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論文内容の要旨

〔目的〕

大腸菌では，培地中のリン酸の欠乏によって 1 群の遺伝子発現がめられる。乙れはリン酸の有効利用に

働く適応応答反応と考えられている。 ζれらの遺伝子群の中， ρohB 遺伝子の機能に依存して発現する遺

伝子群はリン酸レギュロンと呼ばれ， pohA (アルカリ性ホスファターゼ) ， ρhoE (外膜ポリン e タン

ノマク)， pstS ( リン酸結合タンパク)， ugpB (グリセロリン酸結合タンパク)等が知られている。これ

らのフ。ロモーター領域にはリン酸ボックスと呼ばれる18塩基対の共通配列が存在している。リン酸レギュ

ロンの発現におけるリン酸ボックスの役割を解明する目的で， pstS 遺伝子(プロモーター領域にリン酸

ボックスがタンデムに 2 個存在する)のフ。ロモーター領域での欠失 DNA断片を作製して in vivo での

ブ。ロモーター活性を調べ， ρstS 遺伝子発現に必要な領域を明らかにした。

〔方法ならびに成績〕

。stS 遺伝子のフ。ロモーター領域を含む959塩基対の DNA断片を，プロモーター活性測定用ベクタ­

pKK232-8 の cat遺伝子(プロモーター領域を欠く)の上流に繋いで大腸菌に導入し，高濃度リン酸培

地と低濃度リン酸培地で培養して，クロラムフエニコール・アセチノレトランスフエラーゼ (CAT) の活性を

測定することによりプロモーター活性を確かめた。この pstS遺伝子 DNA断片を反対方向に含む一対のク

ローンを用いて，穏やかに DNase 1 処理し，リンカー付加によって上流側と下流側とから欠失した DNA

断片を作製した。上流側が欠失した32クローンと下流側が欠失した46クローンの塩基を決定し，それぞれ

の DNA断片を pKK23 2-8 'c再クローニングし，大腸菌lと導入し同様の方法でフ。ロモーター活性を

調べた。上流側の欠失クローンでは， 2 個のリン酸ボックスまで、残っていると，欠失のないクローンと同
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様，高い CATi活性がみられた。欠失が上流のリン酸ボックスにかかると，リン酸の欠乏によって誘導され

る CAT活性は大きく低下したが，高濃度リン酸による抑制は明らかにみられた。下流のリン酸ボックス

まで欠失するとリン酸欠乏による誘導はみられなくなった。これらの乙とは，リン酸欠乏時に pstS遺伝

子が発現するためには，少なくとも下流側の 1 個のリン酸ボックスが必要であり，リン酸ボックスが 2 個

になるとさらに強い発現が起乙る乙とを示している。下流側の欠失クローンでは，転写開始点から +36塩

基下流まで、の欠失では高いフ。ロモーター活性がみられ，十 3塩基までの欠失では誘導はみられるが活性は

減少し，一 8塩基 (-10配列の第 5 塩基)ないしそれ以上にわたっての欠失では，プロモーター活性は全

くみられなくなった。乙の乙とは，十36塩基以下の配列はプロモーター活性とは関係ないが， -10配列は

プロモーターの機能に必須であることを示している。

次iζρstS遺伝子の発現がρhoB 遺伝子に依存していることを確かめるために，リン酸ボックス 2 個ある

いは 1 個を含む DNA 断片をもっプラスミドを作製し，野生型株および、各種phoB遺伝子突然変異株に導

入したo phoB(，.2株とμoB63株とはアルカリ性ホスファターゼは産出しないが， pstS 遺伝子産物であるリ

ン酸結合タンパクは産生し， μoB ， -phoR 欠失突然変異株はそのどちらも産生しないものである。リン

酸ボックスを 2 個又は 1 個持つプラスミドを導入した野生株では，リン酸欠乏によって誘導された CAT

活性は前者が1c暗以上高い値を示した。 ρhoBó.2f朱及び、ρhoBι3株で、はリン酸ボックスの数及びリン酸結

合タンパクの産生量に比例した CAT活性がみられたo phoB 欠失株では，どちらの場合も CAT活性が

みられなかった。乙れらの乙とは ， pstS遺伝子の発現がμoB遺伝子の機能に依存している乙とを示し，

ρhoB(，.2株と PhoBρ株で、は ρhoB遺伝子の機能が漏れているものと考えられる。また ， phoA遺伝子が

乙れらのρhoB突然変異体で、発現しないのは， ρhoA 遺伝子の上流には 1 つのリン酸ボックスしかない為

であろうと考えられる。

次l乙，各種欠失 DNA の断片と PhoBタンパクとの結合をポリアクリノレアミドゲツレ電気泳動によって調べた。

このゲルシフトアッセイ法で， PhoB タンパクはリン酸ボックスを含む領域に結合し，その結合はプロモ

ーター活J性を失った上流側の 1 個のリン酸ボックスだけでもお乙るという結果がえられた。

〔総括〕

大腸菌リン酸レギュロンは培地中のリン酸の欠乏によって発現が誘導される遺伝子群である。乙の遺伝

子群の発現は， ρhoB タンパクがDNA上の特定の塩基配列(リン酸ボックス)を認識する乙とによって

促進される，という仮説を立証する為~C ，リン酸レギュロンの代表的遺伝子であるμtS遺伝子(リン酸

結合タンパクの構造遺伝子)のプロモーター領域を， 5 側及び 3' 側から欠失をさせたクローンを in

vitro で作製し，その下流に cat 遺伝子を繋いで， in vivo でCAT活性を測定する乙とによってフ。ロモ

ーターの活性をみた。その結果，フ?ロモーター活性(培地中のリン酸濃度によって制御を受ける)に最少

限必要な領域は 1 個のリン酸ボックスと -10配列を含む領域であり，リン酸ボックスが 2 個ある場合には

さらに高いプロモーター活性をしめす乙とを明らかにした。 また， ρstS 遺伝子の発現には jうhoB 遺

伝子の機能が必須である乙とも明らかにした。さらに PhoB タンパクはリン酸ボックスと直接結合

する乙とも明らかにした。
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論文の審査結果の要旨

大腸菌の遺伝子の中で，培地中のリン酸濃度が低下した時にμoB遺伝子に依存して発現が誘導される

遺伝子群はリン酸レギュロンと呼ばれる。乙れらのプロモーター領域には相向性の高い塩基配列(リン酸

ボックス)が存在する。本論文は in vivo での発現誘導におけるリン酸ボックスの役割を解明するため

に， pstS 遺伝子のフ。ロモーター領域(リン酸ボックスが 2 個存在する)を含む DNA 断片を，上流側あ

るいは下流側から欠失させてフ。ロモーター活性アッセイ用ベクターに組み込み大腸菌に導入して，クロラ

ムフェニコーノレ・アセチノレトランスフエラーゼの活性を測定することによってプロモーター活'性を調べた。

その結果，下流側のリン酸ボックスと一10配列を含む領域が， リン酸濃度によって制御を受けるフ。ロモー

ター活性に必要な最小限の領域であり， リン酸ボックスが 2 個ある場合はさらに高い活性を示す乙とを明

らかにした。また， PhoB タンパクは，上流側あるいは下流側のリン酸ボックスのいずれの 1 個をもっ

DNA断片とも結合する乙とも明らかにした。以上のことはリン酸の欠乏時にはPhoB タンパクがリン酸

レギュロン遺伝子のプロモーター領域のリン酸ボックスを認識して， RNA ポリメラーゼによる転写開始

を促進するという機構が in vz'vo においても働いている乙とを示している。
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