに， DNA ゲノム

の組み換えを確認するため， secY 全長を増幅するプライマー KN501／

KN502 を用いて PCR をおこなった。  

 

8 .  L.  reu ter i への secA の導入と発現  

	
 L.  reu ter i  JCM1081 の secA の推定プロモータを含む領域をプライマー

KN533： 5’-  GAATTCATTTATACTATGAACGTGGTAA-3’（下線部は EcoRI

認識配列）／ KN534： 5’-  CTCGAGTTAACGTGTTACATTTTGCCG-3’（下

線部は Xho I 認識配列）を用いて PCR を行った。増幅産物を pGEM-T easy

にクローン化し，pGEM-T easy  secA を得た。これを EcoR Ⅰ および Xho Ⅰ で

処理し，あらかじめ EcoRI および Xho I で処理した乳酸球菌由来プラスミ

ド pIL253 に導入し，pIL253 secA を得た。これを中間宿主である Lac.  lac t is  

IL1403 に形質転換し，さらに L.  reu ter i  JCM1081 野生株に形質転換した。  

 

9 .  L.  reu ter i の生育試験  

	
 L.  reu ter i  JCM1081 の生育試験は， Yang et  a l . ,  (2011) ( 1 2 6 )の方法に従っ

た。 L.  reu ter i  JCM1081 株を MRS 寒天培地で培養し，シングルコロニー

を 5 mL MRS 液体培地で一晩培養した。培養液を 100 mL MRS 液体培地

に 2 % (v /v)加え，37°C で培養した。各培養時間の波長 600nm おける吸光

度を測定した。また，培養液を 10 mL 回収しこれをウエスタンブロット

に供した。なお，以下に示す１）〜３）の試薬を添加した。  
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１） L.  reu ter i  JCM1081 を 10 時間培養後，タンパク質合成阻害剤として

Cm（ 20 µg/mL）を添加した。 Cm を添加後，さらに４時間培養した。  

２）培養開始時に ATPase 阻害剤として 1  mM アジ化ナトリウム（ NaN 3）

を添加し， 12 時間培養した。  

３）培養開始時にセリンプロテアーゼ阻害剤として 1 mM フッ化フェニ

ルメチルスルホニル（ PMSF，Sigma-Aldr ich）を添加し，12 時間培養した。  

 

10 .  L.  reu ter i のタンパク質の分画  

	
 細胞表層および培養上清画分を細胞外画分（ Extrace l lu lar  f rac t ion）と

した。培養菌液 10 mL を回収し，遠心分離（ 16,000 ×g ,  10 分 ,  4  °C）し，

ペレットに 1mL の抽出溶液（ 50 mM Tris -HCl，300 mM NaCl，1mM EDTA 

[pH8.0]）を加え，4 °C で 15 分振とうした。続いて，遠心分離（ 16,000 ×g ,  

10 分 ,  4  °C）を行い，上清を回収し，これを培養上清と合わせた。さらに，

0.22  µm シリンジフィルターに通した後，10%(w/v)TCA 沈殿を行い，200µL

の 25 mM Tris -HCl  (pH 7 .0)， 1 mM EDTA に溶解した。菌体は， 25 mM 

Tris -HCl  (pH 7 .0)，1 mM EDTA に懸濁後， 0 .1-mm zi rconia-s i l ica  beads（ 0.3  

g）を加え， Bead bea ter（ 4,800 rpm， 180 秒）により細胞を破砕した。方

法は第二章・第二節の通りである。得られたタンパク質の濃度の測定は，

BCA Prote in  Assay  Ki t を用いて行い， 10µg のタンパク質を SDS-PAGE に

供した。タンパク質は， CBB R250 または Si lver  S ta in  Rescue  Reagent

（ Thermo Scient i f ic）により染色した。  

 

11.  L.  reu ter i の膜小胞および膜画分の分画  

	
 L.  reu ter i からの膜小胞および膜画分の精製は， Yang et  a l . ,  (2011) ( 1 2 6 )

の方法に従った。12 時間培養した 250mL の菌液を遠心分離（ 10,000 ×g ,  10
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分 ,  4  °C）した。ペレットに 5mL の 50 mM Tris -HCl（ pH8.0）を添加して

懸濁後， 1.35M スクロース， 4mg リゾチーム（ Sigma-Aldr ich）， 62.5U ム

タノライシン（ Sigma-Aldr ich）を添加し，37 °C で３時間振とうした。遠

心分離（ 16,000 ×  g ,  10 分 ,  4  °C）後，上清を細胞壁画分とした。ペレット

は，3mL の 1.35M スクロースを含む 50 mM Tris -HCl  (pH8.0)  に懸濁した。

超音波破砕機を用いて出力 45 %で 30 分間（ 5 秒間隔）処理することで菌

体を破砕した。遠心分離（ 16,000 ×g， 20 分， 4°C）し，ペレットは菌体

画分とした。上清は超遠心分離し（ 45,000 ×g， 60 分， 4°C），得られたペ

レットは，50µL 50 mM Tris -HCl  (pH8.0)に溶解し，これを膜小胞および膜

分画とした。超遠心分離で得られた上清 10% (w/v)TCA 沈殿を行い，200µL

の 25 mM Tris -HCl  (pH 7 .0)， 1 mM EDTA に溶解した。これを可溶画分と

した。得られたタンパク質の濃度の測定には BCA Prote in  Assay  Ki t を用

い， 20µg のタンパク質を SDS-PAGE に供した。  

 

12.  ウエスタンブロット  

	
 タンパク質サンプルは， SDS-PAGE（ 12.5% acry lamide または 7.5-20% 

acry lamide）に供し， PVDF 膜に転写した。方法は第二章・第三節の通り

である。抗 EF-Tu 抗体（ 1,500 倍希釈），抗 RNA ポリメラーゼ抗体（ 1:2 ,500

倍希釈），抗エノラーゼ抗体（ 1,500 倍希釈）を使用し，室温で１時間イ

ンキュベートした。２次抗体は，AP-標識  rabbi t  an t i  rabbi t  IgG または AP-

標識  mouse  an t i  rabbi t  IgG（共に 2,500 倍希釈）を添加し，BCIP/NBT l iquid  

subs t ra te  sys tem により発色した。  

 

13 .  配列の解析  

	
 シグナル配列の解析は， SignalP  4 .1  
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（ ht tp : / /www.cbs .d tu .dk/serv ices /S ignalP/），疎水性の解析は Kytes  and  

Dool i t t le  hydropathy  prof i le  

（ ht tp : / /gca t .davidson .edu/DGPB/kd/kyte-dool i t t le .h tm）により行った。  

 

 

Ⅲ 	
 実 験 成 績  

1.  L.  reu ter i  JCM1081 由来 EF-Tu の N 末端配列解析  

	
 図 22 に EF-Tu の N 末端の 300 塩基配列と，それに対応するアミノ酸配

列を示した。本領域には，R/R もしくは R/K は保存されておらず（図 22A），

また， SignalP  ver .  4 .1 による解析結果，シグナルペプチダーゼによる認

識配列は確認されなかった（図 22B）。  

 

2 .  His 6-Enolase の発現と精製  

	
 His 6-Enolase は，E.  co l i  Roset ta2 を宿主として発現させ，His- t rap  HP カ

ラムを用いて精製した。 SDS-PAGE に供し， CBB で染色した結果，アミ

ノ酸配列から予測された分子量である約 48 kDa の位置に単一バンドのシ

グナルが検出された（図 23A）。さらに， His 6-Enolase を抗原として作製

した抗 Enolase 抗体を用いて L.  reu ter i  JCM1081 の全菌体画分に対してウ

エスタンブロットを行った結果，単一バンドのシグナルが検出できた（図

23B）。  

 

3 .  種々の阻害剤が L.  reu ter i  JCM1081 の EF-Tu の分泌に及ぼす影響  

	
 EF-Tu の分泌に能動的輸送機構が関与するか検討するために，タンパ

ク質合成阻害剤として Cm を培養時間 10 時間に添加し，その後４時間に

わたり EF-Tu の分泌量を確認した（図 24A）。EF-Tu は，定常期でも分泌
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され続け，さらに Cm を添加してもその分泌量に変化は認められなかっ

た（図 24B）。また Cm 添加区では，培養時間 14 時間で細胞内と細胞外の

EF-Tu の存在量が同程度になった。  

	
 次に，ATPaseの阻害剤としてアジ化ナトリウムを培養開始時に添加し，

培養時間 12 時間における EF-Tu の分泌を確認した（図 25A）。アジ化ナ

トリウムの添加は生育には影響を及ぼず， EF-Tu の細胞外への分泌量は

劇的に低下した（図 25B）。また， L.  reu ter i  JCM1112 T でも同様の結果が

得られた（データは示していない）。一方， Enolase の分泌はアジ化ナト

リウムの添加により変化しなかった（図 25C）。  

	
 さらに，セリンプロテアーゼの阻害剤として PMSF を培養開始時に添

加し，培養時間 12 時間における EF-Tu の分泌を確認した。 PMSF の添加

は生育には影響を及ぼさず（図 26A），また EF-Tu の分泌量の変化も認め

られなかった（図 26B）。  

 

4 .  膜小胞を介した EF-Tu の分泌の評価  

	
 EF-Tu の分泌に関して検討を行った（図 27A）。全細胞（Whole  ce l l），

細胞壁（ Cel l  wal l），細胞膜を含まない細胞内画分（ Soluble）では EF-Tu

のシグナルはすべて確認されたが，膜小胞を含む膜画分（Membrane）に

おいては EF-Tu のシグナルは検出されなかった（図 27A）。さらに 5 倍

濃縮したサンプルにおいても，Membrane 画分における EF-Tu のシグナル

は微弱であり，分泌量と比較しても少ないことから，膜小胞を介した

EF-Tu の分泌は殆ど無いことが示唆された。  

	
 一方，同様の各画分に対する抗 Enolase 抗体の反応を確認した結果（図

27B），Membrane 画分において Enolase のシグナルが検出され，さらに

濃縮サンプルでは，シグナル強度の増加が認められたことから，L.  reu ter i  
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JCM1081 における Enolase の分泌には，膜小胞が関与することが強く示

唆された。  

 

5 .  L.  reu ter i  JCM1081 の secY 変異株の作製とタンパク質の分泌の評価  

	
 L.  reu ter i  JCM1081の secY変異株の作製を試みた。以前の報告により，

大腸菌の SecYの 9番目の膜貫通領域とその N末端側の細胞質内領域を欠失

した変異株は，膜透過を促進する活性はないが ,	
 他の因子と相互作用する

活性は保持する機能変異株が作出されている ( 1 3 2 )。そこで， L.  reu ter i  

JCM1081の SecYの 9番目の推定膜貫通領域に温度感受性プラスミドを用

いて cm r遺伝子を２点相同組み換えにより挿入することで， L.  reu ter i  

JCM1081の secY変異株の作出を試みた（図 28A）。得られた３菌株に対し

て Cm r遺伝子のゲノム DNAへの挿入を確認する為，secY全長を増幅するプ

ライマーを用いて確認した結果，約 850bpの cm r遺伝子の挿入が確認出来

た（図 28B）。次に， secY変異株の増殖を確認した結果，培養時間４時間

までは野生株と同程度の増殖を示したが，対数期以降は遅れ，野生株の

半分程度の増殖曲線を示した（図 28C）。さらに， 10時間培養した secY変

異株の分泌タンパク質を確認した結果，野生株と比較して劇的にタンパ

ク質の分泌パターンが異なることが認められた（図 28D）。続いて， secY

変異株の EF-Tuと Enolaseの分泌をウエスタンブロットにより評価した

（図 29）。 secY変異株の細胞外画分における EF-Tuのシグナルは全く確認

されず， EF-Tuの分泌は認められなかった（図 29A）。また， RNA-ポリメ

ラーゼのシグナルは，野生株と secY変異株の細胞外画分に検出されない

ことから，溶菌は生じていないことが示された（図 29B）。一方， Enolase

は，野生株と secY変異株共に細胞外画分で同程度のシグナルが確認され



 70 

た。したがって，EF-Tuとは異なり，Enolaseの分泌は，secY変異による影

響を受けないことが示された（図 29C）。  

 

6 .  L.  reu ter i  JCM1081 の secA 導入株における EF-Tu の分泌の評価  

	
 続いて， L.  reu ter i  JCM1081 野生株に乳酸球菌プラスミド pIL253 を用

いて secA の過剰発現株を作成し，EF-Tu の分泌に及ぼず影響を確認した。

それぞれの菌株の全細胞画分の SDS-APGE により，SecA の推定分子量で

ある約 90 kDa の位置のタンパク質の発現増加が認められた（図 30A）。

培養時間 10 時間の EF-Tu の分泌を比較した結果， secA 導入株において

EF-Tu の分泌量の顕著な増加が認められた（図 30B）。  

 

 

Ⅳ 	
 考 察  

	
 第一節では， L.  reu ter i  JCM1081の EF-Tuの分泌経路について検討した。

本節で得られた結果から，① EF-Tuには， Secあるいは TAT依存性の分泌

シグナル配列は保存されていない，② EF-Tuは，ATPase活性を必要とする

能動的輸送機構により分泌される，③ EF-Tuの分泌は，膜小胞を介した分

泌ではない，④ SecYが EF-Tuの分泌に関与する，以上の四点から， EF-Tu

は，Sec輸送経路が関与する能動的輸送機構により分泌されることが強く

推察された。  

	
 L.  monocytogenesにおいて SecAのアクセサリータンパク質である secA2

欠損株のプロテオーム解析により，EF-Tuを含む複数の既知の分泌シグナ

ル配列を持たないタンパク質の分泌が低下することから，これらの分泌

に SecA2が関与することを示唆した報告がある ( 1 2 7 )。しかし，同時に溶菌

酵素の分泌も低下していることから，SecA2依存性の溶菌酵素がこれらの
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タンパク質の分泌に寄与することを示している ( 1 2 7 )。一方，本研究の結果

では， L.  reu ter iの細胞外画分において RNAポリメラーゼのシグナルは検

出されず，さらに PMSFの添加は EF-Tuの分泌に影響しないことから， L.  

reu ter iの溶菌による分泌でないことが示された。また， L.  monocytogenes  

では secAと secA2はそれぞれゲノム上に単一コピー遺伝子としてコード

されているが， L.  reu ter iでは， secA2またはその他のアクセサリー Sec因

子を構成するクラスターは保存されていない ( 1 5 )。したがって， EF-Tuの

分泌には， L.  monocytogenesで報告されている SecA2依存性の溶菌酵素が

寄与する分泌機構の可能性は低いと考えられた。  

	
 EF-Tuの分泌は，タンパク質合成阻害剤として添加した Cmの影響をほ

とんど受けず，一定の菌濁度を保持しながら，細胞内の EF-Tuが減少して

も細胞外へと分泌され続けた。これらの結果は，EF-Tuが定常期において

細胞内にプールされること，EF-Tuの分泌には新たなタンパク質の合成を

必要としないことを示すものである  

	
 さらに，L.  reu ter iの EF-Tuの分泌は，ATPase活性の阻害剤であるアジ化

ナトリウムの添加により抑制された。以上の結果から， EF-Tuの分泌に，

能動的輸送機構の関与が示唆された。アジ化ナトリウムは，Sec輸送経路

のモータータンパク質 SecAの ATPaseの阻害と ( 1 3 3 )，膜貫通チャネル SecY

の細胞内６回膜貫通領域への SecAへの結合を阻害することから ( 1 3 4 )， Sec

依存性のシグナル配列をもつタンパク質の阻害剤として用いられる

( 1 1 5 ) ( 1 2 3 ) ( 1 3 5 )。一方，今回の結果と同様， Sec分泌シグナル配列をもたない

Sec依存性のタンパク質の分泌阻害が報告されている。 Rhizobium 

leguminosarumの Superoxide  d ismutase（ SodA）は， ta tC変異株では分泌は

変化せず，アジ化物の添加により SodAの分泌が減少すること，さらに  E .  

co l iの secA温度感受性変異株において SodAの分泌が著しく減少すること
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から， SodAの分泌は SecA依存性であると結論づけている ( 1 3 6 )。本実験に

おいても， EF-Tuの分泌がアジ化ナトリウム感受性であったことに加え，

secY変異株の EF-Tuの細胞外への分泌は完全に消失しており，以上の結果

から，L.  reu ter i  における EF-Tuの分泌には，Sec輸送経路の関与が強く推

察された。また， SecAは，タンパク質の膜透過が正常な状態では自身の

発現を抑制しているが， SecAの過剰発現では抑制機構は機能出来ず，そ

れに伴い，タンパク質の分泌が増加することが報告されている ( 1 3 7 ) ( 1 3 8 )。

L.  reu ter i  JCM1081野生株における SecAの過剰発現は， EF-Tuの分泌量に

影響を及ぼした。したがって，L.  reu ter iの EF-Tuの分泌が SecAの発現量に

正の相関を示したことは， EF-Tuの分泌に Sec輸送経路が関与するという

上記の推論を支持するものである。  

	
 また，興味深いことに， L.  reu ter iの Enolaseの分泌にアジ化ナトリウム

添加は影響せず，さらに Enolaseの分泌は，膜小胞を介した分泌機構が関

与することが示された。 B.  subt i l i sのα -Enolaseの分泌はアジ化ナトリウ

ムの添加に影響を受けないことが報告されている ( 1 2 6 )。また， Baci l lus  

anthracisの α -Enolaseは，膜小胞を形成することで細胞外へと移行する経

路が示されている ( 1 2 5 )。したがって， L.  reu ter iにおいても， EF-Tuとは異

なる経路で Enolaseが分泌される可能性が考えられた。これらの結果は，

L .  reu te r i  s ecY変異株において Eno laseの分泌が変化しないことと一致し，

野生株と同様に  L .  reu ter i  secY変異株の特定の分泌機構は正常に機能し

ていることが示唆された。しかしながら， L.  reu ter i  secY変異株の相補株

が得られなかったことや，タンパク質発現パターンが野生株と比較して

大きく異なることから， secY変異による他の輸送機構の発現や構築への

影響も考えるべきである。また本研究で得られた Lactobaci l lus属における
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secY変異株の作出は初めての報告であり，プロテオミクス解析など網羅

的解析を行うことで，より具体的な新知見が得られるものと期待される。  
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第 二 節  

EF-Tu の 分 泌 シ グ ナ ル の 探 索  

 

 

Ⅰ 	
 緒 言  

	
 第三章・第一節では，L.  reu ter i  JCM1081 の EF-Tu の細胞外への分泌に

Sec 輸送経路が直接的または間接的に関与することが示された。Sec 輸送

経路を構成する主な因子は，モータータンパク質であり ATPase 活性をも

つ SecA と膜貫通チャネル複合体 SecYEG からなる。 Sec 分泌シグナル配

列依存性のタンパク質の分泌機構は，分泌シグナル配列をもつタンパク

質がリボソーム上で合成されると，大腸菌では 4.5S RNA，枯草菌などの

グラム陽性細菌では，scRNA（ smal l  cy toplasmic  RNA）がタンパク質性因

子 Ffh（ f i f ty  four  homolog）と複合体を形成する ( 1 3 9 )。この複合体が SRP

（ Signal  recogni t ion  par t ic le）と呼ばれ， SRP がシグナル配列に結合する

と，タンパク質のフォールディングが抑制され，高次構造が形成される

前に， Sec 輸送システムへと運ばれる ( 1 4 0 )。一方で SecA が直接的にシグ

ナル配列に結合する分泌機構も報告されており， SPR が膜透過反応に必

須因子であるとは限らない ( 1 4 1 ) ( 1 4 2 )。  

	
 タンパク質の透過は，前駆体タンパク質あるいは SRP−前駆体タンパク

質複合体と結合した SecA が，２量体から単量体になる構造変化に伴い膜

内にタンパク質を挿入する ( 1 4 3 )。このとき SecA は，前駆体タンパク質が

相互作用することで，ATPase 活性の負制御が解除され，活性が急激に増

加することが知られている ( 1 4 4 ) - ( 1 4 6 )。また，プロトン駆動力による膜透過

促進にも SecA が関与しており， SecA は膜透過反応において中心的な役

割を果たしている。続いて，SecYEG の内部に前駆体タンパク質を押し込
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み細胞外へと輸送する ( 1 4 7 )。したがって，前駆体タンパク質が SecA と相

互作用し， SecA の ATPase 活性を活性化することが Sec 輸送経路の最初

の重要なステップである。  

	
 一方，近年，既知の分泌シグナル配列非依存性のタンパク質の分泌機

構に関して興味深い報告がある。 B.  subt i l i sの α -Enolaseの内部に存在する

疎水性 αヘリックス領域の 19アミノ酸残基（ EMドメイン） ( 1 2 6 )と N末端の

140アミノ酸残基に含まれるαヘリックス構造（ HHドメイン） ( 1 4 8 )，この

２つの領域が分泌シグナルのように機能することが示されている。

Streptococcus  pyogenesの GAPDHは，C末端に存在する疎水性の 12アミノ酸

残基を欠損すると GAPDHが分泌されなくなり ( 1 4 9 )，S.  pyogenesの付着性や

抗食作用が著しく低下することが報告されている ( 1 5 0 )。さらに，Yang et  a l . ,

（ 2011）( 1 2 6 )は，α -Enolaseの分泌には，αヘリックス構造の維持が重要で

あることから，TAT経路の関与を示唆している。R.  leguminosarumの SodA

では， N末端の 10アミノ酸残基が分泌に寄与し， Sec輸送経路により分泌

されることが示されている ( 1 3 6 )。このように，近年，既知の分泌シグナル

とは異なる特定のアミノ酸領域がタンパク質の分泌に寄与することが報

告されている。第一節で述べたように， EF-Tuには Sec輸送経路が直接的

または間接的に関与することが示唆されたが，既知の Sec依存性シグナル

配列は保存されていない。そこで，第二章では，EF-Tuの分泌に関与する

新規シグナルの探索を行うこととした。次に，EF-Tuの推定分泌シグナル

と SecAとの相互作用を検討することで，EF-Tuの分泌シグナル配列として

の役割を評価することとした。  

 

 

Ⅱ 	
 材 料 と 方 法  
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1.  供試菌株の培養条件  

L.  reu ter i  JCM1081 は MRS 寒天培地で 37°C で 24 時間嫌気培養し，MRS

液体培地で静置培養した。クローニングホストとして，Lac.  lac t is  IL1403

は，0.5  % (w/v)グルコース含有 M17 培地を用いて 30°C で培養した。E.  co l i  

DH5a 株，JM109 株あるいは Roset ta  2 株は， LB 寒天培地あるいは LB 液

体培地において 37°C で振とう培養した。L.  reu ter i  JCM1081 あるいは Lac.  

lac t is  IL1403には Em（ 10 µg/mL）を添加した。E.  co l iには，Amp（ 100 µg/mL），

Km（ 40µg/mL）， Cm（ 30 µg/mL）添加した。  

 

2 .  FLAG ダグ付加 EF-Tu（ EF-Tu F L A G）の作製  

	
 L.  reu ter i  JCM1081 の EF-Tu に FLAG タグを導入する為，プライマー

KN514:  5’ -GAATTCTCAGGAGGTTTCATTAATCGACTACAAAGACGATGA 

CGACAAGGCTGAAA-3’（下線部は EcoRI 認識配列）／ KN515:  5’-CTCGAG 

TTAGTCTAAGATGTCGGATACAACACCGGCAC-3’（下線部は Xho I 認識配

列）を用いて PCR を行い， EF-Tu の N 末端に FLAG タグを付加した。ま

た，同様に C 末端に FLAG タグを導入する為，プライマー KN512:  5’ -GCC 

GAATTCTCAGGAGGTTTTCATTAATGGCTGAAAAAG-3’（下線部は EcoRI

認識配列）／ KN513:  5’-CTCGAGTTACTTGTCATCGTCGTCCTTGTAATCG 

TCTAAGATGTC-3’（下線部は Xho I 認識配列）を用いて PCR を行った。  

それぞれの増幅産物を pGEM-T easy にクローン化し， pGEM-T easy  

EF-Tu N - F L A G と pGEM-T easy  EF-Tu C - F L A G をそれぞれ得た。これを EcoRI

および Xho I で処理し，あらかじめ EcoRI および Xho I で処理した乳酸球

菌由来プラスミド pIL253 に導入し， pIL253 EF-Tu N - F L A G と pIL253 

EF-Tu C - F L A G を得た。これを中間宿主である Lac.  lac t is  IL1403 に形質転換

し，さらに L.  reu ter i  JCM1081 の野生株に形質転換した。  
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3 .  欠損変異 EF-Tu F L A G の作製  

	
 １）EF-Tu の N 末端あるいは C 末端の 90 アミノ酸残基を欠損した変異

EF-Tu を作製した。 pGEM-T easy  EF-Tu N - F L A G を鋳型にプライマー  

KN516:  5’ -AACGTAGTCAGCGTGTCCAG-3’  

／ KN517:  5’ -AAGAACATGATCACTGGTGCT-3’を用いてインバース PCR

を行い，EF-Tu の N 末端 90 アミノ酸残基を欠損した。なお，本項目では

Tks Gflex  DNA Polymerase（ Takara  Bio .）を用い 18 サイクルとした。同

様に， pGEM-T easy  EF-Tu N - F L A G を鋳型にプライマー  

KN518:  5’ -GAAGTTCTTGTGAGTTTGGATTGAA-3’／  

 KN519:  5’ -AAGGGTGAAGTTTACGTTATGAC-3’を用いてにインバース

PCR を行い，EF-Tu の C 末端 90 アミノ酸残基を欠損した。PCR 産物 20ng

に対して 100 U の Dpn I を加え 37℃で２時間インキュベートした。続い

て T4 Polynucleot ide  Kinase（ Takara）を用いてリン酸化後，セルフライゲ

ーションにより環状化した。これを E.  co l i  DH5α に形質転換し，得られ

たプラスミドの欠損部位をダイレクトシーケンスにより確認した。また，

大腸菌においてタンパク質の分泌を確認する場合は， E.  co l i  JC109 株に

導入することとした。これを EcoRI および Xho I で処理し，あらかじめ

EcoRI および Xho I で処理した乳酸球菌由来プラスミド pIL253 に導入し，

pIL253 EF-Tu N - F L A G - D e l - N 9 0 と pIL253 EF-Tu N - F L A G - D e l - C 9 0 を得た。これを中間

宿主である Lac.  lac t is  IL1403 に形質転換し，さらに L.  reu ter i  JCM1081

の野生株に形質転換した。  

	
 ２）EF-Tu の N 末端あるいは C 末端の 35 アミノ酸残基を欠損した変異

EF-Tu を 1-1)と同様の方法で作製した。 N 末端欠損 EF-Tu はプライマー

KN516／ KN520:  5’ -GTATTGGCAGCCAAAGGTTTAGC-3’を用いた。C 末端
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欠損 EF-Tu はプライマー  

KN519／ KN522:  5’ -GTTAACTTACAAAAGCCAGTTGCT-3’を用いた。乳酸

球菌由来プラスミド pIL253 に導入し，pIL253 EF-Tu N - F L A G - D e l - N 3 5 と pIL253 

EF-Tu N - F L A G - D e l - C 3 5 を得た。  

	
 ３） EF-Tu の C 末端の 35 アミノ酸残基に含まれる 12 の疎水性アミノ

酸あるいは塩基性アミノ酸をグリシンに置換した変異 EF-Tu を３ -1）と

同様の方法で作製した。それぞれのプライマーは，表６に示した。また，

カッコ内にそれぞれのコンストラクトを作製する際のプライマーを示し

た。乳酸球菌由来プラスミド pIL253 に導入し，pIL253 EF-Tu N - F L A G -L365G

（ KN523／ KN524），pIL253 EF-Tu N - F L A G -V369G（ KN523／ KN525），pIL253 

EF-Tu N - F L A G -L371G（ KN523／ KN526），pIL253 EF-Tu N - F L A G -L375G（ KN527

／ KN528）， pIL253 EF-Tu N - F L A G -I379G（ KN527／ KN529）， pIL253 

EF-Tu N - F L A G -V386G（ KN530／ KN531），pIL253 EF-Tu N - F L A G -V390G（ KN532

／ KN533）， pIL253 EF-Tu N - F L A G -V391G（ KN532／ KN534）， pIL253 

EF-Tu N - F L A G -I394G（ KN535／ KN536），pIL253 EF-Tu N - F L A G -K373G（ KN561

／ KN562）， pIL253 EF-Tu N - F L A G -K376G（ KN563／ KN564）， pIL253 

EF-Tu N - F L A G -R380G（ KN565／ KN566）を得た。  

 

4 .  E.  co l i  JM109 のタンパク質の分画  

	
 E.  co l i  JM109 は， 200mL LB 培地（ Amp +）で 37 °C で 10 時間振とう培

養した。タンパク質の分画方法は，Drew et  a l . ,（ 2006） ( 1 5 1 )に従った。培

養菌液を回収し，遠心分離（ 16,000 ×g ,  10 分 ,  4°C）した。菌体ペレット

1g あたり PBS を 5mL 加え懸濁し，さらに 5mM MgCl 2， 50 µg  RNase

（ Sigma-Aldr ich）， 25 U DNase（ Sigma-Aldr ich）， 0.8mg リゾチーム，

Protease  inh ib i tor  cockta i l（ Roche）を加え，氷上で 15 分インキュベート
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した。続いて，超音波破砕機（出力 45，累積時間 5 分，9 秒 ON/ 10 秒  OFF）

により破砕した。氷温に保ったまま超遠心分離（ 24,000 ×g，12 分，4℃）

し，上清を回収した。さらに，内膜を可溶化するため， 2 %(w/v)  -ラウロ

イルサルコシンナトリウム（ Sigma-Aldr ich）を加え，超遠心分離（ 150,000 

×g， 45 分， 4℃）し，ペレットを 10mL PBS に懸濁した。再度，超遠心分

離（ 150,000 ×g，45 分，4℃）しペレットを回収し，PBS に再度懸濁した。

これを外膜画分とした。得られたタンパク質の濃度の測定は，BCA Prote in  

Assay  Ki t を用いて行い， 20µg のタンパク質を SDS-PAGE に供した。  

 

5 .  組み換え SecA および C 末端欠損 EF-Tu タンパク質の発現と精製  

	
 発現用ベクター pET28b を用いて， C 末端に 6×His  tag を融合した組み

換え SecA タンパク質（ His 6-SecA）の発現を行った。方法は，第二章・

第二節に従った。 secA は，プライマー

SecAF5’-CCATGGCCAATATTCTAAAAAAATGG -3’（下線部は Nco I 認識

配列）と SecAR 5’-  CTCGAGTTAACGTGTTACATTTTGCC-3’（下線部は

Xho I 認識配列）を用いて PCR により増幅した。pGEM-T easy にクローン

化後（ pGEM-T easy-secA）。 Nco I と Xho I により目的配列を切り出し，

pET28b にクローン化し， E.  co l i  Roset ta2 に形質転換した。 His 6-EF-Tu の

C 末端の 35 アミノ酸残基を欠損した His 6-EF-Tu D e l - C 3 5 は，第二章・第二

節で作製した pET28b ef - tu をもとに，プライマー

EF-Tu-35F5’-CCATGGCCAATATTCTAAAAAAATGG -3’と EF-Tu-35R 5’-  

CTCGAGTTAACGTGTTACATTTTGCC-3’を用いて， Tks Gflex  DNA 

Polymerase を使用した PCR により増幅し，リン酸化後，セルフライゲー

ションにより環状化し， pET28b ef - tu  D e l - C 3 5 を作製し， E.  co l i  Roset ta2 に

形質転換した。 150mL の LB 液体培地（ Km +， Cm +）で 37 °C で振とう培
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養し， OD 6 0 0  0 .5 まで培養後， 0.5  mM IPTG を添加し，さらに５時間培養

した。遠心分離（ 8,000 ×g， 5 分， 4 °C）を行い，ペレットを PBS で洗浄

した。続いて，BugBuster  pro te in  ex t rac t ion  reagent により溶菌後，超音波

破砕機  により DNAを切断した。これを HisTrap  HPカラム（ GE-heal thcare）

を用いて精製した。続いて，10 mM HEPES 緩衝液，20 mM NaCl（ pH 7 .0）

で透析し，さらに HiTrap  DEAE FF カラムを用いて精製した。さらに，

His 6-SecA の場合は，HiTrap  Buty l  FF カラム（ GE-heal thcare）を用いて精

製した。 10 mM HEPES 緩衝液， 10 mM NaCl（ pH 7 .0）で透析し，アミコ

ンウルトラで濃縮した。得られたタンパク質は， SDS-PAGE（ 10 % 

acry lamide）に供し CBB を用いて染色した。タンパク質濃度は BCA-Prote in  

Assay で測定し，−80°C で保存した。  

 

6 .  His 6-SecAの ATPase活性の測定  

	
 His 6-SecAの ATPase活性の測定方法は，遊離した無機リン酸をマカライ

トグリーン法 ( 1 5 2 )を用いて測定した。 50 µLの ATPase反応液（ 50 mM 

Tris -HCl，50 mM KCl，5 mM MgCl 2，0.4  mg/mL BSA,  0 .5  mM DTT，pH 8 .0）

に His 6-SecAと ATP（ Sigma-Aldr ich）を加え， 25℃で反応を行った。続い

て Biomol  Green  Reagent（ Enzo Life  Sc iences , Inc .  NY.  USA）を 150 µL加え，

さらに 20分間インキュベートした。マイクロプレートリーダーを用いて

波長 620nmにおける吸光度を測定した。検量線は，無機リン酸溶液

（ Sigma-Aldr ich）を用いて作製した。また，His 6-EF-Tu，His 6-EF-Tu D e l - C 3 5，

BSA， E.  co l i  l ip id  ex t rac t（ Avant i  Polar  L ip ids ,  AL,  USA）をそれぞれ 10µg

添加した際の ATPaseの活性を測定した。  

 

7 .  プルダウンアッセイ  
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 １） L.  reu ter i  JCM1081 pIL253 EF-Tu N - F L A G  と L.  reu ter i  JCM1081 pIL253 

EF-Tu N - F L A G - D e l - C 3 5の２株を用いて，EF-Tuと His 6-SecAの相互作用解析を行

った。 L.  reu ter i  JCM1081を 250mL MRS液体培地で 10時間培養した。培養

菌液を回収し，遠心分離（ 16,000 ×g ,  10分 ,  4  °C）し，ペレットに 5mLの

緩衝液（ 50 mM Tris -HCl，300 mM NaCl，1mM EDTA，0.1%[v/v]  Tr i ton  X-100，

Protease  inh ib i tor  cockta i l， 0.5  mM DTT， pH8.0）を加え， 4 °Cで 15分振と

うした。続いて，遠心分離（ 16,000 ×g ,  10分 ,  4  °C）を行い，上清を回収

し，0.22  µmシリンジフィルターに通した。菌体は，3 mLの緩衝液（ 50 mM 

Tris -HCl， 300 mM NaCl， 1mM EDTA， 0.1%[v/v]  Tr i ton  X-100， Protease  

inhib i tor  cockta i l  [Roche]， 0.5  mM DTT， pH8.0）に懸濁後， zi rconia-s i l ica  

beadsにより細胞を破砕した。方法は第二章・第二節の通りである。さら

に， 50 µg  RNase， 25 U DNaseを加え，氷上で 10分間静置後，遠心分離

（ 16,000 ×g ,  20分 ,  4  °C）を行い，上清を回収し 0.22  µmシリンジフィルタ

ーに通した。全細胞画分は５倍希釈したものを用いた。  

	
 次に 200µg His 6-SecAを固定した HisTrap  HPカラム (1mL)に調整した 0.5  

mLの全細胞と細胞外画分，または 50μ gの His 6-EF-Tuと His 6-EF-Tu D e l - C 3 5

（ His  tagは Thrombin  [GE Heal thcare]により切断した）を加え，室温で１

時間インキュベートした。カラム容量に対して 3倍量緩衝液（ 50 mM 

Tris -HCl，300 mM NaCl，pH 8 .0）で洗浄後，2mLの溶出液（ 50 mM Tris -HCl，

300 mM NaCl， 250 mMイミダゾール， 0.5  mM DTT， pH 8 .0）で溶出し，

10%（ w/v）TCAにより濃縮した。サンプルは抗 FLAGタグ抗体を用いたウ

エスタンブロットに供した。  

	
 ２） L.  reu ter i  JCM1081 pIL253 EF-Tu N - F L A G株と EF-Tu N - F L A G - D e l - C 3 5株を用

いて，細胞内と細胞外の EF-Tu N - F L A Gを回収した。６．１）で抽出した全

細胞と細胞外画分（ 500µL）を Co-Immunoprec ip i ta t ion  Ki t（ Thermo Scient i f ic）
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によって作成した FLAG M2抗体アガロースビーズ（ 100 µL）と混ぜ，穏

やかに室温で 45分攪拌した。遠心分離（ 2,000 ×g，5分，4℃）し，1000µL

の緩衝液（ 50 mM Tris -HCl，150 mM NaCl，pH 8 .0）で３回洗浄後，500µL

の 100 mM Glys in-HCl（ pH3.5）を添加し，穏やかに室温で 15分攪拌した。

上清を回収し，10%（ w/v）TCAにより濃縮した。サンプルは抗 FLAGタグ

抗体と Phos  tagを用いたウエスタンブロットに供した。  

 

8 .  ウエスタンブロット  

	
 タンパク質サンプルは， SDS-PAGE (12 .5% acry lamide)に供し， PVDF

膜に転写した。方法は第二章・第三節の通りである。抗 EF-Tu 抗体（ 1,500

倍希釈）， FLAG タグ M2 抗体（ Sigma-Aldr ich， 1 ,500 倍希釈）を使用し，

室温で１時間インキュベートした。２次抗体は，AP-標識  rabbi t  an t i  rabbi t  

IgG または AP-標識  mouse  an t i  rabbi t  IgG （共に 2,500 倍希釈）を添加し，

BCIP/NBT l iquid  subs t ra te  sys tem により発色した。  

	
 Phos  tag によるリン酸化タンパク質の検出は，タンパク質サンプルを

SDS-PAGE (12 .5% acry lamide)に供し， PVDF 膜に転写した。 5%(w/v)  

BSA-TBS-T（ 50 mM Tris -HCl，150 mM NaCl，0.5% [v /v]Tr i tonX-100，pH7.4）

で 60 分ブロッキング後，ビオチン化 Phos  tag（Wako， 400 倍希釈）を添

加し，室温で１時間インキュベートした。 TBS-T で洗浄後， Horseradish  

peroxidase 標識ストレプトアビジン（ Roche， 3,000 倍希釈）を添加し，

TMB Peroxidase  Subst ra te（ KPL）により発色した。  

 

9 .  ３次元構造予測  

	
 タンパク質の３次元構造予測は， SWISS-MODEL

（ ht tp : / / swissmodel .expasy .org / in terac t ive#sequence）を用いて行った。 E.  
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col i  K-12 株の EF-Tu（アミノ酸配列の相同性： 75%）の X 線解析モデル

をリファレンスとして，L.  reu ter i  JCM1081 の EF-Tu の３次構造を予測し

た。  

 

 

Ⅲ 	
 実 験 成 績  

1.  EF-Tuの N末端または C末端の欠損が分泌に及ぼす影響  

	
 EF-Tuの EF-Tuの N末端または C末端の欠損が分泌に及ぼす影響につい

て評価した。また，内在性の EF-Tuと区別するために， FLAGタグ融合し

た EF-Tu（ EF-Tu F L A G）を L.  reu ter i  JCM1081野生株に発現させた。N末端へ

の FLAGタグ付加（ EF-Tu N - F L A G）は分泌に殆ど影響を及ぼさず，一方， C

末端への FLAGタグの付加（ EF-Tu C - F L A G）は， EF-Tuの分泌量の低下が認

められた（図 31）。そこで，以降の実験では，EF-Tu N - F L A Gを用いることと

した。  

	
 EF-Tu N - F L A Gのアミノ酸配列から推定される疎水プロットと各構成ドメ

インを図 32に示した。EF-Tuは，GTPと相互作用し加水分解を行う Domain  

I， tRNAと相互作用する Domain  I I，ヌクレオチド供与体 EF-Tsと相互作用

する Domain  I I Iの３つのドメインから構成される。そこで，Domain  Iの一

部と Domain  I I Iを含む N末端と C末端のそれぞれ 90アミノ酸残基を欠損し

た EF-Tu N - F L A G - D e l - N 9 0と EF-Tu N - F L A G - D e l - C 9 0の細胞外への分泌を評価した（図

33）。EF-Tu N - F L A G - D e l - N 9 0（ N末端欠損）では，EF-Tuの細胞外への分泌量は，

内在性の EF-Tuと同程度であったが， EF-Tu N - F L A G - D e l - C 9 0（ C末端欠損）で

は，分泌量が著しく低下した。そこで， EF-Tuの C末端に着目し解析を進

めた。  



 84 

	
 EF-Tuの疎水プロットより， C末端の約 35アミノ酸残基（図 32）疎水性

と親水性のアミノ酸を含む領域に着目した。そこで， EF-Tuの N末端と C

末端のそれぞれ 35アミノ酸残基を欠損した EF-Tu N - F L A G - D e l - N 3 5と

EF-Tu N - F L A G - D e l - C 3 5を作製し，同様に細胞外への分泌を評価した（図 34）。

EF-Tu N - F L A G - D e l - N 3 5（ N末端欠損）では， EF-Tuの細胞外への分泌量，内在

性の EF-Tuと同程度であったが， EF-Tu N - F L A G - D e l - C 3 5（ C末端欠損）では，

分泌は全く確認されなかった。	
  

	
 次に，大腸菌 E.  co l i  JM109においても同様の分泌パターンが検出され

るか検討した。 E.  co l i  JM109から全細胞画分，培養上清（ Extrace l lu lar  

superna tan t），外膜画分（ Outer  membrane）を分画した。野生株における

EF-Tuの分泌を確認した結果，外膜画分でシグナルが確認できたが，培養

上清のシグナルは微弱であった（図 35  A）。また， RNAポリメラーゼは，

培養上清と外膜画分からは検出されず，適切な分画が確認された（図 35 

A）。次に，変異 EF-Tu N - F L A Gの分泌を確認した結果， E.  co l i  JM109でも内

在性の EF-Tuと同程度のシグナルが外膜画分において確認された（図 35 

B）。さらに， EF-Tu N - F L A G - D e l - C 3 5の分泌は，細胞内ではシグナルが確認で

きたが，外膜画分では殆ど確認されなかった（図 35 C）。  

 

2 .  EF-Tuの C末端の疎水性アミノ酸の置換が分泌に及ぼす影響  

	
 EF-Tuと EF-Tu N - F L A G - D e l - C 3 5の３次元構造予測モデルを比較すると， C末

端の 35アミノ酸残基の欠損により Domain  I I Iの高次構造に大きな変化を

及ぼすことが示された（図 36）。そこで，EF-Tuの C末端の 35アミノ酸領域

に含まれる疎水性アミノ酸と塩基性アミノ酸をグリシンに置換した 12の

アミノ酸置換 EF-Tu N - F L A Gを用いて，分泌パターンを評価することとした

（図 37）。すべてのグリシン置換体で，全長 EF-Tu N - F L A Gと同程度の発現
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が細胞内で確認できた（図 37 A,  B）。一方，疎水性アミノ酸の置換体 L375G，

I379G， V386G， I394Gの４つのグリシン置換体で全く分泌が確認されな

くなった（図 37 A）。さらに，塩基性アミノ酸の置換体 K376Gで分泌が

全く確認されなくなり，さらに K373Gで分泌が著しく減少した（図 37 B）。  

	
 次に， EF-Tuの C末端領域の６つのグリシン置換体の３次元構造予測モ

デルを比較した。いずれもアミノ酸置換体においても，C末端の本領域に

特徴的な逆平行のβシートを形成するβストランドのペアに大きな構造

的変化は認められなかった（図 38）。  

	
 EF-Tuの細胞外への分泌が認められている５菌種の EF-Tuの C末端領域

のマルチプルアライメントを行った結果（図 39），V386はすべての菌種に

共通し，さらに K373， L375， K376， I379， I394も高い保存性が認められ

た。  

 

3 .  EF-Tuが SecAの ATPase活性に及ぼす影響  

	
 His 6-SecA は，E.  co l i  Roset ta2 を宿主として発現させ，His- t rap  HP カラ

ムを用いて精製した。 SDS-PAGE に供し， CBB で染色した結果，アミノ

酸配列から予測された分子量である約 90kDa の位置に単一バンドのシグ

ナルが検出された（図 40）。続いて，SecA の ATPase 活性をマラカイトグ

リーン法を用いて測定した。1mM ATP を基質として添加した際の遊離し

た Pi（ nmol /50  µL）をグラフに示した（図 41A）。His 6-SecA 添加量（ 1,  2 .5，

5.0， 10 µg）の増加に比例し，遊離 Pi は増加し，測定 60 分後まで直線的

な酵素反応を示した。さらに， His 6-SecA（ 5.0  µg）に ATP を 0〜 4,000 µM

加えた際の Michael is–Menten  k ine t ics パラメーター（ k c a t， Km）を求めた

（図 42B）。フィッティングカーブより求めた値は， Km=41.2， k c a t=1.34

であり，Segers  et  a l . ,（ 2011） ( 1 5 2 )の報告と比較し十分な ATPase 活性を保
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持していることが確認できた。  

	
 次に，組み換えタンパク質の添加が SecA の ATPase 活性に及ぼす影響

について評価した。 His 6-EF-Tu D e l - C 3 5 は， E.  co l i  Roset ta2 を宿主として発

現させ， His- t rap  HP カラムを用いて精製した。 SDS-PAGE に供し， CBB

で染色した結果，アミノ酸配列から予測された約 37kDa の位置に単一バ

ンドのシグナルが検出された（図 42A）。続いて，これを用いて，1mM ATP

を基質として， His 6-SecA（ 5.0  µg）に His 6-EF-Tu， His 6-EF-Tu D e l - C 3 5，大

腸菌由来リン脂質膜を加えた際の遊離 Pi 量（ nmol /50  µL）を継時的に測

定した（図 42B）。それぞれのタンパク質および脂質を加えた際，直線的

な酵素反応を示し，特にポジティブコントロールとして加えたリン脂質

膜 ( 1 5 2 )が最も高い値となった。また His 6-EF-Tu も同程度の反応性を示した

が， His 6-EF-Tu D e l - C 3 5 では EF-Tu 全長と比較して半分まで低下した。  

 

4 .  SecA と EF-Tu の相互作用の評価  

	
 His 6-SecAと His 6-EF-Tuまたは His 6-EF-Tu D e l - C 3 5の相互作用をプルダウン

法を用いて評価した。 His 6-EF-Tu（全長）を添加した際， His 6-EF-Tuは

His 6-SecAと相互作用を示した（図 43A）。一方， His 6-EF-Tu D e l - C 3 5は，

His 6-SecAに全く相互作用を示さず，SecAの ATPase活性の結果と一致した

（図 43A）。  

	
 続いて，変異 EF-Tu N - F L A Gまたは EF-Tu N - F L A G - D e l - 3 5を発現させた L.  reu ter i  

JCM1081の全細胞または細胞外画分を添加した際の EF-Tuの結合を評価

した（図 43 B,  C）。EF-Tu N - F L A G（全長）を発現した画分を添加した際，全

細胞画分は His 6-SecAとの相互作用が確認されたが，細胞外画分では全く

確認されなかった（図 43B）。また，His 6-SecAを固定化していないカラム

には，いずれの画分の EF-Tuも結合しなかった。さらに，EF-Tu N - F L A G - D e l - 3 5
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を発現した全細胞画分を添加した際， His 6-SecAとの相互作用は殆ど確認

出来なかった（図 43C）。したがって， C末端が SecAとの相互作用に寄与

していることが示された。  

 

5． EF-Tu のリン酸化修飾の評価   

	
 細胞内と細胞外の EF-Tuの SecAとの相互作用が異なることが示された。

そこで本項目では， FLAGアガロースを用いた免疫沈降法により得た

EF-Tu N - F L A Gのリン酸化修飾を Phos  tagを用いて調べた（図 44）。 Phos  tag

によりリン酸化の状態を検出した結果，細胞内の EF-Tuは， EF-Tu N - F L A G，

EF-Tu N - F L A G - D e l - 3 5共に強い反応性が確認されたが，細胞外の EF-Tu N - F L A Gに

対しては，殆ど反応を示さなかった（ EF-Tu N - F L A G - D e l - 3 5は，分泌されない

ため細胞内画分のみ示した）（図 44A）。したがって，細胞内と細胞外の

EF-Tuのリン酸化状態が異なることが示された。また， His 6-EF-Tuと

His 6-EF-Tu D e l - C 3 5は，いずれも Phos  tagの強い反応が得られた（図 44B）。  

 

 

Ⅳ 	
 考 察  

	
 EF-Tuの細胞外への分泌に寄与する配列の探索の結果，① EF-Tuの C末

端の 35アミノ酸領域に含まれる４つの疎水性アミノ酸と２つの塩基性ア

ミノ酸が分泌に重要な役割を果たすこと，② EF-Tuは SecAと相互作用し，

さらに C末端領域が相互作用に必須であること，③ EF-Tuのリン酸化修飾

が相互作用に関与する可能性があること，以上の結論を得ることができ

た。  

	
 EF-Tuの分泌に寄与する配列は， N末端ではなく C末端に存在し，さら

に， EF-Tuの C末端から 15〜 20アミノ酸残基の領域に含まれる疎水性と塩
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基性アミノ酸残基が関与することが示された。また， E.  co l iにおいても

EF-Tuの C末端の配列依存的な分泌パターンが確認され，EF-Tuの分泌は，

グラム陽性あるいは陰性細菌にかかわらず同一の分泌プロセスを経ると

考えられた。一方， S.  pyogenesの GAPDH， B.  subt i l l i sのα -Enolase， R.  

leguminosarumの SodAで見出された分泌に寄与する領域は，いずれも N末

端領域に存在し ( 1 2 6 ) ( 1 3 6 ) ( 1 4 8 ) ( 1 5 0 )，さらに GAPDHやα -Enolaseは，高次構造

の保持の重要性が示されている ( 1 2 6 ) ( 1 4 8 ) ( 1 5 0 )。しかし， EF-Tuの疎水性と塩

基性アミノ酸置換による C末端領域の逆平行からなる βシート構造の大き

な変化は予測されないことから，高次構造はシグナル配列としての機能

に関与しないことが示唆された。さらに， C末端に親水性の FLAGタグを

付加した場合， EF-Tuの分泌が著しく低下することから， C末端領域の電

荷または疎水性の割合が分泌シグナルとして機能するために重要である

考えられた。  

	
 His 6-EF-Tuは SecAの ATPase活性をポジティブコントロールとして用い

たリン脂質を添加した場合と同程度まで活性化したが，C末端領域を欠損

すると ATPase活性は，半分まで低下した。さらに，E.  co l i由来の His 6-EF-Tu

と L.  reu ter i由来の EF-Tu N - F L A Gはいずれも C末端を欠損すると SecAとの相

互作用は認められなかった。以上の結果は，EF-Tuの C末端領域は， SecA

との相互作用に必須であり，さらに EF-Tuは SecAと相互作用することで

ATPase活性を活性化することが明らかになった。したがって，EF-Tuが Sec

輸送経路依存的であるというこれまでの仮説を強く支持する結果を得る

ことができた。  

	
 EF-Tuは，細胞内で高次構造を保持した状態で存在するが ( 1 2 9 )，Sec輸送

経路は，高次構造が保たれた状態のタンパク質を細胞外へと輸送するこ

とはできない ( 1 4 0 )。一方， EF-Tuと同じく細胞内で高次構造をもつ R.  
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leguminosarumの SodAは，シャペロンである SecBの変異により分泌が抑制

されることから， SRP非依存的に SecBにより高次構造の巻き戻しが行わ

れた後，Sec輸送経路を介して細胞外へと分泌される経路が示されている

( 1 3 6 )。したがって， EF-Tuも高次構造の巻き戻しに関わるシャペロン様分

子が本分泌機構において重要な役割を持つものと推測される。しかしな

がら，Lactobaci l lus属乳酸菌を含むグラム陽性細菌には SecBの存在は見出

されておらず ( 1 5 3 )，今後の解析が求められる。  

	
 また，近年の報告により，細胞内で部分的に高次構造をもつ変異タン

パク質の Tat分泌シグナル配列を Secシグナル配列に置換した場合でも配

列依存的に Sec輸送経路を介して分泌されることが見出されており ( 1 4 1 )，

部分的に高次構造が保持された状態でも Sec輸送経路はタンパク質を分

泌可能であるという新たな報告もある。したがって，このような新たな

機構が EF-Tuの分泌に寄与する可能性も十分に考えられる。  

	
 興味深い結果として，細胞内の EF-Tuは SecAと相互作用したが，細胞外

に分泌された EF-Tuは SecAと相互作用が認められなかった。 Archambaud  

e t  a l . ,  (2006)  ( 1 5 4 )により， L.  monocytogenesのMn-Superoxide  d ismutases

（MnSod）において類似した研究例が報告されている。すなわち， L.  

monocytogenesの ser ine- threonine  phosphatase  (S tp)欠損変異株ではMnSod

の細胞外への分泌量が低下し，さらに分泌されたMnSodはいずれも脱リ

ン酸化されていることから，リン酸化状態のMnSodは細胞外へと分泌さ

れないことを示している。さらに， secA2欠損変異株では，MnSodは分泌

が低下することから，MnSodは SecA2依存的に分泌されることを報告して

いる ( 1 5 4 )。 EF-Tuも同様に，細胞内で ser ine- threonine  k inaseによりリン酸

化されており ( 1 5 5 ) ( 1 5 6 )，EF-Tuのリン酸化は GTP/GDP加水分解の活性化にお

ける重要なスイッチシグナルとして知られている ( 1 5 7 ) - ( 1 5 9 )。そこで， L.  
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reuter i  JCM1081における細胞内と細胞外の EF-Tuのリン酸化修飾を確認

した結果，MnSodと同様に EF-Tuは細胞内で強くリン酸化修飾されていた

が，細胞外へと分泌された EF-Tuのリン酸化修飾のシグナルは殆ど確認で

きなかった。さらに，細胞内の EF-Tuのみ SecAと相互作用が認められるこ

とから，リン酸化状態が分泌に重要であることを示唆された。また，

His 6-EF-Tuと His 6-EF-Tu D e l - 3 5はいずれも強いリン酸化修飾された状態で

あったことを踏まえると， EF-Tuの細胞外への分泌には， EF-Tuの C末端

を介した SecAとの直接的な相互作用に加えて，EF-Tuの細胞内でのリン酸

化修飾の異なる２つの要素の関与が推察された。しかし，細胞内の Stpに

より脱リン酸化され分泌されるMnSodに対して，本研究で得られた結果

では，リン酸化状態の EF-Tuが SecAと相互作用し，その後脱リン酸化され

ることを示唆する結果あり，MnSodと異なる挙動を示すことが考えられ

た。 Archambaud  e t  a l . ,  (2006)  ( 1 5 4 )は，MnSodと SecA2の相互作用について

は言及しておらず，EF-Tuと SecAとの相互作用に EF-Tuのリン酸化修飾の

状態がどのように寄与するか，すなわち，EF-Tuの脱リン酸化がどの段階

で生じているか今後の解析が求められる。  

	
 第三章では， EF-Tuの既知のシグナル分泌配列とは異なる C末端の配列

依存的に，細胞外へと分泌される機構を初めて明らかにした。また，本

経路には Sec輸送経路の関与が強く推察され，さらに，SecAとの相互作用

に関わる C末端領域と，細胞内での EF-Tuのリン酸化修飾の２つの要因が

分泌機構に重要であることが示唆された。また， EF-Tuの C末端の配列の

保存性が様々な細菌種間で保存性が高いことから，多くの細菌種に共通

した機構であることが考えられた。これらの結果は，古典的な N末端の分

泌シグナル配列依存的な Sec輸送機構とは異なり， C末端の分泌シグナル
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配列依存的に Sec輸送機構が関与する細菌における新たなタンパク質の

輸送機構の存在を提案することができた。  
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 本研究から， L.  reu ter i における硫酸化糖鎖付着因子としての EF-Tu の

役割とその細胞外への提示機構に関して，次の事実が明らかにされた。  

 

１．ブタ由来ムチンは乳酸菌の結合性の評価に広く用いられるが，粘性

の性質ゆえに莢雑物を含み，それらへの非特異的な結合性が指摘され続

けてきた。そこで，ブタの消化管から物理的にムチン層を剥離し，界面

活性剤を加えて可溶化したのち，ゲル濾過クロマトグラフィーおよび密

度勾配超遠心分離を組み合わせた手法により，糖の割合を 70%程度まで

高めた高純度なムチンを分画することに成功した。また，精製ムチンに

対する糖質分解酵素の反応効率は粗精製ムチンと比較し良好であり，ム

チン糖鎖と乳酸菌の相互作用など分子間の詳細な解析を行う際に有用で

あることが示された。さらに，種々のレクチンおよび抗ムチンモノクロ

ーナル抗体を用いた実験により，ブタ大腸ムチンにガラクトースが豊富

に存在することに加え， 6-su l fa ted  b lood-group H type  2  an t igen あるいは

Sd a  b lood group ant igen を含むスルホムチンやシアロムチンが存在するこ

とが示された。  

 

２． P47 の N 末端アミノ酸シーケンスにより得られた配列情報から，P47

は翻訳伸長因子（ EF-Tu）であることが明らかになった。そこで，大腸菌

を 宿 主 と し て 組 み 換 え タ ン パ ク 質 （ His 6-EF-Tu） を 発 現 ・ 精 製 し ，

His 6-EF-Tu の複合糖脂質に対する結合特性を解析した。表面プラズモン

共鳴による相互作用解析から，弱酸性の pH において，非還元末端が硫酸

化ガラクトシル基の複合糖脂質に結合し，とくにスルファチドに対しナ

ノモルオーダーの解離定数を示した。また His 6-EF-Tu は，非還元末端が

ガラクトシル基あるいは硫酸基と同じく負の電荷をもつシアル酸には結
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合しないことから静電的作用ではなく EF-Tu と硫酸化糖鎖との特異な相

互作用の存在が示された。  

 

３．ムチンは，ガラクトース，N -アセチルグルコサミン，フコースから

なる中性糖鎖と硫酸基やシアル酸が結合した酸性糖鎖により複雑に修飾

される。そこで，中性および酸性ムチンオリゴ糖を競合体としてムチン

への His 6-EF-Tu の結合を競合 ELISA 法により評価した。酸性オリゴ糖お

よび脱シアル酸酸性オリゴ糖の添加は His 6-EF-Tu の結合を同程度阻害し

たが，中性オリゴ糖による阻害は認められなかった。また，ブタ胃底部

粘膜組織の免疫組織化学的染色では HID 染色と His 6-EF-Tu の反応部位が

極めて類似した。以上より， EF-Tu は複雑な糖鎖構造をもつムチンにお

いても，硫酸基に修飾されたムチン糖鎖に対して特異な結合活性をもつ

ことが示された。  

 

４．  L .  reu ter i  JCM1081 における EF-Tu の局在と付着因子としての機能

を評価した。 EF-Tu の局在を抗 EF-Tu 抗体を用いたウエスタンブロット

により評価した結果，培養初期から定常期まで細胞表層における EF-Tu

のシグナルが確認された。また本株のムチンへの付着性は抗 EF-Tu 抗体

により阻害されたことから，EF-Tu の付着因子としての役割が示された。

さらに，EF-Tu の細胞表層における局在は，培地中の pH に依存的であり，

弱酸性条件において，細胞表層に静電的にとどまることが示された。ま

た， EF-Tu は他の L.  reu ter i  5 菌株においても細胞表層局在が確認された

ことから，乳酸菌に共通する硫酸化糖鎖への付着因子である可能性が示

された。  
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５．  EF-Tu を介した付着機構からスルホムチンは確かな乳酸菌の受容体

であることが明らかになった。 Bif idobacter ium は，ほ乳類の大腸におい

て優勢菌種であり，プロバイオティクスとして利用価値の高い菌種であ

る。そこで複数の Bif idobacter ium のムチンへの付着性を評価した結果，

スルホムチンに付着性を示す幾つかの菌株が存在することを新たに見出

し た 。 ま た ， こ れ ら の 菌 株 に お い て EF-Tu の 局 在 が 確 認 さ れ ，

Bif idobacter ium においても EF-Tu が付着因子として機能することが推察

された。  

 

６．  EF-Tu の分泌経路に関して評価した。 L.  reu ter i  JCM1081 に対して

ATPase 阻害剤であるアジ化ナトリウムを添加したところ EF-Tu の分泌は

著しく低下した。また，自己溶菌や膜小胞体を介した分泌でないことを

示唆するデータが得られたことから， EF-Tu の菌体外への移行に能動的

分泌機構が関与している可能性が考えられた。膜チャネル複合体の構成

因子である SecY に２点相同組み換えを利用し薬剤耐性遺伝子を組み込

むことで secY 欠損株を作出した。secY 欠損株では EF-Tu の分泌は殆ど確

認されなかった。また，モータータンパク質である SecA の過剰発現株で

は，EF-Tu の分泌量が増加した。したがって，EF-Tu の分泌には Sec 輸送

経路が関与する可能性が示された。  

 

７． EF-Tu における分泌シグナル配列の探索を評価した。一般に Sec 輸

送経路により分泌されるタンパク質の N 末端には高度に保存された分泌

シグナル配列が存在する。そこで分泌シグナルの探索として， EF-Tu の

幾つかのアミノ酸残基を欠損または置換させた変異 EF-Tu を作成し，
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EF-Tu の分泌に及ぼす影響について検討した。その結果， C 末端の約 35

アミノ酸残基の欠損により EF-Tu の分泌は著しく低下した。そこで本領

域の幾つかの疎水性または塩基性アミノ酸残基をグリシンに置換した結

果，６つの置換体で分泌が確認されなくなった。したがって，EF-Tu の C

末端の特定の領域またはアミノ酸残基が分泌シグナルのように機能して

いることが示された。  

	
 次に，本領域の分泌シグナルとしての機能を評価するため， C 末端を

欠損した変異 EF-Tu F L A G を用いて，プルダウン法により ATPase 依存性の

モーター因子 SecA との相互作用を評価した。EF-Tu は C 末端領域を介し

て組み換え SecA タンパク質（ His 6-SecA）と相互作用し，また， EF-Tu

は His 6-SecA の ATPase 活性を高めることが示された。以上から， EF-Tu

の C 末端領域が分泌シグナルとして寄与することが強く示された。さら

に細胞内の EF-Tu のみ SecA と相互作用し，さらに細胞内の EF-Tu はリ

ン酸化修飾されていた。すなわち， EF-Tu の C 末端領域が Sec 依存性の

分泌シグナルとして機能することに加え， EF-Tu の細胞内でのリン酸化

修飾が SecA と相互作用に関与することが示唆された。  

 

	
 以上，本研究で得られた新規な知見は次に示す事柄である（図 45）。

EF-Tu の細胞外への分泌は， EF-Tu の C 末端の塩基性と疎水性アミノ酸

からなる分泌シグナル配列が存在し， EF-Tu の細胞内でのリン酸化修飾

が関与することが示唆された。また， EF-Tu が細胞外へと輸送される際

には， Sec 輸送経路が関与することが示された。  

	
 さらに，細胞外へと分泌された EF-Tu は，弱酸性 pH で細胞表層にとど

まり，ムチンの硫酸化糖鎖を特異的に認識するレクチン様の性質をもつ

L.  reu ter i の付着因子として機能するすることが示された。以上は，既知
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の分泌シグナル配列に依存しない EF-Tu の新たな分泌機構の存在を強く

示すと共に，乳酸菌における硫酸化糖鎖に対する付着因子を初めて見出

したものである。   
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