
7章DNAマ イクロアレイを用 いた網羅的発 現解析

7.1序

前 章 までの研 究 により、SspAが 生 理 的 に重 要 な役 割 を果 たす ことが示 され た。そ の

ため 、そ の機 能 、お よび 耐 塩 性 にお ける位 置 付 けを、DNAマ イクロアレイを利 用 した遺

伝 子 発 現 解 析 的 手 法 により解 析 した。ここでは ゲノムプロジェクトが完 了 して、DNAマ

イクロアレイの解 析 も数 例 行 なわれ ているRhodobacter sphaeroides 2.4.1株 を用 いて

塩 ストレスに対 す る解 析 を試 み た。2.4.1株 にはsspA遺 伝 子 や トレハ ロース合 成 遺伝

子 をコー ドす る配 列 もゲノムの 中 に確 認 され てお り、PCRや クロー ニングの結 果 か らこ

れ らはRhodobacter sphaeroides f. sp. denitrificans株 の塩 基 配 列 と差 異 が少 ないこと

も確 認 してい る。そ のた め、これ まで得 られ た知 見 を発 現 解 析 に反 映 できる株 であると

判 断 した。

これまでに塩ストレス応答遺伝子の網羅的発現解析を行なった例は、Escherichia

coil(E. coli)(Weber et al., 2002), Bacillus subtilis(B. subtilis) , (Petersohn et al.,
2001), Synechocystis sp. PCC6803(Synechocystis)(Marin et al. , 2004),
Shinorhizobium meliloti(S. meliloti)(Ruberg et al., 2003) で報告がなされている。その

結果、いくつかの発現制御遺伝子や適合溶質関連遺伝子の発現誘導が明らかにな

っているが、シグナル伝達経路のセンサーとして機能している遺伝子や塩ストレス特異

的に誘導される遺伝子もわずかしか同定されていない。その要因として、ゲノム情報の

注釈が充分に進んでいない事と、生物の塩ストレス応答機構 自体の複雑さが挙げられ

る。そのため、遺伝子発現量の増減は明らかになっても、それらの機能が分からなか

ったり、仮に既知の遺伝子であっても他の遺伝子との相関関係が捉らえられていない

のが現状である。

先 章 でも述 べ た通 り、R. sphaeroidesは 酸 素 の有 無 に 関わ らず 生 育 可能 であり、ま

た 同時 に光 合 成 によりエ ネル ギー を得 る事 が 可 能 な興 味 深 い 菌株 である(Van Niel ,

1944;Woese et al., 1984;Jackson, 1998)。 これ らの 生 育特 性 と塩 ストレスによる応 答

を組 み 合 わせ ることにより、生物 全 般 にお い て普 遍 的 な塩 ストレス応 答 機 構 を解 明 で

きる手 が か りが 得 られ るの で はない か と考 えた。また 、sspAの 発 現 量 が他 の遺 伝 子 と

比 べ て どの程 度 変 化 し、そ の制 御 因 子 等 を 同 時 に 同 定 す る事 を本 章 の 目的 とした。

生 育 条件 に関 しては 、本 章 で はまず嫌 気 光合 成 条件 で解 析 を行 なった。

マイクロアレイを用いた解析では、その条件設定が重要であり、今回の実験ではスト

レス強度とストレス誘導時間に注 目した。充分にストレスがかかり、かつ 目的とする遺伝

子群の絞込みが可能な条件を設定することを目標とした。これまでに、塩ストレス強度
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を変化させることにより、遺伝子発現解析を行なった例はなく、強度の違いによりどの

ような差異が生じるかにも着 目した。一方、ストレス誘導時間については、ストレスを感

知した情報を最初に伝える一連の信号伝達に関与する遺伝子群と、ストレスに適応す

るための遺伝子群を捉えることを目標に誘導時間を変化させた。

7.2材 料 と方 法

7.2.1菌 株 と培 養 条 件

本 章 に お け る実 験 で はRhodobacter sphaeroides 2.4.1株 を使 用 した 。生 育 培 地 は

succinateを 炭 素 源 とす るSistrom minimal medium(Sistrom ,1962)(Table7-1)を 用 い

て 、30℃ で 培 養 を行 な っ た。

菌 体 培 養 は60mlガ ラスチ ュー ブ を使 用 して、常 時95%N2、5%CO2の 混 合 ガスを送

りこむ 事 により嫌 気 状 態 を維 持 して行 なった。また 、光 合 成 条 件 を維 持 す るため に、10

W/m2(6,831 lux)の 光 を均 等 に照射 した(Fig . 7-1A)。 塩ストレスは5MNaCl溶 液 を

添加 す ることにより行 なった。NaCl溶 液 は予 め95%N2、5%CO2の 混 合 ガスで酸 素 を完

全 に除 い た後 、シリンジを用 いて嫌 気 状 態 を維 持 したまま、各ストレス強度 に応 じて添

加 した(Fig. 7-1B)。 その結 果 、ストレス強 度 につ い ては、培 地NaCl添 加 時の 生 育 曲

線(Fig. 7-2)を 参 考 に 、通 常Naイ オ ン濃 度 の28倍 となる1.5%NaC1ス トレス

(Strong-salt stress)と5倍 となる0.25%NaClス トレス(Mild-salt stress)を 併せ て採 用

した。集 菌 時 間 は、ストレスを誘 導 しないもの、ストレス誘 導 後7minと45minの2点 で

集 菌 した。ストレス誘 導 後7minに お いて 、ストレスを感 知 した情 報 を最 初 に伝 える一 連

の信 号 伝 達 に関 与 す る遺 伝 子 群 を、45minに お いてストレスに適 応 す るための 遺 伝

子 群 を捉 えることを 目標 に誘 導 時 間 を設 定 した。この 際 に 、菌 体 を集 菌 した時 点 で 、

600nmで 測 定 した 菌体 濁 度(OD600)が0.4に なるように調 整 した。
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Table 7-1 Sistrom's medium for R. sphaeroides 2.4.1
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Fig.  7-1 Growth condition and induction of salt-stress against R. sphaeroides under

anaerobic photosynthesis condition (A). NaCI was added to the targeted

concentrations by syringe to exclude the oxygen (yellow arrow) (B) .

Fig.  7-2 Growth profiles against different strength of salt-stress (A). Arrow indicates

the point that added NaCl at optical density of 600 nm (OD600) at 0 .4. Growth cultures

observed at 30h(B).
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7.2.2RNAの 調 製

培 養 していた菌 体 に終 濃 度 が200μg/mlと なるようにRifampicin (Sigma-Aldrich)

を添加 してRNAの 転 写 を停 止 させ た。菌 体 は4℃ 、18,600xg、5min集 菌 後 、直 ちに

破 砕 す るか 、-80℃ に凍 結 保 存 した後 、以 後 の操 作 に使 用 した。

RNA抽 出 はRNeasy Midiお よびMini kit (Qiagen)を 用 い て 行 な った。菌 体(30-

50ml)にkit添 付 のRLT (β-mercaptoethanol 10μ1を 添 加)buffer 1 mlを 加 え てよ

く懸 濁 し、破 砕 用 粒 径0.1mmシ リカ ビー ズ(Biospec Products)2gの 入 っ た2ml筒 型

チ ュー ブ に移 し、Mini-Bead Beater (Biospec Products)に より室 温 、1 min破 砕 した 。

抽 出 したRNAは た だ ち にRNase free DNase (Qiagen) 2μ1にRDD buffer (Qiagen)

30μ1を 加 え たもの を 添 加 して 、室 温 で20min放 置 す ることに よりゲ ノムDNA除 去 の

操 作 を行 な った 。このRNAをRNeasy Mini kitを さらに 用 い ることに より精 製 した 。抽 出

したRNAはAgilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies)に よる電 気 泳 動 、さらに

はiCycler iQ Real Time PCR Detection System (Bio-Rad)を 用 い たSYBR Greenに よ

る定 量PCRを 用 い て ゲ ノムDNAの 混 入 が な い ことを確 認 した 。ここで 、ゲ ノムDNAの

混 入 の な い もの だ け これ 以 降 の 操 作 に使 用 した 。DNAの 混 入 が 見 られ るもの は 、さら

にDNase処 理 を繰 り返 して 、そ の 度 に 同 様 に確 認 した。また 、タンパ ク質 の 混 入 を確 認

す るべ く260nm (OD260)と280nm(OD280)に お け る吸 光 度 測 定 し、OD260/OD280が2.0

以 上 の 精 製 度 の 高 い もの の み 、これ 以 降 の 操 作 に 用 い た。精 製 したRNAはcDNA合

成 の 操 作 を行 な うまで 一80℃ に 凍 結 保 存 した。

7.2.3DNAマ イクロア レイとデ ー タ解 析

cDNA合 成 、断 片 化 、末 端 ビオ チ ン標 識 化 、ハ イブ リダ イゼ ー シ ョンは 、Affymetrix

社GeneChip Pseudomonas aeruginosa genome array expressiom protocol

(http://www.aifmetrlx.com/suort/techlnlcal/manuals.affx) (Affymetrix)に 従 っ て

行 な っ た。各 段 階 終 了 時 に 、サ ンプ ル をそ れ ぞ れAgilent 2100 Bioanalyzerに より電

気 泳 動 して確 認 操 作 を行 な った 。全 遺 伝 子 の 発 現 解 析 に はR.sphaeroidesの 全 遺 伝

子 を含 め5,355 features (4,292 ORFs,47rRNA,394 intergenic regions)を カバ ー す る

高 密 度 オ リゴヌクレオ チ ドDNAマ イクロア レイで あ る 児sphaeroides Gene Chip (Pappas

etal., 2004)を 使 用 した。この うち 、intergenic regionsと は 、R.sphaeroidesの 使 用 コド

ン を元 にゲ ノム情 報 の 注 釈 修 正 を行 な った 結 果 、ORFが 見 出 され な か っ たもの で ある。

現 在 さらな る解 析 が 進 め られ て お り、一 部 に は 遺 伝 子 が 含 まれ て い る可 能 性 もあるた

め 、GeneChipの 解 析 にも使 用 され て い る.

GeneChipの デ ー タ解 析 に はRobust Multi-Array Analysis (RMA) with quantile

normaliZation
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(http://www.stat.berkley.edu/users/bolstad/RMAExpress/RMAExpress.html)

(Irizarry et al.,2003)とGeneSpring 4.2 software package(Silicon Genetics)を 使 用 し

た 。塩 ス トレスを か けて い な い コン トロー ル の デ ー タはPappasら(Pappas et al.,2004)

のデ ータ計3連 も合 わせ て使 用 し、計4連 で行 なった。一 方 、塩 ストレスを誘 導 したデ
ー タは各 々計2連 で行 なった

。

測 定 結果 は 、Fold changeを 用 いて発 現 量 比 を評 価 した。Fold changeの 値 は塩 スト

レスサ ンプル の蛍 光 値(a)が コントロー ル サンプル の蛍 光 値(b)大 きい(塩 ストレス

により発 現 量 が増 加 した)場 合 はa/bと し、逆 に小 さい(塩 ストレスにより発 現 量 が減

少 した)場 合 は-(b/a)と す る。

さらに 、本 研 究 で はcrt (critical coefficient)を 用 い て信 用 性 の 乏 しいデ ー タを排 除

して評 価 を行 なった。ここでcrtの 定 義 、ならび に概 要 を解 説 す る(Fig.7-3)。 なお 、

ここで は 同 じ条 件(ス トレス強 度 、ストレス誘 導 時 間)で 行 なったサ ンプル であることを

比 較 の 前提 とす る。crtは 、i連 で行 なったサンプル のうち、塩 ストレスを誘 導 していない

コントロー ル サ ンプル の シグナ ル の最 大値 を(b
i)max、 塩 ストレスを誘 導 したサ ンプル

のシグナル の最 小値 を(a i)minと す ると、(ai)min/(bi)max(た だ しai>bi)で 定義 され

る(Fig.7-3A)。Fig.7-3Bの 例 にもあるように、crtの 値 が高 けれ ば 高 いほ どデ ー タの

信 用 性 が 高くなり、逆 にcrtの 値 が1.0以 下 のもの は信 用性 に乏 しい と判 断 することが

できる係 数 である。

今 回 はcrtが1.15以 上 の もの の み を各 サ ンプ ル の 解 析 デ ー タとして 採 用 した 。一 方 、

各 回 のold changeに も解 析 の た め の 下 限 値 を 設 定 した。そ の 結 果 、Mild-salt stress

に つ い て はcrt≧1.15か つFold change≧1.5、Strong-salt stressに つ い て はcrt≧

1.15か つFold change≧4.0と い う条 件 に適 合 す る約100～200個 の 遺 伝 子 に つ い て

解 析 を 行 な った 。

ま た 、 遺 伝 子 の 注 釈 はBLAST、PSI-BLAST

(htt://WWW.ncbi.nlm.nin.gov/BLAST/index.html)、COG

(htt://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG)、KEGG(http://www.genome.ad.jp/kegg/)、 お

よ びSMART(http://smart.embl-heidelberg.de)を 用 い たOak Ridge National

Laboratoryの 作 成 した 注 釈 に 従 っ て 解 析 した 。
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Fig.7-3 Definition of crt (critical coefficient). Upper bar means average of the sample

data (A). Unreliable case of two replicate data (B). In this case, the average value of a

(salt-stressed) is larger than the average value of b (control), but crt of a 1/b 2 is smaller

than 1.Reliable case by two replicate data (C). In this case, the average value of a

(sait-stressed) is larger than the average value of b (control),and crt of a 1/b 2 is also

larger than 1 (C).
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7.3結 果

7.3.1サ ンプ ル 調 製

Strong-salt stress、 お よびMild-salt stressの サ ン プ ル 共 に 同 じ 手 順 で 調 製 した た め 、

ここで はStrong-salt stress 7 min、45 minの サ ン プ ル の み デ ー タを 示 す 。

RNeasy kitに より抽 出 したRNAはDNase処 理 を充 分 に行 な い 、電 気 泳 動 、

RT-PCRに よりゲ ノムDNAの 混 入 がないこと、吸 光 度 測 定 によりタンパ ク質 の混 入 がな

いことを確 認 した(data not shown)。

抽 出 したRNAは 逆 転 写酵 素 を用 いてcDNA合 成 した。cDNA溶 液 は残 留RNAを

変 性 させ た後 、スピンカラムを用 いて精 製 、回 収 した。ここでBioanalyzerに よる電 気 泳

動 により、500base前 後 に検 出され る残 留RNA(主 に16S, 23S ribosomal RNAに 由来

す る)の バ ンドがない ことを確 認 した(Fig.7-4 Blue line)。Bioanalyzerに よる電 気 泳

動 は 、横 軸 が 泳 動 時 間 を表 わ し、低 分 子 のもの ほど先 に検 出 され る。縦 軸 はバ ンドの

濃 淡 を表 わす 。

精 製 したcDNAはDNaseに より断 片 化 した。その結 果 、電 気泳 動 により目的 とす る

50-200 base程 度 に断 片 化 され ていることを確 認 した(Fig.7-4 Orange line)。 最 後 に、

断 片 化 したcDNAの 末 端 をBiotin-ddUTP標 識 した。一般 的 には標 識 化 によって、断

片 サ イズが90%以 上 増 加 す る。Bioanalyzerに よる電 気 泳 動 により、標 識 化 したものは

断 片 化 したcDNAよ りサ イズが 大 きくなっていることが確 認 され 、予 定通 り標 識 化 され て

いると判 断 した(Fig.7-4 Red line)。
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Fig. 7-4 Preparation of microarray sample, synthesized cDNA (Blue line) ,
Fragmentated cDNA  (Orange line), and Labelled cDNA fragment (Red line) of
Strong-salt  stress 7  min (A) and Strong-salt stress 45 min sample (B). Base size
determined  by Ladder marker (Purple line) is indicated under the panels.
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7.3.2解 析 結 果 の概 要

R. sphaeroidesに 含 まれ る5,355features (genes and intergenic regions)に 関 して 塩

ス トレス に応 答 す る遺 伝 子 の 網 羅 的 発 現 解 析 を行 な った 。この うち計2回 の ア レイの 解

析 結 果 の 再 現 性 を 示 す 相 関 係 数(correlation coefficient)の 値 は 完 全 に 一 致 した 時

の 値 で ある1.0に ほ ぼ 近 く、大 変 良 好 で あっ た(Table7-2) 。そ の た め 、一 般 的 に は ア

レイの 解 析 サ ンプ ル 数 は3連 で 行 な うが 、この 結 果 を受 けて 塩 ス トレス サ ンプ ル に 関 し

て は 計2連 で 解 析 を進 め る事 に した 。

当 初 は ス トレス強 度 に 関 係 な くcrt≧1.15か つFold change≧1.5の 条 件 で 解 析 す る

予 定 だ った が 、Strong-salt stressに 関 して 、1,000以 上 の 遺 伝 子(intergenic regions

を 除 く)の 発 現 量 変 化 が 認 め られ て解 析 が 困 難 に なっ たた め 、同 条 件 に 関 して はcrt

≧1.15、Fold change≧4.0の 条 件 で 解 析 を行 な った 。

そ の 結 果 、NaClス トレス誘 導 後7minに お い て145遺 伝 子(intergenic regionsを 除

く)が 発 現 変 化 した 。この うち128遺 伝 子 が 増 加 して 、17遺 伝 子 が 減 少 してい ることが

明 らか に な った 。一 方 、NaClス トレス誘 導 後45 minに お い て140遺 伝 子(intergenic

regionsを 除 く)が 発 現 変 化 した 。この うち61遺 伝 子 が増 加 して 、79遺 伝 子 が減 少 して

い ることが 明 らか にな った(Table7-2)。

一 方
、Mild-salt stressに つ い て は 当 初 のcrt≧1.15、Fold change≧1.5の 条 件 で 解

析 を 行 な った 。そ の 結 果 、NaClス トレス誘 導 後7minに お い て156遺 伝 子(intergenic

regionsを 除 く)が 発 現 変 化 した。この うち138遺 伝 子 が 増 加 して 、18遺 伝 子 が 減 少 し

て い ることが 明 らか に な った 。一 方 、NaClス トレス誘 導 後45 minに お い て122遺 伝 子

(intergenic regionsを 除 く)が 発 現 変 化 した。この うち72遺 伝 子 が 増 加 して 、50遺 伝 子

が 減 少 して い ることが 明 らか にな った(Table7-2) 。
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Table 7-2 Correlation coefficient between two replicate, and number of genes that

passed under fbld change≧1.5 and crt≧1.15 cut off under Mild-salt stress conditions,

and fbld change≧4.O and crt≧1.15 cut off under Strong-salt stress conditions.

Intergenic regions are counted out in this number

7.3.3 各 条 件 にお ける解 析 結 果

本 項 で は 各 サ ンプル にお い て特 徴 的 な挙 動 を示 した遺 伝 子 群 に 関 して述 べ る。そ

れ らの解 釈 に 関 しては 次 項 で詳 細 に考 察 す る。なお 、Table7-3～7-5に は 、解 析 条

件 を満 たした遺 伝 子 のうち、各 条件 下 で高 い発 現 量 変 動(Fold changeを 指標 として)

が見 出され た上位15遺 伝 子 のFold change、crtの 値 、お よび塩 基 配 列 を元 にした注

釈 を記 す 。

また 、本 解 析 結 果 をSupplementary Table1～4と して章 末 に添 付 す る。

(1)Mild-salt 7 min(Table7-3)

UDP-3-O-acyl-N-acetylglucosamine deacetylase(lPxA)(RSP2115-2116)、 の 発 現

量 が 最 も顕 著 に増 加 して い ることが 明 らか にな っ た。また 、オ ペ ロンを形 成 して い るか 、

相 互 に機 能 して い ると考 えられ るRSP1941-1944の 遺 伝 子 群 の 発 現 量 が 増 加 してい る

ことが 明 らか に な った 。これ らの 機 能 が 明 らか で は な い もの のsulfate transferに 関 与 し

て い る こ とが 示 唆 さ れ る 。ま た 、Periplasmic sulfate/thiosulfate binding proteins

(RSP3696-3699)やSulfate/molybdenum transport system(RSP3859-3861)の 発 現 量

も上 昇 して い るた め 、S化 合 物 の 転 移 や 輸 送 が 活 発 に 変 動 して い ることが 示 唆 され る。

一 方
、sugar transport system (RSP3701-3705)やpolyamine/opine transporter

(RSP1883-1884, 1886)、spermidine/putrescine-binding peroplasmic protein

(RSPO161)の 発 現 量 が 上 昇 して い ることも明 らか にな っ た 。これ らの 遺 伝 子 群 は ス トレ

ス誘 導 後45 minに な ると発 現 量 が 減 少 した。一 方 、発 現 量 が減 少 した遺 伝 子 は 数 的

に も少 な く、45 minで も継 続 して減 少 が 観 察 され たSec-dependent protein(RSP3102)

91



やRibosomal protein L33(RSP1887)な どが見 出され たが、一 部 代謝 に 関連 する遺 伝

子 の 変動 以外 で特 徴 的 なもの は見 られなか った。

(2)Mild-salt 45 min(Table7-4)

代 表 的 な 適 合 溶 質 の 輸 送 シ ス テ ム で あ るProline/glycine betaine ABC-type

transport systems(RSP3058-3059)、Choline-glycine betaine transporter(RSP3080) 、

さら に は 本 菌 の 適 合 溶 質 として 知 られ て い るトレハ ロー ス合 成 遺 伝 子(otsA,otsB)

(RSP0948-0949)の 発 現 量 上 昇 が 見 出 され た 。また 、sspAの 発 現 量 上 昇 も観 察 され た 。

これ らの 遺 伝 子 は ス トレス誘 導 後7minに お い て も発 現 量 の 上 昇 が 見 出 され 、45min

に お い て さら に 発 現 量 が 増 加 して い た 。さらに 、bchC(RSP0263)、crtI(RSP0271)、

bchG(RSP0279)、bchF(RSP0284)と い った 光 合 成 関 連 遺 伝 子 の 発 現 量 が 増 加 して い

た 。一 方 、多 数 の 鞭 毛 、化 学 遊 走 関 連 遺 伝 子(計45遺 伝 子)の 発 現 量 が 減 少 して い

ることが観察された。

(3)Strong-salt 7min(Table7-5)

本 条 件 で 注 目す べ きもの は 、多 数 のTranscriptional regulatorの 発 現 量 上 昇 で あっ

た(23種)。 一 般 的 に ス トレス を受 け た 時 に 発 現 量 が 増 加 す ることが 知 られ て い る

phage integrase(RSP0217)やPeriplasmic sugar binding protein(RSP0989-0990)の 発

現 量 上 昇 が観 察 され た が 、塩 ストレスとの 関 連 性 を 示 す の は 難 しい と考 えた 。 既 知 の

塩 ス トレ ス 関 連 遺 伝 子 で は 、グ ル タミン 酸 の 生 合 成 に 寄 与 し て い る と思 わ れ る

NADPH-dependent glutamate synthase(RSP0189)の 発 現 量 上 昇 が 観 察 され た。一 方 、

発 現 量 が 減 少 した 遺 伝 子 は 、鞭 毛 関 連 遺 伝 子(RSP0051-0052,0083)、Ribosomal

protein S7(RSP1709)な どが 見 出 され た が 、Mild-salt条 件 と比 較 して 大 きな 変 化 は 観

察 され なかった。

(4)Strong-salt 45min(Table7-6)

Mild-salt 45minで 発 現 量 の 増 加 が 観 察 され た 塩 ス トレ ス 関 連 遺 伝 子

(RSP3057-3059,RSP0948-0949,RSP0753)の 発 現 量 がより顕 著 になることが 明らか に

なった。sspAも この 中に含 まれ ていた。これ らの遺 伝 子 はMild-salt条 件 と同様 に誘 導

後7minに お い ても発現 量 の増加 が見 出され 、45minに お いてさらに発 現 量 が増 加 し

ていた。一 方 、Mild-salt条 件 で高 発 現 していた 光合 成 関連 遺 伝 子 の発 現 量 は上 記 の

遺 伝 子 と比 べ るとそ れ ほ ど増 加 していなか った。一 方 、Mild-salt条 件 と同様 に多 数 の

鞭 毛/化 学 遊 走 関 連 遺 伝 子(計37遺 伝 子)の 発 現 量 が 減 少 して い た 。

C4-dicarboxylate transporter(RSP0910-0912)の 減 少 が 目立 った以 外 は 、Mild-salt

条件と比較して大きな変化は観察されなかった。
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Table. 7-7 Gene classification and its colors displayed in Table 7-3 , 7-4, 7-5, 7-6, and

Supplementary Table1-4

7.3,4NaC1ス トレス関 連 遺 伝 子(Table7-7)

(1)K+の 取 り込 み とグル タミン酸 合 成

塩 ストレスに応 答 しては じめ に生 体 内 で 見 出 され るの が 、K+の 外 界 か らの 取 り込 み

である。しかし、Mild/Strong-salt 共 に発 現 量変 化 が観 察され なか った。一 方 、K+の 対

イオ ンとして体 内 で合 成 され ることが知 られ ているグル タミン酸 の合 成 遺伝 子 の発 現 量

変化 も観 察 されなか った。

(2)適 合 溶 質 トランスポ ー ター(Glycine betaine/Proiine)

生 物 は 外 界 に 適 合 溶 質 とす ることが で きる物 質 が 存 在 す るときは 、い くつ か の トラン

スポ ー ター を介 して の そ の 輸 送 を 行 な っ て い る。今 回 の 解 析 で 発 現 量 が 増 加 してい た

トラ ン ス ポ ー タ ー がProline/glycine betaine ABC-type transport systems

(RSP3057-3059)とCholine-glycine betaine transporter(RSP3080)で あ る。特 に 、

Proline/glycine betaine ABC-type transport systemsはStrong-salt7min/45minに

お い て 、全 遺 伝 子 の 中 で 最 も発 現 量 が 増 加 して い ることが 見 出 され た 。
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(3)ト レハ ロース合 成 遺 伝 子

本 菌 は トレハ ロー スを適 合 溶 質 として蓄 積 す ることにより、塩 ストレスに適 応 している

ことが知 られ ている。トレハ ロース合成 に 関与 す る遺 伝 子 として、Mild/Strong-saltの い

ず れ にお い てもotsA、 otsB遺 伝 子 の発 現 量 が増加 していることが 明らか になった。特

に、7minよ りも45minに お いてさらに発 現 量 が増 加 してい た。OtsA-OtsB経 路 は本

菌 にお けるトレハ ロー スの主 要 生 合 成 経 路 として知 られ ている。一 方 、サブ の経 路 と考

えられてい るTreY-TreZ経 路 の遺 伝 子 に関 しては 、ほ とんど発 現 量 が変 化 していなか

った。さらに 、トレハ ロースの合 成 系お よび 分 解 系 にも働 くことが 示 唆 され ているTreS

経 路 の遺 伝 子 は、特 にStrong-saltで 発 現 が増 加 していることが 明 らか になった。

(4) sspA遺 伝 子

本 論 文 で解 析 を進 めてきたsspA遺 伝 子 はMild/Strong saltの いず れ にお いても、

発 現 量 が増加 していることが 明 らか になった。また 、otsA、 otsBと 同様 に 、7minよ りも

45minに お いてさらに発 現 量 が増加 していた。一 方 、sspA遺 伝 子 の遺 伝 子座 にお け

る周 辺 遺 伝 子 の発 現 量 は ほ とん ど変 化 してい なか った。さらに、SspAと 同じ局在 を示

す 外 膜 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 に 関 し て も 、Mild-salt 7 minに お い て

UDP-3-O-acyl-N-acetylglucosamine deacetylase (lpxA) (RSP2115-2116) の発現量

が大きく増加している以外は 目立った発現量変化は見出されなかった。
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