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研究の概要（200～300字で記入、図・グラフは使用しないこと。） 

 

 細菌の細胞分裂は FtsZ を中心とした細胞分裂タンパク質が複合体を形成し，分裂面をくびりながら，細胞

壁を合成することで進行する．大腸菌や枯草菌を用いた研究で FtsZは GTP依存的に重合し，フィラメント形

成を行うことが明らかになっている．一方，細菌の中には細胞壁を持たない細菌も存在している．スパイロプ

ラズマはらせん状の形態を持つ細菌であるが，細胞壁を持たない．スパイロプラズマは細胞分裂タンパク質の

多くをゲノム上から失っているが，FtsZ など一部のタンパク質は残っている．本研究では，精製したスパイ

ロプラズマの FtsZを用いて，フィラメントの形成能や構造を解析することでその機能を明らかにする． 
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研究成果の概要（図･グラフ等は使用しないこと。） 

 

大腸菌や枯草菌をはじめとする細菌は細胞壁で覆われている．細菌の細胞分裂は伸長した菌体の中央部で細

胞膜を収縮させながら，隔壁を形成することで進行する．細胞分裂時の隔壁形成の中心となるタンパク質が

FtsZ である．FtsZ はチューブリンホモログであり，GTP 依存的に重合して，フィラメントを形成する．FtsZ

フィラメントは SepF や FtsA といったタンパク質により安定化し，細胞壁合成酵素などその他の細胞分裂に

関わるタンパク質を分裂面に集め，「Zリング」と呼ばれるリング状の構造を構築する．したがって ftsZを欠

損した細菌は細胞分裂が阻害され，増殖できなくなる．  

スパイロプラズマは細胞壁を持たないらせん菌である．スパイロプラズマは細胞壁合成酵素などの細胞分裂

に関わるタンパク質をゲノム上から失っているが，FtsZや SepF，FtsAといった一部のタンパク質はゲノム上

にコードされている．これまでに，スパイロプラズマの細胞分裂タンパク質の機能や働きは明らかになってい

ない．本研究では，スパイロプラズマの FtsZ フィラメントの形成過程を観察することでその機能を明らかに

することである． 

 

① FtsZのフィラメント化条件の検討 

顕微鏡下で FtsZ が効率的にフィラメント化する条件を検討した．本研究開始前までの予備的な実験では，

大腸菌内で大量発現し，精製したスパイロプラズマの FtsZの重合化，蛍光標識した FtsZフィラメントの観察

に成功していた．しかし，顕微鏡下での FtsZ フィラメントの経時的な伸長は観察できなかった．これはスラ

イドガラス上で効率的な重合反応ができていないか，FtsZ がガラス面に強く吸着し伸長できなくなっている

ことが考えられた．顕微鏡下で FtsZ フィラメントの伸長する過程をリアルタイムで観察するためには，FtsZ

が効率的に重合し，視野全体的に観察できることが必要である．これまでに枯草菌などの FtsZ ではバッファ

ーに含まれる塩の濃度が高いほど，重合反応が低下することが報告されている．そこでスパイロプラズマの

FtsZの重合に最適な NaClもしくは KClの濃度を探索した．まず， NaClの濃度を 10～100 mM の範囲で変えた

複数のバッファーを用意し，それぞれ FtsZ の重合反応を行った．超遠心でそれぞれのバッファー中で重合し

た FtsZ を沈澱させたところ，NaCl の濃度に関わらず沈澱した FtsZ の量は反応前の FtsZ の 10％前後であっ

た．次に KClで同様の実験を行ったところ，KClの濃度が低くなるほど沈澱する FtsZの量が増加した．また，

NaCl が含まれるバッファーに比べて KCl が含まれるバッファーの方がより重合する FtsZ の割合が約 10％程

度多くなった． この FtsZの重合反応液を顕微鏡下で観察したところ，予備的実験の結果よりスライドガラス

上に存在する FtsZ フィラメントの割合が増加した．一方で GDP 存在下では FtsZ はほとんど沈澱に現れなか

った．これらのことから顕微鏡下での重合反応は低濃度の KCl が含まれるバッファーで行うと効率が良いと

考えられた． 
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研究成果の概要（つづき） 

② SepFを含む FtsZのフィラメント化条件の検討 

FtsZのフィラメントを安定化させるタンパク質である SepFが析出しない重合バッファーを検討した．枯草

菌などでは SepF はマルトース結合タンパク質のような親水性のタグを融合しないと精製時に析出してしま

う．実際に His タグを融合した枯草菌の SepF を Ni カラムで精製しようとしたところ，SepF は可溶化しなか

った．また，この析出した SepF は電子顕微鏡による観察でリング状構造を形成することが明らかになってい

る．本研究開始前の予備的な実験では，大腸菌内で大量発現し，精製したスパイロプラズマの SepF は親水性

のタグを融合せずとも析出しなかった．これは溶出バッファーそこで FtsZ が効率よく重合する低濃度の塩が

含まれるバッファーに SepF を加えたところ，析出してしまった．そこで，KCl の濃度を徐々に上昇させて，

SepFが析出しない条件を探索した．100 mM KClで SepFが肉眼で観察できるほど析出しなくなった．さらに，

電子顕微鏡を用いて SepFを観察したが，枯草菌の SepFのような構造体は観察できなかった．①の結果と合わ

せて，今後の実験では 100 mM KClを含むバッファーを用いることを決定した． 

 

③ FtsAの精製 

FtsZと相互作用し，FtsZを細胞膜周辺に局在させる機能を持つ FtsAを精製する実験系を構築した．本研究

開始前の実験では，これまでに精製ができている FtsZ や SepF と同じように大量発現用のプラスミドベクタ

ーにクローニングしようとしたができなかった．これは FtsA が膜タンパク質であるためにホストの大腸菌の

増殖に大きな影響を与えたためであると考えられた．そこで，他の大量発現困難なタンパク質で実績のあるホ

ストにクローニングを行った．今後は FtsAの発現や可溶化を確認し，精製を行う． 

 

④ 抗体を介した FtsZフィラメントのガラス面への固定 

抗 FtsZ抗体を介して，FtsZフィラメントをガラス表面に固定し，伸長反応を観察することを試みた．FtsZ

と同じようにフィラメントを形成するタンパク質の顕微鏡下での観察にはよくガラス表面に抗体を吸着させ

て，足場にする．抗 FtsZ抗体を含む血清をカバーガラスにまき，余分な血清を取り除いた後に FtsZをその上

から加えた．顕微鏡下で観察を試みたが，FtsZのフィラメントは観察できなかった．今後は，抗体の量や FtsZ

をあらかじめに重合させるなどの観察ができるような調整を行う． 

 

⑤ 一分子計測用の光学顕微鏡の構築 

蛍光分子で標識した FtsZ の重合を一分子単位で計測するための光学系の構築を試みた．タンパク質の一分

子計測では全反射蛍光顕微鏡が一般的によく使われる．全世界的な半導体不足やコロナ禍による流通の遅れ

により，光学系部品の取得は一部しかできなかったが，本体の基礎的な部分の構築を行った．今後は光学系の

小さな調整を行い，実際に観察ができるかを確認する． 

※この（様式２）に記入の、成果の公表を見合わせる必要がある場合は、その理由及び差 控え期間等  

を記入した調書（Ａ４縦型横書き１枚・自由様式）を添付すること。  
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