
第二節 分泌型 トリプシ ン型プ ロテアーゼ をコー ドす るsprTとsprUの 取得 と解析

2.1.2-1背 景 と 目的

前節で述べた ように、AdpAの 標 的遺伝子 として分泌型プ ロテアーゼをコー ドす るsgmAを 形

態分 化 ・二次代謝に関与す る遺伝子群 を含むAdpAレ ギュロンの一員 と して同定 した。分 泌プ

ロテアーゼ はアポ トー シス様 の菌 糸分解 を行 うこ とによって形態分化 に関与 してい ることが示

唆 され てお り、様々な種類 の分泌 プ ロテアーゼ が菌 糸分解 に関与 している ことが予想 され る。

この よ うな分泌 プ ロテ アーゼ が、形 態分化 を制御 するAdpAに よ り転写制御 を受 けることは、

これ らのモデル に矛盾 しないものであ る。そ こで、sgmA以 外の分泌 プロテアーゼ もAdpAに よ

り転写活性化 され 、菌糸分解を介 して形態分化に関与す るのではないかと考えた。多 くの

Streptomyces属 では形態分 化の進行 とともに トリプ シン型 分泌 プロテアーゼ の活性 が上昇 し、

トリプ シン阻害剤 を添 加 した場 合形態 分化 が抑 え られ る、 とい う報告 が あった(Kim et al.,

1995b)。 さ ら に 、S. exfoliatus SMF13に お い て は トリプ シ ン 阻 害 剤 を 添 加 した 場 合 も し く は トリ

プシン活性を失った株では正常な形態分化能を失い、かっ 自身が生産する トリプシン阻害蛋白

質 、ロイペプチンによって細胞外 トリプシン活性を厳密 に調節 してい るとの報告があった(Kim

et al., 1995a; Kimetal., 1996; Kimetal.,1998)。 S. antibioticus ATCCll89lに お い て は ア ポ トー シ

ス横の菌糸分解 に関わ るヌ ク レアーゼのプ ロセ ッシングに トリプシ ン型 プ ロテ アー ゼが 関与 し、

TLCKに よ り トリプシン活性 を阻害す ると形態分化 も抑制 され ることも報告 されていた(Nicieza

et al., 1999)。 こ れ ら の こ とか ら 、特 に ト リプ シ ン 型 プ ロ テ ア ー ゼ に 着 目 し、既 にS. griseus ATCC

10137か らクローニ ングされ ていた トリプシン型プ ロテアーゼ遺伝子sprTに ついてAdpAに よ

る制御 を調べ ることか ら研 究をスター トした。

なお、 この研 究は 「sgmA以 外の分泌 プロテアーゼ遺伝子 もAdpAに より転写活性 化 され るの

ではな いか」 とい う独 自のアイデア をも とに、デー タベ ース よ り トリプシン型 分泌 プ ロテアー

ゼを コー ドす るsprTを 見いだ し、上流へのAdpA結 合、お よび転写のAdpA依 存性 を調べた こ

とか ら始 まっているが、sprTのAdpAに よる転写活 性化 の発見 と同時期に、韓 国のHongら の

グルー プが生化学 的な解析 か らA-フ ァクター依 存的に発 現す る分泌 蛋 白質 としてSprTを 同定

していた。 このこ とか ら、sprTの 研 究はHongら の グループ との共同研 究になった。 この共同

研究部分については結果の最初の項に記述 している。
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2.1.2-II結 果

トりプシン型プ ロテアーゼSPrtの 発現はA-フ アク ターに応 答 してい る(共 同研 究)

野 生株 とA-フ ァクター欠損 変異株HH1の 分泌 蛋白のブ ロファイル を比較 することに より、A-

フアクター依存的に発現ずる分泌蛋白質の同定を行 った.分 泌蛋白質を多く生産するR2YE培

地にてそれぞれの株を液体培養 し、培養上清をTCA沈 殿することにより分泌蛋白質を濃縮 した.

リン酸 バ ッファーで透析 した後、陽イ オン交換 カ ラムに通 し、未吸 着画分 をSDS-PAGEに て比

較 し{図2.1.2-1)、A-フ ァクター依存的に発現 している蛋 白質の うち1っ のN末 端配列を解読

すると、VVGGTFAAQGEFPFMで あ った。 この配列 は、6番 目の ア ミノ酸残基 についてフエニ

ルアラニンがアル ギニンにな ってい るとい う違 いは あった ものの 、S.griseusATOC10137か ら

と られ たSprTのN末 端 配 列(Kim et at.，1991)と 一 致 した 。

図2.1.2-1 A-フ アクター依 存的 に発現 する分泌蛋 白質のプロフアイル

(韓 国のHongら のグルー プによる解 析)

SDs-PAGEに よ り解析 した。M:マ ーカー、 レー ン1:TCA沈 殿後の野生株 培養上清、 レー

ン2:TCA沈 殿 後のHHl株(A-フ ァクター欠損株)培 養 上清、 レーン3:TCA沈 殿-カ ラム

処理後 の野生株培 養上清、 レーン4:TCA沈 殿-カ ラム処理後のHH1株(A-フ アクター欠損

株)培 養上清

sprTお よびsprUの ク ローニングと塩基配 例決定

S.griseusATCC10137由 来のsprTに ついては既 にア ミノ酸配列、塩基配列 ともに報告されて

い た。そ こでATCC1O137株 由来のsprTを プロープ としてIFol3350株 の5sprTお よび周辺配列

を含む6.6kbのDNA断 片 をクローニ ングした.ま た、sprTを プローブ としたサザンプ ロ ッテ

イング(後 述)に よリパ ラログであるspruを 発見 したの で同様にク ロー ニングを行 った.両 方
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の 塩 基 配 列 を決 定 し,()RF解 折 を 行 っ た結 果 を 図2.1.2‐2に 示 し た。sprTとSprUは80%ほ どの

相 同 性 を 示 し 、 ど ち ら も触 媒 残 基 は 保 存 され 、N末 端 にprePro配 列 を持 っ て い た(図2.L2-3)。

図2.1.2-2sprTお よ びsprU周 辺 の 遺 伝 子配 列

ORFに つ い てはFrame Plot ADalysis (lshikawa and Houa,1999)を 用 い て 予測 し た 。 位 置 番 号

は転写開 始点を+1と して 示 した(転 写開始点 決定に ついては後 述)。 制 限酵素サ イ トについ

ては 、A,Aor5lHl; B, BantHl ; H. Hindlll; N. Neoi. S. San; SC. Saclで あ る 。Orf;はSavernllilis

のputa tive oxidoredoclase、Orf3はS,coelicolor A3(2)のbyPothetical proteinと 相 同 性 を も つ 。OrfA

はS.avermililisのhyPothetical protein、OrfCは β・gajactosidaseと 相 同 性 を も つ 。

図2.1.2-3SprTお よびSPrUの ア ミ ノ酸 配 列

点綿 は培 養 上清 より精製 したSprTのN末 端配 列を決定 した際に読んだ配 列。▽は成熟体の

SprTのN末 瑞 を 示 す。 ▼ はPSORTprogramに よ り 予測 し た 、 シ グ ナ ル ペ プチ ダ ー ゼ に よ り

認 議 さ れ 切 断 され るPre-Pro配 列 の 境 界 を 示 寸。 ★ は 保 存 され た 触 媒 残 基 のcatalytictriad.

His-Asp-serを 示 す 。
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sprTお よ びsprU はAdpA依 存 的転写を示す

sprTお よ びsprUがA-フ ア ク タ ー カ ス ケ ー ド、

ため、転写のAdpA依 存性 を調べた。

特にAdpAの 制御下にあるかどうかを調べる

プレー ト培養 した野生株およびaddA遺 伝子破壊株(AadpA

株)の 薗偉 よ りRNAを 抽 出 し、Slマ ッピング法に よ り転写量を比較 した(図2.1.2-4） 。 その結

果野生株ではsprTは 培養48時 間から転写があり、72時 間に非常に強い転写を示 した。sprUは

sprTよ りは弱いものの培養72時 局で転写が見られた。なお、48時 間培養では基底菌糸と気中

菌糸が混 じった状態、72時 間では気中菌糸 と胞子が混 じった状態であ り、トリプシン型プロチ

アーゼ をコー ドす るsprTとsprUは 胞子形戒時 期に転写 されることがわかつた。一 方で、△adpA

株 ではsprTとsprUい ずれ も転写 量はほぼゼ ロになり、AdpA依 存的 な転 写を示 した ことか ら、

sprTとsprUがAdpAレ ギュ ロンに含まれ 、AdpAに より直接 的に転写活性化され ることが考 え

られ た 。

図2.l.2-4低 解 像度Slマ ツビングによるsprTお よびsprUの 転写解析

YMPD固 体培地において野生株(wL)お よびadpA遣 伝子破壊株 (△adpA)を28℃ で培養 し

た。24,48,72時間 で菌体を回収 し、RNAを 抽 出、それぞれの遺伝子の転写量を比較 した。hrdB

は恒常的 に発現するシグマ因子でRNA  量の コン トロ一ル であ る。SM:基 底菌糸、AM;気

中菌糸、SP;胞 子、を表す。

また、高解像度 のS1マ ッピンダ法に よりそれ ぞれ転写開始点 を決定 した(図2.l.2-5)。sprT

の転写開始点は開始 コ ドンの80bp上 流に位置 し、sprUの 転 写開 始点に 開始 コ ドンよ り248bp

上流に位 置 していた(図2.1.2-6)。 どちらも-35 および-10領 域は主要シグマ因子により認識さ
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れ る 保 存 さ れ た 配 列 で あ っ た(Brown et al.,1992; Strohl. 1992)。

図2.1.2-5高 解像度S1マ ツビング法によるsprTお よびsprUの 転写糊始点決定

低解像度S1マ ッピングの時 と同様 に培養を行 い、野生株の72時 間培養菌体か ら調製 したRNA

を用い た。

図2.1.2-6sprTお よ びsprUの プ ロ モ ー ター 周 辺 配 列

転 写欄始点を+1と している。開始Met、SD配 列、-10お よび-35配 列をそれ ぞれ示 した。AdpA

結合部位(後 述)も 示 してあ る。sprTに 比べてsprUが 非常 に長 い非翻駅領域 を持つ こと以

外、sprTとsprUは 高い相同性 を持 っているこ とが分かる。
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AdpAはsprTお よ びsprUの 上 流 に 結 合 す る

AapAに より直接転写活性化を受けるのであれば,遺 伝 子上流にAdpAが 結合するはずであ

る。 そ こで、sprTお よびsprUの 上流配 列 をブ ローブ と してゲル シフ トア ッセ イによ りAdPA

の結 合 を調 ぺた。AdpAは 遺伝 子上流の様 々な位 置に結合す る ことがわか っていたた め、sprT

お よびsprUそ れぞれ種々の プロープを作製 してア ッセイを行 った。

sprTに つ い て は 、probeTI(-448～+61、 転 写 開 始 点 を+1と す る)、probeT2(-112～+7)、probe

T3(-448～-61)、probe T4(-34～+61)、probe T5(-238～-61)、probe T6(-448～-219)に つ

い て調べた。その結果、probe T1とT2に 結合が見 られ 、シフ トバ ン ドが1本 、プ ローブにAdpA

ダイマー が1分 子結合 した位 置 に見 られ た。 それ以外 のブ ロー ブには結合 が見 られ ず、AdpA

は-112～+7の 領域1カ 所 に結合 する ことが推 測 された。

図2.1.2-7ゲ ル シフ トア ッセ イ法に よるsprT上 流へのAdpA結 含解析

加 え たAdpA量 は レー ン1～4で 順 に 、Oμg(レ ー ン1).0.04μg(レ ー ン2).0.2μg(レ ー

ン3).0.4μg(レ ー ン4)で あ る 。 ブ ロー ブ の 位 置 は 、probe T1(-448～+61、 転 写 開 始 点 を+1

と す る).probe T2(-112～+7)、probe T3(-448～-61)、probe T4(-34～+61)、probe T5(-238

～-61) 、Probe T6(-448～-219)で あ る.AdpAと の 結 合 が 見 られ た ブ ロ ー ブ を 赤 で 示 した 。
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sPrUに つ い て は 、probeUI(-444～+96)、Probe U2(-200～+277)、probe U3(+77～+566)、

probe U4(-444～-181)、probe U5(-193～-67)、probe U6(-24～+277)、probe U7(-24～+96)

について調べた。 その結果、probe UIとU2に 結合が見られ、シフ トバ ン ドが1本 、プローブ

にAdpAダ イマーが1分 子縮合 した位 置に見 られ た。それ以外の プ ローブには結合が見られ ず、

AdpAは-67～-24の 領域1カ 所に結公す ることが推測 された。

図2.1.2-8ゲ ル シ フ トア ッ セ イ 法 に よ るsprU上 流 へ のAdpA結 合 解 析

加 え たAdPA量 は レ ー ン1～4で 順 に 、0μg(レ ー ン1)、0.04μg(レ ー ン2))0.2μg(レ ー

ン3)、0.4μg(レ ー ン4)で あ る。 プ ロ ー プ の 位 置 は 、proble U1(-444～+96)、probe U2(-200

～+277) 、probe U3(+77～+566)、Probe U4(-444～-181),Probe U5(-193～-67)、probe U6

(-24～+277)、probe U7(-24～+96)で あ る 。AdpAと の 結 合 が 見 られ た プ ロ ー ブ を 赤 で 示

し た 。

DNase Iフ ッ トプリ ント法による sprTお よびsprU上 流 におけ るAdpA結 合部位の決定

ゲル シフ トア ッセイによ り sprTお よびsprU上 流にAdpAが 結合ずるこ とがわかったため、

それぞれの位置を決定するためにDNase  1フ ッ トプ リン ト法 を 指 っ た 。 種御の ブ ローブを用い

たゲル シフ トアッセイで推測された結合位置を含む ブコー プを用いてDNaseIフ ッ トブ リン ト

法を行 った結果 、sprTとsprU上 流の 予想 されたIカ 所 の糖合位置を決定することができた(図
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2.1.2-9お よ び 図2.1.2-10)。sprTは セ ン ス鎖 の-68～-36、 ア ン チ セ ン ス 鎖 の-35～-57にAdPAが

結合す ることがわか り、 またフ ッ トブ リン トにお いては-39、-40の 位 置に ハイ パーセ ンシテ ィ

ブサ イ トが見 られた.ハ イ パー セ ンシテ ィブサイ トはDNAが 蛋白質 と複合体を形成 した結果

表面に露出 してよ りDNase1に よる切断 を受 け易 くなった部位 の ことである.結 合領域の 中に

はAdpA結 合 コ ン セ ン サ ス 配 列(5'-TGGCSNGWWY-3'、S:Gま た はC、W:Aま た は て、Y:

Tま た はC、N:A、C、G.Tい ず れ で も)と 相 同 性 の あ る配 列 、5'-TGGCCGAAAT.3'(-53～-44)

が 見 い だ され た(図2、1.2-11中 に コ ン セ ン サ ス 配 列 は 示 した)。

図2.1.2-9DNase 1フ ッ トブ リ ン ト法 に よ るsprT上 流 のAdpA結 合 部 位 の 決 定

セ ン ス 鎖 、 ア ン チ セ ン ス 鎖 両 方 行 っ た 。 加 え たAdpAの 量 は 、 レー ン1～5で 順 に 、0,0.2,0.4,

0.8,0μg、 赤い三角で示 したのは ハイバーセ ンシテ ィブサイ トである(セ ンス鎖、ア ンチセ

ンス鎖 ともほぼ同 じ位置)。

sprUは セ ン ス鎖 の-69～-32、 ア ン チ セ ン ス鎖 の-34～-55にAdpAが 結 合 す る こ と が わ か り 、sprT

と同様に-38、-39の 位置にハイパーセ ンシティブサ イ トが見 られた。 結含 コンセンサス配列 も

5'-TGGeCGAAAA-3'(-52～-43)が 見 い だ され た 。 以 上 よ り 、sprTとsprUい ず れ も プ ロモ ー

夕ーのす ぐ上流lカ 所にAdPAが 結合す るこ とが明 らか となつた。
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図2.1.2-10  DNaselフ ッ トプ リン ト法 によるsprU上 流のAdpA結 合部位の決 定

セ ン ス 鎖 、 ア ン チ セ ン ス 鎖 両 方 行 っ た 。 加 え たAdpAの 量 は 、 レー ン1～5で 順 に 、0.0.2。0.4.

0.8,0μg。 赤 い三角で示 したのはハイパーセ ンシテ ィブサイ トである(セ ンス鎖 、アンチセ

ンス鎖 ともほぼ同 じ位 置)。

sprTとsprUはAdpAに より直接転写活性化される

これ らのAdpA結 合の意義 、すなわ ち、AdpA結 舎がsprTとsprUの 転写活性化 を促すのか、

を調べ るために結合部位 に変異 を導入 し、転写 への影響 を調べ るこ とに した。 結合配 列 中の 、

特に結 合コンセ ンサス配列 に着 隣して図2.1.2-11の ようにPCRを 用いて変異導入を行 った。 こ

の変 異導入配列 をプ ローブ と してゲル シフ トア ッセイ を行 うと、確かにAdpAが 結合 しな くな

って いるこ とが確認 できた。 また、1カ 所の変異でAdpAが 結合 しな くなった ことか ら、AdpA

がsprTとsprUの 上流1カ 所 にのみ結合す ることも再確認で きた(図2.1.2-11)。
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図2.1,2-11 AdpA結 合 部 位 への 変 異 導 入

(A)DNAase 1 フ ッ トプ リン ト法に よ り決定 したAdpA結 合配 列。 下線は結合 コンセ ンサス配

列 を示す。太字の塩 基をKpnlの 認織配 列に置換 した。(B)ゲ ル シフ トア ッセイに よるAdpA

の結合の確認 。probe TW(-162～+77)はsprT上 流の野生型 プローブ、probe TMは 変異導入

プ ローブ。probe UW(-164～+76)はsprU上 流の野生壁ブローブ 、probe UMは 変異導入ブ

ロ ー ブ 。 加 え たAdpAの 量 は 、 レー ン1～5で 順 に 、0,15,45,150,300ngで あ る 。

次 に、これ らの変異導 入を行 ったsprTお よびsprUの 遺伝子全長お よびそ の周辺を低 コビー

プラス ミ ドに組み込 み、それぞれの 遺伝子破壊 株(作 製 については後述す る)に 導入 して、プ

ラス ミ ド由来の転写 をRT-PCRに よ り検 出する ことで変異導入 が転写 に及 ぼす影響 を調べた。

その結 果、sprTとsprUと もに変異を導入 した場合では転写が消失 し、AdpAの 結 合が転写活性

化に必須 であ ることが明 らか とな った(図2.1.2-12)。
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図2.1.2-12 RT-PCRに よるAdpA結 合部位への変異導入の転写への影響解祈

野 生 型 お よ び 変 異 型AdpA結 合 部 位(site-T; sprT上 流 、site-U: sprU上 流)を も つ 相 補 プ ラ

ス ミドをそれぞれの遺伝子破壊株に導入 した。プラスミ ド由来の転写のみを検出するプライ

マーセ ッ トを用いたRT-PCRに より転 写解析 を行い、変 異導入の転 写への影響 を調べた。遺

伝子破壊により染色体上では失われた領域内に逆転写用プライマーが設計 してある。RNAは

YMPD固 体培地上で28℃ 、72時 間培養 した菌体か ら抽 出 した。計100μlのPCR反 応液の う

ち、sprTは10μl、sprUは20μlを2%ア ガ ロー スゲルの電気泳動 で解析 した。制限酵 素サイ

トは 、A. Aor51HI; S. sall; sc. saelを 表 す 。

sprTおよびsprUの 遣伝子破 壊株の形質

背 景と 目的 で述べた よ うに、Streptomycesに おい て トリプシン型分泌 プ ロテ アーゼは形態分

化に何 らかの形で寄与していることが示唆 されていた。 しか しながら、 トリプシン型プロテア

ーゼをコー ドする遺伝子を単独で欠損させた変貫株 はこれまで取得されておらず、その関与を

決定的 に示すデータは これ まで示 されていない。そ こで、sprTお よびsprUの 遺伝 子破壊株(ΔsprT

株、ΔsprU株)、 さらにはsprTとsprUの 両遺伝子破壊株(ΔsprTび 株)を 作製 し形質 を観察す

ることに した。

sprTに ついては薬剤 耐性遺伝 子をsprTと 置換す るよ うな方法で遺伝子破 壊を行 った。なお、

ここで遺伝子破壊の確認 をsprTの 肉部領 域をブ ロー プと したサザ ンプ ロッテ ィングに より行 っ

たが 、期せず して野生型の 染色体 に対 して2本 のバ ン ドが験出 され た(図2.1.2-13)。 この バン
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ドの 片方はsprT由 来のDNA配 列 とハイブ リダイゼー ション した もの であるが、もう片方がsprT

のパ ラログでめるsprUで あった。 詳細 は省略す るが、 ここで発 見 したsprUを 含む配列 をサザ

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 ョンを行 うことで クローニ ング

し、塩基配列 を決定 して上述 した解析 を行 っている。sprUに ついてはイン フレー ム欠 失の方法

を用いて遣伝子破壊 を行 った。 また 、得 られたAsprU棟 に対 してsprT遺 伝子破壊を行 うことに

よって△sprTU株 を取得 した。

図2.1.2.13sprT遺 伝 子破壊株 、sprU遺 伝子破壊株 、sprTU同 時破 壊株の作製

詳細は材料 と方法 を参 照。制 限酵 素は、N. Ncol; B、BamHl;K, Kpnl; P. Pwll; Sm. Smal; H.

HindIII; E. EcoRIと 略 した。(A)sprT遺 伝子破壊株 の作製 スキーム。(B)sprU遺 伝子破壊株の

作製 スキー ム。(C)サ ザ ンハ イブ リダイゼー シ ョンに よる遺伝 子破壊の 確認。sprT内 部の プ

ローブを用い ているが、野生株 の染色体 では2本 のバ ン ドが検出きれ る。4.4kbの バン ドはsprT、

6.6kbの バン ドはsprUに 対応す る。

野生株、△adpA株 、および取得した種 々の トリプシン遺伝子破壊株について細胞外 トリプシ

ン活性 の測定 を行 った(図2.1.2.14)。 転 写解析 を行 った際 と同様にプ レー ト培 養 し、培 地中の
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トリプシン活性 を測定する と、野生株 ではsprTお よびsprUの 転写パ ターン と 一致 して培 養時

間を経 るにつれ て トリプシ ン活性 の上昇 が見られた。AadpA株 お よび△sprTU株 では培養 を通 じ

てほぼゼロに近い トリプシン活性 を示 した。 この ことは、S. griseusに おける細胞 外 トリプシン

活性 はAdpA制 御 下のsprTとsprUに 由来する ものがほぼ全てであ ることを示す。 また、△sprT

株では野生株に 比べ て細胞外 トリプ シン活性 が激減 してお り、△sprU株 は野生株 とほ とんど同

じ細胞外 トリプ シン活性 を示 した。 この ことか ら、細胞外 トリプシン活性の大部分はsprTに 由

来 し、sprUに 由来す る トリプ シン活性 は非常に少ない ことがわか った。 これは、転写解析 を行

った際にsprTの 転 写量は非常に 多く、sprUの 転写量はsprTに 比べでかな り少なかった結果 と

一致す るものであ る。

図2.1.2-14 分泌 トリプシン活性測定

野生株および各種変異株をYMPDプ レー ト上、28℃ で培養 した。24,48,72時 間培養したと

ころで菌体を除いた培地から蛋白質を抽出し、 トリプシン活性を測定 した。活性値は1枚 あ

たりのプレー トの活性値を菌体量で割った値 とし、2回 行った実験の平均値をとった。

期 待 した形態 分化に つい ては、様々 な培養条 件に よ り観 察 を行 った もの の、野生株 との差は

見られ なかった。 しか しなが ら、 トリプシン阻害剤 である ロイペ プチ ン(2mg)を ベー パーデ

ィスタを用 いでプ レー ト培養 した野生株に添加す ると胞子形成 に遅れが見 られた(図2.1.2-15)。

また、破壊 株の ロイ ペプチ ン感受性 は野生株 とは異 なってお り、 ロイペプチ ンによる胞子形成

阻害 は見 られな い傾 向があ った。 これ は、 「目に見えな い レベル では あるが△sprTU株 では トリ
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プシ ンを失 った影響 で胞子 形成 が遅れ てお り、 ロイペ プチンに よる影 響を受け な くな ってい

る。」 と解釈で きる。 しか しなが ら、この形質の違いは解 釈が難 しく複雑 であ り、通常の条件で

の形態 分化には 差が 見られ ないことか ら、形態 分化の形質 に明らか な違いは 見られな い、と結

論づ けた。

図2.1.2-15 ロ イ ペ プ チ ン(ト リプ シ ン 阻 害 剤)に よ る 胞 子 形 成 阻 害

(A)YMPD培 地に野生株の胞 子をつま ようじでぬ り、28℃ で12時 間培養後 、ロイペ プチン(2

mg)を ペーパーデ ィスクにのせた。 コン トロール(－)は滅 菌水 をのせ た。その後 さらに60時

間培養 した。ロイペ プチ ンの まわりでは胞 子色素の生産の阻害が見られ る。(B)ロ イペ ブチ ン、

または蒸留水 をのせ たペーパーデ ィス クのまわ りを走査型電 子顕徹鏡 で観察。 野生株 では胞

子形成阻害 が 見 られ るが 、△sprTU 株で は ロイペプチ ンに対 す る感受性 が弱 くなる傾 向があ

った。
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また、S. antibloticusの 例では、 トリプシン型プ ロテ アーゼは分泌型ヌ ク レアーゼの プ ロセ ッ

シングを介 して菌糸分解に関 与 し、形態分化に寄 与 してい ると報告 されて いる(Nicieza etal. ，

1999)。 そ こで、野生株 、△adpa株 、△sprTU株 について分泌型 ヌ クレアー ゼの活性発 現パ ター

ンを調 べてみ た(図2.1.2－16)。 トリプ シン型プ ロテアーゼがヌ ク レアーゼ の プロセ ッシ ングを

行 っているな らば、野 生株 では検 出 さn.る が△adpA株.△sprTU株 では検 出されない、 または非

常 に弱 い活 性発現 を示すヌ クレアー ゼがあるは ず であ る。 しか し、その よ うな挙動 を示す ヌク

レアー ゼは検出で きな かった。む しろ△adpA株 のほ うが細胞外ヌ ク レア ーゼ は多 く発現 してい

るよ うであ った。 少な くともS. griseusで は トリプシンは分泌型 ヌク レアーゼのプ ロセ ッシンダ

を行 ってはいないよ うであ る。

図2.1-2-16分 泌型ヌク レアーゼの活牲 染色による検出

1.野 生 株.2.△adpA株 、3,△sprTU株 を そ れ ぞ れ YMPD固 体培地 で28°C、72時 間培 養 し、

分泌蛋 白質のヌク レアーゼ活性 を検出 した、△adpA株 で強 く検出 される ヌク レアーゼがあ る

が、野生株 と△sprTU株 はほぼ同 じパ ター ンを示 した。24、48、96時 間において も調べたが 、

プロセ ッシングの影響を愛 けてい ると見 られ るものはなか りた。
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2.1.2-III討 論

sprTとsprUの 転 写 制 御

本研 究に よ り、分泌型 金属プ ロテアーゼ をコー ドす るsgmAだ けで な く分泌型 トリプシン型

プロテアーゼをコー ドす るsprTとsprUもA-フ ァクターに より転写活性化 され る、AdpAレ ギ

ュ ロンの構成員 である ことが明 らか になった。sprTとsprUの プ ロモー ターす ぐ上流にAdpA

が結合す るこ とで転写活性化 が起こ り、胞子形成 時期 にあたるか な り遅い時期 にSprTとSprU

は発現 する。sprTお よびsprUの 転写量 ・時期 と細胞外 トリプシン活性 が上昇 する時期 ・量 と

は一致 していた ので、 これ らの活性 発現調節は転写調節 に よるもの と考 えて良 いだろ う。分泌

型 トリプシン活性 に主に寄与 していたSprTの 強い トリプシン活性 は転写量の多 さを反映 した も

の と考 えた ほ うが合 理的である。SprTとSprUは ア ミノ酸配列 で80%ほ どの高い相 同性 をもっ

てお り、蛋 白質 としての活性 ・安定性 は両者 ほぼ 同 じなのではないだろ うか。sprTお よびsprU

は異な る転写量を示 したが、プ ロモーター周辺配列 は非常に高い相同性 を示 した。したが って、

転写 量の違 いは両者で唯一 異なる、5'非 翻訳領域の長 さに 由来す るもの と考 えられ る。sprUは

非常 に長い非翻訳領域 を持 っているが、 ここがmRNAの 安定性 に寄与 してい るのだろ う。

しか し、AdpAは 気 中菌糸形成前か ら発 現 してはた らいてい るの にも関わ らず 、なぜsprTと

sprUのAdpAに よる転写活性化が起 こる時期 はこれ ほど遅いのだろ うか。転 写パター ンだけを

みればadpAとsprTお よびspruは 逆 であ る(図2.1.2-4)。adpAは24時 間で最大の転写量を示

し培養が進むにつれ転写量が減 ってい くのに対 し、sprTお よびsprUは72時 間で最大の転写量

を示す。 これ はsgmAの 例 と同 じよ うに考 え られる。つ ま り、sprTお よびsprUの 転写が活性化

す る ときま で転写抑 制因子が はた らき、AdpAに よる転写活性化 は抑 え られ てい る。そ して胞

子形成 時期が近 づいた頃、転写抑制 因子が何 らかの機 構 に よって外 れ、転写量 は少 ない ものの

細胞 内蛋 白質量は十分 あると考え られるAdpAが 結合 して転写活性化 を行 うので ある。sprTお

よびsprUは どち らも同 じよ うなプ ロモー ター をもち、AdpA結 合部位 もほぼ同 じで ある。 この

仮定 した転写抑制 因子は一35お よび一]0周 辺 に直接結合 しRNAポ リメラーゼの結合 を阻害する

か 、AdpA結 合 部位 に結合 してAdpAの 結合 を阻害 して いるか、 どち らかであろ う。他 に もキ

モ トリプ シン型 の分泌プ ロテ アーゼ もAdpAに よ り制御 され ることが明 らか となった(Tomono et

al.,2005)が 、キモ トリプシン型 プ ロテ アーゼを コー ドするsprAとsprBは 培養24時 間で転写

が見 られ るものの48時 間では転写が消失 し、72時 間で再度転写が現れ る とい うAdpAに よる

制御 のみで は説 明でき ない複雑 な転写パ ター ンを示 した。AdpAに よ り制御 され る分泌プ ロテ

アーゼには、他 にも共通 の、または異なる制御様式 が絡んでいるのだろ う。

53



今泌型 トリプシ ン型 プロテアーゼ の生理的機能

背 景で述べ たよ うに、 これまで数種 のStreptomycesで 分泌型 トリプ シン型 プ ロテアーゼの形

態分化へ の関与が報告 され ていた。 しか し、これ まで分泌型 トリプ シン型 プ ロテアーゼの形態

分化へ の寄与が示 され てい る一方、分泌型 トリプ シン型プ ロテ アーゼ を コー ドす る遺伝 子 のみ

を破壊す るとい う試み はな されて いなかった。 そのた め本研究 は分 泌型 トリプ シン型プ ロテ ア

ーゼ の形態分化への 寄与を真に評価 できる実験 と して期待 は大 き く、またS.griseusに お いて

sprTお よびsprUは 胞子形成の時期に発現 し、実際細胞外 トリプシン活性 も上昇 していたため、

胞子 形成 に関与 す ることを期待 した。 形態分化 の段 階にお いて、気 中菌糸形成時 と胞子形成 時

で2段 階の菌糸分解 がある ことが報告 されてお り(Miguelez et al., 2000)、 この報告に一致する

ものだ と考 え られたか らである。 しか し、期待に反 して結果はS.griseusで は分泌型 トリプシン

型プ ロテアーゼ は形態分化 に明 らか な寄 与を してい るとは言 えない、ネガテ ィブな結果で あっ

た。

SprTを プ ロ ー ブ と し て 全 ゲ ノ ム が 明 らか に な っ たS.coelicolor A3(2)お よ びS.avermitilisの 遺

伝 情 報 を 調 べ る と 、3.avermitilisに は81%と い う高 い 相 同 性 を 示 すSAV6208の ほ か 、3つ のORF、

SAV2034,SAV2443,SAV4044を コ ー ドす るORFが あ っ た 。 しか し 、S.coelicolorA3(2)に は か ろ

う じ て30%程 度 の 相 同 性 を 示 すSCO5821,SCO7461を コ ー ドす るORFが あ る の み で あ っ た 。 ま

た 、Kimら は 様 々 なStreptomycesの 細 胞 外 ト リプ シ ン活 性 を 調 べ て い る(Kim et al.,1995)が 、

細 胞 外 ト リ プ シ ン の 形 態 分 化 へ の 寄 与 が 示 され て い るS.exfoliatusは 気 中 菌 糸 形 成 の 開 始 と と も

に 急 激 に ト リプ シ ン 活 性 が 上 昇 す る 一 方 、S. roseusは 気 中 菌 糸 形 成 の 時 期 に は 既 に 高 い 細 胞 外

ト リプ シ ン 活 性 を 示 して い た 。ま た 、sprTと 高 い 相 同 性 の あ るORFを 持 た な いS.coelicolorA3(2)

で は こ れ らのStreptomycesと 比 べ て 細 胞 外 ト リプ シ ン 活 性 は 低 い も の で あ っ た 。S.antibioticus

で は 細 胞 外 ト リプ シ ン が ヌ ク レ ア ー ゼ の プ ロセ シ ン グ を 担 う と報 告 され て い た が 、S.griseusで

簡 単 に 調 べ た 結 果 で は 同 じ役 割 を 果 た して は い な い よ うで あ っ た 。 細 胞 外 ト リ プ シ ン の 形 態 分

化 へ の 寄 与 は 種 に よ り そ の 程 度 は 異 な る の か も しれ な い が 、AdpAに よ っ て 栄 養 増 殖 後 で あ る

胞 子 形 成 時 に 細 胞 外 トリ プ シ ン 活 性 が 活 性 化 され る そ の 生 物 学 的 な 意 味 は 非 常 に 興 味 深 い 。

54



2.1.2-IV材 料 お よ び 方 法

以下、特 に記載 のな いもの は これ まで述べた実験 と同様 の材 料 ・方法 である。 以下の記述で名

前のみ記 したプ ライマーの位 置 ・配列等については表2.1.2-1に まとめた。

分泌蛋白質の部分精製とSprTの 同定

S.griseus IFO13350とHHI株 を60mlのR2YE液 体 培 地 に植 菌 し、28℃ で3日 間 前 培 養 し た 。

これ を6LのR2YE液 体 培 地 に植 菌 し て28℃ で3日 間 本 培 養 した 。 培 養 液 を4℃ 、15,000rpm

で30分 遠 心 し、 上 清 をTCA沈 殿 す る こ と に よ り培 地 中 の 分 泌 蛋 白質 を 濃 縮 した 。 沈 殿 を バ ッ

フ ァーA(10mM potassium phosphate, pH7-0)に と か し、 バ ッ フ ァ ーAで 一 晩 透 析 した 。 透 析 し

た サ ン プ ル を バ ッ フ ァーAで 平 衡 化 し て お い たResource-S陽 イ オ ン 交 換 カ ラ ム(Amersham)に

ロ ー ド し、NaClグ ラ ジ エ ン ト(0-1M,流 速1ml/min)で 溶 出 した 。 蛋 白質 が 含 まれ る 画 分 を

TCA沈 殿 して 濃 縮 し、SDS-PAGEを4-20%グ ラ ジ エ ン トゲ ル で 行 い 分 泌 蛋 白 質 の プ ロ フ ァ イ

ル 解 析 を した 。S.griseus IFO13350とHHI株 で 発 現 が 異 な る 蛋 白質 に つ い て はpolyvinylidene

dinuoride Immobilon membrane (Mimpore)に トラ ン ス フ ァ ー し、 切 り 出 し て エ ドマ ン分 解 を 用

い た プ ロ テ イ ン シ ー クエ ン ス に よ りN末 端 の ア ミノ 酸 配 列 を 決 定 した 。

sprTお よびsprUを 含 むDNA断 片 の 取 得

NCBIデ ー タ バ ン ク に 登 録 され たsprTの 塩 基 配 列 を も と にS.griseus IFO13350の 染 色 体 を 鋳

型 と してPCRを 行 い 、DNAプ ロ ー ブ と し た 。 これ を 用 い た サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と

コ ロ ニ ー ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョン に よ りsprTを 含 む6.6kbのDNA断 片 を 取 得 した 。 ま た 、 パ

ラ ロ グ のsprUはsprT内 のNcoI-BamHI、0.5kbの 領 域 のDNA断 片 を プ ロ ー ブ と して 同 様 に 取

得 した 。sprTと そ の 周 囲 を 含 む 約2.0kb、sprUと そ の 周 囲 を 含 む 約2.6kbの 塩 基 配 列 を 決 定

した 。

ゲルシフ トア ッセイ法 によるAdpA結 合解析

AdpAの 調製 方法、プ ロー ブの作製方法 、反応 条件 な どは前 章まで と同様 である。 プ ローブ

作製に用いたプ ライマーの組み合わせ について記述す る。

sprTに ついて、

Probe T1:T1-F+T1-R、Probe T2:T2-F+T2-R、Probe T3:T1-F+T3-R、Probe T4:T4-F+T1-R、Probe

T5:T5-F+T3-R、probe T6:T1-F+T6-R

sprUに つ い て 、

Probe U1:U1-F+U1-R、Probe U2:U2-F+U2-R、Probe U3:U3-F+U3-R、Probe U4:U1-F+U4-R、
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probe U5:U5-F+U5-R、probe U6:U6-F+U2-R、probe U7:U6-F+Ul-R

S1マ ッピング法による転写解析

RNA 抽 出法 、お よびS1マ ッ ピン グ法 は前 章 まで と同 じ方法 で あ る。hrdBの 転写 は5'-

TCGATGAGCGCCArCACAGACTCG-3'(+193 to +170)と5'-

TCGGCCCATTTCGTCACGTArGAG-3'*(-121 to -98)の 組 み 合 わ せ(*の プ ラ イ マ ー を32Pラ ベ

ル し た)、adpAの 転 写 は5'-CGGTCGGTAATCCGGCCCTG-3'(-274 to -255)と5'-

TCTACTGCGTCGCGTGGTCC-3'*(+150～+131)の 組 み 合 わ せ を 用 い て 作 製 し た プ ロ ー ブ を 用

い て 検 出 した(Ohnishi et al., 1999;Shinkawa et al., 1995)。sprTお よ びsprUの 高 解 像 度S1マ ッ

ピ ン グ 法 に はTSlH-FとTl-R*、 お よ びU5-FとU1-R*を 用 い た 。sprTお よ びsprUの 低 解 像 度

Slマ ッ ピ ン グ 法 に はTSIL-FとTSIL-R*、 お よ びU5-FとUl-R*を 用 い た 。

RT-PCRに よる転写解析

S1マ ッ ピ ン グ 法 と同 様 にISOGEN法 に よ り抽 出 したRNAを 用 い た 。逆 転 写 反 応 は3μgのRNA

を 鋳 型 と し て 、2pmolのTRTプ ラ イ マ ー(sprT用)ま た はU-RTプ ラ イ マ ー(sprU用)とSuperScript

III reverse transcriptase (Invitrogen)を 用 い て 行 っ た 。sprTのcDNA検 出 に はTrt-FとTrt-R、sprU

のcDNA検 出 に はUrt-FとUrt-Rの プ ラ イ マ ー セ ッ トを 用 い てPCRを 行 い 、 そ れ ぞ れ274bpお

よ び255bpの バ ン ドを 電 気 泳 動 で 検 出 した 。PCR条 件:98℃20秒 、61℃30秒 、72℃45秒 、

合 計25サ イ ク ル で 行 っ た 。

DNase Iフ ツ トプ リン ト法 によAdpA結 合部位の 決定

AdpAの 調 製 方 法 、 プ ロ ー ブ の 作 製 方 法 、 反 応 条 件 な ど は 前 章 ま で と 同 様 で あ る 。 プ ロ ー ブ

作 製 に 用 い た プ ラ イ マ ー の 組 み 合 わ せ はTSIH-FとTfp-R(sprT用)、Ufp-FとUfp-R(sprU用)

で あ り、 各 々32Pラ ベ ル に よ りセ ン ス 鎖 、 ア ン チ セ ン ス 鎖 を 検 出 し た 。

AdpA結 合部位への変異導入

sprT上 流 のAdpA結 合 部 位 の 中 ほ ど に あ るCCGAAA配 列 をGGTACC(KpnI認 識 配 列)にPCR

を 用 い て 置 換 し た 。2つ のDNA断 片 を 、5'-GGAATTCCGACGACGATCCCGTCCTCG-3'(-540

～-521 、下 線 はEcoRI認 識 配 列)と5.CGGGGTACCCCAAGCTCGTACGCGCCACC-3'(-51～-70、

下 線 はKpnI認 識 配 列)、 お よ び5'-CGGGGTACCTGTGCGCCTTGTGGCAGCGG-3'(-44～-25、

下 線 はKpnI認 識 配 列)と5'-CCTGGATCCACTCGTCGGCGTTG-3'(+747～+725、 下 線 は8amHI

認 識 配 列)の プ ラ イ マ ー セ ッ トを用 い て 増 幅 し、pUC19のEcoRI-BmHIサ イ トにKpnlを 介 し

て つ な げ て 組 み 込 ん だ 。DNAシ ー ク エ ン ス でPCRエ ラ ー が な い こ と を 確 認 し、 こ の 変 異 をTM
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と呼ぶ ことにす る。

sprU上 流 のAdpA結 合 部 位 の 中 ほ ど に あ るCCGAAA配 列 をGGTACC(KpnI認 識 配 列)にPCR

を 用 い て 置 換 し た 。2っ のDNA断 片 を 、RV(Takara Shuzo)と5'-

CGGGGTACCCCAAGATCATCGGGGCGCGT-3'(-51～-69、 下 線 はKpnI認 識 配 列)、 お よ び5'-

CGGGGTACCAGTGCACCTTGTGGCAGCGG-3'(-43～-24、 下 線 はKpnI認 識 配 列)とM4 (Takara

Shuzo)の プ ラ イ マ ー セ ッ トに よ りPCRで 増 幅 し、pUC19のEcoRI-BamHIサ イ トにKpnIを 介

して つ な げ て 組 み 込 ん だ 。PCRの 鋳 型 に はpUCI8にSacI-HindIII (-439～+253)断 片 を ク ロ ー

ニ ン グ した も の を 用 い た 。DNAシ ー ク エ ン ス でPCRエ ラ ー が な い こ と を 確 認 し 、 こ の 変 異 を

UMと 呼 ぶ こ と に す る

TMお よ びUMのAdpA結 合 を ゲ ル シ フ トア ッセ イ で 調 べ る 際 に は 、 そ れ ぞ れTbd-FとTbd-

Rお よ びUbd-FとUbd-Rの プ ラ イ マ ー セ ッ トを 用 い てPCR増 幅 し て 得 た 、239bp (-162～+77)

お よ び240bp (-164～+76)の プ ロ ー ブ を32Pラ ベ ル して 用 い た 。

野 生 型 の プ ロモ ー ター とsprT全 長 を もつ 低 コ ピ ー プ ラ ス ミ ドpTW、 お よ びTM変 異 導 入 型

pTMは 以 下 の よ うに 作 製 した 。sprTを 含 む3.5kbのAor51HI(-516位)-BamHI断 片 をpUC19

に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 こ こ で 、pTM作 製 用 に は1.3kbのAor51HI-BamHI領 域(-516～+740)

をTM変 異 導 入 の 施 した 断 片 と 置 換 し て お い た 。EcoRI(マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト)とSalI

(+1318位)で 全 長sprTと そ の 上 流 領 域 を 切 り出 し、 低 コ ピー ベ ク タ ーpKU209のEcoRI-XhoI

サ イ トに 導 入 し、pTWお よ びpTMを 作 製 した 。

同 様 に 、pUWお よ びpUMを 以 下 の よ うに 作 製 した 。1.5kbのSacI-Aor51HI断 片(-439～+1089)

をpUCl9に ク ロ ー ニ ン グ した 。 こ こ で 、pUM作 製 用 に は0.7kbのEcoRI(マ ル チ ク ロ ー ニ ン

グ サ イ ト)-HindIII(+253位)断 片 をUM変 異 を 含 む 断 片 で 置 換 して お い た 。 マ ル チ ク ロ ー ニ

ン グ サ イ トを 利 用 してEcoRl-SalI断 片 と して 切 り出 し、低 コ ピー ベ ク タ ーpKU209のEcoRI-XhoI

サ イ トに 導 入 し、pUWお よ びpUMを 作 製 した 。

sprT遺 伝 子破壊株 の作 製

sprT遺 伝 子 破 壊 は 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 を 挿 入 す る こ と に よ り行 っ た 。sprT上 流 領 域4.6kbと 下 流

領 域2.0kb(い ず れ もBamHI断 片)をpUC19のBamHIサ イ トに ク ロー ニ ン グ した 。sprTの5'

領 域 を 含 む1.7kbのEcoRI-Ncol(+242位)断 片 とTn5か ら切 り出 した カ ナ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子

を 含 む2.4kbのNcoI-KpnI断 片 を 、pUC19にsprT下 流 領 域2.Okb(+740位 よ り下 流)を ク ロ ー

ニ ン グ し た プ ラ ス ミ ドのEcoRI-KpnIサ イ トに3断 片 ラ イ ゲ ー シ ョ ン で 挿 入 し た 。 こ れ に よ り、

sprT内 のNcoI-BamHI領 域(SprTのMet-56-Ile-222に 対 応 す る)に カ ナ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 が

挿 入 され て い る 。 こ の プ ラ ス ミ ドをE.coli JM110株 に よ り大 量 調 製 し、DraIで 切 断 して 線 状 に

した 後 、0.1MNaOHで ア ル カ リ変 性 一 中 和 を施 し、S.griseus IFO13350に 形 質 転 換 した 。 破 壊
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株 は染色体を抽 出 してサザ ンハイブ リダイゼー ションを行 うことで確認 した。

sprU遺 伝 子 破 壊 株 の 作 製

sprU遺 伝 子 破 壊 は イ ン フ レー ム 欠 失 株(sprUの+366～+1004、SprUのAla-40-Ala-252に 対

応 す る 領 域 の 欠 失)を 作 製 す る こ と に よ り行 っ た 。Arg-39に あ た る コ ドン か ら 上 流1.1kbと

Asp-253に あ た る コ ドン か ら 下 流1.1kbを 以 下 の プ ラ イ マ ー の 組 み 合 わ せ を 用 い てPCRで 増 幅

し た 。5'-CCGGAATTCGTACGCCGTGTACGCCTGGG-3'(下 線 はEcoRIサ イ トを 示 す)と5'-

CGCGGATCCGCGTTCCCCGCCGACGATCG-3'(下 線 はBamHIサ イ トを 示 す)で 上 流 を 、5'-

CGCGGATCCGACTCGCTCTGACCCCGGTC-3'(下 線 はBamHIサ イ ト を 示 す)と5'-

CCCAAGCTTCAGGACGAGTCGTTCCAGCC-3'(下 線 はHindIIIサ イ トを 示 す)で 下 流 を 増 幅 し

た 。pUC19に ク ロ ー ニ ン グ し て シ ー ク エ ン ス チ ェ ッ ク を 行 う こ と でPCRエ ラ ー が な い こ と を

確 認 した 。 続 い て2つ の 断 片 をBamHIを 介 して 結 合 してpUC19のEcoRI-HindIIIサ イ トに挿 入

し た 。pUC19の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト外 側 に あ るPvuIIで 切 り 出 し 、Tn5由 来 カ ナ マ イ シ

ン 耐 性 遺 伝 子 をpUC19に ク ロ ー ニ ン グ し て お い た プ ラ ス ミ ドのSmaIサ イ トに 挿 入 し 、破 壊 用

プ ラ ス ミ ド と した 。 こ れ をE. coli JMllO株 に よ り大 量 調 製 し、 ア ル カ リ変 性-中 和 を 施 してS.

griseus IFOI3350に 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 ドが抜 け落ちsprU欠 失株 となった もの を選

択 ・取得 した。

sprTsprU遺 伝子 同時破壊株 の作製

sprU遺 伝子破壊株を親株 として同様 にsprT遺 伝子破壊を行 うことで同時破壊株 を取得 した。

トリプシン活性測定

プ レー ト培養菌体か らのRNA抽 出と同様にYMPD培 地の上にセ ロハ ンをひいて植 菌 し培養

した。 菌体 とセ ロハ ンを取 り除き、菌体量をはかった後、プ レー ト培地 から5cm×5cmの 正方

形で培地 を切 り出 し、10mlの トリプシンア ッセイバ ッファー(50mM Tris-HCl (pH8.0), 20mM

CaCL2)と ともに50mlの シ リンジを数 回通 し粉砕 ・懸濁す るこ とで培地中の分泌蛋 白質を抽 出

した 。 遠 心 し て 寒 天 を 除 き 、分 泌 蛋 白質 溶 液 と し た 。890μlの トリプ シ ン ア ッセ イ バ ッ フ ァー 、

10μlの50mM N-benzoylarginine p-nitroanilide (BAPNA)と 混 合 し合 計900μlと し、37℃ で5

分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト後 、100μlの 分 泌 蛋 白質 溶 液 を 混 合 し て37℃ で15分 間 イ ン キ ュ ベ ー トし

て 反 応 さ せ た 。30%酢 酸(in dioxane)を400μl加 え る こ と で 反 応 を 止 め 、405nmの 吸 光 度 を
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測 定 す る こ と でBAPNAか ら 遊 離 し たp-nitroanilide量 を 測 定 した 。 活 性 の1ユ ニ ッ トは1分 間

に1μmolのp-nitroanilideを 生 成 す る の に 必 要 な 酵 素 量 と し た(Sarath et al., 1989)。

マク レアーゼ活性染角

菌株 は トリプ シン活性 測定 と同様 に、ただ しセ ロハ ンをひかず にYMPD固 体培地 で72時 間

培養 した。菌体 ごと培地 の分泌蛋 白質を、トリプシン活性測定 と同様 にサンプルバ ッファー(20

mM Tris-HCl (pH8.0), 1mM EDTA, 7mM2-mercaptoetanol,50mM NaCl)10mlに 懸 濁 ・抽 出 し た 。

遠心 して寒天 を除 き、上清を0.22μlの フィル ターで ろ過 した後、3倍 量のアセ トンを加え-20℃

で45分 放 置 。4℃, 13,000rpmで20分 遠 心 し、 蛋 白質 を 濃 縮 した 。 沈 殿 を サ ン プ ル バ ッ フ ァ ア

一500μlに とか して分泌蛋 白質溶液 とした。 これ をサケ精子DNA 10mg/mlを 含むSDS-pAGE

ゲル にて分離 した後、ゲルをサ ンプルバ ッファー に浸 し、4℃ で2時 間振 とう(途 中2回 ほ ど

バ ッファー を新鮮 な もの にかえ る)す るこ とによ り蛋 白質 を再生 した。蒸留水 で数 回す す ぎ、

反 応 バ ッ フ ァ ー(20mM Tris-HCl (pH8.0), 7mM 2-mercaptoethanol, 20mM NaCl, 10mM MgCl2,5

mM CaCl2, 10% DMSO)に 浸 し て37℃ で4時 間 反 応 した 。 エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド染 色 後 、UV

イ ル ミネ ー ター で サ ケ 精 子DNAの 分 解 を ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 と して 検 出 した 。 以 上 は 、Nicieza et

al., 1999を 参 照 し た 。

走査型電子顕微緒観察

各種寒天培地上で適宜培養 したプ レー トから培地 ごと菌体 を切 り出 したサンプルを2%

osmium tetroxideで40時 間 固 定 処 理 し た 。 風 乾 後 、 白金 処 理 を 行 い 、Hitachi S4000走 査 型 電 子

顕微鏡にて観察した。
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表2.1.2-1使 用 し た プ ラ イ マ ー
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