
された比較的歴史の浅い組換え酵素である．バクテリオ

ファージの部位特異的組換え酵素を用いる組換え DNA技

術は，Creリコンビナーゼや λファージ・インテグラーゼ
など，チロシンタイプを用いる手法が主流であるが，近

年，セリンタイプ・インテグラーゼを用いたゲノム工学技

術も相当進歩している．チロシンタイプと比較した際のセ

リンタイプの利点は，酵素単独で効率良く反応が進行する

ため異種細胞内で機能させることが比較的容易な点にあ

る．また，本稿で紹介した放線菌ファージ・インテグラー

ゼは，それぞれ固有の att 配列を認識することから，複数

のインテグラーゼの att 配列と酵素を用いることで，異種

細胞ゲノムへの段階的なドミノ式遺伝子導入や，複数のゲ

ノム上特定部位への遺伝子導入が可能になる．セリンタイ

プ・インテグラーゼを用いた試験管内における遺伝子クラ

スター構築技術と，対象細胞種を限定しないゲノム上遺伝

子導入技術を組み合わせることで，人工的な代謝・生合成

系の構築と，その異種細胞への付与を目指す合成生物学的

研究への応用が期待される．
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細菌の形態形成における細胞壁造形機構

１． は じ め に

単細胞生物である細菌では，周囲の環境の変化に対応し

つつ増殖するために，その細胞表層構造がとても重要にな

る．大腸菌に代表されるグラム陰性菌の表層は３層構造で

あり，内膜（細胞質膜）と外膜の二つの膜とその内外膜に

挟まれた薄い細胞壁（ペプチドグリカン）から構築される

（図１A）．枯草菌に代表されるグラム陽性菌の表層は２層

構造で，細胞質膜と厚いペプチドグリカンからなる（図１

A）．ペプチドグリカンは１細胞につき１分子存在し，内

膜を覆いつくすことにより，菌体の内圧に対抗し，溶菌を

防ぐ．さらに，ペプチドグリカンは細菌の形態形成にも必

要であり，それ自体細菌と同じ形をしている（図１C，D）．

細菌増殖時，細胞の形態が変わるに連れて，ペプチドグリ

カンもその形を変える．ペプチドグリカン形成には，合成

酵素はもちろん必要であるが，分解酵素も重要な役割を果

たしていることが知られている．この合成と分解のバラン

スが失われると，ペプチドグリカンは欠損し，溶菌する．

このバランスを維持するために，これらの酵素の活性は厳

密に制御されていると考えられている．近年，ペプチドグ

リカン形成に FtsZやMreBなどの細胞骨格因子が関与し

ていることがわかってきた．しかしながら，どのように細

胞骨格因子が酵素活性を制御し，ペプチドグリカン形成に

関与するのか，ほとんど明らかにされていない．このミニ

レビューでは，細菌の形態形成と密接に関わるペプチドグ
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リカン合成・分解制御についての最近の研究を広く簡潔に

紹介する．

２． ペプチドグリカン

ペプチドグリカンは，その名前から推測されるように，

糖鎖とペプチドからなる網状をした化学構造を持つ（図１

B）１）．糖鎖はアセチルグルコサミンとアセチルムラミン酸

が交互に連結した長い直線構造をしており，アセチルムラ

ミン酸に結合したペプチドが２本の糖鎖を架橋している．

ペプチドグリカン合成酵素は，ペニシリン結合タンパク質

と呼ばれ，糖鎖を生成するポリメラーゼドメインとペプチ

ド架橋を触媒するトランスペプチダーゼドメインの二つの

ドメインを持つタンパク質と，トランスペプチダーゼドメ

インのみを持つタンパク質がある．ペニシリン結合タンパ

ク質は，細胞膜（もしくは内膜）に存在し，細胞膜外に位

置する活性ドメインにより，ペプチドグリカンを合成す

る．最近，ペニシリン結合タンパク質と相互作用し，その

活性に必要なタンパク質が大腸菌で発見された２，３）．この活

性化タンパク質は外膜に局在するため，ペプチドグリカン

合成と外膜合成を整合させることに関与していると推測さ

れている．一方，ペプチドグリカン分解酵素には様々な種

類のタンパク質があり，それぞれ同じ，もしくは異なるペ

プチドグリカンの結合を切断する４）．

３． 細胞分裂時におけるペプチドグリカン形成

細菌の細胞分裂は，チューブリン様タンパク質である

FtsZが細胞分裂部位（ほとんどの場合，細胞中央部）に

リング構造を形成することから開始される（図２）．この

FtsZリングが細胞分裂に必要な他のタンパク質を呼び寄

せ，分裂複合体 Divisomeを形成する５）．分裂複合体は，２０

以上のタンパク質からなる細胞膜を貫通した構造をしてお

り，ペプチドグリカン合成酵素（PBP３）と分解酵素もそ

の中に含まれる．分裂複合体形成後，分裂部位に隔壁ペプ

チドグリカンが形成され，細胞質が分割される．その後，

隔壁が分解酵素により分割されることにより，娘細胞が分

離する（図２）．以下，ペプチドグリカン合成・分解酵素

のうち隔壁の合成と分割にかかわるものを隔壁合成・分割

酵素と記す．隔壁合成酵素は通常不活性であり，細胞分裂

時にのみ活性化する．隔壁形成開始には FtsZリング自体

の収縮力が重要と考えられているが，そのメカニズムは明

らかになっていない６）．

グラム陰性菌においては，隔壁は合成後，短時間のうち

に分割され，外膜の陥入が起こる．隔壁合成酵素の活性が

図１ 細菌の表層構造とペプチドグリカン
（A）グラム陰性菌とグラム陽性菌の細胞表層構造の違い．（B）
ペプチドグリカンはアセチルグルコサミン（ ）とアセチルム
ラミン酸（ ）が重合した糖鎖が，短いペプチド鎖（ ）によっ
て架橋された化学構造を持つ．（C）位相差顕微鏡下で観察され
た大腸菌．（D）大腸菌から精製後，蛍光プローブでラベルされ
たペプチドグリカン．

図２ 桿菌の分裂と形態形成
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ペニシリンなどの抗生物質で阻害されると，隔壁分割酵素

による隔壁分解が進み，溶菌を引き起こす．そのため，細

胞分裂部位では，隔壁合成酵素と分割酵素の活性のバラン

スはより厳密に制御されていると考えられている７）．一般

的に，隔壁分割酵素は生存には必要なく，その欠損株は鎖

状で生育する．大腸菌では，三つのそれぞれ相同性のある

ペプチドグリカン分解酵素（AmiA，AmiB，と AmiC）が

隔壁分割に関与するが，それぞれ単体で弱い分解活性しか

示さない．しかしながら隔壁合成後，これらの隔壁分割酵

素は，分裂部位に局在する二つの異なるタンパク質（EnvC

と NlpD）により特異的に活性化される８）．興味深いことに，

これら二つの活性化タンパク質の一次配列は他のペプチド

グリカン分解酵素（lysostaphin）と相同性があるが，分解

活性は持たない．このことから，複数の分解酵素同士によ

るプラスの相互作用の存在が推測され，進化の過程で活性

化タンパク質のペプチドグリカン分解活性が失われたと考

えられる．隔壁分割酵素は隔壁の中央部のみを分解するこ

とにより，隔壁を分割する．二つに分割された隔壁は半球

状となり娘細胞の極を形成し，不変化するが，これらの分

子機構は全く明らかになっていない９）．

グラム陽性菌では，連鎖状球菌のように隔壁合成と分割

がほぼ同時に起きる細菌や，枯草菌やブドウ球菌のように

分裂時に完全に隔壁が形成され，後ほど隔壁分割が独立し

て起こる細菌がある．これらのグラム陽性菌においても，

隔壁分割酵素とその制御機構の理解が最近進んでいる．隔

壁分割酵素とその制御機構についてさらに興味を持たれた

方は，筆者と Bernhardt教授との共著レビューを参照して

いただきたい７）．

４． 形態形成におけるペプチドグリカン形成

細菌の形態は桿状，球状，楕円状，螺旋状，三日月状な

ど様々であり，それぞれの形態は生育環境に適応してい

る１０）．ほとんどの桿菌細胞において，アクチン様タンパク

質MreBが桿状形態形成に必須である．MreBはペプチド

グリカン合成酵素（PBP２）や他の膜タンパク質と相互作

用し，桿状形成複合体を作り，円筒部分のペプチドグリカ

ンを伸長させる．以前に蛍光タンパク質との融合により，

大腸菌のMreBの細胞内局在は細胞長径に平行な螺旋状で

あることが報告されていたが，この融合タンパク質は細胞

内機能がなく，野生株では螺旋状構造体も観察されないこ

とから，MreBの螺旋状局在はアーティファクトであるこ

とがわかった１１）．

最近，機能的なMreB蛍光融合タンパク質が開発され，

MreBは細胞表層に点々と存在し（図２），それぞれの点は

細胞の長径方向に対しほぼ垂直に動いていることが三つの

異なる研究グループから報告された１２～１４）．これらの報告で

は点状に局在するMreBはそれぞれランダムに同じか反対

方向に動いていることが観察された．また，MreBの同様

の点状局在と動態は，桿状形成複合体に含まれる他のタン

パク質でも報告されている．面白いことに，ペプチドグリ

カンの架橋結合阻害剤によって，桿状形成複合体の動きは

止まる．このことから，新規合成されたペプチドグリカン

糖鎖が既にある円筒状ペプチドグリカン糖鎖と架橋するこ

とによって，MreBの動態が制御されていることが示唆さ

れた．

これまで，間接的ではあるが，大腸菌の円筒ペプチドグ

リカンの糖鎖は円筒構造の長径方向と垂直に伸長している

ことが示されている１）．さらに，円筒ペプチドグリカンの

伸長は，新規合成された糖鎖が２本の糖鎖の間に入り込

み，新しい糖鎖と既存の糖鎖の間に架橋構造が作られるモ

デルも提唱されている．これまで観察されているMreBを

含む桿状形成複合体の動態は，このモデルに合い，複数の

複合体が糖鎖を合成しつつ，既存の糖鎖に沿って動いてい

ることが考えられる．また，MreB重合阻害剤 A２２によ

り，ペプチドグリカン糖鎖合成が止まることから，MreB

はペプチドグリカン合成に必要であることもわかってい

る１５）．大腸菌のMreBはそれ自体 ATP依存的に重合し，

フィラメントを形成するが１６），このMreBフィラメントが

いかに桿状形成複合体の活性に関与しているかはいまだ不

明である．

新規合成された糖鎖が２本の糖鎖の間に入り込むために

は，まず既存の２本の糖鎖をつないでいる架橋構造を切る

必要がある．このため，ある特定のペプチドグリカン分解

酵素がこの反応を触媒すると考えられていたが，実際は複

数の分解酵素が関与するため，最近までどの組み合わせの

分解酵素が円筒ペプチドグリカンの伸長に必要かわかって

いなかった．現在，大腸菌では三つの分解酵素（Spr，

YdhO，YebA）が，枯草菌では二つの分解酵素（CwlO，

LytE）が円筒ペプチドグリカン伸長に関与することが報告

されている１７，１８）．これらの分解酵素の欠損は，細胞伸長を

阻害し，溶菌を引き起こす．この分解酵素活性とその制御

機構は，桿状形成複合体と密接に関係しているはずである

が，いまだ明らかにされていない．さらに，他のペプチド

グリカン分解酵素もまた桿形形成に重要な役割を果たして

いることが示唆されている１９）．

ほとんどの桿菌ではMreBが桿状細胞形成に必須であ
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る．しかしながら，Corynebacterium，Mycobacterium，Agro-

bacterium などの桿菌はMreBを持たない．これらMreBの

ない桿菌では，細胞伸長時，既存円筒表層はそのまま変わ

らず，細胞極から出芽酵母のように新しく細胞表層が作ら

れることにより伸長する（図３A）２０～２３）．この細胞伸長には

極に局在するタンパク質が必要であることがわかっている

が，娘細胞のペプチドグリカンが極部から作られ桿形にな

るメカニズムはほとんど明らかになっていない．

桿形細胞が曲がった三日月形をしている Caulobacter

crescentus では，中間径フィラメント様タンパク質 Cres-

centinがMreBと FtsZと共に形態形成に必要である（図３

B）．Crescentinの量により細胞曲率が変化し，その欠損株

は桿状になる２４）．細胞質内で発現される Crescentinは三日

月形の内径表層に局在し，内径側のペプチドグリカン伸長

を遅くすることにより，細胞を曲げると考えられてい

る２５）．さらに，螺旋形であるピロリ菌（Helicobacter pyroli）

では，その形態形成にペプチドグリカン分解酵素が関与す

ることが最近の研究からわかってきた（図３B）２６，２７）．いか

にペプチドグリカン合成と分解が制御され，曲がった形の

細胞ができるのか，今後の研究が待たれる．

枯草菌の胞子形成においても，ペプチドグリカンの合

成・分解は必要である．非対称分裂後の母細胞の細胞膜に

よる前胞子の抱え込みには，細胞膜の先端に局在する２種

類のペプチドグリカン分解酵素を含む複合体が必要であ

る．この複合体は前胞子周囲のペプチドグリカンの分解力

を使って，モーターのように母細胞の細胞膜を引っ張り，

抱え込みを進行させる（図３C）２８）．前胞子の抱え込み後，

ペプチドグリカン合成・分解によって，胞子のストレス耐

性に重要な胞子皮層（cortex）が形成される２９）．

５． お わ り に

ペプチドグリカンの形状決定機構の理解は，最新の顕微

鏡技術・ゲノム研究・高度遺伝学・生化学により最近顕著

に進んできている．しかしながら，これまで述べてきたよ

うに，まだまだ多くの謎が残されている．細胞分裂時の隔

壁形成と分離についても，様々な研究結果が報告されてい

るが，いまだ不明瞭なモデルしか描けていない．また，桿

状細菌の長さと幅を決定する機構にもまだまだ不明な点が

多い３０）．ペプチドグリカンはペニシリンに代表される様々

な抗生物質の標的であり，これらの研究は，生物学的な興

味だけでなく，医学的にも重大な意味を持つ．ペプチドグ

リカンの合成・分解機構のさらなる解明は，新たな抗生物

質の開発に繋がると期待されている．
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上原 剛
（ノバルティス バイオメディカル研究所）

Cell wall shaping during bacterial morphogenesis
Tsuyoshi Uehara（Novartis Institutes for Biomedical Re-
search, Inc., ４５６０ Horton Street, Emeryville, CA ９４６０８,
USA）

Asp-hemolysin由来合成ペプチドと酸化
LDL／リゾリン脂質の相互作用

１． は じ め に

Asp-hemolysin は， Aspergillus fumigatus（A. fumigatus）

Fresenius-村松株から分離・精製された，１３１アミノ酸残基

からなる分子量１４，２７５のタンパク質毒素である（図１）１，２）．

この毒素は，A. fumigatus の実験的感染に際して感染促進

効果を示し，感染病巣中にも産生される３）．また，Asp-

hemolysinは，各種動物赤血球に対して in vitro において溶

血活性を有するほか，マウス腹腔内血管透過性亢進作用

や，ヒト多核白血球，モルモット腹腔マクロファージに対

する細胞毒性など様々な生物活性を有することから，A.

fumigatus 感染の病変形成・進展に関与することが強く示

唆されている１）．

これまで，Streptococcus pyogenes が産生するストレプト

リジン Oなどの細菌毒素は，赤血球膜上にあるコレステ

ロールに結合し溶血活性を発現すると考えられてきた．そ

れに対し，Asp-hemolysinは赤血球膜の構成成分であるリ

ン脂質やコレステロールには結合しないこと４），また Asp-

hemolysinの赤血球膜に対する結合には同ペプチド中のア

ルギニン残基が５），溶血活性の発現にはシステイン残基の

チオール基６）がそれぞれ必須であることが明らかとなって

いる．さらには，血液中に存在する低密度リポタンパク質

（low-density lipoprotein：LDL）および動脈硬化症の原因物

質である酸化 LDLがいずれも Asp-hemolysinの溶血活性

を阻害することから７～９），赤血球膜上に存在する LDLが

Asp-hemolysinと赤血球の結合に関与する可能性も示唆さ

れている．実際に，LDL，酸化 LDLはそれぞれ，Asp-

hemolysinに対し，LDL受容体，酸化 LDLの受容体であ

るスカベンジャー受容体と同等の高親和性で結合するこ

と１０），さらには Asp-hemolysinが酸化 LDLの主要構成成分

でありリゾリン脂質の一種であるリゾホスファチジルコリ

ン（lysophosphatidylcholine：LPC）とも結合することが明

らかとなっている１１）．

また，Asp-hemolysin中の３４～４５番目のアミノ酸領域が

ヒト LDL受容体のリガンド結合領域と，２２～３７番目のア

ミノ酸領域が酸化 LDL受容体であるヒトスカベンジャー

受容体クラス Aタイプ１のコラーゲン様ドメイン（リガ

ンド結合領域）と，それぞれ類似することがわかった（図
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