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序章 

Bacillus cereus（セレウス菌）は，グラム陽性菌であり，リネンやタオル汚染，点滴ライン

などを通して，感染が広がる事がある．本菌は，食中毒の原因菌として有名である一方，免

疫不全患者に敗血症などの重篤な感染症を引き起こす事がある．これまでの研究から，本菌

が産生するスフィンゴミエリナーゼ（SMase）は，マクロファージの膜の流動性を低下させ，

機能障害を引き起こし，セレウス菌の病原性に強く関与していると考えられる．多くのセレ

ウス菌株は，SMase の遺伝子を保有しているにもかかわらず，SMase 産生菌株と産生しない

非産生菌株に分類される．菌株間で SMase 産生量が異なる制御メカニズムに関する詳細な

報告はされていない．セレウス菌では，SMase は，PlcR 転写制御系により制御されている．

転写制御因子である PlcR は 34-kDa のタンパク質であり，対象遺伝子のプロモーター領域

に存在する「PlcR box」と呼ばれる塩基配列に結合し，転写を活性化する．本論文では，セレ

ウス菌における SMase 産生と PlcR 転写制御系の関係について研究を行った． 

 

第 1章：PlcR box 配列と SMase 産生量によるセレウス菌の分類 

SMase の遺伝子はホスファチジルコリン特異的ホスホリパーゼ（PCPLC）の下流に位置し，

PCPLC とオペロンを組んでいる．オペロン内には，PCPLC のプロモーター領域に PlcR box

（PCPLC-PlcR box），SMase のプロモーター領域に PlcR box 様の配列（SMase-PlcR box）が

存在する．特に，前者の PlcR box が，SMase を正に制御している事が分かっている．そこ

で，菌血症患者由来の臨床分離株 38 株と ATCC 由来のセレウス菌 2 株を用いて，PCPLC-

PlcR box のシークエンス解析を行った．その結果，TATGAACATTTGCATA の配列を持つ 

Group I，TATGAAAATCTGCATAの配列を持つ Group II，TATGAACATTTACATA の配列を持

つ Group III に分類できた．また，4 時間培養後の上清中 SMase 産生量と活性を測定したと

ころ，Group I と Group II に属するセレウス菌の多くは産生量や SMase 活性が高かった一

方で，Group III では SMase の産生量や活性が低かった．これらの結果より，PCPLC-PlcR box 

の配列が，セレウス菌の SMase 産生量に影響している事が示唆された． 

 

第 2章：定常期における SMase 産生の時間変化 

SMase の産生は定常期開始点で最大を示し，定常期では時間依存的に減少する事が報告さ

れており，SMase-PlcR box が SMase を負に制御している可能性も示唆されている．そこで，

SMase-PlcR box のシークエンス解析を行った結果，Group I では ATACAATACATGGAGGTAT 

の配列を，Group II では  ATACAC- - - ATGGAGGTAT，Group III では  ATACAA- - - 

ATGGAGGTAT を持っていた．次に，定常期での SMase 活性の時間変化を調べた結果，Group 



I の SMase 活性は，定常期開始点の培養 4 時間目で最大となり，その後，時間依存的に減

少した．一方，Group IIでは，4 時間目までは Group I と同様の活性を示したが，4 時間目以

降も SMase 活性が維持された．Group III は，4 時間目以降も活性が低かった．この結果よ

り，PCPLC-PlcR box と SMase-PlcR box で SMase 産生を制御している事が示唆された． 

 

第 3章：PlcR box group 間におけるセレウス菌の病原性比較 

次に，PlcR box group 間の SMase 産生の違いが，宿主に対する病原性に反映されるか比較

検討を行った．まず，Balb/c マウスに ATCC14579，KPUM46，KPUM25，KPUM40 を腹腔内

投与した．その結果，ATCC14579，KPUM46（Group I）および KPUM25（Group II）感染マウ

スは 19 時間以内に 100％致死に至った. 一方，KPUM40（Group III）では致死に至らなかっ

た．以前の研究で, セレウス菌が産生する SMase は，マクロファージの細胞膜に含まれるス

フィンゴミエリンを加水分解することにより貪食を抑制することが報告されている．そこで，

セレウス菌を RAW264.7 と培養し，gentamicin で処理することにより貪食抑制能を検討した．

その結果，SMase 非生産菌株である KPUM40 が貪食された菌数は，SMase 生産菌株である 

ATCC14579，KPUM46，KPUM25 に比べて劇的に多かった．つまり，SMase 産生菌株はマク

ロファージからの貪食を回避することができる．これらの結果から，SMase 産生菌株である

Group I および II の病原性が，非産生菌株である Group III よりも高いことが示唆された． 

 

第 4章：PlcR box 配列により SMase 産生が変化する要因の探索 

これまでの結果から，PlcR box 配列が，SMase 産生に影響を与えている事が示唆されたこ

とから，PlcR box 配列の違いが SMase 産生に与える要因の探索を行った．最初に，定常期に

おける菌体中の SMase の mRNA 量の時間変化を調べた．その結果，Group I の mRNA は 4

時間目で最大量を示し，その後，減少した．Group II では，4時間目から 8時間目までに増加

し，12時間目では 4時間目と同量程度まで減少した．また，Group III では，Group I や Group 

II と比較して，mRNA 量は少なかった．以上の事より，SMase 量と mRNA 量は相関してお

り，PlcR box 配列の違いが，SMase の転写に影響を与えている事が示唆された．次に，PlcR 

box と転写因子 PlcR との結合親和性を調べた．PCPLC-PlcR box では，Group III の結合親和

性は Group I や Group II と比べて低かった．また，SMase-PlcR box では，Group I の結合親

和性は Group II や Group III と比べて高かった．つまり，Group I では PCPLC-PlcR box 

（SMase を正に制御）と SMase-PlcR box（SMase を負に制御）が共に働き，Group II では 

PCPLC-PlcR box が Group I 同様に働くが, 後者の働きが弱い．Group III では両者の働きが

弱い事が示唆された．この結果は，SMase 産生の挙動と矛盾しない結果であると考えられる． 

 

総括 

PlcR box の配列の違いが SMase の産生に影響を与え，その結果，病原性が変化することが

明らかとなった．加えて，PlcR box の配列によって転写因子との結合親和性が変化し，SMase 

の転写に影響する事が，SMase 産生が異なる要因の一端であると見出した．新たな知見であ

る PlcR box 配列に基づく分類は，高病原性セレウス菌の検出に貢献するものと期待している． 

 



本論文は以下の報告を総括したものである．なお，図の転載については出版社より許可済み

である． 

 

1. Atsushi Yokotani, Fumi Takahashi, Ryoko Aoyama, Go Kamoshida, Tadashi Kosaka, Masaki Nakanishi, 

Naohisa Fujita. Differences in the sequence of PlcR transcriptional regulator–binding site affect 

sphingomyelinase production in Bacillus cereus. Microbiol Immunol. “in press”.  
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序論 

 Bacillus cereus（セレウス菌）は，芽胞を形成するグラム陽性菌であり，埃，空気，水，土

壌など，様々な環境中に広く存在する [1]．また，病院環境中にも存在しており，リネンやタ

オル，点滴ライン，カテーテルなどを通して，感染が広がる事がある [2, 3]．本菌は，食中毒

の原因菌として有名である一方，日和見感染により，免疫不全患者に敗血症，肺炎，眼内炎，

壊死性筋膜炎などの重篤な感染症を引き起こす事がある [2, 4-8]．日本においては，2006 年

に，タオルやシーツを介して，24 人の患者がセレウス菌に院内感染し，2 人が死亡，1 人が

片目を失明するアウトブレイクが起こったことがある． 

セレウス菌は，スフィンゴミエリナーゼ（Sphingomyelinase：SMase），ホスファチジルコリ

ン特異的ホスホリパーゼ C（Phosphatidylcholine‐specific phospholipase C：PCPLC），ホスファ

チジルイノシトール特異的ホスホリパーゼ C，ヘモリシン BL，セレオリジン，非溶血性腸

毒素などヒトに対する様々な病原性毒素を産生する [6, 9-11]．様々な産生毒素の中でも 

SMase は，セレウス菌感染症の重症化における重要な病原因子であることが報告されている 

[12]．  

SMase は，セレウス菌以外にも，Listeria ivanovii，Staphylococcus aureus（黄色ブドウ球菌），

Bacillus anthracis（炭疽菌），Helicobacter pylori（ピロリ菌），Pseudomonas aeruginosa（緑膿菌）

など，様々な細菌が産生するタンパク質であることが報告されている [13-20]．SMase は溶血

作用を示すとともに，スフィンゴミエリンをセラミドとホスホリルコリンに加水分解する

（Figure 1）．また，分解産物であるセラミドは，ストレス応答やアポトーシスなど，さまざま

な細胞プロセスに関与する重要な分子である [21]． 

 

 

細菌における SMase は，宿主の細胞傷害を引き起こす役割と細菌が免疫システムから逃

れる免疫回避機構の役割を担っていることが報告されている．黄色ブドウ球菌の産生する 

SMase である β-hemolysin は，ケラチノサイトに傷害を与え，細胞死を引き起こすことで，

黄色ブドウ球菌の皮膚への定着を促進し，皮膚感染症発症に寄与していることが示唆されて

いる [22]．また，血管内皮細胞におけるインターロイキン 8（IL-8）の発現を阻害し，好中球

の遊走の減少を引き起こすことや [19]，黄色ブドウ球菌のファゴソームからの逃避に貢献し

ていると考えられている [23]．L. ivanovii の 産生する SMase は，ファゴソーム膜を破壊し

て細胞質に逃れることや，マクロファージにおける細胞内生存と複製の促進に関与すると報

告されている [14]．セレウス菌が産生する SMase も，マクロファージ膜中のスフィンゴミ

エリンをセラミドに分解することで，細胞膜の流動性を低下させ，マクロファージの貪食作

Figure 1. スフィンゴミエリナーゼによるスフィンゴミエリンの加水分解 
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用を抑制することを報告している [12]．また，SMase 産生セレウス菌株を単独でマウスに腹

腔内投与すると，マウスは致死に至ったが，抗  SMase 中和抗体や SMase 阻害剤である 

SMY-540 を同時投与すると致死率を有意に低下させることが確認されている．一方，SMase 

非産生セレウス菌株を投与しても，致死には至らなかった（Figure 2）[12, 24]． 

 

 

これらのことから，本菌が産生する SMase は，セレウス菌の病原性に強く関与している毒素

であると考えられる．実際に，菌血症由来の患者から分離された臨床株は，SMase を産生す

る菌（SMase 産生菌株）が多いことが報告されている [12]．そのため，SMase 産生セレウス

菌株を早期に検出していくことが，セレウス菌感染症の重症化進展を予防するために重要で

ある． 

一方で，SMase を産生しない菌（SMase 非産生菌株）を検出することも重要である．患者

の血液培養検査において，環境中に存在するセレウス菌が，汚染菌として混入することがあ

るが，土壌などの環境中から分離された環境株は，SMase を産生しない菌（SMase 非産生菌

株）であり，病原性が低いことが報告されている [12]．そのため，SMase 非産生セレウス菌

株（非病原性のセレウス菌）を検出することで，患者への不要な抗菌薬の投与を防ぐことが

できる．このことは，薬剤耐性（AMR）対策アクションプランの一つである「医療機関にお

ける抗微生物薬の適正使用の推進」に繋がり，薬剤耐性菌の発生を防ぐことにも貢献するこ

とができると考えられる． 

多くのセレウス菌株は，SMase をコードする遺伝子を保有しているにもかかわらず，SMase 

産生菌株と SMase 非産生菌株に分類される[12]．しかし，セレウス菌株間で，SMase 産生量

が異なるメカニズムは不明であることから, 臨床の現場で, セレウス菌の主要な病原因子で

ある SMase 産生の有無を判別できるようにすることが重要である. 我々は, 個々の菌株の

SMase 産生過程に，特異な要因があると仮説を立て研究を進めることにした（Figure 3）． 

Figure 2. セレウス菌における SMase の病原性 
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セレウス菌における SMase の転写は，Phospholipase C regulator（PlcR）転写制御系により

制御される[25]．1996 年に Lereclus らによって，plcR が毒素発現に必須な遺伝子であると

いう最初の PlcR 転写制御系に関する報告がなされた [26]．その後，PlcR は 34- kDa のタン

パク質であり，SMase 以外にも，細胞外病原因子や細胞保護，環境条件の感知に関与するタ

ンパク質をコードする 45 遺伝子を制御する転写制御因子であることが分かっている [25]．

plcR を欠損させたセレウス菌株は，野生株と比較して，自身の増殖には影響を与えずに，毒

素発現やマウスの致死などの病原性が抑制されることからも [25-28]，PlcR は，セレウス菌

の病原性を制御する主要な転写制御因子の一つである． 

2002 年には Slamti らによって，もう一つの重要な転写因子である Peptide activating PlcR

（PapR）が同定された．papR 欠損株は，plcR 欠損株と同様，野生株と比較して，PlcR 転写

制御系によって転写が制御される遺伝子群であるレギュロン遺伝子の転写活性が抑制される

ことが確認されている [28]．この PapR は 24 アミノ酸から構成されるシグナルシークエン

スを含む 48 アミノ酸で構成されており，菌体外に分泌される [28]．菌体外で Neutral protease 

B（NprB）により，PapR の C 末端側 7 アミノ酸である PapR7 に切断され活性体となった

後，オリゴペプチド輸送体である Oligopeptide permease B（OppB）により，菌体内に再取り

込みされる [28, 30, 31]．再取り込み後，PlcR と PapR7 は PlcR-PapR7 複合体となることで，

PlcRの転写活性が増強される [28, 29]． 

PlcR-PapR7 複合体は，レギュロン遺伝子のプロモーター領域に存在する PlcR box と呼ば

れる 16bp の塩基配列（コンセンサス配列：5’- TATGnAnnnnTnCATA -3’）に結合することに

より，そのレギュロン遺伝子の転写を活性化する [28,32]．また，PapR が一旦菌体外に放出

されることと，plcR と papR 遺伝子のプロモーター領域には，PlcR box が存在し，PlcR と 

PapR がオートインデューサーであることから，PlcR 転写制御系はセレウス菌の持つクオラ

ムセンシング（QS）機構の一種として報告されている（Figure 4）[25, 26]．  

 

 

 

Figure 3. SMase 産生菌株と SMase 非産生菌株 
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Grenha らは，X 線結晶構造解析により，PlcR-PapR7 複合体と PlcR box の結合構造を決定

した [33]．その結果，PlcR は N 末端に DNA 結合モチーフであるヘリックスターンヘリッ

クス（HTH）構造を有しており，結合する際は二量体を形成する．また，PapR7 が PlcR の C 

末端側に結合する事で，PlcR のコンフォメーションが変化し，PlcR 単体では閉じている 

HTH 構造が広がり，柔軟性が増すことで PlcR box 配列への結合親和性が向上することが分

かった [33]． 

2018 年，Yehuda らは，PapR7 の誘導体をセレウス菌に添加することで，PlcR 活性を 60-

70% 減少させ，papR 欠損セレウス菌と同程度まで溶血を減少させた．PlcR の活性化に重要

な領域を置換した PapR7 誘導体により，非活性な PlcR-PapR7 が形成される事で，PlcR 転写

活性が抑制されたことからも，PlcR-PapR7 複合体の立体構造がレギュロン遺伝子の発現に重

要であることが示唆された [34]．以上のように，これまでに PlcR 転写制御系の基礎研究は

行われてきたが，SMase 産生の有無と PlcR 転写制御系の関係について解析した報告は無い． 

smase 遺伝子は pcplc 遺伝子の下流に位置し，これらの遺伝子はオペロンを形成している 

[32]．また，plcR 遺伝子欠損株では，SMase と PCPLC 活性が低下することから，このオペ

ロンは PlcR 転写制御系の支配下にあることが分かっている [35]．PCPLC のプロモーター領

域に PlcR box 配列（PCPLC-PlcR box）が存在し [32]，さらに SMase のプロモーター領域に

も PlcR box 様配列（SMase-PlcR box）が存在していることが報告されている（Figure 5）[35]． 

 

Figure 4. PlcR 転写制御系 概略図 

Figure . pcplc-smase オペロン 
Figure 5. plc-smase オペロン 
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本研究は，臨床或いは環境由来のセレウス菌の SMase 産生量と PlcR 転写制御系の関係を

調べ，セレウス菌株間での SMase 産生の違いが引き起こされるメカニズムを明らかにする

ことで，セレウス菌における SMase の病態発症における重要性と，その迅速診断の基盤とな

る遺伝子配列の解明を試みた． 

 

第 1 章では，菌株間で SMase 産生量が異なる要因を探索するために，セレウス菌 40 株

を用いて，PCPLC-PlcR box 塩基配列のシークエンス解析と，培養上清中の SMase 活性を測

定した．その結果，PCPLC-PlcR box 塩基配列によって，セレウス菌を 2 つの SMase 産生

菌株グループと 1 つの SMase 非産生菌株グループに分類することができたことを報告す

る． 

また，第 2 章では，SMase-PlcR box 塩基配列のシークエンス解析と定常期における 

SMase 活性の時間変化を測定することで，SMase 活性の挙動を解析した．その結果，SMase-

PlcR box 塩基配列により，1 つの定常期開始点で最大の SMase 活性を示し，定常期では活

性が時間依存的に減少していくグループと，2 つの定常期開始点の SMase 活性が定常期中

も維持されるグループに分類することができたことを報告する． 

次に，第 3 章では，PlcR box により分類されたセレウス菌グループ間での SMase 産生

の違いが，宿主に対する病原性に反映されるか確認するために，マウスへの腹腔内投与によ

る致死と，マクロファージ貪食活性への影響を確認した．その結果，SMase 産生菌株グルー

プでは，SMase 非産生菌株グループより，病原性が高かったことを報告する． 

最後に，第 4 章では，PlcR box の配列の違いが，SMase の産生に与えるメカニズムを解明

するために，転写因子である PlcR-PapR7 と各 PlcR box との結合親和性を解析した．その結

果，PlcR box 塩基配列によって，転写因子との結合親和性が異なることが，SMase の産生量

が異なる要因であったことを報告する． 
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第 1章 PlcR box 配列と SMase 産生量によるセレウス菌の分類 

1. 緒言 

多くのセレウス菌株は，SMase の遺伝子を保有しているにもかかわらず，SMase 産生菌株

と産生しない非産生菌株に分類される．しかしながら，菌株間で SMase 産生量が異なる制御

メカニズムに関する詳細な報告はされていない．制御メカニズムを解明するために，はじめ

に，PlcR 転写制御系の中でも，転写因子結合部位である PlcR box に着目した． 

これまでの報告から，SMase の転写制御に関わる転写因子結合部位は，PCPLC-PlcR box と 

SMase-PlcR box の 2 つ存在し，特に，前者の PCPLC-PlcR box が，SMase を正に制御して

いることが分かっている（Figure 6）[25, 32, 35]．また，SMase の活性は，定常期開始点で最

大となることが示唆されている [35]． 

 

 

本章では，セレウス菌株間で SMase 産生量が異なる要因を明らかにするために，40 株の

セレウス菌を用いて，PCPLC-PlcR box 塩基配列のシークエンス解析ならびに，定常期開始点

である培養 4 時間目のセレウス菌培養上清中の SMase 活性を測定することで，SMase と 

PCPLC-PlcR box の関係を解析した． 

なお，American Type Culture Collection（ATCC）由来のセレウス菌 2 株（ATCC14579，

ATCC27522）と京都府立医科大学附属病院の菌血症患者由来の臨床分離株であるセレウス菌 

38 株の合計 40 株を使用して，本研究を行った． 

 

2. 方法 

2-1. 菌血症患者由来の臨床分離株の選定： 

 選定基準として，① 2017 年 4 月 1 日から 2018 年 12 月 31 日の間に京都府立医科大

学附属病院に入院し，入院中にセレウス菌菌血症を発症した患者，② 年齢が 18 歳以上の患

者，③ 性別不問の 3 条件を満たす患者から得られたセレウス菌株を使用した． 

 

2-2. セレウス菌の培養条件： 

 セレウス菌は，ブレインハートインフュージョン（BHI）培地（Becton，Dickinson and Company，

Franklin Lakes，NJ，USA）で 37 ℃，135 rpm の条件で一晩培養し，BHI 培地で 100 倍に希

釈後，指定の時間まで 37 ℃，135 rpm の条件で培養した． 

 

Figure 6. pcplc-smase オペロン内の PCPLC-PlcR box の働き 
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2-3. PCPLC-PlcR box のシークエンス解析： 

 最初に，NucleoSpinⓇ Microbial DNA（MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG，Dueren，Germany）

を用いて，セレウス菌のゲノム DNA を抽出し，PCR により PCPLC-PlcR box を含む DNA

領域を増幅した．PCR 反応では，4 µL の 2.5 mM dNTP mix，10 µL の 5 × PrimeSTAR GXL 

Buffer,  1 µL の PrimeSTAR GXL DNA polymerase, 32 µL の滅菌水，プライマーとして 1 µL 

ずつの 100 pmol/µL の PCPLC PlcR box sequence F と PCPLC PlcR box sequence R（Table 1），

1 µL のゲノム DNA を混合し，94 ℃ で 3 分加熱後，98 ℃ で 10 秒，55 ℃ で 15 秒，

68 ℃ で 45 秒を 1 サイクルとする反応を 30 サイクル行い，68 ℃ で 5 分経過後，15 ℃

に冷却した． 

得られた PCR 反応産物を NucleoSpinⓇ Gel and PCR Clean-up（MACHEREY-NAGEL GmbH 

& Co. KG）で精製し，ユーロフィンジェノミクス（Tokyo, Japan）にシークエンス解析を依頼

した． 

 

 

 

 

 

2-4. セレウス菌培養液からの培養上清の回収： 

定常期開始点である 4 時間目まで培養したセレウス菌液を 1.5 mL tube に移し，15,000 × 

g，4 ℃ で 2 分間遠心して，回収した上清をセレウス菌培養上清とした． 

 

2-5. SMase 活性の測定： 

SMase 活性は，蛍光物質を封入したスフィンゴミエリン含有リポソームを用いて測定した．

まず，リポソームの原料として，スフィンゴミエリン（Nagara science，Gifu，Japan）0.74 mg 

とコレステロール（FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Osaka, Japan）0.38 mg の混合物

を準備した． 

これらの混合物を N2 ガス下で乾燥させ，ガラス試験管の壁面に脂質膜を形成させた．次

に，5(6)-カルボキシフルオレセイン（CF）の調整を行った．4.5 mg の CF をリン酸緩衝生理

食塩水（PBS; 0.01 mg/mL, pH 7.0）に溶解させ，1 mol/L 水酸化ナトリウム溶液で pH 7.0 に調

整し，800 × g で 10 分間遠心し，回収した上清を CF 溶液とした． 

CF 溶液を脂質膜に添加し，55 ℃ でボルテックスすることにより，リポソーム懸濁液とし

た．封入されなかった 5(6)-カルボキシフルオレセインを除去するために，リポソーム懸濁液

を 20,000 × g で 20 分間遠心分離し，PBS で洗浄という工程を三回行い，得られリポソーム

を 220 μL の PBS に懸濁した． 

次に，リポソーム 5 µL，100 mM MgCl2 3 µL，PBS 242 µL，サンプル 50 µL（セレウス菌サ

ンプル：BHI で 8 倍希釈したセレウス菌培養上清 50 μL，ネガティブコントロール：BHI broth  

Primer 5'-3' sequence 

PCPLC PlcR box sequence F GAGATTGGGATTGGACTAGTGTTTGG 

PCPLC PlcR box sequence R GAGAGTTTATCTTCAGCAGACCAGCG 

Table 1. PCPLC-PlcR boxのシークエンス解析で使用したプライマー 
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50 μL，ポジティブコントロール：BHI broth 43 μL，ポリオキシエチレン（10）オクチルフ

ェニルエーテル 7 μL）を混合し，37 ℃ で 30 分間インキュベートした後，20,000×g で 5 分

間遠心分離し，壊れたリポソームから漏れ出た蛍光物質を含む上清を回収した． 

回収した上清を黒色の 96 well plate（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）に入れ，

Varioskan を用いて，蛍光強度（励起波長：490 nm，発光波長：530 nm）を測定した．ポジテ

ィブコントロールの蛍光を 100 % とし，ネガティブコントロールの蛍光を 0 % として，セ

レウス菌サンプルの SMase 活性を算出した．上記のプロトコルを以下に図示した（Figure 7）． 

 

 

2-6. セレウス菌培養液の濁度測定： 

セレウス菌培養液を回収し，96 well plate（Thermo Fisher Scientific）に 100 µL 入れ，Varioskan

（Thermo Fisher Scientific）で OD600 の測定を行った．3 群間の比較に関しては，Tukey 法を

用いて検定を行った． 

 

2-7. SMase の系統解析： 

 はじめに，2-3 で得られたゲノム DNA を用いて，PCR により PCPLC-PlcR box を含む

DNA 領域を増幅した．PCR 反応では，4 µL の 2.5 mM dNTP mix，10 µL の 5×PrimeSTAR 

GXL Buffer，1 µL の PrimeSTAR GXL DNA polymerase，32 µL の滅菌水，プライマーとして

1 µL ずつの 100 pmol/µL の SMase-sequence-F と SMase-sequence-R（Table 2），1 µL のゲノ

ム DNAを混合し，94 ℃ で 3 分加熱後，98 ℃ で 10 秒，55 ℃ で 15 秒，68 ℃ で 45 秒

を 1 サイクルとする反応を 30 サイクル行い，68 ℃で 5分経過後，15 ℃に冷却した．得ら

れた PCR 反応産物を NucleoSpinⓇ Gel and PCR Clean-up で精製し，ユーロフィンジェノミ

クスにシークエンス解析を依頼した． 

 

 

 

 

Figure 7. SMase 活性の測定方法 
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シークエンス解析後，それぞれの  SMase 配列に基づいて，GENETYX（GENETYX 

CORPORATION, Tokyo, Japan）を用いて系統樹を構築した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Primer 5'-3' sequence 

SMase-sequence-F  CTTTGGTTTGATACGTACGGAGATCG 

SMase-sequence-R CTCTCCTCTTCTCTATATGTCTTATAC 

Table 2. SMase のシークエンス解析で使用したプライマー 
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3. 結果 

菌血症患者由来の臨床分離株の選定を行った結果，期間中に Bacillus 属の細菌が検出され

たケースが 63 例存在し，その内，38 株がセレウス菌であった．この 38株を菌血症由来の

臨床分離株とした．また，ATCC 由来のセレウス菌 2 株［ATCC14579：セレウス菌の基準株

（その生物を定義する際に使用された菌株），ATCC27522：土壌分離株］を加えた計 40 株の

セレウス菌を本研究で使用した． 

それぞれのセレウス菌が持つ PCPLC-PlcR box の配列に着目すると，3 種類の塩基配列パ

ターンを見出すことができた．最初に，セレウス菌の基準株である ATCC14579 を含む Group 

I では，TATGAACATTTGCATA の配列を持っていた．また，Group II では，Group I と比較

して，7 番目の塩基が A に，10 番目の塩基が C に変化している TATGAAAATCTGCATA 

の配列を持っていた．最後に，Group III では，Group I と比較して，12 番目の塩基が A に

変化している TATGAACATTTACATA の配列を持っていた（Table 3，Table S1）．セレウス菌 

40 株の内訳としては，Group I に 21 株，Group II に 16 株，Group III に 3 株が分類された

（Table S1）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PlcR box 

group 
Strain 

PlcR box in 

promoter of pcplc 

GroupⅠ 

ATCC14579 TATGAACATTTGCATA 

KPUM8 TATGAACATTTGCATA 

KPUM46 TATGAACATTTGCATA 

GroupⅡ 

KPUM15 TATGAAAATCTGCATA 

KPUM25 TATGAAAATCTGCATA 

GroupⅢ 

ATCC27522 TATGAACATTTACATA 

KPUM40 TATGAACATTTATATA 

PlcR box 配列に基づいて，セレウス菌の臨床分離株および ATCC 菌株を 3 グループに

分類した．40 株のセレウス菌のうち，各グループから代表株を選定し，その配列を示し

た．Yokotani A. et al. Microbiol Immunol. “in press”. を改変． 

Table 3. セレウス菌の pcplc のプロモーター領域における PlcR box 配列 
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次に，4 時間培養後のセレウス菌培養上清中の SMase 産生量と活性を測定したところ，

Group I と Group II に属するセレウス菌の多くは SMase 活性が高かった一方で，Group III 

では SMase の活性が低かった（Figure 8A）．また，培養 4 時間目におけるセレウス菌培養液

の菌濁度は，個々の菌株間での差はあるものの，PlcR group 間では有意な差が見られなかっ

た（Figure 8B）． 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figure 8. セレウス菌 40 株における SMase 活性と菌体増殖 

（A）セレウス菌株を BHI 培地で 4 時間培養後，培養上清の SMase 活性を「方法 2-

5」で記載した方法で測定した．エラーバーは標準偏差を示している（Group Ⅰ：n = 21, Group  

Ⅱ：n = 16, Group Ⅲ：n = 3）．（B）セレウス菌株を BHI 培地で 4 時間培養後，OD600 を測 

定し，菌の増殖を観察した．エラーバーは標準偏差を示している（Group Ⅰ：n = 21, Group 

Ⅱ：n = 16, Group Ⅲ：n = 3）．Yokotani A. et al. Microbiol Immunol. “in press”. を改変． 
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最後に，今回使用したセレウス菌の内，23 株（Group I：11 株，Group II：9 株，Group III：

3 株）の smase の遺伝子配列を同定し（Figure S1），その塩基配列を基に系統解析を行った．

その結果，セレウス菌の smase のクラスターは，PlcR box group と相関した（Figure 9）．  

 

 

以上の結果より，① PCPLC-PlcR box の塩基配列により，セレウス菌を 3 つのグループに

分類することができ，Group I と Group II が SMase 産生菌株群，Group III が SMase 非産生

菌株群であること，② PlcR box group 毎にアミノ酸配列が似た SMase を持っていることが

明らかとなった．  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9. smase 遺伝子に基づく系統樹 

この系統樹は，セレウス菌 23 株の smase 遺伝子に基づいて，GENETYX を用いて構

築した． 

された． 
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4. 考察 

 PCPLC-PlcR box 配列の違いが，セレウス菌の SMase 産生量に影響していることが示唆さ

れた（Table 4）．一般的に，細菌を含む原核生物のオペロンでは，ポリシストロン性の mRNA

が形成される．そのため，セレウス菌の pcplc-smase オペロンにおいても，pcplc のプロモー

ター領域内の PCPLC-PlcR box による転写制御が，下流に存在する smase の転写制御に関与

している可能性は十分に考えられる． 

 

 

今回，Group I の PCPLC-PlcR box 配列と比較して，Group II の配列は 16 塩基中 2 塩基，

Group III の配列は 1 塩基だけ異なった．過去の報告では，セレウス菌において，ホスファチ

ジルイノシトール特異的ホスホリパーゼ C をコードする PlcA のプロモーター領域に存在

する PlcR box を人工的に点変異させたところ，ホスファチジルイノシトール特異的ホスホ

リパーゼ C の産生量が変化することが示されている [25]．我々の見出した PlcR box 配列の

異なる塩基数は 1-2 塩基であるが，この変異によって SMase の産生量が影響を受けている

可能性は十分に考えられる． 

 次に，SMase のアミノ酸配列を解析した結果，ナンセンス変異は認められなかった（Figure 

S1）．また，Group I に属する菌株である ATCC14579 を基準とすると，Group I では 98～99 %，

Group II，Group III では 91-92 % の同一性であった．これまでに，SMase の活性に必須なア

ミノ酸として，28 番目のトリプトファン，53 番目のグルタミン酸，55 番目のフェニルアラ

ニン，126 番目のアスパラギン酸，130 番目のアスパラギン，151 番目のヒスチジン，153 番

目のグルタミン，156 番目のアスパラギン酸，195 番目のアスパラギン酸，197 番目のアス

パラギン，200 番目のアスパラギン酸，232 番目のトリプトファン，233 番目のアスパラギ

ン酸，295 番目のアスパラギン酸，296 番目のヒスチジンが報告されている [36, 37]．SMase 

の配列は 最大で 10 % 程度異なるものの，SMase の活性に必須なアミノ酸には変異が無く，

保存されていた（Figure. S1）．そのため，今回検出した SMase 活性の違いは，SMase 産生量

に依存していると考えられる． 

smase の塩基配列を用いた系統樹（Figure 9）では，セレウス菌の smase 遺伝子のクラスタ

ーと PlcR box group 分類の間に相関があることが示された．この結果より，smase 遺伝子 と

Table 4. PCPLC-PlcR box の塩基配列に基づいた PlcR box group 分類と SMase 産生の関係 

Yokotani A. et al. Microbiol Immunol. “in press”. を改変． 
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プロモーター領域に存在する PlcR box の塩基配列 は，同時に変化し，クラスターを作って

いる可能性が推察された． 

 この章では，PCPLC のプロモーター領域に存在する PlcR box の配列により，セレウス菌

をグループ分類することができ，Group I と Group II が SMase 産生菌株群，Group III が

SMase 非産生菌株群であることが明らかとなった（Table 4）． 
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第 2章 定常期における SMase 産生の時間変化 

1. 緒言 

前章では，セレウス菌において，PCPLC-PlcR box の塩基配列と SMase の産生には相関が

あることが分かった．一方で，SMase の転写制御に関わる可能性のある PlcR box として，

SMase のプロモーター領域内の SMase-PlcR box が存在するが，今回使用した菌株において，

SMase-PlcR box が SMase の産生に与える影響は分かっていない． 

過去の報告によると，PCPLC 活性は，セレウス菌の増殖と共に増大していく一方で，SMase

活性は，SMase を負に制御している可能性も示唆されている SMase-PlcR box の影響で，定常

期開始点で最大となり，定常期では時間依存的に減少する事が報告されている（Figure 10）

[35]． 

 

本章では，セレウス菌での SMase 産生に SMase-PlcR box が与える影響を明らかにするた

めに，SMase-PlcR box 塩基配列のシークエンス解析ならびに，定常期におけるセレウス菌の

培養上清を用いて SMase 産生量・活性と PCPLC 産生量・活性を測定することで，SMase と 

SMase-PlcR box の関係を解析した． 

 

2. 方法 

2-1. SMase-PlcR box のシークエンス解析： 

はじめに，1章 2-3 で得られたゲノム DNAを用いて，PCRにより SMase-PlcR box を含む

DNA 領域を増幅した．PCR 反応では，4 µL の 2.5 mM dNTP mix，10 µL の 5×PrimeSTAR 

GXL Buffer，1 µL の PrimeSTAR GXL DNA polymerase，32 µL の滅菌水，プライマーとして 1 

µL ずつの 100 pmol/µL の SMase PlcR box sequence F と SMase PlcR box sequence R（Table 

5），1 µL のゲノム DNA を混合し，94 ℃で 3 分加熱後，98 ℃ で 10 秒，55 ℃ で 15 秒，

68 ℃ で 45 秒を 1 サイクルとする反応を 30 サイクル行い，68 ℃ で 5 分経過後，15 ℃

に冷却した． 

得られた PCR 反応産物を NucleoSpinⓇ Gel and PCR Clean-up で精製し，ユーロフィンジ

ェノミクスにシークエンス解析を依頼した． 

 

 

 

Figure 10. pcplc-smase オペロン内の PlcR box の働き 
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2-2. セレウス菌培養液からの培養上清の回収： 

指定の時間まで培養したセレウス菌液を 1.5 mL tube に移し，15,000 × g，4 ℃ で 2 分間

遠心して，回収した上清をセレウス菌培養上清とした． 

 

2-3. SMase 活性の測定 

1 章 2-5 と同様の方法で，本章 2-2 で回収したセレウス菌培養上清の SMase 活性を測定し

た． 

 

2-4. SMase 産生量の測定 

セレウス菌培養上清中の SMase 産生量の測定は，Western blotting で検出した．泳動サンプ

ルの準備として，15 µL のセレウス菌培養上清と 5 µL の 3-メルカプト-1,2-プロパンジオー

ル含有の試料用緩衝液（×4）（FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation）を混合し，98 ℃ で 

5 分間加熱後，氷冷した． 

準備したサンプルを，12.5 % ポリアクリルアミドゲル（分離ゲル組成：滅菌水 2 mL，30 

w/v % アクリルアミド/ビス混合液（29 : 1）2.5 mL，分離ゲル用緩衝液×4（FUJIFILM Wako 

Pure Chemical Corporation）1.5 mL，10 % 過硫酸アンモニウム（APS）30 µL，テトラメチルエ

チレンジアミン（TEMED）5 µL．濃縮ゲル組成：滅菌水 2 .4 mL，30 w/v % アクリルアミド

/ビス混合液（29 : 1）0.6 mL，濃縮ゲル用緩衝液×4（FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation）

1 mL，10 % APS 20 µL，TEMED 10 µL）で電気泳動を行った． 

その泳動ゲルを，100 mA，15 V，50 分の条件でポリフッ化ビニルデン（PVDF）膜に転写

をした．PVDF 膜を EzBlock Chemi（ATTO Corporation, Tokyo, Japan）でブロッキング処理し，

一次抗体（Bc-anti-SMase）に 4 ℃で 16 時間浸した．その後，TBST で 3回洗浄し，二次抗体

（HRP 標識抗ウサギ IgG）に 40分間浸し，TBST で 3回洗浄した． 

EzWestLumi plus (ATTO Corporation)で発光させ，WSE-6200H LuminoGraph Ⅱ（ATTO 

Corporation）で検出し，写真撮影を行った．なお，使用した一次抗体の作製方法は，過去に報

告している[12]． 

 

2-5. PCPLC 活性の測定 

PCPLC 活性は，蛍光物質を封入したホスファチジルコリン含有リポソームを用いて測定し

た．まず，リポソームの原料として，ホスファチジルコリン（NACALAI TESQUE, INC., Kyoto, 

Japan）2.28 mg とコレステロール 1.72 mg の混合物を準備した． 

Primer 5'-3' sequence 

SMase PlcR box sequence F GGGTCTGGAATTGTAAATGATAATACGAAAGATTGG 

SMase PlcR box sequence R GGGTGCCGCCCCAATTAAATCGGCACGCTGACTTTG 

Table 5. SMase-PlcR box のシークエンス解析で使用したプライマー 
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これらの混合物を N2 ガス下で乾燥させ，ガラス試験管の壁面に脂質膜を形成させた．次

に，CFの調整を行った．4.5 mgの CF をリン酸緩衝生理食塩水（PBS; 0.01 mg/mL, pH 7.0）

に溶解させ，1 mol/L水酸化ナトリウム溶液で pH 7.0 に調整し，800 × g で 10 分間遠心し，

回収した上清を CF溶液とした．   

CF溶液を脂質膜に添加し，55 ℃ でボルテックスすることにより，リポソーム懸濁液とし

た．封入されなかった 5(6)-カルボキシフルオレセインを除去するために，リポソーム懸濁液

を 20,000×g で 20 分間遠心分離し，PBS で洗浄という工程を三回行い，得られリポソーム

を 220 μL の PBS に懸濁した． 

次に，リポソーム 5 µL，100 mM MgCl2 3 µL，PBS 242 µL，サンプル 50 µL（セレウス菌サ

ンプル: BHI で 2 倍希釈したセレウス菌培養上清 50 μL，ネガティブコントロール：BHI 培

地 50 μL，ポジティブコントロール：BHI 培地 43 μL，ポリオキシエチレン（10）オクチル

フェニルエーテル 7 μL）を混合し，37 ℃ で 30 分間インキュベートした後，20,000×g で 5 

分間遠心分離し，壊れたリポソームから漏れ出た蛍光物質を含む上清を回収した． 

回収した上清を黒色の 96 well plate に入れ，Varioskan を用いて，蛍光強度（励起波長：490 

nm，発光波長：530 nm）を測定した．ポジティブコントロールの蛍光を 100 % とし，ネガテ

ィブコントロールの蛍光を 0 % として，セレウス菌サンプルの PCPLC 活性を算出した．上

記のプロトコルを以下に図示した（Figure 11）． 

  

 

 

2-6. PCPLC 産生量の測定 

セレウス菌培養上清中の PCPLC 産生量の測定は，Western blotting で検出した．泳動サン

プルの準備として，15 µL のセレウス菌培養上清と 5 µL の 3-メルカプト-1,2-プロパンジオ

ール含有の試料用緩衝液（×4）を混合し，98 ℃で 5 分間加熱後，氷冷した． 

準備したサンプルを，12.5 % ポリアクリルアミド（分離ゲル組成：滅菌水 2 mL，30 w/v % 

アクリルアミド/ビス混合液（29 : 1）2.5 mL，分離ゲル用緩衝液×4 1.5 mL，10 % APS 30 µL，

TEMED 5 µL．濃縮ゲル組成：滅菌水 2 .4 mL，30 w/v % アクリルアミド/ビス混合液（29 : 1）

0.6 mL，濃縮ゲル用緩衝液×4 1 mL，10 % APS 20 µL，TEMED 10 µL）で電気泳動を行った．

その泳動ゲルを，100 mA，15 V，50 分の条件で PVDF 膜に転写をした．PVDF 膜を EzBlock 

Figure11 . PCPLC 活性の測定方法 
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Chemi でブロッキング処理し，一次抗体（anti-PCPLC）に 4 ℃ で 16 時間浸した．その後，

TBSTで 3 回洗浄し，二次抗体（HRP 標識抗ウサギ IgG）に 40 分間浸し，TBSTで 3 回洗

浄した． 

EzWestLumi plus で発光させ，WSE-6200H LuminoGraph Ⅱ で検出し，写真撮影を行った．

なお，使用した一次抗体の作製方法は，過去に報告している[12]． 
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3. 結果 

 最初に，セレウス菌 40 株の SMase-PlcR box 塩基配列をシークエンス解析したところ， 

ATCC14579 を含む Group I では，4 株を除いて，ATACAATACATGGAGGTAT の配列を持っ

ていた．ほとんどの Group II に属する菌株では，Group I と比較して，6 番目の塩基が C に

なり，TAC が欠損している ATACAC- - - ATGGAGGTAT の配列を持っていた．また， Group 

III に属する菌株では，Group I と比較して，TAC が欠損している ATACAA- - - ATGGAGGTAT 

の配列を持っていた（Table 6）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PlcR box 

group 
Strain 

PlcR box in 
promoter of pcplc 

PlcR box in 
promoter of smase 

GroupⅠ 

ATCC14579 TATGAACATTTGCATA ATACAATACATGGAGGTAT 

KPUM8 TATGAACATTTGCATA ATACAATACATGGAGGTAT 

KPUM46 TATGAACATTTGCATA ATACAATACATGGAGGTAT 

GroupⅡ 
KPUM15 TATGAAAATCTGCATA ATACAC --- ATGGAGGTAT 

KPUM25 TATGAAAATCTGCATA ATACAC --- ATGGAGGTAT 

GroupⅢ 
ATCC27522 TATGAACATTTACATA ATACAA --- ATGGAGGTAT 

KPUM40 TATGAACATTTATATA ATACAA --- ATGGAGGTAT 

Table 6. セレウス菌の pcplc と smase のプロモーター領域における PlcR box 配列 

PlcR box 配列を基に，セレウス菌の臨床分離株および ATCC 菌株を 3 グループに分類

した．40 株のセレウス菌のうち，各グループから代表株を選定し，その配列を示した． 

配列中の “–” は，Group I の配列と比較し欠損している塩基を表している． 

Yokotani A. et al. Microbiol Immunol. “in press”. を改変． 
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定常期における SMase活性と産生量の時間変化を調べるにあたり，各 PlcR box group から

代表的な株を選定した．セレウス菌の基準株として ATCC14579，Group I から KPUM8 と 

KPUM46，Group II から KPUM15 と KPUM25，Group III から KPUM40 と ATCC27522 の

合計 7株を選定し，実験を行った．まず，今回用いたすべての代表的な菌株は 4 時間目で定

常期に達しており，各菌株の増殖曲線に差は見られなかった（Figure 12）． 

 

 

次に，定常期における SMase 活性と産生量の時間変化を調べたところ，ATCC14579（基準

株）の SMase 活性は 4 時間目で最大となり，その後，時間依存的に減少した．他の Group I 

に属する菌株も ATCC14579 と同様の SMase 活性を示した．Group II に属する菌株では，4 

時間後に Group I と同様の SMase 活性を示したが，4 時間目以降も活性は減少しなかった．

Group III に属する菌株では，4 時間目にほとんど活性を示さなかった．4 時間目以降の活性

に関しては，KPUM40 は SMase 活性を示さなかったが，ATCC27522 では 12 時間目以降に 

SMase 活性が検出された（Figure 13A）．また，培養上清中に含まれる SMase の量を調べた

ところ，ATCC14579 と KPUM46（Group I）では 4 時間と 8 時間に 34-kDa の SMase が検

出されたが，16 時間には検出されなかった．また，KPUM25（Group II）では，SMase の量

は 4 時間目以降，時間依存的に増加した．一方で，KPUM40（Group III）では，SMase は検

出されなかった（Figure 13A）．これらのデータから，セレウス菌における SMase 活性の時間

変化は，SMase 産生量の時間変化と一致することが示された． 

次に，SMase の上流に存在する PCPLC 活性と産生量の時間変化を調べた．その結果，セ

レウス菌の基準株である ATCC14579 の PCPLC 活性は，SMase 活性と異なり，培養 4時間

目で最大となり，定常期中も維持された．他の Group I に属する菌株も ATCC14579 と同様

Figure 12. セレウス菌の代表株における増殖曲線 

BHI 培地でのセレウス菌の増殖を OD600 で観察し，増殖曲線を作成した．エラーバ

ーは標準偏差を示している（n = 3）．Yokotani A. et al. Microbiol Immunol. “in press”. を改

変． 
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の PCPLC 活性を示した．Group II に属する菌株では，PCPLC 活性は SMase 活性と同じ時

間変化を示した．Group III に属する菌株では，PCPLC 活性は，4 時間では低く，4 時間目以

降にわずかに上昇した（Figure 13B）．さらに，Western blotting解析により，培養上清中の PCPLC

の発現量変化を調べた．その結果，PCPLC の量は，ATCC14579 と KPUM46（Group I）と 

KPUM25（Group II）では，PCPLC の量は時間依存的に増加したが，KPUM40（Group III）で

は増加しなかった（Figure 13B）．これらのデータから，セレウス菌における PCPLC 活性の

時間変化は，PCPLC 産生量と一致することが示された． 

 

Figure 13. セレウス菌の代表株における SMase および PCPLC 活性と発現量の観察 

（A）セレウス菌の上清を回収し，SMase 活性を測定した（左図）．SMase の発現量を SMase 

の抗体を用いた Western blotting で検出した（右図）．（B）セレウス菌の上清を回収し，

PCPLC 活性を測定した（左図）．PCPLC の発現量を PCPLC の抗体を用いた Western 

blotting で検出した（右図）．Yokotani A. et al. Microbiol Immunol. “in press”. を改変． 
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最後に，PlcR box の配列の違いが SMase および PCPLC の発現制御に関与しているかど

うかを調べるために，セレウス菌 40 株を使用して，4 時間目または 16 時間目の培養上清に

おける SMase 活性と PCPLC 活性を測定した．ATCC14579，KPUM8，KPUM46 で見られた

ように，2 株（KPUM58，KPUM64）を除くほとんどの Group I 株で，SMase 活性は 4 時間

目で検出され， 16 時間目には減少していたが，PCPLC 活性は 4 時間目から 16 時間目ま

で維持された．Group II では，4 時間目から 16 時間目にかけて SMase 活性も PCPLC 活性

も維持されていた．一方，Group III では，Group I や Group II と比較して，SMase 活性が非

常に低いことが分かった（Figure 14）．さらに，Group I の SMase-PlcR box 配列を解析したと

ころ，KPUM49 と KPUM63 は Group II と同じ配列（Group I-II），KPUM39 と KPUM65 は

Group III と同じ配列（Group I-III）であることがわかった（Table S1）．Group I における 16 

時間目の SMase 活性は，4 時間目の 37 % であったが，Group I-II と Group I-III の SMase 

活性の変化は 106 %，Group II の活性変化は 94 % であった．また，Group I，Group I-II と 

Group I-III，Group II における 16 時間目の PCPLC 活性は，それぞれ 4 時間後の 98 ％，

123 ％，124 ％であった． 

 

 

以上の研究結果より，① SMase-PlcR box の塩基配列は，大きく分けて 3 種類存在し，定

常期中における SMase 活性の時間変化に影響を与えること，② SMase 活性が，定常期開始

点で最大となり，定常期では時間依存的に減少する菌株群（Group I），定常期中でも SMase 

の産生・活性が低下しない菌株群（Group II），SMase 非産生菌株群（Group III）が存在するこ

とが明らかとなった．  

Figure 14. セレウス菌 40 株の定常期における SMase 活性および PCPLC 活性 

セレウス菌の臨床分離株と ATCC 株の 4時間培養上清と 16時間培養上清を回収し，

SMase（A）および PCPLC（B）の活性を測定した．Group I の中でも，SMase-PlcR box 

が，グループ II またはグループ III である菌株を Group I-II / III とした．Yokotani A. et 

al. Microbiol Immunol. “in press”. を改変． 



23 

 

4. 考察 

 セレウス菌を SMase-PlcR box の塩基配列を基に分類した結果，興味深いことに，第 1 章

で PCPLC-PlcR box の配列を基に作製した PlcR box group 分類とほぼ一致した（Figure S1）． 

セレウス菌の基準株を含む Group I に属するほとんどの菌株で，SMase の産生量と活性は，

定常期開始点に最大となり，定常期中に減少した．一方で，PCPLC の産生量と活性は，定常

期開始点で最大となったが，定常期中に減少することはなかった（Table 7）．この Group I に

属する菌株での結果は，以前に報告された SMase と PCPLC 活性の時間変化と同様の結果

であった．また，SMase や PCPLC の産生量が，活性と同様の時間変化を示すことを初めて

報告した．このように SMase 産生の時間経過は PCPLC産生の時間経過と異なっていること

から，SMase のプロモーター領域に存在する SMase-PlcR box が定常期以降の SMase 産生に

影響を与えていることが示唆された． 

一方で，Group I とは対照的に，定常期に SMase の産生・活性が低下しないセレウス菌株

（Group II）を新しく見出した（Table 7）． 

 

 

Group I に属する菌株の中でも，SMase-PlcR box 配列が Group II と同じである KPUM49 

と KPUM63（Group I-II）と，Group III と同じである KPUM39 と KPUM65（Group I-III）を

認めた（Table S1）． 

上記の 4 株では，Group I とは異なり，定常期における SMase の産生と活性は低下しなか

った．このことからも，SMase-PlcR box が定常期以降の SMase 産生に影響を与えているこ

とが示唆された．また，Group I のように 5’-ATAC-3’ の配列を持つ SMase-PlcR box は，Group 

II や Group III の PlcR box よりも強く SMase 産生の抑制をすることが示唆された． 

今回，PCPLC に存在する PCPLC-PlcR box で正の制御，SMase-PlcR box で負の制御と違う

役割を担っている可能性を示唆した．大腸菌のラクトースオペロンでは，プロモーターの上

流に存在する CAP 結合部位にアクチベーターである CAP が結合することで，オペロンの

転写が活性化される．一方で，プロモーターの下流に存在するオペレーターに Lac リプレッ

サーが結合することで，オペロンの転写が抑制されることが知られている．セレウス菌の

PCPLC-PlcR box は PCPLC のスタートコドンより 130 bp 程離れた -35 領域より上流に存

在し，SMase-PlcR box は SMase のスタートコドンより 5 bp 離れた -10 領域より下流に存

在する（Figure 15）．同じ PlcR box でも，PCPLC-PlcR box が SMase を正に制御し，SMase-

Table 7. セレウス菌の PlcR box 配列と，PCPLC 産生ならびに，SMase 産生 

Yokotani A. et al. Microbiol Immunol. “in press”. を改変． 
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PlcR box が SMase を負に制御するという役割の違いには，それぞれの PlcR box が存在する

位置が関与している可能性が考えられる． 

今後，セレウス菌で働くプラスミドに，本研究で報告した様々な配列の PlcR box を組み込

み，プロモーターアッセイを行うことで，より詳細な PlcR box の役割を解明できると考えて

いる． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15. pcplc-smase オペロンの遺伝子配列（ATCC14579） 
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第 3章 PlcR box group 間におけるセレウス菌の病原性比較 

1. 緒言 

 第 2 章までで，SMase の産生パターンが 3 種類あることを報告した．一方で，それぞれ

の産生パターンを示すセレウス菌が，病原性を示すかどうかは分かっていない． 

これまでに，セレウス菌の産生する SMase の病原性としては，セレウス菌のマウスへの腹

腔内投与で，マウスが死亡すること [12, 24]，マクロファージ膜中のスフィンゴミエリンをセ

ラミドに分解することで，細胞膜の流動性を低下させ，マクロファージの貪食作用を抑制す

ることが報告されている（Figure 16）[12]． 

 

 

本章では，PlcR box group 間の SMase 産生の違いが，宿主に対する病原性に反映されるか

確認するために，マウスへの腹腔内投与による致死確認ならびに，マクロファージ貪食活性

を調べることで，PlcR box group 間の病原性の違いを比較検討した． 

 

2. 方法 

2-1. マウスへの腹腔内投与によるセレウス菌の病原性比較 

投与するセレウス菌は，BHI 培地で 37 ℃，135 rpm の条件で 18 時間培養し，培養した菌

液を 15 mL チューブに移した． 

その培養液を，6500 × g で 15 分間遠心し，上清を取り除き，取り除いた上清と同量の PBS 

を加える工程を 2 回行った．その後，CO8000 Biowave（Cambridge，UK）で OD600 の測定を

行い，セレウス菌培養液の濃度が 3.0×107 colony forming units（CFU）/ 100 µL になるように

調整した． 

6 週齢のオスの Balb/c マウス（Japan SLC,Inc.，Shizuoka, Japan）に，調整したセレウス菌

液を 100 µL 腹腔内投与し，マウスの生存率を観察した．なお，観察は投与後 48 時間まで継

続した．本実験プロトコルは，京都薬科大学の動物実験委員会の承認を得ている（番号：19-

001, A21-025）． 

Figure 16. セレウス菌が産生する SMase の病原性 
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2-2. 細胞培養とマクロファージの貪食活性測定 

 Ivanna らの方法を参考に実験系を組み立てた  [38]．マウスのマクロファージ由来 

RAW264.7 細胞を ATCC 社から入手し，RPMI-1640 培地（FUJIFILM Wako Pure Chemical 

Corporation）で培養し，5.0×104 個の RAW264.7 細胞を 96 well plate（Thermo Fisher Scientific） 

に播種した． 

次に，BHI 培地で 37 ℃，135 rpm の条件で 18 時間培養したセレウス菌を CO8000 Biowave

（Cambridge，UK）で OD600 の測定を行い，セレウス菌培養液の濃度が 5.0×104 CFU / 10 µl 

になるように調整した．多重感染度（Multiplicity of Infection：MOI）が 1 になるように，調

整したセレウス菌培養液を 10 µL 投与し，37 ℃，5 % CO2 条件下で 2 時間静置した． 

細胞を 300 µL の 37 ℃で温めた PBS で 2回洗浄し，ゲンタマイシン（終濃度：1000 µg / 

mL）存在下で 2 時間培養して，RAW264.7 細胞外にいるセレウス菌を死滅させた． 

その後，37 ℃ で温めた PBS で 2回洗浄し，滅菌蒸留水を加えて，RAW264.7 細胞を溶解

し，26 ゲージ針で 6 回ホモジナイズした．ホモジナイズ溶液を BHI 寒天培地にプレーティ

ングし，37 ℃ で一晩培養した後，コロニー数をカウントして生菌数（貪食された菌数）を

定量した． 
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3. 結果 

本章の実験では，ATCC14579，KPUM46（Group I），KPUM25（Group II），KPUM40（Group 

III）を使用した．セレウス菌をマウスに腹腔内投与した結果，感染マウスは感染後 8 時間で

死亡し始め，ATCC14579，KPUM46（Group I）および KPUM25（Group II）は 19 時間以内に 

100 ％ 死亡した．一方，KPUM40（Group III）感染マウスは 1 匹も死亡しなかった（Figure 

17）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17. セレウス菌に感染したマウスの生存曲線 

ATCC145579（標準株，黒菱形），KPUM46（Group Ⅰ，赤丸），KPUM25（Group Ⅱ，青三

角），KPUM40（Group Ⅲ，緑四角）を感染させたマウスの生存曲線．データは，2 つの独

立した実験から収集した（1グループあたり n = 4）．Yokotani A. et al. Microbiol Immunol. “in 

press”. を改変． 
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次に，各セレウス菌によるマクロファージの貪食能への影響を調べた．SMase 非生産菌株

である KPUM40（Group III）が貪食された菌数は，SMase 生産菌株である ATCC14579，

KPUM46（Group I）および KPUM25（Group II）に比べて劇的に多かった（Figure 18）．つま

り，SMase 産生菌株は，SMase 非産生菌と比較して，マクロファージからの貪食を回避する

ことができていた．SMase はセレウス菌の貪食活性を阻害することが明らかとなった．これ

らの結果は，SMase を産生する Group I および II に属する菌株の病原性が Group III に属

する菌株よりも高いことを示唆するものであった． 

 

 

以上の結果より，SMase を産生する Group I と Group II に属するセレウス菌は，SMase を

産生しない Group III に属するセレウス菌より，マウスに対する致死活性とマクロファージ

に対する貪食抑制能が高いことが明らかとなった． 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18. セレウス菌株によるマクロファージ貪食能の抑制 

RAW264.7 マクロファージをセレウス菌株と 2 時間インキュベートし，ゲンタマイシ

ンで 2 時間処理した後，細胞内細菌数（CFU/100 µL）を測定した．エラーバーは標準偏

差を示している（n = 3）．Yokotani A. et al. Microbiol Immunol. “in press”. を改変． 
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4. 考察 

SMase 産生菌株である Group I および Group II に属するセレウス菌の病原性が，SMase 

非産生菌株である Group III に属するセレウス菌よりも高いことが示唆された（Table 8）． 

 

  

 これまでに，セレウス菌が産生する SMase の病原性として，マウスに対する致死活性とマ

クロファージの貪食抑制能が報告されている [12]．一方で，黄色ブドウ球菌の産生する 

SMase である β-hemolysin では，皮膚のケラチノサイトに傷害を与えること，血管内皮細胞

において IL-8 の発現を阻害することなど，細胞機能に傷害を与える作用も報告されている 

[19, 22]．セレウス菌の産生する SMase においても，今回確認したマウスとマクロファージ

に対する病原性以外にも，生体細胞へ様々な作用を与えると考えられる． 

血液培養検査において，バシラス属の検出は通常，環境から細菌が混ざった汚染サンプル

だと考えられている [39, 40]．一方で，近年，日本において，菌血症や敗血症などの重症感染

に関連する高病原性のセレウス菌も報告されており，これらのセレウス菌は，MLST 解析を

用いた系統解析によると，Cereus III 系統と呼ばれる炭疽菌と近い系統のセレウス菌であるこ

とが示されている [41]．本研究で用いたセレウス菌の臨床分離株においても，SMase 陽性株

の割合は 89.4 %（34 / 38）であった．一方で，今回使用した ATCC27522 と以前に報告され

た環境由来のセレウス菌では，SMase 陽性株が無かった（0 / 4）ことからも（Figure 8）[12]，

SMase は，ヒトの感染に必要な毒素であると推察することができる． 

SMase を産生する Group I および Group II に属するセレウス菌は，マクロファージによ

る貪食を抑制し，これらの菌を投与させたマウスは死亡したが，Group III の菌株に感染した

マウスは死亡しなかった．これらのことから，SMase は，セレウス菌の感染拡大に寄与し，

重症感染症に導く可能性のある病原因子であることが示唆された．したがって，PCPLC のプ

ロモーター領域に，Group I と Group II の PCPLC-PlcR box を持つ SMase 産生セレウス菌

株を早期に検出することが，セレウス菌による感染症の重症化を防ぐために重要であると考

えられる． 

一方で，Group III の PCPLC-PlcR box を持つ SMase 非産生セレウス菌が検出された場合

は，非病原性のセレウス菌である可能性が高く，患者への不要な抗菌薬の投与を防ぐことが

できる．本論文でのセレウス菌のグループ分類は，抗菌薬の適正使用に繋がり，薬剤耐性菌

の発生を防ぐことにも貢献すると考えられる． 

Table 8. セレウス菌の PlcR box 配列と，SMase 産生ならびに，病原性 

 

Yokotani A. et al. Microbiol Immunol. “in press”. を改変． 
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今回，マウスモデルやマクロファージ貪食能実験では，Group I と Group II の病原性の違

いを観察することができなかった．今回行ったマウス実験では，Group I と Group II のセレ

ウス菌を腹腔内注射した後，8 時間目から死亡し始めて 19 時間以内に 100 % 死亡し，セレ

ウス菌をマクロファージに感染させた時間も 2 時間であった．しかしながら，Group I と 

Group II 間で SMase 活性が明確に異なる時間は，12 時間目や 16 時間目である．したがっ

て，病原性実験での感染時間が短かったため，Group I と Group II 間での病原性の違いを観

察することは困難であったと考えている．Group I と Group II の病原性の違いを検出する病

原性実験の確立は，今後の課題である． 
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第 4章 PlcR box 配列により SMase 産生が変化する要因の探索 

1. 緒言 

SMase に関して，DNA 配列には欠損や挿入など無く正常であり，SMase の産生量や活性

が異なることを示してきた．しかし，SMase の mRNA 量は分かっていない（Figure 19）．PlcR 

box の配列の変化が SMase の転写か翻訳のどちらに影響を与えているか解明するために，

SMase の mRNA 量を測定した． 

 

 

ここまでの章では，PlcR 転写制御系の中でも，PlcR box の配列を中心に見てきたが，転写

因子である PlcR と PapR7 の違いが，SMase 産生に影響を与えているかは明らかになってい

ない（Figure 20）．本章では，PlcR と PapR7 のアミノ酸配列を特定することで，PlcR や PapR7 

などの転写因子と SMase 産生の関係を解析した． 

また，PCPLC-PlcR box や SMase-PlcR box などの転写因子結合部位の配列が変化すること

によって，SMase の産生パターンが変わることが示唆された．しかしながら，PlcR box の配

列の違いが，SMase の産生量に与えるメカニズムは分かっていない（Figure 20）．そのメカニ

ズムを解明するために，転写因子である PlcR-PapR7 と各 PlcR box との結合親和性を解析し

た． 

 

Figure 19. セレウス菌株における SMase の発現過程 

 

Figure 20. 転写因子と pcplc-smase オペロン内の PlcR box との関係 
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2. 方法 

2-1. セレウス菌からの RNA抽出 

 セレウス菌の培養開始から 4 時間目，8 時間目，12 時間目の培養液 1 mL を 1.5 mL チ

ューブに移し，20000 × g，4 ℃ の条件で 1分間遠心し，上清を取り除き，350 µL の ISOGEN

（Nippon Gene, Tokyo, Japan）に集菌した菌を溶解した． 

溶解した液をガラスビーズ入りのチューブに移し，10 分間攪拌後，650 µL の ISOGEN を

加えて 11,000 × g，4 ℃の条件で 1 分間遠心し，上清を回収した．次に，200 µL のクロロホ

ルムを加えて，15 秒間強く振り，3 分間静置し，12,000 × g，4 ℃の条件で 15 分間遠心し，

上清を回収する工程を 2 回行った．続いて，240 µL のイソプロパノールを加えて，転倒混和

し，10分間静置し，12,000 × g，4 ℃ の条件で 15 分間遠心し，上清を取り除いた． 

最後に，ペレットに 1 mL の 70 % エタノールを加え，7500 × g，4 ℃ の条件で 5 分間遠

心し，上清を取り除いて，真空乾燥を行った．ペレットは，21 µL のジエチルピロカーボネー

ト処理（DEPC）水で溶解した． 

 

2-2. SMase の mRNA 量の測定 

 2-1 で回収した RNA から DNA を除去するために，30 µg / µL に調整した Total RNA 1 µL，

10 × DNase I buffer 5 µL，DNase I（RNase free）0.5 µL，滅菌水 43.5 µL を混合し，37 ℃ で 20 

分間反応させた．その反応液に 2.5 µL の 0.5 M エチレンジアミン四酢酸（EDTA）を添加し，

80 ℃，2 分の条件で DNase I を失活させた． 

次に，DNase I を除去するために，DNase I 処理後の RNA 50 µL，100 % エタノール 600 

µL，3 M 酢酸ナトリウム 20 µL，滅菌水 150 µL を混合し，攪拌後，-80 ℃ に 20 分間静置

し，20000 × g，4 ℃ の条件で 10 分間遠心し，上清を取り除いた．ペレットに 500 µL の 70 % 

エタノールを加え，20000 × g，4 ℃の条件で 5 分間遠心し，チップで上清を取り除いた後，

風乾させた．最後に，滅菌水で RNA を溶解した． 

逆転写反応を行うために，RNA 300 ng，5 × PrimeScript RT Master Mix 2 µL，滅菌水 up to 10 

µl を混合し，37 ℃ で 15 分，85 ℃ で 5秒加熱後，4 ℃ まで冷却した． 

次に，PCR により SMase 内の DNA 領域を増幅した．今回，SMase の mRNA 量（SMase-

mRNA）を測定するために PCR に用いたプライマーセットは，SMaseの mRNA 量（SMase-

mRNA）を測定するための SMase-193-RT-PCR-F と SMase-353-RT-PCR-R の組み合わせと，

内部コントロールとしての 16SrRNA の mRNA 量（16SrRNA-mRNA）を測定するための 

B.cereus-16SrRNA-F と B.cereus-16SrRNA-R の組み合わせで行った（Table 9）．なお，SMase-

193-RT-PCR-F（193-209 番目の塩基配列）と SMase-353-RT-PCR-R（334-353 番目の塩基）の

配列は，全ての PlcR box group 代表株における SMase に存在している配列になるように設

計した (Table 9)． 

PCR反応は，1.6 µL の 2.5 mM dNTP mix，2 µL の 10 × Ex taq Buffer，0.1 µL の Ex taq 

polymerase，13.3 µL の滅菌水，1 µL ずつの 100 pmol/µL に調整したプライマーセット ，1 

µL の逆転写反応で得た cDNA（25 ng / µL）を混合し，94 ℃ で 5 分加熱後，98 ℃ で 30 秒，

55 ℃ で 30 秒，72 ℃ で 45 秒を 1 サイクルとする反応を SMase-mRNA のサンプルで 28 
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サイクル，16SrRNA-mRNA のサンプルで 13 サイクル行い，72 ℃ で 5 分経過後，15 ℃ に

冷却した．得られた PCR サンプルを 2 % agarose ゲルで電気泳動した後，エチジウムブロマ

イドで染色し，紫外線照射下で WSE-6200H LuminoGraph Ⅱ を用いて撮影した． 

バンド強度は ImageJ software (National Institutes of Health) を用いて，各バンドを手動で選

択し，Magic Wand ツールを用いて実施した．SMase-mRNA の発現量は，SMase-mRNA のバ

ンド強度を，インターナルコントロールとして使用した 16SrRNA-mRNA のバンド強度で割

った値で示した [42, 43]．群間の比較に関しては，Tukey 法を用いて検定を行った． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2-3. PlcR と PapR7 のシークエンス解析 

1 章 2-3 で得られたゲノム DNA を用いて，PCR により PlcR，PapR を含む DNA 領域

を増幅した．PCR反応は，4 µL の 2.5 mM dNTP mix，10 µL の 5×PrimeSTAR GXL Buffer，

1 µL の PrimeSTAR GXL DNA polymerase，32 µL の滅菌水，プライマーとして 1 µL ずつの 

100 pmol/µL の PlcR-368-seq と PlcR minus-1080-seq（Table 10），1 µL のゲノム DNA を混合

し，94 ℃で 3 分加熱後，98 ℃で 10 秒，55 ℃で 15 秒，68 ℃で 45 秒を 1 サイクルとす

る反応を 30 サイクル行い，68 ℃で 5 分経過後，15 ℃に冷却した． 

得られた PCR 反応産物を NucleoSpinⓇ Gel and PCR Clean-up で精製し，PlcR-368-seq と 

PlcR-251-seq の 2 つのプライマーを用いたシークエンス解析をユーロフィンジェノミクス

に依頼した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Primer 5'-3' sequence 

SMase-193-RT-PCR-F GGGGCGGCAGATTATA 

SMase-353-RT-PCR-R CCTAACGTTTTATCCCATTC 

B.cereus-16SrRNA-F CGCAATTGACGAAAGTCTG 

B.cereus-16SrRNA-R TAATTCCGGATAACGCTTGC 

Primer 5'-3' sequence 

PlcR-368-seq GGGCAAAATTGTGATCACATTCAAGG 

PlcR minus-1080-seq GGGCAAAGAAGACCGAATGTAACG 

PlcR-251-seq GGCATGATTATATCTTACCTTCAC 

Table 9. SMase の RT-PCR で使用したプライマー 

Table 10. PlcR と PapR のシークエンス解析で使用したプライマー 
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2-4. PlcR 発現大腸菌の作製 

 1 章 2-3 で得られた KPUM 8 株のゲノム DNA を用いて，PlcR 遺伝子を増幅した．PCR

反応は，4 µL の 2.5 mM dNTP mix，10 µLの 5×PrimeSTAR GXL Buffer，1 µL の PrimeSTAR 

GXL DNA polymerase，32 µL の滅菌水，プライマーとして 1 µL ずつの 100 pmol/µL の PlcR-

BamHI-F と PlcR-XhoI-R（Table 11），1 µL のゲノム DNA を混合し，94 ℃で 1 分加熱後，

98 ℃で 10 秒，60 ℃で 15 秒，68 ℃で 90 秒を 1 サイクルとする反応を 30 サイクル行

い，68 ℃で 5 分経過後，15 ℃に冷却した． 

 

 

 

 

  

 

 

得られた PCR 反応産物に，75 µL のフェノールと 75 µL のクロロホルムを加えて，攪拌

後，13000 × g で 1 分間遠心し，上層を回収した．回収した溶液に，150 µL のクロロホルム

を加え，攪拌後，13000 × g で 1 分間遠心し，上層を回収した．次に，375 µL の 100 % エタ

ノールと 15 µL の 3 M 酢酸ナトリウムを加え，攪拌後，20000 × g，4 ℃ の条件下で 20 分

間遠心し，上清を取り除いたペレットに 300 µL の 70 % エタノールを加え，13000 × g で 1

分間遠心し，風乾させた．その後，27 µL の Tris-EDTA（TE）Buffer で溶解した． 

 次に，先程までの工程で作製した K8 株の PlcR（insert）と pGEx-6P-1（vector）を制限酵素

処理した．反応としては，PlcR または pGEx-6P-1 プラスミド 3 µg，10 × K buffer 5 µL，Bam 

HI 2.5 µL，Xho I 2.5 µL，滅菌水 up to 50 µL を混合し，30 ℃ で 2 時間，37 ℃ で 2 時間反

応させた．制限酵素を取り除くために，75 µL のフェノールと 75 µL のクロロホルムを加え

て，攪拌後，13000 × gで 1 分間遠心し，上層を回収した． 

回収した溶液に，150 µL のクロロホルムを加え，攪拌後，13000 × g で 1 分間遠心し，上

層を回収した．次に，375 µL の 100 % エタノールと 15 µL の 3 M 酢酸ナトリウムを加え，

攪拌後，20000 × g，4 ℃ の条件下で 20 分間遠心し，上清を取り除いたペレットに 300 µL 

の 70 % エタノールを加え，13000 × g で 1 分間遠心し，風乾させた．その後，27 µL の TE 

Buffer で溶解した． 

PlcR PCR 産物（insert）と制限酵素処理した上記のプラスミド（vector）を PCR tube で混

合し，60 ℃ で 2 分反応させ，氷上で冷やした後，DNA Ligation Kit Ver.2.1（Takara Bio Inc.，

Shiga，Japan）の I 液を加え，16 ℃ で 1 時間ライゲーション反応を行った．このライゲー

ション産物と コンピテントセルである ABLE K（Agilent Technologies，California，USA）を添

加し，氷上に 30分置いた後，42 ℃ で 1 分間反応させ，氷中で 2 分間冷やした． 

その菌体に LB 液体培地を入れ，37 ℃ で 1 時間回復培養した後，Ampicillin（終濃度：

Primer 5'-3' sequence 

PlcR-BamHI-F GAGAGGATCCATGCAAGCAGAGAAATTAGG 

PlcR-XhoI-R GAGACTCGAGTTATCTGCTGATTTTATTTACG 

Table 11. 大腸菌用の PlcR 発現プラスミド作製で使用したプライマー 

* 制限酵素認識領域にアンダーラインを引いている． 
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100 µg / mL）入りの LB 寒天培地に撒き，一晩培養させ，正しい insert が入っているプラス

ミドを持つ株をセレクションした． 

翌日，Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification Systems（Promega Corporation，Wisconsin，

USA）を用いて，作製した PlcR / pGEX-6P-1 プラスミドを抽出した．その抽出したプラスミ

ドをタンパク質発現用のコンピテントセルである BL21株（Takara Bio Inc.）と混合し，氷上

に 30 分置いた後，42 ℃ で 1 分間反応させ，氷中で 2 分間冷やした． 

その形質転換した菌体に LB 液体培地を入れ，37 ℃ で 1 時間回復培養した後，Ampicillin

（終濃度：100 µg / mL）入りの LB 寒天培地に撒き，一晩培養させ，PlcR / pGEX-6P-1 / BL21 

株を回収し，-80 ℃ ストックを作製した． 

 

2-5. PlcR の精製と PapR7 の準備 

 最初に，PlcR 精製に必要な試薬や培地を作製した．① Terrific Broth （TB） medium：tryptone 

12 g，yeast extract 24 g，glycerol 5 g，② 10 × TB salts：KH2PO4 23.1 g/L，K2HPO4 125.4 g/L，③ 

TB：TB medium 900 mL，10 × TB salts 100 mL，④ 5 × Lysis buffer：TritonX-100 5 mL，2-mercapto 

ethanol 35 µL，10 × PBS 50 mL，滅菌水 45 mL，⑤ Lysis buffer・1mg/ml Lysozyme：5 × Lysis 

buffer 4 mL，滅菌水 14 mL，10 mg/ml lysozyme 2.0 mL，⑥ 10 × Cleavage buffer：1M Tris-HCl 

(pH7.0) 50 mL，NaCl 8.7 g，0.5 M EDTA 2 mL，1M ジチオトレイトール（DTT）1mL，滅菌水 

47 mL. 

PlcR / pGEX-6P-1 / BL21 株を LB 培地で 37 ℃，135 rpmの条件で一晩培養し，5 mL の培

養液を 100 mL の TBが入ったバッフル付き三角フラスコに入れ，OD600 の値が 0.50 になる

まで 37 ℃，135 rpm の条件で培養した． 

この培養液に，イソプロピル-β-チオガラクトピラノシド（IPTG）を 終濃度が 2 mM にな

る量を入れ，15 ℃，135 rpm の条件で 16時間 IPTG 誘導をかけた．誘導が終わった培養液

を  6500 × g，4 ℃ の条件下で 10 分間遠心し，上清を取り除いた後，20 mL の Lysis buffer・

1mg/ml Lysozyme に溶解した．超音波破砕で，菌体を破砕し，6500 × g，4 ℃ の条件下で 5 

分間遠心し，上清を回収した． 

 次に，上清に含まれるグルタチオン-S-トランスフェラーゼ（GST）タグ付き PlcR を回収

するために，Lysis buffer・1mg/ml Lysozyme で平衡化した  Glutathione Sepharose 4B（GE 

Healthcare，Massachusetts，USA）を加え，4 ℃で 1 時間吸着させた．この溶液を 500 × g，

4 ℃ の条件下で 5 分間遠心し，上清を取り除き，PBS を加える工程を 2回行い，3回目の遠

心後，1 × Cleavage buffer を加えた． 

GST タグを切断するために，Prescission protease（GE Healthcare）を加え，4 ℃ で 16時間

静置した．エコノカラム（Bio-Rad Laboratories，California，USA）にビーズ溶液を入れ，0.02M 

Tris-HCl（PH 7.5）で PlcR を抽出し，Amicon ultra-15 centrifugal filters 30 kDa（Merck，New 

Jersey，USA）と Amicon ultra-0.5ml centrifugal filters 30kDa（Merck）を用いて，約 25 µL ま

で濃縮し，-80 ℃ で保存した．その後，12.5 % ポリアクリルアミドゲルで電気泳動し，クマ

シーブリリアントブルー（CBB）で染色し，34-kDa のバンドを検出し，精製した PlcR を確

認した． 
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 また，PapR7 のペプチド合成は，ユーロフィンジェノミクスに依頼した． 

 

2-6. 蛍光標識による PlcR box と PlcR の結合親和性の測定 

 最初に，Gel shift assay（EMSA：electrophoretic mobility shift assay）に必要な試薬やゲルを作

製した．① 5 × Binding buffer：1 M Tris-HCl（pH7.4）0.5 mL，glycerol 2 mL，CaCl2 11 mg，DTT 

3.85 mg，NaCl 146.1 mg，滅菌水 up to 10 mL，② 10 × TBE buffer：TBE 60.55 g，ホウ酸 30 g，

0.5 M EDTA（pH 8.0）40 mL，滅菌水 up to 1 L，③ 非変性 5 % アクリルアミドゲル：40 % 

アクリルアミド/ ビス混合液（37.5 : 1）2.5 mL，80 % glycerol 625 µL，10 % APS 200 µL，滅菌

水 up to 20 mL，TEMED 20 µL，④ PlcR box DNA ：100 pmol/µL の EMSA-PCPLC-14579-F 

と EMSA-PCPLC-14579-R（Group I の PCPLC-PlcR box），EMSA-PCPLC-K25-F と EMSA-

PCPLC-K25-R（Group II の PCPLC-PlcR box），EMSA-PCPLC-K40-F と EMSA-PCPLC-K40-R

（Group III の PCPLC-PlcR box），EMSA-SMase-14579-F と EMSA-SMase-14579-R（Group I の 

SMase-PlcR box），EMSA-SMase-K25-F と EMSA-SMase-K25-R（Group II の SMase-PlcR box），

EMSA-SMase-K40-F と EMSA-SMase-K40-R（Group III の SMase-PlcR box）（Table 12）をそ

れぞれ混合し，55 ℃，20 分の条件でアニーリングした． 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Primer 5'-3' sequence 

EMSA-PCPLC-14579-F AAAGTTATAATGATATGAACATTTGCATATTTTAA 

EMSA-PCPLC-14579-R TTAAAATATGCAAATGTTCATATCATTATAACTTT 

EMSA-PCPLC-K25-F AAAGTTATAATGATATGAAAATCTGCATATTTTAA 

EMSA-PCPLC-K25-R TTAAAATATGCAGATTTTCATATCATTATAACTTT 

EMSA-PCPLC-K40-F AAAGTTATAATGATATGAACATTTATATATTTTAA 

EMSA-PCPLC-K40-R TTAAAATATATAAATGTTCATATCATTATAACTTT 

EMSA-SMase-14579-F TTTTATCACTATACAATACATGGAGGTATGAAACG 

EMSA-SMase-14579-R CGTTTCATACCTCCATGTATTGTATAGTGATAAAA 

EMSA-SMase-K25-F CCTTTTTATTACTATACACATGGAGGTATGGAACG 

EMSA-SMase-K25-R CGTTCCATACCTCCATGTGTATAGTAATAAAAAGG 

EMSA-SMase-K40-F CCTTTTTATTACTATACAAATGGAGGTATGGAACG 

EMSA-SMase-K40-R CGTTCCATACCTCCATTTGTATAGTAATAAAAAGG 

Table 12. PlcR と PapR のシークエンス解析で使用したプライマー 
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PlcR-PapR7 複合体と PlcR box の結合反応を行うために，本章 2-5 で準備した PlcR（30 

pmol / µl）1 µL と PapR7（30 pmol / µl）1 µL，5 × Binding buffer 2 µL，滅菌水 5 µL を混合し，

10 分間静置し，2 µL の PlcR box DNA を加え，20 分間反応させた．この反応の間に，非変

性 5 % アクリルアミドゲルに 200 V の定電流で 15 分間電気を流しておいた．その後，結

合反応させたサンプルを 200 V，4 ℃，40 分の条件で泳動を行った．泳動後のゲルを SYBR™ 

Gold Nucleic Acid Gel Stain（Thermo Fisher Scientific）で 20 分間染色し，紫外線照射下で WSE-

6200H LuminoGraph Ⅱ を用いて撮影した． 

  

2-7. 放射性標識による PlcR box と PlcR の結合親和性の測定 

 最初に，Gel shift assay に必要な試薬やゲルを作製した．① 5 × Binding buffer：1 M Tris-HCl

（pH7.4）0.5 mL，glycerol 2 mL，CaCl2 11 mg，DTT 3.85 mg，NaCl 146.1 mg，滅菌水 up to 10 

mL，② 10 × TBE buffer：TBE 60.55 g，ホウ酸 30 g，0.5 M EDTA（pH 8.0）40 mL，滅菌水 up 

to 1 L，③ 非変性 5 % アクリルアミドゲル：40 % アクリルアミド/ ビス混合液（37.5 : 1）

2.5 mL，80 % glycerol 625 µL，10 % APS 200 µL，滅菌水 up to 20 mL，TEMED 20 µL．また，

結合反応に使用する PlcR box DNA の準備をするために，100 pmol/µL のEMSA-SMase-14579-

F と EMSA-SMase-14579-R（Group I），EMSA-SMase-K25-F と EMSA-SMase-K25-R（Group 

II），EMSA-SMase-K40-F と EMSA-SMase-K40-R（Group III）（Table 11）をそれぞれ混合し，

55 ℃，20 分の条件でアニーリングした． 

  PlcR box DNA を標識するために，PlcR box DNA（3.5 pmol）1 µL，T4 Polynucleotide Kinase 

10 × buffer（Takara Bio Inc.）1 µL，[γ-32P] ATP（3000 Ci / mmol at 10 mCi / ml）1µL，T4 Polynucleotide 

Kinase（10 U / µL）を混合し，37 ℃で 90分間反応させた．その後，0.5 M EDTAを 1 µL 加

え，反応を止め，39 µL の TE buffer を加えた．次に，G-25 スピンカラム（Merck）を使用し

て，取り込まれなかった標識を取り除いた． 

 PlcR-PapR7 複合体と PlcR box の結合反応を行うために，本章 2-5 で準備した PlcR（30 

pmol / µL）1 µL と PapR7（30 pmol / µL）1 µL，5 × Binding buffer 2 µL，滅菌水 5 µL を混合

し，10 分間静置し，2 µL の PlcR box DNA を加え，20 分間反応させた．この反応の間に，

非変性 5 % アクリルアミドゲルに 200 V の定電流で 15 分間電気を流しておいた．その後，

結合反応させたサンプルを 200 V，4 ℃，40 分の条件で泳動を行った． 

 泳動後のゲルをゲルドライヤーで 60 分間乾かした．その後，イメージングプレートに一

晩露光させた．最後に，Amersham Typhoon scanner（GE Healthcare）を用いて，バンドを検出

した． 
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3. 結果 

最初に，SMase の産生量の違いが，転写か翻訳のどちらの違いによるものかを調べるため，

定常期における菌体中の SMase-mRNA 発現量の時間変化を調べた．その結果，ATCC14579 

と KPUM46（Group I）の SMase-mRNA 発現量は，4 時間目で最大となり，その後，12 時間

目には有意に減少した．KPUM25（Group II）では，4 時間目から 8 時間目まで有意に増加し，

12 時間目では 4 時間目と同量程度まで減少した．また，Group III では，Group I や Group II 

と比較して，有意に mRNA 発現量は少なかった（Figure 21）．これらの結果より，SMase-mRNA 

発現量の時間変化は，2 章で示した SMase 産生量の時間変化と相関していることが示唆さ

れた．  

 

 

次に，今回使用したセレウス菌の内，33 株（Group I：17 株，Group II：13 株，Group III：

3 株）の PlcR と PapR 配列を同定した．その結果，KPUM 8（Group I）と全く同じ配列の 

PlcR と PapR を持つ菌株として，KPUM39，KPUM58，KPUM65（Group I）や KPUM1，KPUM9，

KPUM20，KPUM21，KPUM34，KPUM36（Group II）や KPUM40（Group III）が存在した（Figure 

S2）．このように，KPUM8 株の PlcR と PapRの配列を持つ菌株が全 PlcR box group に存在

するため，本章での結合親和性実験には KPUM8 の転写因子を用いることとした． 

 各 PlcR box group の PCPLC-PlcR box を用いて Gel shift assay を行ったところ，Group I や 

Figure 21. 定常期におけるセレウス菌の SMase-mRNA 発現量 

半定量的 RT-PCR により SMase-mRNA 発現量を測定した．バンド強度は，ImageJ 

を用いて定量した．エラーバーは標準偏差を示している（n = 3）．*P < 0.05, ***P <0.005, 

n.s. : non-significant.  
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Group II では，Group III よりも濃いシフトバンドが検出された（Figure 22）．一方で，SMase-

PlcR box を用いて Gel shift assay を行ったところ，シフトバンドは検出できなかった（Figure 

22）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22. PlcR-PapR7 複合体と各 PlcR box との結合親和性 

（A）転写因子である PlcR-PapR7 複合体と各 PCPLC-PlcR box との結合親和性を gel shift 

assay 法で測定した．（B）PlcR-PapR7 複合体と各 SMase-PlcR box との結合親和性を gel 

shift assay 法で測定した． 
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そこで，[γ-32P] ATP で標識した PlcR box を用いた Gel shift assay で，SMase-PlcR box と

PlcR-PapR7 複合体との結合親和性を測定したところ，Group I の持つ配列は，Group II や 

Group III の持つ配列よりも濃いシフトバンドが検出された（Figure 23）． 

 

 

 以上の結果より，① SMase-mRNA 発現量の時間変化は，SMase 産生量の時間変化と相関

していること，② Group I と Group II に属するセレウス菌の持つ PCPLC-PlcR box は，Group 

III に属するセレウス菌の持つ PCPLC-PlcR box より，転写因子との結合親和性が高い傾向に

あること，③ Group I に属するセレウス菌の持つ SMase-PlcR box は，Group II と Group III 

に属するセレウス菌の持つ PCPLC-PlcR box より，転写因子との結合親和性が高い傾向にあ

ることが明らかとなった． 

 

 

 

Figure 23. 放射性標識を用いた PlcR-PapR7 複合体と各 PlcR box との結合親和性 

転写因子である PlcR-PapR7 複合体と各 SMase-PlcR box との結合親和性を  gel shift 

assay 法で測定した． 
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4. 考察 

SMase-mRNA 発現量の時間変化を調べた結果，全ての PlcR box group の代表株で，SMase 

産生量と SMase-mRNA 発現量は相関していた（Figure 24）．したがって，PlcR box 配列の違

いは，SMase の翻訳では無く，SMase の転写に影響を与えていることが示唆された． 

 

 

 過去の報告によると，C 末端側 5 アミノ酸である PapR5 の配列によって，4 つの PapR グ

ループに分類されると報告されている． PapR グループにおいて，PapR の C 末端側 5 ア

ミノ酸（PapR 5）が LPFE (F or Y) であるグループ 1，PapR 5 が MPFEFであるグループ 2，

PapR 5 が VP (F or Y) E (F or Y) であるグループ 3，PapR 5 が LPFEH であるグループ 4 に

分類される [29, 44]．今回，KPUM12（Group I），KPUM15，KPUM23，KPUM25（Group II）

以外のセレウス菌株は，全てグループ 1に分類される PapR の配列を持っていた（Table S2）．

また，KPUM 8 と同じ PlcR と PapR を持つ菌株が，本論文で提案した PlcR box group の全

てに存在したことから（Figure S2）も，SMase の転写と産生に影響を与える要因は，PlcR box 

であり，PlcR と PapR は関与していないと考えられた． 

PlcR-PapR7 複合体と各 PlcR box group の PlcR box との結合親和性を測定した結果より，

Group I と Group II の PCPLC-PlcR box は，Group III の PCPLC-PlcR box よりも転写因子と

の結合親和性が高い傾向にあると考えられた．また，19 bp である Group I の PCPLC-PlcR 

box は，16 bp である Group II や Group III の PCPLC-PlcR box よりも転写因子との結合親

和性が高い可能性が示唆された． 

今後，非特異的競合阻害物質を添加したサンプルでの実験や，転写因子に対する抗体を添

加したサンプルでのスーパーシフトアッセイなどを行い，今回の実験においても PlcR box に

転写因子が特異的に結合しているかを確認する予定である． 

 これまで PlcR box は 16 bp で構成された転写因子結合部位であると報告されていたが 

[28,32]，今回の研究では 19 bp である Group I の SMase-PlcR box にも PlcR-PapR7 複合体が

結合する可能性を示した．19 bp の PlcR box とどのように結合するかは，現在のところ不明

であり，今後の研究課題である． 

PlcR-PapR7 複合体と 各 PlcR box group の PlcR box との結合親和性を測定した結果より，

Group I では PCPLC-PlcR box （SMase を正に制御）と SMase-PlcR box（SMase を負に制御）

が共に働き，Group II では PCPLC-PlcR box が Group I 同様に働くが，後者の働きが弱い．

Group III では両者の働きが弱い事が示唆された．Group I と Group II に属する菌株では，定

Figure 24. 各 PlcR box groupにおける SMase の発現過程 
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常期開始点である 4 時間目までは，PCPLC-PlcR box によって SMase が正に制御されるた

め，SMase は産生され，Group III に属する菌株では，正に制御されないため，SMase は産生

されないと考えられる．また，定常期においては，Group I に属する菌株では，SMase-PlcR box 

によって SMase が負に制御されるため，SMase 産生量が減少していき，Group I-II ，Group 

I-III，Group II に属する菌株では，負に制御されないため，SMase 産生量の減少は起こらなか

ったと考えられる（Table 13）．そのため，今回の結合親和性を測定した結果は，これまでの 

SMase 産生量の挙動と矛盾しない結果であった． 

上述のように，PCPLC-PlcR box が先に働き，遅れて SMase-PlcR box が働いているように

SMase の産生量が時間変化をしている．今後，PCPLC-PlcR box と SMase-PlcR box 間で結合

親和性を測定することで，より詳細なセレウス菌における SMase の転写制御機構が解明で

きると考えている． 

 

 

PlcR は，非常に似た構造を持つ転写因子で構成された RRNPP family（Rap，Rgg，NprR，

PlcR，PrgX）に属している [45]．本研究では，PlcR を持つセレウス菌において，転写因子結

合部位の配列が，転写因子の結合親和性に影響を与えている可能性を示唆した．一方で，セ

レウス菌だけでは無く，Rgg を持つ Streptococcus pyogenes（化膿レンサ球菌）や PrgX を持

つ Enterococcus faecalis でも同様，転写因子結合部位の配列が病原性に関与している可能性が

あると考えられる [45]． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Yokotani A. et al. Microbiol Immunol. “in press”. を改変． 

 

Table 13. PlcR と PapR のシークエンス解析で使用したプライマー 
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総括 

 

第 1章では，pcplc-smase オペロン内の PlcR box の内，上流側に存在する PCPLC-PlcR box

（SMase を正に制御）の塩基配列が，TATGAACATTTGCATA である Group I と，Group I を

基準として 2 塩基が変化している TATGAAAATCTGCATA である Group II と，1 塩基が変

化している TATGAACATTTACATA である Group III といった 3 つの PlcR box group に分

類することができた．また，Group I と Group II は，SMase 産生菌株群であり，Group III は，

SMase 非産生菌株群であった（Table 14）．そのため，PCPLC-PlcR box の塩基配列から，SMase 

産生量を推測できることが示唆された． 

第 2章では，pcplc-smase オペロン内の PlcR box の内，下流側に存在する SMase-PlcR box 

の塩基配列（SMase を負に制御）が，4 株を除いて，ATACAATACATGGAGGTAT の配列を

持っていた．Group II に属する菌株では，Group I と比較して，6 番目の塩基が C になり，

TAC が欠損している ATACAC- - - ATGGAGGTAT の配列を持っており，Group III に属する

菌株では，Group I と比較して，TAC が欠損している ATACAA- - - ATGGAGGTAT の配列を

持っていた．また，Group I は，SMase の産生量と活性が，定常期開始点に最大となり，定常

期中に減少する菌株群であり，Group II は，定常期中に SMase の産生・活性が維持される菌

株群であった（Table 14）．さらに，Group I に属する菌株の中でも，SMase-PlcR box 配列が 

Group II と同じである Group I-II と，Group III と同じである Group I-III に属する菌株では，

Group I と異なり，定常期中に SMase の産生・活性が維持される菌株群であったことからも，

Group I の SMase-PlcR box は，Group II や Group III の PlcR box よりも強く SMase 産生の

抑制をすることが示唆された． 

第 3 章では，各 PlcR box group 間におけるマウスに対する致死活性と，マクロファージに

対する貪食抑制能を確認したところ，SMase 産生菌株群である Group I と Group II は，SMase 

非産生菌株群である Group III より病原性が高いことが示唆された（Table 14）．また，本研究

で用いたセレウス菌の臨床分離株では，SMase 陽性株の割合は 89.4 %（34 / 38）であった一

方で，環境由来のセレウス菌では，SMase 陽性株が無かった．このことからも，SMase は，

人への感染に必要な毒素であり，病態発症において重要であることが示唆された．PCPLC-

PlcR box 配列から，SMase 産生量を推測することは，セレウス菌の病原性の迅速診断に有用

である可能性が示唆された． 

第 4 章では，全ての PlcR box group において，SMase-mRNA 発現量は，SMase 産生量と

相関していたため，PlcR box 配列の違いは，SMase の翻訳では無く，SMase の転写に影響を

与えている事が示唆された．また，Group I と Group II の PCPLC-PlcR box は，Group III の 

Table 14. 本研究で解明したセレウス菌の PlcR box group 分類とその特徴 
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PCPLC-PlcR box よりも転写因子との結合親和性が高い傾向にあることが示唆され，19 bp で

ある Group I の PCPLC-PlcR box は，16 bp である Group II や Group III の PCPLC-PlcR box 

よりも転写因子との結合親和性が高い傾向が示唆された（Table 14）．この結果より，PlcR box 

配列によって，転写因子との結合親和性が変化し，SMase の転写に影響を与えることが，各 

PlcR box group における SMase の産生量が異なる要因であることが示唆された． 

本論文では，セレウス菌株間で SMase 産生量が異なるメカニズムを解明するために，

SMase 産生と PlcR 転写制御系の関係を検討した．その結果，セレウス菌の臨床分離株を用

いた本研究により，PlcR box の配列の違いが SMase の産生に影響を与え，その結果，病原性

が変化することを明らかとした（Table 14）．本研究は，PlcR box と SMase 産生の関係を考慮

したセレウス菌株の分類を報告した最初の研究である．PlcR box の塩基配列に基づく分類は，

セレウス菌の高病原性株の検出だけではなく，病原性の弱いセレウス菌を検出することが，

患者への不要な抗菌薬の投与を防ぐことによる抗菌薬の適正使用に貢献するものと考えられ

る． 

 

 

結語 

（1）PCPLC-PlcR box と SMase-PlcR box の配列から，セレウス菌を 3 つのグループに分類

することができる．非常に数は少ないが，このグループから外れる菌株も存在する． 

（2）PlcR box 配列が，SMase 産生量制御に関与している． 

（3）SMase 産生菌株は病原性を示すが，SMase 非産生菌株は病原性を示さない． 

（4）転写因子 PlcR-PapR7 の PlcR box との結合親和性は, その配列に依存おり, 結合親和

性の高い PCPLC-PlcR box 配列を保有する菌株は SMase 産生量が高い傾向がある. 
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Supplementary Files 

 

Table S1. セレウス菌 40 株の PlcR box 配列リスト 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PlcR box 

group 
Strain 

PlcR box in 

promoter of PCPLC 

PlcR box in 

promoter of SMase 

GroupⅠ 

ATCC14579 TATGAACATTTGCATA ATACAATACATGGAGGTAT 

KPUM2 TATGAACATTTGCATA ATACAATACATGGAGGTAT 

KPUM8 TATGAACATTTGCATA ATACAATACATGGAGGTAT 

KPUM12 TATGAACATTTGCATA ATACAATACATGGGGGTAT 

KPUM17 TATGAACATTTGCATA ATACAATACATGGAGGTAT 

KPUM18 TATGAACATTTGCATA ATACAATACATGGAGGTAT 

KPUM22 TATGAACATTTGCATA ATACAATACATGGAGGTAT 

KPUM27 TATGAACATTTGCATA ATACAATACATGGAGGTAT 

KPUM30 TATGAACATTTGCATA ATACAATACATGGAGGTAT 

KPUM35 TATGAACATTTGCATA ATACAATACATGGAGGTAT 

KPUM39 TATGAACATTTGCATA ATACAA - - - ATGGAGGTAT 

KPUM46 TATGAACATTTGCATA ATACAATACATGGAGGTAT 

KPUM47 TATGAACATTTGCATA ATACAATACATGGAGGTAT 

KPUM48 TATGAACATTTGCATA ATACAATACATGGAGGTAT 

KPUM49 TATGAACATTTGCATA ATACAC - - - ATGGAGGTAT 

KPUM58 TATGAACATTTGCATA ATACAATACATGGAGGTAT 

KPUM62 TATGAACATTTGCATA ATACAATACATGGAGGTAT 

KPUM63 TATGAACATTTGCATA ATACAC - - - ATGGAGGTAT 

KPUM64 TATGAACATTTGCATA ATACAATACATGGAGGTAT 

KPUM65 TATGAACATTTGCATA ATACAA --- ATGGAGGTAT 

KPUM67 TATGAACATTTGCATA ATACAATACATGGAGGTAT 
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PlcR box 

group 
Strain 

PlcR box in 

promoter of PCPLC 

PlcR box in 

promoter of SMase 

GroupⅡ 

KPUM1 TATGAAAATCTGCATA ATACAC --- ATGGAGGTAT 

KPUM7 TATGAAAATCTGCATA ATACAC --- ATGGAGGGAT 

KPUM9 TATGAAAATCTGCATA CTACAC --- ATGGAGGTAT 

KPUM13 TATGAAAATCTGCATA ATACAC --- ATGGAGGTAT 

KPUM15 TATGAAAATCTGCATA ATACAC --- ATGGAGGTAT 

KPUM16 TATGAAAATCTGCATA CTACAC --- ATGGAGGTAT 

KPUM20 TATGAAAATCTGCATA CTACAC --- ATGGAGGTAT 

KPUM21 TATGAAAATCTGCATA CTACAC --- ATGGAGGTAT 

KPUM23 TATGAAAATCTGCATA ATACAC --- ATGGAGGTAT 

KPUM25 TATGAAAATCTGCATA ATACAC --- ATGGAGGGAT 

KPUM26 TATGAAAATCTGCATA ATACAC --- ATGGAGGGAT 

KPUM34 TATGAAAATCTGCATA CTACAC --- ATGGAGGTAT 

KPUM36 TATGAAAATCTGCATA ATACAC --- ATGGAGGGAT 

KPUM53 TATGAAAATCTGCATA ATACAC --- ATGGAGGGAT 

KPUM54 TATGAAAATCTGCATA ATACAC --- ATGGAGGGAT 

KPUM55 TATGAAAATCTGCATA ATACAC --- ATGGAGGGAT 

PlcR box 

group 
Strain 

PlcR box in 

promoter of PCPLC 

PlcR box in 

promoter of SMase 

GroupⅢ 

ATCC27522 TATGAACATTTACATA ATACAA --- ATGGAGGTAT 

KPUM40 TATGAACATTTATATA ATACAA --- ATGGAGGTAT 

KPUM45 TATGAACATTTACATA ATACAA --- ATGGAGGTAT 
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Figure S1. SMase の塩基配列・アミノ酸配列 

（A）SMase 塩基配列 
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（B）SMase のアミノ酸配列 

*…SMase の活性に必須なアミノ酸 
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Figure S2．PlcR と PapR のアミノ酸配列 

（A）PlcR のアミノ酸配列 
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（B）PapR のアミノ酸配列 
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Table S2．PapR グループ分類 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PlcR box group I PlcR box group II 

PlcR box group III 


