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緒論

プラスミドの研究は、 1946-7 年Lede:r民rg と Taturn が細菌にも性的交雑が起こることを発見

し、引き続く数年間に、この役割が F 因子により担われることを明らかにしたところから始

まる (Jacob & Wollman, 1961 ; 松原， 1976) 。彼らは、大腸菌 K-12 株由来の 2 つの二重要求性

変異株の混合培養から 1併の頻度で野生型コロニーが出現することを発見した (Lederberg & 

Tatum, 1946) 。この現象は、 細菌聞の接合(Conjugation) によりしかるべき遺伝情報が雄性

細胞から雌性細胞へ転送されることによって起こることが明らかにされ、雄性を決定し稔性

(Fertility) を担う因子として F 因子が同定された。 また、 1950 年代の日本において赤痢菌の

薬剤耐性が問題となっていたが、 1959 年に秋葉朝一郎と落合国太郎は、 4 剤耐性の大腸菌か

ら感受性赤痢菌へ薬剤耐性因子が伝達されることを報告し、この後日本を中心として、多剤

耐性遺伝子を伝達する R 因子に関する研究が華々しく展開された(松原， 1 976; 吉川， 1995) 。

上記の 2 例は、細菌の栄養要求性や薬剤耐性等の形質獲得の機序として、突然変異と選択よ

りも、プラスミド|全のもののほうがはるかに重要であったことを明確に示した例である。フ。

ラスミドという語は、 1952 年、Lede巾erg によって細胞質で増殖する自己複製因子を総称する

ために提唱されたのが始まりであるが (Lederberg ， 1952) 、今日プラスミドに与えられる妥当

な定義は、 「細菌細胞内において、宿主染色体とは別個で‘あるが協調するレプリコン(複製

単位)として増殖し、細胞分裂を通して娘細胞に分配され、安定に維持される遺伝単位」と

されている(松原， 1976) 。

プラスミドの注目される側面の1つは、細菌の進化との関わりである(松原，1976; Mazodier 

& Davies , 1991; Arnabile-Cuevas & Chicurel, 1992) 0 進化の原動力は、基本的には突然変異の

蓄積であると考えられているが、遺伝子交換現象もまた、ダイナミックな遺伝情報の変化を
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もたらすプロセスとして進化に大きく貢献してきたと考えられる。有性生殖のある真核生物

においては、遺伝子交換現象は、交雑を通して行なわれる。しかし、基本的に有性生殖のな

い細菌においてはそのような機会はなく、それに代わるものとして、フラスミドによる遺伝

子の水平伝播 (Horizontal transfer) が細菌の遺伝的多様性を増すこと、ひいては細菌の進化に

重要な役割を果たしてきたと言われている。フラスミドが関与する遺伝子交換反応には、 2 つ

の異なる機能があると考えられる(図 0-1 )。第 1 は、遺伝子交換の際の運び屋(ベクター)

として機能することである(図 0-1 ， (1)) 。この点では、伝達性で広宿主域であるほど、ベク

ターとして働く可能性が高い。前述の F 因子と R 因子による接合伝達の例は、プラスミドの

助けを借りた性的交雑と見ることができる。第 2 に、遺伝子交換における遺伝子プールとし

て機能することである(図 0・ 1 ， (2)) 。プラスミドゲノムにはウィルスのように殻に包込むた

めのサイズの制限がなく、多種の DNA が細胞内に長時間共存できる特性がある。このような

状況は、宿主染色体をも含めたレフリコン聞の遺伝子交換の機会を増やすことにつながる。

.-
Plasmid B 

Cell 

図 0-1 プラスミドによる遺伝子交換。
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応用的側面では、遺伝子操作技術におけるベクターとしての利用が挙げ、 られる。また接合

伝達を利用した遺伝子導入方法は、(1)宿主の制限系、 (2) コンピテント細胞の調製と再生の問

題を回避できる点が有利である。放線菌を例にとれば、その高い有用性から遺伝子操作のた

めの宿主ベクタ一系の確立が望まれながら、実際には限られた菌種でしかプロトプラストを

経由する形質転換法は確立されていない。実際に、接合伝達による遺伝子導入法は、様々な

細菌宿主に対して応用されており、良く知られている例としては、 RK2由来プラスミドを利用

した 3 者会合法による大腸菌から Agrobacterium tumefaciens へのバイナリーベクター導入が挙

げ、られる CPigmski & Hel inski , 1979) 。

プラスミド伝達機構に関する研究は、大腸菌の F 因子をはじめとして、主にグラム陰性細

菌の伝達性プラスミドについて行なわれてきた。その内容は、幾つかの優れた総説に総括さ

れている Clppen-Ihler & MinkJey , 1986; Ippen-Ihler & Skmray, 1993; Guiney , 1993; Wilkins & 

La出a， 1993; Fanand , 1993) 0 F 因子を例として要点のみを述べれば、プラスミド伝達の過程

は、伝達される 1 本鎖DNA (ssDNA) の生成と、 ssDNA の細胞間輸送の 2 つのサブプロセス

に分けられる。 2つのサブプロセスは、接合伝達型複製 CConjugative replication) と呼ばれる

ローリングサークル型複製に似たメカニズムを通して連携している(図 0-2; Guiney , 1993; 

Waters & Guiney , 1993) 。この時の複製起点は、通常の増殖において使用される起点 oriV 

COrigin of yegitative growth) とは異なる oriT (Origin of 1.f;釦sfer) が使用される。接合伝達型複

製は細胞膜上で行なわれ、生成した ssDNA は、 ssDNA 結合タンパク質 CSSB) にコートされ

た状態で直ちに受容菌側へ移行する。 DNA は、タンパク質性の輸送通路 (DNA translocation 

appa.rat凶または membrane pore) を通して細胞聞を移動し、この過程は ATP 加水分解とエネル

ギー共役していると考えられている。受容菌では移行された ssDNA を鋳型に相補鎖が合成さ

れ、 2本鎖のプラスミドが再現する(図0・2) 。一般に、移動性プラスミドには、伝達性
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(Transmissible) と可動性(Mobilizable )のものが存在し、前者は自己伝達能を有するが、後

者は前者との共存により初めて可動化される 。 伝達性プラスミドの伝達機能を担う ω と呼ば.

れる遺伝子座は、 ssDNA の生成と ssDNA 輸送の両方に必要な機能を備えているが、可動性プ

ラスミド上の遺伝子座 mob は、 ssDNA の生成に必要な機能のみを備えており、可動性プラス

ミドは、共存する伝達性プラスミドの同機能をかりて可動化すると考えられる。

./ 
/ 
/ 
/ 
f 
j 

I 
¥ 
¥ 
¥ 
¥ 

Primer 

4←ー DNA polymerase 

SSB 

Membrane pore 

図 0-2 グラ ム陰性細菌プラ スミ ドの接合伝達モデル。
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上記のような膜を介した DNA 分子の輸送系は、細菌の接合伝達以外にも存在する。例とし

て、 A. tumefaciens Ti フラスミドによる植物への T-DNA 移行、 Bacillω subtilis の DNA 取り込

み系、ファージゲノムの宿主細胞への挿入が挙げ.られる (Dubnau 1991; Citovski & Zambryski , 

1993; Kado , 1994) 。最近の研究では、これらの DNA 輸送メカニズムにおける類似性が指摘さ

れており(Lessl et 81. , 1992; Lessl & Lanka, 1994; Kado , 1994) 、生物界における DNA 膜輸送

に共通するコンセンサスが得られつつある (Dreiseikelmann ， 1994) 。

放線菌 (St勾Jtomyces.属)は、カビに似た菌糸状形態を有し、複雑な形態、分化を特徴とする

グラム陽性の菌群である。その多くは土壌より分離され、抗生物質や酵素阻害剤を初めとす

る多種多様な生理活性物質を生産することから高い実用的価値を有する菌株が数多く属して

おり、医薬産業分野において重要な位置を占める。放線菌の遺伝子操作技術は、 Okanishi らに

よるプロトプラスト調製と再生系の確立 (Okanishi et 81. , 1974) 、 Bibb らによるプラスミド

DNAでの Slreptomyces coeliω>1or のフロトフラスト形質転換の成功 (Bibb el 81. , 1978) を始め

として 、 その後、 Hopwoodを中心とした研究グループにより整備され、その中で放線菌プラス

ミドの研究も主にベクター開発を目的として進められた。

放線菌における接合伝達 (Hopwood & Kieser , 1993) は、 Hopw∞d が S. c侃'licolor について

報告したのが最初である (Hopwood ， 1959) 。接合伝達を担う因子としてプラスミドの存在が

示唆され、 Sdu'empf らが、初めてプラスミド SCPl を物理的に単離した (Sclu'empfet 81. , 1975)。

放線菌の接合伝達は、多くの場合ポックスと呼ばれる増殖もしくは形態分化の遅延ゾーンの

形成を伴うため、プラスミドの存在が容易に知られる。逆にこのような事情から、現在まで

に同定されている放線菌プラスミドはほとんどの場合伝達性である。

また高頻度 (10 ・5~1O . 3 )で非両親株(組換え体)の出現が観察されるのも、放線菌の接合

伝達の特徴である。S. coelicolor を用いた初期の遺伝学では、当時は具体的な機構が明らかに

5 



ポックスこの後より放線菌の接合伝達に関する研究は、2 つの表現型が分離することを示し、されないまま、相補的な変異を持つ二株の交雑により得られる組換え体やヘテロクローンを

形成よりはプラスミド伝達が主な表現型として取り扱われるようになる 。 Pettis らは菌糸間伝

達を

一方向的にZ用いて遺伝解析が進められた (Hopwood el ι1973) 0 Selmonti と Casciano は、

と呼び、菌糸問と菌糸内伝達を併せたプラスミド伝達の全体を意味するTransmission 乙ム(プラスミドではない)を可動させる稔性因子として R 因子(Recombination) を想定して

Transfer と区別した (Pettis & Cohen , 1994) 。おり (Setmonti & Casciano , 1963) 、前述の組換え体の出現にはプラスミドによる染色体移行

(Cma); ability mobilizing が関与していたと考えられる。染色体移行能力(Ou'omosome 

つの指標として用いられる。伝達のDNA Hol1ow旬、 1979) は、放線菌の接合における

BstEllb 

Kpnl 

pSAM2 (Pernodet et al. , 1984) や SLP1 (Bibb et a1 ., 1981) のような染色体挿入型では、染色体移
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行のメカニズムは、宿主染色体へのプラスミド挿入および切り出しの過程で生じた Hfr 株と類

似のメカニズムにより説明することが可能である。p+と F の掛け合わせによる低頻度組換え

しかしながら、染色が 10 -6 で起こるのに対し、 Hfr株を用いた高頻度組換えでは 10-3 である。

体への挿入が検出されていない pD101 ， SCP2* , pSN22 でも高頻度で染色体移行が起こる事実

BclI~ 
BstEIId 

は、放線菌における接合伝達機構を理解する上で、興味深くかつ重要な話題を提供している 。

菌糸状に生育する放線菌の接合伝達は、他の細菌のそれと少し異なる様相を呈する。阿倍er

らは、 Sc.replOmyces liηdωs より分離された高コピー型、広宿主域の伝達性プラスミド pD101

において、プラスミド伝達に関与する transfer 機能と、ポツクス形成に関与する spread 機能を
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担う領域を限定し、ポツクス形成と菌糸内伝達との関連性を示唆した(Kieser et a1_, 1982) 。

その後、 KendaUと Cohen により、プラスミド伝達を支配する遺伝子座間とポツクス形成を

Kataoka らは、s同4， spdB が同定された CKendall & Cohen , 1987; 1988) 。最近支配する

Streptomyces nigrifaciens より分離された高コピー型、高宿主域の伝達性フラスミドpSN22 の

pSN22 の接合伝達機能は、 spdA， traR, traA , traB, spdB の 5 つの遺伝子に担われる
(Kataoka etal. , 1991a) 0 rep は複製開始タンパク質をコードしており、 Rep タンパク質が
複製開始部位。ri1 で+鎖特異的に 1 本鎖を切断することによりローリングサークル型複製を
開始する。 ori2 は 1 本鎖複製中間体より 2 本鎖プラスミドを形成する際の複製開始点である
(Kataoka etal. , 1994b) 。矢印は、 traR と traA-traB-spdB (ね)オぺ口ンの転写方向を示す。

図 0・3 放線菌伝達性プラスミド pSN22 の構造。プラスミド伝達過程が供与菌株と受容菌株間の菌糸問伝達遺伝学的解析により、

(Intelmycelial transfer) と、受容菌株内の菌糸内伝達(Intramycelial transfer) の 2 段階からなる

ことを示唆した(Kataoka et a1., 1991a) 。また彼らは、プラスミド伝達とボックス形成という
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プラスミド pSN22 は、 S. lividans において安定に維持されることから、遺伝的背景が比較

的明らかである S. lividans を宿主として解析が行なわれてきた。図 0-3 に示すように、 pSN22

の伝達に関与する 5 つの遺伝子座 (traR， 回4 ， traB, spdA, 5j戸田)が同定されている。図 0-4 は、

遺伝学的解析の結果より推定される pSN22 伝達の流れを示しており、菌糸間伝達は traB に、

菌糸内伝達は traA， spdB, spdA に支配される。 traA 変異は、ボックス形性能はマイナスである

が、プラスミド伝達能および染色体移行能はプラスという表現型を示し、現在のところ他の

放線菌プラスミドには見られないユニークな存在である。この σ仏変異の存在により、フラ

スミド伝達とポックス形成が分離された経緯がある。 trdR変異は、しばしばフ。ラスミドが放線

菌に対して形質転換できなくなる現象を引き起こし、pSN22はグラム陰性菌広宿主域伝達性プ

ラスミド RK2 に存在する ki1 (traB) -kor (traR) に類似のシステムを有していることが明かとな

った (Kataoka el a1., 1991b) 0 kil -kor システムは、現在研究されている主要放線菌プラスミ

ド pIJI0l ， pSAM2, pSN22 に共通して存在しており、放線菌プラスミドの特徴の l つとして挙

げ、られる。接合伝達に関与するプラスミド由来の遺伝子数が少数であり、かつプラスミドお

よび染色体 DNA の伝達頻度が比較的高いことから、放線菌プラスミドは、接合伝達を研究す

る上で解析しやすい系を提供している。また、関与する遺伝子数が少数であるこ とは、系の

単純性を暗示し、放線菌の接合伝達は、他の接合伝達の原型のように思われる。しかし、全

く異なるメカニズムを有している可能性もある。

本研究は、これまでに主に遺伝学的手法により解析された pSN22 の伝達機構を、分子レべ

ノレでより詳細に理解することを目的とした。特に、異種類細菌間の DNA 伝達である菌糸間伝

達に注目し、その過程に必須であり、 pSN22伝達の最小遺伝的要素である TraRおよび TraBタ

ンパク質を分子生物学的手法により解析した。第 1 章では、制御因子である TraRタンパク質

の機能解析として、 TraRタンパク質による伝達関連遺伝子群の発現制御について詳細に検討
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し、 pSN22 伝達を遺伝子発現の面から理解することを 目指した。第 2 章および第 3 章では、

菌糸間伝達を支配するプラスミド由来の唯一の因子であるTraBタンパク質の特性として、 ATP

結合モチーフの変異解析、および同タンパク質の局在性について調べ、 TraBは ATP を加水分

解しうる膜タンパク質である可能性を認めた。その過程で、 TraBタ ンパク質は、菌糸間伝達だ

けでなく、菌糸内伝達にも関与することを示唆する知見が得られた。最後に、第 4 章では、

本研究で得られた知見を総括し、放線菌の接合伝達機構について考察した。

Recipient 
mycelium 

pSN22 

Doner 
mycelium 

図 0-4 pSN22 の接合伝達の模式図 CKataokaet aJ., 1991 a) 。

pSN22 の伝達は、 traB 遺伝子によって支配されるプラスミド保持菌と受容菌聞の菌糸問伝
達と、 traA ， spdB, spdA 遺伝子によって支配される菌糸内伝達と 2 段階で行なわれる。 traR は
制御因子をコードしており、 traR 自身と traB， traA, spdBの発現を負に制御する。
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第1章 pSN22伝達関連遺伝子群の発現制
制機構 (TraRの機能解析)

第1節緒言

pSN22 の t.raR 変異は、 「プラスミドが S. lividans を対象とする形質転換能を失う J という

表現型として分離された (Kataoka et al. , 1991a) 0 traR 変異プラスミドは、完全長の traR 遺伝

子をプラスミド上で保持する S.li・vidans に対しては形質転換できることから、 traR はトランス

に作用することが示された (Kataoka et al. , 1991 b) 。当時すでに、同じ放線菌プラスミドであ

る pD101 において同様の表現型を与える ki1 変異が報告されており (Kendall & Cohen , 1987) 、

グラム陰性細菌広宿主域伝達性プラスミド RK2 に存在する起1 -kor システム (Figurski et a1., 

1982; Pohlman & Fig山叫くi ， 1983; Smith & Thomas , 1983) に類似した機構によって説明されてい

た。すなわち traR 変異は、致死遺伝子 ki1 を制御する kor (ki1-override) 遺伝子座の欠損により

kil 表現型が現われた結果、見かけ上プラスミドが形質転換できなくなるという表現型を与え

たものと考えられた。 pSN22 における kil 相当遺伝子を探索した結果、 traB であることが判明

し、 traAもまた、致死とはならないが増殖阻害活性を有していることが明かとなった (Kataoka

el a1.. 1991 b) 。

pSN22 におけるプロモーター検索の結果、 Bgffi-SmaJb 断片 (550bp，図 0-3) は両方向にフロ

モーター活性を持つことが見い出され、 traR および traA-traB-s，戸B (四)オペロンのプロモータ

ーであることが明かとなった (Kataoka et a1., 1991b) 。 両プロモーター活性は TraRの存在に

より 20%まで低下したことから、 TraRは traR 自身、および m オペロンの発現を負に制御す

る制御因子であることが示唆され、 pSN22 における kil -kor システムの正体は、致死遺伝子
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である traB を含む m オペロンの TraRによる発現制御として理解された CKataoka et a1.. 

1991b) 。

本章では、プラスミド伝達において主要な役割を有しながら毒性的活性を持つ traB および

traAの性格を考慮し、いかに毒性的活性を制御しながらプラスミド伝達を達成させるかという

問題を念頭に置きながら、遺伝子発現制御の側面から pSN22 の伝達機構を理解することを目

的とした。伝達機能の発現に重要である TraRタンパク質と、 traR および m オペロンのプロ

モーター領域聞の相互作用を泊町的と in vivo の両面から検討し、伝達関連遺伝子群の発現

制御機構を推定したD

第2節 実験材料および方法

(1 )使用菌株、ファージおよびプラスミド、使用培地と培養条件

放線菌プラスミドの宿主には S.liηdans TK21 (SLP2-SLP3-; Kieser et a1., 1982) を、プラス

ミド伝達試験の受容菌にはs.刷dansTKC244 (str-6 thr-l SLP2-SLP3-; Kataoka et a1. , 1991a) 

を用いた。大腸菌における遺伝子操作の宿主には、 DH5α CsupE44, 61acU169 (φ 801acZ6M15) ， 

hsdR17 , recAl ， 臼叫4.1 ， g}7-A96 ，的i-l ， 児:lA l; Han油an ， 1983) あるいは JMI09 (政Al ， eniA l , gyrA96 , 

出i， hsdR17 , supE44, relA l , 6 (1ac-proAB)fF'[traD36 , proAB+, lacf , 1acZムM15] ; Vieira and Messing, 

1982) を用いた口大腸菌における TraR タンパク質発現の宿主には、 BL21 (D E3) (hsdS, 

ga1(λ cJ857 ， indl , Sam7 , nir6, lacUV5-T7genel; Stu出erand Moffatt, 1986) を用いた。

実験に使用した放線菌プラスミドおよび大腸菌中間ベクターを、表 1 ・1 に示した。太腸菌で

のクローニングベクターには pUC18 および 19 (Yanisch司Peron el a1. , 1985) を、また塩基配列

決定用の l 本鎖 DNA 調製にはファージ M13mp18 および mp19 (Yanisch-Peron et a1. , 1985) を

11 



使用した。大腸菌における TraR タンパク質の生産には、大腸菌発現ベクタ- pKK223-3 

(Pharmacia) 、 pMal-c2 (NEB; Guan et ι1988) を用いた。

大腸菌および放線菌の培養、形質転換と遺伝子操作は、それぞれSambrook ら、および

Hopwα同らの標準プロトコールに従った (Sambrook et a1., 1989; Hopwood et a1. , 1985) 。放線

菌の完全培地は、寒天培養には R2YE 培地(103 g/L サツカロース， 0.25 gん K~04' 10.12 g/L 

MgCl?,-6H?O 10 gILグルコース， 0.1 g/L カザミノ酸 (Difco) ， 2 凶江微量金属溶液*， 5 g/L 

Bacto1M 酵母エキス (Difco) ， 5.73 gIL TES をオートクレーブ後、 100 ml の溶液に対して 1 ml の

0.5% KH:?04' 0.4 ml の 5M CaC12-2H20 , 1.5 ml の 20% しプロリン ， 0.7 ml の lNNaOH を無菌

的に添加した)を、液体培養には YEME 培地 (3 g/L Bacto Thl 酵母エキス， 5 g/L Bacto™ ぺプト

ン (Difco). 3 gIL麦芽エキス， 10 gILグルコース， 340 g/L サツカロースをオートクレーブ後、 2

叫ん MgCI 2 [2.5M). 50 ml/L グリシン [10%]を添加した[括弧内は保存溶液の濃度])を使用し

た。ホ微量金属溶液は、 40 mダL ZnC12, 200 mg/L FeC1 3-6~O ， 10 mgIL CuC12, 10 mg/L加lnC12-

4Hっ0 ， 10 mg/L N~B407-10H20 ， 10 mg/L (NH4)6Mo7024-4H20 とした。大腸菌の完全培地として

は 2xTY 培地 (16 gIL Bacto別トリプトン (Difco) ， 10 g/L Bacto別酵母エキス、 5 g/L NaCl) を

使用し、固形培地には寒天を 1.5%となるように添加した。抗生物質は必要に応じてアンビシ

リン(明治製菓) 50μg/ml、カナマイシン(明治製菓) 50μ，g/ml、ストレプトマイシン(明治

製菓) 50μg/ml、チオストレプトン(藤沢薬品) 50μg/ml を使用した。

遺伝子操作に使用する酵素およびポリヌクレオチドリンカーは、宝酒造あるいは東洋紡よ

り購入し、それらの使用方法は購入会社より供給されたプロトコールに従った。
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表 1-1. 実験に使用した放線菌プラスミド、および大腸菌中間ベクター

Plasmid Descri ption Reference 

pSN22 S. nig稠aciens plasmid , Pock+ , Tra+, Cma+. Kataoka et aJ., 1991a. 

pMT911 羽rild type derivative of pSN22 , TsrR. Kataoka el aJ., 1991a. 

pESS500 Shuttle vector of pSN22 with pACYC177. Pock+. Tra+. Cma+. TsrR. Kataoka el 81. , 1991a. 

pESS551 
pESS500 derivative which has a deletion of TREbox4 sequence, Tra+, 
Cma+, TsrR. 

pFD7 pESS500 derivative which has a frame-shift at traA. Kataoka et 81. , 1991a. 

pMT926 平XJB- derivative of pMT911. Kataoka et 81. , 1991a. 

pMT6 Shuttle vector with pUC12 and pSN22 replicons , ApR , VioR. Kataoka et a1., 1991b. 

pMT62 Pvull-Kpn1 fragment of pSN22 (rraA, traR) replaces pUC12 in pMT6. 
Kataoka et a1., 1991b. 
図 ]-3.

pMT63 
SmaI-SmaI fragment of pSN22 (traR with a small deletion at C terminus) Kataoka el a1., 1991b. 

replaces pUC12 in pMT6. 図 1-3.

pMT64 
Pvull-Kpn1 fragment of pSN22 with internal deletion in rraA r甲la句S

図 1 ・ 3.
pUC12 in pMT6. 

pMT65 traR ORF-TRE fragment replaces pUC12 in pMT6. 図 1-3.

pARCI Promoter probe plasmid wi出 promoterless wh俉 gene, TsrR. 
Horinouchi & Beppu, 
1985. 

pPTl 
Bgm-SmaI fragment (traR truncated) is cloned into pARC1 , brown Kataoka et aJ. , 1991b. 

pigment production under control of tra promoter 図 1-3.

pPTD1 traR ORF-TRE fragment is cloned into pARC1. 図 1-7.

pPTD2 
σ'aR ORF-TRE fragment with a deletion up to 12 bp downst悶amof

図 1-7
TREbox4 is cloned into pARCl. 

pPTD3 
traR ORF-TRE fragment with a deletion downstream of TREbox4 is 

図 1-7.
cloned into pARCl. 

pPTD4 
traR ORF-TRE fragment with a deletion of TREbox4 is cloned into 

図 1-7.
pARC1. 

pPTD5 
TRE fragment (traR truncated) with a deletion up to 12 bp downstream of 

図 1-7.
TREbox4 is cloned into pARC1. 

pPTD6 
TRE fragment (traR truncated) with a deletion of TREbox4 is cloned into 

pARC1. 
図 1-7.

pESK101 
pESS500 derivative which has traR ORF-TRE fragment with a deletion 

図 1-7. 図 1-8
up to 12 bp downstream of TREbox4. 

pESK102 
pESS500 detivative which has traR ORF-TRE fragment with a deletion 

図 1-7. 図 1-8.
downstream of TREbox4. 

pESK103 
pESS500 derivative which has traR ORF-TRE fragment with a deletion 

図 1-7. 図 1-8.
of TREbox4. 

pMTll A 4.5 kb Psd・SacI fragment is subcloned into pUC19. 第 2 節、 (14).

pSK10 
A 2.0 kb Bgm-Bm吋{1 fragment is subcloned into pUC19 derivative 

図 1-8.
which has a BgI1I site between SacI and EcoRI site. 
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(2) 2 本鎖 DNA シークエンス

2 ml の 2xTY 培地にて 37 0C で一晩振とう培養した大腸菌菌体より、 アルカリ変性法

(Bimboim & Doly , 1978) によってプラスミド DNA を回収した。 50μglml RN ase A (Sigma) 

を含む TE 緩衝液(lOmM トリス塩酸 [pH 8] , 1 mM エチレンジアミン四酢酸 (EDTA)) 50μl に

溶解し、 370C で 30 分間保温して RNA を分解させた後、 30μ1 の 20% PEG6000・2 . 5 M r、~aCl 溶

液を加えよく混合し、氷中で 30 分間から一晩放置したロ遠心分離 (12 ， 000 rpm、 10 分間)に

より DNA を回収し、 DNA 沈殿をエタノールでリンスし乾燥させた後、 15μl の TE 緩衝液に

溶解させ、 7μ1 をシークエンス反応に使用した。

上記の方法により調製した 2 本鎖 DNAに、 0.2 mM EDTA , 0.2 mM  NaOH を加えて 20μl と

し、 370C で 10 -15 分間保温しアルカリ変性させた。 8μl 酢酸アンモニウム [pH 4.8] と 100μl

エタノールを加えてエタノール沈殿した後、すみやかに1 pmoleのフ。ライマーを変性した DNA

と混合し、シークエンス反応を行なった。シークエンスは、 Sanger らの方法 (Sanger el a1., 

1977) に従い、 BcaBESTThJ ダイデオキシシークエンシングキット(宝酒造)を用いて行なっ

fご。

(3) S. li vidans プロトプラストの調製法と形質転換法

S. lividans の胞子液 50μl を 100 ml の冗ME 培地に植菌し、対数増殖後期まで培養した後

(30.C、約 40 時間)、 2 つの遠心管に 50ml ずつ分注して、遠心分離 (12 ，000 叩m 、 10 分間)

により集菌した。菌体を 4ml の 10.3% ショ糖溶液で洗浄した後、 5ml の P (protoplast) 緩衝

液 (103 g サツカロース， 0.25 g K2S04, 2.02 g MgC12-6H20 , 2 凶微量金属溶液(本節 (1) を参

照)を 800 ml の蒸留水に溶かしてオートクレーブ滅菌したものに、 10 ml の 0.5% KJI2P04, 

100 ml の 3.680も CaCl z-2H20 ， 100 ml の 5.73% TES 緩衝液 lpH 7.2j を加えた)に懸濁し、 5
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mg/ml リゾチーム (Sigma) を含む P 緩衝液 1 ml を加えてよく混合し、 3íC で 1 時間保温し

細胞壁を溶解させた 。 綿花を詰めて滅菌したガラス製の注射器を通して未溶解の菌糸を除去

した後、遠心分離 (2，200 中m、 7 分間)によりプロトプラストを回収した。 5 ml の P 緩衝液

で 2 回洗浄した後、 1ml の P 緩衝液に懸濁し、これをプロトプラスト溶液として使用するま

でマイナス 80"C で保存した。

形質転換を行なう時は、上記のプロトプラスト溶液を氷上でゆっくり解凍 して使用した。

乾燥したカラス試験管で 200μl のプロトプラスト溶液と DNA 溶液を混合し、 0.5 mJ の T

(transfOImation) 緩衝液 (2.5 ml/Lサッカロース溶液 [10.3%]， 0.02 ml/L微量金属溶液， 0.1 ml/L 

~S04 [2.5%]をオートクレーブ滅菌後、 93 ml の溶液に対して 2m] の 5 M CaC1 2、 5 ml のト

リス/マレイン酸 [pH 8] を加えたもの)を加えよく混合した後、 1 分間以内に 5ml の P 緩衝

液をさらに加え、遠心分離 (2 ，200 rpm、 7 分間)を行なった。上澄を少し残して捨て、残り

の溶液にプロトプラストを懸濁し、R2YE 培地に緩やかに塗布して、 30"C で 8 -16 時間培養

し細胞壁を再生させた。 500μgj凶チオストレプトンを含む 3 凶の重層寒天 (8 g/L Bacto 1M 

肉エキス (Difco) 、 5 g/L 寒天)を重層してさらに 2 -3 日間培養し、形質転換体を得た。

( 4 ) s. li vidans からのプラスミド DNA の調製

Kieser の方法(Kieser， 1984) に従った。 S. 五円d加s を 100 ml YEME 培地にて対数増殖後期

まで培養後 (30.C 、約40時間)、吸引漣過により集菌した。一白金耳分の菌体を、 100 凶の

Solution 1 (10.3% サツカロース， 25 mM トリス塩酸 [pH 8], 25 mM  EDTA [pH 8], 10μg/ml 

RN aseA (Sigma) , 2μgjml リゾチーム)に懸濁し、 3iC で 1 時間保温し溶菌させたD 次に、 200

μl の Solutionn (0.2 N NaOH, 1 %ドデシル硫酸ナトリウム (SDS) ， 25 mM EDT A) を加えよく混

合した後、 80 oCで 15 分間保温した。さらに、 150μ1 のSolutionrn (3 M CH 3COONa) を加え混
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合し、氷中に 5 分間放置した。遠心分離後( 12 ，000 中m、 3 分間)、上澄をフェノール/クロ

ロホルム/イソアミルアルコール (25:24:1)混合液で抽出しタンパク質を除去した後、エタノ

ール沈殿を行なった。得られた沈殿を 50μglml 則刈aseA を含む TE 緩衝液 50μl に懸濁し、 37

℃で 30 分間保温して RNA を分解させ、プラスミド DNA 溶液とした。

(5) 放線菌菌体からの全 RNA の抽出

S. lividans を 100 ml YEME 培地にて対数増殖期まで培養後 (30"C、約40時間)、吸引漣、過

により集菌した。回収菌体を PSE 緩衝液(1æもフェノール， 2% SDS, 0.1 M EDTA , 50 mM ト

リス塩酸 [pH 8 .0]) に懸濁し、ガラスビーズ(直径 5 mm) を加えてボルテ ッ クスミキサー (4

℃ 、 3分間)によりホモゲナイズした。遠心分離後、 CsCl を上清 1 ml に対して 1 g の割合で

加え、 1 ml ク ッション緩衝液 (5.7 M CsCl , 0.1 M EDT A) に重層した。サンフ。ルを遠心分離

(120 ,000 xg 、 18"C 、 20 時間)した後、沈殿を 70% エタノールで、洗浄し、適当量のジチオピ

ロカルボネート (DEPC ， Sigma) 処理した滅菌水に溶解させたロフェノール抽出、フェノール

/クロロホルム/イソアミルアルコール (25:24: 1) 混合液で抽出後、エタノ-}レ沈殿により

RNA を回収した。 RNA の量および純度は 260 nm および 280 nm における吸光度の比より検

定した。

(6) 32p によるオリゴヌクレオチド標識

50 pmole オリゴヌクレオチド、 50 mMトリス塩酸 [pH 9.5]、 10 mM  MgClっ、 5mM ジチオス

レイトール (DTT) 、 0.1 mg/ml ウシ血清アルブミン (BSA) 、'y _32p-ATP、 10 山lÌts T4 ポリヌクレ

オチドキナーゼを加えて反応系を 50 凶とし、 37 0C で 30 分間保温した。反応後、滅菌蒸留水

で 100 同に調製し、 TE 緩衝液で平衡化したニックカラム (Pharrnacia) に供した。 400μl の
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TE 緩衝液でカラム中に拡散させ、次の 400μl の TE 緩衝液でオリゴヌク レオチドを溶出させ、

未反応の放射性 32p を除去した。

(7) プライマー伸長法

McKnight とK.ingsbwy の方法 (McKnight & Kingsbury, 1982) に従った。 伸長プライマーに

はオリゴヌクレオチド traRex および traex (図 1-2) を使用した。本節の (5) に従って調製した

RNAサンプル(10μg) を y_32P_ATP で末端標識したオリゴヌクレオチド ( 10 ， 000 cpm 相当)と共

にフェノール/クロロホルム/イソアミルアルコール抽出しエタノール沈殿させた後、 反応、

緩衝液 (5 mMトリス塩酸 [pH 8], 50 mM KCl , 10 mM MgC12 ) に溶解した。 80 0C 、 15分で変性

後、直ちにハイブリダイゼーション用の設定温度 (Tm=25+0.5[%G+C]-5 00/n ， n: ハイブリダイ

ズする二重鎖の長さ)に移し、 2 時間から一晩ハイブリダイズさせた。試料をフ ェノール/ク

ロロホルム/イソアミルアルコール抽出し、エタノール沈殿を行なった後、 0.01 M DTT、 500

μM デオキシリボヌクレオシド 5'- 三リン酸(心汀町、 200 units RN ase 阻害剤(宝酒造)、 200

units 逆転写酵素 (BRL) を加えて37 0C 、 0 .5 -1 時間伸長反応を行なった。反応液をエタノー

ル沈殿後、 10μ1 TE 緩衝液に溶解し、 6μi のシークエンス用反応停止液を加えた後、試料を

熱変性後 (100
0

C 、 3分間)、 8M 尿素変性ポリアクリルアミドゲル (6%) で電気泳動した。

マーカーとするシークエンスは、 TRE 領域 (BclJ.-Smal 断片、図 1・2) をクローン化した

M13mp18 および mp19 を鋳型とし、伸長反応に使用した末端標識オリゴヌクレオチドをプラ

イマーとして用いてサンガ一法により行ない、試料の横に並べて泳動した。電気泳動は、 ト

リスーホウ酸-EDTA (TBE) 緩衝液中で 22 mA (電流一定)で行なった。

(8) TraRタンパク質の大腸菌での生産および粗タンパク質溶液の調製
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traR オープンリーデイングフレーム (OR刊を含む DNA 断片を、オリゴヌクレオチド traRT

(5'-GGGCTGCAGTCACTCGCCCA TGGGCACCCG-3' ， 下線部は Pstl 部位を示す)と traRS (5'ｭ

GGGGAATTCATGCCTTACAAGGCACCGGAG-3'， 下線部は ECCRI 部位を示す)を用いて、 PCR

により増幅した。 増幅断片を、 Pstl ， EcoRl で二重消化した pUC19 にサブクローン化し、塩基

配列をサンガ一法により確認した後、 pKK223-3 の PstI ， EcoRI 部位に連結してプラスミド

pKKTR を得た。 また、 pKKTR の EcoRI， Hin岨消化により traR ORF を切り出した後、 pMal-

c2 の EcoRl ， Hind皿に連結し、 pMal-R を得た。

pKKTR および pMal-R をそれぞれ保持する大腸菌 JM109 および BL21 (DE3) を、 100 ml 

2xTY 培地に接種 し 、 37 0C で振とう培養を行なった。 A600 が 0.5に達した時点で IPTG を 0.3

mM になるように添加し、さらに 2 時間培養を行なった。培養終了後、遠心分離 (5 ，000 中m、

5 分間)により集菌し、回収菌体を使用するまでマイナス80 0Cで保存した。使用に際しては、

40μg/ml フエニルメチルスルホニルフルオリド (PMSF) を含む 2 ml カラム緩衝液 (10mM ト

リス塩酸 [pH 7.5 ], 200 mM  NaCl, 1 mM EDTA , 1 mM DTT) に懸濁し、超音波処理(氷中で 30

秒間、 10回)により溶液が透明になるまで菌体を破砕した後、遠心分離 (15 ， 000 rpm、 4
0

C 、

30 分間)を 2 回行ない、得られた上清を組タンパク質溶液とした。

(9) TraRタンパク質の放線菌での発現および組タンパク質溶液の調製

pMT911 を保持する S . lividans TK21 株を 100 ml の YEME 培地で対数増殖後期まで培養し

た後、吸引鴻過により集菌した。 40μg/ml PMSF を含むカラム緩衝液(本節 (8) を参照)に懸

濁し超音波処理(氷中で 30 秒間、 10 回)により溶液が透明になるまで菌体を破砕した後、遠

心分離を 2 回行ない、得られた上清を組タンパク質溶液とした。
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(10) TraRタンパク質の精製

ヘパリンカラムクロマトグラフィー:調製した大腸菌および放線菌粗タンパク質溶液を

DNA 結合緩衝液 (10 mM トリス塩酸 [pH 7.51, 50 mM  KCI , 1 mM  DTT, 5% グリ セリ ン)に対

して透析した。 エコノパッ クへパリンカートリ ッジ (BIO-RAD) を 60 ml の 2 M NaCl で洗浄

し、 60 ml の DNA 結合緩衝液で平衡化した。 試料を重層した後、 0.1 M KCI を含む DNA 結合

緩衝液で未l吸着タンパク質を洗浄した。 TraR タンパク質を含む画分は、 0.3 M KCl を含む結

合緩衝液で溶出した。 TraR タンパク質画分を 50% グリセロールを含む結合緩衝液で透析 し 、

ゲル移動度試験に用いた。 この精製過程を通して、 TraR タンパク質は約 10 倍に濃縮された。

アミロースレジンカラムクロマトグラフィー:マルトース結合タンパク質 (MalE) との融合

体として発現させた TraRタンパク質の精製は、供給会社 (NEB) のプロトコールに従った口

融合タンパク質は、 10 units の FactorXa (宝酒造)で室温にて一晩消化した後、 2 度目のカ ラ

ムクロマトグラフィーにより MalEタンパク質を除去した。 タンパク質量は、白制fOlせ の方法

(BradforcL 1976) により、 IgG を基準に検定した。

(11) ゲル移動度試験

Fried と Crothers の方法 (Fried and Crothers, 1981) に従った。 結合プローブに用いた DNA 断

片は、図 1・6C に示した。 TraRタンパク質と DNA 聞の結合反応は、 10 mM トリス塩酸 [pH

7.5] 、 50 mM  KCl、 1 mM  DTT、 5% グリセリン、 0.1 mg/ml poly(dl-dC) 、 10 ， 000 cpm 末端標識

プライマ一、 TraR タンパク質を含む 20μl の反応液中で、行ない、氷中に 30 分間放置した後、

5% ポリアクリルアミドゲルで電気泳動した。電気泳動は、 トリスー酢酸-EDTA (TAE) 緩衝液中

で、 150 V (電圧一定)で行なった。
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(12) DNase 1 フットプリント試験

Galas と Schmitz の方法 (Galas and Schmitz, 1978) を以下のように改変した。 TRE 領域を、

オリゴヌクレオチド traRex と traex (図 1・2) を用いて PCR により増幅した。この際、一方の

オリゴヌクレオチドの 5' 末端を、本節 (6) に従って放射能標識した。片鎖のみ末端標識され

た増幅断片をアガロースゲル電気泳動により精製した後、遠心鴻過チューブウルトラフリー

C3HV (Millipore) を用いて、アガロースゲルから DNA 断片を回収した。 TraR タンパク質と

DNA 結合反応は、ゲルシフトと同じ条件下で行なった。試料を 25 0C 、 1 分間前保温した後、

2.8 凶its DNase 1 (宝酒造)を加えて 25 0C、正確に 1 分間反応させた。 100μl の反応停止液

(20 mM EDTA [pH 8], 0.2% SDS, 0.3 M NaCl, 2 mg/ml 酵母 tRNA) を加えた後、直ちに等量

のフエノール/クロロホルム/イソアミルアルコール (25:24:1) で抽出し、エタノール沈殿を

行なった。 回収した乾燥試料を 4μIDNA 変性緩衝液 (80%(wt/vol)脱イオン化ホルムアミド，

10 mM  NaOH , 1 mM  EDTA , 0.1% キシレンシアノール， 0.1% ブロモフェノールフソレー)に溶解

し、熱変性後、 8M 尿素変性シークエンスゲル (6%) に供して、ゲル 1 枚当たり 22 mA (電流

一定)で電気泳動した。マーカーとするシークエンスは、プライマー伸長の場合と同様に行

ない、試料の横に並べて泳動した。

(13) 欠失 TRE を持つ pPTDl-6 および pESK501-503 の構築

pPTD 1 -pPTD6 の構築は、以下のように行なったD オリゴヌクレオチド traRT (本節 (4) を

参照)と traex ， DI-D3 (図 1-2) を用いて、 traR ORF および TRE 領域を含む 4 種類の DNA

断片を PCR により増幅した。アガロースゲ、ル電気泳動により精製した増幅断片を、 T4 DNA 

ポリメラーゼ、 T4 ポリヌクレオチドキナーゼにより末端平滑化およびリン酸化した後、 10-

mer Ban到I リンカーを T4DNA リガーゼにより連結した。この断片を pUC19 の BamHI 部位に
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サブクローン化し、プラスミド pUC19・TDl ， TD2, TD3 , TD4 を得た。シーク エ ンスにより塩基

配列を確認した後、 pUC19-TD1 ， TD2, TD3 , TD4 より切り出した BamHI 断片を、 プロモーター

検索用ベクタ- pARCI (ThioR; Horinouchi & Beppu, 1985) の BamHI 部位に連結 し 、 S. lividans 

を形質転換し、プラスミドを回収した。 PCR 増幅により断片の挿入方向を確認 し、回 プロモ

ーターがレポーターである褐色色素合成遺伝子 whiE に対して順方向に挿入されたクローンを、

フラスミド pPTDl. pPTD2 , pPTD3 , pPTD4 とした。 pPTD5 および、 pPTD6 は、 pUC19-TD2 ， -

TD4 より切り出した lraR ORF の N 末側領域および TRE を含む Bgill-BamHI 断片を、向 プロ

モーターが whiE 遺伝子に対して順方向となるように pARCI に挿入することにより得た。得

られたプラスミドをチオストレプトンを含む R2YE 培地にストリークし、プレート上での褐

色色素生産を指標にプロモーター活性を定性的に測定した。

pESK501 -pESK503 の構築の概略を、図 1-8 に示した。 TRE 領域を含む 3 種類の DNA 断片

を、オリゴヌクレオチド凶Rex、および DI-D3 (図 1-2) を用いて PCR により増幅した後、

T4 DNA ポリメラーゼ、 T4 ポリヌクレオチドキナーゼにより末端を平滑化およびリン酸化し、

BcÆ で消化した。この PCR 産物を中間ベクター pMSIO の&丘、 Smal 部位に連結し、プラス

ミド pMSI01-103 を得た。 pMSI01-103 の BgÆI ， Kpnl 断片を pESS500 の同断片と置換じ、プ

ラスミド pESK501 ・503 を得た。

(14) TREbox4 配列欠損プラスミド (pESS551)の構築

オリゴヌクレオチド traRex と D4 (5'-GGCCrGCAQGCCGACGCCACGAAG-3'，下線部は Psii

部位を示す)、 traex と D5 (5'-GGCCTGCAQGTACCTCCCGCTGAC) の組合わせで、 TREbox4 配

列の上流および下流の領域を PCR により増幅した。得られた 2 つの PCR 産物を PstI で消化

し、連結することにより、 TREbox4 配列 (12 塩基)を PsiI 部位 (6 塩基)で置換した。連結さ
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れた断片を BcII ， SmaIで消化後、中間ベクター pMTll の同断片と置換した。さらに、得られ

た pMTll 誘導体の PstI-SacI 断片を pESS500 の同断片と置換し、 pESS551 を得た。

(15) プラスミド伝達試験

Kataoka らの方法 CKataoka et a1., 1991a) に従った。 S. lividansTKC244 (StrR ) の胞子液を全体

に塗布した R2YE 寒天培地に、プラスミド (ThioR) を保持する S. lividans TK2 1 を線状にスト

リークした。 30"C 、 7 日間培養し胞子形成させた後、ストレプトマイシン、チオストレプトン

を含む R2YE 寒天培地ヘレプリカし、 30 0C で 3 日間培養した。選択培地上のコロニーの存在

で菌糸間伝達を、ストリークした線に対して縦方向のコロニーの広がりにより菌糸内伝達効

率を評価した。
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第3節結果および考察

第1項 伝達関連遺伝子転写制御領域 (Transfer-gene Regulating 
Element; TRE) の構造。

pSN22 の全塩基配列が決定され ORF 検索が行なわれた結果、 traR と凶A-u-aB-平沼(仰)オ

ペロンは逆向きにコードされていることが判明し、 traR と traA ORF 聞に逆向きの 2 つのプ

ロモーターが存在することが予想された CKataoka et a1., 1994a) 。この部分を含む BcII-Smal

間領域 (260bp) は 4 つの主要な伝達関連遺伝子の発現を担う重要な領域であると推定され、こ

の領域を伝達関連遺伝子群転写制御領域 (Transfer-gene Regulating Bement: TRE) とした。

転写構造を明らかにする目的で、 pPTl (表 1-1; 図 1-3) を保持するS. lividans 菌体より調製

した全 RNA 試料を用いて、プライマー伸長法により t.raR および m オペロンmRNA の 5' 末

端を決定した。その結果、図 1-1 に示すような単一バンドを検出し、その位置は、それぞれ

t.raR の開始コドンより 31 塩基上流の G 残基、 traA の開始コドンより 128 塩基上流の G 残基

であると決定した。 2 つの転写開始点の上流には大腸菌の σ70 プロモーターに類似した配列

CStrohl , 1992) が存在し、 traR および m オペロンのー10 領域として TACCTT 、 traR の -35

領域として TACC廿、 m オペロンの・35 領域として廿GC廿の配列が存在した(図 1-2) 。

TRE領域には、 12 塩基からなる 4 つの繰り返し配列 CTREbox 配列)が存在していた。

TREboxl (AAGGTACATCAA) , TREbox2 (AAGGTACATCCT) , TREbox3 (AAGGTACATCAA; 

TREboxlと同配列で逆方向)は前述の3箇所のプロモーター領域と重なっており、一方、

T阻box4 (AAGGTACGπAA) は、 ω オペロン転写開始点の下流に存在してし=た(図 1-2) 0 

23 



A 8 

123TCGA  123  TCGA  

BcLI 

1901 GCTCTTGATCAGCGTGCGGAAGTGGGTGGCCACGTCGGCATAGCCCTTCC 1950 

・-traRex 
咽嗣副島

抑制暢
袋鳥与

事副船

大
圃

胃A
A
G
C
A
C

C

G

C

A
G
e

c
G

T

T
C
C

一

195引1 CCT ω G 閃悶C柑4… 
traR ORF 

TREbox1 TREbox2 -35 

2001 A孔ccccctAωrACATCAAtrGACCCCCCC~GGTACATCCτtrGC町G
4・_j・10 -35 NspV 

traR mRNA tra operon mRNA 
・ 1o I 

2051 AATCGGTGC~TGATGTA辺司cGTGGCZTCGGC~GGTACGTTAAIGTACC
4 TREbox3 .;.J 

TREbox4 

2000 
画制勝勝

輔縦S砂 a
a
G
C
C
C
C
C
A
C
A
T
G
 

2050 

時増~

・訓

2100 

措岨都島

h輔捌静

2101 TCCCGCTGACTGATGCGTACCTTCGGCAAGAGAGGGTCTGTCGTGGCCAC 2150 

01 ~‘ 
traex 

暢轍

2151 GAGGAACGTTCCGCCCCCCGGG 

SmaI 
輔副m

剥降

図 1 - 1 . プライマー伸長法による traR および tra オぺ口ン転写産物の 5・末端の決定。

pPT1 と pMT62 (レ ーン 1) 、 pPT1 と pMT63 (レ ーン 2) 、 pPT1 のみ(レーン 3) を保持する S
1MぬnsTK21 株より調製した全 RNA 試料 (10μg) を用いた。 tra 鎖 (A) 、 traR鎖 (B) について、決定
された mRNA5' 末端の塩基配列上の位置を[つで示した。伸長反応に用いたプライマーの詳細は図
1-2 に示した。 マーカ ーとなる塩基配列は、伸長反応に用いたものと同じプライマー (traRex ， traex) 
を用いてサンガ一法により決定した。 pMT62 および pMT63 の構造は図 1-3 に示した。

図 1-2. Transfer-gene Regulating Bement (TRE, Bclト Smal 領域)の構造。

プライマ-伸長実験に使用したプライマ-れraRex， traex) の位置を太矢印で、 traR とねオペロ
ンの転写開始点の位置および転写の方向を細矢印で示した。・10， -35 配列を下線で、 TREbox 配列
を枠で示した。プライマー 01 ， 02 ， 03，は欠失 TRE 断片 (TRE01 ， TRE02, TRE03) の増幅に用いた

(図 1 -6C)。
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第2項 遺伝子発現の負の制御における TraA 効果。 要であるという考えを支持するものと思われる 。

traR および tra オペロ ン発現のプロモーター活性は、 TraR の存在により 20% まで低下する

が、 完全な抑制には TraAが必要であることが、以前の実験結果から示唆されていた (TraA効

果， Kataoka et al., 1991 b ) 0 TraRによる traR 自身および m オペロ ンの発現制御を転写レベル

で詳細に検討するために、 pPT1 と pMT62 (traR と traA を 含む)、 pPT1 と pMT63 ( traR を含む)

を保持する s. lividans より調製した全問A 試料を用いてプライマー伸長実験を行なった。 そ
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時
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の結果、図 1 - 1 に示すように 、 pPT1 のみ(レーン 3) 、 pPT 1 と pMT63 (レー ン 2) 、 pPT1 と
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pMT62 (レー ン 1) の順にシクぶナル強度の低下が観察された。 すなわち、 traR および m オペロ

まで抑制され、 前述の TraA効果が転写レベルでも観察された。

しかしながら、全塩基配列決定の結果、 pMT63 は完全長の traR ORF を含んでおらず、 C

p九1T62

pMT63 

p時1T64

p除1T65

pMT6 

+ 

口

末側 6 アミノ酸残基を欠失している ことが判明した。 そこで、 PCR によ り増幅した完全長の
No fragment ++ 

traR ORF を含むプラスミ ド pMT65 を構築し、 pPT1 と pMT65 が共存する時の tra オペロ ンの

プロモーター活性を 、 褐色色素合成を指標にプレー ト上で定性的に調べたところ、色素は肉

と考え られる C 末側の 6 アミノ酸が欠失したことに起因すると考えられた。 C 末側の欠失に

図 1 ・3 . TraR による tra オぺ口ンプロモータ-活性の抑制。

pMT62・65 の構築には、挿入断片を H的cll， Kpnl 部位 (pMT62 ， 64) または Smal部位 (pMT63， 65)
にサプクローン化した pUC19 誘導体より切り出した Ps件Eco同断片を、 pMT6 の PstトEco同断片
と連結した。 pPT1 (ThioR, 8gl1卜 Smal 断片が tra プロモーターが whiE に対レて順方向となるように
pARCI にクローン化されている， Kataoka etal. , 1991b) を保持する S. /ividans TK21 を pMT62-65
(VioR ) で形質転換し、ビオマイシンとチオストレプトンを含む R2YE 培地上での褐色色素合成によ
りプロモーター活性を定性的に評価した。黒のパーは TRE 領域を、影矢印は ORF の位置と方向を
示す。 矢印 B (traRex) , C (traex) は、プライマ-伸長実験に使用したプライマーを示す。 pMT65 の
挿入断片の PCR 増幅には矢印 A れraRT) および C で示すプライマーを使用した(詳細は図 1 ・2 参照)。
色素合成は、-， 検出限界以下、+， 弱い合成、++， 強い合成とした。

眼では観察されなかった (図 1・3 ) 。 この結果は、完全長の TraR は単独でプロモーター活性

を完全に抑制したこ とを示しており、前述の TraA効果は、 TraRの発現制御機能に重要である

よ り失なわれた TraR の機能を、どのようにして TraAが補ったかについては、 現在のところ

不明である 。 Stein と Cohen は 、 pU101 の伝達関連遺伝子 組1B の発現を負に制御する KorB タ

ンパク質が、その C 末側の 13 ア ミ ノ酸残基の欠矢により、 kilB プロモーター活性を完全に抑

制することができなくなることを報告している ( Stein & Cohen, 1990) 。 この現象は、上述し

た pSN22 の TraR の場合と類似しており 、 TraR タンパク質の C 末側領域が発現制御機能に重
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った(図 1-4A，レーン 4， 8)。大腸菌で発現させた精製 TraR タ ンパク質を用いたゲ、ルシフト解

タンパク質濃度を希釈していくと、移動度が増加していった事実(図析では、

制御タンパク質 TraR と TRE 間の結合解析。第3項

1-4B) から、

粗タンパク質試料における TraR タンパク質濃度差が、ゲル移動度の差の原因であったと考え

traR は DNA 結合タンパク質に特徴的なヘリックスターンヘpSN22 全塩基配列決定の結果、

られる。

(HTH) モチーフを持つタンパク質 (27kDa) をコードしていることが判明しリックス

traR 自身と m オペロンの遺伝子発現を転写レベルでお負に制また、(Kataoka et a1., 1994a) 、
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御する事実から、 TraR タンパク質はりプレツサーであることが予想された。 TraR タンパク質

(菌糸内)伝達機能の( Ptas凶e ， 1986) 、は伝達機能の発現を調節する遺伝的スイッチであり

発現のために m オペロン発現の負の制御を解除しなければならないと同時に、宿主に対 して

や4
\ノ

11 
2 3 

A 
毒性的活性を持つ traB および U仏の発現を抑制しなければならない。伝達関連遺伝子群の発

1 

フットプリント法によ現制御に関するさらに詳細な知見を得るため、ゲル移動度シフト法、

るTraRタンパク質とプロモーターを含む TRE 領域間の結合解析を行なった。

L Lysate +
 

+ +
 

+ + 

+ 

+ +
 + 

+ Lysate 

Comp 
+
 

+ 
最初に、ゲノレ移動度シフト法によっ て、 TRE 断片に対する TraRタンパク質の結合活性の検

出を行なった。プローブとする DNA 断片には、 PCR により増幅した TRE 断片 (260bp，図 1・

S. を保持するpMT911 その結果、野生型の伝達能を有するプラスミド2) を使用した。

lívídans より調製した組タンパク質試料には、 TRE 断片に対する結合によりゲル移動度シフト

を生じるタンパク質が存在することが判明した(図 1-4A，レーン 4) 0 pKKTR (第 2 節 (8) を

ωc プロモーター支配下で traR を発現させた大腸菌の組タンパク質試料にも、参照)を用いて

traR をTRE 断片に結合するタンパク質が存在することは確認されている(図 1-4A ， レー ン 8) 。

図 1-4. (A) 組タンパク質溶液を用いたゲル移動度試験。 S. lividans TK21 株(レーン 2 ， 3) 、
pMT911 を保持する S. lividans TK21 株(レーン 4， 5) 、 pKK223-3 を保持する JM109 株(レーン
6，7)、 pKKTR を保持する JM109 株(レーン 8， 9) より調製した組タンパク質溶液 1μ9 と 32p で
放射能標識した TRE 断片を用いて結合反応を行ない、 5% ポリアクリルアミドゲルで電気泳動を
行なった。競合実験 (Comp) では約 200 倍の非標識プロープを結合反応時!こ加えた。レーン 1 にタ
ンパク質非存在下での結合プロープの移動度を示した。

保持しない菌体より調製した粗タンパク質試料を用いた対照実験(図 1-4A，レーン 2， 6) 、結合

反応時に大過剰の非際識 TRE 断片を加えた競合実験(図 1-4A，レーン 5 ， 9) ではゲル移動度シ

この結合は、 Tr吠タンパク質および T阻断片に特異的でフトは観察されなかったことから、

(8) 精製 TraRタンパク質を用いたゲル移動度試験。 M剖E 融合タンパク質として発現させ、アフィ
ニティー精製後、 MalE 部分を取り外した TraR タンパク質を、 200， 60, 20, 6, 2, 0.6 ng づっ結合反
応に使用した(レーン 1 から 6) 。プロープは (A) と同じものを使用した。

また、放線菌と大腸菌の粗タンパク質試料を用いた場合との間でゲノレ

移動度に差が認められ、大腸菌の組タンパク質試料を用いた場合の方がゲル移動度は小さか

あることが示された。
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B A 

TraR 
1 2 3 4 

AGCT-~ TraR 
1 2 34 

A GCT-~ 
TRE 領域における TraR タンパク質の詳細な結合部位を決定するため、 DNase 1 フットプリ

タンパク質は、 MalE 融合体として大腸菌で発現ント解析を行なった。 解析に使用した TraR

MalE 音ßFactor Xa 消化によりアミロースレジンカラムでアフィニティー精製し、させた後、

TRE タンパク質のTraR 分を取り外したものを使用した。ゲ、ル移動度シフト法により、精製

フットプリント解析に供した。得られたフットプリント1-4B) 、結合活性を確認した後(図

つの保護領域と数箇所の超感受性切断部位が認められた(図 1-5) 0 その塩パターンでは、 4

基配列上の詳細な位置を、図 1-5C に示した。 保護領域は、いずれも TREbox 配列を含んでい

たが、各部位への結合親和性に差が認められた。 つまり、プロモーター領域と重なっている

TREbox1 、 TREbox2. TREbox3 を含む領域は弱く保護されており、 TREbox4 を含む領域が最も

強く保護されていた。 保護された領域は TREbox1 領域(16 ， 18 bases) 、 TREbox2 領域 (15 ， 17 

traR 鎖のTREbox4 領域 (26 ， 23 bases) であった (ω 鎖、bぉes) 、 TREbox3 領域 (20 ， 21 bases) 、

そこの実験結果より、 TraR タンパク質の結合認識部位は TREbox 配列であり、JI頃に示す) 。

刊料ニF噌W

・圃聞噛岨'
‘~ “駒田‘
必輔ゆ

輔蹄
岨暢 1

句蝉崎夢

訓岬咽拠酬鋼脇

信鰐曾き~;1<岬..""

~.:.~禅勝-

4剛圃嶋画除

補嶋崎W

.胸嶋9同輔

の結合親和性は TREbox1 ， TREbox2 , TREbox3 領域で小さく、 TREbox4 領域で大きいことが示

唆された。

句岨静

フットプリント解析の結果を確認するために、分割した TRE 断片を用いてゲル移DNase 1 

駒場
島戦PCR により増幅した TRE 断片を NspV で消化し、 TREbox1 ，動度シフト解析を行なった。

ー駒場これらの断片TREbox2 を含む TRE-R 断片と、 TREbox3 ， TREbox4 を含む TRE-A 断片を得た。

婚議場防

制飽itr""

句。験

はいずれも TraRタンパク質の結合部位である TREbox 配列を 2 つずつ含んでいることから、

錫需品

図 1-5. DNase 1 フットプリ ント法による TRE における TraR タンパク質の結合領域の向定。

フットプリントパターンを問鎖 (A) 、 traR 鎖 (8) について示した。プロープとする DNA 断片は、
プライマ- traRex と同ex を用いて PCR 増幅により得た。精製 T国R タンパク質を O(レーン 1) ， 1 
(レーン 2) ， 3 (レーン 3) ， 10 (レーン 4) 刊を用いて、ゲル移動度試験と同じ条件下で結合反応を行な
った。 4 つの保護領域が観察され、右側のパーで示した。黒のパーで示した保護領域は他よりも強
く保護されており、 TREbox4 を含んでいた。

断両断片に対する結合の検出が期待されたが、 TraRタンパク質の結合を調べた結果、 TRE-A

片への TraR の結合は検出できたが、 TRE-R 断片への結合は検出できなかった(図 1-6A) 。
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TREbox1 TREbox2 
-35 

CGAAGCTT 

-1o IつPtra operon mRNA " 

TCGGTGC問:ø謀総弧çç三CGTGGCGTÓjG~:為~謀総!絡む義援会!謀議GTACCTCCCGCTGACTG
AGCCACG民ACTACATGGÄAlGCACCGCAGCCdææcc益TGBA誕生lIDCATGGAGGGCGACTGAC

~ A -一一一一一一一一一川

TREbox3 TREbox4 

図 1-5 (C) DNase I フットプリント法により同定された TraR タンパク質の結合領域。

フットプリントパターンにおける弱い保護領域を自のパーで、強い保護領域を黒のパーで、超感受

性切断部位を矢印で示レた。・10， -35 配列を太字で、 TREbox 配列を影枠で示した。

TREbox4 領域は TraRの最も強い結合部位であることが、フットフリント解析結果から示唆

されていたので、上記のゲルシフト解析の結果を詳細に調べるために、 TREbox4 領域に注目

して欠失解析を行なった。 PCR により増幅した 3 種類の TRE 断片 TRED3 (TREbox4 を 6 塩

基欠失)司 TRED2 (TR.Ebox4 およびその 5' 側を含む) , TREDl (T阻box4 およびその 3'側領域

12bp までを含む)への TraR の結合を調べた。 TREbox4 の 3' 側の 12bp はフットプリントパ

ターンにおいて保護されていた部分である。図 1-6B に示すように、 TraR は TREDl には結合

したが、 TRED2 ， TRED3 には結合しなかった。

フットプリント解析結果と欠失 TRE 断片を用いたゲル移動度シフト解析の結果から、 TraR

の相互作用は TREbox4 領域で最も強く、 TREbox1 ， TREbox2, TREbox3 領域との相互作用はゲ

32 

ル移動度シフト法では検出できない微弱な相互作用であると推察された。 TraR.の相互作用の

検出に関して、フットプリントとゲル移動度シフト解析との聞で違いが生じたのは、結合反

応の後、ゲルシフト解析では電気泳動を行なうために、微弱な相互作用の検出感度が低くな

るためであると考えられる。ただしこの時点では、 TREbox4領域を欠失した断片TREDl

TRED2 に TraRは結合していない可能性も考えられた。 つまり、 TraRの結合は協調的であり、

TREbox4領域との相互作用が他の相互作用を促進するという可能性が考えられた。また、

TREDl と TRED2 の比較から、 TraRの TREbox4 領域への結合には、 TREbox4 配列の 3' 側の

12 bp が重要であることが明かとなった(図 1-6C) 。

A 

raR 
Comp 

1 

� + 

2 3 4 

+ 

+ 

5 

8 

TraR - +・+・+・+

1 2 3 456  7 8 

図 1 ・6. ゲル移動度解析による欠失 TRE 断片に対する TraR の結合活性。

(A) 32p で放射能標識した TRE-R (レーン 1 ， 2) 、 TRE-A (レーン 3， 4， 5) を 200 ng の T悶R タンパク質
存在下(レーン 2， 4 ， 5) 、非存在下(レーン 1 ， 3) で結合反応後、 5% ポりアクリルアミドゲルで電信
泳動を行?った。レーン 5 では コンペティターとして大過剰の非標識プローブ存在下で結合反応
を行なっ人。

(8) 32p で放射能標識した TRED3( レーン 1 ， 2) 、 TRED2( レーン 3， 4) 、 TRED1 (レーン 5，旬、 TRE( レ
ーン 7， 8) を 200 ng の TraR タンパク質存在下(レーン 2， 4 ， 6 ， 8) ， T市R 非存在下(レーン 1 ， 3 ， 5 ， 7)
で結合反応を行ない、 5% ポリアクリルアミドゲル電気泳抗ιなった。
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有している (図 1-7 ) 0 pPTDl はネガティブコントロールであり、同 じプラスミドよ り 供給さ

れる TraR タンパク質が TRE 領域を介して下流に存在する whiE 遺伝子の発現を負に制御するC 

ことにより、色素合成が抑制されることを確認した。 pPTD2 ， pPTD3, pPTD4 における whiE 遺E 望
占~
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伝子の制御状態を寒天培地上での色素合成を指標に調べた結果、いずれにおいても色素は観

察できなかった。
笹磁磁波臨頭援強議磁議開喧明演出噛曲喧喧喧喧喧望

この結果は、 TraR と TREbox4 領域との相互作用が破壊されてお り、ゲル移

動度シフト解析では TraR の結合が検出できなかった TRE 領域を持つ pPTD3 や pPTD4 にお

traA TRE traR 

問
。H
h
h句

-
足
匂
句 この結果をさらにいて、下流遺伝子の負の制御が依然として行なわれた ことを示 して いる 。

Gel shif王

TRE 
box1 - 領域を有するTRE と同じ確認するために、 TREDl----- 3

pESK501, 誘導体であるpESS500 

+ TRE 

(図 1-8)。 本来、 TRE 領域は、菌糸間伝達を支配する遺伝子

traB を含む ω オペロンを負に制御している 。 TraR非存在下で traB を保持する プラ スミドは

S. lividans に対して形質転換されないことから、 TraBタンパク質は細胞に対 して致死的な活性

を有するタンパク質であると考えられている CKataoka

TRED3 

el a1. , 1991a) 0 pESK501 , pESK502, 

pESK503 における ω オペロンの制御状態を、 traB 遺伝子の脱抑制による致死性発現を指標に

調べた。プラスミドがS. lividans に対して形質転換ができない時、致死性は発現しているとし

たo pESK501 -503 がS. lividans に対して形質転換できた結果は、 traB 遺伝子の脱抑制による

を構築したpESK502 , pESK503 

+ 
+ 

TRER 

TREA 

TREDl 

TRED2 

図1 ・6. (C) 様々な欠失 TRE 断片に対する TraR タンパク質の結合活性。

TRE-R および TRE-A は TRE 断片の NspV 消化により、 TRED1 ， TRED2 ， TRED3 は PCR 増幅によ
り得た。影ボックスは TREbox1-4 配列を示す。

>
民
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LI 土

致死性が発現しなかったことを示しており、先の whiE 遺伝子の発現を指標に調べた実験結果

を支持した(図 1-7) 。 以上の 2 つの実験系を用いて調べた結果から、ゲルシ フト 法では検出で
発現制御における TREbox4 領域の役割。第4項

きなかった TREbox1 ， TREbox2, TREbox3 における TraRの相互作用は存在して下流遺伝子の
前項において、 TREbox4 領域は、 1fl げtro における TraRタンパク質の TRE 領域への結合に

この結果より TREbox4 領域が存在しなければ‘他の TREbox 領域に発現を負に制御しており、

この領域が発現制御においても主要な役割を有し重要であることが明かとなった。そこで、
TraR が結合しないという可能性は否定された。

ているか否かを調べるために、 TREbox4 領域欠失の発現制御に与える影響を調べた。
t.raR ORF 内の Bglll 部位より後半部分を欠損しているプラスミド pPTD5 と pPTD6 の制御因

traR ORF と TRE および TREDl'"'" 3 と同じフラスミド pPTD1.pPTD2， pPTD3， pPTD4 は、
子による色素合成抑制の解除はポジテイブコントロールであり、 TREDl および TRED3 と同
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TRE 領域を持ち、その下流にレポーターである褐色色素合成遺伝子 whiE が連結された構造を
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じ TRE 領域を有している o pPTD5 および pPTD6 における TraR 欠失体は、ヘ リ ック ス/ター traRex ..-... 
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ン/ヘリ ッ クスの DNA 結合モチーフを保持している 。 pPTD5 では pPTD6 よりも色素合成の

抑制解除が小さかった(図 1-7) 0 pPTD5 と pPTD6 を比較 して 、 pPTD5 は TraR タンパク質が

結合しうる TREbox4 領域を含んでいたことから、 TREbox4 領域と TraR 欠失体における DNA

結合モチーフとの相互作用が、下流遺伝子の発現に対 して負に作用したためである と考えら

• m Blunting 
BcLI digestion 

Bf blunt 
r、可』司、司、司、司、司、、、可、可』司、、.也、、司、司、司、可

pMSI0 

れた。
h 、..、..、h 、..、h 、h 、h 、..、h 司、司、、h 、h 、h 司岨

目、...可h 可h 司h 、也、‘......、弘、色、h 、.‘、‘、弘司...1

ー‘、‘司、、‘司、司、司、司、司、、h 可弘司‘司、司

traR TRE whiE or tra operon 

守 HTH 
I Ligati PstI A .. 「「 B.. 悶悶... ・ 悶悶

‘ L‘晶晶晶晶色晶 晶 晶 晶 A 晶 晶晶 ---E

守C

d 
d --F ' d - • 、

F 
4 、

、
、

pPTD1 

pPTD2 

pPTD3 

pPTD4 

pPTD5 

pPTD6 

-.::::: ] +83 + (pESS500) 
+ (pESK501) 
+ (pESK502) 
+ (pESK503) 
NT 

NT 

Kp 

| 陀剖 | 

Bg 

pESS500 

-4 . 、、

臨
旭
川

R
|

屯
'

b

p
a
p
-

臨_r:.璽翠霊量

2 3 ;4; 
Pigment Transformation 

production of S. lividans 

Ec号c (S円 RP Xb h Hd 

ート→ ~~叫 I I I I I I 
dg Bim Hc SP 

p時IS101 ・103
'BamHla 

司ミ--;-:--:;号 ，.....，. ...' 戸ヨ +31

l 1+19 

古 川・~ヘ.……山

ヘ V十十;トトr川九 一十; 咽 +31 併aR t叩run町nca蹴伐dω) ++ 
占 土 '.'.'.1l +1日3 (併traR tn叩'\mcatωedω) +++ BglII, KpnI digestion 

Ligation 

pESK501 ・503

図 1 -7，欠失 TRE を介した下流遺伝子の発現制御状態。

プライマー A (traRT) および C (traex) , 01-03 (図 1 ・2)を用いて陀R により増幅した traR-Tf~E 断片
にBamHI リンカー (10mer) を付加した後、 pARCI の BamHI 部位ヘクローン化し 、 pPTD1-4 を得た。
pPTD5・6 は、 pPT02 および pPTD4における BgnトBam同断片を pARCI の Bam同部位ヘクローン
化することにより得た。 pESS500 誘導体 (pESK501-503) の構築は、図 1 ・8 に示した。 pP'T02 ， 3 ，
4 はそれぞれ TRE01. 2. 3 と同じ TRE 領域を有している(図 1-6C) o HTH は TraR における DNA 結
合モチーフを示した。 色素合成;・， 検出限界以下、++， 強い、+++，非常に強い。放線菌に対する形
質転換がプラス(+)の時、致死性は発現していないとした。 NT は未試験であることを示す。

図1 ・8 . 欠失 TRE 領域を有する pESS500 誘導体 (pESK501 ・503) の構築。

プライマ- traRex および 01 -03 を用いて TRE 領域を増幅した後、末端平滑化および Bcn 消化を
行ない、 中間ベクタ- pMS10 の BclトSmal 断片を置換し、 pMS101 - 103 を得た。 プラスミド
pMS101 ・ 103 より切り出された BgllI-Kpnl 断片を pESS500 のそれと置換することにより、
pESK501 ・503 を得た。制限酵素部位略称は、 Bc (Bcß), Bg (8g Il0, Bm (BamHI) , Ec (EcoRI) , Hc 
(Hincll) , Hd (Hindll l), Kp (Kpnl), Sm (Smal), Sp (Sphl) , Ps (Ps t1), Xb (XbaO とした。 黒ボックスは
TREbox4 配列を示す。斜線ボックスは PCR により増幅された欠失 TRE 断片を示す。
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第5項 プラスミド伝達における TREbox4 領域の役割。

前項において、 in vitro において TraR タンパク質の最も強い結合部位であった TREbox4 領

域は、下流遺伝子に対する負の制御には必須ではないことが明かとなった。そこで TREbox4 

領域がプラスミド伝達において何らかの役割を果たしているか否かを明らかにするために、

T阻box4 配列 (12 bp) を PstI 部位 (6 bp) で置換したプラスミド pESS551 を構築し、その伝達

能を調べた。

pESS551 は、 TREbox4 配列が欠損している以外は野生型の伝達能を有するpSN22 由来シヤ

トルベクタ- pESS500 と同じ構造を有している。 pESS551 をS. lividans TK21 ヘ導入し、 S.

lividans TKC244 株 (str-6 出r-l) を受容菌としてプラスミド伝達能を調べた。図 1-9 に示すよ

うに、 pESS551 の菌糸内伝達効率は、野生型である pESS500 (A) よりは低く、菌糸内伝達効

率が低下した S戸沼変異型である pMT926 (C) よりは高かった。以上の結果より、 TREbox4 配

列はプラスミド伝達、特に菌糸間伝達の段階において何 ら かの役割を果たしていることが明

かとなった。

Ar 

D ~ 
図1 ・9 . pESS551 のプラスミド伝達効率。

pESS500 (野生型， A) 、 pFD7 (traA 変異型， B) 、 pMT926 (spdB 変異型， C) 、 pESS551 ( ムTREbox4 ，

0) を保持する S. lividans TK21 株を受容菌である TKC244 株の胞子液を塗布した R2YE 培地上に線
状にストリ ー ク し、 1 週間、 30 度で培養して胞子形成させた後、 チオストレプトンとストレプトマ
イシンを含む R2YE 培地へレプリカした。この方法ではプラスミドが移行した受容菌のみが生育す

ることができ、従ってコ ロ二一幅からプラスミド (菌糸内)伝達効率を定性的に評価した。
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第6項 pSN22 伝達関連遺伝子群の発現制御機構。

本章では、 pSN22 伝達関連遺伝子群の発現制御に関する知見を得るために、制御因子 TraR

タンパク質と TRE 領域間の in vitro における結合解析と、 TREbox4 領域欠慣の発現制御とプ

ラスミド伝達に与える効果について検討した結果を述べてきた。 TREbox4領域は、 in vicro に

おいては TraR タンパク質の結合親和性が最も大きい部位でありながら、その欠損は下流遺伝

子の負の制御には影響を及ぼさなかった。この事実は、弱いと考えられていたTREbox1 '"'"'3領

域と TraRタンパク質との相互作用が in vivo で確かに起こっており、それが下流遺伝子の負

の制御に十分であることを示している。また TraR タンパク質の欠失により引き起こされた下

流遺伝子の脱抑制は、 TREbox4 領域の存在により若干緩和された事実から、でREbox4 領域と

TraR との相互作用もまた、下流遺伝子の発現に対して負の効果を持つことが示された。

TraR タンパク質による負の発現制御には、 2 種類のメカニズムが存在すると考えられる 。 l

つは、 TREbox1""""'3 が関与する転写装置の DNA への接近阻害(Promoter hiding; Pittard & David, 

1991) である。 TREbox1 """"'3 領域は -10 ， -35 配列と重なっていることから、それらの領域と

TraR との相互作用は、 ゲル移動度シフト解析では検出できない微弱な相互作用であっても、

シグマ因子や RNA ボリメラーゼ等の転写に必要な因子の DNA に対する接近を阻害すること

により、遺伝子発現に対して負の効果を持つと考えられる。一方、 TREbox4 領域は m オペロ

ンの転写開始点の下流に存在し、この領域と TraR との強い相互作用は、転写因子の進行阻害

(Roadblock; Deuschle et a1., 1990) により下流遺伝子の発現に対して負の効果を持つと考えら

れた。

しかしながら、 TREbox4 領域と TraRとの相互作用は存在しなくても、下流遺伝子の負の制

御は十分に行なわれた口それでは、この相互作用はどのような場面でその役割を果たすので

あろうか。本研究で得られた知見を総括し、図 1-10 に示すような pSN22 伝達関連遺伝子群の
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発現制御モデルを提案する 。 このモデルでは、接合伝達がおこる前、 TraRタンパク質は

TREboxl------4 領域の全てに結合している (Stage 1) 。接合伝達が起こると、接合点、においてプ

ラスミドが供与菌か ら受容菌へ移行する際に起こる TraR 分子濃度の半減が引き金となって、

TraR と DNA 聞の結合平衡にずれが生じることにより、 TraR が DNA より解離し、 traR およ

び m オペロ ンの一過的な転写が起こる (Stage n) 。一過的に転写される tra オペロンはフラ

スミド伝達の第 2 段階である菌糸内伝達に必要な TraA ， SpdBタンパク質を供給する(後に

TraBも必要である ことが判明する、第3章参照) 0 TraRの発現レベルが上昇してくると、 TraR

は最も強い結合部位である TREbox4 領域へ最初に結合し、転写装置進行阻害 (Roadblock) によ

り m オペロ ンの転写を優先的に抑制する (Stage III) 0 tra オペロンは毒性的活性を有する

TraBや TraAタ ンパク質をコードしているので、 tra オペロン転写の優先的な抑制は、菌の状

態と調和のとれた効率の良いプラスミド伝達に貢献していると考えれられた。

Promoter hiding 

traR 
4ー

~一一

σの

三亘P

TREbox1 

§ミ~RN問問的dB ，

三孟E 三孟P 「-3
Stage I 

-35 
TREbox2 
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TREbox3 TREbox4 

↓ c叩tion
I Transient expression 
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• 
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一一一一一一~

Stage 111 

Roadblock 
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図 1 ・ 10. pSN22 伝達関連遺伝子群の発現制御に関する推定モデル。

黒ボックスは TREbox1-4 を示す。 矢印は traR および tra オペロンの転写方向と相対的強度を表わ
す。 RNAP は RNA ポリメラーゼ、 σ はシグマ因子を表わす。 ・ 10 ， 司35 の数字は、 ・ 10 ， -35 配列を示
す。

第4節要約

(1) traR , tra オペロンの転写開始点を決定 し、フ。ロモーター構造を明かに した。

(2) tra オペロンのプロモーター活性は、 完全長の traR ORF により単独で抑制された。

(3) TraRタンパク質の結合部位を同定した結果、いずれも TRE 領域内に存在する4つの繰り

返し配列 (TREbox配列)を含んでいた。 TraR タンパク質の結合親和性には部位によって差が

あり、 TREbox4 領域への結合親和性が最も大きかった。

(4 )ゲル移動度シフト解析では、 TREbox4領域に対する TraRの結合しか検出されず、

TREboxl"-' 3 領域に対する結合はゲ〉レシフト法では検出されない非常に微弱な相互作用である

と推定された。

(5) in ηω で最も強し暗合部位であった TREbox4 領域は下流遺伝子の負の制御には必須で

はないことが明かとなった。 つまり負の制御には、弱いと考えられていた TREboxl"-' 3 領域

だけで十分であった。 しかしながら TraR -TREbox4 領域間相互作用は遺伝子発現に対して負

の効果を持つことが示唆された。

(6) TraR タンパク質による遺伝子発現の負の制御には TREboxl------3 領域が関与する転写装置

の DNA への接近阻害 (Promoter hiding) と TREbox4 領域が関与する転写装置の進行阻害

(Roadblock) の 2 種類があると考えられ、両方のメカニズムが効率よいプラスミド伝達には

必要であると考えられる D
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第2章 TraBタンパク質におけるNTP結
合モチーフのDNA伝達における役割

第1節緒言

放線菌プラスミドによる接合伝達では、プラスミド上にコードされる伝達関連遺伝子数が

数個 (pSN22 では 5 遺伝子座， Kataoka et a1. , 1991a) と、他の系 (F プラスミドでは 30 遺伝子

座以上， Ippen-Ihler & Skurray , 1993) に比べて極めて少ないことが特徴的である。特に、 他細

菌プラスミドの接合伝達に相当する異種類細胞聞の菌糸間伝達は、 4つの主要な放線菌プラス

ミド pUI01 (Tra; Kendall & Cohen , 1988) , pSN22 (TraB; Kataoka et 81. , 1991a) , pSAM2 (TraSA; 

Hagege et a1., 1993) , SCP2* (TraA; Brolle et a1. , 1993) において 1 因子により支配されると考えら

れている(括弧内にその因子を示す)。菌糸間伝達に関与するタンパク質は、 TraAを除いて、

いずれも ki1 -kor システムの kil に相当することが明らかにされているが (Kendall & Cohen, 

1987; Kataoka et a1. , 1991a; Hagege et a1., 1993) 、表現型としての致死性とプラスミド伝達にお

けるタンパク質の役割との関連については全く解明されていなし」また、これらのタンパク

質群は、共通して W叫ker NTP 結合モチーフ (Walker et a1., 1982) を保持している。同じモチ

ーフを持ち接合伝達に関与するタンパク質としては、 F プラスミドの TraIや Ti プラスミドの

VirD2 に代表される ssDNA の生成に関与するものと (Abdel-Monem et a1., 1983; Yanofskj et a1., 

1986) 、 F プラスミドの TraDや Ti プラスミドの VirB4， VirBll に代表される輸送通路の構成

因子としてDNA輸送に直接関与するものが知られている (W.副 et ι1991 ; Panicker & Minkley , 

1992; Berger & Christie, 1993; Dreiseikelmann, 1994) 。またこの NTP 結合モチーフは ATP 加水

分解酵素の問で良く保存されていることから、 TraD ， TraI, VirB4, VirBll , VirD タンパク質の機
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能に ATP が要求されることが示唆されており、また実際にATPase活性の検出が報告されてい

る (Abdel-Monem et a1., 1983; Clu'istie et a1.. 1989; Panicker & Minkley, 1992; Shirasu et a1. , 1994) 。

本章では、 pSN22 の接合伝達における TraBタンパク質の機能に ATP が関与する可能性を

知るために、 Walker NTP 結合モチーフの部位特異的変異解析を行ない、本モチーフがプラス

ミド伝達と染色体移行の両方に必須であることを明らかにした 。 また、類似した機能を有し

ながら、アミノ酸配列とサイズにおいて多様性を見せる Tra ， TraB, TraSA 、 TraA タンパク質の

間において、 NTP 結合モチーフの配置について類似性を見いだした。

第2節 実験材料および方法

本章で用いた実験材料および実験方法のうち、第 l 章において記述した以外のものについ

て記述する D

(1) 使用菌株、ファージおよびプラスミド、ならびに使用培地と培養条件

染色体移行頻度 (Clu'omosome mobilizing ability: Cma) 算出のための遺伝的交雑およびプラス

ミド伝達試験における受容菌には、S. lividans TKC244 (str・6 tM-l SLP2・ SLP3 '; Kataoka et a1., 

1991a) を用いたD 部位特異的変異導入のための大腸菌宿主には、 SDM (supE44, mcrAB, rocA l , 

hsdR17, Tef ム (Jac-proAB)/F'[traD36 ， proAß+, lacIQ, lacZt. M15]) を用いた。

実験に使用した放線菌プラスミドおよび大腸菌中間ベクターを、表 2・1 に示した。大腸菌で

の部位特異的変異導入のための l 本鎖 DNA 調製には M13mp18 および mp19 (Yanisch-Peron 

et a1， 1985) を使用した。
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表 2・ 1. 実験に使用した放線菌プラスミド、および大腸菌中間ベクター

Plasrr� Description Reference 

pSN22 S. nigrifaciens plasrnid, Tra+ , Pock+ , Crna+. Kataoka et a1., 
1991a. 

pMT911 Wild type derivative of pSN22, TsrR. Kataoka et a1., 1991a. 

pESS500 Shuule veclOr of pSN22 wi出 pACYC177. Tra+. Pock+. Crna+, TsrR• 
Kataoka et a1., 1991a. 
図 2-2.

pESS531 pESS500 derivative which has single rnutation in Walker Type-A 
図 2-1.図 2-2B.

-pESS539 sequence of rraB. 

pESS541 pESS500 derivative which has rnultiple rnutation in Walker Type-B 
図 2-2.

-pESS542 sequences of rraB. 

pFD7 pESS500 which has a frarne-shift in 血e tr.ゐ4gene. 
Kataoka et a1., 1991a. 
図 2-2B.

pMT926 S戸iH derivative of pMTヲ11.
Kataoka et a1., 1991a. 
図 2-2B.

pMTll A 4.5 kb PstI-SacI fragment of pSN22 is subcloned into pUC19. 第 2 節 (2) ， (3). 

(2) 変異オリゴヌクレオチドを用いた部位特異的変異導入

Ty戸-A 配列への変異導入は、 Vandeyer らの方法に従い、T7-GEN1M in vitro mutagenesis kit 

(USB) を用いて行なった (v釦dey町 et a1., 1988) 0 Type-A 配列を含む traB ORF 内の 13an証ll-

Sad 断片をクローン化した M13rnp18 誘導体を、変異導入のための鋳型として使用した。使用

した変異オリゴヌクレオチドは、図 2-1B に示した。シークエンスにより塩基配列を確認した

後、変異を含む BamHI-SacI 断片を pMT11 の同断片と置換し、得られた pMTl1誘導体の Psι

Sad 断片を pESS500 の同断片と置換し、 pESS531 ・pESS539 を得た。

(3) PCR を用いた部位特異的変異導入

pESS541 の構築には、プライマー A (5'-GCCG:GATCCGACTCGGAC・ 3' 下線部は B8Iη班部

位を示す)と BI-2、 B1-1 と C (5'-GAGGAGCTCGCGGGCCTC-3'，下線部は SacI 部位を示す)の

組合わせにより、 T印e-B 類似配列である Bl より上流および下流の領域を PCR により増幅し
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た(図 2・2A) 。変異を含む B1-1 ， Bl-2 プライマーは、 384 ， 385 位の Glu コドンをAla コドンに

変換すると同時に、 B1 配列を PstI 部位に変換した。 PCR 産物をアガロース電気泳動により精

製した後、 PstI 消化し、 T4DNA リガーゼにより連結した。ライゲーシヨン反応液の一部を鋳

型として、プライマー A と C によりヘテロ連結体を PCR で増幅したo BamHI, SacIで消化し

た後、 pUC18 にサブクローン化し、シークエンスにより塩基配列を確認した。変異を含む

Ban正宜-SacI 断片を pMTll の同断片と置換し、得られた pMTll 誘導体の PstI-SacI 断片を

pESS500 の同断片と置換し、 pESS541を得た。 pESS542 の構築には、 B1-1 ， Bl-2 の代わりに

B2-1 , B2-2 フライマー(図 2-2A) をイ吏用した。

(4) 染色体移行頻度 (Cma) 算出のための遺伝的交雑

フラスミド (ThioR)を保持する S. lividans TK2 1 株(供与菌)と受容菌である TKC244 株

(St戸，出r)の胞子をほぼ同数 (10 6-107 ) で混合し、 R2YE 培地上へ塗布した。 30 0Cで約 1 週間培

養し、胞子を形成させた後、 3 mJ の 20% グリセリンで胞子を回収した。蒸留水で適当な濃度

に希釈した胞子液をストレプトマイシンを含む MM 培地(プレート A)、スレオニンを添加し

た MM 培地(プレート B) 上に塗布した。 Cma は、プレート A に生育したコロニー数(組換

え体数)/プレート B に生育したコロニー数(両親株数)より算出した。
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第3節結果および考察

第1項 プラスミド伝達と染色体移行における WalkerType-A 配列の
関与。

Wa1kerNTP 結合モチーフには 2 種類存在し、そのうち Type-A 配列は、 GxxxxGKT/S という

明確なコンセンサスを有する (Walker et a1., 1982) 0 TraBタンパク質における Ty戸-A 配列

(270-GMTGSGKT-277 )のプラスミド伝達と染色体移行への関連性を調べるために、オリゴ

ヌクレオチドを用いた部位特異的変異導入により、 9 つの変異フラスミド pESS531""pESS539

を作成した(図 2・1) 。変異導入は、 traB ORF 内の Ban証丑-Sad 断片(1. 1 Kb) 上で、行った。変

異の内容は、類似残基と非類似残基への置換を含み、保存性の高い残基 (275G ， 276K) とそ

うでない残基 (273G ， 274S) に対して置換を行なった。

既知の ATP 加水分解酵素における Type-A 配列の比較 (Gorbalenya et a1., 1989; Linder et a1., 

1989; Saraste et a1, 1990; Lessl et a1., 1992) から、最もよく保存されていた 276 位の Lys 残基を、

非類似残基であるMá残基 (pESS536 )、 Glu残基 (pESS537) 、または停止コドン (pESS538)

に置換した。酵母の RAD3 タンパク質、あるいは Sa1monella typhimurium の MutS タンパク質

の変異解析 (S凶g et a1., 1988; Haber & Walker, 1991) において、 Lys 残基の置換は、 ATP 結合

あるいは加水分解を低下させるが、完全には欠倶させなかった事実を考慮して、残存活性を

持たない完全な欠損変異体を取得するために、 275 ， 276 , 277 位の Gly ， Lys , Ttu. 残基を欠失さ

せた変異体 (pESS539) を作成した。次いで、 2 番目に保存性の高い 275 位の Gly 残基を、類

似残基であるA1a 残基 (pESS534) と非類似残基である Ser 残基 (pESS535) に置換した。

残存活性を持つ変異体を得る目的で、保存性が比較的低い 273 位の Gly 残基を、 Ala 残基

(pESS531) または Ser 残基 (pESS532) に、 274 位の Ser 残基を Thr 残基 (pESS533) にそ

れぞれ置換した。 273 位の Gly → Ser 置換によって得られた Type-A 配列 (AAGKT) は大腸菌

の RecA のものと同じであり (Abdel-Monem et a1., 1983) 、 274 位のSer →百U' 置換はヘリカ

ーゼに良く見られることから (GTGKT/S; Linder et a1., 1989) 、置換によって得られた新しい

Type-A 配列が、 TraBの機能を保持しうることを期待した。

変異点をシークエンスにより確認した後、 Ban日-SacI 変異断片を中間ベクター pMTll を経

由してシャトルベクタ- pESS500 へ連結し、 pESS531 ""pESS539を構築した(図2-1A) 0 こ

の9つのフラスミドでS. 1i vidans TK21を形質転換し、得られた形質転換体を供与 i誼として、フ。

ラスミド伝達能および染色体移行を調べた。作成したすべての Type-A 配列変異プラスミドは

両方の能力を欠損しており(図 2-1A) 、 TraBの Type-A 配列は、プラスミド伝達および染色

体移行における TraBタンパク質の機能に必須であることが明らかとなった。 また、 9 つの

Type-A 配列変異プラスミドが全て DNA 伝達能を欠損し、残存活性を持つ変異体が得られな

かったことから、この配列が突然変異に対して厳しい規約を受けていることが示唆され

(Kimura , 1968; Kimw-a & Ohta, 1973) 、この配列を含むドメインが他のドメインと相互作用

している可能性が考えられる。

第2項 Walker Type-B 配列の同定。

Walker NTP 結合モチーフのうち Ty戸品配列 (R!K-x-x-x-x-G-x-x-x-L-h-h-h-h-D ， h は疎水性残

基; Walker et a1., 1982) は弱い制約を有するモチーフで、ヘリカーゼの間で良く保存されてい

る íDEAD boxJ (V/l-L-D-E-A-D-x-M/L-L-x-x-G-F; Linder et a1., 1989) と呼ばれるモチーフに周

辺的に一致する。変異解析によるこのモチーフの重要性を示した例は知られていないが、タ

ンパク質の 3 次元構造解析から Mg-ATP の結合に関与することが示唆されている (FηT et a1., 

1986; JW"nak, 1988; Taylor & Green, 1989) 。
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句ー白書。
A 

句加tE・ZJ ・‘

TraB| • I 651aa 
- r -・・~-句.-- -岡崎. ‘崎町・

-・- ・-・_-__ 
ー「

_ 
270-GMTGSGKT- pESS500 + + 

pESS500 

pESS531 

pESS532 

pESS533 

pESS534 

pESS535 

pESS536 

pESS537 

pESS538 

pESS539 

ー --A-ーーー pESS531 
ーーーS-ーーー pESS532 
ーーー-T--- pESS533 
ー ----A-- pESS534 
ーーーーー S-- pESS535 
ーーーーー -M四 pESS536 

ーーーーー-R- pESS537 
ーーーーーー* pESS538 

pESS539 

Sequence Plasmid Transfer Cma 

3500 3520 

GGGATGACCGGCTCGGGCAAGACCGAGGGCGCCGTGGAC 

G M T G S G K T E G A V D 

GGGATGACCGCCTCGGGCAAG 

GGGATGACCAGCTCGGGCAAG 

ATGACCGGCACGGGCAAGACC 

ACCGGCTCGGCCAAGACCGAG 

ACCGGCTCGAGCAAGACCGAG 

GGCTCGGGCATGACCGAGGGC 

GGCTCGGGCGAGACCGAGGGC 

GGCTCGGGCTAGACCGAGGGC 

GGGATGACCGGCTCG........ .GAGGGCGCCGTGGAC 

図2・1. TraB タンパク質における Walker Type-A 配列 (A) に対する部位特異的変異導入とプラスミド
伝達および染色体移行に関する表現型 (B) 。

(A) 部位特異的変異を導入した残基と変異の内容と 、 その表現型。 [.]は欠失残基、 [つは終始コドン
を表わい置換された残基のみを表示した。 プラスミド伝達 (Transfer) はプレ ー ト上でのプラスミ
ド伝達試験(第 1 章、 第 2 節 (15)) により調べた。染色体移行頻度 (Cma) は、く1D-7 をマイナス、
10-5 をプラスとした。 Cma の算出方法は、本章の第2節 (4) を参照。

(8) 部位特異的変異導入に用いた変異オリゴヌクレオチドの塩基配列。太字は変異導入残基、[.]は

欠失残基を示す。
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Type-B 配列は、多くの場合 Type-A 配列の下流に見いだ、されることを考慮し、 íhl由hDEADJ

からなるモチーフをもとに TraBタンパク質における Type-B 類似配列を検索した結果、 B1

(380-LTWFEEAA-) および B2 (536-QMLLDDDG-) の 2 つの配列を見い出した。 これらの配列と、

プラスミ ド伝達ならびに染色体移行との関連を調べるために、配列 B1 および B2 において

Mg-ATP の 2 価カチオンの安定化に関与すると考えられる連続した複数の酸性アミノ酸残基

( 384, 385 位の Glu 残基と 520 ， 521 , 522 位の Asp 残基)を、 PCR 法を用いて同時に疎水性で

あるAla 残基に置換した。塩基配列を確認後、変異プラスミド pESS541 および pESS542 を構

築した ( 図 2-2A) 。

第 2 項と 同様に 、 pESS54 1 および pESS542 でS. lividans TK21 株を形質転換し、得られた

形質転換体を供与菌としてプラ スミド伝達能および染色体移行能を調べた結果、 pESS541 は

両方の能力を欠損したが、 pESS542 は菌糸問、 菌糸内伝達および染色体移行ともに野生型と

同等の表現型を示した(図 2-2B ) 。 この結果よ り 、 配列 B1 は、 Type-A 配列と同様に、プラ

ス ミド伝達お よび染色体移行に必須である ことが明かとなった。

図2-2. Walker Type-B 配列 (B1 ， B2) に対する部位特異的変異導入仏)とプラスミド伝達および染
色体移行に与える影響 (B) 。

(A) 81 ， 82 配列に対する部位特異的変異導入。配列 81 に対する変異導入に際しては、プライマ­
A， 81 ・ 1 ， 81-2 ， C を用いて 2 つの断片を PCR により増幅し、 Ps~ 消化後、 2 つの PCR 断片を連結

した。 B1 ・ 1 ， 81 ・2 プライマーは、 384 ， 385 位の Glu コドンを刈a コドンに変換すると同時に、 81
配列を Pstl 部位に変換した。 pESS542 の構築には 81 寸 ， B1 -2 の代わりに 82- 1 ， 82-2 プライマー
を使用した。

(8) 上から pESS500 (野生型 ， A) 、 pFD7 (traA 変異型， 8) 、 pMT926 (spdB 変異型， C) 、 pESS533
(Type-A 配列変異， 0) 、 pESS541 (81 配列変異， E), pESS542 (82 配列変異， 円のプラスミド伝達、
および染色体移行に関する表現型。 プラスミド伝達および染色体移行頻度 (Cma) の測定方法は、 第
1 章、第 2 節 (15) および本章、第 2 節併)に記載した。 T阻は菌糸間伝達を表わす。 Spd は菌糸内
伝達であり、++はコロニ-幅 6・8mm、 +はコロニー幅 3-4 mm、 ・ はコロニ-幅なしとした。
NA: not applicable. NC: not counted. 
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A 3820 3840 3860 

pESS500 -TACCTGCTCACCTGGTTCGAGGAGGCGGCCAAGCTCCTGCGC-

B1 -1 

Bl-2 

378Y L L T M fo' E E ~ A K L L R 

5'ATC♀Z♀♀ßßCGGCCAAGCTCCTGCGC3 ' 

3 ' ATGGACCAGTGGACCAAGC♀主♀♀Z♀CTA5'

PstI 

pESS541 -一ー ーー一一一ーー一一一一一一一一一GCTGCA-ーー一ー一一一 ーー ー一一ーーーー一一

A A 

記E。= ‘ 
出向

81 82 ミ
A~ 

traBORF 
4・ト B1-2

4300 4320 

pESS500 -CAGGAGCAGATGCTCCTCGACGACGACGGCCAGGAGGACGGCGAC-

534 Q E Q M L L ~ D D G Q E D G D 

B2-1 5'ATC♀早♀♀ムßCCGGCCAGGAGGACGGCGAC3'

B2-2 3'GTCCTCGTCTACGAGGAGC♀主♀♀早♀CTA5 ' 

Pst工

pESS542 一一ーーーーーーー由ーーー一ーーー一 一GCTGCAGCC-- ーーー一ー一一一一ー一一ーーーーー

A A A 

第3項 放線菌伝達性プラスミド、の菌糸間伝達を支配するTraタンパク
質の構造。

TraB (pSN22) , Tra (pDI01) , TraSA (pSAM2) , TraA (SCP2*) は、いずれも各々のプラスミドの

菌糸問伝達を支配する唯一の因子であり、 kil -kor システムにおける ki1 に相当し、既知のタ

ンパク質と有為な相向性を示さず、 Walker NTP 結合モチーフを保持している。ここでは、こ

れらのタンパク質を総称して、放線菌Traタンパク質と呼ぶ。緒方らの研究グループにより解

析が進められている Slreptomyces azureω より分離されたプラスミド pSA l. l の spi は、最初胞

子形成阻害活性を有する遺伝子座として同定されたが (Tomma el a1. , 1993) 、 pSA 1. 1 の伝達

に関与することが最近明かとなり (Doi et a1. , 1995) 、また Walker NTP 結合モチーフを保持

していることから放線菌 Tra タンパク質に含まれると考えられる。放線菌 Tra タ ンパク質は、

プラスミド伝達において類似した機能を有しているにも関わらず、アミノ酸配列およびサイ

ズにおいて非常な多様性を見せている(図 2-3 ， 図 2-4A) 。アミノ酸配列上の相向性を調べた

ところ、 TraSA と Spi (52% ) を除いてあとは全て 30% 以下であり(図 2-3) 、この数値は同

じ属内の類似機能を有するタンパク質の相向性としては低い。

B Phenotype 図 2-4は、 5 つの放線菌 Tra タンパク質における Type司A， Type-B 配列の位置を示している。
Tra Spd Cma 

Tra と TraSA に関しては、報告されている配列 (Tra: 316-LVVVD- , Kendall & Cohen, 1988; 
A " 、 2・ íii ー 許 -- 命可 令-・ 泊三ー益 + ++ 2x10 ・5

九一 ~ 

_ TraSA: 102-LVGID, Hagege et aJ., 1993) 以外に新たな Type-B 類似配列 (Tra: 376-TVFIDEGA-, 

B + - + (NC) 
TraSA: 180-VVLVDEVA-) が見いだされた。 Type-A 配列より 110 (TraB) 、 86 (Tra) 、 102 (TraSA) 、

C + + + (N C) 88 (TraA)、 91 (Spi) アミノ酸残基下流に存在する Type-B 候補配列を Bl と表記し、そうでない

D - NA < 10 ・7 ものを B2 とした。図 2-4 から、 Type-A 配列と Bl 配列との聞に、約 100 アミノ酸残基の一定

E - NA < 10 ・7 の間隔が保存されている傾向が認められた。また第 2 項における Type-B 配列の変異解析で、

，へ?ず-ウハ河内 . ..  r- __ .. n -5 配列 Bl が Type-B 配列として同定されたことは、約 100 アミノ酸残基の間隔が保存されてい
F ーャ 、~マー‘・・ ・4 ‘、、 、 昔、 + ++ 5x10-

、、 r
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A 

る傾向と良く一致した。 また、 Tra ， TraSA, Spi に関して も 、 図 2-4 における B1 配列が、 Type-

回
国

B1 

図
A 

E 
B 配列として機能している可能性が考えられる。

651aa TraB(pSN22) 

B1 

図
A B2 

E[  Tra(plJ1 01) 

一定の間隔を保存した Type-A および Type-B 配列の配置は、放線菌 Tra タンパク質の 2 次

621aa 

図
A 82 

m 

次構造上の類似性をもたらしている可能性があると考えられる。 そこで、3 構造、あるいは

306aa 

E 

T raSA(pSAM2) Chou-Fasman 理論 (Chou & 上記 5 タンパク質の Type-A と B 1 配列間の部分的 2 次構造を 、

442aa 図TraA(SCP2つ
Fasman, 1974) に基づきコンビューターで予測した。その結果を図 2-5 に示した。いずれのタ

303aa …
町
一
向

Spi(pSA 1.1) 
ンパク質も Type-A 配列周辺領域はターンを形成した。 Type-A， Type-B 配列の聞には 3 つない

3 次構造ヘリックスが存在し 、 α-ß-α-ßα という弱い共通構造が認められ、しは 4 つの α

B 上の類似性を反映している可能性が考えられる。

Motif 82 Motif 81 Motif A 

536-QMLLDDDG-380-LTWFEEAA-270-GMTGSGKT-
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77-LVG工DCKR-

図2-4. 放線菌プラスミドの菌糸間伝達を支配する Tra タンパク質における Walker NTP 結合モチー
フの位置と配列 (Kendall & Cohen , 1988; Kataokaθ t aJ.， 1994b; Hagege et aJ. , 1993, Brolle et aJ., 
1993; Tomura et aJ. , 1993; Doi et aJ., 1995) 。

hhhhDEAD 

134-VVLVDEVA-

hhhhDEAD 

43-GANHSGKS-

-GxxxxGKSｭ

T 

一
色ω

4
6
』
L
F

4
ω
酬
と
ト

何
』
」F

国
信
』
』
・

TraB 

Tra 

TraSA 

TraA 

Spi 

(A) Walker NTP 結合モチーフの位置。黒ボックスは Type-A 配列を、波線ボックスは Type-B 配ヲIJ
を示す。 Type-B 配列は、 Type-A 配列より 109 (TraB), 85 (Tra) , 101 (TraSA) , 87 (丁目A) ， 90 (Spi) ア

ミノ酸残基下流に存在するものを 81、そうでないものを B2 とした。

(B) Walker NTP 結合モチーフのアミノ酸配列。 数字は表記されている配列の最初のアミノ酸残基を
示す。検索に用いたモチーフを最下段に示した。 h は疎水性残基を示す。 各タンパク質のアミノ酸
配列において、検索に用いたモチーフに一致した残基を太字で示した。

図2・3. 放線菌プラ スミド丁目タンパク質問の相同性。

%を省略して表示レた。 相向性の検索には GENETYX-MAC 6.0.1 のプログラム Homology 2.2.0 
を使用した。
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図2・5. 放線菌プラ スミド Tra タンパク質の 2 次構造。

Type-A 

削削 議む

A 

"‘J・・IA. 日誌一三三》

A 

t芳安》
刷剛院8闘剛鰯踊揚顕輔副臨磁調嗣幽

B 

A 

刷 溜園--

A 

帽削. -倍弱D

翻翻 :α・hel ix

綱嶋 :ß-sheet

: Turn 

各タンパク質の Walker Type-A, 81 配列(図 2-4)問領域の 2 次構造を、 Chou -Fasman の理論に基づ

き GENETYX-MAC 6 . 0 .1 のプログラムを用いて予測した。
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第4節要約

本章では TraBタンパク質における Walker NTP 結合モチーフ(Type-A , Type-B 配列)を同定

し、プラスミド伝達および染色体移行の両方に必須であることを明らかにした。これより

TraBタンパク質の機能に、 ATP が必要とされることを示唆した。またアミノ酸配列とサイ ズ

において多様性を有する放線菌プラスミド Tra タンパク質において、 Type-A ， Type-B 配列の配

置に共通性を見いだした。
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第3章 TraBタンパク質の局在性 (1) プラスミド

本章の実験に使用した放線菌プラスミドおよび大腸菌中間ベクターを、表 3-1 に示したロ

第1節緒言

接合伝達は、本質的には細胞膜を介した DNA 輸送である。 F、 RK2 そして Ti プラスミド
表 3-1. 実験に使用した放線菌プラスミド、および大腸菌中間ベクター

の DNA 伝達モデルでは、細胞膜上に存在する多くのタンパク質により、 1 本鎖 DNA の生成
Plasm� Description Reference 

pSN22 S. nigrifaciens plasmid , Tra+ , Pock+ , Cma+. Kataoka et a1., 1991 a. 

や DNA 輸送が行なわれる (Wilkins and Lanka, 1993; Dreiseikelmann, 1994) 。これに対し、 pMT911 Wild type derivative of pSN22, TsrR. Kataoka et a1., 1991a. 

pESS500 Shuttle vector of pSN22 wﾌth pACYC177 , Tra+ , Pock+ , Cma+ , TsrR. 
Kataoka et a1., 1991a. 
図 3-4.

pSN22 の伝達では百'aBタンパク質が菌糸間伝達を支配する唯一の因子であることから、 TraB

pESS500mB 
pESS500 which expresses the c-myc tagged protein instead of the wild 図 3-1.図 3-2.

TraB protein. 図 3-3.
は複数の役割を担う膜タンパク質であることが期待される。 Kyte と Doolittle の理論 (Kyte

pFD7 pESS500 which has a frame司shiftin the tra.A gene. 
Kataoka et a1.. 1991a. 

図 3-4.& Doolittle , 1982) に基づいて求められた TraBタンパク質の疎水性プロットでは、膜を貫通し

うる領域が 3 箇所存在しでした (W57-A 72 , 190-LI04 , L256-M271; Kataoka el a1., 1994a) 。同 pMT926 spcJB-derivative of pMT91 1. 
Kataoka el a1., 1991a.1 
図 3-4.

嫌に、 TraSA (pSAM2) および Spi (pSA 1. 1) では、膜を貫通しうる領域が1 箇所報告されている
p恥1Tll A 4.5 kb Ps tI-SθCI fragment is subcloned into pUC19. 図 3-2.

(Hagege el a1. , 1993; Doi el a1., 1995) 。しかしながら、これらの観察事実は、膜局在性に対し

ては弱い推定を与えるに過ぎない。本章では、エピトープタグを用いて TraBタンパク質の膜
(2) 放線菌菌体の細胞分画

局在性を明らかにした。
Gramajo らの方法(G:ram司o et a1., 1991) を改変した。 S. 1i円'dans 菌体を R2YE 培地で 48 時

また、局在性を調べるために、 TraBタンパク質のN末端ヘタグペフチドを付加したところ、
間あるいは 100 凶の YEME 培地で対数増殖中期まで培養した後、吸引鴻過により集菌した。

プラスミドの菌糸内伝達に変化が認められ、 TraBタンパク質の菌糸内伝達への関与を示唆する
菌体をリゾチーム (5 mg加1)を含む P (protoplast) 緩衝液(第1章、第2節(3)) 5 ml に懸濁し、

結果が得られた。

30
0

Cで 1 時間保温してフロトフラストを生成させた。綿花を詰めたガラス製注射器を通して

菌糸を除去した後、遠心分離 (2，200 rpm、 7 分間)によりフロトフラストを回収した。 5 ml P 

第2節 実験材料および方法
緩衝液で 1 回洗浄した後、 2 凶の緩衝液 A (50 mMトリス塩酸 [pH 8], 0.2 mM DTT, 0.2 M 

KCl , 0.1 M PMSF) に懸濁した。そのうち 1 ml の細胞懸濁液を氷上で穏やかな超音波破砕に

本章で用いた実験材料および実験方法のうち、第 1 章と第 2 章において記述した以外の
より溶菌させた。ポアサイズ 0.45 凶n のフィルター(MílIipore) を通して未破砕細胞を除去し、

ものについて記述する。

57 



微量限外櫨過ユニ ッ ト (Millipore )を用いて 100μl にまで濃縮したものを、全細胞抽出液と

した。 膜函分は、残 り の 1 ml の細胞懸濁液より調製した全細胞抽出液に対して遠心分離

(260 ,000 x g 、 2 時間)行ない、得られた沈殿を 100μl の緩衝液 A に懸濁して調製した。ま

た、遠心分離により得られた上澄を微量限外鴻過ユニットを用いて限外j慮、過を行ない、 100μl

にまで濃縮したものを細胞質画分としたD

細胞表層画分の調製は、仏újarro らの方法(Guij 3.lTO et a1. , 1988) を改変して行なった。上記

の全細胞抽出液の調製に使用したものと等量の菌体を、緩衝液 B (50 mM トリス塩酸 [pH 9.5 ], 

l%(wt!vol) SDS , 50 mM DTI. 2mM PMSF) に懸濁し、時々混合しながら 37 ocで1.5 時間保温

した。室温で遠心分離 (10 ， 000 xg 、 10 分間)した後、 上澄に最終濃度が 12%(wt!vol)となる

ようにトリクロロ酢酸 (TCA) を添加した。 氷中で 30 分間から一晩放置した後、抽出されたタ

ンパク質を遠心分離 (10 ，000 xg、 10 分間)により回収した。抽出タンパク質を 5% TCA で洗

浄した後、 100μl の緩衝液 A に懸濁し細胞表層面分とした。タンパク質の定量は Bradfmd の

方法 (Bradford ， 1976) に従った。

気中菌糸の回収は Kataoka らの方法(Kataoka et a1., 1991a) に従った。 R2YE 培地上に滅菌

した 0.45μl メンブレン (Millipore) を置き、その上から胞子液を塗布し、 30
0

Cで約 48 時間

培養した。 メンブレン上に生育した気中菌糸をスパチュラでかきとり、細胞分画に供した。

(3) ウエスタンブロット

細胞分画によって得られたタンパク質試料を、 SDS ポリアクリルアミドゲル (12%)電気泳

動により分離したD 電気泳動後、ゲルをブロッテイング緩衝液 (20% メタノール， 5.8 g!L ト

リス， 2.9 gんグリシン ， 0.37 g!L SDS) に浸した後、あらかじめ同じ緩衝液に浸しておいた鴻

紙 2 枚、ゲル、ニトロセルロースメンブレン(0.45μ1 ， Schleicher & Schuell) 、漉紙 2 枚の順
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にセミドライブロ ッ テ ィ ング装置 (BIO-RAD) の上にのせ、ゲル 1 cm2 当たり 1.5 rnAで 1 時

間電気泳動を行なっ た。 プロ ッ テイング緩衝液は、 10x 保存溶液 (58 g!Lト リス 、 29 g!Lグリ

シン ， 3.7 g凡 SDS) を、使用直前にメタノールと混合して調製した。 タ ンパク質のメンブレン

への移行は Prestainedprotein m訂ker (NEB) の移行により確認した。

イムノブロ ッ トは室温で行なった。 ブロ ッ トされたメンブレンを 5% (wt!vol)スキム ミ ルク

を含む PBS 緩衝液 (8 g/L NaCl , 0.2 g/L KCl , 2.9 g/L Na2HP04, 0.2 g/L KH :?04 ) 中で 1 時聞い

℃なら一晩)処理した後、 10 -4 に希釈した抗ヒト c-Myc ペプチドモノ クローナル抗体 (5D4)

を含む PBS 緩衝液中で 2 時間処理した (4 0C なら一晩) 。 抗体は、ヒト c-Myc 部分ペプチ ド

(410-EQKLISEEDL-419; Evans et a1. , 1985) を抗原として免疫したマウスよりハイブリドーマを

作成し、ハイブリドーマより調製したモノクローナル抗体を Protein A sepharose カラム

(Ph3.lmacia) を用いて精製したものを、三菱化学生命研究所の高橋正身先生より譲り 受けた。

メンブレンを、 0.05%Tween 20 を含む PBS (TPBS) 緩衝液で 3 回洗浄した後、 ペルオキシダー

ゼを結合したウサギ由来抗マウス IgG 抗体を含む 5%(wt!vol) スキムミルクーPBS 緩衝液中で処

理した。 TPBS 緩衝液で 3 回洗浄した後、シグナルの可視化は POD イムノステインキット(和

光純薬)を用いて行なったD
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第3節結果および考察

第1項 c-Myc 融合 TraB タンパク質 (TraBmB) の構築。

Insertion 01 tag-coding region 

2680 Kpn工曹 2700 BamH工 3120

TGAGAGGC♀♀Zム♀♀GAGATGGGCAAGGACGTTCAGCAGCAG- 一一ーーーGAGGGCGCC♀♀AT♀♀GACT
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エピトープタギング法を用いて TraBタンパク質の局在性を調べるために、 c-Myc 融合τì-aB
Primer 3 

タンパク質 (TraBmB; Mr.二70697 )を構築した(図 3-1) 0 J ohannes らの方法(J ohannes et a1. , " Primer 1 
Kpn工 Primer 2 -一一一一一一一一一一ー一ーーーー一ー一一一ーーー一一ーー一一一一一一一一一一 一一一一一〉

ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー〉

GGCGGTACCGAGATGGGCAAGGAGCAGAAGCTGATCTCCGAGGAGGACCTGGGCTCGGGCAAGGACGTTCAG- 一一

M G K E Q K L 工 S E E D L G S G K D V Q-ーー

1992) を参考にして、 rraB ORF の 51側に Srreptomyces のコドン使用頻度を考慮した Myc 部分

ペプチドをコードする DNA 領域を、 2 段階の PCR により付加した。 1 回目の PCR に用いた 宵官官肯肯肯肯宵肯肯肯宵肯肯官官宵肯肯肯肯宵肯宵肯官官官
一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一

Primer 1 は 1 5 塩基の鋳型との一致領域と 30 塩基の付加領域を含むように設計し、 Primer 3 と

c-Myc epitope tag 
TraBmB (Mr=70697) 

original TraB sequence 

で増幅した PCR 産物を 2 回目の PCR の鋳型として用いた。 Primer 2 は、 15 塩基の鋳型との

一致領域と 27 塩基の付加領域を含むように設計した。 PCR 反応は、変性: 97 oC 、アニーリン
図3・ 1. c-myc タグコード領域を付加した traB遺伝子 (traBmB) の構造。

矢印は c-myc タグコード領域が挿入された位置を示した。詳細は本節、第11買を参照。

グ: 53 .C 、伸長: 72 .Cで行なった。 2 段階の PCR により新しく付加された領域には、翻訳効

率を維持するための導入部として本来の TraBの N 末端 3 アミノ酸残基 (MGK) と、タグエ

ピトープ部分であるヒト Myc 部分ペプチド (EQKLISEEDL; Evan et a1 ., 1985) 、およびタグ部 第2項 TraBmB タンパク質の局在性。

分と 百ClB 聞のスペーサーペプチド (GS) が含まれるように設計した。 最終的に得られた
R2YE 培地で 48 時間、あるいは YEME 培地で対数増殖中期まで培養した pESS500mB保持

PCR 産物をKpnl ， Bam回で、消化し、-.ê. pUC18 にサブクローニングし塩基配列を確認した後、
菌体より、細胞抽出液を調製した後、第 2 節 (2) に示した方法に従って細胞質画分、膜画分、

pESS500 へ連結して pESS500mB を構築した(図 3-2) 0 pESS500mBは trdß の代わりに lraBmB

を保持している。第 1 章、第 2 節 (15) に示した方法に従って pESS500mBは伝達能を有して

細胞表層画分への細胞分画を行なった。一定量の菌体より調製した各画分を等量の緩衝液に

懸濁し、そこから等量の試料を SDS-PAGE、ウエスタンプロットに供した。

いることを確認した後、 pESS500mB 保持菌体を細胞分画に供した。
抗 c-Myc ペプチド抗体 (5D4) を用いてウエスタン解析を行った結果、図 3-3 に示すように

TraBmBは細胞質面分(レーン 6) および細胞表層面分(レーン 2) には検出されず、膜画分(レ

ーン 7) にのみ検出された。膜画分に検出されたシ夕、、ナルの強度は全細胞抽出液を用いた場合

(レーン 8) のシグナル強度とほぼ同じであり、 TraBmBタンパク質の大部分は膜画分に局在す

ることが判明した。
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この結果と、第2章において NTP 結合モチーフを同定した結果から、 TraBは ATP を加水分

解しうる膜タンパク質であることが示唆された。
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Ligation 
図3-3. TraBmB タンパク質の局在性を調べたウエスタンプロット。

pESS500mB を保持(+)あるいは保持しない(ー) S. lividans TK21 株を、 YEME 液体培地(しで表示)
あるいは R2YE 固形培地 (S で表示)で培養した。丁目BmB タンパク質の検出は、抗 Myc ペプチドモ
ノク口ーナル抗体 (504) を用いて行ない、 POD イムノステインキット(和光)で染色した。 細胞
画分は、 S，細胞表層画分、 T，全細胞抽出液、 C，細胞質画分、 M， 膜画分とした。レーン 1 と 2、レ
ーン 5 と 8 は、タンパク質量を揃えて SDS-PAGE に供した。レーン 9 は分子量マーカー(上から
)1債に、 175, 83, 62, 47.5, 32.5, 25, 16 kDa) 。

分化段階による TraB 発現制御の可能性。第3項

pESS500 

sc Bm Ps 

Sp 

&
l
l』匡ヨ

オペロンの発現を調べたノザン解析において、寒天培養から回収した気菌糸菌体と、液tra 

PstI, SacI digestion 
Ligation 体培養した菌体より調製した即~A 試料では、前者の方が強いシクゃナノレが検出された(Kataoka

al. , 1991b) 。液体培養では菌糸の分化段階は基底菌糸に留まると考えられていることから、et pESS500mB 

traB を含む m オペロンの発現レベルは基底菌糸よりも気中菌糸で高く、分化段

ノザン解析の結果を確認するために、

同じ方法により回収した 2 種類の菌体より調製した全タンパク質試料を用いて、 TraBmBタン

この結果は、

階による制御を受けていること示唆すると考えられた。

図3・2. pESS500mB の構築。

2 段階の PCR により得られた印叫断片を Kpnl， Bamけで消化し、一昼 pUC18 ヘサプクローン
化した後、中間ベクタ- pMT11 の Kpn~ BamHI と置換した。得られた pMT11 誘導体の Ps~， Sacl 
断片を pESS500 のそれと置換することにより、 pESS500mB を得た。制限酵素部位略称は、 Bc
(Bc/l) ， 匂 (Bgn l)， Bm (BamHI), Ec (EcoR I), Hc (Hiæll) , Hd (Hindlll) , Kp (Kpnl) , Sm (Smal), Sp (Sph l), Ps 
(Pstl) , Xb (Xbal) とレた。
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パク質の発現量を翻訳レベルで調べた。 2 種類の菌体より調製した全細胞抽出液および細胞表

その結果(図 3-3) 、レーン 5 (R2YE 培地)とレーン 8 (YEME 培地)の聞にはシグナルの強度

ら、細胞膜への局在性が予想される。また本章、第 2 項において、 TraBタンパク質も膜局在

性を示すことが明かにされており、両者が細胞膜上で相互作用している可能性は十分考えら

れる。従って、 TraBタンパク質の N 末側修飾により S凶B タンパク質(群)の機能が失われ

たことは、 τìaBの N 末側を介した S凶B との相互作用が失われたことに起因すると考えられ

層面分を、同画分間でタンパク量を揃えて、 SDS-PAGE に供してウエスタン解析を行った。

で見る限り量的な差は認められなかったことから、少なくとも気中菌糸と基底菌糸の分化段

階における TraB タンパク質量に差はないと考えられた。この結果は、 traB の発現に関して、 る。

転写レベルと翻訳レベルで、相反するものとなった。

第4項 TraBタンパク質の菌糸内伝達への関与。

pESS500mB のプラスミド伝達能を寒天培地上でのプラスミド伝達試験により調べた。図 3-

4 は、選択培地にレプリカされたコロニーの生育状況を示している。 pESS500mBのプラスミ

Phenotype 

Tra Spd Cma 

3-4A) に比べ低下しており、 S戸tB 変異型(図 3-4C) とほぼ同じ表現型を示した。この結果は、
B 

+ ++ 2 x 10 ・5
ド伝達能(図 3-4D) は、菌糸問伝達に関しては保持されていたが、菌糸内伝達効率が野生型(図 A 

+ + (NC) 

Myc タグ付加に伴う TraBタンパク質の N 末側修飾が菌糸内伝達に影響を及ぼしたことを示し

ている。この結果から、 TraBタンパク質は、菌糸間伝達だけでなく、菌糸内伝達にも関与する C +
 

+ + (NC) 

ことが示唆された。また、染色体移行は接合点でのみ観察されることから、染色体移行頻度
D + + 0.7 x 10-5 

は菌糸間の DNA 伝達を評価する指標として用いられる。 pESS500mBの染色体移行頻度は 0.7

X 10. 5 であり、野生型プラスミ ド pESS500 (2-5 x 10 . 5) と比べてわずかに低いがほぼ同程度であ

ったことは、 pESS500mBの菌糸間伝達能は損なわれていないことを示しており、 pESS500mB

を用いたウエスタン解析結果の信頼性を支持すると考えられる D
図 3-4. pESS500mB のプラスミド伝達能。

TraBタンパク質への Myc タグ付加によりもたらされた表現型が、 S戸部ー 変異型と同じであっ
上から順に、 pESS500 (野生型， A) 、 pFD7 (traA 変異型， B) 、 pMT926 (spdB 変異型， C) 、
pESS500mB (traBmB, D) のプラスミド伝達の表現型および染色体移行鎮度 (Cma) を示した。プラ
スミド伝達および oæ の測定方法は、第 1 章、第 2 節 (15) および第 2 章、第 2 節 (4) に記載レた。
了間は菌糸間伝達を表わす。 Spd は菌糸内伝達であり、++はコロニ-幅 6-8 mm、+はコロ二一幅
3-4 mm、イ手コロニー幅なしとした。 NC は、未算出であることを示す。

た事実は、その修飾が平沼の機能を阻害したと考えられる o S，戸田遺伝子座は 4 つの ORF を

含んでおり、予想されるタンパク質の疎水性プロットは、いずれも高い疎水性を示すことか
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図 3-5. pSN22 接合伝達における TraB タンパク質の多面的関与。

第4節要約

TraBタンパク質の局在性を調べるためにひmyc タグコード領域を付加したtraBrnB遺伝子を

構築した。ウエスタン解析により、 TraBmBタンパク質は膜画分に局在することを明らかにし

た。 TraBmBタンパク質の発現量は、気中菌糸と基底菌糸との問では差はないことを示し i

TraBタンパク質の発現は、分化段階による制御は受けていないと考えられた。

菌糸問伝達を支配する TraBタンパク質は、その下流の現象である菌糸間伝達にも関与し、

その作用点は TraBタンパク質の N 末側を介する S凶B タンパク質(群)との相互作用である

と考えられる 。
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第4章 総合考察

本研究では以下のことに関する知見を得た。

(1) TraR による2つの制御メカニズムと pSN22 伝達関連遺伝子群の発現制御。

(2) TraBにおける ATP 結合モチーフは、菌糸問 DNA 伝達を支配する TraBの機能発

現に必要である 。

(3) TraBは膜画分に局在する 。

(4) TraBは菌糸間伝達だけでなく、菌糸内伝達にも関与する 。

第 1 章では、 TraBおよび TraAの毒性的活性を制御しつつ、いかにフラスミド伝達が行なわ

れているかという問題を考えながら、発現制御の側面から pSN22 伝達を理解することを目指

した。 TRE は 5 つの伝達関連遺伝子うち、主要な 4 つの発現制御を担う重要な領域であり、

TRE に結合して遺伝子発現を制御する TraR タンパク質は、 pSN22 伝達機能の発現において鍵

となる分子である。 TRE における TraRの結合部位は、その配置と TraRの結合親和性によっ

て2種類に分けられ、負の制御メカニズムにも 2種類あることが示唆された。 TREbox1 ，

TREbox2 , TREbox3 が関与する転写因子の DNA への接近間害 (Promoter hiding )と TREbox4

が関与する転写因子の進行阻害 (Roadbl od< )である 。 菌の状態と調和的な効率のよいプラス

ミド伝達の実現には、両方のメカニズムが必要であると考えられる。図 1-10 に示した発現制

御モデ、ルでトは、プラスミドが受容菌ヘ移行する時に起こる TraR 分子濃度の低下が tra オペロ

ンの発現において重要な要素となっている。後述のように、 pSN22 の伝達機構は具体的には

まだ明らかにされておらず、少なくとも 2 つのメカニズムが考えられているが、そのいずれ

であっても、現象を説明することはできる。
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完全長の traR は単独で m オペロンの発現を完全に抑制した事実から、負の制御に TraRと

TraAの両方が必要であるという仮説 (TraA効果、第 1 章、第 3 節、第 2 項)は否定され、

TraR による遺伝子発現制御系はプロモータ一、オペレータ一、リプレツサーからなる単純な

系であることが明かとなったロまた宿主由来の因子は悶ぜA ポリメラーゼやシグマ因子等しか

関与せず、応用に際してプラスミド以外の要素を考慮する必要がない。こうした理由から、

lraR -TRE 領域を利用した温度感受性の発現制御系を取得し、これを利用した温度調節型の発

現ベクターの開発を現在進めている。放線菌における誘導性プロモーターにはチオストレフ

トンにより誘導される叩A プロモーター (M山'akami ec a1., 1988; Kuhstoss & Rao , 1991) が知

られているが、このプロモーターの活性化には宿主由来の因子が必要であり (Holmes et a1., 

1993 )、必然的に宿主域が狭くなることが予想される。エピゾーム(寄生因子)由来の発現

制御系を利用した温度調節型の発現ベクターは、基本的にはプラスミドにおいて自己完結し

ている系であることから、遺伝子発現の誘導が容易であるとともに利用できる宿主の範囲も

広いと考えられる (Kataoka et a1. ， 投稿中)。

PCR 法を用いた lraR -TRE 断片に対するランダム変異導入により、遺伝子発現が高温 (37

OC ) でオン、低温 (280C) でオフとなるような温度感受性を示す断片 ts107 ， ts110 が取得された。

この断片の塩基配列が調べられた結果、いずれの断片も traR ORF 内の DNA 結合モチーフ近

傍と TRE 領域内の 2 箇所に変異が導入されていることが明らかにされた。 traR ORF 内の変異

は、 ts1 07. ts 11 0 において 1 つないしは 2 つのアミノ酸置換を生じ、コドンの読み枠には影響

しなかった 。 TRE領域内の変異は、 TR Ebox4配列より下流の TR Ebox類似配列

(AAGGTACGCATC) 内に存在していた。 2 種類の変異のうち片方だけでは高温、低温ともに十

分な遺伝子発現が起こらないことから、両方の変異が温度感受性には必要である。本研究で

は明らかにされなかったが、 pSN22 伝達関連遺伝子の発現におけるこの TREbox 類似配列の
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役割を調べることは、今後の課題の 1 つとされるだろう。

第 2 章および第 3 章では、放線菌菌糸問の DNA 伝達メカニズムについての知見を得るため

に、 TrヨBタンパク質の ATP 結合モチーフの同定と膜局在性を明らかにした。 TraBタンパク質

は、その機能発現に ATP を要求する膜タンパク質であると考えられるが、同じ性格を持ち接

合伝達に関与するタンパク質には、 (1) ヘリカーゼ活性を持つ Tr叫 (F ， RK2). VirD (Ti) や、 (2)

DNA 輸送通路を構成すると考えられている TraD (F) , TrbB (RK2), VirB4と vσB11 (Ti)の大き

く分けて 2 つのグループが知られている (Dreiseikelmann， 1994) 。そしてこれらのタンパク質

が関与する DNA 輸送は、 1 本鎖 DNA として細胞膜上のタンパク質によって構成される輸送

通路を介して行なわれる。 TraBが上記のいずれかのタンパク質に類似した機能を有するのか、

全く異なる機能を有するのかを判断する決定的な証拠は現在のところ見つかっていない。

pSN22の接合伝達は、プラスミド由来因子が少数であることより単純な系が予想される。また

pSN22 はローリングサークル型の複製を行なうことから(Kataoka et a1. , 1994 b )、ヘリカーゼ

や oriT は、 Rep や oril が代替しうると考えられる (Waters& Guiney , 1993) 。上記の 2 点を

考慮すると、消去法的に、 TraBタンパク質は (2) のグループに近い機能を持つという仮説が得

られ、 DNA 輸送に直接関与し ATP をその輸送エネルギーに利用していると考えられる。

放線菌における接合伝達機構に関しては、現在のところ妥当なモデルが提案されていないo

Kataoka ら(1991a) は(1) pSN22 が挿入型ではないこと、 (2) 高い染色体移行が観察されること、

(3) pSN22 の共存により非伝達性フラスミドが可動化されること、の 3 点を説明するために、

細胞問融合モデ‘ルを提案した (Kataoka et a1., 1991 a )。このモデルでは DNA 輸送通路のよう

なものは存在せず、細胞問融合によりプラスミドや染色体が直接移行すると考えられ、挿入

型ではない pSN22 において観察される高い染色体移行頻度を説明しやすい利点がある。また

一般に、放線菌の接合伝達はフラスミド由来の因子が少数であり、他の接合伝達に関して提
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案されているような多くの(膜)タンパク質が関与する機構を構築するのは難しいと思われ

るが、細胞間融合モデルはこの問題を容易にクリアできる。ここで TraBタンパク質は膜融合

を引き起こすよ うな役割を有し、その反応に ATP が使われる可能性が考えられる 。 膜融合活

性は放線菌プラスミド Tra タンパク質に共通するKil 活性の説明につながるかも知れない。

TraBの誘導発現時における菌体の状態を観察することにより、 TraBタンパク質の in vivo 的活

性に関する情報を得ょうとする試みが現在進行中であるが、これが成功すれば， TraBタンパク

質が膜融合活性を持つ可能性の検証に役立つと思われる。

最近、 JohnInnes Centre の Xiao ら (1994) は、 SCP2* による非伝達性 pU101 由来プラスミド

の可動化メカニズムとしてプラスミド間組換えを示唆した(Xiao et a1., 1994) 。 彼らによると

非伝達性プラスミドの可動化は、プラスミド間組換え体 (Co ・integrate) の形成が行なわれた後、

SCP2* に特異的な輸送通路を介して行なわれ、効率の良い Co-integrate の形成には最低 112 bp 

の一致配列が必要であるとされている。以前に報告された pSN22 による非伝達性プラスミド

の可動化では 500 bp 以上の一致配列が存在していたことが後に判明し、 当時サザン解析で

Co-integrate は検出されなかったが(データ未掲載) 、 Co-integrate が非常に不安定であって、

プラスミド間の組換えが一過的に起こっていた可能性は否定できない。 xi船らが示唆するメカ

ニズムでは DNA 伝達は SCP2* に特異的な輸送通路を介して行なわれ、他の接合伝達モデル

に近いものであるが、 SCP2*の染色体への挿入はまだ証明されておらず、高い染色体移行頻度

を説明するのが難しいと思われる。

いずれにしてもプラスミド由来の因子が少数であることは、解析が容易である利点ととも

に、系が比較的単純であることが予想され、放線菌の接合伝達は他の接合伝達の原型である

か、もしくは全く異なるメカニズムを有していると想像される。

第 3 章では、 TraBタンパク質が、菌糸間伝達だけでなく菌糸内伝達にも関与することを示
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した。 TraBタンパク質の N 末側への c-Myc タグ付加が判B 変異型と同じ表現型をもたらし

た事実から、 TraB タンパク質の修飾は、 S凶B タンパク質(群)の機能を阻害したと考えられ

る。 TraBタンパク質は膜画分に局在することが第 3 章で明らかにされ、 S凶B タンパク質(群)

もまた疎水性フ。ロ ッ トより細胞膜への局在性が予想されることから、細胞膜上で 2 つのタン

パク質が相互作用する可能性は十分考えられる 。しかしながら 、 spdR豊伝子座を殆ど欠損する

pMT926 でも菌糸間伝達は行なわれることから、この相互作用の必要性は菌糸内伝達に特異的

である 。 また pESS500mB の染色体移行頻度が野生型に近い値を示した事実は菌糸間伝達能が

損なわれていないことを支持する。 TraBタンパク質は単独で菌糸問伝達を支配し、 SpdBタン

パク質と協調して菌糸内伝達にも関与する多面的な役割を有するタ ンパク質と考えられる 。

この TraBタンパク質の機能をより詳細に解析してゆくことにより、 pSN22 の伝達だけでなく、

ユニークな位置を 占める放線菌の接合伝達機構が解明されることが期待される。本研究で得

られた知見を基礎として、その全貌が明らかになる日が来ることを切に願う。
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