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第一部 序論

第一章 放線菌の特徴

放線菌は グラム陽性細菌で あ り、多 くは土壌中に生息 している。 本研 究で用 いてい る

Streptomyces属 は複雑な形態分化を行 うこと、お よび多種多様な二次代謝産物を生産すること

が二大特徴である。単純な構造の多い原核生物でありなが ら、菌糸状に生育しその後胞子を着

生する複雑な形態分化を示すのは発生生物学的にも非常に興味深 く、基礎的見地から興味がも

たれる。また一方で、抗生物質をは じめとする様々な二次代謝産物を生産することは、醗酵工

業や医薬産業な どの応用的側面か ら興味が持たれる。現在利用されている抗生物質のうち3分

の2以 上が放線菌由来であることはその特徴の十分すぎる裏付けと言えるであろう。これ らの

特徴が放線菌を今 日の基礎研究、応用研究の両面においてきわめて重要な菌群に位置づけてい

る。

2002年 、Streptomyces属 の遺伝学的基準菌であるS. coelicolor A3(2)の 全 ゲノム配列決定が報

告 された(Bentley et al., 2002)。 放線菌のゲ ノムサイズは約8.7Mbと 巨大であ り、 コー ドされ

る遺伝 子の数は約8000で ある。特徴 として、20を 越 える二次代謝産物生合成 クラスター が含

まれ 、ECFサ ブ ファ ミリーに属す るシグマ 因子や二成分制御 系な どの外部環境 に応答す るため

の制御 遺伝子が 予想 以上に多 く含 まれ ていた こ とが挙 げ られ る。 これ らは変化 の激 しい土壌環

境 中で様々 な二 次代 謝 を行 いなが ら真核 生物の よ うな複雑 な形態分化 を行 うこ とを反映 してい

るもの と考え られ る。 またGC含 量が高 く70%を 越 えるの も特徴的で ある。染色体は直線状で

あ り、両末端の欠失や環状化 を生 じる動 的な構造 を持つ(Lin et al., 1993)。 その後 も、エバ メ

クチン生産菌 であるS. avermitilisの ゲノム解読終了 も報告 され(Ikeda et al., 2003)、Streptomyces

のゲノムデータベー スは近年 さらに充実 しつつある。

本研 究で扱 う菌 であ り、ス トレプ トマイ シン生産菌 として知 られ るStreptomyces griseusの 生

活環 を代表例 と して図 1.1-1に 示す。
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図1.１-1 放 線 菌Streptonryces grisensの 生活 環

胞 子が発 芽す る と、 まず枝 分かれ した基底菌 糸を培地中に張 り巡 らし、栄 養増 殖 を行 う。 基

底 菌糸 では隔壁 形成 がほ とん ど起 こ らず、1本 の渦糸には複 数の 染色 体が 存在す る。 次いで栄

養状 熊 の変 化 に 応 答 し て基 底 菌 糸か ら気 中 菌 糸 が 分化 し、空 中 に 向 かかつで伸 長 す る。 こ.の とき

基底 菌糸中の 多くの 細胞は 死磁 し、 その構 成分 は 分解 され て気 中菌 糸の 成長に再 利 され る

と 考 え ら れ て い る(Wilikrmuth el al ., 1972; Mendet et al., 1985; Miguelez et al., 1999)。 これ ば 基

底菌糸形成 で 使い 果た され た栄 養分 を輔う ためこの、原核 生物におけ る アポ トー シ スと も表現 さ

れ る。 基底 菌 糸 に は グ リ コー ゲンの 蓄積 が 見 られ 、 そ の 後 の 分 化 に 備 え られ てお り、 そ の 蓄積

と代 謝は 形 態 分化 の 時 期特 異的 に 変動 して い る こと も報 告 され て い る(Schncider et al., 2000)

気 中 菌 糸 形成 後 、 気 中 菌 糸 に は 隔 壁 が 形 成 され 、 染 色体1つ1つ が 分配 され た コンハ ー ドメン

トが 胞 子と な り成 熟奥し、 数珠朱状 に 連 な る。

ま た、 気 中 菌 糸 へ の 形態 分 化 が 誘 導 され る の とほ ぼ 同 じ時期 に 、 ス トレプ トマ イ シ ン生 産 、

黄色 色 素 生 産 な ど の二 次代 謝 が 誘 導 され る。 この 代 謝 の 変化 は 劇 的 で あ り、 形 態 分 化

(morphological differentiation)に 対 し て、 生 理 的 分 化(Physiological differentiation)と も 呼 ばれ

るほ どであ る。

これ らの制 御 の特徴 と し て挙げ られるのは、形態分化お よび 二次代謝は自身 か 生産 する低 分
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子 化 合 物A-フ ァ ク ター(2-isocapryloyl-(3R)-hydroxymethyl-γ-butyrolactone)に よ り誘 導 され る こ

とで あ る。Streptomyces属 に お い てA-フ ァ ク タ ー類 似 物 質 は 広 く存 在 し、 二 次 代 謝 産 物 生 産 の

調 節 に 関 与 して い る こ とが 明 らか に な っ て い る(Nihira, 2002)。 本 研 究 に お い て 主 に扱 う、A-

フ ァ ク ター お よび そ の 制 御 機 構 に 関 して は 第 二 章 で解 説 す る。 また 、 真 核 生 物 型 セ リン ・ス レ

オ ニ ン キ ナ ー ゼ に よ る リン酸 化 を介 した 制御 も原 核 生 物 に お け る新 規 の 遺 伝 子 発 現 制 御 様 式 と

して 注 目 され て い る(Horinouchi, 2003)。

第二章 研究の背景および 目的

第一節 微生物ホルモンによる形態分化および二次代謝の制御

Streptomyces属 に お け る形 態 分 化 お よび 二 次 代 謝 の制 御 で の 大 きな 特 徴 の1つ は 、微 生 物 ホ

ル モ ン に よ る制 御 機 構 の 存 在 で あ る。 この ホル モ ン は全 て γ-ブ チ ロ ラ ク トン骨 格 を有 して お

り、 ま た そ れ に 対 す る 受 容 体 も 高 い 相 同 性 を 持 っ て い る。 こ の よ う な 制 御 機 構 は 様 々 な

Streptomyces属 で 次 々 と報 告 され て お り(図1.2-1)、 グ ロー バ ル に 存 在 す る機 構 で あ る こ とが 予

想 され る。 そ の例 を簡 単 に列 挙 す る と、本 研 究 で 用 い て い るS. griseusの ス トレプ トマ イ シ ン生

産 ・黄 色色 素 生 産 お よび形 態 分 化(Horinouchi and Beppu, 1994)、S. virginiaeの バ ー ジニ アマ イ

シ ン生 産(Yamada et al., 1987)、S. coelicolor A3(2)の 色 素 系抗 生 物 質生 産(Takano et al., 2000)、

S. laverzdcclae FRI-5の 核 酸 系 抗 生 物質 生 産 ・青色 色 素 生 産 ・D-シ ク ロセ リン生 産(Hashimoto et al.,

1992)な どが 挙 げ られ 、 これ らは全 て γ-ブ チ ロ ラク トン化合 物 に よ る制御 を受 け て い る。

以 上 で 述べ た よ うに、 この よ うな機 構 は 主 に二 次代 謝 を制 御 してお り、本 研 究 で材 料 と して

い るS. griseusの 微 生物 ホル モ ン 、A-フ ァ ク ター は形 態 分化 を も制御 してい る点 で興 味深 い 。A-

フ ァ ク ター に つ い て これ ま で わか って い る知 見 につ い て は次 節 で 詳 しく述 べ る。
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図1.2-1 放線 菌にお けるγ-ブ チ ロラク トン化合物に よる制御の例

第二節 A-フ ァクターに よる制御機 構

前 節 で述 べ た とお り、Streptomyces属 で は γ-ブ チ ロ ラ ク トン化合 物 を 生 産 す る こ とが知 ら

れ て い る 。S. griseusに お い て 形 態 分 化 お よ び 二 次 代 謝 を 誘 導 す るA-フ ァ ク タ ー(2-

isocapryloy1-(3R)-hydroxymethyl-γ-butyrolactone, 図1.2-1)は そ の代 表 例 で あ り、S. griseusの ス

トレプ トマ イ シ ン 生 産 お よ び気 中 菌 糸 形 成 を誘 導 す る化 合 物 と して 、1967年 に 旧 ソ ビエ トの

Khokhlovら に よ り発 見 され た(Khokhlov et al., 1967)。 しか しロ シア語 の学 術誌 に発 表 され た こ

とも あ り、長 い間 注 目 され て い な か っ た。 一方 、 醗 酵学 研 究室 の 原 らはS. griseusの ス トレプ ト

マ イ シ ン 非 生 産 株 を利 用 して 、抗 生 物 質 生 産 能 ・抗 生 物 質 耐 性 能 ・気 中 菌 糸 形 成 能 ・色 素 生 産

能 等 の 多形 質 が 同 時 に脱 落 す る現 象 につ い て解 析 す る うち 、 ス トレプ トマ イ シ ン非 生 産 株 の あ

る もの はA-フ ァ ク ター 欠損 株 で あ る こ と を見 出 し、A-フ ァ ク ター を再 発 見す るに 至 っ た(Hara

and Beppu, 1982)。 さ らに原 らは 、A-フ ァ ク ター が ス トレプ トマ イ シ ン生 産及 び 胞 子 形 成 の み で

な く、 ス トレプ トマ イ シ ン耐 性 、黄 色 色 素 生 産 等 も誘 導 す る こ と を見 出 した。 彼 らはバ イ オ ア

ッセイ に よ るA-フ ァ ク ター 定 量法 を構 築 し、A-フ ァ ク ター が1nMと い う極 微 量 で これ らの性

質 を誘 導 す る こ と、及 びStreptomyces属 に お いて 幅 広 く生産 され て い る こ とを明 らか に した。

A-フ ァクター生合成 に関 しては、醗酵学研 究室の堀之内 らが ス トレプ トマ イ シン生産能の回

復 を指標 にA-フ ァクター非生 産株HH1を 宿主 に したシ ョッ トガ ンク ローニ ングを行い、A-フ

ァクター生 産能 を回復 させ る遺伝子afsAを 取得 した(Horinouchi et al., 1984)。HHI株 ではafsA
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が 欠 損 して い る こ と、 野 生 株 にafsAを 高 コ ピー で 導入 す る とA-フ ァ ク ター 生 産 が 増加 す る こ

と(Ando et al., 1997a)、 及 び 、afsAを 導 入 した 大腸 菌 がA-フ ァ ク ター 活性 を示 す 物 質 を生 産 す

る こ と(Ando et al., 1997b)か ら 、afsAはA-フ ァ ク ター 生合 成 遺 伝 子 で あ る と予想 され て い る。

また、afsAはS. griseusの 直線 上染色体の末端 か ら約150kbに 位置 していることが明 らかにな

り、HH1の 形質は高温培 養によってafkAを 含む染色体末端 の脱落によって生 じることが示 され

た(Lezhava et al., 1997)。

A-フ ァクターは10-9Mと い う極微 量で様々な形質変化を引き起 こす ことか ら、特異的な受容

体 蛋 白質 の 存 在 が 予 想 され た。 三 宅 らは[3H]で ラ ベ ル したA-フ ァ クタ ー を 用 い てA-フ ァ ク タ

ー に特 異 的 に結 合 す る蛋 白質 を同 定 し(Miyake et al.
, 1989)、ArpA (A-factor receptor protein)と

名 付 けた。1ゲ ノ ムあ た りの分 子 数 は約40個 と計 算 され 、A-フ ァ クター とArpAの 解 離 定数 は

0.7nMと 算 出 、A-フ ァ クター の有 効濃 度10-9Mと よ く符 合 した。 また 、 蛋 白質 と基 質 との結 合

解析 法 を用 い て、A-フ ァ ク ター がArpAと1:1で 結 合 す る こ とが 示 され た。ArpAの 基 質特 異

性 は 非 常 に厳 密 で あ り、A-フ ァ ク ター と構 造 が よ く似 たバ ー ジニ ア ブ タ ノ ライ ドVB-Cと は 結

合 し な い(Sugiyama et al., 1998)。

HH1株 の 変 異 処 理 に よ って 取得 され たS. griseusの 変 異株(KM株)はA-フ ァ ク ター 非生 産

株 であ るに も関わ らず 、ス トレプ トマイ シン生産能及び形態分化能 を回復 してお り、そ の細胞

質画分には[3H]ラ ベルA-フ ァクターへの結合活性 が検 出されない こと、またKM株 から偶然 に

得 たス トレプ トマイ シン生産 、胞子形成 の 自然復帰株で はArpAの 機能 が回復 しているこ とか

ら、ArpAは 二次代謝及び形態分化開始の リプ レッサー として働 き、A-フ ァク ターはArpAに 結

合す ることでその抑制 を解 除す ることが示唆 された(Miyake et al., 1990)。KM株 は リプ レッサ

ーの機能 を失ったArpAの 変異株 であった。

尾 仲 らは[3H]ラ ベ ルA-フ ァ ク ターへ の結 合 活性 を指標 にArpAを 精 製 した(Onaka et al, 1995)。

N末 端及び内部 ア ミノ酸配列 を決定 し、定法によ りarpA遺 伝子 をクローニング した。塩基配列

を決 定 した結果、ArpAはN末 端側 にヘ リックスーターンーヘ リックス(HTH)モ チー フを有 し、TetR

フ ァミリー に属す るDNA結 合 タンパ クであることが示唆 され た。大腸菌で発現 ・精製 したArpA

はA-フ ァクター結合能 を有 してお り、 ゲル濾過分析によ りA-フ ァクターが結合 したArpAは 二

量体 を形成 していることが確認 された。

また、尾 仲 らはArpAが 結合す るDNA配 列のin vitroで の解析に よりArpA結 合 コンセ ンサ

ス 配 列 を 明 ら か に し た(Onaka and Horinouchi, 1997)。 こ の 配 列 は 片 側 半 分 が5'-

GG(T/C)CGGT(A/T)(T/C)G(T/G)-3'か ら な る22 bpの パ リン ドロー ム構 造 で あ る。 さ らに こ の解

析 に よ って 取得 したArpA結 合DNAを 用 い 、A-フ ァ クター 添加 に よ ってArpAがDNAか ら速

やかに解離す ることを示 した。

一 方
、 ドイ ツのW. Pipersburgら は ス トレプ トマ イ シ ン生合 成 遺 伝 子 ク ラス ター の ク ロー ニ ン
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グを行 い、クラスター 内にス トレプ トマイ シン生合成 開始 の制御遺伝子strRと 、 自己耐性遺伝

子aphDが 存在 し、StrR蛋 白はこの遺伝子 クラスターの複数の部位 に結合 して周辺 の遺伝子 の

転 写 を活 性 化 す るこ とを明 らか に した(Retzlaff et al., 1995)。

醗 酵 学研 究室 のVujaklijaら は 、 ス トレプ トマ イ シ ン耐 性 を指 標 に して ス トレプ トマ イ シ ン生

合 成 遺 伝子 ク ラス ター の一 部 を ク ロー ニ ン グ し、 そ こに含 まれ る遺 伝 子 の うちstrRの プ ロモ ー

ター のみ がA-フ ァ ク ター依 存 性 を示す こ とを明 らか に した(Vujaklija et al., 1991)。 ま た 、そ の

下流 に位 置 す るaphDはstrRの プ ロモ ー ター か ら共 に転 写 され てい る こ とが推 測 され た。 彼 女

らはstrRプ ロ モ ー ター 領 域 内のA-フ ァ ク ター 依 存性 に 必 要 な領 域 を特 定 し、 この領 域 にA-フ

ァ ク ター依 存 的 に結 合 す る蛋 白が 存 在 す る こ とを見 出 し、AdpA(A-factor dependent protein A)と

名 付 けた(Vujaklija et al., 1993)。strRプ ロモ ー ター 上 流 にはAdpA以 外 に複 数 の 蛋 白質 がA-フ

ァ ク ター 非 依 存 的 に 結 合 す る こ とが 示 され て い る が 、 これ らの 蛋 白質 の 正 体 と機 能 は今 の と こ

ろ不 明 で あ る。

以 上のよ うに、A-フ ァクター はその受容体ArpAを 経 てAdpAな どの発現 を制御 し、 ス トレ

プ トマイ シン生産やその他 の二次代謝、そ して形態分化 を制御 してい ることが明 らかになった。

第 三節 A-フ ァクターカスケー ドにお けるAdpAレ ギュロン

「A-ファ クター シグナル が どの よ うに して二次 代謝 を引 き起 こす のか?」 この問いを解 決す

べ く、AdpAの 解析が行われ た。醗酵学研究室の大西 らはstrR上 流のAdpA結 合領域へのDNA

結合活性 を指標 としてAdpAを 精製 し、N末 のア ミノ酸配列 を決 定の後、定法に よ りadpA遺

伝子 をクローニングした(Ohnishi et al., 1999)。AdpAは 中央のややC末 端寄 りにHTHのDNA

結合モチー フをもつ405ア ミノ酸 か らなる蛋 白質 であ り、AraC/XyISフ ァ ミリー と相 同性 をも

つ転 写因子であった。

次にadpAの 機 能を調べるため、adpA遺 伝子破壊株 が作製 された。 この株 は予想通 りス トレ

プ トマイ シン生産能 を失 ってお り、strRの 転写 も確認 され ないことか ら、AdpAがstrRの 転写

を活性化 してい るこ とが強 く示 唆 された。驚 いた ことにadpA遺 伝子破壊株 は黄色色素生産能

や気 中菌 糸形成能 を も失 ってお り、AdpAが ス トレプ トマ イシ ン生産以外 の二 次代謝や 形態分

化の制御 も行 ってい るこ とが示唆 された。 ま た、adpAがA-フ ァク ター依存的に転写 され るこ

とを確認 し、転写開始点が翻訳開始点の263bp上 流のCで あることを明 らかに した。 これ に基

づ いてプ ロモー ター解析 を行 うと、ArpA結 合 コンセ ンサ ス配列 が存在 してい た。 実際、 この

領域 を含むDNA断 片 と大腸菌よ り精製 したArpAを 用いてゲル シフ トア ッセイを行 うと、ArpA

との結合が確認 され た。 この結合はA-フ ァクター 添加 に よって解 除 され るこ とを示 し、ArpA
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がadpAを 直接 制御 してい ることが明 らかになった。

以 上の結果か ら、S. griseusに おけるA-フ ァクターによるス トレプ トマイシン生巌誘導機構が

明 らかになつた。培養初期にはArpAはadpaの プ ロモー ターに結倉 してadpAの 転写 を抑制 し

ているが、菌の生青が進ん で ん フ ァクターがあ るー定 の濃 度に漉す るとA-フ ァ クター はその

特異的 レセ プターであるArPAに 結合 し.ArpAをDNAか ら解離 させadpA遺 伝予の転写 を促

進す る。 これ によ り発現誘導 され たAdpAは 、ス トレプ トマイ シン生合成遺伝子群の制御遺 伝

子strRの プ ロモー ター 上流に結合 し、strR及 びス トレプ トマイ シン耐性を賦 与す る遺伝子aphD

の転 写を活性化 しス トレプ トマイシン生産に至るとい うものである(図1.2-2)。

図1.2-2A.フ ァ ク ター カ スケ ー ド

*本研究開始当時のもの

しかし一方でadpA遺 伝子破壤株の解析から示されたように、AdpAの 榛的遺伝子はその他の

二次代謝や形態分化に関 与する遺伝子群 も含まれることが示唆され、AdpAはA-フ ァクターシ

グナルカスケー ドの分岐点 となる転写因子であ ると考えられた.そ こで、山崎 らはゲルシフ ト

PCR法(Horinluchi et al.,2000)を 用いてゲノムライブラリーよりAdpAに 結合するDNA断 片

を取得 した。この断片の解析 を進めることによりAdpA依 存的に転写が活性化される遺伝子、

adsAを 同定した(Yamacaki et al.,2000)。adsAは シグマ図子をコー ドする遺伝子であり、この

遺伝子破壌株は形態分化能を失 う。 この二とから、当初の 子想通 りAdpAは 二次代謝および形
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態分化 に関与す る遺伝子 の転写活性化 を行 うことが明 らか とな り、 さらに本研 究 を含むそ の後

の解析 でAdpAの 標 的遺伝子が次々 と同定 され ている(Ohnishi et al.,2005) 。現在 では、上記の

strR、adsA、 本研 究でのsgmA、srpT、sprUの 他 に、分泌型 キモ トリプ シン型プ ロテ アーゼ をコ

ー ドす るsprA 、sprD、sprD(Tomono et al.,2005)、 気 中菌糸形成 に必須 の二成分制御 系 レスポ

ンス レギュ レー ターを コー ドす るamfR(Yamazaki et al.,2003b) 、胞子隔壁形成 に必須 の酸性 蛋

白質をコー ドす るssgA(Yamazaki et al.,2003a)がAdpAの 標的遺伝子 として同定 されている。

この よ うに して、A-フ ァク ターカ スケー ドにお ける 「AdpAレ ギュ ロン」 の全貌が徐 々に解 明

されつつあ る。また現在 では、AdpAの 結合 コンセ ンサス配列が決定 され(Yamazaki et al.,2004)、

結合様式 につ いて も推 定 され ている(第 二部 の中でふれ る)。 転写活性 化の機構 は、ダイマー を

形成 したAdpAがRNAポ リメラーゼ を リクルー トし、DNAと の開鎖複合体形成を助 けること

で転写 活性化 を行 うとい うことが示 され てい るものの、結合部位 の位 置 ・数 との 関連等 、詳細

は明 らかになっていない。

第四節 本研究の目的および本論文の構成

第 三節で述 べた よ うにAdpAは 様 々な二次代謝や形態分化の形質 を制御 して いる。本研 究の

開始 時にはス トレプ トマ イシン生合成制御遺伝子で あるstrRと 形態分化 に関与す るシグマ因子

をコー ドす る遺伝子adsAの2つ がAdpAの 標的遺伝 子 として同定 され、解析 されていた。 しか

し、AdpA依 存的な黄色色素生産 に関わる遺伝子は取得 され てお らず、またadpA遺 伝子破壊株

の形態分化 を失 った形質はadsAの みでは相補 できなかった ことか ら、AdpAの 標的遺伝 子は ま

だ他 に も複数 あ ることが予想 され た。A-フ ァクター カスケー ドに よる制御 の解明 にはこれ らの

取得 とそ の機 能解析が必須 であ り、AdpAに よる転 写活性 化機 構 につ いて も大部分が謎で あっ

たので、その解 明に も標的遺伝子群の解析 は重要な情報 をもた らす と考え られた。

本研 究 はAdpAの 新規標 的遺伝子 の同定 とその機能解析 を 目的 としてスター トしてお り、そ

れ をきっか け としてAdpAに よ り制御 され る分泌 プ ロテアーゼお よび プロテ アーゼ阻害蛋 白質

に注 目して、その制御 と機 能に関 して研究 を行 った。 これ につ いて は第 二部 の本論第一章で述

べている。 さらに、 これ まで曖昧 な点が残 され ていたA-フ ァクター受容体ArpAの 解析 を詳細

に行 い、それを利用 して カスケー ド内にお けるAdpAの 重要性 をよ り強 く示す研 究 を行 った。

これ については第二章で述べ ている。第三章 ではカスケー ドの中心にある転写 因子AdpAの 発

現 制御 について新 しい機構 を見いだ した研 究につ いて述べ る。以上 を通 じ、本研 究はA-フ ァク

ター制御 カ スケー ドの主要 な構成 因子 が どの よ うに制御 しあい、機 能 してい るかを明 らかに し

よ うと した ものである。
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第二部 本論

第一章A-フ ァクターにより制御 される分泌型プロテアーゼの解析

第一節 分泌型金属プロテアーゼをコー ドす るsgmAの 取得 と解析

2.1.1-I背 景 と 目的

新たなAdpA標 的遺伝子の探索

本研 究開始時、AdpAの 標 的遺伝子 としては、 ス トレプ トマイ シン生合成遺伝 子群 の制御因

子であ るstrR、 および形態分化に必須 のシグマ因子 をコー ドす るadsAが 同定 され ていたのみで

あった。 一方、adsAを 標的遺伝子 と して取得す る際に行 った ゲル シフ トPCR法 で は、adsA上

流領域以外 に も多数のAdpA結 合 断片が取得 され ていた。醗酵学研 究室 の山崎、鈴木 らはゲル

シフ トPCR法 に よって取得 した これ らの断片(pUCベ クターに クローン化 し、大腸菌の コロ

ニー と して取得 していた)に ついて コロニーハ イブ リダイゼー シ ョンを行 い、同 じ配列の クロ

ー ンを除いた
。 さらにAdpAは 転写活性化因子であるためORFの 上流 に結合すると予想 し、結

合断片の塩基配列解読お よびORF解 析 によ りORF上 流付近以外の ものを除いた。当時、S.griseus

のゲ ノム解析 は進 んでいなか ったため、断片のDNA配 列以外 の情報 は得 ることがで きなかっ

た。 私は ここまでで得 られた断片の約 半数(12断 片)に ついて引き続 き解析 を行 い、AdpAの

新 たな標 的遺伝 子 の探 索 を行 った。 この断片 群の解析 か らAdpAの 新 たな標的遺伝 子 として

sgmAを 同定 し、解析 を行ったことについてこの節 では述べ る。

以下 に、ゲル シフ トPCR法 の原理について説明を記 してお く。

今回用 いたの は、以前ArpA結 合 配列 を取得す る際に用いた手法 を山崎が一部改良 し、AdpA

が結合す るDNA断 片 をin vitroに てゲノム ライブ ラ リーか ら取得す ることに成功 した ものであ

る(図2.1,1-1)。 まず、S.griseusの クロモ ソームをHaeIIIに よ り部分分解 した300～500bpの 断

片にPCR用 の リンカー を付加 した もの と、C末 にヒスチジンタグを付加 して大腸菌か ら精製 し

たAdpA(AdpA-H)と を反応 させ 、ポ リア ク リルア ミ ドゲル電気泳動 を行 うことでAdpAが 結

合 したDNAを フ リーのDNAと 分離 して抽 出す る。 さらにこれをPCRで 増幅す るとい う一連

の操作を3～4回 繰 り返す ことによ り、AdpAに 特異的 に結合するDNA断 片を濃縮す る。 以上

の操作に より得 られた断片 を リンカー部分 に設計 したEcoRIサ イ トを用いてpUC19ベ クターに

クローニングす る。 これ がゲル シフ トPCR法 の原理である。表2.1.1-1に ゲル シフ トPCR法 に

よ り得 られ たAdpA結 合断片 のまとめを示す。
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図2.1.1.1 ゲ ル シフ トPCR法 の 原 理
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(AdBS: AdpA-Unding sequence)

表2.1.1-1 ゲル シフ トPCR法 によ り得 られたAdpA結 合 断片 のまとめ

ゲル シフ トPCR法 によ り得 られた断片をAdBS(AdpA-Binding Sequences)と 名付 けている。

括弧 内に遺伝子名 が記載 してあ るものについてはAdpA標 的遺伝子の候 補 と して解析 が進 ん

だものであ る。 ゲルシフ トPCR法 の繰 り返 しのサイ クル数 、お よび取得 され た各々の断片の

数 を示 した。
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AdpAに よ り転写制御 され る分泌プ ロテ アーゼ

分泌 プ ロテアーゼ は一般 に環境 中の栄養 を分解 し取 り込むために生産 される と考え られ るが、

この章 ではAdpAに よ り転写制御 され る分泌 プ ロテアーゼ について 中心 に述べ るので、AdpA

が制御す る二次代謝 と形態分化 の面か らその意義 を考察 してお く。S. griseusで はその培養 上清

がプ ロナーゼ とい う、混合 プ ロテア ーゼ剤 と して商品化 され ている ことか らも、非常 に多 くの

分泌 プ ロテ アーゼ を持 って い る。 したが って、AdpAに よ り制御 され てい るもの と して、単 に

二次代 謝産物の一種 の よ うな もので ある とも考 え られ る。 また、プ ロテアーゼ を含む様 々な加

水分解 酵素の うちの、何 らかの酵素 のプ ロセ ッシングを行 うプ ロテアーゼ とも考 え られ る。一

方 、Streptomycesに お け るプ ロテ アーゼ の役割 を考 える とき非常 に興味深 いのは、形 態分化 の

際の菌 糸の分解 である。 放線菌 は生 育環境 に適 応す るため、多 くの細胞外加 水分解酵素 を生 産

し、ポ リサ ッカライ ド、蛋 白質、核 酸、脂 肪等の高分子 を分解 し、栄養源 として利用す る。基

底 菌糸での 生育時 には細胞 外の基 質を栄養源 と して利用す るが、(1)栄 養飢餓 に よ り気 中菌糸

形 成が始 まる と、 基底 菌糸の分解 が起 こるこ と、(2)気 中菌糸へ分 化す るあいだ乾燥 重量の増

加 が見 られ ない こ と、(3)基 底 菌糸 中の蛋 白をラベル す るとラベル が基底菌糸 か ら気 中菌糸へ

移 動す る こ とか ら、気 中菌糸形成 時 には基底 菌糸 を分解 して栄養源 と して いる と考 え られ る

(Mendez et al.,1985)。 このことに より、基底菌糸形成で近隣の栄養 を使い果た して しまっても

気 中菌 糸形成、胞子形成 で栄養が不 足す る ことな くスムー スに形態分 化 をすす めることができ

る。また、序論で述べ たグ リコーゲンの蓄積 の例(Schneider etal., 2000)に も見 られ るよ うに、

分化 に向けて栄 養を基底 菌糸 と して ス トック して いる、 と見る こともで きる。 さ らにこれ を裏

付け るもの と して、 自身 を分解す るよ うなプ ロテアーゼや ヌク レアーゼの活性 が形態分化 の時

期特異的に上昇す ること(Fernandez and Sanchez, 2002; Kimand Lee, 1996)、 プ ロテアーゼ阻害

剤やヌク レアーゼ阻害剤に より形態分化 が阻害 され ること(Kim and Hong, 2000)も 報告 され て

い る。 したが って、AdpAに よる制御 との 関連 を考 え る上で、プ ロテ アーゼ は二次代謝産物 そ

の もの であ るとか プロセ ス酵 素であ るな ど以外 にも、形態分化 との関わ りが注 目され る ところ

である。
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2.1.1-II 結 果

ゲル シフ トpcR法 によ り取得 した断 片 とAdoAの 特畏 的結合 の確認 お よび

S1マ ッピング法によるAdpA依 存的転 写の解析

ここではゲル シフ トPCR法 によって得 た断片群(12断 片)を さらに解析 ・スク リーニン グ

す ることに よってsgmAを 取得 した経緯 を簡単に述べ る。ゲル シフ トPCR法 で得た断片はin vitro

でのAdpA結 合 を指標 に取得 した もので あるが、 ゲル シフ トア ッセイ にて シフ トバ ン ドを切 り

出す とい う方 法であ ったた め、実際は結合 しない断片 も混 入 して くる。そ こでゲル シフ トア ッ

セイ法を12断 片それ ぞれ について再度行 うことによ り、AdpAと の特異的結合を確 認 した。 そ

の結 果、1つ を除いてはAdpAと の特異的な結合 を確認す ることができた。

以上の候補(11断 片)に ついて、近隣 に位置す るORFの 転写量 をS1マ ッピング法によ り比

較 し、AdpA依 存的な転写がみ られ るか ど うかを調べた。具体的 には、野生株 とadpA遺 伝子破

壊株 との比較 によ り、adpA遺 伝子破壊株 において顕著に転写 量が減少 しているものを選別 した。

また、S1マ ッピング法 のプライマー設計 に必要な周辺の塩 基配列 が不十分であった断片 につい

て は定法(サ ザ ンハイ ブ リダイゼー シ ョンお よび コロニーハイブ リダイゼー シ ョン)に よ り周

辺をクローニ ング し、塩基配列を決定 して解析 に用いた。

以上のスク リーニングによ り表2.1.1-1のAdBS17お よびAdBSI8の 配列近傍に位置す るmreB

およびsgmAを 標的遺伝子候補 と して取得 した。これ らの遺伝子はAdpA依 存的な転写を示 し、

かつ遺伝子上流にAdpAが 結合 した。sgmAの 解析については以 下に述べて いく。mreBに つ い

ては解析 を進 めた ものの、解析 の結果AdpAの 直接 の標 的遺伝子 ではないこ とが分 かった ので

本論文では詳 しく述べず、討論で述 べるにとどめる。

AdBS18 周辺の塩基配列解析

AdBS18 周 辺 の遺 伝 子 を 調 べ るた め 、AdBS18を プ ロー ブ と して 定 法 に よ り周 辺約6.Okbの

DNA断 片 を取 得 し、塩 基配 列 を決 定 した。 そ の結 果 、 図2.1.1-2の よ うな塩 基配 列 ・遺 伝 子 構

成 で あ る こ とが わ か り、AdBSI8は 分 泌 型 金 属 プ ロテ ア ー ゼ を コー ドす る遺伝 子 の 上流 のDNA

配 列 で あ る こ とが わ か った。 こ のプ ロテ ア ーゼ の234番 目の グ リシン か ら567番 目 の グ リシン

ま で の ア ミノ酸 配 列 は 、S. griseus K-1株 よ り取 得 され 、 全 ア ミ ノ酸 配 列 の決 定 お よび 酵 素 の性

質 が調 べ られ て い るSGMPII (streptomyces griseus metalloendopeptidase II) (Kojima et al., 1998)

と100%一 致 して い た。 つ ま り、 こ の遺 伝 子 が 転 写 ・翻 訳 され た 蛋 白質 が プ ロセ ッシ ン グ を受

け成 熟 型 に な った プ ロテ ア ー ゼ がSGMPIIそ の もの で あ る と考 え られ る。 そ こで 取得 した この

遺伝 子 をsgmA (strePtomyces griseus metalloendopeptidase A)と 命 名 した。sgmAの 周 囲 に はorf1

(putative mono-oxygenase)、orf2 (hypothetical protein)、 orf4 (putative secreted protein)が 存 在 し
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て い た(い ず れ もs. coelicolor A3 (2)の 蛋 白質 との相 同性)。

図2.1.1-2 AdBS18周 辺の塩基配列 と遺伝子構成

塩基配列 を決定 したAdBS18周 辺の制限酵 素部位 とoRF構 成(LsHiKaWa and Holla, 1999の

Frame Plotプ ログラムによる)を 示 した。AdPAの 結合位置(後 述)も 示 した。

SgMAは681ア ミノ酸 であ り、成熟型 となる配 列の他 に、分泌の際や、活性体へ の構造変化

の際に必要である と考え られ るpre、pro領 域が存在 した(図2.1.1-3)。N末 にpre-pro, C末 に

pro領 域が それぞれ存在 してお り、N末preとproの 境界(30番 目のアラニ ン と31番 目のアラ

ニ ンの間)に ついてはwed上 のPSORTプ ログラムを用いた予測で ある。N末pre領 域につい

ては 、アルギニ ンが数 個続 いた後に疎水性領域 、特にア ラニ ン、 プ ロ リンの繰 り返 しが続 く と

い う、S. plicatusの エン ドダルカナーゼ(Robbins et al., 1984)やSrreptomyces sp.のセル ラーゼ

(Nakai er al., 1988)の シグナル配列 と似 ていた。SgmAは 二の タイプ と同様 なシグナルベ ブチ

ドを有 してい るもの と考え られ る。 したがって、N末pre領 域は分泌 に必 要なシ グナルベプチ

ドであ り、N末Pro領 域やC末pro領 域は分泌後にプロセ ッシングを受けるもの と考えている。
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図2.1.1-3sgmAプ ロ モー ター領 域 お よ びSgmAの 構 造

(A)sgmAプ ロモー ターを含む遺伝子上流領域 と、N末 端、 お よびpre-pro-成 熟体-proの 境界部

分について示 した。転写開始点(後 述)を+1と して、-10お よび-35領 域 、SD配 列 を示 した。

2つ のAdpA結 合部位(後 述)に つい て は青色矢印がAdpA結 合 コンセ ンサス配列 であ り、

変異導入に よ り置換 した配列 を太字 で示 した.波 線 は線水性領 域(Ala/Proリ ピー ト配列)、

Arg残 基は○で示 した。 △はPSORTプ ロダラムによって予測 されたpre-pro切 断部位.▲ は

SGMPII(成 熟体)の 境界部位。(B)SgmAの 構造。N末 端のpre-pro領 域 、成熟体 、C末 端pro

領域 についての概略 図を示 した。
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sgmAのSlマ ッピング法 によ る転写 解析

AdpAの 結合がsgmAの 転写制御に関 与するか ど うか調べ るためにSlマ ッピング法に より転

写量を比較 した(図2.1.1-4)。 野生株、adpA破 壊株、HH1株 の3株 よりRNAを 抽 出 し、sgmA

の転写量の比較を行った。 その結 果、野生株 では1日 目か ら転写が 見られ、3日 目に特に多 く

な るのに比 べ、adpA破 壊株 では転写がな くな り(少 なくともSlマ ッピング法では全 く検出 さ

れ なかった)、sgmAがAdpAに よって転 写活性 化 され てい る ことを示唆 していた.AdpA過 剰

発現株 ではsgmAの 転写 量が増加 していた こともAdpAに よる制御を示唆 していた。 また、HH1

株 では野生株 よりも転 写 量が多 くな っていた。adpAの 制御 下であるな らばHH1株 において も

転 写はなくな るはずであ るが、 これは 予想に反 した結果であった。

図2.1.1Slマ ッピン グ法によるsgmAの 転写解析

YMPD固 体培地 上で28℃ においてそれぞれの時間培養 した菌体 よりRNAを 抽出 した。hrdB

は恒 常的に発現す る シグマ因 子であ り、RNA量 の コン トロール であ る。(A)野 生株(wt)と

adpA遺 伝 子破 壊株(AadpA)、A-フ ァク ター欠損株(HH1)の 比較。(B)野 生株 とAdpA過 剰

発現株(wtpADP10H)の 比較。SM:基 底菌糸、AM:気 中菌糸、SP:胞 子。

以上より、HH1株 における転写解析の結果以外はAdpAに よる転写制御を示唆するものであ

った。HH1株 は染色体末端の欠失により生 じた変異株であるので、A-フ ァクター欠損だけでな
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く、その他の樣々な遺伝子の欠損による影響 もみられる可能性が十分あ り得る。 したがって、

HH1株 による結果については後ほど検討することとし、さらに以後の解析を行った。

次に、sgmAの プロモーター領域の解析に必須である転写開始点の決定を高解像度のSlマ ッ

ビング法 を用いて行 つた(図2.1.1-5).転 写開始点は開始 コ ドンの74bp上 流であった。 また、

プ ロモ ーターの-10お よび-35領 域 は主 要シグマ因子により認識 され る配列 と相 同性 があ り、ス

ベーサー も一般的 な16bpで あった(Brown et al., 1992).図2.1.1-3に プ ロモー タ

一周辺の塩基配列を示 してある。

図2.1.1-5高 解像度Slマ ッピング法に よるsgmAの 転写開 始点決定

転写開始点の位置は図2.1.1-3の 中で示 してある。

DNase Iフットプリンティング法を用いたAdpA結 合部位の決定

AdpAとAdBS18と の結合 をゲル シフ トア ッセイ法に よ り調ベた結果 を図2.1.1-6に 示す。 ま

た、sgmAの 上流領域のAdpA結 合部位がAdBS18の 領域以外にもあるかを同 様に して調べた。

その結果上流にもう1カ 所AdpAの 結合部位があることが判明 し、sgmAの 上流には2カ 所の

AdpA結 合部位 があることがわかった。。

17



図2.1.1-6ゲ ルシフ トア ッセイによるAdBSI8お よび縄辺旗域へのAdpA鮪 合解析

(A)AdBS18(-249～+192の 領 城)へ の 結 合 。 加 えたAdpA(AdpA-H,Hisタ グ つ きAdpA)

の 量 は.レ ー ン1:0μg、 レー ン2:0.02μg、 レー ン3:0.2μg、 レー ン4:0.4μg。 矢印 は

ウ ェル 、 ▼ は シ フ トパ ン ド、 ▽ は ブ ロー ブ の位 畳 を 示 す。(B)左 はAdBS18の 上 流領 域(-741

、209).右 は 下瀦 領 域(+135～+641)へ の 結 含。 加 え たAdpAの 量 は 、 レ-ン1:0μg、 レ

ー ン2:02μg
、 レー ン3:04μg。

これ らの部位 を正確 に決定す ることを 旧的 と して、DNase1フ ッ トプ リン ト法を行 った 〔図

2.1.1-7〕。 まず、DNase1フ ッ トブ リン ト怯を行 う前に.そ れ ぞれ の結合領域 に関 し、長 さ、位

置 を変 えた ブ ロー ブを作製 し、AdpAと の結合 をゲル シフ トア ッセ イ法 に よ り調べ るこ とに よ

り、縁合領 域 を絞 り込ん だ。そ して鮫 り込んだ領域についてDNase1フ ッ トプ リン ト法を行 い、

2つ の結合 部位 を決定 した。その結 果、sgmAの 転 写開始点 を+1と して、AdpA結 合部位 はー73

～-49(セ ンス鎖:-73～-52 .ア ンチセンス鎖;-49～-71)お よび-273～-242(セ ン ス鎖:-271

～-246 、アンチセンス鎖:一242～-273)で あ った。以 下では、 これ らの部位をそれ ぞれA-site、

B-siteと 表記する.塩 基配列は図2.1.1-3の 中で示 した。DNAに 蛋白質が結合す るとDNAの 構

造が ゆがみ、結果露出 した部位がDNase1に 対す る感受性が高 くなる。 この部位をハイパーセ

ンシティブサ イ トと呼ぶ が、sgmA上 流 では-64、-65と-68、-69(A-site)お よび-260(B-site)

に児 られた,後 に決定され たAdpA結 合 コンセ ンサ ス配列(Yamazaki et al.,2004)も それ ぞれ

の部位 に1つ ずつ見いだされた(図21.1-3)。AdpA結 合 コンセ ンサス配列は5'-TGGCSNGWWY-3'

(S:Gま たはC、W:Aま たはT.Y:Tま た13[C、N:A、C、G、Tい ずれで も)で ある。 ま

た.結 合 部位 を正確に決 定 した後に再度 、結合郎位 に近娘 した領域 に結 合部位 がない こ とをゲ

ル シフ トア ッセイ法で確認 した。

A-siteは-35お よび10の プ ロモ ーター領域に近接 してお り、転写活性化因子 と して一般的な
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結合位 置 であ った。 一 方、B-siteに つい てはプ ロモー ター領域 よりかな り離れ た位 置にあ り.

その役割 とA-siteと の関係 に興味が持たれた。

図2.1.1-7DNase1フ ッ トブ リン ト法 に よ るsgntA上 流 のAdPA結 合 部 位 の 決定

A、3は それ ぞ れA-site.B-siteを 表 す。 加 え たAdpAの 量 は 、 レー ンIお よび5:0μg、 レ

ー ン2;0 .2μg、 レー ン3;04μg、 レー ン4:0.8μg。 ▼は ハイ バ ーセ ンシテ ィブ サイ トを示

す 。

AdpA結 合部位への変異導入に よる転 写への影響

これ までの結果か ら、AdpAはsgmAの 上流2カ 所に結 合す る ことに よりsgmAの 転写 を活性

化 しているこ とが示唆 され た。 しか し、 これ ら2カ 所の結合のそれぞれの役割 の解 析、 また、

そ もそ もこれ らの結 合がsgmAの 転 写活性化 を直接 制御 してい るのかについての証明は な きれ

ていないやそ こで、これ らの結合部位 に変異を導 入 してAdpAが 結合 しない配 列に置換 し、sgmA

の転 写に与える影響を調 ペた。

変 異導入につい ては、 当時AdpAの 結合 コンセ ンサ ス配列が 決定 され てはいなか った ものの

それ までのAdpA結 合配 列の検討 か らATリ ッチ である領域が多い ことが傾 向 としてわか って
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いたの で、そのよ うな部位 を選 び変異 を導入 した(図2.1.1-8)。 変異導 入は6塩 基 を制限酵素

部位 に置換す るこ とで行 った。 変異導 入後 、AdpAと 結合 しな くなった ことをゲル シフ トア ッ

セイ法に よ り確認 した(図2.1.1-9)。 また、結合 の確認の際 には 、A-site、B-Siteを それぞれ中

心に位 置 しす る同 じ長 さのプローブ(図2.1.1.9(A))お よび同時に これ らの領域 を含むブ ロー ブ

(図2.1.1-9(B))を 用いてAdpAと のア フィニティの比較 も行 うたが、顕著な燈は みられ なかり

た。 も しAdpAと 結合部位 との アフ ィニテ ィにA-siteとB-siteで 差があるな らば、それ らの役

割 を考える上で有益な情 報となると考えたか らである。

Bsite  Asite

図2.1.1-8sgmA上 流のAdpA結 合部位へ の変異導入

上にA-siteお よびB-siteの 配 列,変 異導入徳の配列 を示 した。 下のブラス ミドは2回 組み換

えに よる染 色体への 変異導入用 プラス ミド(後 述)で ある。
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図2.1.1-9 ゲルシフ トア ッセイによる変異導入に よるAdpA結 合確認

(A) B-siteを 含む-399～-100の 領域、お よびA-siteを 含む-228～+56の 領域 をプ ローブ として

用いた.(B) A-siteとB-site両 方を含 む-378～+75の 領域 をブローブ として用いた。 どちらの

場合 も加 えたAdPa量 は 、 レー ン1:0μg、 レー ン2:0.2μg、 レー ン3:04μg、 レー ン4:

0.8μg、 矢印 は ウェル、▼1つ はAdpAが1つ 結合 した シフ トバ ン ド、▼2つ はAdpaが2つ

結合 したシフ トパ ン ド、▽ はプローブの位 置を示す,い ずれの場合で もA-siteとB-siteの ア

フィニティの違いを示す ような結果は得られなかった。

変異導入の転写への影響を調べ る際には、まずMDHを 用いたプロモーターブローブアツセ

イ を行 った(図2.1.1-10)。 これ は プ ロモ ー 夕 ー をMDH(matate dehydrogenase) をコー ドす る

遺伝 子上流につな ぎ、プロモ ーター話性 をMDH活 性 で評価す る系であ る(Kieser et al.，2000;

Nishiyama et al., 1986)。 し か し 、 コン トロール と した変異を導入 してい ない ブロモー ターで も

活性 が検出 されず、 系が よく機 能 しなかった。他 のAdpA標 的 プロモー ター であ るstrRを 用い

た場合は問題なく系が機能することは確認 したので、sgmAプ ロモーター 自体が この系 との相性

が悪いと考えられる。
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図2.1.1-10 MDHを 用 いた プ ロモ ー ター ブ ロー ブ ア ッセ イ 用 ブ ヲス ミ ドの 構 築

sgmaの プ ロモー ター領域 を含 む断 片 をpTMAIのmdh上 流にあるクロー ニンダサイ トに導

入 した,P1お よびPIS(P1を 短 く した もの)は 野生型、P2～P4は 変異導入型の プローブで

為 る。

このよ うな実際 の試 み と同時 に 、Strepiomycesで は安 定性 、精度の 高い プ ロモー ター ア ッセ

イ系が確 立 してい ないため 、プ ロモー ターブ ロー ブァ ッセィは用いず 、変異を直接 染色体に導

入 し、sgmAの 転写量を調べ ることに した。 変異導入用プラス ミド(図2.1.1-8)を 用い、2回 組

み換えに よるイ ンフ レーム欠 失による遺伝子破壊 の要頒(Ohnishi et al., 1999)を 応用 して染色

体にAdpA結 合部位への変異を導入した株を作製 した。 これ らの変異株の作製後、RNAを 抽出

し、S1マ ッビン グ法 に より転 写量の比較 を行った(図2.1.1-11)。 その結果、野生株 と比べB-

siteへ の変異 では3日 目の転写量の顕著な増加 がみ られな くなった。 さ らに、A-siteの み、お よ

びA-siteとB-siteの 両方に変 異を導入 した株においては転写が検出 され ず、adpA破 壊株 と同様

の結果が得 られた。

以上の ことか ら、AdpAはsgmA上 流領域 に結合する ことに ようて直接sgmAを 転写活性化す

ることが証 明された。また、A-siteへのAdpAの 結 合は転写活性化に必須であ り、B-siteへのAdpA

の結合は3日 目に転写量を増幅 させるために必要であることが明らかとなった。
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図2.1.1-11 AdpA結 合部位への変 異導 入がsgmAの 転写 に及ぼす影響

(A) 各変異株 の 変異導入領域の機略図(B) S1マ ッピン グ法によ る各変 異株にお けるsgmAの 転

写 量の 比 較。 図2.1.1-4と 同 様 に して行 っ た。

sgmA遺 伝子破壊 および過剰発現による機能解折

sgmAのAdpAに よる制御 についてここまで述べて きたが、AdpAは 二次代謝お よび形態 分化

の形質を同時に側御する転写因 子であるので,そ の標的遺伝子は 二次代謝や形態分化に関与す

る機能 を持 って いる 可能性 が高い。sgmaは 分泌型金調プ ロテアーゼを コー ドす る遺伝子であ る

が、機能 としては 二次代謝として発現 している二とや、形態分化 を補助する役割をしているこ

となどが考え られ る,こ れ らを検証するため、sgmA遺 伝子の破壌 および過剰発現 を行 った。

遣伝子破壊については相同組み換えによリカナマイシン耐性遺伝子をsgmA領 域と置き換 え

るこ とに よ り行った。 これ によ りsgmAは 上流領域 をわずかに残すのみであ り、sgmAの 機 能が

完 全に失われ た株が 得 られ た(図2.1.1-12)。sgmA遺 伝子破壊株の形質に ついて、 二次代謝お

よび形態分化に つい て野生株 と比較 した。 二次代謝 については、streptomyces griseusの 代表的

二次 代謝産物 であ り、A-フ ァクターに よ りそ の生産が制御 され ているス トレプ トマイシンお よ

ぴ黄色色素につ いて比較 したが 、いず れにつ いて も野生株 との差はみ られ なか った。 一方、形

態 分化について比較 す ると、形態 分化 の開始時期 に約 半日の遅れ がみ られた(図2.1.1-13)。 ま
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た、sgmAを 低 コ ビーベ クターpKU209に て破壇株 に導入す る と、ベ クターのみを導入 した株 と

比較 して約 半B開 飴時期が早 まった。 以 上の ことか ら、SgmAは 形熊分化 に何 らかの形 で関与

していることが示謹 され た。

図2.1.1-12 sgmA遺 伝 子破 壊 株 の 作製

(A)遣 伝子破壊 の スキーム。 サザンプ ロッテ ィングに よる確認 に用いたプロ
ー プの位 置 も示 し

た。(B)サ ザンプロ ツテ イン グによる遺伝子確 壊の確認。

材料と方法の項 も参照。
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図2.1.1-13  sgmA遺 伝 子破壊榛の形質

(A)野 生 株(wt) と sgmA遺 伝 子破壊株 (△sgmA)の 比 較 。胞 子液 をYMPD圓 体 培 地 に植 菌 し、

シ ン グル コ ロ ニー の 形 態 を時 間 を迫 って 撮 影 した 。肌色 部分 は基底菌糸、 白色師分は気中菌

糸 である。(B)sgmA遺 伝 子破壊棟に低 コ ピー ベ ク ター でsgmA を相補 した株 (△sgmApSGML)

とベ クターのみを導 入 した株 (△sgmA/pKU209) の比較。

また 、高 コ ビーベ ク ターPU702 を用い てsgmAを 野生棟 に導入する こと に よ り SgmA過 剰発

現 株 を 作 製 し(図2.1.1-14)、 形態分化に彰響があるかど うかを調べ たが明 ら}かな差はみ られな

か っ た 。

図2.1.1-14 SgmA過 剰 発 現 用 プ ラス ミ ドの構築

pU702:元 の ベ ク ター、pSGMH:pU702のmelCl
上流 にsgmAを 組 み 込ん だ もの 、p702d:mglCl

上流 を 欠 失 させ た もの(コ ン トμール)。 pU702そ の もの はMelCl の発現に より生育に影饗

を及ぼすの でコン トロール と してmelClを 欠失 させたpU702d を作製 した。
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2.1.1-III討 論

ゲル シフ トPCR法 を用 いてゲ ノムライブ ラ リー から取得 したAdpA結 合断片AdBS18の 解析

か ら、AdpAの 新たな標的遺伝子sgmAを 同定 し、そのAdpAに よる転 写活性化機構 についての

知見、および標的遺伝子 の機能 についての知見を得 ることができた。

まず、sgmAのAdpAに よる転写活性化についてであるが、AdpA結 合部位 への変異導入解析

か ら、sgmAはAdpAの 結合 によ り直接 転写活性化 され ることを証明 した。 これはAdpAの 標的

遺伝子の解析では初 めての例であ る。 一方で、AdBSI7の 近傍に位 置するmreBに ついては同様

の解析 に よ りAdpAに よ り直接 的な制御 は受 けていない と結論を得た。本論 文で詳細は述べ て

いないが、同 じくゲル シフ トPCR法 に よって取得 したAdBSI7はmreBの 上流に位置 してお り、

AdpAはAdBS17に 結合 しかつmreBはAdpA依 存的な転写 を示 していた。 さらに、 この結合部

位 をDNase I フ ッ トプ リン ト法 によ り決 定 し、sgmAと 同様 に染色体上のAdpA結 合部位 に変異

を導入 した株を作製 した。 しか しなが ら、この変異株 のmreBの 転写パ ターンを調べた ところ、

AdpAに よる制御 とは無関係で あることを示す結果であ った。mreBは 原核生物 にお けるア クチ

ンを コー ドす る遺伝子 であることが明 らかに されてお り(Jones et al.,2001;van den Ent et al.,

2001)、 さらにAdpA依 存的な転 写を示す ことで形態分化への関与が非常 に期待 され たが、逆に

否定す る結果 を得 て しまい、残念 であった。 しか し、AdpA標 的遺伝子上流 にAdpAが 結合す

る位置 と転 写活性化へ の関係 に関す る知 見が少 なか った 当時 としては、重 要な実験で あった と

同時 に この よ うな知見 の蓄積 に寄与 できた ことは大 きいだ ろ う。現在 では、直接の転写活性化

を証明 され た標的遺伝子 に関 してはプ ロモー ターのす ぐ上流に1カ 所、sgmAに おけ るA-siteと

同様 なAdpA結 合部位 を持 ち、活性化 を受け るのに必須 な役割 を持っている ことが明 らかにな

りつつあ る。mreBは 転写開始点 よ りもかな り下流(+107～+142)にAdpA結 合部位 を持 ってい

た。

また、sgmAの 上流にはAdpAが2カ 所結合す るが、A-siteは 転写活性化に必須であ り、B-site

は生育後期 に さらに転写 を増幅 させ るのに必要 である ことを示 した。 しか し、序論 で も述 べた

ようにAdpAに よる転写活性化機構 についてはRNAポ リメラーゼを リクルー トし、DNAと の

開鎖複合体形成 を助 けるこ とが示 されてい るのみ で、複数 結合部位 を持つ場合 に如何 に協調 的

に転写活性化 に働 いてい るかについての メカニ ズムはいまだ に不明 である。 ただ し、生育後期

のB-siteで の活性化 については、今の ところも う一つ時期特異的な転写因子の存在 を予想 して

い る。す なわち、B-site周 辺には抑 制因子 が結合 し、AdpAの 結合 を押 さえてい るが、生育後期

に なる とそれが外れ てAdpAが 結合 、転 写活性 の増幅 を促す、 とい うモデルで ある。 これ につ

い ては、HH1株 での転写解析 の結果か らも同 じことがい える。HH1株 で はA一 フ ァクター欠損

で あるために58mηAの 転写がみ られないはず であるのに対 し、逆に顕著な増加がみ られた。HH1
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株 において は仮 定 してい る転 写抑制 因子 も欠 失 して い ると考 え られ るの であ る。HHI株 では

AdpAの 発現 がほ とん どない もの の、完 全にな くなってい るわけではな いため、 この仮定 した

抑制因子がな ければ強 く活性化 が起 こる と考 えれ ば説明がつ く。sgmAの 転写制御 につ いては少

な くともAdpAだ けではない他 の因子 も関わった、複雑 な制御 がな され ている と考え られ る。

実 際、sgmA上 流領 域をプ ローブ として用 い菌体粗抽 出液でゲルシフ トア ッセイ を行 うと、時期

特異 的に発現す る蛋 白質 との結 合が確認 された(data not shown)。 この因子 についての詳細 な

解析 はまだ行 っていな いが、AdpAに よ り制御 され る遺伝 子、特 にプ ロテアーゼ につ いては同

様 の制御機構 が共通 に存在す ることも考え られ、興味深 い。 また、sgmAの 後 に同定 ・解 析 され

たAdpA標 的の分泌 プロテアーゼ遺伝 子であ る、sprTお よびsPrU(次 の節で述べ る)や 、sprA

およびsprB(Tomono et al., 2005)に 関 して も同様の複雑 な制御が考え られている。

SgmAの 機能 については、遺伝子破 壊で形態分化 の時期に影 響がみ られ たこ とか ら、形 態分

化 への関与が明 らかになった。sgmA遺 伝 子破壊 は形態分化 の完全 な欠損 とはな らなかったので

SgmAは 形態分 化の補助 的な役割 を行 って いる と考え られ る。形態分化 との関係 上、ペプチ ド

性 の シグナル 分子 のプ ロセ ッシ ングも考え られ るが、 もしそ うで あれ ば より強 い形質が現れ る

と考え られ る。補助的役割 が考えられ る点でやは り自身の基底菌糸分解 との関係 が考 えられ る。

しか し実際SgmAが 直接菌糸分解 を担 ってい るのか につ いては これ か ら解析 を要す る ところで

あ り、 またSGMPIIで プ ロナーゼ中での活性が微弱 であった との報告(Tsuyuki et al., 1991)が

あるこ と、また液体培養 中ではあるがSgmAの 酵素活性 を測定 した ところ活性 が非 常に微弱 で

あったこ と(data not shown)か らす る と、直接 ではな く他の加水分解酵素のプ ロセ ッシングの

よ うな間接的 な働 きを介 している可 能性 もあ る。 これ らについては他の加水分解酵素 と形態 分

化 との関 わ りの詳細が明 らかにな って くれば、それ らとの関係や機 能の比較 な どの情報 か ら解

明へのアプローチができるのではないか と考えてい る。
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2.1.1-IV  材料および方法

以下に記述 した材料および方法は本研究の大部分を通 じて使 用 してい るので、最初の本章で

詳 しく記載 した。

菌株及び培地組成

[菌株]

・E.coli JMI09:大 腸 菌 を用 いた 実 験 の うち、 DNAを 扱 う実験について特に記載がない場合は

全て この菌株 を用いた。

・E .coli BL21(DE3):pET ベクターによる蛋白質大量発現用宿主

・E .coli JM110:dam,dcmメ チ ラ ー ゼ 遺 伝 子 変 異 株 。 E.coli JM109で 構 築 したプ ラ ス ミ ド及 び

遺伝子を放線 菌に形質転換する前に、E.coli JMll0を 宿 主 と して 大 量調 製 し、 メチ ラーゼに よ

る大腸菌型の修飾を外 した。

・Streptomyces griseus IFO13350: 醗酵学研究室で使用 してい るS.griseusの 野生株

・Streptomyces griseus HHI株: S.griseus IFo13350を 高 温培 養 す る こ とに よ り得 た変 異株 。A-

フ ァクター生産能 を欠失 してお り、ス トレプ トマイ シン生 産能、胞子形成能、黄色色素生産能

を失っている。外部 か らのA-フ ァクター添加 によ り形質 は回復 する。

・Streptomyces griseus △adpA: adpA遺 伝子破壊株。 ス トレプ トマイ シン生産能 、気中菌糸形成

能、黄色色素生産能 を失っている。

・Streptomyces griseus wt/pADP10H: プ ラ ス ミ ドpADP10H(Ohnishi et al., 1999) をS.griseus

IFOI3350に 導 入 した 、AdpA過 剰 発 現株 。

・Bacillus subtilis (胞子):ス トレプ トマイ シン生産能解 析用
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[培地]

大腸菌培養用

・2×YT

1.6% bacto tryptone,1.0% bacto yeast extract,0.5%NaCl

・LB(Luria-Bertani)broth

1.0% bacto tryptone,0.5% bacto yeast extract,1.O%NaCl

プ レ ー トの 時 は2.2% agar powderを 添 加

Streptomyces griseus培 養 用

・YMPD:通 常 培 養 用

0.2% meat extract,0.2%yeast extract,0.4% bacto peptone,0.5%NaCl,0.2%MgSO4・7H20,1.0%

glucose,pH7.0～7.2

液 体 培 地 の 時 は 終 濃 度0.5%のglycineを 添 加 、 プ レ ー ト の 時 は2.2% agar powderを 添 加

・R2YE+Asn:プ ロ トプ ラ ス ト再 生 培 地(500ml)

51.5g Sucrose,0.125g K2SO4,5.06g MgCl2・6H2O,5.Og glucose,0.05g Difco casaminoacids,1ml

Trace element solution,2.5g yeast extract,2.865g TES,1.5g L-asparagine monohydrate,11g agar

powder

5ml0.5% KH2PO4,2ml5MCaCl2・2H20,3.5mlINNaOH

・Trace element solution(1L)

40mg ZnCl2,200mg FeCI3・6H20,10mg CuCl2・2H20,10mgMnCl2・4H2O,10mg Na2B4O7・10H2O,10

mg(NH4)6MO7O24・4H2O

・SNA(soft nutrient agar):Sm生 産 能 解 析 用 重 層 培 地

0.8%nutrient broth,0.35%agar noble

・Bennett(グ ル コ ー ス 無 添 加)プ レ ー ト:Sm生 産 能 解 析 用

0.1% meat extract,0.1% yeast extract,NZ amine typeA,pH7.0～7.2,

2.2%agar powder
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・SMM -PO4プ レ ー ト(SMM:Standard Minimal Medium):

黄 色 色 素 生 産 能 解 析 用 リ ン 酸 欠 乏 最 小 培 地

50mM glucose, 60mML-asparagine monohydrate,15mM(NH4)2SO4,

20mM Trizma base,17mM NaCl,3mMK2SO4,0.8mM MgSO4・7H2O,

0.7mM CaCl2・2H,0,10ml/1 Trace element solution,KH2PO4 0.25mM

2.2%agar powder

DNAの 調製 ・ク ローニ ング ・塩基配列の決定 な ど

以下に示す 実験手法以外の、 日常的に行われ る実験手法については定法(Ausubel et al.,1987)

によった。

ゲル シ フ トア ッセ イに よ るAdnA結 合 解 析

(1)AdpA-Hの 発 現 お よ び精 製

pET26adpA(C末 にHis-タ グ を付 加 した AdpAを 大 腸 菌 で 大 量 生産 させ る た ダ)の発 現 ベ ク タ

ー)を 保 持 したE .coli BL21(DE3)を 薬 剤 入 り(終 濃 度50μg/ml Ampicillin Sodium or Kanamycin

Sulfate)の2ml 2×YT培 地 に植 菌 して37℃ で7～12時 間 の 前培 養 後 、薬 剤 入 り10ml LB broth

に0.5%植 菌 し、30℃ で 約15時 間 振 と う培 養 した。 菌体 を集 菌 し、 適 量 のLysis buffer(50mM

KH2PO4,300mMNaCl,10mM imidazole,10% glycerol)に 懸 濁 して超 音 波破 砕 を行 い 、4℃ 15,000

rpmで30分 遠 心 して 可溶 性 画 分 と不溶 性 画 分 に 分離 した。 可溶 性 画 分 か らHis-タ グ付 加AdpA

をNi-NTA Spin Column(QIAGEN)を 用 い て精 製 した。精 製 方 法 は添 付 の プ ロ トコル に よ った。

カ ラム か らのelute buffer組 成 は50mM NaH2PO4-Na2HPO4pH8.0、300mM NaCl、250mM imidazole、

10% glycerolで あ る。 精 製 結 果 はSDS-PAGEに て 確 認 した。

(2)プ ロ ー ブ調 製

PCRで 増 幅 したDNA断 片(ゲ ル シ フ トPCR法 に よ り単 離 したAdpA結 合 断 片はpUCベ ク

ター に ク ロー ニ ン グ され て い るの で、M13系 プ ライ マ ー(Takara shuzo)を 用 いた)の5'末 端

を[γ-32P]ATP及 びT4 polynucleotide kinaseを 用 い て標 識 した。AdBS18の 上 流 プ ロー ブの 作製

に は 、5'-CGGCGGAGCGATGCCTGGAG-3'(-741 to-722)と5'-GGGGTGTGATGACCGCCTGA-

3'(-209to-228)を 用 い た。下流 プ ロー ブ の作 製 に は 、5'-CTCATAGCCGTCGCCGTTCC-3'(+135

to+154)と5'-GCCCAGCCAGACCACCTTGC-3'(+641 to +622)を 用 い た。AdpA結 合 部位 へ の

変 異 導入 後 の ゲル シフ トア ッセ イ(図2.1.1-9)で は 、以 下の プ ライ マー の組 み 合 わせ を用 い た。

A-siteの み を含 む303bpの プ ロー ブ は 、5'-TCAGGCGGTCArCACACCCC-3'(positions-228 to

-209)と5'-CGCGGACTCCTTCTGCGAGG-3'(+75 to +56)の プ ライ マー セ ッ ト、B-siteの み を含
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む300bpの プ ロ 一 ブ は 、5'-CCACGCTCGCGGCGTCGGGG-3'(-399to-380)と5'-

ACGTTTCGCCGATCAITGCC-3'(-100to-119)の プ ラ イ マ ー セ ッ ト、A-site、B-site両 方 を 含 む

453bpの プ ロ ー ブ は 、5'-TGGACGACCCGGACCGCTTC-3'(-378to-359)と5'-

CGCGGACTCCTTCTGCGAGG-3'(+75to+56)の プ ラ イ マ ー セ ッ トを用 い て フ.ロ ー ブ を 作 製

した。

(3)ゲ ル シフ トア ッセイ反応液組成

精 製AdpA、1μg poly (dI-dC)-poly(dI-dC)、0.01%BSA、50～100cps RI標 識 プ ロ ー ブ 、desalt buffer

(50mM NaH2PO4-Na2HPO4pH8.0、10% glycerol)/40μl

(4)泳 動用ア クリルア ミ ドゲル組成

6ml(6%)acrylamide solution (acrylamide: N,N'-methylene-bis (acrylamide)=79:1),4ml 10×TAE

for gel-shift (400mM Trizma base, 200mM sodium acetate, 10mM EDTA, pH7.8 adjusted by acetic

acid)/40ml, 300μl 10% APS, 40μl TEMBD

(5)ア ッセイ方法

上記組成にて40μlの 反応容量で25℃,30分 反応 させ、6%の アク リル ア ミ ドゲル で35mA定

流 、2時 間泳 動 した。 泳 動 後 、lmage Analyzerで 検 出 を した。

S.griseusか ら のRNA抽 出

RNA抽 出 はsgmAの 実 験 ま でKirby法(Kieser et al,2000)に よ り行 って い たが 、試 楽sodium

tri-isopropylnaphthalenesulfonic acid sodium salt (Kanto Kagaku)が 生 産 中 止 にな り、Modified Kirby

mixtureの 作 製 が 不 可能 に な っ た 。 そ れ に と も ない 、私 はISOGEN (Nippon Gene)を 用 い た 放

線 菌 か らのRNA抽 出 プ ロ トコル を 作成 した。RNA抽 出 法 を 変 え た こ とに よ る実 験 結果 へ の影

響 は特 に見 られていない。

(1)菌 体 の培養 ・回収

100ml YMPD, final 0.5%グ リシン/坂 ロフラス コ ・綿栓で30℃ 、3日 間振 と う培養 し、全量 を

集菌 してYMPDで 二回洗浄 した後、30mlのYMPDに 再懸濁 してホモ ジナイ ズ し、50～100μl

をYMPDプ レー ト上(菌 体 を回収 しやす い ようにセ ロファンを敷 いてお く)に 均 一に広げ る。

28℃ で本培養 し、定時に菌体 を回収 した。

(2)Kirby法

Hopwoodら に よ る マ ニ ュ ア ル(Kieser et al, 2000)に よ っ た 。
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試薬(Kirby法)

・Modified  Kirby  mixture : 1%  (w/v) sodium  tri-isopropylnaphthalenesuIfonic  acid  sodium  salt (Kamo

Kagaku),  6%  (w/v) 4.aminosalicilic  acid  sodium  salt (Tokyo Kasei), 6%  (v/v) phenol:  chloroform (1:1 )

pH7.0, 50 mM Tris-HCl  pH8.3

・acid-PC:500g
 phenol, 500ml  chloroform,  100ml DW, 500mg  8-quinolinol(Wako)

・10×DNase buffer: 0 .5M  Tris-HCIpH7.8,  50mM MgCl2

・4M sodium  acetate  pH7.0

・3M sodium  acemte  pH6.0

(3)ISOGEN法

ガ ラス ビー ズ(直 径1mm)を5mlの ラ イ ン まであ らか じめ入れておいた50mlチ ューブ

(Corning)に 放 線 菌菌 体 約0.5g お よ びISOGEN5mlを 加 え る。 ボルテ ックスで5分 間激 しく

混ぜ 、55℃ に30分 間つ ける。55℃ インキュベー ト中は 10分 ごとにボルテ ックスで混ぜる。 そ

の後 さ らにボル テ ックスで3分 間激 しく混ぜ る。ア シ ス トチ ュー ブ(15ml)に 移 し、9,000rpm、

4℃ で10分 間遠心。 上清 を新 しいアシス トチューブに移す。 ク ロ ロホル ム を1ml加 え 、ボル テ

ッ クス で混 合 、 室温 で3分 間放 置。9,000rpm、 4℃ で15分 間遠心。上清を新 しいアシス トチ ュ

一ブ(15ml)に 移 し、等量イ ソプ ロパノールを加 えて混合後 、 10分 間 室 温 で 放 置。10,000rpm、

4℃ で20分 間遠心。 ペ レ ッ トを70%エ タ ノール (0℃)5mlで リ ンス し、7,500g、4℃ で5分 間

遠 心。 最 後 にペ レッ トを250μlのDWに と かす 。

また、RNAイ ソプロパ ノール沈殿の ステ ップは high-salt precipitation によ り代替でき、 よ り高

純度 のRNAを 得 ることができる。 ただ し、収量 は減 る。 この場合、遠心後 の上清 と等 量のイ

ソプ ロ パ ノー ル の か わ りに 、 上清 の 半分量 のイ ソプ ロパ ノール 、半 分 量 の1.2M NaCl-0.8M

sodium chrateを 加 え 、10,0009、4℃ で15分 遠 心 す る 。 その後 は同様 に リンスしてDWにRNA

をとかす。

Slマ ツ ピ ンニグ法

(1)試 薬

・10×kination buffer: 500mM  Tris-HCl pH9.5, 100mM MgCl2, 50mM DTT

・5×Sl nuclease digestion buffer: 1 .4M NaCl,  150mM sodium acetate, 22.5mM zinc acetate, pH4.4

・l ml Sl nuclease digestion solution: 0 .2ml  5×Sl nuclease digestion bufrer, 0.8ml DW, 4μl salmon

sperm DNA (5mg/ml), 3μl Sl nuclease (100～200U/μl)

・Sl nuclease termination solution: 2 .5M  ammonium acetate, 50mM EDTA

・4M NaTCA buffer: 4M NaTCA , 40mM PIPES, 1mM EDTA, pH7.0
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・formamide loading dye: 80% formamide, 10mM EDTA(pH8.0), 1mg BPB

・6%ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 組 成:21 g urea, 21.5 ml DW, 7.5 ml 40% acrylamide solution (acrylamide:

N,N'-methylene-bis(acrylamide)=19:1),5ml10×TBE buffer

・10×TBE buffer: 162gTris ,27.5g boricacid,9.5gEDTA・2Na/11

(2) プローブの調製

転 写 開始 点 が あ る と思 われ る領 域 を 中心 と して 、約400 bpのDNA断 片 をPCRで 増 幅 で き

る プ ラ イ マ ー を設 計 した 。mRNAと 相 補 す る側 のDNA断 片 を ラベ ル す るた め 、5'末 端 を[γ-

32P]ATPで ラベ ル した下 流側 の プ ライ マ ー と標 識 して い な い上 流側 の プ ライ マー を用 い てPCR

増 幅 し た 。hrdBの 転 写 は5'-TCGATGAGCGCCATCACAGACTCG-3' (+193 to +170)と5'-

TCGGCCCATTTCGTCACGTATGAG-3'*(-121 to-98)の 組 み 合 わせ(*の プ ライ マ ー を32Pラ ベ

ル した)を 用い た(Shinkawa et al.,1995)。sgmAで は5'-CGACGCTGTCTCATCAGGCG-3'(-241 to

-222)と5'-GGAGGTGGCGGTCGCGGCGC-3'* (+179 to +160)を 用 い た(*の プ ライ マ ー を32P

ラ ベ ル した。)

標 識 す る側 の プ ライ マ ー(10 pmol/μl) lμl、DW 10μl、10 x kination buffer 2μl、 グ リセ ロー

ルlμl、[γ-32P] ATP 5μl、T4 Polynucleotide kinse 10 Uを 混 合 し、37℃,30分 イ ンキ ュベ ー ト

した。 そ の後 さ らにT4 polynucleotide kinase 10Uを 加 え、37℃,30分 イ ンキ ュベ ー トした。

鋳 型DNA、 標 識 しな い側 の プ ライマ ー10pmol、RI標 識 した プ ライ マ ー液 を用 い 、Takara Ex Taq

でPCR反 応 。 増 幅 され たDNA断 片 を アガ ロー ス ゲ ル に 泳 動 し、QIAquick Gel Extraction Kit

(QIAGEN)に て 抽 出 した。

(3) ハ イ ブ リダイ ゼー シ ョン～Sl反 応

抽 出 したRNA 40μgを 乾燥 させ 、調 製 した約500 cpsのRI標 識 プ ロー ブ を含 ん だ5μl DWに

溶 か し、 さ らに15μlの4 M NaTCAを 添 加 して混 合 した。65℃15分 の 後 、 イ ンキ ュベ ー ター

の設 定 温 度 を45℃ に セ ッ トして12～15時 間 放置 し、 ゆっ く りと温度 を 下げ た。 反 応 後 、300μl

のSl nuclease digestion solutionを 加 え 、素 早 くボル テ ックス して氷 上 に移 した。37℃1時 間 の

Slヌ ク レアー ゼ 処理 の後 、75μlのSl nuclease termination solution、2μlのyeast t-RNA (10mg/ml)

を 加 えて ボル テ ックス し、400μlの2-プ ロ パ ノール で沈 殿 させ た。沈殿 は4μlのformamide loading

dyeに 溶 か しサ ンプル と した。 これ を煮 沸 急 冷 し、 ア ク リル ア ミ ドゲル にて40 mA定 流 で 泳動

した。 泳 動 後 、Image Analyzerで 検 出 を した 。 マ ー カ ー と してMarker 10 (pBR322/MspI digest,

Nippon Gene)を 脱 リン酸 化 し、[γ-32P]ATPで5'末 端 を標 識 した もの を用 い た。
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(4)高 解像度のS1マ ッピング法

低分解能S1マ ッピング法にお いて転写開始点の位 置を予想 し、その60～70bp下 流がブロー

ブの端 になるよ うに約200bpの プ ローブをPCRで 増幅 して作製す るため、適 当な位置 にプラ

イマー を設計す る。 このプロー ブを用いてマ キサムギルバー ト法のG+A反 応 及びT+C反 応で

配列 ラダーを作成 し、RNA40μgと 約500cpsのRI標 識プ ロー ブをSI反 応 したサ ンプル と共

に塩基配 列解 析用 ア ク リル ア ミ ドゲル(組 成 は低 分解 能S1マ ッピン グと同 じ)に 泳動 した。

泳 動 け1500v定 圧 で 行 い 、 泳 動 後 、Image Analvzerで 検 出 を した 。sgmAで は5'-

GCGGCAATGArCGGCGAAAC-3'(-12ho-102)と5’-CGCGGACrCCTrCTGCGAGG-3'*(+75to

+56)の プ ライ マ ー を 用 い、*の プ ライマ ー を32Pラ ベ ル した。

DNaseIフ ツ トプ リンテ ィング法 によるAdpA結 合部位 の決定

(1)試 薬

・2×binding buffer:50mM HEPES-KOH(pH7.9),1mM EDTA-NaOH(pH8),100mM KC1,20%

glycero1

・10×DNase I:150mg/ml DNase I

・stop solution:100mM Tris-HCI(pH8 .0),100mM NaC1,1%sodium N4auroyl sarcosinate, 10mM

EDTA-NaOH(pH8.0), 25mg/ml salmon sperm DNA

(2)DNase I反 応

約10kcpmのRI標 識 プ ロー ブ(S1マ ッ ピン グ法 と同様 に して作 製)、 適 当量 のAdpAを1

×binding buffer中 で 混 合す る。 反応 液量 は50μ1と した。25℃ で30分 反 応 させ た後 、DNasd

を 最 終 濃度15μg/mlと な る よ うに加 え、25℃ に て1分 反応 させ た。そ の後 、す ばや く100μl stop

solution、150μl phenol-CHCl3を 加 え 、3分 間激 し くボ ル テ ックス して反 応 を止 め た。 遠 心 して

上 清 を別 の マイ ク ロチ ュー ブ に移 し、エ タ ノー ル沈 殿 し、3μlのformamide loading dyeに 溶 解

し泳 動 サ ンプ ル と した。 同 じプ ロー ブ を用 い てマ キ サ ム ギル バ ー ト法 のG+A反 応 で配 列 ラダー

を作 成 し、 サ ン プル と と も に泳 動 した。 泳 動 ・検 出 は 高 分解 能S1マ ッ ピ ン グ法 と同様 に行 っ

た。

プ ロー ブ の 位 置 は 、 ゲ ル シ フ トア ッセ イ を 様 々 な位 置 の プ ロー ブ を用 いて 行 う こ とに よ り結

合位 置 の大 ま か な 位 置 を決 定 して 決 め た 。 そ れ を も とに プ ライ マ ー を設 計 して 作 製 して い る。

sgmAのsite-Aに は 、5'-CGGCAATGATCGGCGAAACG-3'(-120 to -101)と5'-

AACGGGGTGAAGAGTGTCAG-3'(+3 to -17)の プ ラ イ マ ー の 組 み 合 わ せ 、site-Bに は 、5'-

GCAACCGCCTGAGCGACGCG-3'(-322 to -303)と5'-GCACGGTCGCGGGCGGGAAG-3'(-190

to-171)の プ ラ イマ ー の組 み 合 わせ を用 い て プ ロー ブ を作 製 した。

34



s.griseusの プ ロ トプ ラ ス ト調 製 法 お よ び形 質 転換

(1)プ ロ トプ ラス ト調 製 用試 薬

・conc Pbuffer: 30 .9g Sucrose, 75mg K2SO4, 0.6ml Trace element, 609mg MgCI2・6H20/240ml

・Pbuffer: 240ml conc P buffer
, 30ml 0.25M TES(pH7.2), 30ml 3.68% CaCl2・2H20, 3ml 0.5%

KH2PO4

・Lysozyme solution: 40mg lysozyme in 20ml Pbuffer

・PEG solution: 1g polyethylene glycole＃1000(nacalai tesque) , 3.85ml Pbuffer

(2)S.griseusの プ ロ トプ ラ ス ト調 製

終 濃度05%glycineを 添 加 した100mlYMPD/坂 口 フ ラス コ ・綿 栓 にS.griseusを 植 菌 し、30℃

に て36時 間 振 と う培 養 した。 集 菌 し、Pbufferで 洗 浄 した後 、20mlのLysozyme solutionを 添

加 し、菌 体 を 懸濁 して28℃ 、30～60分 処 理 して プ ロ トプ ラ ス ト化 した。これ をcottonwoolfilter

(脱 脂 綿 を 詰 め た ろ うと)に 二 回 通 して プ ロ トプ ラス トのみ を 回収 した。 回 収 した プ ロ トプ ラ ス

トをPbufferで 洗 浄 後 、1mlのPbufferに 懸 濁 し、 適 宜希 釈 して形 質 転 換 に 用 いた 。

sgmA上 流 のAdpA結 合 部位へ の変 異導入

PCRを 用 い て 変 異導 入 を行 っ た。 図2.1.1-10も 参 照 。 用 い た プ ライ マ ー は以 下 の通 り。

PA-F: 5'-GGCGAATTGCCATCGAGGTGCTGGCCAGG-3'(下 線 はEcoRI)

PA-R: 5'-GGCAAGCTTGGGTACCGGCGGCGCTGGAC-3'(下 線 はHindIII)

PA-AF: 5'-GGGCTGCAGCGGCCAAGTTGTTGACGCGC-3'(下 線 はPstI)

PA-AR: 5'-GGCCTGCAGGTTCGTTGCTGGAAAGGTCG-3'(下 線 はPstI)

PA-BF: 5'-GGCGGATCCCCCGACGCTGTCTCATCAGG-3'(下 線 はBamHI)

PA-BR: 5'-GGGGGATCCCCAGATTCGCACGCCGGAAC-3'(下 線 はBamHI)

ま ず 、A-siteとB-siteを 両 方含 む断 片(-867to+54)をPA-FとPA-Rを 用 い てPCR増 幅 し、

pUC19のEcoRI-HindIIIサ イ トに ク ロー ニ ン グ した 。 これ を鋳 型 と して、PA-FとPA-AR、 お よ

びPA-AFとPA-Rを 用 い てPCR増 幅 した 断 片 をPstIサ イ トを介 してつ な げ 、pUCI9のEcoRI-

Hindmサ イ トに ク ロー ニ ン グ した。 これ でA-siteの 内 部 の6塩 基 がPstIサ イ トに置 換 され た配

列 を作 製 した。 同様 に、PA-FとPA-BR、 お よびPA-BFとPA-Rを 用 いてPCR増 幅 した断 片 を

BamHIサ イ トを介 して つ なげ 、pUCI9のEcoRI-HindlIIサ イ トに ク ロー ニ ン グ してB-siteに 変

異 を導 入 した。 これ らを組 み 合 わ せ る こ とでA-siteとB-site両 方 に 変 異 を導 入 した配 列 も作製

した。PCRエ ラ ー が な い こ とはDNAシ ー クエ ンス に よ り確認 して い る。

まず 、 これ らの 断片 を用 い てMDHを 用 い た プ ロモ ー ター ア ッセ イ を行 った(下 記 参 照)。

そ の後 、 これ らを染 色体 に組 み 込 ん だ 変 異 導 入株 を作製 した。 変 異 導 入 用 プ ラス ミ ドはs8'nA
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周辺約6.0kbの うち、BamHI-SalI断 片約2.3kbをpUC19に クローニ ングした ものを用いた。 こ

のプ ラス ミ ドに対 し、上記 で作製 した変 異導入 プ ラス ミ ドか ら切 り出 した、変異 を含むSacI-

HincII断 片約0.4kbで 対応す る断片を制限酵素部位 で置換 した。この変異を組み込んだ約2.3kb

の断片 を含むプラス ミ ドに、HindIIIサ イ トを用 いてTn5由 来のカナマイ シン耐性遺伝子 を組み

込んだ。 完成 したプラス ミ ドをE. coli JM110株 を用いて大 量調製 し、アル カ リ変性 一中和を施

してS.griseus IFOl3350を 形 質転換す ることで染色体 に組 み込み、ネオマイ シンで選択後 、組

み換 え をサザ ンハイブ リダイゼー シ ョンで確 認 した。得 られ た株 を薬剤な しの培地 で数 回 うえ

つ いだ後、胞子 を回収 して ま くことで シングル コ ロニー を得 、薬剤感 受性にな った株 の染 色体

を用いてサザ ンハ イブ リダイゼー シ ョンを行 って、 プラス ミ ドが野生型配列 と ともに抜 け落ち

変異型配列 のみ が残 った ものを選択 ・取得 した。

MDHを 用いたプロモー タープローブア ッセイ

Thermus flavus由 来MDH (malate dehydrogenase) (Nishiyama et al., 1986)は 耐 熱性 の リン ゴ酸

脱 水 素 酵 素 で あ る。 低 コ ピー プ ラ ス ミ ドpTMA1は このMDHの 遺 伝子(mdh)上 流 にマ ル チ ク

ロー ニ ン グ サイ トが位 置 してお り、 こ こに プ ロモ ー ター 活 性 を評 価 した い プ ロー ブ を組 み 込 む

こ とが で き る。この プ ラ ス ミ ドの 形質 転 換 体 のMDH活 性 が プ ロモ ー ター活 性 に 対応 す る(Kieser

et al., 2000)。

用 いたプ ロー ブは 「AdpA結 合部位 への変異導入」 で作製 したプ ローブ(EcoRI-HindIII断 片)

であ り、 また系 が うま く動 かなか ったため、短 いプ ロー ブ(PIS)も 作製 した。 この とき用い

たプライマーは

PA-F2: 5'-GGCGAATTCCTCCTGGACACGGTGTACCC-3' (下 線 はEcoRI)

と他 の ものを組み合 わせた ものである。

MDH活 性の測定

YMPD培 地 で培 養 し、 菌体 を100 mMのpotassium phosphate buffer (pH7.0)に とか した。 液

体 培 養 の場 合 は ソニ ケー シ ョン、 固 体 培 地 上 で の培 養 の 場 合 は 乳 ば ち で菌 体 を破 砕 した 。 遠 心

した の ち、 上 清 を80℃ で30分 処 理 して 耐熱 性MDH以 外 の 酵 素 を失 活 させ た。 この溶 液 適 当

量 と、potassium phosphate buffer (pH7.0)33 mM、oxaloacetate 0.17 mM、 NADH0.15mM

を 混 合 し、30℃ で 反 応 した 。 反応 中の340nmの 吸 光 度(NADHに 対 応)減 少 を測 定 す る こ と

に よ り活 性 の 評 価 を行 っ た。
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sgmA遺 伝子破 壊株 の作製

sgmAの 遺伝子破壊はsgmAに 薬剤 耐性遺伝子を挿入す ることにより行 った。 図2.1.1-12も 参

照。以下に破壊用プ ラス ミ ドの構築につ いて述べ る。

取得 したsgmAを 含む約6.0kb中(pUC19に クローニ ングしてある)の 、SacIとAor51H Iの

間をカナマイシン耐性 遺伝子(Tn5由 来)3ac I-Aor51HI断 片で置換 したプラス ミ ドを作製 した。

これ によって、sgmAの83番 目の ロイシンか ら655番 目のアラニ ンにあた る配列 が欠失す る。

完成 したプ ラスミ ドをE. coli JM110株 で大量調製 し、DraI処 理の後、1N NaOHで 一本鎖に

した ものでS. griseus野 生株 を形質転換 した。遺伝子破壊はHincll処 理 した変 異株の染色体 に対

してカナマイ シン耐性遺伝 子お よびsgmA内 の5'領 域220bpの 断片をプ ローブ としてサザ ンハ

イブ リダイゼー シ ョンを行 うことによ り確認 した(図2.1.1-12)。

sgmA遺 伝 子砧壊 株相 補用 プラ スミ ドpSGML作 製

orflの5'末 端 、orf2全 長 、sgmA全 長 、お よびorf4の3'末 端 を含 む4.2kbのBamHI-PvuII断

片 をpUC19のBamHI-SmaIサ イ トに ク ロー ニ ン グ した。さ らにSacl断 片3.0kbをpUC18のSacI

サ イ トに ク ロー ニ ン グ し、EcoRI-SalI断 片 と して切 り出 し、 放 線 菌 と大 腸 菌 の シ ャ トル ベ ク タ

ー(低 コ ピー)で あ るpKU209に ク ローニ ン グ した。 これ をE. coli JMllo株 を 用 い て 大量 調製

し、sgmA遺 伝 子 破 壊 株 に 導入 した 。

SgmA過 剰発現株の作製

5'-GCCGGATGCGATCCACGCCCAGCCGTCGC-3' (下 線 はSphIサ イ トで あ り、 開 始 コ ドン を

斜 体 で 示 す 。)と5'-GCCGGATCCCTTCCGGGCCGTTCGTTCGC-3'(下 線 はBamHIサ イ ト)の

組 み 合 わ せ の プ ライ マ ー を用 い てPCRでsgmA遺 伝 子 を増 幅 した。pUCベ ク ター に ク ロー ニ ン

グ してPCRエ ラ ー が な い こ とを確 認 した 後 、放 線 菌 の 高 コ ピー ベ ク ターplJ702のSphI-BamHI

サ イ トに クロー ニ ン グ した(plJ702-sgmA)。 これ に よ り、sgmAがmelClの プ ロモ ー ター に よ り

転 写 され る。 また 、 コ ン トロー ル と して 、sphI-BamHIサ イ トを 欠失 させ た プ ラ ス ミ ド(plJ702-

d)を 作 製 し、そ れ ぞ れS. griseus野 生 株 に 導 入 した。
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