
7.4考 察

本 章 ではDNAマ イクロアレイを用 い て、R. sPhaeroidesの 塩 ストレスに対 す る遺 伝 子

発 現 解 析 を行 なった。本 研 究 で は塩 ストレス強 度 と塩 ストレス誘 導 時 間 を注 意 して 実

験 条 件 を設 定 した。

この うち 、塩 ストレス強 度 に 関 して は 、0.25%(Mild-salt)と1.5%(Strong-salt)と い う

異 な るス トレス 強 度 を 選 択 して そ れ ぞ れ 比 較 解 析 す る事 に した 。しか し、Strong-salt

に つ い て は 、通 常 使 用 す るcrt≧1.15か つFold change≧1.5の 条 件 を適 応 した ところ、

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 に 困

難 が 生 じる結 果 となっ た 。そ の 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 。ア レイの 実 験 ・解 析 条 件 が 異 なるの で 一 概 に は 比 較 で きな

い が 、E. coliに お い て 、0.4M(2.4%)NaClを9min誘 導 した 条 件(Fold change≧1 .5)

で152遺 伝 子 が 変 動 し(Weber et al., 2002)、Synechocystisに お い て 、0.5M(2.9%)

NaClを30min誘 導 した 条 件(Fold change≧2.0)で357遺 伝 子 が 変 動 した 結 果

(Kanesaki et al., 2002)と 比 較 す ると、R9 sPhaeroidesは これ らの種 に 比 べ てNaClに 対

す る遺 伝 子 発 現 感 受 性 が 強 い 株 で あ ることが 示 唆 され た 。一 方 、ス トレスの 誘 導 時 間

に 関 して は 、7minに お い てNaClを 感 知 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 時 間 設 定 を行 なっ た。

以 上 の ストレス強 度 と誘 導 時 間 の2つ の 因 子 を組 み 合 わ せ て解 析 した 結 果 、

Mild-saltとStrong-saltで 共 に発 現 量 が変 化 している遺 伝 子 は 、7minで12遺 伝 子 、

45minで53遺 伝 子 と大 きく数 が 異なることが 明 らか になった。このうち、7minに お ける

12遺 伝 子 はす べ て発 現 量 が増 加 していた。一 方 、45minに お い ては 、9遺 伝 子 の発

現 量 が増 加 してお り、44遺 伝 子 の発 現 量 が減 少 していた(Fig. 7-5)。

また、Mild-saltで は発 現 量 が減 少 しているもの のStrong-saltで は上 昇 しているもの 、

逆 にMild-saltで は 発 現 量 が増 加 しているもののStrong-saltで は減 少 しているもの 、

言 い換 えれ ば 、発 現 のミスマ ッチ を起 こしている遺 伝 子 は7minに お いては24遺 伝 子

が 存在 し、45minに お いては 全 く存 在 しない事 が明 らか になった。以 上 の結 果 か ら、ス

トレスの信 号伝 達 に関 す る遺 伝 子 群(7min)は 、強 度 により異 なるもの が働 いてい る

が 、ストレスに適 応 す る遺 伝 子 群(45min)は 強 度 に依 らず 同 じもの が働 い ている可

能 性 が 示唆 され た。
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Salt-stress inducible genes(7min)

Salt-stress inducibie genes(45min) Salt-stress repressible genes(45min)

Fig. 7-5Categorization of salt-stress regulated genes. Each of the two overlapping

circles in A, Band C includes genes whose expression was altered by Mild-salt stress

or Strong-salt stress. The overlapping regions of the circles include those genes whose

expression was affbcted by both Mild-salt stress and Strong-salt stress. (A)Salt-stress

inducible genes(7min). (B)Salt-stress inducible genes(45min). (C)Salt-stress

repressible genes(7min). No genes were identified whose expression was repressed by

both Mild-salt stress 7 min and Strong-salt stress 7 min.
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第 一 に 、信 号 伝 達 に 関 与 す ると考 え られ る遺 伝 子 群 に つ い て 考 察 す る。塩 ス トレス

の セ ン サ ー 遺 伝 子 として 、6章 で も探 索 を 行 な っ たHistidine kinases(Hiks)や

Response regulator(RR)が 候 補 として 挙 げ られ るが 、Strong-salt 7 minに お い て計23

種 もの発 現 量 変 化 が認 め られ 、どの 因 子 が塩 ストレスに対 してセ ンサ ー の機 能 を有 し

ているのか を同 定 することは できなか った。一 方 、Mild-saltに お いて解 析 条 件 を満 た

していたの は 、RSP2171とRSP3511の2種 の み であった。ただ し、そ の発 現 量 は他 の

変動遺伝子に比べると大きく増加しておらず、周辺の遺伝子や相同性からも機能が類

推できなかった。今後はこれらの破壊株を作製することによって、NaClに 対する感 受

性 を観 察することにより、塩ストレスのセンサーとして機能しているかどうかを解析する

ことが 可能 で あると考えられ る。また、6章 で破 壊 株 を作 製 した2種 の遺 伝 子RSPhik1

(RsP3219)、RsPhik2(RsP3240)は ほとん ど発 現 量 が変 化 していなかった。その ため 、

そ れ らが 実 際 には塩 ストレス条 件 下 で発 現 していな い可 能 性 や 、それ 以 前 に塩 ストレ

ス特異的に発現するHiksやRRの 発現量変化 自体を捉えるのが難 しい可能性も示唆

され、今後別のアプローチから解析することもあわせて検討することにより、より明確に

解明していくことが可能になると考えられる。

第二に、ストレス適応に関与すると考えられる遺伝子群について考察する。今回の

解析結果から、これまでに塩ストレスとの関連が知られている遺伝子との関連で興味

深い知見が多数得られたので、それらを含めて議論を進めたい。1章 で述べたように、

細 菌 の塩 ストレスに対 す る最 初 の応 答 は 、細 胞 内へ のK+の 蓄 積 とそれ に対 応 す るグ

ル タミン酸 の蓄 積 である(Csonka and Epstein , 1996)。 今 回 の結 果 にお いて 、K+輸 送

系(RSP1265-1269)や グル タミン合 成 酵 素(RSPO189,RSP2603,RSP1146,RSP1148)

に 関す る遺 伝 子 は発 現 量 が 変 化 して いないか 、あるい は減 少 していることが明 らか に

なった(Table7-7)。 同様 の知 見 はEooliの アレイ解 析(2.4%NaCl stress/8min)に

お いても報 告 され ている(Weber et al., 2002)。K+の 蓄 積 や グル タミン酸 生 合成 はスト

レスを感受して数秒以内に起こることが知られており、塩ストレスを誘導したと同時にこ

れらの発現上昇が起こり、アレイやノーザンで解析するときには既に発現が抑制されて

いる可能性も充分考えられる。そのため、塩ストレスを誘導後7min後 の時点で蓄積 さ

れているタンパク質や酵素活性、K+やグルタミン酸の濃度 について生化学的な解析を

進 めることによってこの仮説を検証し、メカニズムの解明に結びつけることが考えられ

る。

これ以降は、マイクロアレイによる解析においても塩ストレスに応答して発現量が増

加 していた既知の塩ストレス応答遺伝子に関する解析結果についてそれぞれ詳細に

考察する。

適 合 溶 質 トラン ス ポ ー ター の 中 で 最 も顕 著 に 発 現 量 が 増 加 して い た 遺 伝 子 群 は

Proline/Glycine betaine ABC-type transport system(RSP3057-3059)で あ った。また 、

この 遺 伝 子 群 はStrong-salt7min/45minで は 全 遺 伝 子 の 中 で 最 も発 現 量 が 増 加 して
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お り、Mild-saltで も同 様 に 高 い 発 現 量 の 増 加 を示 してい た。この 遺 伝 子 群 は 同 じくグ

ラム 陰 性 細 菌 で あ るE. coliやSalmonella typhimurium(S. typhimurium)のProU

(ProVWX)と 極 め て 高 い 相 同 性 を 有 して い るが 明 らか に な った 。E. coliの ア レイ解 析

に お い てもProUは 発 現 量 が増 加 して いる知 見 が報 告 され て いる(Weber et al.,

2002)。ProUは 、ABC(ATP-binding cassette)タ イプ の構 造か らなる、基 質 特 異性 の

広 い適 合 溶 質 トランスポ ー ター である。また、低 浸 透 圧 培 地 で培 養 した細 胞 にお いて 、

浸 透 圧 上 昇 によって活性 化 され ることが報 告 され ている。E. coliに お い ては、低 浸 透

圧 時 にのみ プ ロリン等 の物 質 輸 送 をしているPutP、 プロリンや グリシンベ タイン、さらに

は エクトインなど多 様 な基 質輸 送 を仲 介 しているProP、 グリシンベ タインや プ ロリンベ タ

インに対 す る親 和性 が非 常 に高 いProU、 コリンに対 す る親 和 性 が高 いBetT(一 部 の

E. coli株 はBetTを 持 たない)の4種 の適 合 溶 質 トランスポー ター が存 在 す る(1章 参

照)。 このうち、ProP、ProUが 浸透 圧 上昇 に伴 い発 現誘 導 されることが報 告 され てお り

(Csonka and Epstein, 1996)、 外 界 か らの適 合 溶 質輸 送 の 中枢 を担 っていることが 明ら

か になっている。一 方 、R. sphaeroldesに はProPと 相 同性 の 高い遺 伝 子 がゲノム配 列

中 に見 出され ず 、そ の代 わ りProUと 高 い相 同性 のある配 列 が2種 類(RSP3057-3059,

RSP2179-2181)見 出され た。この うち 、RSP3057-3059は 塩 ストレスによって発 現 量 が

増 加 したもの の、RSP2179-2181の 発 現 量 はほとんど変 化 していなかった。そ のため 、

R. sphaeroidesはE. coliとは異 なる適 合 溶 質 輸 送 システムを有 している可能 性 が 考え

られ る。また 、R. sphaeroidesの ゲ ノム配 列 中 に はBetTと 相 同 性 の 高 い 遺 伝 子

(RSP3080)も 見 出され 、ProU同 様 に発 現 量 が増 加 していることが 見 出 され た。なお 、

E. coliに お いては 、ProUを 破 壊 してもProPやBetTが 相 補 して輸 送 システムとして働

くため、ProU単 独 の破 壊 で はglycine betaineを はじめ外 界 か らの適 合 溶 質 輸 送能 が

停 止 す ることはない ことが 報 告 されてい る(Lucht et al., 1994;Culham et al.,2001)。 し

か し、ProPとProUの 両 方 を破 壊 す ると適 合溶 質 の蓄積 が減 少 し、高 浸透 圧 環 境 下で

生 育 が 大 きく低 下 することが知 られ ている(Haardt et al, 1995)。 現在 、当研 究室 にお

いてRSP3058-3059やRSP3080の 遺 伝 子 破 壊株 の作 製 を進 めているが 、これ らの遺

伝 子 をシングル で破 壊 しても塩 ストレスに対 して感 受性 を示 さないことも予 測 され る。そ

のため、それぞれのトランスポーターに対して、各適合溶質に対する親和性の評価や

複数遺伝子破壊株の作製を組み合わせて試みることにより、本菌における外界由来

の適合溶質輸送機構を解明することが可能になるのではないかと考えられる。

一 方
、R. sphaeroidesが 適 合 溶 質 として 蓄 積 す ることが 知 られ て い るトレハ ロー ス

(Xu et al., 1998)の 生 合 成 に 関 与 す る遺 伝 子(otsA-otsB, treY-treZ, treS)と して は 、

otsA、otsBの 発 現 量 が 最 も増 加 して い ることが 明 らか に な った 。OtsA-OtsB経 路 を破

壊 した株 は 、塩 ストレス環 境 下 の 生 育 、菌 体 内 トレハ ロース蓄積 量 も大 きく減 少 す るこ

とか ら(Makihara et al., submitted)、 これ らの遺伝 子 が実 際 に発 現 していることも今 回

の 実験 で明 らか になった。E. coliも 外 界 に適 合溶 質 が存在 しない条 件 でトレハ ロー ス
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を生 合 成 す ることが報 告 され てい るが 、R. Sphaeroidesの ように、3経 路 を有 してお らず 、

OtsA-OtsB経 路 のみ を使 ってトレハ ロースを生合 成 している(Kassen etal. , 1992)。

また、E. coliの アレイ解 析 にお いてもotsA、otsBの 発 現 量 は塩 ストレスにより増 加 して

お り(Weber et al., 2002)、 トレハ ロース生 合 成 が塩 ストレスに対 して重 要な役 割 を果 た

していることが示 唆 され る。一 方 、R.Sphaeroidesに お い て第 二 のトレハ ロース合 成 経

路 として働 いている可能 性 のあるtreY、treZ遺 伝 子 は今 回の 条件 で は発 現 量 が変 化

していなか った。また 、トレハ ロース分 解 経 路 とも推 測 され ているtreS遺 伝 子 の発 現 量

はStrong-salt 45minに お いて増加 していたが 、他 の条 件 で はほとん ど変 化 していな

かった。しか し、otsA、otsB遺 伝 子 以 外 のデ ー タのcrtが 低 いため 、あくまで 参考 として、

今 後 は ノー ザ ン等 で 各 破 壊 株 の発 現 量 変 化 を通 して 、各経 路 の相 関 を解 析 していく

必 要 があると考 える。

本研 究 の 中 心 であるsspAは 、今 回行 なったいず れ 条 件 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(Fig. 7-6)。 また、otsA、otsBと 同様 に、7minよ りも45

minに お い てさらに発 現 量 が増 加 していた。この事 か ら、sspAは 塩 ストレスを感 知 す る

遺 伝 子 で はな く、ストレスに適 応 す る段 階 で 発 現 す る遺伝 子 であると考 えられ る。また 、

Mild-salt 45minで は 全 遺伝 子 中15番 目、Strong-salt 45minで は全 遺伝 子 中8番

目に発 現 量 が上 昇 していることか ら、全 遺 伝 子 の 中 でも発 現 量 上 昇 が大 きい 遺 伝 子

の一 つ であることが見 出され た。以 上 の結 果 か ら、sspAが 全 遺伝 子 の発 現 量 と比 較 し

ても塩 ストレス応 答 にお い て重 要 な役 割 を果 た してい る可 能 性 が 強 く示 唆 され た。一

方 、遺 伝 子 座 にお ける周 辺 遺 伝 子 は 、Mild-salt、Strong-saltの いず れ の条 件 にお い

ても大 きな発 現 量 増 加 は 見られ なかった(Fig. 7-6).

同じ局 在 を示 す 外 膜 関連 遺 伝 子 に関 しては 、リポ多 糖(LPS)の コアであるリピドA

を生 合 成 す る遺伝 子 であるUDP-3-O-acyl-N-acetylglucosamine deacetylase (lpxA)

の発 現 量 上昇 がMild-salt 7minで 顕 著 に観 察され た以 外 は 目立 ったもの は見 出され

なか った。その ため 、sspAは 他 の遺伝 子 と共 発 現 して機 能 したり、他 の 外膜 タンパ ク質

と共 に塩 ストレス条件 下 で機 能 してい る可能 性 が低 いことが今 回 の結 果 か ら考 察 され

た。
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Fig.7-6 Expression patterns of sspA and its neighboring genes in response to

Mild-salt stress (A) and Strong-salt stress (B).
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発 現 量 が減 少 してい る遺 伝 子 に関 して は 、塩 ストレスに応 答 して多 数 の鞭 毛/化 学

遊 走 関連 遺伝 子 の発 現 量 が減 少 してい ることが明 らか になった。E.coliに お いて 、高

塩 濃 度 環 境 は鞭 毛 の 生合 成 を阻 害 す ることが 報告 がなされている(Li et al.,1993)。

また 、S.melilotiに お いても同様 の 報 告 され ている(Ruberg et al.,2003)。

Stong-salt 45 minお よびMild-salt 45minの い ず れ に お い ても、特 徴 的 に 発 現 量 の

減 少 が 見 出 され た の が 、Dicarboxylate-binding periplasmic protein(RSP0910)、 お よび

そ の 制 御 因 子(RSP0911-0912)で ある。R. sphaeroldesの 近 縁 種 で あ るRhodobacter

capsulatusに お い て これ らの 遺 伝 子 を破 壊 す ると、好 気 暗 条 件 に お い て リンゴ 酸 、コハ

ク酸 、フ マ ル 酸 の 輸 送 が で き な くな り、生 育 不 良 を 起 こす こ とが 報 告 され て い る

(Hamblin et al., 1993)。 この ことか ら、塩 ス トレスが 鞭 毛 や 化 学 遊 走 とい った 空 間 移 動

の み な らず 、基 礎 代 謝 にも影 響 を及 ぼ して い る可 能 性 が 考 えられ る。

上 記 の遺 伝 子 以 外 で 、発 現 量 が大 きく減 少 している遺 伝 子 としてSec-independent

protein translocase tatA(RSP3102)が 挙 げ られる。グラム陰性 細 菌 のペ リプラズムタン

パ ク質 の 大 部 分 はN末 端 の シグナル 配 列 切 断 により内膜 を透 過 するSec-systemに よ

り輸 送 され ることが知 られ ている(Pugsley,1993)。 しか し、一部 のタンパ ク質 はこの経

路 で はなくTat (twin-arginine translocation)-systemと いう特 別 な経 路 を使 って 内膜 を

透 過 す ることが 報 告 され ている(Berks, 1996)。 この経 路 を使 って輸 送 され るものとし

て 、E. coliのformate dehydrogenase-Oが 知 られ ているが(Benoit et al.,1988)、 この

遺 伝 子 と相 同性 の 高いRSP0513の 発 現 量 が特 にMild-salt 7 minで 減 少 していること

か ら、これ はTatAの 発 現 量の 減 少 による影 響 だと考えられ る。tat遺 伝 子 の破 壊 により

一 部 のタンパ ク質 の 輸 送 が不 可能 になり
、外 膜 を含 めた膜構 造 に大 きな影 響 が生 じる

との報 告 もなされ てい る(Stanley et al.,2001)。 この遺伝 子 はStrong-saltで はそれ ほ

ど発 現 量 が減 少 してお らず 、塩 ストレス応 答 に関与 してい る知 見 もこれ まで に報 告 され

ていな い。そ の ため 、今 後 さらなる解 析 を行 なうことにより、塩 ストレスとの 関連 性 が期

待 される。

一 方
、Mild-salt 45minに お い て 、Periplasmic binding ABC-type transporter

protein(RSP2663)の 発 現 量 が 減 少 して い るの が 観 察 され た 。この 遺 伝 子 はBrucella

mehtenslsのTrehalose/maltose binding proteinを コー ドす る遺 伝 子 と23%の 相 同性 が

見 出 され た 。同 条 件 に お い て 、トレハ ロー ス合 成 遺 伝 子 で あ るotsA、otsBの 発 現 量 が

大 きく増 加 して い る。そ の た め 、細 胞 質 で トレハ ロー ス の 生 合 成 が 進 行 して い るの を踏

まえ て 、外 界 か らの 取 り込 み を制 御 す る機 構 として この 遺 伝 子 の 発 現 が 抑 制 され て い

る可 能 性 も推 測 され 、大 変 興 味 深 い 知 見 で あると言 え る。

以上、本章における解析により、R.Sphaeroidesの 塩ストレス応答 に関する知見を多

数得ることに成功した。このうち、全遺伝子の中でのsspAの 発現量、発現 時間も含め

た位 置付けを決定できたのは最も大きな成果であると言える。今回の解析は嫌気光合

成条件のみで解析を行なったが、sspA遺 伝子破壊株 がいくつかの表 現型を示した好
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気条件でも解析を行なうことにより、酸素の有無も含めたsspAの 発現量変動や機能 に

関する情報が得られることが期待される。さらに、塩ストレス条件下で野生株とsspA遺

伝子破壊株 の遺伝 子レベルでの発現解析を行なうことにより、5章 で解 析したタンパク

質 レベルでの発現変動情報と比較解析を行なうことが可能である。これにより、SspAの

生体 内機能の解 明に結びつ けることができるのではないかと考えられる。
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