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1章 緒言

1.1序

地 球上の 自然環境 は極 めて多様であり、生命 が生きていくには過 酷とも思える環境

にお いても適応 可能な細 菌が存在す る。細菌 はそのような厳しい 自然環 境 下でも外

的環 境の変化 に速やか に応答 し、その環境 に適応 して生存 している。多数存在す る

ストレスのうち、塩ストレスは細菌が普遍的に受 けるストレスの一種である。塩ストレス下

で細菌が生育するためには、細胞 内の溶質濃度 が外界の濃度 に適合するように浸透

圧調 節が必要である。このような調節 は、好塩 細菌 に限らず増殖 に塩を必要としない

非好塩 細菌 にお いても必 要とされる。そのため、細 菌の塩ストレス応答機構 を解 明す

ることは、環境保全 、環境 再生というアプローチのみならず 、塩ストレス適応機構 の全

容を解 明するモデルとしての役割が期待されている。

生物 の塩ストレス応答 を解析す る意義 は大きく分けて二つが挙げられる。第一 に将

来直 面する食糧 問題 に対す る解 決策として、塩 類土壌などの厳 しい生育環境でも対

応できる耐塩性植 物の作 出を 目指す応用 的研 究としての意義 が挙げられる。これまで

にも、塩ストレスに関与する遺伝子の導入 によって成果を挙げている例もいくつか報告

され ている(Kasuga et aL., 1999; Shi et al., 2003)。 第 二 に、複 雑 な塩 ストレス応 答機

構 の全 容 を解 明 する基 礎 生 命 科 学 研 究 としての意 義 が挙 げられ る。高塩 環 境 という厳

しい 環 境 に応 答 して生 存 す るた めに 、細 菌 か ら高等 植 物 に至 るまで 、生 物 はいくつ か

の恒 常 的 かつ 誘 導 的 な適 応 機構 を有 している。そ のため 、そ れ らを解 明 することは 大

変意義深 いテーマである。これまでに、浸透圧 変化 により発現する遺伝子や タンパク

質が多数 同定されている。しかし、これらの遺伝子 の誘導、あるいは抑制を含めたシグ

ナル伝達機構 の大部分 は解 明されていない。本研 究では基礎 生命科学研 究としての

立場か ら、細 菌を用 いて塩 ストレスに対する応答 機構 に興味を持って研 究を行なっ

た。

本 章 では 、研 究 の背 景 として、これ まで に報 告 され ている細 菌 にお ける塩 ストレス応

答 、お よびRhodobacter sphaeroidesに お ける塩 ストレス応 答 に 関す る知 見 を概 説 し、

本 研 究 の 目的 を記 す 。
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1.2細 菌 にお ける塩 ストレス応 答

1.2.1塩 ストレスに対 す る物 質応 答

グ ラ ム 陰 性 細 菌 の モ デ ル と し て 、Escherlchia coli (E. toli)やSalmonella

typhimurium (S. typhimurium)、 さらに は シ ア ノバ クテ リア の 一 種 で あ るSynechocystis

sp. strain PCC 6803 (Synechocystis)に お い て塩 ス トレス応 答 機 構 解 明 に 向 け た研 究

が 進 め られ て い る 。一 方 、グ ラ ム 陽 性 細 菌 の モ デ ル とし てBacillus subtilis (B. subtilis)

やCorynebacterium glutamicum (C. glutamicum)、Staphylococcus aureus (S. aureus)

な どで も塩 ス トレス応 答 に 関 す る研 究 が 進 め られ て い る(Kempf andBremer, 1998;

Sleator and Hill, 2001)。 ここで は 、グラム陰 性 細 菌 で はE. coliを 、グ ラム 陽1生 細 菌 で

はB. subtilisに 関 す る知 見 を 中 心 に概 説 す る(Fig. 1-1, 1-2)。

塩 ストレスに対 す る初 期 段 階 の応 答 として、細 胞 膜 の膨 圧 に応 答 す る輸 送 システム

を介 した大 量 のK+の 取 り込 み が挙 げ られる。同時 に、陽イオ ンの急 激 な上 昇 に対 す る

対 イオ ンとして、浸透 圧 上 昇 後1分 以 内 にグル タミン酸 の生 合 成 が行 なわれ る。この グ

ル タミン酸 合 成 は 取 り込 まれ たK+の 量 に 依 存 して行 な われ ることが知 られ て い る

(McLaggan et al., 1994; Yan et a1., 1996)。K+の 取 り込み のた めに、E. coliに はKup、

Trk、Kdpの 計3種 の輸 送 システムが存 在 す る(Csonka and Epstein, 1996; Stumpe et

al., 1996)。 このうちKupに よる輸 送 システムは持 続 的 で外 界 の浸 透 圧 上 昇 に影 響 さ

れ ない小 型 のK+輸 送 システムである。一方 、TrkとKdpは 外 界 の浸 透圧 上 昇 により誘

導 され 、細 胞 の膨 圧 がこれ らの活 性 に寄 与 していることが示 されて いる。現 在 は 、K+と

グル タミン酸 の 蓄積 量 の変 化 が、塩 ストレス応 答 の第 二段 階 である適 合 溶 質 の 蓄積 に

影 響 しているので はないか と考 えられ ている。

適 合 溶 質 は生 体 内 での 合 成 あるいは 外 界 か らの取 り込 み によって高 濃 度 に蓄積 さ

れ る(Galinski and Truper, 1994; Csonka and Epstein, 1996; Miller and Wood, 1996)。

糖 、及 び 糖 の誘 導 体 、第 四級 アンモ ニウム化 合 物 のベ タイン類 、アミノ酸 、アミンの誘

導 体 などいくつ か に分 類 され 、原 核 生 物 の み ならず 、高 等 植 物 でも蓄積 され ることが

確 認 され て いる。これ らの 適 合 溶 質 は 代 謝 され にくく、か つ 他 の代 謝 に影 響 を及 ぼさ

ないため 、高塩 環 境 下 の浸 透 圧 調 節 に適 している(Yancey et al., 1982)。 また 、外 界

か らの取 り込 み と生体 内 で の合 成 の 両 面 か ら蓄 積 され ることが 知 られ ている(Galinski

and Truper, 1994)。

外 界 に存 在 す る適 合 溶 質 は 、外 膜 に存 在 す るOmpCとOmpFに よる受 動 的な拡 散

輸 送 により細 胞 内 に取 り込 まれ る(Fig. 1-1)。 引き続 いて、グラム陰性 細 菌 のE. toli

にお い ては 、ProPとProUと 呼 ばれ る二 つ の細 胞 質膜 貫 通 型 輸 送 システムにより細 胞

質 内 部 に取 り込 まれ ることが報 告 され ている(Barron and Villarejo, 1987; Haardt et a1.,
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1995)(Fig.1-1)。 このうちProPは 一 分 子 からなる輸 送 システムであり、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。一 方ProUは

ProWXの3分 子 か らなるATP-binding cassette (ABC) type transporterで あり、ProP

と同様 に多 様 な基 質 を輸 送 す るもの の 、ベ タイン類 に対 す る親 和 性 が非 常 に高 く、こ

れ らを積 極 的輸 送 しているの では ないか と考 えられ てい る。ProPは ベ タイン類 に対 し

て比較 的 低 親 和 性 の輸 送 系 で 、浸 透 圧 が低 い 時 にはプ ロリンを輸 送 す る。しか し、浸

透 圧 ストレスの 状 態 で はプ ロリンよりむ しろベ タイン類 に対 して選 択 的 となる。一 方

ProUは ベ タイン類 に対 して高 親 和 性 の輸 送 系で 、高浸 透 圧 下 で細 胞 内のK+が 十 分

蓄積 された 時 点 では じめ て誘 導合 成 され る。このように、ベ タイン蓄 積 が 必 要な状 況 で

ProPが 誘 導 され 、KdpとProUの 誘 導 調 節 がEooliの 浸透 圧 調 節 の要 となっている

(Csonka and Epstein,1996)。 これ に対 して、グラム陽性 細 菌 のB.subtilisで は初 期

応 答 としてのK+の 取 り込 み に引き続 いて 、プ ロリンが大 量 に蓄 積 され ることが知 られ て

いる(Whatmore et al., 1990; Whatmore and Reed, 1990)(Fig.1-2)。 外 界 のプ ロリン

を取 り込 む た め に、B. subtilisは プ ロリンに対 す る親 和 性 の高 い 輸 送 システムで ある

OpuEを 使 用 す る。また 、B. subtilisは 他 にもOpuA、OpuC、OpuDと い う3種 の効 率 的

な適 合 溶 質 輸 送 システムを有 してお り、基質 に対 す る親 和 性 の違 い により使 い分 けを

行 なっている(Kempf and Bremer, 1995; Kappes et al., 1996)。B. subtilisのOpuAと

OpuC、 お よび グラム陰性 細 菌 のE. coliと のProUは 構 造 的 にも互 い によく似 た輸 送 シ

ステムであることが 知 られ ている。

一 方
、外 界 に適 合 溶 質 とな りうる成 分 が存 在 しない ときには 、生 体 内 で適 合 溶 質 の

合 成 が行 なわ れる。E. coliはOtsABか らなる経 路(Kassen et al., 1992)で トレハ ロー

スを、BetABか らなる経 路 でグリシンベ タイン(Lamark et al., 1991)を 生 合成 すること

が 可 能 である(一 部 の株 は生 合 成 できない)。 グリシンベ タインの 生合 成 に必 要 なコリ

ンは 、BetTと 呼 ばれ るコリンと親 和 性 の 高 い輸 送 システムを介 して輸 送 され る。一 方 、

B. subtilisは 外 界 にコリンが存 在 す れ ば、コリンに対 す る基 質特 異性 の 高 いOpuB、 ま

た はOpuCに より生 体 内 に取 り込 み 、GbsAB経 路 によりグリシンベ タインを生合 成 す る

ことが知 られ ている(Boch et al., 1994)。 また、ProABCま たはProHJか らなる経 路 に

よりプ ロリンを生合 成 す ることも可 能 である(Bremer et al., 2000)。 このように、細 菌 は

基 質 の輸 送 や 生 合 成 により塩 ストレスに適 応 する機 構 を広 く有 していることが 明 らか に

なってい る。
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Fig. 1-1 Osmostress response systems of Escherichia coll. (B; glycine betaine, C;

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

(Kempf and Bremer, 1998; Sleator and Hill, 2001)
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Fig. 1-2 Osmostress response systems of Bacillus subtilis (B; glycine betaine, C; 

camitine, Ch; choline, E; ectoine, P; proline, PB; proline betaine, Glc; Glucose) 

(Kempf and Bremer, 1998; Slentor and Hill, 2001)

1.2.2塩 ス トレスに対 す る制御 因 子

細 菌 か ら酵 母 、高 等 植 物 に至るまで 、His-Aspリ ン酸型 情 報伝 達機 構 である二成 分

構 成 系(two-componqnt system)と 呼 ば れ る情 報 伝 達 系 が存 在 して、環 境 店 答 に関

与 し て い るこ と明 らか に な っ た(Mizuno et ak., 1990)。 そ の 後 、E coliや

Synechocystisに お いて 、いくつ か の塩 ストレスの センサ ーや シグナル 伝 連 の機 能 を果

たしていると思 われ る Histidine kinases (Hiks)  RR (Response regulator) の存在が

明 らか に なってきた(Zhou et al., 2003; Marin eu al., 2003)。 これ まで の解 析 から、

Synechocystis のHik33 (Mikami et al., 2002)やE. coliのEnvZ-OmpR(Egger et al.,

1997)を 介 した経 路 が浸 透圧 応 答 に開 与 してい ることが 報 告 され ているが、見 出され

た数も少 なく、未 だ に不 明な点 が多 い。

一 方
、坑 ストレス条件 下 で 多 数 の遺 伝 子 の制 御を していると考 えられ ている σ因 子

(sigma factor)も 塩 ストレス応 答 にお いて重 要 な役 割 を果 た していることが示 唆 され て

いる(Wosten,1998)。E. coliのRpoS(Hengge-Aronis, 1996; Conter et al., 1997)、

B. subtilisのSigB(Hecker et al., 1996)が 代 表的 なものとして知 られ てお り、そ れらが

制 御 する遺 伝 子 詳 も徐 々 に同 定 され つ つある。

5



塩 ストレスシグナル伝達経路が存在 すると仮 定すると、二成 分構成 系や σ因子 はシ

グナルの上流 因子 である可能性が高く、これらが制御する下流因子との関連 について

現在解析 がなされている。

1.2.3塩 ス トレス応 答 タンパ ク質

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 は 、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specialstressproteinの2種

類に大別される (Hagemann et al., 1991) いくつかの塩ストレス誘 導タンパク質が同

定されているが (May et al., 1986; Barron et al., 1986; Hagemann et al., 1994; Obis et

al., 1999), これ らの多くは前述 した適合溶 質の輸 送や合成 、さらにはストレス応答全般

に関与す るもので、塩 ストレス特 異的に誘導 されるものは少ない。一方、ゲノム情報の

解 読 により、E. coliやSynechocystis、B.subtilisに お いてDNAマ イクロアレイ等 による

遺 伝 子 発 現 レベ ル で の網 羅 的解 析 が行 なわれ ている(Weber et al., 2002; Marin et

al., 2004; Steil et al., 2003)。 さらに 、プ ロテオ ミクス技 術 の進 展 により、Synechocystis

やListeria monocytogens (L. monocytogens)に おい てタンパ ク質 発 現 レベ ル の網 羅

的 解 析 が なされ てい る(Fulda et al., 2000; Duche et al., 2002)。 しか し、塩 ストレス特

異 的 に発 現 す る遺 伝 子 や タンパ ク質 の存 在 はそれ ほ ど明 らか になっていない。その主

な要 因 として、現 段 階 ではゲ ノム情 報 の 注釈 が充 分 なされ てお らず 、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 も否 定 できない。しか し、現 段 階 では それ らの 遺伝 子 の破 壊 株 を作 製 し

て塩 ストレス条 件 下 で の表 現 型 を解 析 す る手 法や 、破 壊 株 が塩 ストレスに対 して感 受

性 を示 す 遺 伝 子 か ら解 析 を進 める手 法な どアプ ロー チ が限 られ てお り、地 道 な解 析 が

要 求 され る(Canovas et al., 1997; Hagemann et al., 1997a, b; Ferjani et al., 2003)。

以 上 の ように、これ まで得 られ た知 見 か らは塩 ストレスに対 す る感 知 や 制 御 といった

上 流 因 子 か ら、下流 の塩 ストレス誘 導 タンパ ク質 の解 析 に至 るまで 、適 応 機 構 全 般 に

関 しても未 だ に解 明され て いないことが 多 い。そ のため 、塩 ストレスに 関 与す る遺 伝 子 、

タンパ ク質 、そ して細胞 応 答 に 関 して詳 細 に解 析 を進 めることが求 め られている。

6



1.3 Rhodobacter sphaeroides における塩ストレス応答

Rhodobacter sphaeroides (R. sphaeroides) は 光 合 成 細 菌 の うち α-3subdivisionに

属するグラム陰性 細菌であり、極めて多様な環境 で生育できることが知 られ ている。同

じく光合成を行 なうシアノバクテリアの Synechocystis が好気条件下でしか生育できな

い の に対 して、R. sphaeroides は好気条件下では酸素呼吸により、嫌気条件下では光

合成 をエネルギー として生育す ることが可能である (Van Niel, 1944; Woese et al.,

1984; Jackson, 1998) 。また、形質転換などの遺伝子操作が比較的容易であり、機能

解析が進 めやすいという利 点も挙げられる。

R. sphaeroides は淡水より単離 されたものの、塩ストレスへ の耐 性として培地NaCl濃

度 が4%(0.68M)ま で生 育 す ることが可 能 である (Xu et al., 1998) 。海洋環境 が約

0.5MのNaClを 含 んで いるた め、いわ ゆる海 洋 細 菌 と同 レベ ル の塩 耐 性 を有 している

と言 える。塩 ストレスへ の初 期 応 答 として、R. sphaeroides は他 の細菌と同様 にK+を 蓄

積することが知 られている (Xu et al, 1998) 。また、塩ストレスに応答した適合溶質と

してトレハロースを細胞 内に蓄積することがNMRに より同定されている。トレハ ロースの

蓄積 量は培 地NaCl濃 度 に依 存して上昇 することから、本菌の塩ストレス応答 における

重要な役割が示唆されている (Xu et al., 1998) 。現 在 、当研 究 室 にお いてトレハ ロー

スの生合 成経路 の探索を進 めている。本菌の非 常に興 味深 い特徴 として、トレハロー

スは一部の菌株 を除き通常は一つの生合成経路で合 成されるものの、本菌ではトレハ

ロースの合成 ・分解 に三つの経路 が関与 していることが示唆されている (Makihara et
al., submitted)。

一 方
、プ ロテ オミクス解 析 により、嫌 気 塩 ストレス条 件 下 にお い て、いくつ か のストレ

ス応 答 タンパ ク質 と共 に、機 能 未 知 タンパ ク質SspAが 顕 著 に発 現 され ることが確 認 さ

れ てお り、塩 ストレスに対 す る何 らか の細 胞 応 答 に 関与 していることが期 待 され ている

(Xu et al., 1998)。 二次 元 電気 泳 動 により分 離 したSspAを トリプシン等 のプ ロテアーゼ

で酵 素 処 理 す ることにより、アミノ酸 断 片 の配 列 情 報 を解 析 した(Xu et al., 2001a)。

そ の結 果 を元 にsSoA遺 伝 子 の全 長 をクロー ニングした(Xu et al., 2001b)。 しか し、

デ ー タベ ー ス解 析 の 結 果 、高 い相 同性 を有 す る遺 伝 子 はな く、特 徴 的な ドメインや モ

チ ー フも確 認 され なか った。このことから、SspAは 塩 ストレスに関 与 す る新 規 タンパ ク

質 である可能 性 が示 唆 され た(Xu et al.,2001b)。 さらに、分 画 や アミノ酸 配 列 を元 に

した デ ー タベ ー スによる局 在 予 測 により、外 膜 に局在 す る水 溶 性 タンパ ク質 で あること

が 示唆 された。

R. sphaeroicles を含 めた グラム陰1生細 菌 には外 膜(Outer Membrane; OM)、 内膜

(Inner Membrane; IM)、 及 び それ らを分 けているペ リプラズム空 間 が存 在 す る。内膜 が

リン脂 質 二 重 膜 で あるの に対 して 、外 膜 は リン脂 質 とリボ多 糖(LPS)の 複 合 体 か らな
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つている。さらに、内膜 タンパ ク質 の 多くが α一helix構 造 を取 っているの に対 して、外 膜

のタンパ ク質 の多 くは β一barrel構 造 を取 っているな ど構 造 的 に差 異 があることが知 ら

れ ている(Koebnik et al,2000;Lin et al,2002)。R.spheroides酸 素 の 有無 に依

らず 生 育 可能 な理 由 は 、それ ぞれ の条 件 にお ける膜 構 造 の 変 化 に 由来 す るので はな

いか という観 点 で古 くか ら研 究 が行 なわれ てきた(Cohen-Brazie et al.,1957)
。酸 素

が存 在 す る環 境 下 では 、他 のプ ロテオバ クテリアと同様 の 生 育 を示 す が 、生 育環 境 中

に酸 素 の量 が少 なくなると、内 膜 の 内側 に光 合 成 活 性 中心(Reaction center;RC)と

二 つ の 光 捕 集 複 合 体(Light-harvesting complex;LH)か らな る細 胞 質 内 膜

(Intracytoplasmic membrane;ICM)を 形 成 す ることが 報 告 され てい る(Chory et al ,

1984;Zeilstra-ryalls et al,1998)。 そ のため 、R.sphaeroides周 囲 の環境 変化 によ

ってダイナ ミックな生 体 膜 構 造 変 化 を行 なってい ると言 える。そ のため 、生 育環 境 の変

動 に伴 って、どの ような膜 構 造 変 化 が 起 きているか を解 析 す ることは大 変 興 味 深 いテ

ー マであると言 える
。

本 研 究 で は、当研 究 室 で塩 ストレス応 答 の解 析 が進 められてきたRhodobacter

sphaeroides f.sp.deenitrificans株 とゲ ノム プ ロジ ェクトが 完 了 して い るRhodobacter

sphaeroldes 2.4.1株 の 両 株 を使 用 した 。この うちdenitrificans株 は脱 窒 能 を有 す ること

が 確 認 され て い る(Satoh et al,1976)。 一 方 、2.4.1株 はKaplanら によって ゲ ノム情

報 の 解 読 が 完 了 し(Mackenzie et al,2001)、 現 在 遺 伝 子 情 報 の 注 釈 が な され てい る

(http://mmg.uth.tmc.edu/sphaeroides/) そ の 結 果 、2.4.1株 の ゲ ノム はchromosome

I(CI;3.0 Mbp)、chromosome II (CII;0 .9 Mbp)と いう2種 の環 状chromosomeと5つ

のrepliconか らなっていることが 明 らか になった。この うち、CIは 約3,106、CIIは 約874

のopen reading frame(ORF)を 含 んでい ると考 えられ ている。denitrificans株 と2.4.1

株 間 の 塩 基 配 列 を比 較 す ると、当研 究 室 で 解 析 され てきた遺 伝 子 に 関 して は 、ORF

のサイズも同一 であり、塩 基 配 列 の 相 同性 が極 めて高 い ことが確 認 され ている。また、

塩 ス トレス耐 性 や 蓄 積 され る適 合 溶 質 の種 類 も同 等 で あ ることが 確 認 され て い る

(Makihara et al,submitted)。 その ため、研 究 の大 部 分 はdenitrificans株 を用 いて解

析 を進 めたもの の、一 部2.4.1株 のゲノム情 報 を活 用 して遺 伝 子 工 学 的操 作 を行 なっ

た。また 、7章 で述 べ るDNAマ イクロアレイを用 いた解 析 は全 て2 .4.1株 を使 用 して行

なった。そのた めここで紹 介 す る塩 ストレス応 答 に関 す る知 見 はdenitrificans株 に関す

るもの である。使 用 菌 株 は各 章 の巻 頭 に記 載 するが 、以 下R.sphaeroidesと 統 一 して

表 記 する.
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1.4本 研 究 の 目的

これまで述べたように、塩 ストレス応 答機 構の上流 因子から下流因子 に至るまで、適

応機構 全般 に関して未だに解 明され ていないことが多い。そのため、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 られる可能性が考 えられる。

また、タンパク質レベルで顕著 に発現 しているSspAが 塩ストレスに対して特異的に

誘 導されるのか、どの部位 に局在するのか、さらには塩ストレスシグナル伝 達経路 にお

けるどの段 階で誘 導されるタンパク質なのかという、ストレス応 答機構 全体 における役

割からも大変興 味深 い対象 である。

そこで、本研 究では、まず誘導条件や細胞 内局在を明らか にすることによりSspAの

生体 内機 能を明らかにすることができないかと考 えた。そのため、それらを決 定する手

段の一つ として、SspAの ポリクローナル抗体の作製を行なった(2章) 。作製した抗体

を用 いて、各種ストレス条件 下で培養 した後 、菌 体抽 出液をウェスタン解 析することに

より誘 導条件の決定を試みた(3章)。 さらに、ショ糖密度 勾配法 とウェスタン解析 、さ

らに免疫電顕を用いることにより、細胞 内局在決定を試みた(4章) 。

次 に、詳細な機 能解析 を行なうべくsspA遺 伝子破壊株を作製 して、その表現型を

各種方法論を用いて野生株と比較解析 した(5章)。 一方、他の遺伝子やタンパク質

との相互作用解析(6章)、 およびDNAマ イクロアレイを用いた解析(7章)に より、塩
ストレス応答機構 全体にお けるSspAの 役割 を明らかにしようと試みた。
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2章SspAの 大 量 発 現 、および ポリクロー ナル抗 体 の取得

2.1序

SspAは 配列 中に特 定の機 能ドメインやモチーフを持っていない。さらには酵素活性

や他の因子 との相互作用 に関する報告もなされていない。そのため、生体内での役割

を解 明するためには、局在 、発現条件 、相互作用タンパク質の解析などの基本 情報を

一つずつ決定していく必要 がある
。そこで機能を探る一つの手段として、SspAの ポリク

ローナル抗体の作製を試みた。具体 的には抗 体を用いることにより、ウェスタン解析 や

免 疫染 色 により発現解析 や局在解 析を行 なうことを想 定した。抗原タンパク質の選 択

として、sspA遺 伝 子を発現ベクターに組み込んだ後 、大腸菌を宿 主に発現させ ること

により組 み換 えタンパク質を得 ることを考 えた。精製 方法 は、目的 タンパク質である

SspAのN末 端側 にHisタ グを発現させ 、Niカラムによるアフィニティ精製を行なうこと

にした。

2.2材 料 と方 法

2.2.1菌 株 と培 養 条 件

Rhodobacter sphaeroldes f. sp. denitrlflcans (R. sphaeroldes) (Satoh et al., 1976) は 、

リン ゴ 酸 を 炭 素 源 とす るMalate-Basalsalt(MBS)培 地(Sawadaet al, 1978)(Table

(OD660) Photometer mini photo 518R (TAITEC) で測 定することにより観 察した。

2-1)で 培 養 した。嫌 気 光 合 成 条 件 に 関 しては 、スクリュー キャップ 付 試 験 管 を用 いて

嫌 気 状 態 を保 ち、白熱 電 球 を用 いて照射 す る光 強 度 が10W/m2(5,382 lux)と なるよ

うに調 整 した。この 際 に培 地 中 にdimethyl sulfoxide(DMSO)を 添加 す ることにより

DMSO呼 吸 が 可能 な条 件 で静 置 培 養 した。一方 、好 気 暗 条件 に 関しては 、30ml試

験 管 にシリコ栓 を用 いて好 気 状 態 を保 ち、DMSOは 添加 せ ず に暗 室 で振 とう培養 した。

培 養 温 度 は共 に25-30℃ とした。R.sphaeroidesの 生 育 は660nmに お ける菌体 濁 度

(OD660)をPhotometer mini photo 518R(TAITEC)で 測 定 す ることにより観 察 した。

Esoherichia coli(E. coli)はLuria-Bertani(LB)培 地 で培 養 し、必 要 に 応 じて 終 濃

度50μg/mlの ア ン ピ シ リン 、カ ナ マ イシ ン 、ス トレプ トマ イシ ン 、また は 終 濃 度25

μg/mlの ス ペ クチ ノマイシ ン を添 加 した 。本 章 で 使 用 した 菌 株 とプ ラスミドをTable2-2

に 示 す 。な お 、DMSOはWako Chemicalsよ り、アン ピシリン 、カナ マ イシン 、ストレプ ト

マ イシ ン、スペ クチ ノマ イシ ン はSigma-Aldrichよ り購 入 した。
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Table 2-1 MBS medium for Rhodobacter sphaeroldes f. sp. denitrificans
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Table 2-2 Bacteria and plasmids used in this chapter

2.2.2 遺 伝 子 工 学 的 手 法

プ ラスミド抽 出 、E．coliの 形 質 転 換 、ライゲ ー ションと制 限 酵 素 処 理 は 定 法 に従 っ て

行 な った(Sambrook et al., 1989)。PCR産 物 とプ ラスミドの ア ガ ロー スゲ ル か らの 抽 出

に はQIAquick gel extraction kit(Qiagen)を 使 用 した 。また 、プ ラスミドDNAの 抽 出 に

はQIAprep Spin Mini kit(Qiagen)を 使 用 した 。DNA配 列 はABI PRISM 310NT

genetic analyzer(Applied Biosystems)を 使 用 して決 定 した 。

制 限 酵 素 とライゲ ー ス はTAKARA BIOの 製 品 を使 用 した。

2.2.3 sspA遺 伝 子 の クロー ニ ング

当研 究 室Xuら によって 、sspAの 遺 伝 子 全 配 列 決 定 がなされ ている(Xu et al.,

2001)。 しか し、今 回 大腸 菌 によってタンパ ク発 現 を試 みてい る際 に、遺 伝 子 の3'側

にPCR反 応 にお けるDNAポ リメラーゼ 由来 と思 われ る変 異 が確 認 され たため、ゲノム

全 配 列 が公 開 され ているR. sphaeroides 2.4.1の 配列 を元 に 、再 度sspA遺 伝 子ORF

及 び周 辺 配 列 のクロー ニングを試 みた。

sspA遺 伝 子 な らび に周 辺 配 列 を含 む ように設 計 したプライマー を使 用 し、ゲ ノム

DNAをtemplateにPCRに より伸 長 させ た。PCR産 物 をpT7BluescriptII (Stratagene)

にライゲ ー ションし、E. coli DH5α 株 を使 用 して形 質 転 換 、プラスミド抽 出をした後 、

DNAシ ー ケンサ により配 列 を決 定 した。PCRは3連 で行 ない 、す べ て違 い がないこと

を確 認 した。
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2.2.4 SspAの 大 量 発 現 とNiカ ラムによる精 製

SspAは 遺伝 子やアミノ酸 の配列からは機能が類推できないため、その手がかりを得

るべく、まずは抗 体作製 を目指 して大腸菌を宿主に大量発現を試みた。発現の手順 と

して、SspAのN末 端 にhexahistidine (His6) -tagが 付加 されるようなプラスミドを設 計し、

これを大腸菌内で融合タンパク質として発現させた。融合タンパク質はN末 端 に6残

基 のヒスチジンを含むHisタ グが付加されるため、Niカラムを使用すれ ば、ヒスチジンと

ニッケル との配位結合 を利用した簡便な精製が可能である。

2.2.4.1 発 現 用 プ ラスミドの 作 製

発 現 用 プ ラスミドとしてpRSET(Invitrogen)を 使 用 した 。挿 入DNA断 片 として 、5'側

はsspA遺 伝 子 のopen reading frame (ORF)の うちシ グ ナ ル ペ プ チ ドの 一 部 であ る4

ア ミノ酸 が 欠 損 した部 位 より下 流 、3'側 はsspA遺 伝 子 の 終 止 コドンか ら30bp下 流 ま

で を含 むDNA断 片 をPCRに より伸 長 させ た。PCR反 応 はR. sphaeroidesの ゲ ノム

DNAを 鋳 型 と し て 、forward primer (SSPA1-f:

5'-AAAAGATCTCATCGGCACCACCGCCGTT-3')とreverse primer (SSPA1-r:

5'-TTTGAATTCGGGCCCAAGGGCCTACTG-3')を 使 用 した 。 プ ライマ ー はR.

Sphaeroides 2. 4. 1株 の 配 列 を用 い て 設 計 し、BglIIとEcoRIの 制 限 酵 素 認 識 部 位(下

線)を ライゲ ー ションの た め に 付 加 した 。PCR産 物(870bp)を 電 気 泳 動 で 精 製 した

後 、pRSETと 同 様 にBgl IIとEcoR Iで 制 限 酵 素 処 理 し、ライゲ ー シ ョン に よりpRSSPA

を構 築 した(Fig. 2-1)。PcR反 応 は3連 で 行 な い 、正 しく挿 入 され て い ることはDNA

シ ー ケ ンサ に より確 認 した 。

Flg. 2-1 Expression plasmid, pRSSPA, constructed fbr preparing the anti-SspA

antibodies.
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2.2.4.2 大 腸 菌 を宿 主 とした発 現

作 製 したpRSSPA(Ampr)を 保 持 したE. coliBL21株(Jessee, 1986)を ア ンピ シリン

添 加 した10ml LB培 地 に て600nmに お ける菌 体 濁 度(OD600)が0.3に なるまで 培

養 した 。培 養 容 器 は30ml試 験 管 を使 用 した 。融 合SspAの 発 現 は 終 濃 度0.4mMと

な るようにIPTG(isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside) (Wako)を 添 加 して さらに

30℃ 、6h培 養 を す ることに より行 な った 。菌 体 は4℃ 、17,500xg 、5min遠 心 して 集 菌

後 、プ ロテ インイン ヒビター として1mM phenylmethylsulfbnyl fluoride (PMSF, Wako)を

含 む50mM Tris-HCI (pH7.5)を1ml添 加 してUltrasonicator(IKA)に より氷 上 で

50W、10s (計2回)破 砕 した 。破 砕 菌 体 を4℃ 、 17, 500xg 、 5min遠 心 して 上 清(水

溶 性 画 分)と 沈 殿(inclusion body; 不 溶 性 画 分)を 分 離 した 。両 画 分 に2% (v/v)

SDS sample buffer 20μl [50 mM Tris-HCI (pH7.5) 10% glycerol , 2%SDS, a trace

amount of bromophenol blue] を加 えて 加 熱 し、SDS-PAGEに より分 離 した 。

2. 2. 4. 3 Niカ ラム による精 製 ・ポ リクロー ナ ル 抗 体 の 作 製

破 砕 後 のinclusion bodyを 、0.2% Triton-X1OO (Nacalai Tesque) を 含 む50mM

Tris-HCI (pH7.5)で よ く洗 浄 し た 後 、変 性 剤 と し てGuanidine-HCl lysis buffer (6M

guanidine hydrochloride in 40mM phosphate buffer, pH7.5)を 添 加 し た 。 室 温 で10

min振 とうし た 後 、Ultrasonicator(IKA)を60W、1minか け て 凝 集 を 解 くこ と に よ り、ほ

ぼ す べ て のinclusion bodyを 可 溶 化 し た 。可 溶 化 し た 溶 液 はHi Trap chelating (Ni2+)

column (bed volume 1ml; Amersham Biosciences)を 用 い て 精 製 す る こ と に し た 。融 合

タ ン パ ク 質 を 溶 出 す る た め に 、Binding buffer (8Murea in 40mM phosphate buffer, pH

7.8)で 平 衡 化 し た カ ラ ム に 可 溶 化 溶 液 を 加 え 、Elution buffer (8M urea in 40mM

phosphate buffer adjusted to pH6.0, 5.3, 4.0)を 用 い て 順 次 溶 出 した 。

な お 、ポ リクロー ナ ル 抗 体 の 作 製 は 日本 バ イオ テ ス ト(Hachioji, Japan)に 依 頼 し

た。
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2.3 結 果

2. 3. 1 sspA遺 伝 子 の クロー ニ ング

シ ー ケ ンスの 結 果 、以 前 の 報 告 で は894bpだ った 配 列(Xu et al., 2001b)が 、実

際 は870bp (290amino-acids)か らな るORFで あることが 明 らか にな った 。この 配 列 は

DNA Data Bank of Japan (DDBJ) にaccession number ABO22117で 再 登 録 した 。

取 得 したsspA遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を 元 に 、R. sphaeroidesの 使 用 コドンか らSspAの

全 ア ミノ酸 配 列 を 決 定 した(Fig. 2-2)。 新 た に 決 定 した 配 列 を 元 に 、PROSITE

(htt://www.expasy.ch/rosite)やProDom

(htt://rotein.toulouse.inra.fr/prodom.html)を 用 い て 機 能 ドメイ ンや モ チ ー フ を 検

索 した もの の 、特 徴 的 なもの は 見 出 され な か った 。さらに 、遺 伝 子 配 列 や タンパ ク質 の

ア ミノ酸 配 列 として の 相 同 性 をBLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)や

FASTA (http://fbsta.bioch.virginia.edu/)で 検 索 した ところ、機 能 未 知 タンパ ク質 で あ

るE. coli protein YdiY (252amino-acids) と23%の 相 同 性 が 見 出 され た(Fig. 2-2)。

遺 伝 子 配 列 で はhypothetical ORFを 除 い て 相 同 性 の 高 い もの は 見 出 され な か っ た。

ま た 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を シ グ ナ ル ペ プ チ ド 予 測 サ イ ト で あ るSignalP

(htt://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-2.0/)で 解 析 した 結 果 、24ア ミノ酸 か らな る

内 膜 透 過 シ グ ナ ル ペ プ チ ドを有 して い る可 能 性 が 示 唆 され た(Fig. 2-2)。 一 方 、タン

パ ク質 の 膜 貫 通 部 位 や 局 在 予 測 を行 な うSOSUI program (Hirokawa et al., 1998)で

解 析 した 。そ の 結 果 、24ア ミノ酸 の シ グ ナ ル ペ プ チ ドが 切 断 され た 後 の 成 熟SspA(推

定 分 子 質 量 が30.6kDa)は 膜 貫 通 領 域 を持 た ず 、外 膜 に 局 在 す る水 溶 性 タンパ ク質

で あ ることが 予 測 され た 。
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Fig. 2-2 Comparison of amino acid sequences between R. sphaeroides SspA and E . coli

YdiY. Probable signal peptides (24 amino acids) are underlined.

2.3.2 融 合 タンパ ク質 の発 現 とNiカ ラムによる精製

融 合 タンパ ク質 をE. coli株 で高 発 現 させ るため に、SspAのN末 端 にHis-Tagが 付

加 す るように設 計 され たプラスミド(pRSSPA)を 作 製 した(Fig. 2-1)。

融 合 タンパ ク質 の発 現 はIPTGを 添 加 してさらに30℃ 、6h培 養 をす ることにより行

な った。菌 体 を破 砕 ・遠 心 により水 溶 性 と不 溶 性 に分 離 し、SDS-PAGEで 検 出 した結

果 、融 合 タンパ ク質 は 不 溶性 画 分 に多 量 検 出され ることが 明 らか になった(Fig. 2-3,

lane4)。 培 養 温 度 、IPTG添 加 後 の誘 導 時 間等 、条 件 を多 数 検 討 したが 、融 合 タンパ

ク質 を水 溶 性 画 分 に検 出す ることはで きなか った。しか し、本 実 験 にお ける大 量 発 現

の 目的 は 、ポリクロー ナ ル 抗 体 の作 製 であるため 、不 溶 性 画 分 に存 在 す る融 合 タンパ

ク質 を変性 させ た後 、Niカ ラムによって精 製 す ることにした。

不 溶 性 に存在 する融 合 タンパ ク質 のinclusion bodyはGuanidine-HCI lysis buffer

を用 い ることにより、ほ ぼ す べ て 可 溶 化 した。可 溶 化 した溶 液 はHi Trap chelating

(Ni2+) columnを 用 い て精製 した。その結 果 、融 合SspAはElution bufferのpHが4.0
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の条 件 で約31kDaの ほぼ シングル バ ンドになるまで精 製 が成 功 した(Fig, 2-3, lane

5)。 発 現 ベ クター にクロー ニ ングした遺 伝 子 配 列 は シグナル 配 列 の 一 部 を切 断 して

設 計 している。SspAは シグナ ル ペ プチ ドを除 くと266ア ミノ酸 をコー ドしており、推 定 分

子 質 量 は28.7kDaで ある。これ にHis-Tagを 加 えると翻 訳され るSspAは30.5kDaで

あると推 定 され る。最 終 的 には10mlの 培 養 菌 体か ら2.5mgと いう大 量 の 融合 タンパ ク

質が 精 製 で きたので 、これ を抗 原 タンパ ク質 とした。ウサギ(2.0kg,雌,1羽)を 用 い

て、抗 原 タンパ ク質 とフロイント・コンプ リー ト・アジュバ ンドと等 量 混 合 す ることにより乳

化 して免疫 した。ELISA法 により抗 体 価 測 定 を行 ない 、抗 体 価 が4,000倍 を示 した免

疫 後8週 目で全採 し、約60mlの 抗 血 清 を得 た。

Fig. 2-3 Induction and purification of His6-SspA. Lanes 1-4, soluble (lanes 1 and 3)

and insoluble (lanes 2 and 4) fractions from the E. coil BL21 strains haboring the

vector control (lanes 1 and 2) or pRSSPA (lanes 3 and 4). Lane 5, purified His6-SspA

obtained from nickel chelate affinity chromatography eluted by 40mM phosphate buffer

containing 8M urea (pH 4.0). The approximate size of bands in kDa is indicated on the

left.
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2.4考 察

当研 究 室 でクローニ ングしたsspAの 塩 基 配 列 の うち、3'側 に誤 りがあった ため 、

sspA遺 伝 子 全 長 を再度 クロー ニングした。取 得 したsspA遺 伝 子 の塩 基 配 列 を元 に、

R.sphaeroidesの 使 用 コドンか らSspAの 全 アミノ酸 配 列 を決 定 した。そ の配 列 を元 に

相 同性 検 索 を行 なった結果 、機 能 未 知 タンパ ク質 であるE. coli YdiYと の 問 に23%の

低 い相 同性 が確 認 され た。YdiYは 、培 地pHが6.0の 時 に検 出され 、通 常pHで はほ

とん ど検 出 され ない タンパ ク質 であることが二 次 元 電 気 泳 動 により明 らか になっている

(Stancik et al., 2002)。 他 の 遺伝 子 とオペ ロンを形 成 していたり、他 のタンパ ク質 との

相 互 作 用 があるような報 告 はなされ ていな い。しか し、若 干 のpH上 昇 によりタンパ クと

しての誘 導 が確 認 され る以 外 は 、遺 伝 子 レベ ルも含 めて全 く機 能 は 分 かってお らず 、

その誘 導 レベ ル もNaClス トレス条 件 下のSspAと 比較 す るとはるか に低 い レベ ル と言 え

る。さらに、両者 の 間 に相 同性 のある保 存 配 列 はないた め、一 概 に機 能 が近 いもので

あると言 い切 れ ない。そ のため 、他 の遺 伝 子 や タンパ ク質 との相 同性 を元 に、SspAの

機 能 を類推 す ることは難 しいことが判 明した。

SspAはRhodobacter sphaeroides f. sp. denitrificans株 にて初 めて同 定され たのだ

が 、ゲノム情 報 が公 開され ているRhodobacter sphaeroides 2.4.1株 にも同じ遺 伝 子 と

思 われ るは配 列 が確 認 され(RSPo 753)、 周 辺 の 配列 も含 めると、そ の相 同性 は99%

以 上 と非 常 に高 いことが 明 らか になった。そ のた め生 体 内で 同様 の機 能 を有 している

ことが示 唆 され た 。一 方 、sspAの す ぐ上 流 の 遺 伝 子 は機 能 不 明 のTranscriptional

regulatorで あり、下 流 に見 出され たORFもsspA同 様 、他 の遺伝 子 との相 同性 か らは

機 能 が類 推 で きない遺 伝 子 であった。また遺 伝 子 座 の 中でもsspAの 配 列 か ら数 百bp

離 れ ていることか ら、オ ペ ロンを形 成 していた り、同様 の機 能 を有 している可 能 性 は低

いので は ないか と考 察 した。以 上よりSspA自 体 の 遺伝 子配 列 、さらには周 辺 の遺伝

子 か らも生 体 内 機 能 を推 定 す るの は 難 しいことが 予 想 され た。一 方 、同 じく紅 色 非硫

黄細 菌 であるRhodobacter capsulatusを はじめ、系 統分 類 上近 い株 にお いても相 同性

が高 いものが 見 出 され ていな い。

その ため 、SspAの 生 体 内機 能 解 析 を始 める第 一 歩 として 、ポリクロー ナル 抗 体 作製

を試 みることに した。大腸 菌 を宿 主 とした大 量 発 現 に関 しては、培養 容 器(30ml試 験

管 、L字 型 試 験 管 、坂 ロフラスコ)、IPTG濃 度(0.1mM～0.4mM)、IPTG添 力口後 の培

養 温 度(25℃ ～37℃)、 誘 導 時 間(1h～12h)と 様 々 に検 討 を重 ねたものの 、融 合 タ

ンパ ク質 を水溶 性 に精 製 す ることがで きなかった。この 結果 が実 際 のSspAの 性 質 と関

連 す るか は分 か らない が 、今 回の 大 量 発 現 の 目的 が構 造 解 析 など生理 活 性 を保 持 し

てお く必 要 がある用 途 で はないた め、不溶 性 画 分 に出 てきたinclusion bodyを そのま
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ま変性させ て抗体 の作製 に用 いることにした。結果 として、10mlの 培養菌体から2.5

mgと いう大量 の融合タンパク質を取得することに成功した。それ に伴 い、良好な抗原

性を有するポリクローナル抗体を作製 することに成功した。次章以降で、この抗体を利

用した研 究について述べていく。
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3章SspAの タンパク質レベルでの発 現解析

3.1序

これ まで にHeat-shock proteinを は じめ、いくつ かのストレス応 答 タンパ ク質 の構 造

や機 能 が 明 らか にされ ている(Gething et al., 1997)。 一 方 、塩 ストレス応 答 タンパ ク

質 の解 析 はいくつ か報 告 はあるものの(Dartois et al., 1998; Fulda et al., 2000; Duche

et al., 2002)、 それ らのタンパ ク質 がどのような条 件 で誘 導 されるのか 、あるいは 生育 の

どの段 階 で誘 導 され るのか といった報 告 例 は 多くない。誘 導 条 件 や 時 期 が分 か れ ば 、

そ のタンパ ク質 の 生 体 内 での 役 割 を推 定 す る上 で 重 要 な情 報 が 得 られ ることも考 えら

れ る。

SspAに 関しては、嫌気塩ストレス条件下で誘導されることが分かっているだけで、詳

細な解析 はなされていない。そこで、前章で作製 したSspA抗 体を利 用して詳 細な解

析を試 みることにした。具体 的には以 下の二種の解 析を行なった。

第 一 に 、SspAが どの ようなストレス条 件 下で誘 導 され るのかを解 析 した(誘 導 条 件

解 析)。R.sphaeoridesは 嫌 気 光 合 成 条 件 下 でも、好 気 暗 条 件 下 でも生 育 可能 な 生

育 特 性 が ある(Van Niel, 1944; Woese et al., 1984; Jackson, 1998)。 そこで 、本 解 析

で は、菌 体 に両 条件 下 で各 種ストレス(NaCl, KCl, Sorbitol, Heat shock, Cold shock)

をか けた後 、集 菌 した菌 体抽 出液 を定 量 ウェスタン解 析 した。これ により、どのようなス

トレス環 境 因 子 の 下でSspAが 誘 導 され るのか 決 定 す ることを試 み た。

第二 に、菌体を塩ストレス条件 で培養させ たときに、生育のどの段 階で誘導 されるの

かを経 時的 に解 析した(誘 導時期解 析)。 多数 のストレス応 答タンパク質 のうち、スト

レスの初期段 階で誘導されるセンサータンパク質や制御 因子、それらの誘導 に伴って

発 現する機 能タンパク質の存在 が明 らか にされている。すなわち、同じストレスに対 し

ても、各種タンパ ク質の応答 時間に違いが見られ るということである。そこで、本解析 で

は、菌体をNaCl添 加培地で培養 を開始し、生育の各段階で経時的 に集菌し、その菌

体抽 出液をそれぞれ 定量ウェスタン解 析した。これにより、SspAが どの段階で誘導 さ

れるかを決 定することを試 みた。
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3.2材 料 と方 法

3.2.1 R. sphaeroidesの 培 養 条 件

R.sphaeroidesの 嫌 気 光 合 成 条 件 、好 気 暗 条 件 にお ける培 養 は2章 と同様 の 条件

で 行なった。

誘 導 条 件 解 析 の 菌 体 サ ンプ ル は 下 記 の 通 り培 養 を行 なって調 製 した。塩 ストレス

(NaClま た はKCI)、 浸 透 圧 ストレス(Sorbitol)は それ ぞれ試 薬 の終 濃 度 が0.68Mと

なるように培 地 に添 加 す ることにより誘 導 した。酸性 ストレスは 生 育培 地 のpHを6.0に

し て 培 養 す る こ とに よ りス トレ ス 誘 導 し た 。そ の 際 の 酸 性 培 地 は100mM

2-(N-morpholino) ethanesulfbnic acid (MES)を 培 地 に添加 した後 、pHを6 .0に 調 整 し

た。上記 の4種 のストレス、及 び コントロー ル となる通 常培 養 の 菌体 は培養 静止 期 に集

菌 して定 量 ウェスタン解 析 の サ ンプル とした。高 温 、低 温ストレスは 、通 常 培 地 で 培 養

した対 数 増 殖 期 の菌 体 にそれぞ れ42℃ また は0℃ の条 件 で2h培 養 した後 で集 菌

す ることにより定量 ウェスタン解 析 のサ ンプル とした。

誘 導 時 期解 析 の菌 体 サ ンプル は 下記 の通 り培 養 を行 なって調 製 した。菌 体 をNaCl

ストレス条 件 下で培 養 を開 始 して静 止 期 に至るまでの0-96hの 菌 体(0 ,6,12,24,36,

48,60,72,96h)を それ ぞれ 経 時的 に集 菌 して定 量 ウェスタン解 析 のサ ンプル とした。

MESはWako Chemicalsよ り、NaCl、KClはKokusan Kagaku、 SorbitolはNacalai

Tesqueよ り購 入 し た 。

3.2.2定 量 ウェス タン解 析

各 種 ス トレ ス 条 件 下 、あ る い は 経 時 的 に 培 養 し た 菌 体 を 集 菌 後 、NP-lysis buffer [50

mM Tris-HCI (pH8.0), 150mM NaCl, 1% Nonidet P-40]を 添 加 し て 、Ultrasonicator

(IKA)に よ り氷 上 で50W、30s(計2回)破 砕 し た 。そ の 後 、各 レ ー ン で 総 タ ン パ ク 質

量 が 一 定(10μg)に な る よ うに し て 、2%(v/v)SDS sample buffer [50mM Tris-HCl

(pH7.5) 10% glycerol, 2% SDS, a trace amount of bromophenol blue]を 添 加 、加 熱 後 、

SDS-PAGEに よ りタ ン パ ク 質 を 分 離 し た 。電 気 泳 動 の 後 、ゲ ル を セ ミドラ イ ブ ロ ッテ ィン

グ 装 置(Nihon Eido) (LeGendre et al., 1988)に よ り、Immobilon-P Transfer Membrane

(Millipore)に 転 写 し た 。 転 写 後 の メン ブ レ ン は 、た だ ち にTris-buffered saline-Tween

20 (TBST) [20mM Tris, 1M NaCl, 0.05%(v/v) Tween-20] plus 2% enhanced

chemiluminescence (ECL) Advance Blocking Agent (Amersham Biosciences)に よ りブ

ロ ッキ ン グ し た 。そ の 後anti-SspA antiserum (1:10
,000 dilution in TBST plus 2% ECL

Advance Blocking Agent)で 一 次 抗 体 反 応 を 、Peroxidase-conjugated anti-rabbit IgG
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(H+L) (Vector Laboratories) (1:50,000 dilution in TBST plus 2% ECL Advance

Blocking Agent)で 二 次 抗 体 反 応 を行 な うことに より、抗 体 反 応 を施 した 。抗 体 反 応 が

終 了 した メンブ レン は 、ECL Advance kit (Amersham Biosciences)に より発 光 させ 、

Phosphoimager (LAS-1000; Fujifilm)に よりシ グ ナ ル をSspAの 誘 導 合 成 量 として数 値

化 した 。な おNonidet P-40、Tween 20はNacalai Tesqueよ り購 入 した 。

3. 3結 果

3. 3. 1 SspAの 誘 導 条 件 解 析

SspAの 誘 導 条件 解 析 は抗SspA抗 体 を用 いた定 量 ウェスタン解 析 により行 なつた。

各 種ストレスは塩 ストレス2種(NaClま たはKCl)、 浸透 圧 ストレス(Sorbitolを 培 地)、

低 温ストレス(0℃ 、2h)、 高 温 ストレス(42℃ 、2h)、 酸性 ストレス(pH6.0)の 計6種

のストレス条件 下 で培 養 を行 なつた。酸 性 ストレスに 関 しては 、SspAと アミノ酸 配 列 に

低 い相 同性 が 見 出され たYdiYがpH6.0の 培 地 で培 養 したときにタンパ ク質 レベル で

誘 導 が確認 され たため、SspAに 関 してもpH6.0培 地 で培 養 させ て誘 導 条件 解 析 を行

なうことにした。

ウェスタン解 析 の結 果 、作 製 した抗 体 のSspAに 対 す る特 異 性 は 非 常 に高 く、菌 体

を破 砕 した抽 出液 を解 析 した結 果 、推 定分 子 質 量のサイズ に近 い31 kDa付 近 に濃 い

バ ンドが観 察 され た他 は ほとん ど非 特 異 的 なバ ンドは観 察 され なかつた。

誘 導 条 件 解 析 の 結 果 、嫌 気 条 件 と好 気 条 件 の 間 に大 きな合 成 量 の差 異 は 見 出さ

れ なか つた(Fig. 3-1)。 各 種 ストレス条 件 に つ いて は 、塩 ストレス条 件(NaCl、KCl)

で培 養 したときに最 も顕 著 に誘 導 され てい ることが観 察 され た(Fig. 3-1A, lane 2, 3, 9

and 10)。一 方 、浸 透 圧 ストレス条 件(Sorbitol) (Lane 4 and 11)や 酸 性ストレス条 件

(pH6.0)(Lane 5 and 12)で は若 干 の誘 導 が 見 出され 、低 温ストレスや 高温 ストレスで

は逆 に誘 導 合 成 量 が減 少 していることが 明らか になつた(Lane 6, 7, 13 and 14)。

以 上 の結 果 より、SspAは 嫌 気 条 件 にお いても好 気 条件 にお いても、塩 ストレス条 件

下 で特 異 的 に誘 導 合 成 され ているタンパ ク質 であることが 明 らか になつた。また、通 常

条件 でも誘 導 され ていることか ら、SspAは 恒 常 的 に存 在 す るもの の、塩 ストレスに伴 つ

て誘 導 合 成 量 が上 昇 す るタンパ ク質 であることが 明らか になつた。

3. 3. 2 SspAの 誘 導 時 期 解 析

誘導 条件解析 と同様 に、誘 導時期解析も抗SspA抗 体による定量ウェスタン解析 に

より行なつた。菌体サンプルは、NaClス トレス条件下で培養を開始 して、静止期に至る

22



までの0-96hの 菌 体(0, 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 96h)を 経 時 間 に集 菌 して破 砕 し

たもの を使 用 し、定 量 ウェスタン解 析 の 手順 はす べ て誘 導条 件 解 析 と同 様 に行 なつた。

また 、嫌 気 光 合 成 培 養 と好 気 暗 条件 培 養 の培 養 条 件 は2章 と同様 に行 なつた。

その結果 、SspAは 嫌気 条件 においても好気条件 においても、NaClス トレス条件で

培養を開始 して6hと いう培養初期段階で誘導されていることが明らかになつた。また、

その合成量 が培養開始後96hと いう静止期 においても変化 が見られないため、長 時

間の塩 に対して安定性 を有しているタンパ ク質であることも示唆された(Fig. 3-2)。

ここで示 す 定 量 ウェスタン解 析 の結 果 はSDS-PAGEに お ける各 レー ンの総 タンパ ク

量を一 定 に した 際 のデ ー タである。そ のため 、全 タンパ ク質 中のSspAの 存 在 量 比 と考

えられ る。しか し、各 種 ストレスや 生 育 期 の 変 化 により総 タンパ ク量 が大 きく変 動 す ると

実 際 のSspAの 誘 導 合 成 量 を反 映 しないことも想 定 される。そのため 、菌 体 乾 重 量 を一

定 にした条 件 でも同様 に、等 量 のNP-lysis bufferを 添加 して破 砕 した後 、ウェスタン解

析 を行 なつた。しか し、総 タンパ ク量 を一 定 にした際 と同様 の結 果 が観 察 され た(data

not shown)。 以 上より、ここでは総 タンパ ク量 を一 定 にした解 析 結 果 のみ 示 す 。
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Fig. 3-1 Western blot analysis using anti-SspA antiserum . (A) Expression analysis of

SspA under various growth conditions. Upper and lower panels show results in

anaerobic and aerobic growth conditions, respectively . Lane 1 and 8, control; lane 2 and

9, +NaCI; lane 3 and 10, +KCI; lane 4 and 11, +Sorbitol; lane 5 and 12, pH 6.0; lane 6

and 13, cold shock; lane 7 and 14, heat shock. Cold (0℃) and heat (42℃) treatlnents for

2 h were applied to cells at exponential phase. Otherwise, cells were harvested at 

stationary phase. After stress treatment, cells were sonicated in NP-lysis buffer , and

separated by SDS-PAGE. Same amounts of proteins (10μg per one lane) were

analyzed. The approximate band sizes in kDa are indicated on the right.

(B) Quantification of SspA levels by Western blotting. Expression of SspA in the

standard, unstressed condition was set at 100, and the relative expression levels in

various stress conditions are shown in numbers.
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Fig. 3-2 Growth profi1es and time course synthesis analysis of SspA under anaerobic

photosynthesis conditjon (A) and aerobic dark condition (B) with addition of 0.68M

NaCl (4%) in growth medium. Upper panels are growth profiles,and lower panels are

Western blot analysis by using anti-SspA antiserum.
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3.4考 察

誘 導 条件 解 析 の結 果 、嫌 気 条 件 でも好 気 条 件 との 間 に大 きな違 い は観 察 され なか

つた。各 種 ストレス源 を変 化 させ た結 果 、SspAは 嫌 気 、好 気 の いず れ の条件 にお いて

も、NaClとKClと い う塩 ストレス条 件 下で 合成 量 の高 いタンパ ク質 であることが 明らか に

なつた(Fig.3-1)。SspAと アミノ酸 配 列 で低 い相 同性 のあるタンパ ク質 であるE.coli

のYdiYは 、生 育 培 地 がpH6.0の ときにタンパ ク質 レベ ル で発 現 す ることが二 次 元 電

気 泳 動 のスポットとして確 認 され ているが(Stancik et al.,2002)、SspAは 同条 件 下 で

は 、ストレスのな い通 常 条 件 と比較 して若 干 量 しか合 成 量 が上 昇 してい なか つた(Fig.

3-1,lane 5 and 12)。 浸 透 圧 ストレス(Sorbitol)に お いても同レベ ル の上 昇 しか観 察

され なか つた。以 上 の結 果か ら、SspAは 培 養 液 の浸 透 圧 上 昇 に応 じて誘 導 され るの

では なく、塩 類 な どのイオ ン性 の物 質 の濃 度 が上 昇 す ることに応 答 して誘 導 され るもの

と考 えられ る。一 方 、高 温 お よび 低 温 ストレス条件 下 で は 、通 常 条件 と比 較 してバ ンド

が薄 くなっていることが観 察 され た(Fig. 3-1, lane 6, 7, 13 and 14)。 この 現象 は遺 伝

子 発 現 の 変 化 に伴 う違 いな のか 、タンパ ク質 としての安 定性 に 由来 す るものなのか 不

明であるが、今 後解析 していく必要がある。

誘 導時期解 析の結 果も、嫌気 条件 でも好気 条件との問 に大きな違 いは観 察されな

かつた。両者 ともSspAはNaCl条 件で培養を開始して6hと いう培養の初 期段 階にお

いてタンパ ク質 レベル で発現していることが明らか になった。塩ストレスのシグナル応

答経 路 の中で 、この誘 導時 間が果たして早 いのか遅 いのかを現段 階で判 断すること

はできない。そのため、さらに詳細な発現 時間や他の遺伝 子との発現 時間の差異を確

認するべく、DNAマ イクロアレイによる遺伝子レベルでの変化を7章 で検討している。

mRNAレ ベルでの遺伝子の発現量 とタンパク質レベルでの発現量 には相関がないこと

が報 告されている(Futcher et al.,1999)。 そのため、遺伝 子レベル では高発現 して

いても、タンパ ク質 レベルで発現 していなかつたり、機能 的に働 いていないという遺伝

子 は多数存在する。そのため、SspAが 塩ストレス特異的 にタンパク質として発現してい

るという知見を明らか にしたことは機 能を解 明する上で重要な情報であると考える。
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4章SspAの 細胞 内局在解析

4.1序

2章 でも述 べた通り、SspAの 全アミノ酸配列をタンパク質の細胞 内局在 予測プログ

ラムで解析 した結果 、24アミノ酸のシグナルペプチドが切 断された後の成熟SspAは 膜

貫通領域 を持たず 、外膜に局在する水溶性 タンパク質であることが予測された。

当研 究 室 にお けるこれ まで の研 究 にお い てもSspAは 外 膜 に局 在 していることが示

唆 され ている(Xu et a1., 2001a)。 しか し、これ はN-Lauroyl sarcosinateに よる細胞 分

画 によるもの で、他 画 分 か らの混 入 も予 測 され 、正 確 な同 定 とは言 いがたい。また仮 に

SspAが 外 膜 に局 在 す ると仮 定 しても、外 膜 の外 側 にあるのか 、または 内側 にあるのか

も明 らか になってい ない。機 能 未 知 タンパ ク質 の 生 体 内機 能 を探 るうえで 、局在 を決

定す ることは必 要 不 可 欠 である。その ため 、本 研 究 で は2章 で作 製 したSspA抗 体 を

利 用 してSspAの 局 在 決 定 を行 なった。具 体 的 には、ショ糖密 度 勾配 法 による分 画 とウ

ェスタン解 析 による同 定 、お よび 免 疫 電 顕 によるイメー ジングの 二 種 の 手 法 を用 い て

SspAの 生 体 内 局在 決 定 を行 なった。

4.2材 料 と方 法

4.2.1シ ョ糖 密 度 勾 配 法 によるR. sphaeroldesの 外 膜 ・内膜 画 分 の分 画 、お よび ウェス

タン解 析 によるSspAの 局在 決 定

膜 画 分 分 画 法 は 従 来 法(Baumgardner et al., 1980; Shepherd et al., 1981)を 一 部

改 変 した 方 法 で 行 な っ た 。詳 細 は 下 記 の 通 りで あ る。NaClス トレス(培 地NaCl濃 度

4%)を か けた 状 態 で 、嫌 気 光 合 成 条 件 また は 好 気 条 件 で 静 止 期 まで 培 養 した 菌 体 を 、

4℃ 、18,500xg、5min遠 心 して集 菌 した 菌 体 を1/15M Phosphate Buffer[Phosphate

Buffer Powder(Wako)in 1L MilliQ water](PB),pH7.4で 洗 浄 して 、培 地 成 分 を 完 全

に 除 い た もの を使 用 した 。菌 体 は 使 用 す るまで-80℃ に保 存 した。

菌 体(約1g)にTKE buffer(20mMTris-HCl,100mMKCl,1mM EDTA)(pH7.8)

2ml、 お よびDNase(Sigma-Aldrich)10μgを 加 えてUltrasonicator(IKA)を 用 い て

60W、1min(計3回)超 音 波 破 砕 した。氷 上 で30min静 置 した 後 、4℃ 、7,267xg、

10min遠 心 す ることに より未 破 砕 細 胞 とデ ブ リを沈 殿 させ た 。この うち 上 清(約3ml)

にTKE buffer10mlを 加 えて4℃ 、120,000xg、15min遠 心 して 水 溶 性 画 分 と膜 画 分
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を分 離 した 。沈 殿(全 膜 画 分)を 回 収 し、TKE buffer O.5mlに 懸 濁 した 後 、下 層 か ら

72%(wt/vol)sucrose in TKE buffer 1.6ml, 49%(wt/vol)sucrose in TKE buffer 5.5ml、

20%(wt/vol)sucrose in TKE buffer 3.9mlを 静 か に 重 層 させ 、4℃ 、120,000xg、18h

遠 心 して 、難 溶 性 成 分 を除 去 した 。さらに 、沈 殿(難 溶 性 成 分)を 除 い た 下 層2mlの

み(外 膜 ・内 膜 画 分)を 回 収 して 、20%(wt/vol)sucrose in TKE buffer 10mlを 重 層 さ

せ4℃ 、100,000xg、6h遠 心 した。この うち上 層 か ら各1mlず つ 回 収 して 、そ れ ぞ れ

Frac.1-12と した 。中 層 のFrac.6-8付 近 が 内 膜 タンパ ク質 を多 く含 む 画 分 、下 層 の

Frac.10-12付 近 が 外 膜 タ ン パ ク質 を 多 く含 む 画 分 とし た 。各 フ ラ ク シ ョン の

SDS-PAGEに よる分 離 、お よびSspA抗 体 を 用 い た ウェス タン解 析 は3章 と同 様 の 方

法 で 行 なっ た。

4.2.2免 疫 電顕 によるSspAの 局在 決 定

4.2.2.1菌 体 サ ンプ ル の 固 定

NaClス トレス(培 地NaCl濃 度4%)を か け た状 態 で 、嫌 気 光 合 成 条 件 また は 好 気 条

件 で 静 止 期 まで 培 養 した 菌 体 を 、4℃ 、18,500xg,5min遠 心 して 集 菌 した 菌 体 を

1/15M Phosphate Buffer [Phosphate Buffer Powder(Wako)in 1L MilliQ water](PB),

pH7.4で 洗 浄 して 、培 地 成 分 を 完 全 に 除 い た もの を使 用 した。菌 体 は 使 用 す るまで

-80℃ に保 存 した
。

菌 体 サンプル をパ ラホルムアル デ ヒド(PFA)溶 液(4%PFA in 1/15 M PB)に 浸 し

て、4℃ 、2h振 とうして初 期 固 定 した。溶 液 をデ カンテー ションにより除 いた後 、菌 体 を

PBで 洗 浄 後 、再 度PBを 加 えて4℃ 、1h振 とうすることによりPFAを 除 去 した。溶 液 を

デ カンテー ションにより除 去 して、10%sucrose in PBで 洗 浄 後 、再度10%sucrose in PB

を加 えて菌 体 サンプ ル が沈 降す るまで4℃ 、15min程 度(計2回)振 とうす ることによ

り、溶 液 中か ら完 全 にPFAを 除 去 した。

4.2.2.2菌 体 サ ンプ ル の 脱 水

固 定 した菌 体 サ ンプ ル の溶 液 をデ カンテー ションにより除 去 して、70%エ タノー ル を

2mlを 加 えて4℃ 、5min振 とうした。デ カンテー ションにより菌 体 のみ 回 収 して、80%エ

タノ0ル を2ml加 えて4℃ 、5min振 とうした。デ カンテー ションにより菌 体 のみ 回収 し

て 、90%エ タノール を2ml力 口えて4℃ 、5min振 とうした。デカンテー ションにより菌 体 の

み 回収 して、95%エ タノー ル を2ml加 えて4℃ 、5min振 とうした。デ カンテー ションに

より菌 体 のみ 回 収 して 、100%エ タノール を2ml加 えて4℃ 、15min(計2回)振 とうし

た。
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4.2.2.3菌 体サ ンプル の 樹脂 へ の包 埋

包 埋 用樹 脂 はLOWICRYL K4M樹 脂(Polysciences, Warrington, PA)を 使 用 した。

K4M溶 液(Component A2.7g、 Component B17.3g、Compoment C0.1gを スターラ

ーで攪 拌 後 に使 用)と100%エ タノー ルを1:1で 希 釈 した溶 液 を作 製 し
、この うち一 菌

体 サ ンプル あたり2mlを 加 えて4℃ 、1h振 とうした。溶 液 をデ カンテ0シ ョンにより除 い

た後 、新 たなK4M溶 液 を加 えて4℃ 、一 晩振 とうした。溶 液 をデカンテ0シ ョンにより

除い た後 、サンプ ル を樹 脂 固定 用 容器 に移 し、新 たなK4M溶 液 を加 えて4℃ 、一 晩

紫 外 線 照 射 す ることにより、樹 脂 を硬 化 した。

4.2.2.4超 薄i切 片 の 調 製

菌 体 サ ンプ ル を包 埋 した樹 脂 をダイアモ ンドカッターDIATOME(LEICA)を 用 いて

超 薄 切 片 化 し、ニッケル 支 持 膜 付 メッシュに装 着 した。PFAの 影 響 を排 除 す るため 、

0.1Mグ リシン溶 液 の 中で室 温 、10min振 とうした。さらに、滅 菌 水 で室 温 、5min(計2

回)洗 浄 して抗 体 反 応 を行 なった。

4.2.2.5抗 体 反 応

菌 体サ ンプ ル を含 む 超 薄 切 片 を1%BSA(Sigma-Aldrich)in PBに 加 えて4℃ 、1h

振 とうす ることにより、ブ ロッキング反 応 を行 なった。溶 液 をデ カンテー ションにより除 い

た後 、500倍 希 釈 した一 次抗 体(SspA抗 体)を 含 む1%BSAinPBを 加 えて4℃ 、一

晩 振 とうして一 次抗 体反 応 を行 なった。溶 液 をデ カンテー ションにより除 いた後 、PBで

4℃ 、15min(計5回)洗 浄 して 、余 剰 な一 次抗 体を除 去 した。さらに 、50倍 希釈 した二

次 抗 体[10nm gold labeled goat anti rabbit IgG(H+L)(British Biocell, Cardiff, UK)]

を含 む1% BSA in PBを 加 えて室 温 、1h振 とうして二 次 抗 体反 応 を行 なった。溶 液 を

デ カンテー ションにより除 いた 後 、PBで4℃ 、10min(計2回)洗 浄 して、余剰 な 二次

抗 体 を除去 した。さらに滅 菌 水 で4℃ 、5min洗 浄 した。ここで樹 脂 切 片 上 での抗 原 抗

体 反 応 を強 固 にす るた めに 、4%PFA溶 液 を加 えて室 温 、5min振 とうした。3%飽 和 酢

酸 ウラン溶 液 を加 えて室 温 、30min振 とうした。その後 、滅 菌 水 で5min(計3回)洗 浄

して電 子 顕 微 鏡 サ ンプル とした。

4.2.2.6電 子 顕 微 鏡 観 察

電 子 顕 微 鏡 観 察 に よる観 察 はJEM-100CX(JEOL, Tokyo, Japan)を 使 用 した 。
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4.3結 果

4.3.1シ ョ糖 密 度 勾 配 法 によるR. sphaeroidesの 外 膜 ・内 膜 画分 の分 画 、および ウェス

タン解 析 によるSspAの 局在 決 定

ショ糖 密 度 勾 配 法 を用 いた分 画 お よび 、ウェスタンブ ロッティングによりSspAの 局 在

決 定 を試 み た。菌 体 を破 砕 した後 、計3回 の超 遠 心 を用 いることによりR. sphaeroides

の 膜 画 分 の うち外 膜 と内 膜 を 効 率 的 に 分 離 、分 画 で きることが 報 告 され て い る

(Baumgardner et al., 1980; Shepherd et al., 1981)。3回 の超 遠 心 後 の12フ ラクション

をSDS-PAGEで 分 離 した後 、作製 したSspA抗 体 を用 いたウェスタン解析 した。外 膜 タ

ンパ ク質 はリポ 多 糖 を含 む ため 、内膜 タンパ ク質 より比 重 が 大 きい ことが 報 告 され てお

り(Shepherd et a1., 1981)、 中層 のFrac.6-8付 近 が 内膜 タンパ ク質 を多く含 む 画 分 、

下層 のFrac.10-12付 近 が外 膜タンパ ク質 を多く含 む 画 分 とした。その結 果 、嫌 気 塩ス

トレス条 件 と好 気 塩 ストレス条 件 で若 干 のバ ンドの 偏 りはあるもの の 、い ず れ の 条件 に

お いても、SspAは 外 膜 に局 在 していることが示 唆 された(Fig.4-1A,B)。

(IM; Inner membrane, OM; Outer membrane)

Fig. 4-1 Western blot analysis of total membrane fraction of R. sphaeroides under

salt-stressed anaerobic photosynthesis condition (A), and under salt-stressed aerobic

dark condition (B) by using  and-SspA antibodies. Total membrane fraction was

separated by sucrose density cenrtifugation (20-72%). Fraction numbers are indicated

under the blot.
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4.3.2電 子 顕 微 鏡 を用 いた局 在 決 定

さらに詳細 に局在解析 を進めるべく、SspA抗 体を用いた免疫電顕によりSspAの 局

在決 定を試 みた。菌体の超薄切片 にSspA抗 体を吸着させ、さらに金粒子が結合した

二次抗体を吸着させ た後に電子 顕微鏡で観 察すれ ば、より正確 な局在決定 ができる

とではないかと考えた。

電子顕微鏡 の観 察において最も検討を要 したのは抗原性を維持するための前処理

法の検討 、抗体 の希釈倍率の決定、および樹脂 の選択である。前処理法は抗原性 が

維 持されるべく、固定度合 いの強いオスミウム酸ではなく、パラホルムアルデヒドを用 い

て固定を行なった。また、一次 ・二次抗 体の希釈倍 率を一次抗 体は500倍 、1,000倍 、

5,000倍 、二次抗体 は30倍 、50倍 をそれぞれ比較検討 した結果 、一次抗体は1,000

倍 、二次抗 体は50倍 が至適条件であることを見 出した。一方、包埋 用樹脂 として、抗

原性 の保持能の高いLOWICRYL K4M樹 脂を用 いて顕微鏡観察した。

顕微鏡観 察の結果 、SspAの 細胞 内局在 には、嫌気光合成条件 においても好気 条

件 においても、外膜 に局在 していることが明らかになった(Fig.4-2,A-F)。 なお 、ここ

に示した像 は撮影倍率を除き、全 て同じ条件で前処理、観 察を行なった。両条件を比

較す ると、嫌気 光合成条件 の方 が、SspAの 存在を示すドットが数 量的にも多く、また

外膜の広範 囲で検 出された。SspAの 局在 が外膜の内側なのか外側なのか、さらには

膜の中に含まれた形 で存在しているのかを同定することはできなかった。
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Fig. 4-2 Immunogold electron microscopy of R. sphaeroides grown under anaerobic

photosynthesis salt-stressed (2% NaCI in culture medium) conditions (A-C), and
aerobic dark salt-stressed conditions (D-F). They are labeled with anti-SspA

antibosies, showing localization of SspA in situ. OM; Outer membrane, IM; Inner

membrane. Bars indicatesO.5μm.
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4.4考 察

本章では、ショ糖密度勾配法 による分画とウェスタン解析、さらには免疫電顕を用い

た二種 の方法 によりSspAの 局在決定を試みた。

は じめ に、ショ糖 密 度 勾配 法 、お よびSspA抗 体 を用 いた ウェスタン解 析 によりSspA

の局 在 決 定を試 み た。そ の結 果 、嫌 気 塩 ストレス条 件 にお いても、好 気塩 ストレス条件

にお いても、当初 の 予想 通 り、SspAは 外 膜 に局 在 していることが示 唆 され た。

次 に、さらなる詳細解析を行 なうべくSspA抗 体を用いた免疫 電顕 によりSspAの 局

在決 定を試みた。その結果 、ショ糖密度勾配法を用いた解析 と同様 に、SspAは 外膜

に局在 していることが明らかになった。そのため、SspAは 直接NaClス トレス環境 に接

してお り、外膜において何 らかの役割 を果たしていることが示唆された。

培養条件で比較すると、嫌気光合成 条件 の方が、SspAの 存在を示す ドットが数量

的 にも多く、また外 膜の広 範囲で検 出された。3章 で述べた通り、ウェスタン解 析では

嫌気 条件 と好気条件でSspAの 合成 量に大きな差異は見られなかった。そのため、現

段 階では培養 条件 とSspAの 合成量 の相関関係 を示すことは難 しい。

外膜 は細胞構造の維 持のみならず 、細胞 孔の形成や栄養分 の輸 送 ・結合に関する

仲介 、phageやcolicinの 受容 体形成など生化学的 に重要な役割 を果たしていることが

知 られている。このうち外膜タンパク質は外膜全構成成分の約 半分の質量を占めてお

り、膜 の形態維持と物 質の選択 的透過性 に必須 の因子である。外膜タンパク質は外界

と直接的 に作用 しているために、周囲の環境 因子 によって発 現が大 きく制御 されると

いう側面を持っている。

塩 ストレスと外 膜 タンパ ク質 との 関 連 につ いて はいくつ か の報 告 がな され ている。一

般 的 に 、外 膜 タンパ ク質 は塩 ストレスを受 けると、膜 の透 過 性 を変 化 させ 、Na+を 含 めた

生 体 に悪 影 響 を与 える物 質 を外 に排 出す る役割 を果 たす ことが知 られ ている(Wood ,

1999)。 そ の 中 で 、Porinは 外 膜 に最 も多く存 在 し、か っ塩 に 対 して安 定 性 の高 い 三

量 体 タンパ ク質 である。複 数 のタイプのPorinが 知 られ てお り、様 々なイオンや 基 質 を

透 過 させ るべ く孔 のサ イズも異 なるため 、塩 ストレスに対 して幅 広 い 適 応 が 可能 である

E. coliに お いては 、塩 ストレスに対 してOmpFとOmpCと いう二 種 類 のPorinが 関与 し

ているが 、OmpCの 方 が 孔 径も大 きく、より重 要 な役 割 を果 た している(Thanassi et al.,

1997)。 同様 のPorinの 存 在 はVibrio choleraeで も確 認 され てお り、塩 ストレスに必 須

の タンパ ク質 で あ ることが 明 らか に な っ て い る(Provenzano et al., 2000)。R.

Sphaeroidesの ゲ ノム配 列 にはOmpFやOmpCと 相 同性 の 高 い遺伝 子 は確 認 され てい

な いが 、い くつ か の膜 貫通 型Porinが 存 在 し、同様 の機 構 を有 していることが示 唆 され

る。また、OmpFやOmpCは 塩 ストレス特 異 的 に発 現 す るタンパ ク質 ではなく、膜 貫 通

ドメインを有 して物 質 の拡 散 輸 送 を行 なっていることが知 られ ている(Sleator and Hill,
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2001)。 しか しながら、SspAは 膜 貫 通 ドメインを持 たないため 、同等 の機 能 を有 してい

る可 能 性 は低 い と考 えられ る。一 方 、配 列 としての相 同性 のみ で比 較 すると、SspAは

E.coli YdiYと の低 い(23%)相 同性 のみ が 見 出され ている。YdiYは ペ リプラズムへ の

局 在 が予 測 され てお り(Stancik et al., 2002)、 局在 の相 違か らも機 能 としての 関連性

は低 いと考 察 した。

以上、本章で行なったいずれの手法においても、SspAは 外膜に局在していることが

初 めて明らかになった。SspAの ように塩ストレスを受 けることにより特 異的に合成量が

増加する外膜タンパク質はこれまでに報告 がなく、機能の一 面を明らかにするうえでは

重要な知 見が得られたのではないかと考えている。
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