
材料 と方法

TK-6株 の培 養

TK-6株 は 、最終 電 子受容 体 に酸素 あ るいは硝 酸 を用 いて培養 し回収 した もの を

用 いた。酸素呼 吸条件 での培養 は以 下の通 りで あ る。500ml坂 ロフラスコに入れ た50ml

無機 培地 にTK-6細 胞 懸濁液 を接 種 し、H2:O2:CO2(750:100:150ml/min)の ガ スで フラス

コ内 の気 相 を5-10分 間 置換 し、70℃ で振 盪培 養 した もの を前培 養液 と した。 この前培

養 液 を5Lフ ラス コ内の1.5Lの 無機 培地 に加 え、H2:O2:CO2(750:100:150ml/min)の

ガス を20-30分 間吹 き込 んだ後、70℃ で48-72時 間振 盪培養 した。培養 液の 回収 とガス

置換 は6時 間毎あ るいは12時 間毎 に行 った 。硝酸 呼吸 条件 で の培 養 は上記 とほ ぼ 同条

件 で行 われ たが、以 下の点 にお いて異 な る。無機培地 中には100mM NaNO3が 加 え られ

た。 ガス置換 の条件はH2:CO2(750:250ml/min)に した。生育 が遅 いため、培 養液の 回収

及び ガス置換 の間隔 を12時 間 と し、 全体 で48-72時 間振 盪培養 した。

抗血清の調製

精 製 され たForとKorに つ いて、 それぞれ約1.0mg protein/1mlリ ン酸 バ ッフ

ァー(pH8.0)と な るよ うに調 製 した 。 この 溶液 をそれ ぞれ の抗血 清 の抗 原 と した。抗 血

清 の作 製 はTakaraに 依 頼 し、 それ ぞ れ ウサ ギ ー羽 を用 いて、 ポ リル ロー ナル抗 体 を作

成 した。ForF、ORF3、ORF4抗 血清 につ いて も同様 であ り、詳細 は第四章 に記述 した。

ウエ スタ ンブロ ッ ト解析

目 的 の タ ン パ ク 質 溶 液 をSDS-PAGEに 供 し 、 こ の ゲ ル か らSequi-BlotTM PVDF

membrane(0.2μm;Bio-Rad Lab.,Richmond,Calif)上 に 電 気 泳 動 で プ ロ ッ ト し た 。 電 気 泳

動 は セ ミ ド ラ イ 型 電 気 泳 動 装 置(Horiz-Blot;ATTO)と1mm厚 の ろ 紙(Absorbent Paper;

ATTO)を 用 い 、 泳 動 バ ッ フ ァ ー に はTbwbin buffer(25mM Tris,192mM glycine,20%

methanol)を 用 い た 。 ろ 紙 の 面 積(cm2)あ た り2mAの 電 流 を 室 温 で1時 間 流 し た 。 抗 体

追 跡 と して の 二 次 抗 体 に はGoat anti-Rabbit IgG(Bio-Rad)を 用 い 、 抗 体 の 可 視 化 に は イ ム

ノ ス テ イ ニ ン グHRP-1000(Konica)が 使 用 さ れ た 。
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相同組換え用のプラス ミドの構築

プラス ミ ドベ クターpGEM-Teasy(Promega)とpUCI9が 形 質転換 用 プラス ミ ド

ベ ク ター の作 製の ため に使 用 され た。形 質転 換の宿 主には大腸 菌JM109株 を使 用 した。

大腸 菌はLB培 地 を用 いて37℃ で培 養 され た。遺伝 子マー カー と して使 用 した耐熱性 カ

ナマ イ シ ン耐性 遺伝 子は、 譲 与 され た プラス ミ ドベ ク ターpUC18-promoter+HTK[55]か

らPCRで 増 幅 した もの を使 用 した。相 同組換 え用の プラス ミ ドの構 築で使用 されたPCR

用の プライマー はTable3-1に ま とめた。

(i)pFGD(forA破 壊 プラス ミ ド)の 構築

破壊 の標 的 と した遺 伝子forA内 に見 られ る制限酵 素PstIの サイ トを中心 に周

辺約2kbpの 領域 を、Primer-FGD-FとPrimer-FGD-Rを 用 いたPCRに よってTK-6株 の

染色 体DNAか ら増幅 した。得 られたDNA断 片 の両末端 を制限酵素BamHIで 消化後 、

同酵素 で切 断 ・脱 リン酸処 理 したpUC19に 挿 入 した。 ク ロー ンの選択 は ブル ー ・ホ ワ

イ トセ レクシ ョンによ って行 った。得 られ たプラス ミ ドを制 限酵素PstIで 処 理 し挿 入 さ

れ た相 同領域 の 中間 を切 断 した。 これ に、pUC18-promoter+HTKか らPCRで 増幅 した

耐熱性 カナマ イシ ン耐性遺 伝子 ・htkを組み込 ん だ。PCRの プライマー にはPrimer-HTK-F

とPrimer-HTK-Rを 用 い、得 られた断片 を制限酵 素PstIで 処理 した。 ク ロー ンの選 択は

カナマ イ シン耐性能 によ って行 った。結果得 られた プラス ミ ドをpFGDと 名付け た。

(ii)pKGD(korB破 壊 プラス ミ ド)の 構築

pFGDの 構築 と同様 の 方法でkorB遺 伝子破 壊 用 プラス ミ ドベ クターpKGDを

構 築 した。相 同DNAはPrimer-KGD-FとPrimer-KGD-Rを 用 いたPCRに よってTK-6株

の染色体DNAか ら増 幅 した。得 られ たDNAはorf3遺 伝 子の上 流部分 を含 んで いるの

で、この部 分に ミスが入 ってない ことをDNAシ ー クエ ンスに よって確 認 した。相 同DNA
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の 中央部 に位 置す るPstIサ イ トに耐熱性 カナマイ シン耐性 遺伝子htkを 挿 入 た。結 果得

られた プラス ミ ドをpKGDと 名付 け た。

(iii)pKGD-2(korB破 壊 プラス ミ ド)の 構 築

pKGDに 含 まれ るTK-6株 ゲ ノム と相 同なDNAの 長 さはhtk遺 伝子 を挟 んで 上

流1kbp、 下流1kbpで あ る。相 同DNAの 長 さが この半分 に相 当す るDNA(htk遺 伝子

を挟ん で 上流0.5kbp、 下流0.5kbp)を 得 るため にpKGDを テ ンプ レー トに してPrimer-

KGD-FとPrimer-KGD-Rを 用 いてPCRを 行 い、得 られ た産物 をpGEM-T easyに 挿入 し

た。結 果、pKGD-2を 得 た。

塩化 カル シ ウム法 による形 質転換 の手順

TK-6株 を500mlの 坂 口フラス コに入れ た50-100mlの 無機培 地で30-42時 間、

OD540=0.5-0.8に な る まで培養 した。 ガス置換(H2:O2:CO2=75:10:15)を 約12時 間毎に行

い、 培養 の終 了は最後 のガ ス置換 か ら6時 間以内 にな るよ うに した。 この培 養液 か ら遠

心分 離(6,500rpm,10min)に よって細胞 を回収 し、 元の培養液 の1/50量 の100mM塩

化 カル シウム溶液 で細 胞 を懸 濁 し、チ ュー ブに分注 した。この時 の細 胞濃度 は約1x109-10

cell/mlで あ った。30分 間の氷 冷の後、形 質転 換用 のプ ラス ミ ドDNA溶 液 を添加 した。

ネガテ ィブ コン トロール には等 量のTEを 添加 した 。1時 間の氷冷 の後 、70℃ 、10分 間

の ヒー トショ ヅクをか けた。 この際、 数分 お きに チ ュー ブを軽 く手 で振 った 。 ヒー トシ

ョ ック後、 数分 間氷冷 し、500μg/ml濃 度 のカナ マイ シ ンを含 む無機培地 プ レー ト(Table

3-2)[47]に この細 胞 懸濁液 を塗布 した。 この プ レー トをガ ス置換(H2:O2:CO2=75:10:15)し

たデ シケー ター 内で約1週 間培養 した。 ガス置換 は1-2日 お きに行 った。

Table3-2. 無 機 培 地 プ レ ー トの 組 成

コ ロニー か らの液体 培養

試験管 に500μg/ml濃 度の カナマ イシ ンを含 む無機培地 を3-4ml入 れ、 これ に

コ ロニー をで きるだ け摂 取量 が多 くな るよ うに接種 した。 ブチル栓 で密 封 した後、 シ リ
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ンジ針 を用 いて混 合 ガス(H2:O2:CO2=75:10:15)を 数 分間 吹 き込 ん だ。 この時、 ガ スの風

圧 がで きるだけ液 面を直撃 す る ように心掛 け た。70℃ で 震盪培 養 を行 った。培 養 は菌の

生育 に よって培養液 が 白濁 する まで行 い(3-5日)、 ガス置換は 毎 日行 った。

染色体DNAの 調製

染色体DNAの 調製 は塩化ベ ンジル法で行 った(Table3-3)[48]。

Table3-3. 塩化 ベ ンジル法 による染色体DNAの 抽 出

サ ザ ンハ イブ リダイゼー シ ョン

得 られたゲ ノムDNAを 制限酵素HindIIIで 消化 した。2-プ ロパ ノール 沈澱で濃

縮 後 、 アガ ロー スゲ ル電気泳 動 を行 い、 メ ンブ レンに ブロ ッテ ィング した。 プ ロー ブに

はTK-6株 の染 色体DNAか らPCRで 増 幅 したDNA断 片 を鋳型 に して ラ ンダム プライ

マー とKlenow fragmentを 用い た伸 長反応 によ りDIGラ ベル したDNA断 片 を作 成 した。

上記 の メンブ レン とプ ロー ブを用いてサザ ンハ イブ リダイゼー シ ョンを行 った。
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結果

For抗 血 清、Kor抗 血清 の結合特 異性

第1章 で精 製 されたForとKorを 抗原 に して抗 血清 を調 製 した。

ForとKorは 共 にORフ ァ ミリー に属 し、保存 された い くつかのモ チー フを持

つ。また、TK-6株 は少 な くともも う一つ のOR、 すなわ ち pyruvate:ferredoxin oxidoreductase

(POR)を 持 つ。 このPORの 遺伝子 は既 に取得 されてお り、 そのア ミノ酸配 列はForと 高

い相 同性 を持 つ ことが示 され て いる[49]。 そこで、今 回調製 したForとKorの 抗 血清 の

これ ら他 のORに 対 す る結合性 を観察 した。TK-6株 由来のFor、Kor、PORを 発現 させ

た大腸 菌のCFEをSDS-PAGEに 供 し、ForとKorの 抗 血清 を用いて ウエスタ ンブロ ッ

テ ィ ング解析 を行 った(Fig.3-1)。

Kor抗 血 清はForとPORの どのサ ブユニ ッ トとも反応 しな いこ とがわか った。

Korを 発現 させ た菌体 のCFEで は、Korの 二つのサ ブユニ ッ トの位置以外 に も複数 のバ

ン ドが観 察 され た。他 の レー ンでは これ らの バ ン ドが観察 され なか った こ とか ら、 これ

らのバ ン ドはKorの サ ブユニ ッ トの分解物 を表 してい る と考 え られ た。

For抗 血清 はKorの サ ブユニ ッ トとは 反応 しなか ったが 、PORの サ ブユ ニ ッ

ト群 とは結 合 した。特 にPORγ とPORδ との結合性 が高 い よ うに思われ た。但 し、Forと

PORの サ ブユ ニ ッ トの 大 きさの 違 いか ら、 両 者 の発現 を見 きわ め る こ とは 可能 で あ る

と考 え られ た。Forεサ ブユ ニ ッ トの位 置 にはか すか に バ ン ドを確 認 す るこ とが で きた。

その隣のPORε の位 置 にもか すかにバ ン ドが見 えた。
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1:pUC19(negative control)
2:pYNA101(Kor expressin vector)
3:pYNA203(For expressin vector)
4:pET-POR(POR expressin vector)

Fig.3-1. Binding specificity of For and Kor antibody.Closed arrows indicate
positions of Kor and For subunits.Open arrows indicate positions of POR subunits.
Lanes1-4:CFE of E.coli harboring an expression vector,pUC 19 (negatuve control),

pYNA 101(kor gene cluster),pYNA 203(for gene cluster),and pET-POR(por gene
cluster),respectively.
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TK-6株 にお けるOGORの 発現 解析

酸素呼吸 条件あ るいは硝 酸呼吸 条件 で培養 したTK-6株 の培 養曲線 を示 した(Fig.

3-2)。12時 間毎 に細胞 を回収 した。 ウエス タ ンブ ロ ッ ト解 析 に よ り、Korは 酸 素 呼吸 ・

硝酸 呼吸 の両条件 にお いて 定常的 に発現 してい るこ とが示 された。Forに つ いて 言えば、

酸 素呼 吸 条件 にお いて は定常 的 に発現 して いる ものの、硝 酸 呼吸条 件 にお いては ほ とん

ど発現 を観 察 す るこ とがで きな か った。For抗 体 がPORの γサ ブユ ニ ッ トと結 合 す るこ

とが確 かめ られて い る。従 って、Fig.3-2Cの 右側 のパ ネル(硝 酸 呼吸 条件)に 見 られ る

バ ン ドはPORγ サ ブユ ニ ヅ トに由来 し、Forと は関係 な い と考 え られ る。鉄呼 吸条 件 で

培 養 した細胞 を用 いて ウエ ス タ ンブ ロ ッ ト解 析 を行 った ところ、硝 酸呼 吸条件 時 と同様

に、Korの 発現 は認め られた が、Forの 発現 は認め られなか った(data not shown)。

A

B C

Fig.3-2. Expression pattern of Kor and For in strain TK-6.A:Growth curve of strain TK-6.
dioxygen(diamond)and nitrate(square)represent the final electron donor.B and C:Expression
of Kor and For in TK-6 strain analyzed by western blotting.Closed arrows indicate the position
of subunits of Kor or For.Open arrow indicates the position of PORγsubunit.
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OGOR欠 損株の取得

2種 類 のOGOR、ForとKorに ついて、相 同組換 えに よる遺伝 子破 壊 を行 うた

めの プラス ミ ドpFGDとpKGDが 構築 された(Fig.3-3)。 これ ら二つ のプラス ミ ドを用い

てTK-6株 に形質転換 を行 った。尚、形質転換 の詳 細 につ いては後述 す る。Fig.3-4Aは 、

形 質 転換後 の培 養 後の プ レー トの写真 であ る。野 生株 の細胞 懸 濁液 を カナマ イ シンを添

加 して いな い無機 培地 に ま くと一面 に菌が 生 えた。 しか しカ ナマ イシ ン存 在下 では ほ と

ん どコ ロニー は形 成 されな か った。 中央の 白い部 分 は析 出 した リン酸 カル シウムで 菌で

はな い。 一方、 プラス ミ ドを用 いた形質転 換後 の培養 プ レー トではpFGD・pKGDの 両

方で カ ナマ イ シ ン耐性 を獲得 した コロニー を多 数得 られ た。 これ らの コ ロニー は カナマ

イ シ ン添加液体培 地 でも生育 した。それぞれFGD-6株 、KGD-1株 と命 名 され た(Fig.3-4B)。

遺伝子組換えの確認

これ ら得 られ た菌株 、FGD-6株 とKGD-1株 につ いて、実 際 に形 質転換 され て

い る こ とを確 認 す るための実 験 が行 われ た(Fig.3-5)。 液 体培 養 され た菌体 を回収 し、染

色体DNAが 抽 出 され た。 これ を鋳 型 にPrimer-HTKを 用いてPCR反 応 を行 った ところ、

野 生株(TK-6)に は存在 しな いhtk遺 伝子 の存在 が確 認 された。 またPrimer-FGD・Primer-

KGDを 用 いたPCRに よって それぞれ破壊 の対象 と した遺伝 子周辺 が野生株 よ りhtk遺

伝 子分(1.1kbp)だ け大 きい位 置 にバ ン ドが現 れ、 野 生株 と同 じ位置 に はバ ン ドは 観察 さ

れ なか った。 これ らFGD-6お よびKGD-1株 の組換 えはサザ ンハイ ブ リダイゼー シ ョン

で も観察 され た。 形質 転換体 では、 それ ぞれ プ ロー ブ領域 の周辺 がhtk遺 伝子 の分 だけ

大 きい位 置に バ ン ドが現 れ、 元 に位 置 には バ ン ドは観 察 され な か った。PCR、 サザ ン

ハ イブ リダイ ゼー シ ョンの両 方の実 験 で、組 換 え体 におい て野 生株 と同 じ位 置 にバ ン ド

が出なか った ことか ら、これ らの 変異が2点 交差 組換 えでお こってい るこ とが示 され た。

これに よって、FGD-6株 とKGD-1株 にお いてそれ ぞれ確 か にforA遺 伝 子 とkorB遺 伝

子が破壊 されて い るこ とが示 され た。
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Fig.3-3. Construction of plasm id DNA,pFGD and pKGD.Thick and shaded lines indicate
homologous regions with the genomic DNA from strain TIC-6.The pFGD and pKGD are
expected to disrupt the forA and korB genes,respectively,by double crossover homologous
recombinations.
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A. Solid medium

B. Liquid medium +Kan

Fig.3-4. Kanamycin resistance of H.thermophilus.(A), Solid inorganic medium plates

The upper left:positive control,strain TK-6on solid medium without kanamycin.The

upper right:negative control,strain TK-6on  solid medium containing 500μg/ml

kanamycin.The lower left and right:H.thermophilus plated on solid medium containing

kanamycin after transformation with pFGD and pKGD,respectively. (B),Liquid
inorganic medium containing500μg/ml of kanamycin. Cultures of strain TK-6, FGD-6,

and KGD-1.
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A

B  C

Fig.3-5. Confirmation of gene disruptions of H.thennophihis.(A)Restriction map of the for
and kor genes locus in H.thennophilss.Dotted line indicates site where htk gene was inserted
in strain FGD-6 and KGD-1,respectively.Arrows and shaded lines indicate primers used for
PCR and proves used for Southern blot analysis,respectively.(B)Amplified DNA fragments
from genomic DNA of strain TK-6,FGD-6,and KGD-1 by PCR using HTK-F/HTK-R,
FGD-F/FGD-R,and KGD-F/KGD-R as primers.(C)Southern blot analysis using the probe-
H,probe-F,and probe-K.Genomic DNA of TK-6,FGD-6,and KGD-1 were digested with
HindIII
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遺伝子破壊株における蛋白質発現解析

これ らの遺 伝 子破壊 株 の細胞 破砕 液 を調製 し、 ウェス タ ンブ ロ ッ トによ りFor

とKorの 発現解析 が行 わ れた(Fig.3-6A)。 これ らの菌株 の培 養は 好気条件 で行 われて い

るため、TK-6株 ではForとKorの 両方が発現 した。 一方、FGD-6株 ではForが 発現 さ

れ てお らず、KGD-1株 ではKorが 発現 されて いない ことが観 察 され た。

次 に、 これ らの遺伝 子破 壊 によ りオペ ロン中の下 流 に位 置 す る遺 伝子 の発現 が

変化 す るか を調査 した。 菌体は好 気的に培養 され たもの を用 いた。FGD-6株 ではForオ

ペ ロ ン中の 下流 に コー ドされたForFが 発 現 され なか った 。野 生株 で は発現 してい た。

した が って、FGD-6株 で はforF遺 伝 子 は極 性 効果 を受 けて い る と考 え られ た。KGD-1

株 ではKorオ ペ ロ ン中の 下流に コー ドされたORF3とORF4の 発現 が調 査 され た。ORF3

はTK-6株 とKGD-1株 の 両方でバ ン ドを確 認 する ことが で きなか った。一方、ORF4は

TK-6株 、KGD-1株 の 両方で明確 なバ ン ドが出た。 このkorB遺 伝子破壊 では下流 の遺 伝

子の転写 に影響 を与 えない もの と考え られ た。

OGOR変 異株の生育曲線

Fig.3-7は 変異株FGD-6株 お よびKGD-1株 の酸 素呼吸 ・硝酸 呼吸時 の生育曲

線 を表 して いる。KGD-1株 すな わちkorBが 破壊 されForし か持 たない株は酸素 呼吸条

件 にお いて野 生株 と変わ らない旺 盛 な生育 を示 したが、硝 酸呼 吸条件 で は全 く生育 しな

か った。対照 的に、FGD-6株 すなわ ちforAが 破壊 されKorし か持 たない株は嫌 気条件

では 野 生株 と同様 の 生育 を示 したが、 好気 条件 では 野生株 の 生育 を大 き く下 まわ った。

これ らの結 果はKorが 嫌 気 生育 にお いて必須 であ るこ と と、Forが 好気 生育時 の旺盛 な

生育 に重大 な影 響 を与えて いるこ とを示 した。

OGOR変 異株の混合栄養性生育の可能性

KGD-1株 は嫌 気的な硝酸 呼吸条件 下では生育 で きな きなか った。この こ とは、

培地 に50mM酢 酸 ナ トリウム、あ るいは50mM2-オ キ ソグル タル酸 ナ トリウムを加 え

た場合 に も変わ らなか った(Fig.3-8)。
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Fig.3-6. Western blot analysis of TK-6,FGD-6,and KGD-1(A)Expression of For and
Kor enzmes.Closed arrows indicate positions of Kor and For subunits.(B)Expression
of ForF,ORF3,and ORF4.Closed arrows indicate positions of the proteins.
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Fig.3-7. Growth curves of TK-6,FGD-6,and KGD-1under the aerobic and anaerobic

conditions.Left:aerobic,right:anaerobic condition:circle:TK-6,square:FGD-6 ,triangle:
KGD-1.

Fig.3-8. Effect of addition of acetate or2-oxoglutarate on growth of stran KGD-1

under the anaerobic denitrification conditions.Diamond:TK-6,square:KGD-1,

triangle:KGD-1+50mM sodium acetate,circle:KGD-1+50mM sodium2-

oxoglutarate.
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H.thermophilusに お け る遺伝 子破壊 法の構築

遺伝 子組 換 えの方 法 には相 同組 換 え法 を用い、 形質 転換 の方法 には塩 化 カル シ

ウム法 を用 いた 。遺伝 子マ ー カー には好熱 性 の カナマ イ シ ン耐性遺 伝子 を用 い た。 予備

実験 と して、TK-6株 の 生育 を500μg/mlの カナマ イシ ンを添加 した培地 において抑 え ら

れ る こ とが確 か め られ た(Fig.3-4)。 形 質転換 の 方法 を検討 した結 果、 「材料 と方法」 で

述べ た方法で 多数 の形 質転換 体 を得 る こ とがで きた(Fig.3-9)。 た だ し、形 質転換 の成 功

の 再現性 は 高 い とは 言え ず、約3～4回 の実験 に1度 成功 す る程 度で あ った。成 功 しな

い場 合 は、 コ ロニー がほ とん ど得 られ ず、得 られ た コ ロニー も相同組換 えはお こ ってお

らず、 自発 的な カ ナマイ シン耐性 能 の獲 得 と考 え られ た 。 この 実験 の成否 を決定 す る因

子は未 だ特 定 され ていな い。 以降 の記述 は、 形 質転換 が成 功 した時 に限 った もの につい

て であ る。

形質転換 の効率 をpKGDを 用 いて検討 した。2.8×108個 の細胞 あた り約1.0×103

個 の形質転換 体 が得 られ、細胞 あ た りの形質転換 効率 は3.6×10-6と 表 すこ とがで きた。

過 去 に測定 され た本 菌の コ ロニー形 成効 率 は3.0×10-4で あ るので、 この形 質転換 効率

は充分 に高い と評価 で きる[47]。 加 えた プラス ミ ドDNA量 は10,100,1000μg/200μl細

胞 懸濁液/チ ュー ブの場 合 で差が 見 られ なか った。加 えるDNAと して、pKGDの 代 わ

りに、L-KGD、pKGD-2を 用 いて形 質転換 を行 った とこ ろ、 十分 に多量 の形 質転換 体 が

得 られ た。それ ぞれ の形質 転換体 につ いて10株 ずつ染 色体DNAを 抽 出 し、染 色体 の

組 換 え を確 認 した ところ、30株 全 て が二点 交差組換 え を して いた(Table3-4)。 塩 化 カル

シウムの影 響 を調べ るため に、細胞 の 懸濁 を100mM CaCl2の 代 わ りに滅菌水 を用 いて

行 い、形質 転換 した ところ、100mMCaCl2を 用 いた時 と変 わ らず形 質転換 体 を得 るこ と

がで きた(data no shown)。
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Fig.3-9. Manipulation of transformation by the CaCl2method.
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Table3-4.  Transformation of H. thermophilus with various DNA s
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考察

TK-6株 にお け る ウエ ス タ ンブ ロ ッ ト解 析 の結 果は 、Korは 好 気 ・嫌 気の 両条

件 にお い て構成 的 に発 現 して いて、 一方、Forは 好 気条件 時 のみ発 現 して い るこ とを示

した。この結果 はTK-6株 が嫌 気生育 においてKorに よって支 え られ てい ることを表 し、

またForが 好 気生 育時の 旺盛 な生育 に重大 な影 響 を与 えてい るこ とを示唆 した。好気 生

育時 にKorは 発 現 して い るもの のaサ ブユ ニ ッ トのバ ン ドが比較 的弱 い。第1章 でKor

の酸 素感 受性 がForよ り高い こ と、お よびKoraサ ブユ ニ ッ トが分解 されや す いこ とを

示 した。 これ らの結 果 と今 回の結 果か ら、Korは 好 気条件 にあ ま り適 応 して いな いよ う

に思われ た。

本章 にお いてforA遺 伝 子 を破壊 したFGD-6株 とkorB遺 伝 子 を破壊 したKGD-

1株 が取得 され た。FGD-6株 にお いてはforF遺 伝子 の、KGD-1株 にお いて はorf3遺 伝

子の極性 効果 が観察 された。従 って、KGD-1株 やFGD-6株 の表現型の 変化 はORF3欠

損 やForF欠 損 によ る可能性 も考 え られた。

FGD-6株 とKGD-1株 の生 育曲線 を描 いた とこ ろ、好 気 ・嫌 気 の条 件の違 いで

各 々の欠損株 は対照 的 な特徴 を示 した。Kor欠 損 株 は好 気条件 にお いて 野生株 と変 わ ら

ない旺 盛 な生 育 を示 した が、嫌 気条件 で は全 く生 育 しなか った。 対照 的 に、For欠 損 株

は嫌 気条 件 では 野 生株 と同様 の生 育 を示 したが、 好気 条件 では野 生株 の生 育 を大 き く下

まわ った。 これ らの結 果 はKorが 嫌 気生 育 にお いて必須 で あ るこ と と、For(も し くは

ForF、 も し くは その両方)が 好気生 育時の旺盛 な生育 を支持 して い ることを示 した。

H.thermophilusの 近縁種 であ り全 ゲ ノム配 列が決定 してい るAquifex aeolicusは 、

硝 酸呼 吸な どによ る嫌 気的 な生育 が不可 能で あ る[39]。A.aeolicusはforDABGEと 相 同

な遺 伝子 を有 して いるが、korABに 相 同な遺伝子 は有 してい ない。 この ことはKorが 嫌

気 的な炭 酸 固定 に順 応 して い るこ とを強 く示唆 して い る。A.aeolicusは 好気的 に生育 す

るが、 その酸 素濃 度 上限は わず かに7.5ppmで あ る。一方、TK-6株 は これ よ りず っ と

高 い酸 素濃 度 で も生 育で き、 生 育速度 も格 段 に高 い 。TK-6株 にお いて好 気条 件 で 二つ

のOGORが 発現 す るこ とは、 この株の旺盛 な 生育 を説明 で きる。第 一章 で示 され たFor

の酸素 耐性 もまた、 この株の 高酸 素濃度 の順 応 を説 明で きる。

FORの 発現 が酸素 で誘導 され るこ とは 、TK-6株 が酸 素 に応 答 した遺 伝子発 現

制御 機構 を有 して い るこ とを示唆 して い る。本 菌株 の好気 呼吸 や脱窒 や鉄 呼吸 の呼 吸鎖

の最 終酸 化 酵素 は この制御 機構 の 支配 下に あ るのか も知れ な い。大腸 菌の酸 素応 答遺 伝
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子発現 制御 システ ムで良 く知 られ たものに、ArcABシ ステ ムやFNRシ ステ ムがあ る[50]。

しか し、TK-6株 において、 これ らと相 同な システ ムは見 い出 され ていな い し、For遺 伝

子クラス ター とKor遺 伝 子 クラス ター の間の プロモ ー ター領域 にこれ ら既知 の システム

特 異的 な 制御 モ チー フは 見 い出 され て いな い。TK-6株 か ら脱窒 関連 遺 伝子群 のい くつ

か が既 に取得 されて い るが、 これ ら遺伝 子群 の プ ロモ ー ター領域 に も既 知 の発現 制御 モ

チ ー フは 見出 せ ない ので 、TK-6株 は未 だ知 られ て い ない遺 伝子 発現 制御 機構 を有 して

いるのか も知 れな い。

野 生株 にお け るウ ェス タンブ ロ ヅ ト発 現解析 に よ り、好 気条件でForとKorの

両 方が発 現 して い る こ とが確 認 され たの で(Fig.3-2)、 ひ とつのOGORの 遺 伝子 が破 壊

され て も好気 条件で はも う一方のOGORに よ って還 元的TCA回 路が機能 す るこ とが予

想 され た。実際、For欠 損株 とKor欠 損株 の両 方が取得 され たので この予想 は正 しか っ

た と言え る。

興 味深 い こ とは、Kor欠 損株 が嫌 気条件 で ほ とん ど生 育で きな か ったこ とであ

る。 この ことは、Forの 発 現 が嫌 気条件 では強 く抑 制 されて いて い るこ とと、OGORが

発現 しな い と本 菌が 生育で きない こ とを示 して い る。 大腸 菌は嫌 気条件 にな る と酸素 濃

度応答 シス テム と してArcABとFNRの2系 統 を使 用 した上 で、その炭素 ・エ ネルギー

代 謝経 路 を大 き く変 え る(Fig.3-10A)。 例 え ばTCA回 路 の酸 化 的 な回 転 は止 ま り、2-

oxoglutarateへ の 酸 化 的 な流 れ とsuccinateへ の 還 元 的 な 流 れ に分 岐 す る。 この 際 、2-

oxoglutarate dehydrogenaseとpyruvate dehydrogenaseの 発 現が抑制 され、代 わ りにacetyl-

CoAの 生成 のた めにpyruvate formatelyaseが 発現 され る。 また、呼吸 鎖では硝 酸 な どの

代替 呼吸 基質 に対 して の還 元酵 素 が発現 され 、 さ らに代 替 呼吸基 質 が無 い場 合 には醗 酵

用の酵 素が誘 導 され る。TK-6株 にお いて、 大腸 菌 の嫌気的代謝 の よ うにTCA回 路 が酸

化 方 向 と還 元 方 向 に 分 岐 す る こ とは あ り得 な い と い う こ とで あ ろ う か(Fig.3.10B)?

TK-6株 は絶対独 立栄養性 で、C源 に 二酸化 炭 素のみ を用 い ると考 え られ てい る[21]。 し

た がって 二酸化 炭素 固定反 応は 必須で あ る。OGORを 持 たずTCA回 路 の還元 的 回転 が

期待で きな い以 上、 二酸 化炭素 固定反応 はPORに よるacetyl-CoAか らpyruvateへ の還

元反応 とpyruvate carboxylaseに よ るpyruvateか らoxalacetateへ の還元反応 に依 存 せ ざる

を得 ない。 しか し、 この連 続 した2つ の反応 の出発物 質であ るacetyl-CoAの 供 給は 、還

元的TCA回 路 な しにはあ り得 ないので 、 この菌 は生育 で きな い。
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では、環 境 中 に酢酸 を添加 した場 合 は ど うな るだ ろ う?TK-6株 は絶対独 立

栄養性 で あ り生育 には 二酸化 炭 素の供給 が必 須で あ る。これ に50mM程 度 の酢酸 を添

加 する と、 生 育 を少 し促進 させ る効果 があ る ことが知 られて いる(100mM酢 酸 では生

育は む しろ阻害 され る)[51]。 この こ とか ら、 本菌は酢 酸存在 下ではOGORに 依存 せ ず

に生 育で きるか も知 れ ない と考え、Kor欠 損株 を50mM酢 酸存 在 下で硝酸 呼吸条件 で

培 養 してみ たが、ほ とん ど生育せ ず、酢酸添加 の効果は得 られな かった。この こ とか ら、

外 部 か ら酢 酸が供 給 され た と して も、OGORに 依 存せ ずには生 育で きな いこ とが 示され

た。 一般 に還元的TCA回 路 の鍵酵素 のひ とつであ るATP:citrate lyaseに よる反応 の平衡

がcitrateか らoxalacetateとacetyl-CoAの 生成 に大 き く偏 ってい るこ とが知 られてい る[24]。

TK-6株 にお い て もそれ があ ては ま る と仮定 す れば、2-oxoglutarateが 供 給 され な いので

生 育で きない こ とにな る。

では2-oxoglutarateを 培 地 に添加 した らど うか?や は り生育は 不可能 であ っ

た 。野 生株 にお いて2-oxoglutarateの 添 加 が生 育 に影響 を与 えない こ とが報 告 されて い

る[51]。 お そ ら く細胞 内 に取 り込む こ とがで きない もの と考え られ る。 これ らの こ とか

ら 、 H.thermophilus はその生育にOGORが 必須であることが裏付けられた。
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Fig.3-10. (A)Carbon metabolism in E.coli growing under anaerobic condition.

(B)Putative mixotrophic carbon metabolism in H.thermophilus growing without
OGOR.
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本章において、H-thermophilusに おける遺伝子破壊法が構築された。遺伝子組

換えの方法には相同組換え法を用いた。 これは好熱性古細菌でい くつかの成功の報告が

あ ったか らであ り[52]、またTK-6株 あ るいはこの近縁種において使用可能なプラス ミ

ドのような遺伝 子ベクターの報告がなかったか らであ る。形質転換の方法には塩化カル

シウム法 を用 いた。 これも好熱性古細菌によって報告例 があ ったか らであ り[53]、また

操作が簡便で系の大きさの変更が容易であったからである。遺伝子マーカーには耐熱性

のカナマ イシン耐性遺伝子を用いた。本菌は絶対独立栄養性であ り、多 くの有機化合物

を単 一の炭素源 ・エネルギー源 として利用できず、栄養要求性変異株が取得できるかど

うかが危惧され たことか ら、遺伝子マーカーには薬剤耐性を選んだ。TK-6株 の生育条

件である70-75℃ 、pH7.0に おいて多 くの抗生物質は不安定であるがア ミノグリコシ ド

系抗生物質は比較的安定であ る[54]。70℃ で使用可能なカナマイシン耐性遺伝子の報告

があ り[55]、TK-6株 が500μg/mlの カナマイシンを添加 した培地において生育を抑えら

れることが確かめ られたので、耐熱性 カナマイシン耐性遺伝子をマーカー として使用 し

た。

TK-6株 にお いて、 比較 的高 い効 率 で相 同組 換 えが お こ るこ とが観察 され た。

しか も、その うちの 大部分 が2点 交差 によ る相 同組換 えで あ った。添加量 は最初1000μg

/200μl/tubeに してい たが、 その後、10μgま で減 ら して も大量の形 質転 換体 が得 られ

る ことが判明 し(103transformants/μg DNA)、DNAの 調製 が容 易にな った。形質転換 に

は 高 濃 度 の 塩 化 カ ル シ ウム を必 要 と しな い こ と も 判 明 した 。 同様 な報 告 は 古細 菌

Therｍococcus kOdakaraensisやMethanococcus voltaeで も報 告 されて い る。 またこれは、

本菌 のエ レク トロポ レー シ ョン法 に よ る形 質転換 の 可能性 を示唆 して い る。数 度の エ レ

ク トロポ レー シ ョン法 によ る形 質転換 の試み は失敗 したが(date not shown)、 今後条 件検

討 して み る価値 はあ る。今回の形 質転換 に使 用 したプ ラス ミ ドに含 まれ るH.thermophilis

との相 同領域 は2.0kbp(1.0kbp×2)で あ ったが、 半分の1.0kbp(0.5kbp×2)ま で短 くし

て も、ほ ぼ 同様 の数 の 形質転 換体 が得 られ た。 また、 直鎖状 のDNAを 用 いて も同様 の

結 果 を得 た。 そ して2点 交差組 換 えの確 率 も100%で あ った。組 換 え効 率 が高 い好熱 菌

と してThermas thermophilusが 有 名で あ るが 、時 に実験 者の期 待 しな い組 換 えを引 き起

こすの で、取 扱 い には注 意が 必要 であ る。形 質転 換の 再現性 は 現在の とこ ろ高 い とは言

えな い。今 後、 条件 の最 適化 を行 う必要 が あ る。 ダブル ミュー テー シ ョ ンの取得 には他

の 遺伝 子マー カー が必 要で あ るが、70℃ ・中性 の条件 で使 える抗生物 質耐性 遺 伝子 と し

てハ イ グロマ イシ ンB耐 性遺 伝子 の報告 があ るので 、TK-6株 に応 用で き るか検討 して

み る価値 があ る[56]。
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第四章 機能不明蛋白質群の解析

序

H.themophilus TK-6株 は2種 類 のOGOR、 す な わ ちForとKorを 持 つ 。 こ れ

ら2つ のOGORの 構造 遺伝 子であ るfbrDABGE とkorABは それぞれ染色体 上で クラス

ター をな し、 お 互い にプ ロモー ター 領域 を共 有 す る形 で逆向きに並んで存在 している。

forDABGEの す ぐ下流 にはforF と名付けられた機能不明な蛋 白質をコー ドする遺伝子が

見い出 され た。 また、korABの 下流にはorf3とorf4と 名付 け られ た機能 不明な蛋 白質 を

コー ドす る遺 伝 子が見 い出 された 。RT-PCRの 結果 か ら、forDABGEFとkorAB-orf3-orf4

はそれぞ れ一つのmRNAと して転写 され るこ とが示 され、そ れぞれForオ ペ ロン、Kor

オペ ロ ンと名付 け られた 。これ らの機能 不明蛋 白質 をコー ドす る3個 の遺 伝子、orf3,orf4,

and forFに ついて配列 上の特徴 をTable4-1に 表 した。 しか しな が ら、 これ らの蛋 白質 と

相 同な配列 を持 つ蛋 白質 ・遺 伝子 の情報 は殆 どな く、機能 は も とよ り、OGORと の関連

性の有無について も予想 することが困難であった。本章では、これ らの機能未知蛋白質

につ いて、知 見 を得 るこ とを 目的 と した。

Table4-1. Summary of function-unknown proteins encoded in downstreams of

OGOR operons based on the deduced amino acid sequences.

* 1 This ORF has two ATG codon in one frame.

* 2 See the section of"gene cloning encoding FofF like protein".
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材料 と方法

大腸 菌 を用 いたDNAの 組 換 え技 術

プラ ス ミ ドDNAの 抽 出は アル カ リ-SDS法 に従 って行 った。 またDNAシ ー ク

エ ンスの ための プラス ミ ドDNAの 場合 、更 にPEG沈 澱処 理 を加 え るか、QIAprep spin

miniprep kit(QIAGEN)あ るいはGenElute plasmid miniprep kit(Sigma)を 用 いて 調製 した。

大腸菌の形質転換

Cell-Porator(Bethesda research laboratories)を用 いてエ レク トロポ レー シ ョン法 に

よ って行 った。コ ンピテ ン トセル は以 下の よ うに調 製 した。大腸菌株 をLuria-Bertani(LB)

培地 でOD600が0.5-0.7に な る まで培養 し、遠心 して菌体 を回収 した。培地 と等 量の水 で

2回 、 半分量 の10%グ リセ ロー ルで1回 洗浄 して得 られた 菌体 を細胞 濃度 がお よそ1x

1011/ml以 上にな るよ うに適 量(培 地 の4%が 目安)の10%グ リセ ロール で懸 濁 し分注 し

て-80℃ で保存 した。

DNAシ ー クエ ンス

ABI PRISM377DNA Sequencer(Perkin-Elmer Corporation)でdideoxy chain

termination法 を 用 い て 行 っ た 。PCR反 応 はBig Dye Terminator Cycle Sequencing kit

(Perkin-Elmer Corporation)を 用 い てTable4-2の よ う に 反 応 液 を 調 製 しTable4-3の 条 件 で

行 っ た 。

Table4-2. PCR reaction mixture for DNA sequence.

Table4-3. PCR condition.
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OGORオ ペロン遺伝 子群の発現 プラスミ ドの構築

OGORオ ペ ロン中にコー ドされ る機能 不明の遺伝 子群(orf3,orf4,and forF)を

大腸 菌内 でお のお の単独で発現 させ るための プラス ミ ドベ ク ター を構築 した。

それぞれ の遺伝子 をTK-6株 のゲ ノムDNAか らPCRで 増 幅 するための プライ

マー をデザ イ ン した(Table4-4)。 プラ イマー の製 造 はサ ワデー 社 も し くは シ グマ ジ ェノ

シス社 に依頼 した。PCRの 反応液 はTable4-5の よ うに調製 しDNA polymeraseに はEx Taq

DNA polymerase(Takara)を 用 いた。反応条件 はTable4-6に 示 した。増 幅 によ り得 られ た

DNA断 片は 一度Tベ クター(pGEM-T Easy;Promega)に 挿 入 しエ ラーが無 い ことをシ

ー クエ ンス に よって確 認 した。 あ らか じめ プライ マー 内に導 入 した制限 酵素部 位 で切 断

し た 後 、 目 的DNA断 片 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら 抽 出 し(QIAquick gel extraction kit;

QIAGEN)、pETベ ク タ ー(Novagen)に 挿 入 し た 。pETベ ク タ ー は 原 則 と してpET11a(+)

を 、C末 端 に ヒ ス チ ジ ン タ グ を 付 加 さ せ る た め にpET21c(+)を 、 用 い た 。

Table4-4. PCR primers.

Table4-5. PCR reaction mixture.

Table4-6. PCR condition.
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大腸 菌での組換 え タンパ ク質 の大量発現

目的の遺 伝 子 を形 質転換 した大腸 菌 を100μg/mlア ン ピシ リンを添加 したLB

培地 に接 種 し、37℃ で一晩 前培 養 を行 った。 この培 養液 をアー レンメイヤー フラス コ中

のLB培 地(100μg/mlア ンピシ リン、0.5mM FeSO4)に 培 地の1%量 加 え、 アル ミホイ

ルで キ ャ ップ し37℃ 、150rpmで 震 盪 した。600nmに お ける吸光度 がお よそ0.5-0.8に

達 して か ら、1mM isopropylβ-D-thiogalactoside(IPTG)を 添加 す るこ とで発 現 を誘導 し

た。培養 は この後 さ らに3-4時 間行 った。

CFEの 調 製 と組換 え蛋 白質の精製

CFEの 調製 は組 換 えOGORの 場 合 と同 じ条件 で行 った。バ ッフ ァー はMY-1

バ ッファー を用 い、精製 過程 中も原則 と して 同 じバ ッファー を用 いた 。蛋 白質 の精 製 は

280nmの 紫外線 吸収 とSDS-PAGEの 映像 を指 標 に行 った。

組 換 えORF3の 精 製

組 換 えORF3はCFEを 熱 処 理(70℃,10min)と ゲ ル ろ 過 カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ

ィ ー カ ラ ム(Superdex-200column,1.0by60cm;Amersham)で 精 製 さ れ た 。

組換 えORF4の 精製

組 換 えORF4はN末 端 に ヒスチ ジンタグをつ けた組 換 え体 と して発現 された。

精 製はCFEを 熱 処理(70℃,10min)と ア フ ィニ テ ィー カ ラムク ロマ トグラフ ィー(HiTrap

Chelating;Amersham)で 行 った。

組 換 えForFの 精 製

組 換 えForFはCFEを 熱 処 理(70℃,10min)と 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ

フ ィ ー(Q-sepharose HP column,Amersham)で 精 製 さ れ た 。

電子常磁性共鳴(EPR)分 析

EPRは 日本医科大学の岩崎俊雄先生の協力のもと行った。

亜鉛の定量分析

原子吸光分析 を日立サイエンスシステムズに依託 した。
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抗血清 の調製

精製 され た蛋 白質 について、 それぞれ約1.0mg protein/1mlリ ン酸バ ヅファー

(pH8.0)と な る よ うに調製 した。 この 溶液 をそれ ぞれ の抗血 清 の抗 原 と した。抗 血 清の

作 製 はTakaraに 依 頼 し、 それ ぞれ ウサ ギー羽 を用い て、 ポ リク ロー ナル抗 体 を作 成 し

た。

遺 伝子破壊 株 の構築

3つ の遺 伝 子forF、orf3、orf4を それ ぞれ標 的 と した遺伝 子破壊 用 の プラス ミ

ドpFFGD、pCGD、pDGDを 構 築 した。使 用 したPCRプ ライマー をTable4-7に 記載 し

た。

(i)pFFGD(forF破 壊 プラス ミ ド)の 構 築 pYNA3(forF遺 伝子 全長 を含 む1.4kbpのDNA

断 片 をpGEM-T Easyに 挿入 した もの)をEcoNIで 消化 し、forF遺 伝子 中 に存在 す るEcoNI

部位 で切断 した。これ をklenow fragmentで 処理 し両端 を平滑末端 に した。pUC18-promoter

+HTKか ら耐熱性 カナマ イシ ン耐性 遺伝 子 ・htkをPCRで 増 幅 した。PCRの プライマー

にはPrimer-H2-FとPrimer-H3-Rを 用い、DNAポ リメラーゼ にはKOD plus(Toyobo)を 用

いた(KOD plusを 用 い るとPCR産 物 は平滑 末端 で得 られ る。)。これ ら2種 のDNA断

片 を ラ イゲー シ ョン し、 大腸菌 に形 質転換 した。 クロー ンの選択 は カナマ イ シ ン耐性能

によ って行 った。結 果得 られ た プラス ミ ドをpFFGDと 名付 けた。

(ii)pCGD(orr3破 壊 プ ラス ミド)の 構築pYNA101をPstIで 消化 し、orr3遺 伝子全 長

を含 む1.7kbpのDNA断 片 を抽 出 し、 同酵素 で切断 ・脱 リン酸処理 したpUC19に 挿 入

した。 クロー ンの選択 は ブルー ・ホ ワイ トセ レクシ ョンによ って行 った。得 られ た プラ

ス ミ ドを制限 酵素Eco81Iで 処理 しorr3遺 伝子 内の1箇 所 を切断 した。 これに、pUC18-

promoter+HTKか らPCRで 増 幅 した耐熱性 カナマ イシ ン耐性 遺伝 子 ・htkを 組 み込ん だ。

PCRの プラ イマ ー にはPrimer-H3-FとPrimer-H3-Rを 用 い、得 られ た断 片 を制 限酵 素

Eco81Iで 処 理 した。 クロー ンの選択 は カナマ イ シン耐性能 に よって行 った。結果 得 られ

た プラス ミ ドをpCGDと 名付 けた。

(iii)pDGD(orr4破 壊 プラス ミ ド)の 構 築pYNA101をEcoRVとSacIで 消化 し、orr4

遺伝 子全 長を含む1.9kbpのDNA断 片 を抽 出 し、SmaIとSacIで 切 断 ・脱 リン酸処理 し

たpUC19に 挿 入 した。 ク ロー ンの選 択 は ブルー ・ホ ワイ トセ レク シ ョンに よって行 っ

た。得 られ たプ ラス ミ ドを制 限酵素AflIIで 処理 しorr4遺 伝子 内の1箇 所 を切断 した。

これ に、pUC18-promoter+HTKか らPCRで 増幅 した耐熱性 カナ マイ シン耐性 遺伝子 ・htk
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を組み 込ん だ。PCRの プ ライマー にはPrimer-H4-FとPrimer-H4-Rを 用 い、得 られ た断

片 を制 限酵素AflIIで 処理 した。ク ロー ンの選 択は カナマ イシ ン耐性能 によ って行 った。

結果得 られ たプ ラス ミ ドをpCGDと 名付 けた。
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結果

組換 えORF3の 発現 と精 製

ORF3を 発現 させ るための プラス ミ ドpET-ORF3を 以下 の ように構築 した。orf3

遺伝 子 をプラ イマーP-orf3-NとP-orf3-Cを 用い たPCRに よってTK-6株 のゲ ノムDNA

か ら増 幅 し、pETlla(+)に 挿 入 され た。 この プラ ス ミ ドに よ って 発現 され る蛋 白質は ネ

イテ ィブのORF3と 等 しいア ミノ酸 配列 を持 つ こ とが期 待 された。 この プラス ミ ドを用

いて大腸 菌で組換 えORF3を 発現 させ た ところ、SDS-PAGEの ゲル上 で分子質量約25kDa

の位 置 に発現蛋 白質が確認 され た。ア ミノ酸配列 か ら予想 され るORF3の 分子質 量は21.7

kDaで あ るので、 それ よ り少 し大 きい値 であ るが、 これ はSDS-PAGE上 の誤差 と考え ら

れた 。熱 処理(70℃,10min)と ゲル ろ過 カ ラム ク ロマ トグラ フ ィー に よ り単 一 なバ ン

ドと して精 製 す ることがで きた(Fig.4-1)。

組 換 えORF4の 発現 と精製

orf3遺 伝 了の 下流 にはorf4遺 伝 子の存在 が予想 されて いた。その 同一の フレー

ム内 には 二つ のATGト リプレ ッ トが見 い出され、 それぞれ202個 と166個 のア ミノ酸

か ら成 る蛋 白質が 生産 され る と予 想 され たが、TK-6株 の 細胞 内 で どち らの蛋 白質 が発

現 され るか は不 明であ った。そ こで これ ら2種 類 の蛋 白質 を発現 させ るた めの プラス ミ

ドpET-ORF4(202個 の ア ミノ酸)とpET-ORF4.1(166個 の ア ミノ酸)を 以 下の ように

構築 した。TK-6株 の ゲ ノムDNAか らプライマーP-orf4-NとP-orf4-Cを 用い たPCR、 ま

た プライマーP-orf4.1-NとP-orf4-Cを 用い たPCRに よ って増幅 され たDNA断 片 をそれ

ぞれpETlla(+)に 挿 入 した。 これ らの プラス ミ ドを用 いて 大腸菌 で組換 えORF4を 発現

させた とこ ろ、pET-ORF4を 用いて発 現 された202個 のア ミノ酸 か ら成 る蛋 白質は、 そ

の 大 半が大腸 菌 の細胞 膜 内で封 入体 を形成 し、 わ ずか に細胞 破砕液 の 可溶性 画分 に存在

した蛋 白質 も熱処 理(70℃,10min)に よ り完全 に変性 した。 一方、pET-ORF4.1を 用い

て発現 された166個 のア ミノ酸 か ら成 る蛋 白質 は、 可溶性 画分 に十分 量存在 し、か つ熱

処理(70℃,10min)に も安定であ った。これ によって、orf4に よって コー ドされ るORF

は166個 の ア ミノ酸 か ら成 って い るこ とが強 く示 唆 され た 。 この組 換 え蛋 白質 をQ-

sepharoseカ ラム ク ロマ トグ ラフ ィー で精 製 しよ う と試 み たが 、あ ま り精 製効 果 が得 ら

れ な か った。 そ こで 、新 た に発現 プラ ス ミ ドpET-ORF4.1(His)を 構 築 した。orf4遺 伝 子

をプラ イマーP-orf4.1-NとP-orf4-C'を 用 いたPCRに よってTK-6株 のゲ ノムDNAか ら

増 幅 し、pET21c(+)に 挿 入 され た。 この プラス ミ ドに よって発 現 され る蛋 白質はC末
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端 に ヒス チ ジ ンタ グが付 加 され 分子 質量 が20.9kDaに な る こ とが 期待 され た。発現 さ

れ た蛋 白質は 可溶性 蛋 白質 と して発 現 され、 熱処 理 とNi-レ ジンア フ ィニ テ ィー カラ ム

クロマ トグラ フィー に よ り単 上一なバ ン ドと して 精製す る ことが で きた(Fig.4-1)。

組換 えForFの 発 現 と精 製

ForFを 発現 させ るため の プラス ミ ドpET-ForFを 以 下の よ うに構築 した。forF

遺伝子 をプライマーP-forF-NとP-forF-Cを 用 いたPCRに よってTK-6株 のゲ ノムDNA

か ら増 幅 し、pET11a(+)に 挿 入 され た。 この プラス ミ ドを用 いて 大腸 菌 で組換 えForFを

発現 させ た ところ、 可溶性 画分 に発 現 され た。 ア ミノ酸配 列 か ら予 想 され るForFの 分

子質量は11.6kDaで あ り、発現 蛋 白質 はSDS-PAGEの ゲル上の位 置で これ と一致 した 。

ForFは 熱処 理(70℃,10min)とQ-sepharoseカ ラムクロマ トグラ フィー によ り単一 なバ

ン ドと して精製 す るこ とがで きた(Fig.4-1)。

Fig.4-1. SDS-PAGE of18%acrylamide.Purified proteins.Lane1:

Molecular standard,lane2:ORF3,lane3:ORF4,and lane5:ForF.

金属 の存在確 認

ORF3、ORF4、ForFの 機能 を探 るために、これ らの蛋 白質 に関 してparamagnetic

centcrの 存在 をEPRで 調 査 した(Fig,4-2)。 液体ヘ リウム温度 で測定 を行 った結 果、 これ

らの蛋 白質 にはFe,Cu,Mn,Ni,Mo,Co,organic radicalな どは検 出され なかった。

ORF3は システ イン リッチ な蛋 白質 であ る。EPRの 結果 とア ミノ酸配列 か らFe-S

クラ スター を持 つ 可能性 は少 ない と考 え られた が、 亜鉛 原 子 が結 合 して い る可能 性 は考

え られ たの で、原 子吸 光分析 に よる亜鉛 の定 量 を行 った。 結果 は ご く少 量の亜鉛 しか検

出 され ず、ORF3は 亜鉛 を含 まない と考 え られ た(Table4-8)。
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Fig.4-2. Electron paramagnetic resornance(EPR)spectrum of the purified
ORF3,ORF4,and ForF.The conditions for the mesurement were as follows;
microwave frequency8.98GHz.Modulations of magnetic field were not done.

Table4-8. Atomic absorption spectrophotometry of ORF3.
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OGOR酵 素反応へ の影響

ORF3、ORF4、ForFをOGOR酵 素活性 系 に加え、 影響 を観察 した。脱炭 酸反

応 と炭酸 固定反応 の いずれ にお いて も 正の 効 果は無 か った。(Fig.4-3)。 む しろ活性 が 落

ち るのは 蛋 自質 の過 剰添加 に よる弊害 と考え られ た。

Decarboxylation

Carboxylation

Fig.4-3. Effect of addition of ORF3,ORF4,andForF into the decarboxylation(A and B)and

carboxylation(C and D)reaction catalyzed by Kor(A and C)and For (B and D).
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遺 伝子破壊 株の構 築

orf3、orf4、forF遺 伝子 をそれ ぞれ破壊 す るための プ ラス ミドpCGD、pDGD、

pFFGDを 作 成 し、形 質転換 を行 った(Fig.4-4)。orf3遺 伝子破 壊株CGD-3とforF遺 伝 子

破壊 株FFGD-1が 取得 で きた。そ れぞれ の遺 伝子破壊 株 のゲ ノムDNAに お いて、野 生

株 には存 在 しな いhtk遺 伝子 が存在 し、 かつ 目的の遺 伝子 がhtk遺 伝 子分 だけ大 き くな

ってい るこ とが観察 され た(Fig.4-5)。

orf4遺 伝 子破壊株 は数度 の試み にも関わ らず取得 で きなか った。

Fig.4-4. Constructed plasmid DNAs,pFFGD,pCGD,and pDGD to disrupt the forF,
orf3,and orf4gene,respectively.Thick line indicates homologous region.Thin line is
derived from pUC19or pT-vector easy.Dotted line indicates site where the htk gene
was inserted in.
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A

B

Fig.4-5. Confirmation of gene disruptions of H .thermophiliLs.(A)Gene stmctures around
the forF and orf3genes in strains FFGD-1and CGD-3 ,Dotted line indicates site where htk

gene was inserted in.Arrows indicate primers used for PCR.(B)Amplified genic DNA
fragments(htk,forF.orf3)from genomic DNA of strain FFGD-1and CGD-3by PCR using

HTK-F/HTK-R,forF-N/ForF-C,and orf3-N/orf3-Cas primers.
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各種蛋白質の発現解析

本研 究で構築 され た遺伝 子破壊 株 について、ForF、ORF3、ORF4の 発現 をウェ

ス タ ンブロ ッ トで解析 した(Fig.4-6上 段)。菌体 はすべて好 気的に培養 した もの を用いた。

ForFはforF遺 伝 子破壊株 であ るFFGD-1株 とFGD-6株 で発現 していなか った。後者 に

つ いて は第 三章 で も述べ たが、 上流 のforA遺 伝 子破 壊 に よ る極性 効 果で あ る と考 え ら

れ る。TK-6株 、KGD-1株 、CGD-3株 にお いてはForFは 発現 して いた。ORF3はFFGD-

1株 にお い てのみ 発現 が認 め られ 、そ れ以外 の株で は野 生株 で あ るTK-6株 であ って も

発現 を認め るこ とがで きなか った。ORF4は 全ての株 で発現が観 察 され た。

FFGD-1株 とCGD-3株 におけ るOGORの 発現 を観察 した(Fig.4-6下 段)。 いず

れの株 にお いても、ForとKorの 両方の発現 が観察 された。

変異株 の生育 曲線

FFGD-1株 とCGD-3株 について生育 曲線 を作製 した(Fig.4-7)。 培 養は酸素呼 吸

条件 と、嫌気 的硝 酸呼吸 条件 で行 った。 その結 果、forF遺 伝 子破壊 は好 気 ・嫌 気の両条

件 にお いて 生育 に影響 を与えな か った。 一方、orf3遺 伝 子破壊 は嫌 気的生 育 に影 響 を与

えなか ったが、好 気条件 下では生育速度 の低下 を招 いた。

ForF相 同遺伝 子の ク ローニ ング

話 は少 し変わ るが、私 が この研 究 を開始 した時、既 にH.thermophilus TK-6株

の細胞 か らフ ェ レ ドキ シ ンが精 製 されてお り、N末 端 ア ミノ酸配 列 も明 らかに されて い

たが 、遺 伝子 の ク ロー ニ ングは され て いなか った[44]。OGORの 酵素 反応 測定 に大 量の

フェ レ ドキシ ンが必要 な こ ともあ って、 このN末 端 ア ミノ酸配列 の情報 をも とにTK-6

株 の ゲ ノムDNAか らフェ レ ドキ シン をコー ドす る遺伝 子 の取 得 を試み た。結 論か ら述

べ る と、 目的 のN末 端 ア ミノ酸 配列 と 一致 す るア ミノ酸 配列 をコー ドす る遺伝 子 が取

得 され たもの の、 全体 の配列 は フ ェ レ ドキシ ンに特徴 的 な配列 を一切 示 さなか った。 こ

の遺伝 子は フ ェ レ ドキシ ンと共精 製 され た機 能不 明 の蛋 白質 をコー ドして いて、 過去 に

読 まれ たN末 端 ア ミノ酸配 列 も この機 能 不 明の 蛋 白質の もの であ るこ とが明 らか とな

った。 この よ うに 事故的 に取得 された遺 伝子 であ ったが、興 味深 い こ とに、 この遺伝 子

にコー ドされ る蛋 白質はForFと 高 い相 同性 を示 した(Fig.4-8)。ForF相 同蛋 白質(FFL,

ForF-like potein)が フ ェ レ ドキシ ン と共精 製 され たこ とに何 か意味 があ るの か も知 れ ない

が 、ForFの 機 能 自体 が未 だ不 明 であ るので 、今 の とこ ろ何 も言 えな い。 尚、 本物 の フ

ェ レ ドキ シ ン遺伝 子の取得 は、 その後 、 当研究 室 の池 田氏 と共 に達 成 され たが、 池 田氏

の修 士論 文に詳 しいので、 ここでは記述 を割 愛 する[38]。
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Fig.4-7. Growth curves of strain FFGD-1,CGD-3,TK-6.FGD-6,and KGD-1under the aerobic and

anaerobic conditions.Upper:aerobic,lower:anaerobic condition; circle:TK-6,square:FGD-6 ,
triangle:KGD-1,cross:FFGD-1,asterisk:CGD-3.
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A

B

Fig.4-8. (A)Location of the ffl gene encoding ForF like protein.

(B)Homology between ForF and FFL.
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考察

今 回、orf3、orf4、forF遺 伝子 について、大腸 菌組換 え体 と して発現 させた。orf4

につ いて は1フ レー ム 中にATGト リプ レ ッ トが 二 ケ所 存在 したの で、 それ ぞれ を開始

コ ドンとす る2種 類 の蛋 白質 を発現 させ た。 その結 果 は、後 方 のATGか ら翻 訳 を開始

させ た蛋 白質 のみ が 可溶性 蛋 白 と して 発現 され、 熱 に も安定で あ ったので 、 これが 本来

の開始 コ ドンであ ると予想 され た。 これは 妥 当な結果 で あ る。 とい うのは 、 その方 がデ

ー タベー ス 上でorf4と 唯 一相 同性 を示 す遺 伝子 で あ るSynechocystis sp.由来のsll0741

geneと マ ッチす るか らであ る。 しか しなが ら、前 方のATGと 後 方のATGに は108 bp

のひ らきがあ り、orf3とorf4の 間は198 bpも 空 くことにな る。korAB-orf3―orf4が 一本の

mRNAと して転写 され るに しては不 自然 であ る。 このorf3とorf4の 間 にkor遺 伝 子 ク

ラス ター とは逆 向 きの192 bpか ら成 るORFを 見 い出す こ とがで きた。相 同検 索の結果 、

線 虫類 のCaenorhabditis elegansの 推 定 上のW02D9.9遺 伝 子 と低 い相 同性 を示 しただけ

で あ った。なぜ この ような遺 伝子が ここに位置 してい るの か、返 って謎 は深 まった。

大腸 菌 か ら組 換 えORF3、ORF4、ForFを 精製 す る こ とが で きた。機 能 不明 の

蛋 白質 を280nmの 紫 外吸 収 のみで 追跡 しな が ら各 々1回 のカ ラム ク ロマ トグ ラフ ィー

のみ で精 製が で きた のは 、T7プ ロモー ター を使 った大量 発現 、耐 熱性 であ る こ とを利

用 した熱処理 に よる除 蛋 白、ヒスチ ジ ンタグを利 用 したアフ ィニ テ ィカ ラムの使 用な ど、

遺伝 子組 換 え によ る効 果 が絶 大 であ っ たため に思 われ る。精 製が達 成 され た ことは、 そ

の蛋 白質 の機 能 を探 るた めの大 きな最 初 の一 歩で あ るが、組換 え蛋 白質 の機能 が未 知の

場合、 天然の状 態 を反 映 して い るか を判断 す る術 が無いの も事 実であ る。

今 回、 精 製 された蛋 白質 につ い てEPRを 行 った が、常 磁性 の金属 の 存在 は確

認 され なか った 。ORF3は システ イ ン リ ッチな ので亜鉛 の結 合 の可能 性 も考 えた が、原

子吸光 分析 の結 果、 亜鉛 を含 まない ことが 判明 した。

さ らに、 これ ら精 製 蛋 白質 をOGOR活 性 測定 に加 えて み たが、 有意 の差 は見

られな か った。

機能 が 不明 でOGORと の関連性 も不 明な状 態 であ るため、 試行錯 誤 の末 にネ

ガテ ィブデー タが 蓄積 され るのは む しろ 自然な こ とか も知 れ ないが、 まずその 蛋 白質が

天然 の機能 を維 持 した状 態で精 製 され てい るこ とを知 らなけれ ば、 その ネガテ ィブデー

タを真実 と断定で きな いの は実 験者 として辛 い ところで あ る。

第 三章 で、H.thermophilusの 遺 伝子破 壊法 が構築 され たので、orf3、orf4、forF
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遺伝子の破壊 を試みた。orf3遺 伝子破壊株CGD-3株 とforF遺 伝子破壊株FFGD-1株 は

取得で きたが、orf4遺 伝子破壊株は数度の試みにも関わ らず取得できなかった。orf4遺

伝子が生育に必須であるという可能性もあるが、残念なが ら、現時点での形質転換の成

功率はあま り高くないため、そのように推測するのは尚早であると思 う。今後、orf4遺

伝子破壊株の取得の努力は続けられるべきであろう。

得 られた遺伝子破壊株において、OGOR遺 伝子クラスター群の発現を解析 した。

最も興味深かったのが、ORF3の 発現パ ター ンである。ORF3は 野生株であるTK-6株 で

発現 していない。唯一発現が認められたのが、forF破 壊株であるFFGD-1株 においてで

ある。ForFがorf3の 発現抑制に関与 しているのであろうか?現 時点でそれを議論す

るには情報が少なすぎるが、今回の結果はForオ ペ ロンとKorオ ペロンの下流遺伝子同

士が相互関係 を示 した初めての例である。forF遺 伝子の極性効果がおこっていると推察

されたFGD-6株 においてはORF3が 発現 していない。この株でのforFの 発現阻害は完

全ではないのかも知れない。ORF3が 発現 していないいずれの株においてもORF4は 発

現 していた。orf4遺 伝子は独自のプロモーターを有するのかも知れない。

今回の実験で使用 したCFEは 全て好気呼吸条件下で生育 した細胞 を用いてい

る。比較 として、嫌気呼吸条件で生育させた菌体ではどのような発現パターンを示すか

に興味が持 たれる。本論文においてその結果を記載できなかったのは残念であるが、今

後の課題 として取 りあげたい。

forF遺 伝子破壊 とorf3遺 伝子破壊が酸素呼吸条件 と嫌気的硝酸呼吸条件で生

育に与える影響を調べた。その結果、forF遺 伝子破壊は好気 ・嫌気の両条件において生

育に影響 を与えなかった。 一方、orf3遺 伝子破壊は好気条件下での生育速度の低下 を招

いた。ウェスタンブロッ ト解析の結果はORF3はTK-6株 やKGD-1株 でも発現 していな

かった。にもかかわらず、CGD-3株 と生育速度に差が見られることか ら、TK-6株 やKGD-1

株ではご く微量の、 しか し皆無では無いORF3が 機能 していることが推察された。

本章においてOGORオ ペロンに コー ドされ る機能不明蛋 白質の精製が成 され

た。in vitroに おける各種の分析で新たに得 られた知見は少ない。もとよ り 「何か見つか

れば儲 けもの」的な雲をつかむような分析であったので、何 も見つか らな くても仕方が

ないと考えるべきであろう。今後、その機能がもう少 し絞 られた時に改めて各種分析 に

手を伸ばすのが良いと思 う。

精製蛋 白質から抗体を作製 し、蛋白質の発現解析 が可能になったことの成果は

大きかった。続 く遺伝子破壊実験 との相乗効果 によ り、わずかではあるが機能解明のた

めの手がか りが掴めた。今後、嫌気条件下での各種蛋 白質の発現解析 を行うなどして情
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報を増や していけばゴールも見えてこよう。二重変異株取得の方法の導入などに興味が

持たれた。
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総合 討論 ―展望も兼ねて―

本研究では、好熱好気性水素細菌 Hydrogenobacter thermophilus  TK-6株 の持つ

二 つ の2- oxoglutarate:ferredoxin oxidoreductase(OGOR) とその関連遺伝子についてその機

能 と特徴 を探 ることを目的としている。 これによ り、本菌の持つ絶対独立栄養性をは じ

めとした様 々な独特の炭素 ・エネルギー代謝について、新 しい知見を得 られ ることを狙

った。具体的な手段 としては 二つのOGOR、 すなわちForとKorに ついて、大腸菌で組

換え体 を発現させ、精製 し、その酵素学的特徴 を比較することで、その生理的意義を考

察す ることにした。特に、本酵素の最大の特徴 とも言える炭酸固定反応 について、精製

酵素 を用いて動力学的解析 を行うことを最重要課題 とした。 また二つのOGORの 発現

パターンを解析 することでも、本酵素の生理的意義を考察することに した。さらに本菌

株に遺伝子組換え系を導入 し、For変 異株やKor変 異株についての生育パターンからも

生理的意義を考察することを試みた。最後にForオ ペロンやKorオ ペロン中にコー ドさ

れる機能未知蛋白質についてその機能の解明を試みた。

まず、 本研 究 の最初 の ステ ップ と して二 つのOGORを 精製 す る ことが後 の研

究 に繋 げ るため に も必須 の課題 で あ った。特 に、Forに 関 して は、蛋 白質 よ りも遺伝 子

が先に取得されたという経緯か ら、精製そのものにも意味があった。一般的に2- oxoacid

oxidoreductase(OR) ファミリーに属する酵素は酸素感受性なことが多 く、精製には困難

がつ きまとうが、TK-6株 のOGORは 比較的容易に精製できたように思 う。このOGOR

本来の酸素耐性の高さに加え、好熱菌由来の蛋 白質にのみ許された熱処理 を行 うことで、

精製過程の序盤で大部分の蛋 白質を除去で きたことがきわめて有効であった。

精製されたForは 新規のサブユニ ッ ト構造を示 した。本研究では掘 り下げるこ

とがで きなかったが、構造の方面に研究を進 めることも興味深い。Forの 構造 について

本論文で列挙 した相補的な示唆の数 々よりも、X線 結晶構造解析 を解 くほ うがよほど確

実であ りインパク トも大きいであろう。今後の課題に取 り上げられて良いと思 う。

酵素学的な特徴付けの比較からForとKorの 生理的意義の解明を試みた。反応

は、生体内でお こっている反応 と逆反応であ る脱炭酸反応を指標に行われた。逆反応に

おける特徴付けでもって生理的意義に迫れるか という指摘はあったものの確 立された簡

便な活性測定システムを通 して得 られるデー タの蓄積は信頼 に足るものである。実際、

本実験でForとKorの 熱 と酸素に対する安定性の相違が指摘され、その後の研究の方向

性を決める大きな ヒン トを与えた。
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対照的なのが炭酸固定活性測定である。本菌の炭素代謝の鍵酵素 といううたい

文句を持 ち、その生理的意義を論ずるための格好の的であ るはずだが、これまでこの反

応 をvitroで 再現することは困難であ った。本研究にあって、炭酸固定活性 を測定する

に至ったが、それでもようや く観測で きた とい う感 じであ り、生体内での働 きぶ りを議

論できるまでに、その姿を実験室で再現 しているとは言い難い。システムのさらなる磨

き上げが必要である。Fdの 酸化還元 を他の酵素 とのカ ップ リングで回転 させるのは良

い方法だが、そのパー トナー としてPORに こだわる理 由はあま り無い。細胞内での電

子の流れを忠実にそれでいてシンプルに再現で きそ うな酵素の検索が遠回 りのようで近

道なのかも知れない。 一思いにヒ ドロゲナーゼによる水素酸化からORに よる炭酸固定

反応 までのエネルギーの流れを再現するくらいの計画を立てても良いと思う。

代謝の研究のアプローチには精製蛋白質 をvitroで 解析 する方法と、vivoで の

物質の流れや発現制御 を追跡 する方法に大別で きよう。本研究において、精製OGO R

か ら抗体を作製 し蛋 白質発現解析が可能に したことと、さらにH.thermophilusの 遺伝子

破壊株を構築できたことは相乗効果をあげたと思 う。OGORが 環境の違いによ り発現制

御 を受けることを明確に し、その表現型への影響なども調べ ることができた。惜 しむら

くは、 この発現制御を支配 している因子にたどりつけていないことである。本菌の呼吸

形態の多様性か ら考えても何 らかの環境応答発現制御因子を持つことは間違い無い。 し

か しなが らプロモター領域に既知の結合モチーフは見出せないのだ。 この発現制御機構

を解明すれば新発見につながるかも知れない。

さらにひとつ惜 しむことは、今回構築された遺伝子破壊法の完成度 を高め られ

なかったことである。ひ とつの ノックアウ ト変異株 を取得するのに何度 も試行 しなけれ

ばいけないのは、この手法 を受け継 ぐ研究者にとって歓迎されないだろう。 しか し研究

室の財産となる技術なのでさらに精度を上げ られ ることを望みたい。

OGOR遺 伝 子クラスターにコー ドされる機能不明の蛋 白質群の機能を探 るため

の実験 を行った。おおよそ新たに得 られた躍進的な知見は無 く、機能不明なものの機能

を探 ることの大変さを知った。それでも遺伝子破壊 によって他の遺伝子発現が誘導され

た り、生育速度が遅 くなるといった知見が得 られたのは暗闇の中に一筋の光 を見た思い

であった。根拠の薄い夢物語になるが、 これ らの遺伝子が先に述べた環境応答 と何 らか

の関わ りを持 っていたとすれば、話が大 きく膨 らむ。研究テーマの主題に据えるには現

時点では危険だが、片手間に細々と実験が続け られたら良いと思う。
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最 後 に、 本研究 の主題 とは少 し離れ る。 このHydrogenobacter thermophilus TK-

6株 とい う菌 は非常 にユ ニー クな 菌であ る。研 究 を続 けて いて感 じた印象 として 『欲張

りな菌』とい うのがあ る。何 で も複数持 ちたが るか らだ。私 の研 究主題 であ るが、OGOR

を 二つ持 って い る。類似 の報 告は無 い。 ヒ ドロゲ ナー ゼ を少な くとも4種 持 つ。 しか も

全 て水 素酸化 タ イプであ る。 フ ェ レ ドキ シンの遺伝 子 も 二つ並べ て持 って い る。 呼吸鎖

は酸 素呼吸 、硝 酸呼 吸、鉄呼 吸に対応 して いる。近 縁種で あ るAquifex aeolicusと 比べ て

も随分 異 な って いる。 そ して それ は圧倒 的 な生育速 度 と環境 適応 力の差 とな って現 れ て

い る。 これ らのエ ネル ギー代 謝 に関わ る部 品の 多様 性 はお 互 いに シン クロ して い る と考

えて 間違 い無 い だ ろう。 当研 究室 にお いて これ らに関す る研 究 が別 々のテ ーマ と して 進

め られて い るが、 最終 的 には つ なが ってひ とつ に集約 されて い くと予想 され る。そ して

互 い をつ な げ る鍵 とな るの が環 境 応 答 発現 制御 因 子 で は な か ろ うか 。 当研 究 室 で は

Pseudomonas aeruginosaの 嫌 気応 答代 謝 メ カニズ ムに つ いて も精 力的 に研 究が進 め られ

て いるが 、H.themophilusに ついて も この レベ ルに まで議論 を押 し上 げ られ ると愉快 で

あ る と思 う。
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論文題目

好熱好気性水素細菌 Hydrogenobacter thermophilus TK-6 株由来の

二つの 2-oxoglutarate:ferredoxin oxidoreductase に関する研究

緒言

Hydrogenobacter thermophilus TK-6 株は好熱好気性、絶対化学独立栄養性の水

素酸 化細 菌で あ る。本 菌株 は二酸 化 炭素 固定経路 と して還 元 的TCAサ イ クル と呼 ばれ

る独特 な回路 を有 して い る。還 元的TCAサ イクルではTCAサ イクル を逆 回転 させ るこ

とで 二酸 化炭素 を同化 す ることがで きる。2-oxoglutarate:ferredoxin oxidoreductase(OGOR)

は本回路 の鍵酵素 のひ とつであ り、succinyl-CoAか ら2-oxoglutarateへ の炭酸 固定反応 を

触 媒 す る。強 力な還 元 力が この カル ボ キシル化 反応 に 要求 され、還 元型 フェ レ ドキ シ ン

(Fd)が この反応 の電子供 与体 として機能 す る と考え られて い る。

TK-6株 は2種 類 のOGORを 持 つ と予想 され た。 すなわ ちForとKorで あ る。

Korは 既 にTK-6株 か ら精 製 されて いた。 この酵素 はαβ-型であ る。α-,β-サ ブユニ ッ ト

はkorAB遺 伝 子 にコー ドされ る。KorAB、orf3、orf4に よ りひ とつ のオペ ロンが形 成 さ

れて い る。 しか しなが ら、orf3とorf4の 遺伝 子産物 の機 能は 不明であ る。興味深 いこ と

に、 もうひ とつ の2-oxoacid oxidoreductase (OR)を コー ドす る遺伝 子 クラス ターが κor遺

伝 子ク ラス ターの 上流 隣 に逆 向 きに存 在 して いた 。 このforDABGEFと 名付 け られた遺

伝子群 はひ とつの オペ ロ ンを形 成 して いた。 この ノbr遺 伝 子 クラス ターに コー ドされ る

蛋 白質 を大腸 菌 で発 現 させ無 細 胞抽 出液(CFE)を 調製 した と ころ、 このCFEは2-

oxoglutarateに 対 して 高いOR活 性 を示 した が他 の どの2-oxoacidに も高いOR活 性は 見

られ なか った。 したが ってForはKorと 並ぶ もうひ とつのOGORで あ るこ とが示唆 さ

れ た。
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私は、 これら二つのOGORに 関 して、その酵素学的特徴 と生理的意義につい

てさらに知見を深めるべ く研究 を行った。

1. OGORの 大腸菌での発現 と精製、および酵素学的特徴付け

Korは 既に前任者 らによって、TK-6株 の菌体か ら精製 され、その酵素学的特

徴について報告されていた。私は、 より簡便な調製法 として大腸菌からの組換えKorの

発現 と精製を試みた。本酵素が耐熱性であることか ら、CFEに 熱処理を加えることで精

製の行程を簡便化することに成功 した。得 られた酵素は、その最大活性速度において過

去の報告 よりも約2倍 高い値が得 られ、精製行程の簡便化による精製効率の上昇が認め

られた。それ以外の酵素学的な特徴は、過去の報告 と差が認められなかったので、ネイ

テ ィブ酵素 と同等の酵素とみな して、以下の実験に使用 した。

Forに ついては、その遺伝子は得 られていたものの、精製蛋白質は得 られてい

なかったので、大腸菌か らの組換えForの 発現 と精製を行 った。精製 された蛋白質を

SDS-PAGEに 供 した ところ、ゲル上には5本 のバン ドを確認す ることがで きた。4本 の

大 きなバン ドは上か ら順に forA,forB,forD,forG 遺伝子産物の計算上の分子質量とそれ

それ一致 した。最も低分子の位置のポ リペ プチ ドのN-末 端 ア ミノ酸配列 を決定 した。

その 結果 、forE遺 伝 子 に コー ドされ るア ミノ酸 と一 致 した。 この結 果 と、 forD や forE

遺伝 子を欠失させた発現 プラス ミドを用いた場合 に酵素活性が得 られなか った とい う結

果 を合 わせ る と、Forが5種 類 のサ ブユ ニ ッ ト、 すなわ ち ForA,ForB,ForG,ForD,ForE

から成 る酵素であると考え られた。これはそれまで知 られていたどのORの サブユニ ッ

ト構造のタイプにもあてはまらず、新規のサブユニ ット構造を持つORで あることが示

唆された。

Forの 酵 素学 的特徴 付 け と して、 分子 量、 基 質特 異性 、至 適温 度、 至適pH、

耐熱 性、 耐酸 素性、基 質親和性 な どの測定 を行 い、かつKorの 特徴 と比較 した。Forと

Korの 特徴 の差 につ いて、最 大活性 と熱 安定性 お よび 酸素感 受性 の違 い に興味が持 たれ

た。methylviologen還 元活性 においてForの 最 大速 度はKorの 約1/10程 度 であ った。熱

安 定性 はForの 方がKorよ りも好 気 ・嫌気 の両条件 において総 じて高 い値 を示 した。興

味 深 いこ とに、TK-6株 の 至適 生育条件 であ る70℃ 、 好気条件 で はForは 比較的安 定な

のに対 し、Korは 大部 分 が失活 した。 一般 的 にORは 酸 素感 受性が 高 いこ とが知 られて

い るが、Korの 酸素耐性 は比較 的高 い。Forの 酸 素耐性 がそ れを上回 った こ とか ら、TK-

6株 のOGORが 一般的 なORと 比べて好 気的環境 に順 応 して い るこ とが考え られ た。
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2. OGORに よる炭酸 固定 反応

上述 のOGORの 酵素 学 的な解 析 は主 に脱 炭酸 反応 の触媒 能 を指標 に行 った。

本酵素 の生理的 意義 を考慮 した場合 、炭酸 固定反応 の触媒能 を解 析 する ことが望 ま しい。

しか しなが ら、 これ まで、試 験管 内で の活性 測 定は 、電 子供 与体 の枯渇 な どの原 因に よ

り困難で あ る とされて きた 。私 は測定 系 を改良 し、 本酵 素 に よる炭 酸 固定反応 の動 力学

的解析 を可能 にす るこ とを試み た。

電子供 与体で あ る還 元型Fdの 供 給が 系内で維持 され るために、Fdを 還元 する

酵 素 と してpyruvate:ferredoxin oxidoreductase(POR)を 系 に加 え るこ とに した。 また、

glutamate dehydrogenase(GDH)も 反応 系 に加 え る こ とに した。 これ に よ り炭酸 固定 反応

の生成 物であ る2-oxoglutarateの 生成 を、GDHに よ るNADHの 酸化 を伴 うglutamateの

生成 で もって分光光学 的 に追跡 するこ とがで きる。FdとPORはTK-6株 由来 の遺伝 子

を大腸 菌 に組換 えて発現 ・精 製 した もの を用 いた。Fdは2種 類(Fd1、Fd2)用 意 した。GDH

はsulfolobus tokodaii由 来 の好熱性GDHの 遺 伝子 を大腸 菌 に組換 えて発現 ・精製 した も

のを用 いた。 まず、OGORに よるFdの 還 元反応 の測定か らOGORのFdに 対 す るKm値

を求め、炭 酸固定反応 に充分 なFdの 濃度 を決定 した。次 にPORに よるFdの 還元速 度

と340nmの 吸収 を求 め、本実験 系 にお け るPORの 最 大濃度 と速度 を設定 した。OGOR

によ る炭酸 固定反 応速 度 が これ を超 え ない よ うに濃度 を調節 しなが ら測定 を行 った。 ま

た、GDHに つ いて も反 応速 度 を求 め 十分 量添加 した。 構築 され た測定 系 を用 いて酵 素

活 性 を観察 した と ころ、OGORに よる炭酸 固定 反応 が 観察 され た。For、Kor共 に、 試

験 管 内で 炭酸 固定反 応 を触 媒 す るこ とが精製 蛋 白質 を使 って示 され た。活性 速度 は、 酸

化 反応 の場 合 と同様 に、Korの 方がForよ りも高か った。For、Kor共 に、炭酸 固定 反応

速 度は脱 炭酸反応速 度 を下 回 った。これは測定 系の最 適化が不 十分だ か らか も知れ ない。

最適 条件 の更 なる検討が必 要であ る と考 え られた。

3. OGORの 発現解析 と遺伝子破壊

ウエ スタ ンブロ ッ トによ りForとKorの 発現解析 を行 った。解析 は酸 素呼吸条

件 お よび硝 酸呼吸 条件で培 養 したTK-6株 について行 った。その結果、Korは 酸 素呼吸 ・

硝 酸呼 吸 の両条 件 にお いて 定常 的 に発現 して い るこ とが 示 された。Forは 、酸 素 呼吸条
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件 においては定常的に発現 しているものの、硝酸呼吸条件 においてはほ とん ど発現 を観

察することがで きなかった。これ らのことか ら、Forは 好気条件の時にのみ発現され、

TK-6株 の好気条件時の旺盛な生育を支持 していると考えられた。

この ことを更に確かめるために、TK-6株 において遺伝子破壊系を構築 し、for

変異株 とkor変 異株をそれぞれ取得することを試みた。遺伝子破壊はプラス ミドを用い

た相 同組換 え法で行った。形質転換には塩化カルシウム法を用い、遺伝子マーカーには

熱安定カナマイシン耐性遺伝子を用いた。条件検討の結果、高効率の遺伝子破壊系を構

築 し、 目的の遺伝 子破壊株、すなわちfor変 異株 とkor変 異株の取得に成功 した。これ

ら変異株の生育を観察 したところ、kor変 異株は好気条件 において野生株 と変わ らぬ旺

盛な生育を示 したが、嫌気条件では全 く生育 しなか った。対照的に、for変 異株は嫌気

条件では野生株 と同様の生育 を示 したが、好気条件では野生株の生育 を大 きく下まわっ

た。これらの結果は前述の知見、すなわちForの 方がKorよ り酸素に対する安定性が高

い、お よび野生株 においてForは 好気条件でのみ発現するといった結果 と合致するもの

であ り、Forは 好気条件での旺盛な生育を支持するかたちで機能 していると考えられた。

4. OGORオ ペ ロ ンに コー ドされ る機能 未知蛋 白質群の解析

Forの 構造遺伝 子の下流 にはforF、Korの 構 造遺伝子 の下流 にはorf3とorf4と

名付 け られ た遺 伝 子が存在 し、 それ ぞれ上流 のfor遺 伝 子群、kor遺 伝 子群 とオペ ロ ン

を形成 して る。 しか しな が ら、 そ の蛋 白質 の機 能 は未 知で あ った。私 は これ らの蛋 白質

を大 腸菌 で 発現 し、精製 を行 い、EPRや 金 属定 量、OGOR酵 素 活性 測定 にお け る影 響

な どを調 べ た。 しか しなが ら、有効 な結 果 は得 られ なか った。 今後、 よ り精 密 かつ多 様

な実験 が 要求 され る と思 われ た。 別の ア プロー チ と して これ らの遺伝 子破壊 が 考 え られ

た。

まとめ

1. H.thermophilus TK-6 株 は、サ ブユ ニ ッ ト構 造の異 な る2種 類 のOGOR、 すなわ ちFor

とKorを 持 つ こ とがわか った。

2. Forは その活性 においてForEを 必 要 と し、5サ ブユ ニ ッ ト構造 を持つ新 規の2-オ キ
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ソ酸酸化還 元酵 素であ るこ とを示 した。

3. 大腸菌 か ら精 製 した組換 えForの 酵 素学的諸性 質 を解析 し、Korと 比較 した。Forは

Korと 比べ て活性 は低 いが高熱好 気条件 において安定 であ った。

4. 精製 したOGORを 用 いて、試験 管 内で炭酸 固定反応 を触媒 す るこ とを証 明 した。 ま

た動 力学的解析 も行 った。

5. Korは 構成 的 に発 現 して い るが、Forは 好気条 件 で のみ発 現 され た。 好 気培養 時 の

TK-6株 の旺盛 な生育 はForの 発 現 によ り支援 されてい る と考え られ た。

6. H.thermophilus TK-6の 遺伝 子破壊 系 を相 同組換 え法 によ り構築 した。
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