
第三章AdpAの 自已転写抑制機構の解析

2-3-1背 景お よび 目的

A-フ ァクターは その特 異的受 容体ArpAと 結合 し、adpAプ ロモー ター領域 に結合 したArpA

を解離 させ るこ とに よってadpAの 転 写 を活性 化 させる。 このAdpAは 、A-フ ァクターが 引き

起 こす 様 々な生理的 変化 を担 う重要 な 「鍵 」 とな る因子 であ る ことは前章までに述べて きたこ

とから十分理解できるだろう。 しかし、気中菌糸形成か ら胞子形成 も含めた形態分化、お よび

二次代謝に関する多数の遺伝子の転写を活性化するAdpAの 発現制御は、単純にA-フ ァクター

とArpAに よるものだけなのであろ うか?様 々な現象、時系列の遺伝子群を活性化 させ るから

にはAdpAの 細胞 内濃度は厳密に制御されていることが予想される。adpAの 転写開始を決定す

るの はA-フ ァクター とArpAに よる制御 系であることは間違 いな いが、転写開始後 に も別 の発

現調節 があるのではな いだろ うか 。実際、adpAを コー ドす る領域の配列 を見 ると、adpAは 転

写開 始点か ら翻訳開始点 まで263 bgと い う長い非翻訳5°領域 を持ち、またその上流には764 bp

とい う長い、ORFもtRNAも コー ドしていないDNA領 域を持ってお り、 このよ うな特異な構

造か らも特別 な調節機 構の存在が推察 され 、興味が持たれ た。 また、AdpAはC末 ドメインに

AraCフ ァ ミリーに属す る2つ のヘ リックス・ター ン・ヘ リックスモチーフからなるDNA結 合 ド

メイ ンを 持つ 一方 、N末 側 に はThij/Pfpl/DJ-1フ ァ ミ リー と相 同性 の ある ダイ マー 形 成 ドメイ ン

を もって お り、 ダイ マ ー を 形成 して い る(Ohnishi et al.,2005)(図2.3-1)6こ の2つ の ドメイ ン

がAdpAの 特徴的な構造 であ るが、N末 端 ドメインを形成す るThiJ/Pfpl/DJ-1フ ァ ミリーはダイ

マーのみな らず ヘ キサマー を とる ことも報告 され てお り、 また依 然 と して機 能 仁関 してはっ き

り しない点 もある(Bandyopadhyay and Cookson.2004;DU et al.,2000)。AdpAに おいて も単に ダ

イマー形成のみな らず他 にも機能を持つ可能性が ある。

以上の理由からAdpAの 別の発現制御に注 目した。翻訳調節や翻訳後調節ももちろん考え ら

れるが、ここでは転写調節に注目し、adpAの 発現調節機構を詳 しく調べることによりAdpAは

その標的遺伝子の転写を活性化するのに対 して、自身に対 しては転写抑制を行っていることを

明らかに していった。

図2.3-1 AdpAの 構 造
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2.3-II結 果

adpA遺 伝 子破壊株 ではadpAプ ロモー ター活性瀞上昇する

A-フ ァクターカ スケー ド上流に位置 する ArpAに ついては 、前章におい て遺伝 子破壤株お よ

ぴMK2株 を作製 し、それらの株における adpAの転写最を調べることによつてadpAの 転写に

及ぼす影響を明らかにした。 では、その下流に位置するAdpA、 あらいはAdpA標 的遺伝子が

コー ドする蛋白質は どのような影響を持つのか?adpAの 転写への関与を調べるため、プ レー ト

培養 した野生株 とadpA遺 伝子破壊株(△adpA株)の 菌体からRNAを 抽出し、Slマ ッピング法

に よ りadpAの 転 写最を比較 した(図2.3-2)。 その結果、△adpA株 では蜂生株 に比べてadpAの

転写最が増加 していることが明 らかになった。基底菌糸である培養24時 間で△adpA株 における

adpAの 転写最は晦に増加 してお り、また基底菌糸と気中菌糸が混 じった状態である培養48時

間でもadpAの 転写量の増加は見 られた。 しか しながら、気中菌糸と胞子が混 じった状態であ

る72時 間培養では野生株においても△adpA株 においてもadpAの 転写は消失していた。この72

時間における転写消失の機構 にも輿味は持たれるが、24時 間および48時 間培養菌体で見られ

たadpAの 転 写増加 に着 目す ることに した。 これは△adpA株 で見られた ことから、AdpA自 身、

またはAdpAが 転写活性化する標的遺伝子の産物がadpAプ ロモーターに抑制的に働いている

ことが予想 された。

図2.3-2 Slマ ッピン グ法に よる野生株 と△adpA破 壊株 にお けるadpAの 転写量比較

YMPD固 体培地上でそれぞれの時間培養 した菌体からRNAを 抽出し、Slマ ッピンク法によ

りadpAの 転 写量を比敏 した。hrdBは 恒常的に登現 しているシグマ因 子であ り、RNA最 の コ

ン トロール であ る。SM:基 底菌糸、AM:気 中菌糸、SP:胞 子、を示す。
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adpAの 上 流3カ 所 にAdpAは 結 合する

AdpAが 直接 自身 のプロモーター に働 くことで転写を抑制 しているのであれ ば、AdpAはadpA

遺伝子 上流 に結合す るはず であ る。そ こで、ゲル シフ トア ッセイに よ りAdpAの 結合 を調べた

(図2.3-3)。probe A(-155～-10、 転 写 開始 点 を+1と す る)、probe B(+6～+150)、probe C(-77

～+47)
、Probe D(-465～-136)、probe E(+103～+495)、probe F(-155～+76)の6つ を用 意 し、

AdpAと の 結 合 を調 べ た と ころ 、 まずprobe Aと 強 い結 合 が 見 られ た 。 この結 合 の 強 さはAdpA

標 的 遺 伝 子 上 流 へ のAdpA結 合 で 見 られ る もの とほぼ 同程 度 であ る。probe Bに つ い て調 べ る と、

結合 は見 られ た もの の、probe Aに 比 べ て非 常 に 弱 い結 合 で あ っ た。probe C、probe D、probe E

に つ い て は結 合 が 見 られ なか った が、probe Cに 関 して はAdpAを 多 量 に入 れ た場 合 にAdpAと

の 結 合 を示 す位 置 に わず か に シ フ トバ ン ドが 見 られ た。 興 味 深 い こ とに、probe Fに 関 して は シ

フ トバ ン ドが2つ 見 られ た。 下 の シフ トバ ン ドがprobe FとAdpAダ イ マ ー1つ の複 合 体 を示

す もの 、上 の シ フ トバ ン ドはprobe FとAdpAダ イ マ ー2つ の複 合 体 を示 す もの で あ る こ とが

予 想 され た。 また 、AdpAダ イ マ ー は1カ 所 の結 合 部 位 に1つ 結合 す る こ とか ら、probe Fの 内

部 の2カ 所 にそ れ ぞ れAdpAダ イ マ ー が1つ ず つ 結 合 し、 か つ 、2本 の シフ トバ ン ドが見 られ

た こ とか ら各 々 の結 合 部 位 に対 す るAdpAダ イ マ ー の ア フ ィニ テ ィ には か な りの 差 が あ る と考

えられ た。

以上か ら、adpAは 自身の転写抑制 に関与 し、かつAdpAは 自身の遺伝子 上流 に結合す ること

が明 らか となった。 さらに詳細に解析 を行 うことによって これ らの関係 を調べた。
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図2.3-3ゲ ルシツ トアッセイによるAdpAの 結合解析

用 いた プ ロー ブ は 、probe A (-155～-10)、 prove B(+6～+150)、 probe C(-77～+47)、prove D

(-465～-136)、 probe E(+103～+495)、 probe F(-155～+76)で あ り、上にadpA上 流 領 域 の

概略図 とプローブの位置(結 合が見られたプロープは赤色)を 示 した。□で示 した番号の位

置 はAdpA結 合 部位(後 述)のsitel、site2、site3を 示す。矢印 で シフ トパン ドを示 した。

DNaseiフッ トプ リン ト法 によるAdpA結 合部位の決 定

ゲルシブ トアッセイにより示きれたAdpA結 合部位の位置を正確に決定するため、DNase Iフ

ッ トブ リン ト法を行 った。probeAに おけるAdpA結 合部 位 を調べる と、セ ンス鎖においては-128

～－85の 領域に結合が見られた.こ の領域中にはAdpA結 合 コンセンサス配列が2力 所、-126

～－117(5-TGACCOQATA-3')お よび-88～-97(5'-TGGCTTAAAA-3')、 が見 られ た(図2.3-4

お よび図2.3-10)。 この 結合部位 をsite 1と 呼ぶ 二 とにす る。 また、-112、-110、-100、-99の

位置はハイバーセ ンシティブサイ トとなっているのが見られた。ハイバーセンシティブサイ ト

にAdpAと の複合体を影成した結果おこるDNAの ゆがみ.等で表面に露出し、DNase 1と 接触 し

易くなったためにDNase 1に よる切断がより多くなって出現す6も のである。この ょうな現象

はDNA結 合蛋白を用いたDNase 1フ ッ トプリン ト法においてはよく見られるものであり、これ
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までAdpA標 的遺伝 子上流をブローブ と したア ッセイでも見 られ た ものである。site1の ア ンチ

センス鎖 につ いて 調べ ると、-87～-128の 位 置が結合領域で ある ことがわかっ た。ハイパー

センシテ ィブサイ トは-126、 -114、 -113、 -112、 -102に 見 られ た。セ ンス鎖 、アンチセ ン ス鎖

ともに、 これ までのAdpA標 的遺伝 子にお けるAdpA結 合 部位では、1領 域のハイパー セ ンシ

テ ィブサイ トが見いだされ るのみだ ったが、adpA上 流のsite1は 多数の領域が見 られ、 これ ま

でとは異な る結合様式を示唆す るものであった。

図2.3-4 DNase1フ ッ トプ リン ト法 に よ るadpA上 流 のAdpA結 合 部位 決 定(site1)

加 え たAdpAの 量 は 、 レー ン1:0μg、 レー ン2:0.04μg、 レー ン3:0.1μg、 レー ン4:0.2μg、

レー ン5:0.4μg、 レー ン6:0μg。 下に用 いた プ ロー ブの領 域 を 示 した。*は32Pラ ペ ル した

側 を示 す 。 矢印 はAdpA結 合 コ ンセ ン サ ス配 列の 位置 と方 向。 ▼ はDNase1ハ イ パ ー セ ンシ

テ ィプサ イ トを示 す(1と2は セ ン ス鎖 、 ア ンチ セ ン ス鎖 と もほぼ同 じ位 置)。
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次 に、probe Bに おける結合部位 を調べた(図2.3-5お よび図2.3-10。 その結果、セ ンス鎖 の

+66～+94、 お よび アンチセ ンス鎖の+99～+66にAdpAが 結合 して いるこ とが わか った。 この

結合領域 をsite3と 呼ぶ ことにす る。結合 コンセ ンサス配列はアンチセ ンス鎖に1カ 所、+85～

+76(5'-IGGCGTGAAG-3')に 見い だ され た。 また、ア ンチセ ンス鎖 の+71、+72の2塩 基 にお

いてハイパーセンシテ ィブサイ トとなっているのが見られた。

図2.3-5 DNaseIフ ッ トブ リン ト法に よるadpA上 流のAdpA結 合部位決定(site3)

加 えたAdpAの 量 は 、 レー ン1:0μg、 レー ン3:0.1μg、 レー ン4:0.2μg、 レー ン5:0.4μg、

レー ン6:0μg。 下に 用い たプ ロー ブの領 域 を示 した。*は32Pラ ベ ル した側 を示す 。矢印 はAdpA

結 合 コ ンセ ンサ ス配 列 の 位 置 と方 向 。 ▼ はDNaseIハ イ パ ーセ ン シテ ィブサ イ トを 示す 。
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site 1とsite 3に はAdpAが 独 立 に結 合す る。しか しなが ら、以 下 に述 べ るsite2はsite1にAdpA

が 結 合 す る と きに の みAdpAが 結 合 す る、 今 ま で に 見 られ な いAdpA結 合 を示 した。 上述 の と

お り、ゲ ル シフ トア ッセ イ(図2.3-3)の 結 果 、probe Aに はAdpAダ イ マ ーが1つ 強 く結 合 、probe

Cに は ほ んの か す か にAdpAダ イ マ ー が1つ 結 合 して い る のが 見 られ た 。しか し、probe Aとprobe

Cの 領 域 を 両方 含 むprobe Fに は 強 い ア フ ィニ テ ィで2つAdpAダ イ マ ー が結 合 して い る こ とが

示 唆 され た。 上 記のDNase Iフ ッ トプ リン ト法 に よる解 析 に よ り、slte1は-128～-85で あ る こ

とが わ か っ た が、site1へ のAdpA結 合 が 、probe Cの 領 域 内 のAdpA結 合 を高 め た結 果 、probe F

で は2つ のAdpAダ イ マ ー が 強 く結 合 して い るの が 見 られ た の で は と考 えた。予 想通 り、probe C

を 用 いたDNase Iフ ッ トプ リン ト法 で は見 られ な いAdpA結 合 領 域 が、site Iを 含 む プ ロー ブ を

用 い る こ とに よ っ て検 出 す る こ とが で きる よ うにな っ た(図2.3-6)。site l依 存 的 にAdpAが 結

合 す る この領 域 をsite 2と 呼 ぶ 。 この よ うな 「協調 的結 合 」 は他 のAdpA標 的 へ のAdpA結 合

の例 で は見 られ な か った 、adpA上 流 へ の結 合独 特 の もの で あ る。

site 2と し た この 領 域 は 、-59～+37と い う異 常 に長 い 領 域 で あ った(た だ し、 結 合 領域 を検

出 で きた の は ア ン チセ ン ス鎖 のみ で あ る。site lを 含 む 長 いプ ロー ブ を用 いな けれ ば な らな い た

め 、 ゲ ル 泳 動 上 で セ ン ス鎖0)結 合 領 域 は技 術 的 に検 出 不 可 能 で あ っ た。 そ の た め 、 以 下 の解 析

で は セ ン ス鎖 に もア ンチ セ ンス鎖 と同 じ領 域 でAdpAが 結 合 して い る と して 進 め て い る)。 この

長 いsite2領 域 を細 か く見 る と、 結 合領 域 は さ らに-59～-37、 -36～-16、-9～+37(そ れ ぞ れ 順

に 、site2A、 site2B、 site2Cと す る)に 分 け る こ とが で きた。 これ らは、そ れ ぞれ1つ ず つAdpA

結 合 コ ンセ ンサ ス配 列 と相 同 な 配 列 を含 ん で お り、site2A: -56～-47 (5'-TGGCCGGACA-3')、

site 2B:-32～-23(5'-AGGCAGGAAC-3')、site 2C:+17～+8 (5'-TGGCCCGTCC-3')で あ っ た(図

2.3-10)。 ま た 、 フ ッ トプ リン ト法 を行 った 図2.3-6か ら 分 か る よ うに 、AdpAの ア フ ィニテ ィは

site 2C>site 2A>site 2Bで あ った。site 2CはAdpA量 の 少 な い レー ン2,3で 結 合 が検 出 され 、

レー ン4,5で よ り強 い 結合 が見 られ る の に対 し、site 2Aで は レー ン3～5で 同様 に結 合 が検 出

され る。site 2Bで は レー ン4,5で の み 結 合 が検 出 され るか らで あ る。 この ア フ ィニ テ ィの 差 は 、

site 2A、 2B、 2Cが 含 むAdpA結 合 配 列 の 、 コ ンセ ン サ ス配 列 との相 同性 と一 致 す る。site 2Cで

は8塩 基保 存 され てい るの に対 し、site 2A、site 2Bで は7塩 基保 存 され て い る。 さらに 、site 2B

で は 保 存 され て い な い2塩 基 の うち1塩 基 は コ ンセ ンサ ス配 列 で も よ り保 存 性 が 高い 塩 基 で あ

っ た(図2.3-7)。
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図2.3-6DNase1フ ッ トブ リン ト法 に よ るadpA上 流 のAdpA結 合 部位 決定(site 2)

加 え たAdpAの 量 は、 レー ン1:0μg、 レー ン2:0.04μg.レ ー ン3:0.1μg、 レー ン4:0.2μg、

レー ン5:0.4μg、 レー ン6:0μg。 下に用 い たプ ロー ブの領 域 を 示 した。*は32Pラ ベ ル した

側 を示 す.結 合 領 域 は 実 線 で 示 したが.結 合 が な い,も しく は弱 くな っ て い る 箇 所 は 点 線 で

示 して あ る.site 2A1, site 2B. site2Cを そ れ ぞれ ○ で囲 っ たA、 B. Cで 示 した.

109



図2.3-7adpA上 流領域のAdpA結 合 コンセンサス配列の比較

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

たはC、N:い ずれの塩基 でもよい)。AdpA結 合 コ ンセ ンサ-スで特に高い保 存性 があ る塩 基

を 黒 、次 に保 存性 が高 い塩 基 を灰 色 で(Yamazaki et al.,2004)示 し て い る。

AdpAの 縞合様式 は、AdpAダ イマーの片方、または両方のサブユ ニ ッ トがそれ ぞれ結合 コン

センサス配列に結 合ずる、 とい うもの(図2.3-11参 照)で あ り、site2は3つ にわけ られ るもの

の、各々1つ ずつ コンセ ンサス配列 を持 っていた。site1にAdpAダ イ マー1つ が結合 した後、

それ を受 けてsite2にAdpAダ イマー1つ のみ が結合す る様式については これ までのモデルでは

予想 できなかった。 そこでsite2に おけるAdpAの 結合様 式を調べ るため、site 2A、2B、2cそ

れ ぞれの コンセ ンサ ス配列の塩基 を置換 してAdPAが 結合 しない変異配列 を作製 し、それ をプ

ロー ブとす ることによ りDNaseIフ ッ トブ リン ト法 を行 うた。置換 した配列 について は図2.3-8

に示 した。その結 果(図2.3-9)、site 2A、2B、2Cど れ に変異 を入れても、変異を入れた部位へ

の結 合がな くなるのみで他の部位 への結合に変化 は見られなか った。 この ことから、site2へ の

AdpA結 合は 「site1に1つ 結合 したAdpAダ イマーに助 けられ て、別のAdpAダ イマー1つ が

2A.28、2Cの いずれか1カ 所 を選んで結合す る」 とい うことが言 える。そ の中でも、特にア

フ ィニ ティの強いsite 2cにAdPAは 結合する傾 向が強い と考 えられる。

図2.3-8Site2へ の 変異 導 入

site 2A、site 2B、site 2Cの それぞれ の配列 と結合 コンセ ンサ ス配列(太 字お よび矢印 で示 し

た)、 変異導入 を行った配列 を示 した。変異導入後は どれ もBgl IIサイ トになる。
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図2.3-9 site2内 のそれ ぞれのAdpA結 合 コンセ ンサス配列への変 異導入の影響

加えたAdpAの 量は 、レーン1: 0μg、 レー ン2: 0.04μg、 レー ン3:0.1μg、 レーン4: 0.2μg、

レー ン5: 0.4μg、 レー ン6: 0μg。 下に用いたプ ロー ブの領域 を示Lた 。*は32Pラ ベル した

側を示す。 一番左に野生型の ブロープで行った図(図2.3-6と 同 じ)を 比較の ために載せ た。

変異聖はそれぞれ 、例えばsite 2Aの 結合 コンセンサス配列 に変異を導入 した ものはmt2Aと

し、変 異を導 入 したコンセ ンサ ス配列は配 列 の位 置・ 方向を 示す 矢印 の横 に ×を紀す ことで

示 した。結 合領 域は実線 で示 したが、結合 がない.も しくは弱 くなつている箇 所は点線 で示

してある.
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sitel、2、3に お け るAdpA 結合コンセンサス配列 の位 置 と方向

以 上の解析に より決定 したadpA上 流領域のAdpA結 合部位について、全体 の配列を図2.3-10

に示す。 これ まで同定 されたAdpAの 標的遺伝子 上流 にはType Iま たはType IIの いずれかで結

合する(図2.3-11、Yamazaki et al., 2004)。 図2.3-12に はadpAお よびAdpA標 的遺伝子 につい

て、AdpA結 合領域の位置 と結合 コンセ ンサスの位置 ・方 向を示 した。 これ ら3つ の図 を比較

す ると、adpA上 流のsite3に は タイプIIで 結合 、site2に もA、B、Cの いずれか を選んでAdpA

が1つ 結合す るので タイプIIで 結合す ると考え られ る。 しか し、site1へ のAdpAの 結合様式は

タイプI、IIの いずれに も当てはま らない。2つ の結合 コンセンサス配列は互 いに向き合 ってお

り、TypeIと は逆になってい る。 ゲル シフ トア ッセイで示 された ように、 シフ トバ ン ドはAdpA

ダイマーが1つ 結合 した位置に シフ トした。 したがって、AdpAダ イマーはsiteIに2つ は結合

していない、す なわち、site1の2つ の コンセ ンサス配列に タイプIIの 様 式で2つ のAdpAダ イ

マーが結合 してい るのではない。 さらに、site1の 片方の コンセ ンサス配列を変異配列に置換す

るだ けでsite lへ のAdpAの 結合が劇 的に減少 した(data not shown)こ とか ら、1つ のAdpAダ

イ マー が結合 す るのにsite 1の 両方の コンセ ンサス配 列が必要である ことが判 明 した。一方、

DNaseIフ ッ トプ リン ト法でsite1のAdpA結 合領域 を決定 した際、ハイパーセンシテ ィブサイ

トが数 多 くみ られ た。 ハイパーセ ンシテ ィブサイ トは蛋 白質 とDNAが 結合 した際の特異的 な

構造 を示す指標 であ り、site1へ のAdpA結 合は これ までの例 とは異なっていることを示 してい

た。以上の ことか ら、site1へ のAdpA結 合は これ までのAdpA標 的遺伝子上流への結合 とは異

なるタイプ、いわば 「Type III」の結合様式で結合 していると考え られ る。

このことは、以 下の ことか らも矛盾 しない。AdpAがType Iの 様式で結合す る とき、2つ の コ

ンセンサスの間のスペースの長 さにはかな り自由がある(Yamazaki et al.,2004)。す なわ ち、AdpA

のダイマー形成に関わるN末 端領域 とDNA結 合に関わ るC末 端 を結ぶ リンカーはかな り柔軟

な構 造 を持 ってお り、 ダイマー はかな り自由に構 造 を変 えてDNA結 合 をできるもの と考え ら

れ る。 またAdpAはAraCフ ァ ミリーに属す るが、AraC蛋 白質 も同様に柔軟 な リンカー を持っ

てい る(Matthews,1992; Schleif、1987; Schleif, 2003)。AraCが 結合す るダイ レク トリピー ト配 列

の間に10bpま たは21bpの 配列を挿入 して も、 ダイ レク トリピー トを逆に してイ ンバーテ ッ ド

リピー トに して も、AraCは 特異的な結合 を失わない(Carra and Schleif,1993)。 これ らのことは

AdpAダ イマーの1つ のサブユニ ッ トが1つ の結合配列 に対応 して結合する場合、Type1の 様式

も、その全 く逆 向きのType IIIの 様式 もとりうる、 とい うこ とを示す実験結果 と一致す るもの

である。そ して、転写活性化に関わる場合のType Iと は異な り、逆のTypeIIIと い うslte 1で

の特殊 な結合様式は、site 1に 結合 したAdpAが 何 らかの相互作用に よってsite 2へAdpAを リ

クルー トす る とい う新 たなモデルを説明す るのに合致する ものである。 同時にsite1とsite2で

AdpA同 士が相互作用 し合い、DNAル ー プのよ うな特殊な構造 をとった状態 で安 定化 し、転写
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抑制を行 っている と考えられ る。site3は 岡 じよ うにsite2の 近 くにあ りなが ら、このよ うな機

龍は持っていない(後 述)。

図2.3.10 adpAの プロモー ター周辺配列お よびAdPA結 合部位

転 写開 始点を+1と して示 している。 プロモー ターの-35お よび-10領 域 を示 し、AdpA結 合領

域を示した。結合領域中の結合コンセンサス配列は太字 と矢印 で示 した。

図2.3.11 これ まで明らかに されてい るAdpAの 結合様式

AdpAは ダイヤー で標的 遺伝 子上流のAdpA結 合部位 に結合する。Type I:結 合領域に コンセ

ンサス配列 が2つ 、互いに逆向 きにある場合。1つ の コンセンサス配列 に1つ のAdpAサ ブ

ユニ ッ トが.C末 端にあ るDNA結 合 ドメインを用いて結合す る。TyPe I'; Typelと 同 様だが、

コンセ ンサス配列間の距離が短い場合。TyPelは コンセ ンサス間の距離 が13-14bPだ が、Type

I'の場合は2bpと 距 離が短い。 これはN末 端領域 とC末 端領域 を結ぶ リンカーが非常 に柔軟

な もの であるため と考えられる。TypeII:結 合領 域に コンセ ンサス配列が1つ だけある場合.

AdpAは どちらか片方のサブユニ ツ トを用いてコンセンサス配列に結合する。
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図2.3-12 adpAお よび これ ま でAdpAに よ る直接 的転 写 活性 化 が証 明 され た標 的 遺伝 子の 上流

に位 置するAdpA結 合領域

それぞれ転 写開始点 を+1と してAdpA結 合領域 を示 した。 結合領域の 下にはそれぞれ の結 合

部位 の 呼 び 名(結 合部位 が 複 数 あ る場 合 。sgmAのA-siteで あ れ ばAと 記 す)を 記 して あ る。

結 合領域内の矢印 は結合 コンセン サス配列の位 置 ・向 きを表 す。

AdpA結 合部位 への変異導人

adpA上 流 へのAdpA結 合が 実際 自身 の転 写 抑 制 に働 くのか を 調べ るた め 、以 上のAdpA結 合

配 列 に 変 異を 導 入 し、転 写 へ の影 響 を調 べ る 二とに した。site 1の2つ のコン センサ ス配 列に 変

異導 入 した も の(mtl)、site 3の1つ の コ ン セン サ ス配 列 に 変異導 入 した もの(mt3)、mt1とmt3

を 組 み合 わせ た もの(mt13)の3種 を作 製 した(図2.3-13お よび 図2.3-14)。 な お 、site 2は プ

ロモー ター周辺に あ り変 異導 入その ものが プ ロモー ター活性 に影響 を与え る可能性 が高いこと、

お よびsite 1にAdpAが 結 合 した ときの みsite 2にAdpAが 結 合す るの でmt1がsite 2にAdpA

が結 合 しない変異に もな るこ とか ら、 作製 し なかった。

変 異導 入 配 列 に 対 しsite 1～3を 含 むprobe 1(-155～+148)、site 1,2を 含 むprobe 2(-155～+76)、

site 2,3を含 むprobe 3(-77～+148)を 作 製 し 、 ゲ ル シ フ トア ッ セ イ を 行 う こ と に よ り 変 異 の 確

認 を行 っ た(図2.3-15)probe 1を 用 い た ゲル シフ トア ッセ イ では 、 シフ トバ ン が3ヶ 所 、

それ ぞれAdpAダ イ マー が1分 子,2分 子,3分 子結合 した ものに 対応 する位 置 に 見 られ た。 レー

ン2で 見 られ る シフ トバ ンド がsite 1にAdpAダ イ マー1分 子が結 合 した もの であ り、 レー ン3
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で 見 られ る シ フ トバン ド2本 がsite2ま た はsite3の 片 方、お よび両 方に さらにAdpAダ イマー

が 結 合 した もの で あ る 。これ らの シ フ トバ ン ドはml13変 異 で全 て見 られ な くな っ た。probe2

を 用 い た ゲ ル シ フ ト ア ッセ イ で は 、レ ー ン2でsiteI、 唱レ ー ン3でsite1とsite2に そ れ ぞ れAdpA

ダ イマ ー.が 結 合 した シ フ トバ ン ドが 見 られ 、mtl変 異 で 見 られ な くなっ た 。 ニれ はsitelへ の

AdpA結 合依 存的 にsite2へ のAdPA結 含が 起 こる こと を 示す結 果 で もあ る。Probe3を 用 い た

ゲ ル シ'フ トア ツ セ イ で は レー ン3でsite3にAdpAダ イ マ ー が1分 子.結 合 し た シ フ ト バ ン ドが

見 られ 、mt3変 異 では シ フ 卜バ ン ドか 見 られ な くな った。 これ はsite3へ のAdPAの ア ア ィニテ

イがsite1に 比 ベ 弱 い こ と 、site3へ のAdpA結 合 はsite2へ のAdpA結 合 を 促 さ な い こ と 、 を

示 す 結 果 で もあ る。 なお.こ こ でAdpA量 を さ らに憎 や して もシ フ トバ ン ドの 数 、位 置 と もに

変わ らない ことは確認 してい る。

図2.3-13siteIお よ びsite3へ の変 異 導 入

site1 、site3そ れ ぞれ の結 合領 域の 塩基 配 列 を 示 し、 結 合 コ ン セ ン サス配 列 を 太字 と 矢印 で

示 した 。 変異を 人れた領域 は口で囲み 、変 異後の配列 を小文字(制 限酵素 サイ トになる)で

示 した。
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図2.3-14 mtl、mt3、mt13の 変 異 導 入概 略 図

abpAの プ ロモー ター周辺 と変異導入の位置関係 を示 した。変異を導入 したサイ トは ×で表 し、

AdpAの 結合 は黒丸、非 結合 は白丸で示 した。site1へ の変異導入でsite2のAdpA結 合 も失

われ る。

図2.3-15変 異海入プ ロー ブを用いたゲル シフ トア ッセイによるAdpA結 合解析

用 い た プ ロ ー ブ は 、pmbe1(-155～+148)、Probe2(-155～+76〕 、probe3(-77～+148)。 そ

れそれ 野生型の場合 と変異導入の場合のプ ローブを用いた。加 えたAdpAの 量は、レー ン1:

0μg、 レー ン2:0.04μg、 レー ン3:0.2μg。 シフ トバ ン ドの位 置 を 矢 印 で示 した。
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AdpA結 合部位ヘの 変異導入がin yiyoに おいてadpAの 転写に及ほ す影響

以上のように作製 したmt1お よびmt3変 異を染色伴に組み込んだ変異株を作製し、adpAの 転

写量を調べることに した。変異株の作製に第二章でMK2株 を作製 したときと同 じ手法で行っ

た。なお、mt13変 異を導入した株の作製 も試みたが、おそらく変異株に致死になるために取得

す る ことが できなかった。 取 得 したmt1株 、mt3株 はそれ それ野生株 と同様 に生育 し、形態 分

化 を行 っていた.

プ レー ト培養 した時生株、mt1株 、mt3株 を24時 間、48時 間 、72時 間 で菌体を回収 し、抽

出 したRNAを 用い てSlマ ッピングを行いadpAの 転写量を調べ た(図2.3-16)。 培養48時 間

で転写 量に大 きな差が見られ、mt1株 、mt3株 ともに野生株よ り多 くのadpAの 転 写 量を示 した。

特 に.mt1株 はmt3株 よりも転 写量が多 くな りていた。 すなわち、AdpAが 結含 しな くな った

ことで脱転写抑 制が起 こった結果 であるといえる。24時 間培養ではmt1株 、mt3株 におけるadpA

の転写量は野生株 と同程度が少 し多い程度であったが、これは細胞内のAdpA濃 度が抑制効果

を発揮するまで到達 していないためと考えられる。 またΔadpA株 では24時 間におけるadpAの

転写量が特 に多か つた(図2.3-2)が 、これはΔadpA株 ではAdpAが 全 くない状態の ために生 体

内の状態は著 しく異なってお り、それが何 らかの形で影響を及ぼ したことが考えられる,培 養

72時 間 においてはmt1株 、mt3株 いずれ で も転写が消失 していた。

以上より、AdpAは 細胞内濃度が一定以上になると自身の遺伝子上流に結合 し,自 身の転写

を抑制することによって過剰な発現を抑える.と い う二とが示された。また、取得を試みたも

のの取得できなかったmt13株 では過剰量のAdpAが 発現 したために生育に悪影響を及ぼし、致

死になったの もの と考え られ る。

図2.3-16 Slマ ッピング法に よる野生株 とAdpA結 合部位変異導入株 にお けるadpAの 転写量

の比較

図2.3-2と 同様 に してそれぞれの株を培養 ・国収、RNA抽 出を し、Slマ ッピングを行った。

hrdBは 恒常的に発現 してい るシグマ因 子であり、RNA量 の コン トロールであ る。SM:基 底

菌 糸、AM:気 中 菌 系、SP:胞 子 、を 示 す。
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AdpA結 合部位への変異導入が in vitroに お い て adpA の転写に及ぽす影響

さらに、in vitro転写系を用いることによって上述したin vivoの 結果を確認することにした。

adPAの-274～+185の 領域を、野生型(adpA-wt)、mtl変 異型(adpA-mtl)、mt3変 異型(adpA-

mt3)そ れ ぞれ をプ ローブ として用い、 また、 コン トロー ルと してAdpAに よ り転 写の影 轡を

受 けないhrdBの-238～+150を プローブ として用いてin vitro転 写ア ッセイ を行った(図2.3-17)。

その結果、コントロールのhrdBはAdpAの 添加による転写抑制は受けなかうたが、adpA-wtは

AdpAの 添加により転写が抑制された。一方、adpA-mtで は転写抑制がadpA-wtほ ど見られな

くな り、変異導入により脱転写抑制が起こっていた。 しか し、adpA-mt3で はadpa-wtと の差が

見られなかった。これはsite3ヘ のAdpA結 合アフィニテイが弱いためと、in bitroとin vivoの

DNA構 造の違いなどによるものであると思われる。

図2.3-17 in vitro転 写ア ッセイを用 いたAdpA自 己転写抑制 の解 析

(A)in vitro転 写ア ッセイに よるAdpA自 己転写抑制。hrdBプ ロモー ター をネ ガテ ィブ コン ト

ロール とし、野生型adpAプ ロモー ター(adpA-wt)、 変異導入型adpAプ ロモー ター(adpA-mt3

およびadpA-mtl)を 用いてin vitro転 写を行った.そ れぞれAdpA (AdpA-H)を 反応系に加

えたときの影響を比較 した.(B) (A)の結果のバン ドの濃さをInage Analyzerに よって数値化

グラフ化することにより比較 した.

AdpA 結合部位への変異導入がストレプトマイシン生産に及ぼす影響

最後に、in vivoに おけるadpAの 脱転写抑制による転写量増加を、形質 を調べることに よっ

ても確認 した.AdgAは 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を コー ドす

る遺伝子の転写活性化を行 う。adpAを プロモーターを変えずに高コピーベクターに組み込み野
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生株に導 入す ると、 コピー数を反映 してス トレプ トマイ シン生産量 が増加す るのが観 察 されて

いる(Ohoisbi et al, 1999)。 同様に、adpAの 転写量が増加 しているmt1株 やmt3株 で もス トレ

プ トマイシン生産量の増加が見 られ るはずである。

野生株 、mt1株 、mt3株 をそれぞれ5日 間 プ レー ト培 養 し、指示 菌と して枯草菌を重層 して

ス トレプ トマ イ シン生産 を検出 した。 その結果 、mt1株 、mt3株 ともに野 生株 より多 くの ス ト

レプ トマイ シンを生産 してい ることがわか り、特にmt1株 は多量の ス トレプ トマイ シンを生産

していた(図2.3-18)。 標品を用い た検量線に より生産量 を算出す る と野生株は コロニーあた り

10μ8生 産 していたのに対 し、mt3株 では20μg、mt1株 では100μgも の ス トレプ トマイシンを

生産 していた。 この結果はin vivo、in vitroで 示された、site1(お よびsite2)とsite3へ のAdpA

結合は独 立に 自身 の転写に抑 制的にはた らくこ と、site 1(お よびsite 2)へ のAdpA結 合がより

強い転写抑制 効果を持つ こ と、 と一致す るもの であ った。

図2.3-18 AdpA自 己転写抑制変異株 のス トレプ トマイ シン生産能の比較

野 生株(wt)とadpA上 流AdpA結 合部位 変異導入株(mt1お よびmt3)を それぞれ グル コー

ス無添加Bennett培 地 につまようじで点植 菌 し、28℃ にお いて5日 間培養 した。その後Bacillus

subtilisの 胞子液を重層 し、37℃ で一晩培養 してで きた阻害 円をス トレプ トマイシン生産 量と

して検出 した。 同様に して標 品の ス トレプ トマ イシンを用 い てア ッセイ を行 い、添加 量 と阻

害 円の 大きさか ら検 量線 を作成 して生産量を算出 した。
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2.3-III 討 論

自己転写抑制のメカニズム

AdpAは これ まで形態分化 ・二次代謝 に関す る遺伝 子群の 「転写活性化 」因子 としての役割

が示 され ていた。 しか し、本研 究に よ り新た に 自身 に対 しては 「転写抑制」 の役割 を持 ってい

ることが明 らか とな った。 では、同 じ分 子の機能 が どの よ うに して 切 り替わ っているのだ ろ う

か?adpAの 上流にはAdpA結 合部位が3カ 所見つか った。site 1はAdpAと のアフィニテ ィが

強 く、3つ ある結合部位 の中では細胞 内AdpA濃 度が高まってきて最初 にAdpAが 結合す る部

位 と考え られ る。 そ してさらに細胞 内AdpA濃 度が高まるとsite 2に はsite 1依 存的にAdpAが

結合す る。site 1に 結合 したAdpAが なければsite 2に はAdpAは 結 合で きないことか ら、単に

site 1に 結合 したAdpAがsite 2にAdpAを リクルー トす るだけでな く、 これ らのAdpA分 子同

士は相互作用 して結合 した複合体を安定化 していると考え られ る。この際、site 1とsite 2のAdpA

ダイマーの相互作用に よ り周 囲のDNAは 折れ 曲が り、DNAル ー プが形成 され ているだろ う。

DNAル ープの形成 はプロモー ター の構造 を変化 させ 、RNAポ リメ ラーゼが近づけない よ うな

構造 とな り、結 果 として転写 を阻害す る。site1は プ ロモー ターか らかな り上流にあ り、単独で

は転写抑制 に関与 しない と考え られ るが、 このsite2と の相互作用が転写抑制 に強 く関与 して

い るの であろ う。site 2は プ ロモー ター 直上 に位置 してお り、RNAポ リメラーゼ による転写開

始 ・伸長 を妨げ るよ うな位置 でもある。

site 1とsite 2へ の協調 的なAdpA結 合お よびそれに続 く転写抑制の例は λリプ レッサー の例

に似ている(Griffith et al, 1986; Hochschild and Ptashne, 1986)。 λリプ レッサー は最初に強いア

フィニテ ィの結合 部位 に結合 し、次 いで協調的 にも う1カ 所の、単独 では非常 に弱い アフィニ

テ ィを示す結合部位 に別の λリプ レッサー分子 が結合す る。 さらに、DNAに 結合 したこれ ら2

つの λリプ レッサー分子 はC末 端側の ドメイン同士で相 互作用 し、DNAを 折 り曲げ、DNAル

ープ を形 成 して転写抑制を達成す る。

DNAル ー プ形成に関 しては、DNA結 合蛋 白質が結合す るDNAの 面は同 じ側 に位置 しな くて

はな らない(Hochschild and Ptashne, 1986; Lee and Schleif, 1989; Muller et al, 1996)。 協調的結合

を行 うλリプ レッサー、AraC、LacIは いずれ もDNAの 同 じ面 に結合 し、蛋 白質分子 の間で相

互作用が起こる。site1とsite2に 結合 したAdpAはDNAの 同 じ面にあると考え られ る。また、

DNAに 結合 した蛋 白質が互い に相 互作用す るために許容 され る結合部位 間の距離 につ いてだが、

長すぎる と距離が遠 くな り相互作用を行いに くく、短い とDNAの 自由度が低 くな りDNAル ー

プ形成 に支障がで ると考 えられる。 しか し、AraCは500bpよ り短い距離であれ ば結合部位 の

間の距離 を長 くして もDNAル ー プを形成す ることができ(Lee and Schleif, 1989)、 またAraR

は42bpと い う短 い距離であって も2つ の結合部位 でDNAル ープを形成す る(Mota et al, 2001)。
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AdpAの 場 合 、site 1とsite 2Aの 間 は58.5bpで あ り、site 1とsite 2Cの 間 は129.5bpで あ るの

で 、 これ らの例 に そ え ば結 合 部位 の 間 の 距 離 もDNAル ー プ形 成 に は 問題 な い。 以 上 の 理 由 か

らも、sitelに 結 合 したAdpAはsite2に 別 のAdpA分 子 を リクル ー トしつ つ相 互 作 用 し安 定 化

して い る と考 え られ る が 、 この 際 、 ダ イ マ ー 形 成 に 用 い て い る と考 え られ る 、N末 端 側 の

ThiJ/PfpI/DJ-1フ ァ ミ リー に属 す る ドメイ ン を利 用 して い る と考 え られ る。ThiJ/PfpI/DJ-1フ ァ ミ

リー の ドメ イ ン を もつpyrococcus horikoshiiのPH704は3つ の ダイ マ ー が会 合 してヘ キサ マー

を形 成 す る(Du et al, 2000)こ と か らも妥 当 なモ デ ル と言 え る。

アフ ィニテ ィの弱いsite 3に ついてであ るが、 これは転写開始点 よ りもかな り下流に位置す

る。 したが って、AdpAの 細胞内濃度がかな り高まった ときにsite 3に もAdpAが 結 合 し、RNA

ポ リメラーゼの転写伸長 を妨げ るこ とで転写抑制 を行 ってい るだ ろ う。 ただ し、実験 で示 され

たよ うにsite 1お よび2よ りは転写抑制への寄与は低 い。

この よ うに して、AdpAは 標的遺伝 子の転写活性化 に代わ り、自身には転写抑制作 用を持 つ。

AdpAは 濃度 が高まってまず転写 には直接影響 しないsitelに 結合 し、 さらに濃度が高 まった と

きにsite 2やsite 3に 結合 して転写抑制を達成す る。す なわ ち、標的遺伝子の転写活性化 に十分

な濃度 で も、濃度 がそれ ほ ど高 くない とき 自己抑制 は働 かない。 これ らの仕組 みは、AdpA濃

度が生 体内の秩序 を乱すほ どに高ま らない よ う調節す る、AdpA濃 度のセ ンサー として も適 し

ている といえる。

A-フ ァ ク ター 制御 カ ス ケー ド内 にお け るadpA の転写調節モデル

adpAの 転 写 はArpA、A-フ ァ クタ ー 、AdpAに よ って 調 節 され る複 雑 な制 御 に よ っ て成 り立

って い る こ とが 明 らか にな っ た。adpAの 上 流 領 域 に は 図2.3-19の よ うにArpAとAdpAが 重 な

っ て 関 与 してい る。

図2.3-19 adpA上 流領域 のArpAお よびAdpAに 対す るオペ レー ター領域の概略図

adpAの 転写開始点を+1と してプ ロモー ター領域 、翻訳開始点(+264)を 示 し、ArpAお よび

AdpAが 結合す る領域を示 した。

さ らにadpAの 転 写調 節 につ い て時 間軸 に そ っ てモ デル を ま とめ た のが 図2.3-20で あ る。stagel:
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生 育初期、A-フ ァクター濃度は閾値 に達 してお らず、ArpAがadpAの プ ロモー ター に結合 し転

写を抑制 している。stage 2:生 育が進みA-フ ァクター濃 度が閾値 に達す るとA-フ ァ クターは

ArpAと 結 合 し、adpAプ ロ モ ー ター か らArpAは 解 離 す る。adpAの 転 写 が開 始 ・活 性 化 す る。stage

3: AdpAは 形態分化 ・二次代謝 に関与す る様 々な遺伝子の転写活性化 を行 う。またAdpAは あ

る程度の濃度 に達す ると自身の遺伝子 上流のsite 1に 結合す るが、adpAの 転写活性 は高 く維持

されてい る。stage 4:転 写 ・翻訳 されたAdpAが 蓄積 し細胞 内濃度 が高 くなると自身の遺伝 子

上 流 のsite2お よ びsite3に も結 合 し、adpAの 転 写 が 抑 制 され る。

このよ うに してAdpAは 厳密な発現調節 を可能 に して過剰発現 しないよ う調 節 されている。

図2.3-20 時 系 列 にそ つたadpAプ ロモ ー ター の調 節機 構

しか しなが ら、以上のモデル ではadpAの 転 写調節 について完全には説明できない点 もある。

図2.3-2 の ように、△adpA株 ではAdpAが 全 くないに も関わ らず培養48時 間でadpAの 転写が

抑制 され てい る。 このメカニズムについ てはい まだ不明で あ り、 さらに別 のadpA転 写調節機
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構 の存在 を示す ものである。mtl株 、mt3株 でも遅れて72時 間でadpAの 転写は強 く抑制 され

てお り(図2.3-16)、 自己抑制 とは別の、同 じ機構 が働 いている と考え られ る。△adpA株 はAdpA

が発現 しないので生体 内の状態 は著 しく異 な り、その影響 で この別の抑制機構 が早 く働 いてい

るのだ ろ う。 また、野生株で も培養後期(72時 間)に おける転 写抑制 は、 自己転写抑制 を離れ

て この別の抑制機 構に よっている と考え られ る。つま り、AdpAの 自己転写抑制 は、ArpAに よ

る抑制が解除 され てAdpAの 発現が活性 化 している状態での細胞内AdpA濃 度調節 であ り、最

終的な発現 の抑制 ・収束 はまた別の機構 によるものだ と考え られ る。

図2.3-21 に本研 究までで明 らかになったA-フ ァクター カスケー ド上流の因子 間の制御様式 に

ついてま とめた。

図2.3-21 A-フ ァクター制御カスケー ド全体のAdpAに よる調節モデル

adpAはA-フ ァクター受容体ArpAに よって転写を抑制 され ている。AfsAの 関与によりA-フ

ァクターの生合成が行 われ る。A-フ ァクター シグナル による抑 制解 除に ともなって、 カスケ

ー ドの鍵 となる転 写活性 化因子AdpAは シグナル を二次代謝 ・形態分化 とい った表現型 に伝

達す る。それ と同時にAdpAはA-フ ァクター生産 を負 に調節 し(第 二章参照)、 また 自身の

転写を抑制す ることに よって厳密に発現調節を行 ってい る。P:adpAプ ロモーター。
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AdpAの 自己転写抑制 の生物学的重要性

A-フ ァ クター は閾値 に達す ると、ArpAに よって止 め られてい るカスケー ドの スイ ッチをオ

ンに し、速やか に形 態分化 ・二次代謝へ のシグナル伝 達がス ター トす る。 ここでArpAの 次の

シグナル伝達因子はAdpAで あ り、二章で述べた よ うにAdpAが 少な くともArpA標 的 として

最 も主要な因子 である。 よって、シ グナル の速や かな伝達 のために細胞 内AdpAも 速や かに上

昇す る。 一方、AdpAに よ り形態 分化や生理 的分 化 とも言 うべ き 二次代 謝が誘導 され 、細 胞内

では劇的な生理状態の変化が起こる。速やかに細胞内濃度が上昇 したAdpAが そのまま過剰な

発現を続けると、このような状態変化の厳密な制御ができずに生体内に悪影響を及ぼす。 これ

はmt1株 、mt3株 は取得 できた にもかかわ らず 自己抑制 が完全にはずれ てAdpAが 大過剰に発

現す る と考 え られ るmt13株 を取得 できなか った ことか らも推測 され る。 この よ うに、AdpAの

自己抑制は、生体内の恒常性を維持 しつつも形態分化 ・二次代謝とい う劇的な変化を遂げるの

に必要な厳密な制御機構といえる。

一方で
、AdpAはStreptomyces属 で保存 された転写 因子である と考 えられてお り、S.coerlicolor

A3(2)の オル ソログであるAdpAc/BldHはAdpAと 同様に形態分化 に必須 の転写活性化因子であ

ることが 明 らかに され ている(Takano et al., 2003)。 そ こで、 さらに全ゲノム解析が終 了したS.

avermitilisか ら見つか ったAdpAオ ル ソログを含め、3種 類のAdpA遺 伝子の上流配列 を比較 し

てみた。す ると、AdpA結 合領域の塩基配列はsite 2A、site 2Bを 除いて良く保 存 され ていた。

本研 究の結果 か らsite lとsite 2C、site 3が あれば この自己抑制機構が働 くには十分 であると言

える。そ して実際 、s.griseusのAdpAを 用いゲル シフ トア ッセイ を行 うことに より、AdpAc/BldH

を コー ドす る遺伝 子 上流領 域の プ ロー ブ との結合 を調 べてみ ると結合 が確認 され た(data not

shown)。S.griseusのAdpAとAdpAc/BldHのDNA結 合 ドメインは100%ア ミノ酸配列が 一致 し

てい るこ とか ら、AdpAc/BldHで も認識 して結合す る配 列は同 じであ ると考 え られ る。 す なわ

ち、AdpAc/BldHも 自身 の遺伝 子上流 に結合 して 自己転 写抑制 を行 ってい るこ とが推 察 され、

AdpAは そのア ミノ酸配列だ けでな く、 自己転写抑制機能 とセ ッ トで保存 され てい ると考 え ら

れ る。
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2.3-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2.3-1に ま とめた。

S1マ ツ ピ ングシ法に よ る転 写 解 析

RNA抽 出 法 、 お よびSIマ ッ ピ ン グ法 は 前 章 ま で と同 じ方 法 で あ る。hrdBの 転 写 はhrdB-Fと

hrdB-R*の 組 み 合 わせ(*の プ ライ マ ー を32Pラ ベ ル した)、adpAの 転 写 はsl-Fとs1-R*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。

ゲ ル シ フ トア ッセ イ

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 。

probe A:gs-Fl+gs-Rl、probe B:gs-F2+gs-R2、probe C:gs-F3+gs-R3、probe D:gs-F4+gs-R4、probe

E:gs-F5+gs-R5、probe F:gs-F6+gs-R6、probe 1:gs-Fl+gs-R7、probe 2:gs-Fl+gs-R6、probe 3:

gs-F3+gs-R7

DNase I フ ツ トプ リ ソ ト法

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。なお、以下のプライマーの うち*は32P

ラベル したプ ライマーであ ることを示す。

site l-sense:fp-F1*+gs-Rl

site l-antisense l:gs-F1+fp-Rl*

site l-antisense l:gs-F1+fp-R2*

site 2-antisense l:gs-F1+fp-R3*

site 2-antisense 2:gs-F1+fp-R3*

site 3-antisense:gs-F2+gs-R2*

AdnA結 合 部 位(site lお よ びsite 3)へ の 変 異導 入

site 3に お け るAdpA結 合 コ ンセ ン サ ス配 列 中 のTTCACGを 、GGATCC(BamHI切 断 配列)

にPCRを 用 いて 以 下 の 要領 に よ り置換 した 。 ま ず 、 変 異導 入 配 列 を 付加 したプ ライ マ ー を用 い

て上 流 及 び 下 流 の配 列 を増 幅 した 。up-Fと5'-CGCGGATCCGCGTTCGATCACGAAGCGTT-3'(+76

～+57 、 下 線 はBamHI切 断 配 列)、5'-CGCGGATCCCCACGTTTCCTTATCGACAT-3'(+83～+102、
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下線 はBamHI切 断 配 列)とgs-R5の プ ライマ ー に よ りそれ ぞ れ増 幅 し、SphI(-593位)とBamHI、

BamHIとSacl(+371位)で 切 断 後 、両断 片 をBamHIを 介 して 結合 した もの をpUCI9のSph1-SacI

サ イ トに ク ロー ニ ン グ した。PCRエ ラ ー が ない こ とは塩 基 配 列 解 読 に よ り確 認 した。 この 変 異

導 入 配 列 をmt3と 呼 び 、 プ ラ ス ミ ドをpMT3と 呼 ぶ こ とにす る。

同 様 に して 、sitelに お け る2つ のAdpA結 合 コ ンセ ンサ ス配 列 中 のTTTAAGお よ びATACAG

を 、 そ れ ぞ れAGGCCT(Stul切 断 配 列)お よびGGTACC(KPnI切 断 配 列)に 置 換 した。 最 初

にStuI切 断 配 列 へ の 配 列 置 換 を行 った 後 、 そ の 配 列 を鋳 型 と してKpnI切 断 配列 へ の配 列 置 換

を行 うこ とで2つ の 変 異 導 入 を行 った 。 用 い た プ ライ マ ー の組 み 合 わせ は、StuI切 断 配 列 へ の

配 列 置換 はup-Fと5'-AAGGCCTACCATTGGTTGCGTGTGCTG-3'(-97～-116、 下 線 はStuI切

断 配 列)、5'-AAGGCCTCCAACTTCACCCGGGTGCCG-3'(-90～-71、 下 線 はStuI切 断 配 列)と

gs-R5で あ る 。KpnI切 断 配 列 へ の 配 列 置 換 はup-Fと5'-

CGGGGTACCCCGGTCACGCCGGGCGCACA-3'(-120～-139、 下 線 はKpnI切 断 配 列)、5'-

CGGGGTACCCACACGCAACCAATGGTAGG-3'(-113～-94、 下 線 はKpnI切 断 配 列)とgs-R5

で あ る。 こ の変 異 導入 配 列 をmtlと 呼 び 、 プ ラ ス ミ ドをpMT1と 呼 ぶ こ とにす る。

また 、mtlとmt3両 方 が導 入 され た変 異 配列(mt13)を もつ プ ラ ス ミ ド(pMT13)の 作 製 は、

mtlとmt3をNruI(+47位)サ イ トを利 用 して組 み 合 わせ る こ とに よ り行 っ た。

mt1、mt3、mt13の 染 色 体 へ の 導 入 方 法 はsgmAに お け るAdpA結 合 部 位 へ の 変 異 導 入 や 、

arpA::Wll9A変 異 導 入 の 場 合 と同 じで あ る。 こ こで は 変 異 導 入 用 プ ラ ス ミ ド構築 につ い て 記 し

てお く。 変 異 導 入 を行 い ク ロー ン化 され たSphI-SacI断 片(-593～+371)をSphI-SacIで 切 り出

し、 上流2.6kbのPstl-SphI断 片 お よび 下流2.7kbのSacl-XbaI断 片 と結 合 しpUCI9のSacI-XbaI

サ イ トに組 み 込 ん だ。 このマ ル チ ク ロー ニ ン グサ イ トに あ るHindIIIサ イ トに、Tn5よ り カナ マ

イ シン/ネ オ マ イ シン耐 性 遺 伝 子 で あ るaphII(Beck et al.1982)を1.4kbのHindIII断 片 と して

切 り出 した もの を挿 入 して 変 異導 入 用 プ ラス ミ ドと した。 このプ ラ ス ミ ドをE.coli JM110株 に

て 大量 調 製 し、形 質 転 換 を行 い染 色 体 に組 み 込 ん だ後 、 さ らに2回 目の組 み換 え を起 こ させ て

変 異 株 を選 択 ・取 得 した。

AdnA結 合部位  (site 2)へ の 変 異導 入

site 1お よびsite 3の 場合 と同様 であるので、用いたプライマーの組み合 わせ についてのみ記

す 。

site 2Aに お け るAdpA結 合 コ ンセ ンサ ス 配列 、GGCCGG(-55～-50)をAGATCT(BglII切

断 配 列)に 以 下の プ ライ マ ー の組 み 合 わせ を用 い たPCRに よ り変 異導 入 配 列 を作 製 した。Up-F

と5'-GAAGATCTIWCCCGCGAAGGGTTCGGCA-3'(-56～-75、 下 線 はBglII切 断 配 列)、5'-

GAAGATCTACACCCCACCGCCCACCAGG-3'(-49～-30、 下 線 はBglII切 断 配 列)とgs-R5。
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この 変 異導 入 配 列 をmt2Aと 呼 び 、プ ラス ミ ドをpMT2Aと 呼 ぶ こ とにす る。

site2Bに お け るAdpA結 合 コンセ ンサ ス配 列 、GGCAGG(-31～-26)をAGATCT(BglII 切

断 配 列)に 以 下 の プ ライ マ ー の組 み 合 わせ を用 い たPCRに よ り変 異導 入 配 列 を作 製 した。up-F

と5'-GAAGATCTTGGTGGGCGGTGGGGTGTCC-3'(-32～-51、 下 線 はBglII切 断 配 列)、5'-

GAAGATCTAACGGACCGCGCGGTACGCT-3'(-25～-6、 下 線 はBglII切 断 配 列)とgs-R5。 こ

の 変 異導 入 配 列 をmt2Bと 呼 び 、 プ ラ ス ミ ドをpMT2Bと 呼 ぶ こ とにす る。

slte2Cに お け るAdpA結 合 コ ンセ ンサ ス配 列 、CGGGCC(+11～+16)をAGATCT(BglII切

断 配 列)に 以 下 の プ ラ イ マー の組 み 合 わ せ を用 い たPCRに よ り変異 導 入 配 列 を作 製 した。up-F

と5'-GAAGATCTTCCGCGTCGGGTGAAAGCGT-3'(+10～-10、 下 線 はBglII切 断 配 列)、5'-

GAAGATCTACGTTGTCGAAGGGCACTTC-3'(+17～+36、 下 線 はBglII切 断 配 列)とgs-R5。 こ

の 変 異導 入 配 列 をmt2Cと 呼 び 、 プ ラ ス ミ ドをpMT2Cと 呼 ぶ こ とにす る。

invitro転 写 実 験

RNAポ リ メラー ゼ ホ ロ酵 素 はS.griseus IFO13350の 培 養 後期 菌 体 か ら調 製 した もの を用 い た

(Yamzaki et al,2003)。1α-32PICTP(30TBq/mmol)はAmersham Phamlacia Biotech.か ら購 入 した

もの を用 い、Hopwoodら に よ るマ ニ ュ アル(Kieser et al,2000)に 従 って行 った。adpAの 鋳 型

プ ロー ブ と して はrf-Fとrf-Rプ ラ イ マ ー を用 い てPCR増 幅 した プ ロー ブ(-274～+185、459bp)

を 用 いた 。 コン トロー ル と したhrdBの 鋳 型 プ ロー ブ と して はhrdB-F2とhrdB-R2プ ラ イ マ ー を

用 い てPCR増 幅 した プ ロー ブ(-238～+150、388bp)を 用 いた(hrdBの 転 写 開 始 点 につ い て は

Shinkawa et al,1995を 参 照)。

RNAポ リ メ ラー ゼ(63nM)を0.5pMolの 鋳 型DNA、0-440nMAdpAと と もにtranscription buffer

(40mMTris-HCl(pH7.9),10mMMgCl2,0.6mMEDTA,0.4mMpotassium phosphate,1.5mMDTT,

0.75mg/ml BSA,20%(v/v)glycerol)に て 合 計37μlと し、30℃ で5分 間 イ ン キ ュベ ー ト。2μl

のRTPmix(ArP, GTP, UTPそ れ ぞ れ33mM)と1μlの1α-32PICTP(0.37MBq)を 加 え るこ とで 転

写 反 応 を 開 始 させ 、30℃ で2分 間 イ ン キ ュベ ー トした 。 そ の後1μlの ヘ パ リン(終 濃 度0.1

mg/ml)を 加 え30℃ で5分 間 イ ン キ ュベ ー トし、2μlのcold CTP(終 濃 度1mM)を 加 えて30℃

で10分 間 イ ン キ ュベ ー トす る こ とで 未反 応 の伸 長 反 応 を完 全 に終 わ らせ 、氷 上 に移 す こ とで反

応 を 止 めた 。 反応 液 は10μlのpreciphation mix(0.1mg/ml tRNA,0.4M sodium acetate(pH6.0))と

60μlの イ ソプ ロパ ノー ル に てイ ソプ ロパ ノー ル 沈殿 し、80%エ タ ノー ル リンス後 、run-offloadng

buffer(80%(v/v)formamide,1mM EDTA,0.1%(w/v)xylene cyanol,0.1%(w/v)bromophenol blue)に

溶 解 した。 サ ンプ ル は90℃ で2分 間熱 処 理後 、6%polyacrylamide gel(Slマ ッ ピン グ と同 じ組

成)で 電 気 泳 動 しImage Analyzerで 検 出 した 。
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表2.3-1使 用 した プ ライ マ ー

128



129



第三部 総括

第一章では、S.griseusの 栄養増殖 には関与 しない トリプシン型分泌 プ ロテアーセSprT、SprU

お よび分泌メ タロプロテアーゼSgmAはA-フ ァクター制御カスケー ド内のAdpAレ ギュロンの

構成 員であ ることを明 らか に した。他 にキモ トリプ シン型分泌 プ ロテアーゼ もAdpAに よ り発

現が促 されてい ることが明 らかになっている(Tomono et al.,2005)。 さらに本研 究ではSSIフ ァ

ミリー阻害蛋 白質SgiAもAdpAに よ り発現制御 を受 けていることを明 らかに した。AdpAに よ

り発現が促 された分泌 プ ロテアーゼに対 し、同 じくAdpAに よ り発現 が促 された プロテアーゼ

阻害 蛋 白質がそ の活性 を抑制 してお り、 これ らの転写 レベル 、翻訳後 レベル での複雑な調節 に

よっ て細胞外 の プ ロテ アーゼ活性 が調節 され て いるの は興味深 い。プ ロテアー ゼ について は

AdpA以 外 の転 写制御 も示唆 され た。 しか しなが ら、細胞外 プロテアー ゼの生物学 的意味 を明

らかにす るには至 らなかった。決 定的な証拠 は得 られ ていない ものの、私 はや は りその機能 と

して はアポ トー シス様の菌 糸分解 を介 した形態分化への関与 を考えている。この点 については、

菌糸分解の現象 について ミクロな形質観察 がで きるよ うに なれ ばプ ロテアーゼ の関与に も触れ

つつ、新 たな生物 学的な意義 を見い だせ るか も しれない。現在 の放線 菌の形 質観 察方法 は肉眼

での形態観察 とい うマ クロな方法が大部分 である。 しか し近年 はGFPや 免疫染色、化学染色法

を利 用 した顕微 鏡観 察が放線 菌の系で も発達 してきてお り、 この よ うな形質観察法 を導入 し形

態分化 の過程 で起 きてい る現 象を詳 細 に観察で きる よ うになれば、 これ まで見いだせ なかった

ユニークな形質を 見いだせ るか もしれ ない。

また 、AdpAの 新規標的 遺伝 子取得 とい う意味で も本研 究では カスケー ドの研 究を前進 させ

た。 しか しなが ら、少な くと もAdpA依 存的な黄色色素生産に関与す る標 的遺伝子 はいまだに

同定 され ていない こ とも含 め、AdpAの 標 的遺伝子 は他 に も多数存在す ることが考 え られ る。

折 しも醗酵学研究室ではS. griseusの 全 ゲノム解析 が完了 しよ うとしている。今後はゲノム情報

を最 大限に利用 した研 究に よ り、AdpAを 介 して広が るカスケー ド下流の構成 因子 の新規 同定

は推進 され るであろ う。 そ して さらには二次代謝 ・形態分化 の他 の制御系 とA-フ ァクター制御

カスケー ドとの相互作用は もちろん の こと、本研 究のプ ロテ アーゼ と阻害 蛋 白質の間の調節の

よ うなAdpA標 的間での相 互作用 も見つかって くると考え られ る。 大規模 な研 究によって新 た

なネ ッ トワー クが見えて くるに違いない。

第二章、第三章ではArpAの 詳細 な機能解析 とともにカ スケー ド内におけるAdpAの 重要性

を示 し、 さ らにAdpAの 新たな転写制御機 構 を見 いだ した。A-フ ァクター シグナル を伝 達す る

ArpAはadpAの みを制御 し、二次代謝 と形態 分化 を支配す る。 γ-ブ チ ロラク トンシグナルの

制御系 とAdpAに よる制御 系が一体 となったS.griseusの 制御系 は、 γ-ブ チ ロラク トンシグナ

ル受 容体の機 能 も含 め、他 のStrePtomycesと は異なってい ることが本研 究での比較 によ り明 ら
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か とな った。 これ は二次代謝 と形態分 化の主要な制御 系 を進化 とい う視点 か ら考察す る上で も

興 味深 いのではないだろ うか。そ してカスケー ドの鍵 とな るAdpAは 自身 の転写抑制 を行 うこ

とでシ グナル伝 達の調 節 を行 って いる ことを明 らか に した。 これ はカ スケー ド構成因子 の厳密

な発 現調節機構 を明 らかに した もので あ り、 またAdpAの 転 写因子 と しての新規 な機能 を示 し

た もの である。 しか し一 方では本研 究内で も示 された通 り、まだ明 らかに されて いない調節機

構 がカ スケー ド内でははた らいてい る。 カスケー ドの動 き ・調 節を詳細に説明 できるよ うにな

るには、 さらなる研究の展開が必須である。図3-1に 本研究 をまとめた。

図3-1本 研 究のま とめ

本論文で は触れて いないが、私はA-フ ァクターの生合成機構 につ いて も遺伝 学的 ・酵素学 的

なア プ ローチか ら本研 究 と並行 して取 り組んで きてお り、現在 も解析 を進 めてい る。A-フ ァク

ター制 御カスケー ドの制御 システムが どのよ うにはた らき、調節 され て形態分化 と二次代謝を

制御 してい るか 、につ いては本研 究 を含めたこれ までの研 究に よ り明 らか になってきてい る。

一方 で
、菌体密度や栄養 条件、その他様 々な環境 因子を集 約 して二次代謝 ・形 態分化 の引 き金

を引 く根本 となる、A-フ ァク ター の生合成機構はいまだ不明である。 これ が明 らかになればA-

ファクター 制御 カ スケー ドの理解 にむ けて大 きな一歩 にな ることは間違い ない。 また 、A-フ ァ

クター 制御 カスケー ドは遺伝子発 現制御 に重点 を置 いて研 究が推進 されて いるが、A-フ ァクタ

ー の生合 成 も二次代謝 も 「基質」が 必要であ り、遺伝子発現制御 に限 らない、細胞内の化学的

な代謝 の動 きが カスケー ドの調節 に関与 して くるはずで ある。 カスケー ド起点の理解 に加 え、

このよ うな違 った側面か らカスケー ドを解析 し考察す る上で も生合成研究 は重要である。
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