
第二章ArpAのA-フ ァクター結合変異体 の解析

-カ スケー ドの主要な役割を担 うArpAの 標的遺伝子はadpAの みである

2.2-I背 景お よび 目的

「A-ファクターがその特異的受容体ArpAと 結合 す ることでカ スケー ドが動 き始め る」 とい

うモデル は遺伝学的解析 によ り構築 された。序論に も述べたが、まずA-フ ァクター欠損株 であ

るHHlが 取得 され 、 この株 は形態 分化 ・二次代 謝を行 わず 、その形 質はA-フ ァクターの添加

によ り回復するこ とが示 され た。 さらにHHlの サプ レッサー変異体であるKM7お よびHOl株

は各々A-フ ァクター非依存 的に形態分化 ・二次 代謝を行 うが、一方で はこれ らの細胞抽 出液か

らは野生株 でみ られ るよ うなA-フ ァクター結合蛋 白質 の活性は見いだ され なかった(Miyake et

al., 1990; Onaka et al., 1997)。 こ うして、形態分化 と二次代謝 を抑制 してい る、その特異的受容

体 を介 してA-フ ァクターは働いている ことが推測 された。

そ の後ArpAを コー ドす る遺伝子 がクローニングされ、引き続 いてDNA結 合能 をin vitroに

おい て解析す ると、ArpAは5'-GG (T/C) CGGT (A/T) (T/C) G (T/G)-3'の パ リン ドロー ム配列 に結合

す ることも明 らか となった(Onaka and Horinouchi, 1997)。 このよ うなコンセンサス配列 をオペ

レー ター に もつ遺伝 子 を標的 としてArpAは 転 写抑 制 を行ってい ることが推測 されたが、 ス ト

レプ トマイ シン生合 成の経路特 異的転写 因子であ るStrRを コー ドす る遺伝子の上流には コンセ

ンサス配 列は見 られず、実 際ArpAは 結合 しなか った。 した がって、少 な くとも二次代謝 の、

ス トレプ トマイ シン生合成へのA-フ ァクター シグナル の到達 には他 の因子の介在が必要であ り、

ArpAと 形態分化 ・二次代謝をつな ぐシグナル伝達経路は全 く不明のままであった。一方で、A-

ファクター制御カ スケー ドの解析は5trR上 流 にA-フ ァクター依存的に結合す る転写因子の同定

とい う、 「下流か らの」アプ ローチ も行われ た。その結果 、strR上 流に結合す ることによってstrR

の転写 を促 し、ス トレプ トマイ シ ン生産 を開始 させ る転 写活性 化 因子 、AdpAが 取得 され た

(Ohnishi et al., 1999)。adpA遺 伝子破壊株 は予想通 りス トレプ トマイ シン生産能 を失 ったが、

意外に も形態分化能 も失 っていた。 さらに、adpAの プロモー ター領域 の塩基配列 を調べ ると、

ArpA結 合配列が見いだ され 、実際in vitroで の結 合も確認 され た。 こ うして、A-フ ァクター シ

グナル はその受容体ArpAと 転写活性化因子AdpAを 介 して形態分化 ・二次代謝を引き起 こす

ことが明 らか となった。

このよ うに してA-フ ァクター と受容体ArpAに よる制御モデルは構築 され たが、依然 として

これ まで解析 され てきたarpA変 異株 は全てHH1由 来であった。HH1はafsA遺 伝子を含む染色

体領域 が大 きく欠失 した 変異株 で あ り、A-フ ァクター生合成 のみ な らず他 の遺伝 子の変異 も含

まれ る。arpAの み を欠損 した変異株 は解析 されてい なかったため、 これ まで観察 され たarpA
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変異株の形質は他の変 異に よるものである ことも否定で きないことか ら、まず arpA 遺伝子破壊

株の作製 を行い、形質を観 察す ることに した。

とこ ろで 、A-フ ァ クター の ArpA との結 合については in vitro 解析 により詳 しく調べ られてい

る。 部位 特異的変異に よる アラニンスキ ャニングによ り、119番 目の トリプ トファン (Wll9)

がA-フ ァクター結合に必須 であることが示されている (Sugiyama et al.,1998) (図2.2,1) ArpA

の S. coelieolor A3 (2) におけるホモ ログである CprBの結晶構造 (Natsume et al., 2004) によれば、

W119は リ ガ ン ドポケ ッ ト内でブ チロラク トン骨格 と相 互作用する と予想 され た。W119A変 異

のArpAはDNA結 合 を保 持 しつ つA-ア ァ ク ター 結 合 を失 う。 したが って、 この変 異を染色体

に導入 すれ ばA-フ ァクター非感 受性 の形質を示すはず である。 arpA遺 伝 子破壌 株の 作製 と同

時に このような点変異導入株を作製することに よってもArpAの 機能解折を行 うことに した。

図2.2-1  y-プ チ ロラ ク トン受容体のア ミノ酸 アライン メン ト

ArpA (S. griseus)、  BarA (s. virginiae)、 FarA (s. lavendulae)、ScbR (S. coellcolor A3(2))に

つ いて 表 した。 青 色 でDNA結 合 ドメ イ ン であ る ヘ リッ クス-タ ー ン-ヘ リック ス と ア ラニ ン置

換 がDNA結 合 を 失わ せ るV41残 基 の 位 置 を示 した(Sugiyama et al,1998)。 赤 色 はA-フ ァ ク

ター結合に必 須のWll9残 基 である。
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また 、 他 のStreptomycesで は γ-ブ チ ロラ ク トン受 容 体 が そ の特 異的 な りガ ン ドの 生 産調 節 に

関 与 す る こ とが示 され て お り、A-フ ァ ク ター にお い て 同様 な機 構 が 存 在 す るか 否 か に も興 味 が

持 たれ た 。S. virginiaeに お け るarpAホ モ ログbarA、 お よびS. coe1icolor A3 (2)に お け るscbRの

遺 伝 子 破 壊 を行 う と 対 応 す る γ-ブ チ ロ ラ ク トン の 生 産 量 が 消 失 す る こ と が 示 され て い る

(Nakano et al.,1998; Takano et al.,2001)。 ま た 、S. lavendulaeに お け るarpAホ モ ログfarAの 遺

伝 子 破 壊 は対 応 する γ-ブ チ ロ ラ ク トン の 生産 量 が 激 減 す る(Kitani et al., 2001)。 こ の 点 につ

いて比較を行 うため上記のarpA変 異株 を用いて解析 を行った。

ArpAの 標 的遺伝子探索 は、in vitro解 析 によ り決定 され た結合配列 をプ ローブ としたサザン

ハイブ リダイゼー シ ョン、あるいはゲルシフ トPCR法 を用いた染色体上の結合DNA配 列の取

得 といったア プ ローチ によ って醗酵学研 究室 で精 力的 にな され て きた。 その結果、結合DNA

断片 としてABS2、 お よびABS3が 取得 された(ABS: ArpA-bindlng sequence、 ABS1はadpAの

プ ロモー ターで ある)。 しか し、ABS2に 関 してはArpA結 合配列 に変異を導入 した株 を作製 し

ても周囲のORFの 転写に影響 は見 られず、またそのORFの 遺伝子破壊株 を作製 して も顕著 な

形質 は見 られなかった。ABS3に 関 してはその周 囲のプ ロモーターか らの転写をS1マ ッピング

法によ り調べた ところ、プ ロモー ター活性がそ もそ もない ことが明 らかになった。このよ うに、

ArpAの 標的遺伝 子探索は難航 を極 めていた。 一方、前述の よ うにadpA遺 伝子破壊株 は我 々が

観察す るこ とが で きる形態分化 ・二次代 謝の形質 は全 て失 っていた。 すなわ ち、ArpAが 形 態

分化 ・二次代謝の制御 を行 う上で発現調節 を してい る標的遺伝 子はadpAの みで あって も全 く

矛盾 しないわけであ る。arpA変 異株 を利用す るこ とによ り、 この章では この点についての解析

も進 めた。

88



2.2-II結 果

arpA遺 伝 子破壊株(△arpA)の 作製 とその形 質

まず 、arpAの 遺 伝 子破 壊 株 の 作製 を行 っ た 。arpAの 遺 伝 子破 壊 株 に は イ ン ノレー ム 欠失 の方

法 を 用 い る ことに した(図2.2-2)。

図2.2-2 arpA遺 伝 子破壊 株 の 概 略

イ ンフ レーム 欠 失に よっ てΔarpA株 の 染 色 体 上ではArPAのAla-5か らGly-245に 対 応 す る塩

基配 列 が 欠 失 して い る。 この 中に にDNA結 合 ドメ イン であ るヘ リ ック ス.夕 ー ン へ リッ クス

(HTH)も 含 まれ る。

作 製 したΔarpA株 の 形 質 を 観 察 する と、 「無 秩 序 にA-フ ァ ク ター カ ス ケー ドが 動 き出 す 」 と

い う、 これ ま でのモデ ルか ら 予想され た通 りのarpA欠 損の形質 が形態分化 ・二次代謝 両方にお

いて 見られ た。 野生株 では36時 間培 養 より白色の気 中菌糸形成が観 察 され 、60時 間で コロニ

一全体 が 気 中 菌 糸 と な っ てい る のに 対 し、 ΔarpA株 で は24時 間 の 早い段 階 で既 に気 中 菌糸 形成

は開 始 して お り 、36時 間 で コ ロニー 全体 が 気 中菌 糸形 成 を行 った状 態 とな っ ていた(図2.2.3)。

ΔarpA株 は 栄 養 増 殖 が 十分 で な い 早期 か ら 形態 分 化 を 行 うか め、 形成す る コ ロ ニー は 小 さ く な

る傾 向 が あ った(図2.2-12の 液 体 培 養 の 生 育 曲 線 も参 照)。 ま た 、 ス トレ ブ トマ イ シ ン生産 も

野生株 では2日 目か ら 見られ るのに対 し、ΔarpA株Cは 培養1日 目からわずか なが ら生産が見

られ 時 期 が早 ま ってお り、 か つΔarpA株 で は よ り多 くの 生 産 量を 式 した(図2.2-4)。 低 コ ビー

プラ ス ミ ドで野 生型 のarpAを 導 入す る ことでこ れ らの 形 質 は相 補 され た(図2.2-5)。A-フ ァ ク

ター 生産 につ中 では 後述す る。
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図2.2.3 arpA遺 伝 子破壊 の形態分化 への 影響

YMPD固 体培地 につまよ うじで点植 菌 し、28℃ でそれぞれの時間培養 した。△arpA株 では36

時間 で既に コロニー全体が気 中菌糸(白 色)を 形成 している.

図2.2-4 arpA遺 伝 千破壊の 二次代謝(ス トレプ トマイ シン生産)へ の影響

グルコー スな しのBennett培 地 につ まよ うじで点植菌 し、28℃ でそれそれの時間 培養 した。

そ の後 、Bacillus subrillisの胞 予を重層 し、37℃ で一晩培養 して限 害円の大 きさをス トレプ ト

マ イシン生産量 として比較 した。培養を通 じてΔarpA株 のス トレプ トマイ シン生産最は 多い。
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図2.2-5 arpA遺 伝子破壊株 の相補

(A) 形態 分化の比較。pARPL(相 補用 プラス ミ ド)お よびpKU209(コ ン トロール〕 でarpA

遺伝子破壊株 を形質転換 した。これ らの株 をYMPD固 体培地につまよ うじで点植 菌 して28℃

で36時 間培 養 した.pARPLを 導入 した株 では形 態分化 が遅れ 基底 菌糸の ままであ るが 、

pKU209を 導入 した株 では△arpA株 と同嫌 に形態 分化が早 く、気中 菌糸を形成 してい る.(B)

二次代 謝(ス トレプ トマイ シン生産)の 比較。 グル コー スな しのBeoncu培 地 につ まよ う じ

で点植菌 し、28℃ で3日 間培養 した後、Bacillus subtilis胞子液の重層 によ り検出 した。pKU209

を導入 した△arpA 株(△arpA/pKU209)で は△arpA株 と岡様 ス トレプ トマイ シン生産量は多い

が、pARPLを 導入 した株(△arpA/PAIrPL)で は生産が抑制 され ている。

さらに、液 体培養 した野生榛 と△aapA棟 か ら抽出 した 鹿NAを 用い、ArpAの 標的 遺伝子 であ

るadpAの 転写 量をS1マ ッピング法に よ り綱ペ た(図22-6)。 野生株 では培養12時 間～24時

間でadfAの 転写量は ピー クを迎えるのに対 し、△arpA株 では嶋養6時 間力 らこの ビー クを上ま

わる量の転写 を示 した。 また、培餐を通 じて△arPA株 では より多 くの 幽 の転写が 児られ た.

これは、上犯の形質 と一致す る結果であった。

図2,2-6 S1マ ッピング法に よる野生株 と△arpA株 にお けるadpAの 転写の比較

YMPD液 体培 地で30℃ にお いてそれぞれの 時間培 養 した菌体 から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。
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MK2株(arpA:;Wll9A点 変 異株)の 作 製 とそ の 形質

次 に 、arpA遺 伝 子破壊 とは 逆 の 方向 か らA-フ ァ ク ター カス ゲー ドにお け るArpAの 役 割 と機

能 を 調べ る アプ ロー チ を行 つ た 。すな わ ちArpAがA-フ ァ クター に 関係 な く抑 制 能 を保 持 した

まま であ り,arpAよ り 下流 の シ グナ ル 伝 達 が 全て ス ト ッブ した 株 を 作 製 し、解 析 を行 つた こ

れ に は 、ArpAがA-フ ァク ター と結 合 するの に 必 須の 残 基 で あ り、DNA結 合 に は関 与 しない119

番 目 の トリブ トフ ァンを ア ラ ニンに 置 換 した 変 異型ArpA(ArpA-W119A)を 持 つ株 を作 製 す る

ことに よ り行 っ た。 遺 伝 子破 壊 の とき む同様 に 、変 異型atpAお よ びそ の 上流 と 下流 のDNA配

列を組み 込んだ ブラス ミドを形質転換 によ り染色体 に組み込み、その後野生型arpAが 抜 け落ち

変 異型arpAの み か 残 っ た株 を 得 るこ と でarpA::W119A点 変 異株(MK2株 と命 名)を 取 得 した

(図2-2-7)。

図2.2-MK1株 お よ びMK2株 の 概 略

MKI株 に は 野 生型 のarpAと 変 異を導 入 したarpA::W119Aの 変 異 型arpAの 両 方が 染 色体 上

に 存 在 す るMK2株 で は野 生 型が 抜 け 落 ち 、arpA::W119Aの 変 異型arpAの み が 染 色体 上に

残っ ている。 点 変異かarpA内 に存在す る以外 は野 生型 と同 じであ る。

MK2株 に ついて形質を観 察する と、MK2株 は形態分化を せず肌色の基底菌糸の ままであ り、

ス トレプ トマ イ シ ン 生産 や 黄 色 色 素 生 産 とい った 二次 代 謝 を 行 わ な い 、A-フ ァ ク ター 非 感 受 性

の株 であ っ た(図2.2-8)。A-フ ァ ク ター カ ス ケー ドの モデ ルが ス トッブ した場 合に 予 想 され る

形 質 と 一致 した 、 と 言 える 。 さら に 、プ レー ト培 養 した野 生株 お よ びMK2株 の 菌 体 か らRNA

を抽 出 し、ArpAの 標 的 遺 伝 子であ るadpAの 転 写 をS1マ ッビン グ法 に よ り調 べ る と、MK2株

ではadpAの 転 写 は ほぼ 完 全に 抑 え られ てい な(図2.2-9)。 この ことか ら、MK2株 の 細 胞 内 で

はA-フ ァ ク ケー の 有無 に 関 わ らずArpA-W119AがArpA標 的 プロ モ ークー に結 合 した まま その

転 写活性 を強 く抑制 しで いる こと、ArpAの 標 的遺伝 子は形態 分化 ・二次代謝に必 須の役割 を
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担 ってい ることが示 された。 MK2株 のA-フ アクター生産に っいては後述す る。

なお、 変異導入用 プ ラス ミ ドを形質転換 し得 られ た 、 1回 組み検え体(染 色体 上に野生型と

ArpA-WII9Aの 両 方のArpA をコー ドす る配列 が存在する。園2.2-7参 照 。) MK1株 はMK2株

と詞様の形質 を示 した. この こ とはW119A 変 異が ドミナン トネガテ ィブ変異 であ るとい うこ

とを示 す。 すなわ ち ，野生型ArPA の 存在 如何 に関 わ らずA-フ ァ クター 非感受性 とな った

ArpA-W119A が 十分 にArpAの 標的 プロモー ターを抑制 している、 とい うことが言える。

図2.2-8 MKI株 およびMK2株 の形質

[プ レー ト上]形態分化の比較. それぞれの株をYMPD 固体培地にぬ り、28℃ において3日 間

培養 した. wt(野 生株) 以外は墓底菌糸 (肌色)の ままである。 [プ レー ト左 下]二次代謝(ス

トレプ トマイシン生産) の比較。グル コー スな しのBennett培 地 につ ま よ う じで 点 植 菌 し、28℃

で3目 間培養 した後、 Bacillus subtilis胞子液の重層による阻害円により検出した。 [プ レ ー ト

右下]二 次代謝 (黄色色素生康) の比較。それぞれの株を SMM-PO4 プ レー ト (黄色色素生

産培地) にぬ り、 28℃ において3 日間培養 した。 wt(野 生株)の み黄色色素を生産して黄色

に な っ て い る。
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図2.2-9 SIマ ッビング法による野生株 とMK2株 にお けるadpAの 転 写の比較

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からRNAを 抽出 した。hrdB

は恒常的に発環す るシグマ因子であり、RNA量 の コン トロールである。

形態分化・二次代謝に関わるArpA の標的遺伝子はadpA のみで十分ある

次 に、MK2株 を利 用す るこ とに よって、「二次代謝 ・形態分化に関 わる、ArpAの 標的遺伝 子

はadpA以 外 に存在す るのか?」 とい う疑 問を調べ る実験 を行 った。MK2株 はArpA-Wll9Aに

よ り、A-フ ァクター カスケー ドのarpAよ り下流の シグナル伝達 は全て ス トップ してい る株 で

あ る。 ここで、adpA以 下の シグナル伝 達軽路だけ を活性化 させるよ うな細 工を施 し、その形質

を観 察すればadpA以 下 のカスケー ドの役割 ・重 要性 を調べる ことがで きるはず である。 この

実験 を行 うには、adpAを 大腸 菌のlacプ ロモーターにつ なぎ、A-フ ァクターシ グナルに依存 し

な いでAdpAを 強制発現 させ るよ うな低 コピー プラスミ ド、pADP20Lを 利月 す ることに した。

コン トロール として、プ ロモーターがadpAプ ロモーターその ままであ るpADP10Lを 用いた。

なお 、放線菌において もlacプ ロモー ターが機能す る ことはすでに報告 されてお り(Ohnishi  et al.,

1999:Ueda et al.,1996)、 またpADP20Lを 導入 した際の転写 もS1マ ッピング法によ り確認 して

い る。

これ らのプラス ミ ドをMK2株 に形質転換 し、形質 を調べた結果、AdpAを 強制的に発現 させ

たMK2/pADP20Lで は形態分 化が回復 し、 ス トレプ トマイシ ン生直および黄色色素生産の二次

代 謝 も回復 していた(図22-10)。 形態分化については走査型 電子顕微鏡 でも確 認 したが、隔壁

の 異常 もな く、胞子は正常に成熟 してい るのが確認 された(図2.2.11)。 一方、プ ロモー ター を

変 えずにadpAを 導入 したMK2/pADP10Lで はこれ らの形質 の回複 は見 られなか った。 この こ

とか ら、少な くとも我 々が観 察 して いる条件 下にお いて 「形 態分化 ・二次代謝 に必 要なArpA

の標的遺伝 子はadpAの み で十分である」 とい うこ とが明 らかとなった。
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図2.2-10 AdpAの 強制発現に よるMK2株 の形質の相補

野生株(wt)、pADP10L導 入株(MK2/pADP10L)、pADP20L導 入株(MK2/pADP20L)に つ

い て調べ た。それぞれ の培 養、検出法は図2.2-8と 同様であ る。[プ レー ト上]形 態分化の比

較 。[プ レー ト左 下]二 次代 謝(ス トレプ トマイシン生産)の 比較。[プ レー ト右 下]二 次代謝

(黄色色素生産)の 比較。

図2.2-11 AdpAの 強 制発現に よるMK2株 の形質の相 補(電 子顕微鏡観察)

野生株(wt)お よびpADP20L導 入株(MK2/pADP20L)をR2YE固 体培地上で28℃ におい

て3日 間培養 し、走査型電 子顕微鏡 を用いて観察 した。 どち らも胞 子が正常に成熟 している。
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arpA およびadpA 変異株のA- ファクター生産

これ まで、A-フ ァクター生産 についてはafsAが 生合成 に強 く関与 している こと以外、その制

御機構 を含めて不明 であ る。 また、は じめに述べ たよ うに γーブチロラク トンシグナルの生産は

その受容体によ り制御 され ていることが他のStreptorrlycesで 報告 され ている。そこで、野生株、

arpA破 壊株 、MK2株 、adpA破 壊株 についてA-フ ァクターの生産量を調べた(図2.2.12)。

その結 果、arpA遺 伝 子破壊株は野 生株 とほぼ 同 じ量のA-フ ァクター を生産 してお り、他の

Sfreptomucesの 例 とは異な ることが明 らか になっ払 しか し、予懇外な ことにMK2株 は野生株

よ りも多量のA-フ ァクター を生産 し、adpA遺 伝子破壊株は さらに多 い量のA-フ ァクターを生

産 した。adpA遺 伝 子破壊株ではAdpAが 完全にな く、MK2株 ではわず かなが ら存在す る とい

うことを考えると、AdPAがA-フ ァ クター生産 を何 らか の形 で負に制 御 してお り、AdpA量 の

差が この違いに表れ ていると考 えられる。arpA遺 伝 子破 壊株 では編胞 内AdpA量 が増えている

と考え られ るが、A-フ ァクター坐産の抑制には野生株 でのAdpA量 で 十分であるためにarpA遺

伝 子破壊味 でよ り△-ファクター生産 が抑制 され る とい うことは なか ったの だろ う。

図2,2-12  A-フ ァクターア ッセイに よるA-フ ァクター生産 量の定量

野生株(wt)、arpA破 壊株(△arpA)、MK2株 、adpA破 壊 株(△adpa)をYMPD液 体培地で

28℃ において培 養 した。(A)そ れぞれの株の生育(液 体培地100mlの 菌体量)。 △arpAにA-

フ ァクター カス ケー ドが早 く動 き出す ために他の株に比べて生育がやや抵い。(B)A-フ ァクタ

一生産量
。培養上清1mlあ た りのA-フ アクター量を示 した。
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2.2-III討 論

arpAの 各種変異株 、△arpA株 、MK1株 、MK2株 の作製 と解析 を行 った本研究に よって、A-

ファクター受容 体の機能 につ いて これ まで示 され て きたモデルが正 しい ことを確認 できた。 さ

らに、MK2株 を利用 した解析 によってArpAの 主要な標 的遺伝子 はadpAの みであ ることを証

明できた。 これ らの結果 によって、S. griseusと 他種 の制御 系 との比較が可能にな ったので、以

下に述べ る。

γ-ブ チ ロラ ク トン シ グナ ル に よ る制 御 シス テ ム は様 々なStreptomyoes属 で そ の 存 在 が 示 され

て い る。 これ らは γ-ブ チ ロ ラ ク トン シ グナ ル の み 、 また は そ の受 容体 のみ の 同 定 とそ の 生理 的

機 能 の 報 告 が 多 い が 、4種 類 のStreptomyces属 で シ グナ ル 分 子 と受 容 体 の 両 方 が 同 定 され て い

る。 まずS.griseusに お け るA-フ ア ク ター とArpA、 そ れ か らS.coelicolor A3(2)に お け るSCBl

とScbR(Takano et al.,2001)、S. virginiaeに お け るバ ー ジニ ア ブ タ ノ ライ ドとBarA(Okamoto et

al.,1995)、S.lavendulaeに お け るIM-2とFarA(Waki et al.,1997)で あ る。これ らの制 御 系 は各 々

生 理 的 な機 能 を持 って い るが 、 大 きな違 い はA-フ ア ク ター とArpAの 系 の 生理 的 機 能 が 二 次代

謝 のみ な らず 形 態 分 化 に も及 んで い る点 で あ る(第 一 部 の序 論 も参 照)。 他 の3種 は全 て 抗 生物

質 生産 の制 御 の み に働 いて い る。

これ に加 えて他 の3種 とは異な りarpAはA-フ ァクター生産制御への関与 は していないとい

うことが本研究に よ り明 らかになつた。他 のscbR、barA、farAの 遺伝子破 壊株 では対応す る γ

-ブ チ ロラク トンの生産が消失 、も しくは激減す る。ScbR、BarA、FarAは 自身 の転写 を抑 える

自己抑制 を伴 う制御機構 を持 つているが、 これ らはそ の機構 とともに何 らかの形で γ-ブ チロラ

ク トンの生産を正 に制御 しているのだろ う(Kinoshita et al.,1997;Kitani et al.,1999; Takano et al.,

2001)。ArpAは 自身のプ ロモー ターへ結合せ ず、 自己抑 制機 構は持 っていない ことがわか って

いる(data not shown)。arpA遺 伝子破壊株のA-フ ァクター生産は野生株 と変わ らず同様 である

が、そのかわ りArpAの 唯一の標的遺伝 子で あるadpAに よつてA-フ ァクター生産は抑制的な

制 御 を受 けて いる。その制御機構 は不明 であるが、AdpAの 標的遺伝子の1つ が コー ドする蛋

白質が生合成の制御 系 を負に調節 してい るか、 もしくはA-フ ァクター を直接分解 ・修飾 してい

るのでは ないか と考 えて いる。 また、いずれの株 も培養後期 には速や かにA-フ ァクター活性が

失われ た(図2.2-12)。 この メカニ ズムは不 明であ り興味が持たれ るが 、このメカニ ズムがA-

ファクター量が多 くな る24～48時 間 にも働 いてい るとすれば、AdpAに よるA-フ ァクター抑制

と関係があるか もしれない。

S.griseusで はAdpAが 二次代謝 と形態 分化の鍵 とな る転写因子 として、様 々な遺伝子の活性

化を行 う。このAdpAを 唯一の標的 としてArpAが 制御 を行 うことによ り、A-フ ァクター とArpA

の系が 二次代謝 と形態分化 を同時に制御す る ことを可能 に してい る。 またAdpAは 標的 と して
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ス トレプ トマイ シン生産の経路特 異的転 写因子であるStrRの 発現 も制御す る。他の γ-ブ チ ロ

ラク トン受容体 の例 でその標 的が分 かっているもの では、 γ-ブ チ ロラク トン受 容体が直接抗生

物質生合成 の制御 を行 っている と考 えられ るものばか りであ る。例 えばS.fradiaeの γ-ブ チ ロ

ラク トン受容体TylPは タイ ロシン生合成の経路特異的転写因子 であるTylsを コー ドす る遺伝

子 の プ ロ モ ー タ ー に 結 合 して そ の 発 現 を制 御 し(Stratigopoulos et al.,2002)、 ま たS.

PristinaespiralisのSpbRは プ リステ ィナ マ イ シン生 合成 の経路 特異 的転 写因子 を コー ドす る

PapRlの プ ロモー ターを制御す る(Folcher et al.,2001)。 また、S.coelicolor A3(2)の 巨大プラス

ミ ドSCP1に コー ドされ るメチ レノマイ シン生合 成 クラス ター(Bendey et al.,2004)やS.

venezuelaeの ジャ ドマイシンBの 生合成 クラス ター(Yang et al.,1995)に は γ-ブ チ ロラク トン

受容体 をコー ドす るORFが 位 置 してお り、それ ら抗生物質の生合成への関与を強 く示唆 してい

る。上述のBarAを コー ドす る遺伝子 もバージニアマイシン生合成 クラス ターに位置 している。

γ-ブ チ ロラ ク トンによる制御 系は二次代謝 に関与す る ものが主要で あるが、 これ は γ-ブ チ ロ

ラク トンシ グナルが受容体 を介 して直接二次代謝 の制御 系に伝 え られ ているか らであろ う。 上

述の ように、ArpAはadpAを 介 してか らA-フ ァクターシ グナル を二次代謝生産 の制御 系に伝達

している。

AdpAに 関 しては、同 じくS.coelicolor A3(2)に おけるAdpAホ モ ログ、AdpAc/BldHは 形態分

化 に必須 の役割 を持 ってい るこ とが明 らか になって いる(Nguyen et al.,2003;Takano et al,

2003)。 しか し、 こちらは γ-ブ チ ロラク トンに よる制御 系 とは独 立な系 である。す なわ ち、多

くの場合 γ-ブ チ ロラ ク トンに よる制御 系は二次代謝に強 く関与 し、AdpAの 系 は形態分化 に強

く関与 しているが両者 は独立 な制御 系であ り、S.griseusは この2つ の制御 系が1つ に融合す る

ことに よってA-フ ァクター の多様 な生理的機能 を生み出 していると言 うことができる。
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2.2-IV 材 料お よび方法

arpA遺 伝 子破壊株の作製

arpA遺 伝 子 破 壊 株 の 作製 に は イ ン フ レー ム欠 失 の 方法 を とった 。 図2.2-1 も 参 照 。 この イ ン

フ レー ム 欠 失 に よ っ てAla-5か らGly-245の 領 域 に対 応 す る塩 基 配 列 が 欠 失 す る。 以 下 に破 壊

用 プ ラ ス ミ ドの構 築 につ い て 述べ る。arpAを 含 む4.4kbのSalI断 片 はpARP-Sa1と し て以 前 に

pUCI9に ク ロー ニ ング され てい た(Onaka et al., 1995)。 そ こで さ らに定 法 に よ りarpAの 下 流領

域2.8kbのBamHI断 片 をpARP-Bamと してpUC19に ク ロー ニ ン グ した。 次 に 、arpAのGln-4

よ り 上 流0.3kbを プ ラ イ マ ー5'-GGGTTCGGTTCGCCGGGACC-3'と5'-

CGGAATTCCTGCTTCGCCATTTCCTGCC-3'(下 線 はEcoRIサ イ トを示 す)を 用 い たPCRに よ

り増幅 し、BamHI-EcoRI処 理 してpUC19に ク ロー ニ ン グ した。PCRエ ラ ー が な い こ とはDNA

シ ー クエ ン ス に よ り確 認 した 。pARP-Sal内 の 領 域 で この断 片 のBamHIよ り下 流 に あ る領域(1.3

kbのBamHI-SalI領 域)をPCRに よ り得 た0.3kbの 断 片 と取 りか えた形 の3.4kbのSalI-EcoRI

断 片 を作製 し、 さ らにpARP-Bamか ら切 り出 した2.8kbのEcoRI-BamHI断 片 とつ な げてpUC19

に 組 み 込 ん だ 。 この プ ラ ス ミ ドの マ ル チ ク ロー ニ ン グ サイ トにTn5か ら切 り出 した カナ マ イ シ

ン耐 性 遺伝 子 を含 む1.9kbのBmHI-HindIII断 片 を組 み込 み 、破 壊 用 プ ラ ス ミ ドと した。 これ

を 且coli JM110株 に よ り大 量調 製 し、 アル カ リ変性 一 中和 を施 してS.griseus IFO13350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arpA欠 失 株 とな っ た もの を選 択 ・取 得 した。

また 、arpAの 相 補 用 プ ラ ス ミ ド(pARPL)はarpAを 含 む2.0 kbのXhol-SalI断 片 をpUCI9

に ク ロー ニ ン グ した 後 、 マ ル チ ク ロー ニ ン グサ イ トを利 用 して 全 長 をEcoRI-SalIで 切 り出 し、

シ ャ トル ベ クター で あ る低 コ ピー ベ ク ターpKU209に 組 み 込 む こ とで 作製 した。

MK2株(ArpA-W119A変 異 株)の 作 製

arpA::W119A変 異配列 を作製 し、それ を第一章のsgmA上 流AdpA結 合配列への変異導入 と

同 じ要領で染色体 に導入 した。 図2.2-7も 参照。

まず 、arpA内 のKpnl-BamHI断 片 、0.4 kbをpKF18に 組 み 込 ん だ 。 これ を鋳 型 と して 、5'-

(Phosphate)GGGCGACgcGATCGACGCGACGGCCCGGATGC-3'(小 文字 が変異配列の結果W119A

のア ミノ酸 置換 となる塩基配列、下線 は変異導入確認 を容易 にす るためのPvulサ イ ト)プ ライ

マーを用いたMutan-Super Express Km (Takara)に よる変異導入で変異導入配列 を作製 した。変

異導入が正 しく行われた こと及びPCRエ ラーがない ことをDNAシ ークエンス によって確認 し
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た。 プ ラス ミ ドよ り変 異 を含 むkPnI-BamHI断 片0.4kbを 切 り出 し、pUC19に ク ロー ニ ング し

た 。 この プ ラス ミ ドのBamHIサ イ トにpARP-Bamか ら 切 り出 したarpA下 流 のBamHI-BamHI

断 片2.8kbを 組 み こん だ。 そ の 後 上 流 のXbaI-kpnl断 片(pARP-Sal由 来 、XbaIは マ ル チ ク ロー

ニングサイ ト)を 組み こんで、変異がほぼ真ん中に位置す るarpA周 辺6.9kbの 断片をもつプラ

ス ミ ドが完成 した。このHindIIIサ イ トにTn5か ら切 り出 したカナマイ シン耐性遺伝子 を含む1.4

kbの 断片 を組み こんで染色体への変異導入用 プラス ミ ドを構築 した。

このプ ラス ミドを用い、sgmAで 行 ったAdpA結 合配列へのinvivoで の変異導入 と同様に し

てarpA::W119Aをs.griseus 野生株 の染色体 に導入 した。確認 はカナマイ シン耐性 遺伝子 のサ

ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ びPCRに よ り 行 っ た 。 プ ラ イ マ ー はW119A-F(5'-

CGCGGTGGAGACCTTCCGGG-3')とW119A-F(5'-CCCGGAAGGTCTCCACCGCG-3')を 用 い

た。 これ らはarpA下 流の配列であ り、互いに相補 的である.一 回組み換 え体にお いて 目的の位

置 にプラス ミ ドが組 み こまれた ときのみ約10kbの 断片が増幅 され る。 二回めの組 み換 え確認

は変異導入部位の塩基配列を確認す ることにより行い、変異導入株 と野生株に戻った株を選別

した。

AdpA強 制発現用 プラスミ ド

以 下 、 全 て 大 西 らに よ り構 築 され た(Ohnishi et al.,1999)。

・pADP1OL:プ ロモ ー ター を変 えず にadpAを 低 コ ピー ベ ク ターpKU209に ク ロー ニ ン グ した も

の 。

・pADP20L:プ ロモ ー ター をlacプ ロモ ー ター に置 換 したadpAを 低 コ ピーベ ク ターpKU209に

ク ロー ニ ン グ した もの 。

S1マ ッピング法による転写解析

RNA抽 出法、S1マ ッピン グ法の手法 に関 しては前章 まで と同様であ る。た だ し、液体培養

した菌体か らのRNA抽 出については、以下の ように培養 を行 った。YMPD液 体培地で30℃ 、60

時間前培養 し、菌体を同 じ量の新鮮なYMPD液 体培地で2回 洗い、再度菌体を同 じ量の新鮮な

YMPD液 体 培 地 に懸 濁 した。 これ を100m1のYMPD(500m1坂 ロ フ ラ ス コ)に1%植 菌 し、30℃

で本培養 した。

S1マ ッ ピ ン グ 法 の プ ロ ー ブ 作 製 に 用 い た プ ラ イ マ ー は 、adpA は 5'-

CGGTCGGTAATCCGGCCCTG-3(-274to-255)と5'-TCTACTGGCGTCGCGTGGTCC-3'*(+150to

+131)で あ り 、hrdB は5'-TCGATGAGCGCCATCACAGACTCG-3'(+193to+170)と5'-

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

ル した)で あ る。
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YMPD液 体培地 で培養 を行 った。培養 については上記のSlマ ッピング法で液体培養 した菌

体か らのRNAを 用いる場合 と同様 である。サ ンプ リング した培養上清5mlを 等量の酢酸エチ

ル で2回 抽出 し、エバポ レー ターで溶媒 を除いた後、適量のエ タノール に とか してサ ンプル と

した。 バイ オア ッセイによる定量は原 らの方法(Hara and Beppu,1982)に よった。
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