
8章 総合考察

生物がいかに塩ストレスを感知し適応するのかというテーマで、細菌のみならず酵

母、高等植物などで古くから広汎な研究がなされてきた。生命科学における研究分野

はポストゲノム時代に突入し、DNAマ イクロアレイを利用した体系的、網羅的な遺伝子

発現研究や二次元電気泳動や質量分析計を利用したプロテオーム研究、さらにはバ

イオインフォマティクスの進展に至るまで、分子レベルで解析可能な技術開発が活発

に行なわれている。しかし、複雑な塩ストレス応答機構の大部分は明らかになつていな

い。現段階ではゲノム情報の注釈が充分なされていなく、発現量に変動が見られた遺

伝子やタンパク質の大部分がhypothetical proteinで あることが挙げられる。そのため、

これらの中に塩ストレス応答において重要な役割を担うタンパク質が存在している可能

性も考えられる。

そこで、本研究では、嫌気塩ストレス条件で誘導が見出されたR.sphaeroidesの 機

能未知 タンパク質SspAの 生体 内機能を明らかにすることを目的とした。これにより、細

菌の塩ストレス応答機構に関する新たな知見が得られるのではないかと考えた。

SspAは アミノ酸配 列や 遺伝 子配列 に高い相同性を示すものがなく、配列の中に特

徴的な機能ドメインやモチーフを持つていない。そのため、機能推定の一つの手段と

して、はじめにポリクローナル抗体の作製を行なつた。大腸菌を宿主にして、抗原とな

る組み換えタンパク質を作製することにより、抗原性の高い抗体を取得することに成功

した。

作製 したポリクロー ナル 抗 体 を用 いてSspAの 誘 導 条 件 、お よび局 在 情 報 をウェスタ

ンや 電 子 顕 微 鏡 により解 析 した。興 味 深 いことに、ウェスタンによる誘 導 条 件 解 析 の結

果 、SspAはNaCl、KClと いうイオン性 の塩ストレス条 件 下で特 異 的 に誘 導 合 成 されるこ

とが 明 らか になつた。細 菌 には塩 ストレスに適 応 す るた めに誘 導 合 成 され るい くつか の

ストレスタンパ ク質 の存 在 が 示唆 され ている(e. g. Fulda et al., 1999; Hagemann et al.,

1991; Webb and Sherman, 1994)。 これ らの タンパ ク質 をいくつ かのストレスに対 して誘

導 され るgeneral stress proteinと 、決 まったス トレスに 対 して特 異 的 に誘 導 され る

special stress proteinの2種 類 に大別 す ると(Hagemann et al., 1991)、SspAは 塩 スト

レス条 件 下 で特 異 的 に誘 導 されるspecial stress proteinで ある可能 性 が示 唆 される。
一 方
、局 在 解 析 に 関 しては 、ショ糖 密 度 勾配 法 とウェスタンによる解 析 、お よび 免 疫

電 顕 による解 析 によりSspAは 外 膜 に局在 していることが 明らか になつた。つまり、SspA

は塩 ストレスを直 接 的 に感 受 す る部 位 に局 在 して、何 らかの働 きを担 つていることが 考

えられ る。塩 ストレスを含 めた浸 透 圧 上 昇 に伴 つて誘 導 され る膜 タンパ ク質 としては 、

K+取 り込 み に関わ るKdpABCDや 、適 合溶 質輸 送 に関 与 するProP、ProUな どの 内膜

タンパ ク質 、外 膜 タンパ ク質 であるOmpC、OmpFが 代 表 的 なものとして挙 げ られ る

127



(Csonka and Epstein, 1996) しかし、これらは浸透圧上昇に応じて発現されるものの、

す べ て膜 貫 通 部位 や 基 質 認 識 部 位 を有 していたり、そのうち一部 はオペ ロン形 成 して

機 能 してい ることが知 られ ている 。OmpC、OmpFに 限 れ ば 、これ らは塩 ストレス特 異

的 に合 成 され るタンパ ク質 ではな いことが報 告 され ている(Sleator and Hill, 2001)。

SspAは 特 定 の膜 貫 通 ドメインがなく、またオペ ロンを形 成 している可 能 性も極 めて低

い。そのためSspAは これ まで に報 告 されたことのない機 能 を有 しているタンパ ク質 で

ある可能性が考えられる。

ゲノム情報の注釈が進んでいるE. coli K-12株 のゲノム配列 には、他の生物 との相

同性から外膜に局在すると類推される遺伝子は62種 類存在し、そのうち39種 が膜結

合 ・貫通タンパク質であることが予測されている。上記のOmpC、OmpFや リン酸チャネ

ル形成タンパク質であるPhoE、 マル トース/マルトデキストリンチャネル形成タンパク質

LamBな どを除 いては、機 能 が分 かつていないものが大多数である。同様 に、R.

sphaeroidesに おいても機 能が類推できるものは非常に少ない。さらに、配列の相同性

から機能の類推できたとしても、実際に発現して生体内で機能しているものがどのくら

いあるのかは未だに解析が進んでいない。これは外膜タンパク質を可溶化するのが難

しく、分画も含めSDS-PAGE上 でスポットとして検出するのが難しいという点が原因とし

て挙げられる。現在これらを解決するべく、可溶化のための界面活性剤の組成の検討

(Molloy et al., 2000; Nouwens et  al., 2002) がプロテオミクス解析の発展に伴つて進み

つつあり、近い将来外膜タンパク質に関する新たな知見が得られることが期待される。

これらの外膜タンパク質は細胞質で生合成されるのだが、それらの多くはSecシ ステ

ムを介 して 内膜 を通 過 す る時 に必 要 なシグナル 配 列 をN末 端 に有 している(Manting

et al., 2000)。 この シグナル 配 列 は 内膜 を通過 した後 に切 断 され 、成 熟 タンパ ク質 と

同じアミノ酸 配 列 の形 でペ リプラズム空 間 に放 出 され る。外 膜 に挿 入 され る前 のタンパ

ク質 とLPSが 作 用 して、最 終 的 なフォール デ ィングを行 なうという知 見 がin vitroで の

み 確 認 され ている(Cock and Tommassen, 1996)。 しか し、内膜 に見 られ るような外 膜

タンパ ク質 移 行 システムは見 つ か つてお らず 、この 後 の外 膜 へ の移 行 、最 終 的な 生 合

成 に 関 しては未 だ に不 明な点 が多 い。SspAに も24ア ミノ酸 の内 膜透 過 シグナル ペ プ

チ ドの 存 在 が示 唆 され てい るが 、生 合 成 の過 程 で どのように輸 送 され て成 熟 タンパ ク

質となるかというのも非常に興味深い。

本研究ではSspAの 詳 細な生体 内機能を解析するべく、sspA遺 伝子破壊株の作製

を試 みた。接合 伝達法により相同組み換えを起こすことにより、目的であつた破壊株

SSPA1の 取得 に成 功した。そこで、作製した破壊株がどのような表現型を示すかを観

察するべく、大きく分けて3種 類の観点から野生株 と比較解析した。第一は生育の変

化である。嫌気光合成条件においてはストレスの有無に関係なく優位な生育の変化は

見られなかつた。一方、好気暗条件においてはいくつかの顕著な変化が観察された。

最も目立つたのは、破壊株で見られた生育の抑制であつた。破壊株はストレスのない
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条件下でも野生株と同程度まで生育することができなかった。加えて、塩ストレス条件

下では全く生育することができなかった。この結果から、SspAは 好気条件で、より重要

な役割を果たしていることが考えられた。

第二に顕微鏡とフローサイトメータ(FCM)に より菌体形状の変化を観 察した。その

結果、最も大きな変化であったのが、好気暗条件で見られたSSPA1の 菌体凝集である。

光 学顕微鏡 で観 察したところ、NaClス トレス条件 下で大きな凝集 体が観察された。同

様の凝集体はKClに よる塩ストレスでも観 察された。この凝集体は培養開始から数時

間という培養の初期段階で形成されることから、sspA遺 伝子の欠損が直ちに菌体に重

大な影響を与え、その結果生育抑制を引き起こしているのではないかと考えられる。こ

の結果はSspAの 発現が塩ストレス誘導後6hで 起こるというウェスタンの知見と一致し

ており、塩ストレスを誘導直後からSspAが 生体 内で機能 していることを示唆している。

さらに、破壊株はFCMに よる解析 により内部構造 が変化していることが観察され、電

子顕微鏡による観察において内部構造に何らかの変化が起こっていることが示唆され

た。R. sphaeroidesは 、酸素の存在 により光捕集系複合体などの光合成因子の発現を

抑制することが知られている。これらの因子はほとんどが内膜に局在し、酸素がない状

態では光合成因子の発現誘導が起こり、内膜構造が厚くなる(Chory et al., 1984;

Zeilstra-Ryalls et al., 1998)。 そのため、好 気暗条件ではSspAが 局在する外膜 のみ

ならず膜構造全体が弱くなっている可能性も想定され、SspAの 欠損 によって大きく生

体構造 が変化している可能性も考えられる。二次元電気泳動を用いることにより、これ

らの差異をタンパク質レベルで明らかにできないかと考えて、好気塩ストレス条件の外

膜、および水溶性タンパク質を野生株と破壊株で比較解析した。その結果、好気塩ス

トレス条件における破壊株では糖質代謝や物質輸送に関連するタンパク質の発現量

が増加していることが明らかになった。しかし、これらのタンパク質が持っている機能 ド

メインや酵素活性などを含めると、これらがSspAの 代替的な役割を担っているとは考

えにくい。そのため、sspA遺 伝 子の欠損 により何 らかの細胞 内変化が生じたことは見

出されたものの、SspAの 細胞 内機能を特 定するのに充分な情報を取得することはでき

なかった。二次元電気泳動を用いた手法の欠点として、同手法では検出されないタン

パク質の存在が挙げられる。そのため、sspAを 欠損 させ てもタンパク質 レベルで特徴

的な変化が起こらなかったと断定することはできない。

破 壊 株 が 塩 ス トレス に 対 して感 受 性 を 示 した り、塩 耐 性 が 大 きく低 下 す る遺 伝 子 は

い くつ か 報 告 が あ る。この うち 、SynechocystisのggtAは 適 合 溶 質 輸 送 に 関 与 して お り

(Hagemann et al., 1997)、 同 じくSynechocystisのggpSやE. coliのotsA、otsBは 適

合 溶 質 そ のもの の 生 合 成 に 関 与 して い る遺 伝 子 で あ る(Marin et al., 1998; Strφm and

Kaasen, 1998)。 興 味 深 い もの として は 、R. sphaeroidesと 同 じくグラム 陰 性 細 菌 で ある

Caulobacter crescentusの8mhA、rfa 、manAが 挙 げ られ る(Zuleta et al., 2003)。 これ

ら の 遺 伝 子 は そ れ ぞ れ 、D-Glycero-D-mannno-heptose 1 ,7-bisphosphate
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phosphatase、Heptosyltransferase、Mannose-6-phosphate isomeraseを コー ドしてお り、

3遺 伝 子 共 に外 膜 のリボ 多糖 生合 成 に関 与 していると推 定 され ている。そ のため 、これ

らの欠 損 により外 膜 構 造 が不 安 定 にな り塩 耐 性 が 低 下す ると考 察 され ている。これ ら

の遺伝 子 とsspAの 問 に相 同性 はないが 、機 能 は異 なっているもの の同様 に外 膜 構 造

の維 持 に寄 与 している可 能 性も考 えられる。

本研究ではSspAと 関連する因子の探索も行なった。第一に免疫沈降法によりSspA

と直接的 に相互作用を持 っているタンパク質の探索を試みた。しかし、結合タンパク質

に関する情報を得ることはできなかった。第二に、他の菌株で塩ストレスセンサーであ

ると示唆されているHistidine kinase遺 伝子(Hiks)の 配列を元 に、相 同性からsspA

の上流 因子の探 索を試 みた。ターゲットとした4種 のHiksの うち2種 については破壊

株 の取得 に成 功した。しかし、ウェスタンで解析した結果、これらの遺伝子を破壊して

もSspAの 発現量 に変化 は見られなかったことから、共にsspAの 上流因子である可能

性 は低 いことが考察された。そのため、sspAは 今 回探 索したシグナル伝達経路 以外

の経路で誘導されることが示唆された。第三に、塩ストレス応答における重要な役割が

報告されている適合溶質トレハロースとの関連性を探索した。トレハロース合成遺伝子

を破壊することにより、トレハロースが細胞内に蓄積されていない状態でSspAの 発現

量 に変化が生じているかどうかをウェスタンにより解析した。その結果、トレハロース蓄

積の有無に関わらずSspAの 発現量に変化は見られないことが明らかになった。一方、

sspA遺 伝子破壊株 にお けるトレハロース蓄積量も測定した。この際にも、野生株と比
べて蓄積トレハロース量に変化が見られなかった。以上よりトレハロースとSspAの 問に

相 関関係 は低いことが示唆された。

最 後 にDNAマ イクロアレイを用 いて、塩 ストレスに対 す る遺 伝 子 発 現 レベ ル の変 化

を網 羅 的 に捉 えようと考 えた。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 析も行 なわれ ているRhodobacter sphaeroides 2.4.1株 を用 い て塩 ストレス応 答

に対 す る発現 解 析 を行 なった。これ により、sspAが 全 遺伝 子 の 中で 、どの段 階 で どの

程 度 発 現 しているのか を決 定 しようと試 み た。本 実験 の最 も重 要 なポイントとして注 意

したの が 、ストレス強 度 と誘 導 時 間 である。ストレス強度 は0.25% (Mild)と1 .5% (Strong)

NaClス トレスという異 なる濃 度 を採 用 す ることにより両者 を比 較 解 析 した。一 方 、誘 導

時 間 に関 して はNaClス トレス誘 導 後7minと45minを 採 用 した。これ 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 えようと考 えた か らであ る。今 回 は まず 嫌 気 光 合 成 条 件 に お い て 実験 を行 なっ

た。

その 結果 、Strong/Mild NaClス トレス添 加 後45minに お いて、適合 溶 質 トランスポー

ター遺 伝 子 や トレハ ロース合成 遺 伝 子 と共 に 、sspAの 顕 著な発 現 上 昇 が観 察され た。

また、全 遺 伝 子 の 中でも相 対 的 にsspAの 発 現 量 比 は 高 いことが明 らか になった。本

実験 でsspAと 関連 す る遺 伝 子 や 塩 ストレスのセンサ ー遺 伝 子 を捉 えることは できなか
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ったものの 、sspAが 耐 塩 能 を獲 得 す る段 階 で 発現 するという情 報 を得 ることに成 功 し

た。本 実 験を利 用 した情 報 か ら、R.sphaeroidesの 塩 ストレス応 答 遺 伝 子 をFig. 8-1と

して示 す。

Fig. 8-1 Osmostress response systems of Rhodobacter sphaeroides, (B; glycine

betaine, C; carnitine, Ch; choline, E; ectoine, P; proline, PB; proline betaine, Glc;

Glucose) Genes written in red character is upregulated by Gene chip analysis,
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本研究によりSspAの 生体 内での役割については明らかにすることができなかったも

のの、機能未知タンパク質SspAが 塩ストレス条件下で特異的 に誘導され、しかも好気

塩ストレス下では本菌の耐塩性獲得メカニズムを解析する上で極めて重要かつユニー

クな足がかりとなったと考えられる。塩ストレス条件下で遺伝子・タンパク質レベルで高

発現する外膜タンパク質に関する報告はこれまでになく、本研究が細菌の塩ストレス

応答機構を解明する一端を担うことが期待される。
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ため、長い人生の事も考えて、再度分析化学研究室にお世話になることになり

ま した。

2000年3月 、大学院修士課程 に入学 して以来、学部時代の反省から一心不乱

に研究に打ち込みま した。営業か ら研究 とい う異なる世界への転身、仕事 と研

究の両立、博士課程1年 目の秋 になってのテーマの変更、大久保先生の急な退

官な ど、研究を進 めていく上で大変なことも多々ありました。ただ、そのよう

な時にも心の支えとなったのは恩師、友人、家族の励ま しの声があったからだ

と思います。今振 り返ると、本当にた くさんの方々に支えられたことに気付か

され、感謝の気持 ちでいっぱいです。

山崎素直元教授には公私共に大変お世話にな りま した。奥様のひろ子様、御

長女の佐和子様 も交えて何度 も御食事に招いていただいき、御退官後 も電話で

たびたび激励の言葉を頂 きま した。

大久保明前教授に心よりお礼申 し上げます。先生は 「おまえの次の人生の糧

になれば」と、人生勉強になるよ うな術を多々ご指導頂きま した。特に最後の2

年 間は研 究、私生活 、その他何 で も相談に乗って頂き、私の大きな心の支えと

な りました。

安保充講師に御礼申 し上げます。安保 さんとはたびたび夜通 し激論になるこ

ともあ りました。研究室運営も含め、「研究室 とは何か」を教えて頂いたように

思います。今 となっては忘れ られない思い出です。

佐藤記一助手に御礼申し上げます。記一 さんとは2年 間す ぐそばの席 で、些
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細なことか ら気軽 に相談に乗って頂きました。特に研究室環境が大変厳 しかっ

た博士課程最後の一年間は記一 さんのおかげで無事研究室生活 を送れた気が し

ます。夏休み期間中に誰 もいない実験室で記一 さん と栗林 くんと3人 で過 ごし

た時間は寂 しくもあ り、実験に没頭できた充実 した瞬間でもありました。

応用生命工学専攻 微生物学研究室 北本勝ひこ教授 に心よ り御礼申し上げ

ます。いつ も私の ことを気にかけていただき、気軽に研究ディスカッシ ョンに

応 じて頂 きました.

中島春紫助教授(現 明治大 学農学部助教授)に 御 礼 申 し上げます。先 生に分子

生物学の基礎 を教わることにより私の博士課程は始ま りま した。

有岡学助手に御礼申し上げます。技術 も能力も未熟な私が論文の書き方や研

究に対する姿勢を学ぶことができたのは先生の御力であると感謝致 してお りま

す。

また、博士課程最後の年の教授 ・助教授不在 とい う緊急事態にご配慮を頂い

た生物有機化学研究室 長澤寛道教授、永田晋治助手、生物機能開発化学研究

室 阿部啓子教授、工学系研究科 応用化学専攻 北森武彦教授に心より御礼

申し上げます。永 田助手の温かい激励には何度も助けられま した。

光合成細菌の遺伝子工学的手法を初歩か ら御教授いただいた東京都立大学

理学研究科生物学専攻 細胞エネルギー研究室 松浦克美教授、永島賢治助手、

理化学研究所 フォ トダイナ ミクス研究センター 増 田真二研究員に感謝 申し

上げます。

電子顕微鏡の操作を丁寧に御教授いただいた 日本大学医学部 解剖学研究室

今田正人助教授に感謝致 します。

DNAマ イ ク ロア レイ の た めの サ ンプ ル 調製 、解 析 を御教授 いただいた

University of Wyoming,Department of Molecular Biology の Dr
.Mark

Gomelsky、Dr.Oleg Moskvin両 氏 に 感 謝 致 し ま す
。

幸運なことに、私は研究室内外で多 くの友人 ・仲間に恵まれ ました。分析化

学研究室の苦 しい時期に共に支え合いなが ら乗 り切った同志である藤井紳一郎

氏、徳山孝仁氏に心より感謝致 します。

私が在学中に同 じく一心不乱に研究を行なった外川直之氏、岸本太郎氏、賀

麗頻女史、槙原史大氏、西川優美女史、安田奈美穂女史に感謝致 します。同 じ

志 と熱い情熱を持って研究に取 り組んだ思い出は一生消えることはないで しょ

う。また、私の研究の御協力をいただいた久米伸子女史、栗林正晋氏、鶴岡絵

里女史に感謝致 します。私を筆頭 に成果は褒められたものではありませんが、

皆様のご協力を持って無事卒業す ることができました。

研 究上 で 大 変 お 世 話 に な っ た応 用 生命 工 学 専攻 微 生 物 学 研 究 室 の 丸 山潤 一

研 究 員 、Praveen Rao Juvvadi研 究員 、海 野研 二 氏 、石 一 智 氏 、岩 崎 琢 磨 氏 、
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正井久美子女史、正路淳也氏、勢〆康代女史、今井裕氏、中濱智之氏に感謝致

します。皆様のお力添えで順調に研究を進めることができました。

その他、ここでは書 き尽 くせ ませんが、当研究室をは じめこの6年 間の研究

生活でお世話 になった皆様は一生忘れることはできない私の財産です。

最後に、私を多方面で支えて頂き、今後 も学校経営学の師 となる都築総合学

園 都築泰壽総長、都築仁子副総長、頑丈な肉体 と熱いハー トを与えてくれた

私の両親に感謝致 します。そ して、常に食事 と健康の配慮をいただき、私など

には もったいない妻慶子 と底抜けに元気な子供たち、孝明、泰山に心 より感謝

致 します。
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