
第5章 マイクロアレイ解析を用いたpCAR1上 の遺伝子の発現解析

5-1 緒 言

序論 でも述べたように,近 年 の急速な細菌の全ゲノム配列情報の蓄積と並行して,マ イクロアレイに

よる全遺伝子の網 羅的な発現解析が進 められている.本 研 究では,様 々な宿 主においてpCAR1と 染

色体上 の全遺伝子がどのような協調的発現をしているか網羅的 に解析 することを最 終 目的として,マ イ

クロアレイ解析 を共 同作業 により開始した.ま ずpCAR1を 全ゲノム配列が解読 されたKT2440株 に接

合伝達させ た菌株KT2440(pCAR1)株 を用いて,カ スタムマイクロアレイを作製した.本 章では,特 に

pCAR1上 の遺伝子発現 について顕著 に発 現量に違いの見られた遺伝 子を抽出し,解 析した.
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5-2結 果

5-2-1早 期対数増殖期 と定 常期におけるpCAR1上 の遺伝 子発現の比較

プラスミドの複製や分配を担う遺伝子群は,細 胞 が分裂する周期 に応 じて発現する必要がある.ま た,

Fプ ラスミドでは,接 合伝達 に必要な遺伝子群が宿 主の増殖期依存的な発現制御 を受けることが知られ

ている(Frost and Manchak,1998).こ うした点は,プ ラスミドの基本機 能を担う一連の遺伝子 が,増 殖期

依 存的 に転写制御を受ける可能性 を想 起する.そ こで,異 なる増殖期 におけるプラスミド上の遺伝 子発

現の違いにつ いて調べるために,以 下のようなマイクロアレイ解析を行った.

マイクロアレイに供するRNAサ ンプルは,KT2440(pCAR1)株(作 製法は材料と方法M-21参 照)

から調製した.培 養は,コ ハク酸ナトリウムを唯一の炭素源 とする最少培地を用いて行い,生 育 曲線を作

製して(図5-1),早 期対数増殖期(以 下EL)と 定常期(以 下ST)に おける菌体液よりRNAを 抽 出した.

マイクロアレイの解析は材 料と方法M-21,M-22に 記した方法で行い,そ の結果を表5-1と,図5-2AB

に示 した(pCAR1上 の全ての遺伝子 の結果は巻末の付録2に 示 した).有 意差検 定についてはt検 定

後 にBonferroni補 正したP値 が0.05よ り小さいものを有意とみなして行った.そ の結果,発 現量に違い

が認められた遺伝子は138の 遺伝子であった(表5-1).発 現量の比が大きかった(2倍 以上の比)遺 伝

子 は,表5-2に 示したように,parABC遺 伝子群と,そ の下流 のORF67,お よび転写制御 因子 をコードす

ると推定されるORF70で あった.一 方,tra/trh遺 伝 子群 を含むその他の遺伝子 についてはほとんど変

動が見られ なかった(図5-2B,付 録2).

5-2-2マ イクロアレイ解 析の結果抽出された遺伝子 の経 時的な発現量

前節 の解析により抽 出された遺伝子のうち,特 にpar遺 伝子群 とORF70に ついては,KT2440(pCAR1)

より経時的 に抽 出した全RNAに 対 し定量 的RT-PCRを 行ってその発現変動を確かめた,こ こで,parAの

下流の遺伝子parBCに ついては,前 章で述べたように同じ転写単位 と考えられるので,parAの 転写量の

み調べた.そ の結果,図5-1BCに 示すように,双 方の遺伝子 とも早期増殖期 において転 写量が増大し,

定常期に減少 していた(お よそ3～4倍).従 って,マ イクロアレイ解析 の結果の妥 当性が支持 された.

5-2-3pmr破 壊株 の作製とマイクロアレイ解析

ORF70産 物 はP. aeruginosa PAO1株 より見 出され た転 写 制御 因 子MvaTや 大 腸 菌 にお けるhistone

like-nucleoid structuring(H-NS)タ ンパ ク質 と相 同性 を示 す(そ れ ぞれ アミノ酸 レベ ル での相 同性)が,こ

れ らのタンパ ク質 は複 数 の 遺 伝 子 の発 現 を制 御 す ることが知 られ ている.ま た,こ れ まで にpCAR1上 か ら
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は相 同性検索 によって推定された転写制御 因子の候補 がORF70を 含 めて3つ しか見 出されず,こ のうち

1つ はCAR代 謝系 に特異な転写制御因子であることが判明している.
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表5-1.異 なる増殖期におけるKT2440(pCAR1)株 の遺伝子発現 の変化

表5-2.2倍 以上の発現量 の差 が見 出された遺伝子
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図5-2.KT2440(pCAR1)株 の具 な る増殖 期 に お けるマ イク ロア レイ解 析 の結果.

(A)  KT2440(pCAR1)株 をそれぞれ早期対数増殖期(EL)と 定常期(ST)ま で培養後,RNAを 抽 出して,マ イクロアレイ

解析に供した.そ の結果に基づき,pCAR1上 の遺伝子についてその発現変動をプロットした図.縦 軸はELの,横 軸

はSTに おける発現強度を示し,全 く発現しない場合に赤線 上にプロットされる.変 動に応じて色分けし,変動倍率が

1.5倍未満の場合は黒円で表し,以 下1.5～2.0倍を橙 色,2.0～4.0倍 を黄色,4.0～8.0倍を紫色,8.0倍 以上を緑色で示

した.

(B)  p CAR1上 で発現変動が認められた遺伝子の位置. p CAR1の 全体構造と,発現に変動が見られた遺伝子を示した.

(A)と同じ分類に応 じて色分けを行った.
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さらに,IncHIプ ラスミドR27で は,プ ラスミド上の遺伝子がコードするH-NSタ ンパク質が接合伝達 に必要

なtra/trh遺 伝子群 の発現を制御 することが知られている(Forns et al.,2005).以 上の事実からORF70産

物がpCAR1の 基本機能を担う遺伝子 群の転写制御 に関与する可能性 が考えられたため,ORF70破 壊

株を作製 し,破 壊株と野 生株 の早期対数増殖期 における遺伝子発 現の相違 をマイクロアレイ解析 によっ

て比較 した(表5-3,図5-3AB).以 降ORF70をpmr(plasmid encoded-MvaT-like regulator)と 命名した.

pCAR1上 の遺伝 子のうち,t検 定後Bonferroni補 正を行 って有意な変動を示した遺伝子を表5-3に 示し

た.そ の結果,特 に変動の大きかった遺伝子 としてparAお よびparBが 抽 出された(表5-4).ま た,機 能

未知のORFと,tnpA3も 抽 出された(表5-4).一 方で,tra/trh遺 伝子群については大きな変動が見出さ

れなかった(図5-3).ま た,破 壊株 と野 生株 におけるparAお よびparBの 転写量を定量的RT-PCRに よ

って測 定 したところ,マ イクロアレイ解 析 の結 果 と一 致 した(結 果 は示 さない,Terabayashi et al.,

unpublished).

5-2-4 PmrとparApの プ ロモー ター 活 性 の 関 係

前節の結 果か ら,pmr破 壊株 においてparAB遺 伝 子の転 写量が減少した.4章 の結 果よりparAは

parApか ら転 写されるため,PmrがparApか らの転写を制御す る可能性 が考えられる,そ こでまず,parAp

を含 むparA98断 片を有するレポータープラスミドpMEparA98を,KT2440株,KT2440(pCAR1)株 およ

びKT2440(pCAR1△pmr)株 に挿入した.そ の後,コ ハク酸最少培地で培養を行い,3株 の早期増殖期

にお けるプロモーター活性 を比較した.そ の結果,図5-4に 示 すように,KT2440株 に比べ,pCAR1を 有

するKT2440(pCAR1)株 の方 が,parApの 活性はおよそ3倍 程度高かった.一 方,pCAR1上 のpmrを 破

壊 したKT2440(pCAR1△pmr)株 においては,そ の活性 がKT2440株 と同程度 まで低下した(図5-4).従 っ

て,PmrはparApか らの転 写を,直 接,あ るいは間接的 に制御 する可能性 が示唆された.
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表5-3. KT2440(pCAR1)株 とpmr破 壊株 における遺 伝子発 現の 変化

表5-4. 2倍 以上の発現量の差が見出された遺伝子
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図5-3.KT2440(pCAR1)株 とKT2440(pCAR1Δpmr)に おけ るマイ ク ロア レイ僻析 の結果 .

(A) KT2440(pCAR1)株 とKT2440(pCAR1Δpmr)株 をそれ ぞれ 早期対 数増 殖 期吏で培善 後 .RNAを 抽 出し.マ イクロア
レイ解析に供し,pCAR1と の遺伝子についてその発現変動をプロットした図.縦 軸は野生株の,横 軸は破壊株にお
ける発現強度を示した.全 く発現しない場合に赤線上にプロットされ る-変 動 に応 じて色分 け,倍 率 が1.5倍 未 満の場
合 は 黒 円 で,1.5～2.0倍 を 橙 色,2.4-4.0倍 を 黄 色, 4.0～8.0倍 を紫 色8、0倍 以上 を緑色 で示 した.

(B) pCAR1上 で発現変動が認められた遺伝子の位置, pCAR1の 全体構造と,発現に変動が見られた遺伝子を示した.
(A)と同じ分類に応 じて色分けを行った.
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pmrの 存在とparAP活 性の関係

図5-4.KT2440株.KT2440(pCAR1)株,KT2440(pCAR10pmr)株 にお け るparAP活 性.

pCAR1を 保 持す る菌株 とpmr破 壊 株 に4章 で 用い た レポー ター プ ラス ミドを挿 入 して,parApの 活 性 をに よつ

て比較 した.サ ンプ ルは 各菌 株 を コハ ク酸 を唯一 の炭 素源 とす る培 地 でOD 600  0.2～0.3ま で 培 養 し て 調 製 し,

少な く とも3連 で行 っ た.
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5-3考 察

本 研究では,KT2440株 をpCAR1の 宿主とした場合の,pCAR1上 の全遺伝子のマイクロアレイ解析

を行い,分 配を担う遺伝子parAB(C)と,機 能未 知の転写制御 因子pmrの 発 現が宿主の増殖期 に応 じて

比較的大きく変動 していることを見 出した.プ ラスミドが安定に保持されるために,そ の分配は細菌が分裂

する度に機能 すると考えられ るため,宿 主がもっとも増殖 する時期に発 現が増 大するという結果は理に適

っていると考えられる.ま た,そ の下流 のparCとORF67に ついては,parA上 流にあるプロモーターから

の転写が終結 しないことを示唆 している.

結 果の項でも述べたが,Fプ ラスミドの接合伝達に関する遺伝子群 は,宿 主の生育 に応 じて転写レベ

ル で厳密 に制御 され ており,早 期 対数増殖 期 に転写 が活性 化され ,定 常 期 になると抑 制され る(Frost

and Manchak, 1998).こ れ に対して,マ イクロアレイ解析 の結果,pCAR1の 接 合伝 達に関するtra/trh遺 伝

子 群につ いては,早 期対数増殖期 と定常期を比べてもその発現 がほとんど変動 していなかった(図5-2B,

付 録2).こ の結果 は,3章 の考察 で述 べた結果 を裏付 けるもので,少 なくとも転 写レベル において,

tra/trh遺 伝子群 が生育依存的な制御を受けないことを示唆する.

プラスミド上の挿入配列ISPre2に おける転移酵素をコードするtnpA3の 発現 については,異 なる増殖

期 においても,pmrを 破壊 しても変動が見られた(図5-2B,5-3B).tnpA3はtnpAlお よびtnpA2(こ の2

つの遺 伝子 は100%同 一 の配列 をもっ)とtnpA4高 い相 同性 を示 し(塩 基配列 レベルで88%),共 に

ISPrel(pCARl上 に3コ ピー存在す る)とISPre2と いうIS5フ ァミリーに属する挿入配列内の転移酵素であ

る.興 味深いことにtnpA1, tnpA2, tnpA3の 発現量はほとんど変化しなかった.IS5の 転移を制御する機構

についてはほとんど知られてお らず,な ぜtnpA3の みが発 現に変動が見られたのか,今 後の解析 が待た

れる.

またcarAaに つ いても異 なる増 殖 期 にお い てその発 現 に変動 が見 られ た,carAaの 転 写 は2つ のプ ロ

モ ー ター によって制 御 されることが解 かっている(Urata et al., 2004, Miyakoshi et al., in press).AntR制

御 下 にあ り,ア ントラニル 酸存 在 下で 発 現 が活 性 化 す るPantと 構 成 的な発 現をす るPcarAaが 存 在 し,Pantは

コハ ク酸 で培 養 した場 合 には抑 制 され てい るた め ,今 回観 察 され た発 現 変 動 はPcarAaか らの 転 写 によるも

のであ ろう.PcarAaは 大 腸 菌 の σ70因 子 の結 合 配 列 と相 同性 を示 し,早 期 対 数 増 殖 期 でその 活性 が増 大

す ると推 定 され る(Miyakoshi et al., in press).従 って,carAaの 発 現 が 早 期 対 数 増殖 期 にお いて増 大 す

るとい う今 回 の結 果 と合 致 す る.

PmrはP.aeruginosa PAOl株 由来のMvaT familyのmvaTと 相同性 を示 した.こ のタンパク質 はP.

mevaroniiに お けるメバ ロン酸 代謝 を担 う酵素遺 伝子群 の転 写を正 に制御 する因子として単離 された
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(Rosenthal and Rodwell, 1998).そ の 後,Pseudomonas属 細 菌 の染 色 体 上 に複 数 のホモログが 見 出され

た.ま たMvaTに つ いて は,推 定 され た 立体 構 造 か ら,大 腸 菌 の 制御 因 子 として知 られるH-NSタ ンパ ク

質(histone like nucleoid-structuring proteinま た はheat-stable nucleoid-structuring protein)と の 類 似 性 が

提 唱 され ている(Tendeng et al., 2003).H-NSタ ン パ ク質 は大 腸 菌 の核 様 体構 造 の研 究 に端 を発 し,こ れ

までの ところhns変 異 は 多数 の 遺 伝 子 発 現 に影 響 を及 ぼ す ことが知 られ てお り,大 腸 菌 にお けるグロー バ

ル な遺 伝 子 発 現 を特 に負 に 制御 す る重 要 な転 写 因子 であることが明 らか になってい る(Dorman
, 2004,

Rimsky, 2004).ま た,H-NSタ ン パ ク質 はコンセンサス配 列 を認 識 してDNAに 結 合 す るので はなく,湾 曲

DNAに 対 して優 先 的 に結 合 す る特 性 が あると考 えられ てい る(Dorman , 2004, Rimsky, 2004).

H-NSタ ン パ ク質 はプラスミドの接 合 伝 達 につ い ても影 響 を及 ぼす ことが 知 られ ,Fプ ラスミドを有 す る大

腸 菌 に お いてhnsを 破 壊 す ると,定 常 期 にお い てそ の接 合 伝 達 頻 度 が 上 昇 す る(Will et al., 2004).ま た

IncHIプ ラスミドR27に お いて は,hnsホ モ ログがプ ラスミド上 か らも見 出 され ,そ の破 壊 によって接 合 伝 達

頻 度 が 上 昇 する(Forns et al., 2005).H-NSタ ンパ ク質 やMvaTは,そ のタンパ ク質 自身 と,ま た はそ のホ

モログと2量 体 を形 成 してDNAに 結 合 す ることが知 られ ている(Dorman
, 2004, Rimsky, 2004)が,R27

で は,プ ラスミド上 のhns産 物 が染 色 体 上か ら発 現 す るH-NSタ ン パ ク質 と相 互 作 用 をす ることが示 唆 され

ている(Forns et al., 2005).さ らに,H-NSタ ンパ ク質 やMvaTは プ ラスミドの様 々な領 域 に結 合 し,そ の形

状 を変 化 させ ることがpUCベ クター を用 い てin vitroの 実 験 でも確 か め られ ている(Dame et al., 2000,

2005).

以上 の様に,こ れ までに知られているH-NSタ ンパク質やMvaTの 性質はPmrに ついても同様にあて

はまるかもしれない.し かし,Peudomonas属 細菌のプラスミド上からhnsと 相 同性を示す遺伝子 がみつか

った例 は無く,プ ラスミド上 の他の遺伝子における転写制御 に関与す るのかどうかや ,染 色 体上から発現

するタンパ ク質と相互作用するかどうかなど,ま だ解 らない点が多い.本 章ではpCAR1上 のpmrを 破壊 し,

その破 壊株 について,野 生株とマイクロアレイ解析 を行 って,転 写 レベル の変 化を調 べた.そ の結果,

pCAR1上 においてparAB遺 伝 子の発現が大きく減少 していた,ま たpar遺 伝子群上流のプロモーター

parApの 活性も破壊株 において減少 していた.し かし,Pmrが 直接par遺 伝子群の転写制御を行うかどう

かはまだ不 明であるが,こ れまでに,プ ラスミドの分配を担う酵素遺伝子群 がH-NS様 タンパク質 によって

制御される現象が報告された例は無く,さらなる解析が待たれる.

興味深いことに,pmr破 壊株においては,機 能未知のORF145, ORF146と, ORF100付 近の遺伝子発

現が2倍 以上低下していた(図5-3B).ま た変動 は小さいもののcar遺 伝子群付近の遺伝子発現が低下

していた(図5-3B).こ の原 因については今 のところ不明であるが,プ ラスミド上のあるDNA領 域 に存在 す

る一連 の遺伝子の発現が低 下することは,PmrがH-NSタ ンパ ク質のようにプラスミドの構 造を変化させ る

ことで生じているのかもしれない.今 後,pmr破 壊株 に対してPmrを 相補した場合にそれぞれの遺伝子の
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発現量がどのように変動するのかについて調 べる必要 がある.

また,Pmrを 破壊 した際に,pCAR1上 のほとんどの遺伝子 はその発現が低下していた.既 知の報告例

によれ ば,H-NSタ ンパク質やMvaTが 転写活性化 因子 として作用することは知 られていない(Dorman,

2004, Rimsky, 2004).一 方,プ ラスミドのpar遺 伝子 の発現がPmrの 破壊 によって低下していることを考慮

すれ ば,集 団内にお けるプラスミドのコピー数が低 下している可能性 がある,今 後,プ ラスミドのコピー数

についても調 べながら,さらに詳細に個 々の遺伝 子について解 析する必要があるだろう.
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総括と展望

本研究では,Pseudomonas resinovorans CA10株 より単離されたCAR分 解プラスミドpCAR1に ついて,

その全塩基配列を決定するとともに基本的性質(複 製 ・保 持,接 合伝 達)に ついて詳細 に解析 を行った.

また,pCAR1を 全ゲノム配列 の明らかになっているP.putida KT2440株 に接合伝 達させた菌株,KT 2440

(pCAR1)株 を用いたマイクロアレイ解析を開始 した.

第2章 で示 したようにpCAR1の 属する不和合性群をIncP-7群 と決定した.分 解プラスミドを含むIncP

群プラスミドのうち,こ れまでに塩 基配列が解読された例 は,表6-1にIncP-1, IncP-4, IncP-6お よび

IncP-9群 のみであり,pCAR1はIncP-7群 プラスミドとして,塩 基配列情報 が明らかになった世界で初めて

の例 である.ま た,IncP-7群 プラスミドに特徴 的なrepAとoriv領 域 の塩基配列が明らかにした,現 在まで

のところ,IncP-7群 プラスミドはPseudomonas属 細菌 においてのみ複製される,狭 宿 主域プラスミドと考え

られるが,今 後さらにRepAとoriV領 域の結合性をより詳細 に酵素学 的に解 析することで,そ の複製開始

反応 の宿主特異性が明らかになると考えられる.

第3章 で述 べたように,pCAR1は 転 移 性 のクラスIIト ランスポゾンTn4676を 有 す る.ま た実 際 にTn4676

を 染 色 体DNA上 に 保 持 す る菌 株 も見 出 した.さ らにpWW53上 か らもクラスIIト ランスポゾンが 見 出 され

てお り(Tsuda and Genka, 2001, Yano and Tsuda, unpublished), IncP-7群 の 薬 剤 プラスミドRms 148上 か ら

も,Tn4676の 転 移 酵 素 と解 離 酵 素 をコー ドす るtnpAc CSTを 含 む トランスポゾン様 の構 造 が見 出され てい

る(Genka and Tsuda, unpublished),こ うした事 実 はTn 4676がIncP-7群 プ ラスミドの基 本 骨 格 に転 移 した

ことによって 現 在 のpCAR1の 構 造 になった可能 性 を示 唆 す る,興 味深 い ことに,こ れ まで に報 告 され た

Tn4652サ ブ ファミリー に属 す るトランスポゾンの 多 くが,分 解 プ ラスミド上 か ら見 出され てお り(Tsuda and

Iino, 1987, 1988, 1990, Tsuda et., a1., 1989, Tsuda and Genka, 2001, Nojiriet al., 2004),分 解 系 遺 伝 子 群

と,こ れ らのトランスポ ゾンの水 平伝 播 に何か 関係 があるのか もしれ ない,

pCAR1は 受容 菌の幅は狭いものの 自己伝達性 を示 した.ま たその接 合伝 達頻度は多くの場合供与菌

あたり10-5以 下と,他 のIncP-1やIncP-9群 プラスミドに比 べると低 いと考 えられる(Adamczyk and

Jagura-Burdzy, 2003, Williams and Muray, 1974).し かし,pCAR1は 由来を同じくする菌株(例 えばプラス

ミド脱落株)に 対しては,供 与菌あたり10-1と高い接 合伝 達頻度 を示した(3章).こ れは供与菌と受容菌に

お ける制 限 ・修飾 系が同一であるために生じたと考えられる.また,宿 主がたとえpCAR1を 脱落しても,脱

落株 にプラスミドを再度 接合伝 達することによりプラスミド自身 を残せるため,生 存戦 略上有利なように感
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じられる.IncP-7群 プラスミドRms 148は 古くから接合伝 達能があることが知られ ているが(Thomas and

Heines,2004),本 研究のサザン解 析によって,pCAR1と 良く似た接合伝達機構を有することが示唆され

た.そ の一方で,他 のIncP-7群 プラスミド,pND6-1やpWW53上 からは接合伝達 に必要な遺伝 子が見 出

されていない(Li et al.,2004,Yano and Tsuda,unpublished).pCAR1の 接合伝達に必 要な遺伝子群 は

40kbに もわたる領域 に存在し,これはpCAR1全 長のおよそ20%に も上る.もしもこの遺伝子群産物が,

宿主 にとって効率 的に機能 しないとすれば,か なりの負担 になると予想 される.従 って,本 研究で行った

ような実験室内の接合 実験 では見出せ なかったが,pCAR1のtra/trh遺 伝 子群が存在することで生存上

有利 な(そ の接 合伝達頻度を上昇させるような)条 件 があるのかもしれない.一 方で,rePA-oriVの 上流 に

存在するParWABC遺 伝子群 はいずれのプラスミド上 にも存在する,第4章 で示したように,par WAB産 物

はpCAR1に 特異的な安 定性を付与させていると考えられる.IncP-7群 プラスミドは接合伝達 によらなくて

も,宿 主 内で安定 に保持 される機構があるため,実 験 室内で培養す る限りでは,接 合伝 達に関与する遺

伝子 群は必要ないのかもしれない.CA10株 が活性 汚泥から単離されたことを考えれば,こ うした実環境

中での接合伝 達性につ いても調 べる必要があるだろう.

プラスミドの分配機 構 において,ParA,ParBお よびparSが それぞれどのように機能 するのかについて

は,最 も研 究が進 んでいるPlプ ラスミドにおいてさえ細かい点については全 くわかっていない .最 近,

ParBの 一部とその結合サイトであるparSの 複 合体についてX線 立体構造解析が行われ ,そ の構造が明

らかになった(Shumacher and Funnell,2005).そ の結果,こ れまでほとんど不明であった実際の分配機構

(どのようにParBが プラスミドDNAに 結合 し,またParAと 複合 体を形成するのか)に ついて,構 造レベル

で少 しずつ解 明されつっある.ま たParAやParBの 他 に,細 胞 分裂の際 にプラスミドを娘細胞 に正確に移

動させ るために,プ ラスミドDNAと それ に結合 するParABを,細 菌 の細胞膜に結合させ,プ ラスミドの細

胞 内にお ける位 置を決 めるためのタンパ ク質 の存 在が提唱 されている(図6-1,Funnell and Slavcev ,

2004).し かし,これまでのところそのようなタンパ ク質や,そ れ に関する遺伝子 についても全く情 報がない

pCAR1のParWが 本 当に膜タンパク質として機 能するのであれ ば,プ ラスミドの位置を決めるタンパ ク質と

して寄与するのかもしれない.

以 上 の ように本 研 究 によって,IncP-7群 プ ラスミドの基 本 的な性 質 を明 らか にす ることができた.本 研 究

発 表 後,塩 基 配 列 の 相 同性 か らIncP-7群 に 属 す ると推 定 され たプラスミドを表6-2に 抜 粋 した このうちナ

フタレン分 解 菌Pseudomonas sp.ND6株 由 来 のpND6-1と,ト ルエ ン ・キシ レン分 解 菌P.putida MT53株

由 来 のpWW53に つ い て は そ の 全 塩 基 配 列 が 解 読 され て いる(Li et a1.,2004;Yano and Tsuda,

unpublished).こ れ まで に知 られるIncP-7群 に 属 す るプラスミドは,少 な くともrePA-oriV-parWAB遺 伝 子群

を有 してお り,現 在 のところ,IncP-7群 の 基本 骨 格 として提 唱 できるだろう.ま た,IncP-7群 プ ラスミドの 安

定性 に つい てはpCAR1と 同 様 の性 質 を示 す と考 えられ る.今 後 さらにIncP-7群 プ ラスミドのpWW53や
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Rms148の 全塩基配列情報が公開されれ ば,IncP-1群,IncP-9群 とは全く異なる性 質を持つ,第3の 分解

プラスミド群として,IncP-7群 プラスミドの基本骨格が明らかになるだろう.

マイクロアレイ解析の結果pCAR1上 から見出されたpmrは 大腸菌 におけるH-NS様 の転 写制御 因

子 をコー ドすると考えられ,そ の破壊 により,par遺 伝 子群の転写量が大きく減少 した.こ の結果 は,pmr

を破壊することでプラスミドの分配が正常に行われない可能性 を示唆する.こ のような現象 は,こ れまでに

報告例が無く,Pmrとpar遺 伝子の転写の関係をより詳細 に調べる必要がある.また,本 論文では述べな

かったが,pmr破 壊株における染色 体上の遺伝子のうち,こ れまで全く機 能未知の遺伝子 に大きな発現

変 動が見 出され,宿 主 内でプラスミド上の遺伝 子(産 物)と 相 互作 用する可能性 が示唆され た.ま た,

KT2440(pCAR1)株 の炭 素源 をカルバゾール にした場 合においてもマイクロアレイ解析 を行っており,この

際もpmrの 発現が有 意に減少 した.こ の結果は,Pmrが 宿主の栄養条件の変化にも対応 して遺伝子発現

を制御する可能性を示唆 している.

最 近,MvaTホ モログが,バ イオフィルム形成,xenobiotics代 謝 系等 に関与する様 々な遺伝子 の転写

を制御するという報告例が増加 している(Valetetal.,2004,Resacallietal.,2004). P.aeruginosa PAO1株

では,MvaTと そのホモログであるMvaUが 互いにホモダイマー やヘテロダイマーを形成することで,バ イ

オフィル ム形成 に重要な役割 を果 たす遺伝子の転写制御 をす ることが判 明している(Vialet-Gely et al.,

2005).一 方,KT2440株 はMvaTホ モログが五個存在するが,こ のうち,今 回見出されたPmrと の相互 作

用 が行われているのか興味がもたれる.今 後,Pmrと 染色体上の遺伝子 由来のMvaTホ モログとの酵 素

学 的な解析を行い,宿 主がプラスミドを有 することでどのような遺伝子が発 現するのか,よ り詳細に研 究を

していきたい.ま た,pCAR1を 脱落させたCA10dm4株 に対 しては,い ずれの供与菌からもその接合伝達

頻度 が高かった.こ の理 由については現在のところ全く不明であるが,CA10dm4株 がIncP-7群 をたまた

ま「捉 える」ことができた,特 別 な菌株 なのかもしれない,こ のような点 を踏 まえて,異 なる宿主 における

pCAR1上 の遺伝子発現の変化 を検 出できれ ば,可 動性 遺伝因子 による水平伝播現象 についてさらに理

解 が深 まると期待される.

ところで,ダ イオキシン骨格をも分解することが可能なCAR分 解タンパ ク質をコードするcar遺 伝子群

が環境 中でどのように水平伝 播し,ま た定着す るのかを理解することは,こ れらの遺伝子を利用 したバイ

オレメディエーションへの応 用を考 える上でも重要である.本 研 究の結果からは,CA10株 のcar遺 伝 子ホ

モログのほとんどがpCAR1やTn4676を 介して伝播 しているように思われる.しかしIncP-7群 プラスミドに

関しては,プ ラスミドの宿主域が狭く,そ の接 合伝達頻度も低いと考 えられる.こ のような性質 は,広 宿 主

域プラスミドと考えられているIncP-1お よびIncP-9群 プラスミドとは大きく異なる.実 際に,近 年 多くの分解

プラスミドがIncP-7群 に属することがわかってきたことを考慮すると,IncP-7群 プラスミドにも,これら2つ の

プラスミド群 とは違った 「生き残 り」に有利な点があるはずである.本 研究で明らかにしたpCAR1の 接合伝
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達やプラスミドの宿主域につ いては,い ずれも実験 室レベルで単離され,培 養できる細菌を用いて行った

しかし実際 にpCAR1が 見出された活性 汚泥や 土壌 といった様 々な生物が存在する環境 においては,

我 々の未だ知らない細菌 が数多くいるはずである.従 って,IncP-7群 プラスミドの宿 主域が 「狭い」と考え

られるのは 「既 知の細菌 内では」という限定がついており,実 際にはもっと「広 い」のかもしれない,ま た,

接合伝達頻度 についても同様である．pCAR1の 接合伝達頻度は 「既 知の細菌に対しては」低いだけなの

かもしれない．繰 り返しになるが,IncP-1群 プラスミドが広宿主域で高い接合伝達頻度をもつという報告も

「既知 の細 菌に対 しては」という限定内の事 実である．従って,性 質の全く異なる不和合 性群に属するプ

ラスミドが,実 際の環境 中でどのような挙動 を示す のか,時 間を追ってモニタリングできれば,よ り面 白い

結果が得 られるかもしれない,本 論文 には掲載できなかったが,我 々は既 に実験を試 みており,水 平伝

播現象 が,実 験 室レベル で行う場合と,実 環境 に近 づけた条件 下で行う場合で,そ の結果 が大きく異な

る可能性が示され つつある．同様 に,IncP-7群 プラスミドには,宿 主内で安定に保持 される機構 は確かに

存在 しているが,こ の安定性 についてはIncP-1,IncP-9群 プラスミドを中心 に,他 の不和合性群 に属 する

プラスミドと,実 験室レベル において,ま た実環境 に近づけた条件 においても比較する必要があるだろう.
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図6-1． 細胞分裂時におけるプラス ミ ドの分配の模式図,

現在 提 唱され ているプラスミドの分配 の模 式図 ．Parタンパ ク質 がプラスミドのparSサ イトに結 合 し,

分 配 がなされる．この とき,細 胞 内 におい てプラスミドの位 置 を決 定するタンパ ク質が 存在す ると

考えられ ている(図 中点線,Funnnell and Slavcev,2004よ り一部 改変)．
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表6-1． 全 塩基 配 列が解 読されたlncPプ ラスミド

表6-2． これ ま でに報 告 され たlncP-7プ ラスミド(表1-1の 抜 粋)
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材料および方法

M-1.菌 株および培 地

本研 究で使用 した菌株を表M-1に 示 した.ま た通 常の培地 としては2×YT,あ るいはLB培 地

(Sambrook and Russell,2001)を 用 い,平 板 培 地 を作 成 す る際 に は 細 菌 培 地 用 の 精 製 寒 天 末(nacalai tesque,

Tokyo, Japan)を 終 濃 度1.6%(wt/vol)と な るように 添 加 した.選 択 培 地 に はampicillin (Ap), carbenicillin (Cb),

chloramphenicol (Cm), gentamicin (Gm), kanamycin (Km), rifanmicin (Rif), tetracycline (Tc), trimetoprim (Tm),

お よ びstreptomycin (Sm)を 加 え,そ れ ぞ れ 終 濃 度 はAp; 50,Cb,100,Gm;30,Gm;15
,Km,50,Rif;25,Tc,12.5,

Tm,25,Sm;450(い ず れも単位はμg/ml)となるように添加 した.ま た,CAR資 化 菌を選択する培地としてはCARを

dimethylsuHbxide (DMSO)に10mg/mlと な るように 溶 解 させ,疎 水 性 フィル ター で 濾 過 滅 菌 後 ,終 濃 度(100

μg/ml)と なるように培地に添加し,これを加えていない培地と重層した寒天培地を用いた.

培 養温度は特に明記しない限り,大腸菌については37℃,そ の他の菌株については30℃ で行った.試

験 管 に よる振 猛 培 養 は300stroke/min,坂 口フラスコお よび 三 角 フラスコ による培 養 は120rpmで 行 った.

M-2.試 薬,酵 素

本研究で使用した試薬の調整法は新細胞工学実験プロトコール(東 京大学医科学研究所制癌研 究部編,

第1版,1993),お よびクローニングとシークエンス(杉 浦昌弘編1989)に 従 った.本 研究で使用した制限酵素お

よびその他の酵素類は,タ カラバイオ株式会社(Takara),東 洋 紡績株式会社(Toyobo),ニ ッポンジーン,ロシュ・

ダイグノスティックス社(Roche Diagnostics)の い ずれのものかを購人し,説 明書の指示に従って用いた.DNA断

片 の連結はLigation High (Toyobo)を 用いて,操 作はその添付のプロトコールに従って行った.

M-3.使 用 したオリゴヌクレオチ ド

本研究で使用したオリゴヌクレオチドを表M-2に まとめた.各 オリゴヌクレオチドの合成は,イ ンビトロジェ

ン株式会社(Invitrogen),シ グマアルドリッチジャパン(Sigma),お よび 日清紡研究開発センターのいずれかに依

頼した.

M-4.DNAお よびRNAの 取 り扱い

菌 株 か らの プ ラスミド(大 きさが20kb程 度 まで)の 大 腸 菌 か ら抽 出 はalkaline lysis法(Sambrook and

Russel,2001)で 行 った.

菌 株 か らの 全DNAの 調 製 はCurrent Protocolsin Molecular Biology (Ausubel et al.,1990)の 方 法 を以

ドに 示 す ように,一 部 改 変 して行 った.

試 薬

・Hexadecyltrimethyl ammonium bromide (CTAB)/NaCl solution

4.1%(w/v) NaCl
10%(w/v) CTAB

操作

(1)各 菌株を試験管で5mlのLB培 地 を用いて培養し,2mlの 培養液集菌後,567μlのTE bufferに 懸 濁

した.

(2)10%SDSを30μl,proteinase K solutionを3μl加 え て,小 型 回 転 培 養 器(TAITEC RT-5)で30分 間 穏

や か に(強 度 の 目盛 りは3～4)攪 拌 した.そ の 後37℃ で1時 間 インキ ュベ ー トした.以 後 擬 拌 はす べ てこ

の 小 型 回 転 培 養 器 を用 い て 同 様 に 行 っ た.

(3)5MNaClを100μl加 えて15分 間 攪 拌 し,あ らか じめ65℃ に 温 め たCTAB/NaCl solutionを80μl加 え

て15分 間 攪 拌 した.そ の 後,65℃ で10分 間 インキ ュベ ー トした.

(4)ク ロロホ ル ム を800μl加 え15分 間 攪 拌 後,室 温 で 遠 心(13,000rpm)し,上 層700μlを 抽 出 した.

(5)フ ェ ノー ル/ク ロロホ ル ム抽 出 を 行 っ た後,2-プ ロパ ノー ル を700μl加 え,30分 間 攪 拌 した 後 ,13,000rpm,

室 温 で10分 間 遠 心 した.そ の 後70%エ タノー ル で 塩 を 除 去 し,1μg/mlのRNaseAを 含 むTE buffbr1

に溶 解 して 使 用 した.
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表M-2.本 研究 で行ったPCRに 用 いたオリゴヌクレオチド
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表M-2.つ づ き.
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表M-2.つ づ き

qRT-PCR
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菌 体 か らの 全RNAの 調 製 はNucleoSpin (R) RNA II (Macherey-Nagel, GmbH and Co. KG Sudbury, MA,

USA)を 用 い て 行 い,操 作 は 添 付 の プ ロ トコ ー ル に 従 っ た.抽 出 後 のRNAサ ン プ ル 中 に含 ま れ るDNAは

RQ1 RNase-free DNase (Promega, Madison, WI, USA)を 用 い て 分 解 させ た.

巨大プラスミドの抽出は以 下の2つ の方法のいずれかを用いて行った.

Ka and Tiedjeの 方 法による抽出

Ka and Tiedje (1994)の 方 法 をー 部 改 変 して 行 った.

試薬
・Lysing solution

10%(w/v) SDS 30ml
1M Tris-HCI (pH8.0) 5ml

2NのNaOHでpH12.6に 調 整 後,蒸 留 水 で100mlに して 常 温保 存 した.

操作

(1) 各 菌株 を5mlのLB培 地 に植菌 して培養後,培 養液1mlか ら集菌 し,滅 菌蒸留水100μlに 懸濁

した.

(2) (1)にLysing solutionを250μl加 え て,軽 く 混 合 し,室 温 で15分 間 静 置 した.

(3) 80℃ で2分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト して,350μlの フ ェ ノ ー ル/ク ロ ロ ホ ル ム を 加 え て 室 温 で ー 晩 静 置

した.

(4) 15,000rpm,4℃ で20分 間 遠 心 して,上 清 を 新 しい1.5mlチ ュ ー ブ に 移 して使 用 した.

Large-Construct Kitに よ る 抽 出

キ ア ゲ ン 社(QIAGEN, K. K., Tokyo, Japan)のLarge-Construct Kitを 用 い て 行 い,操 作 手 順 は そ の プ ロ トコ ー

ル(Appendix A, Special Protocol for High Yieids of Large-Construct DNA without Removal of Genomic DNA)に

従 っ た.

試 薬

・Resuspension Buffer(50mM Tris-HC1
, pH 8.0, 10mM EDTA, 100μg/mlRNaseA)

・Lysis Buffer (200mM NaOH
, 1% SDS)

・Neutralization Buffer (3
.0M potassium acetate, pH5.5)

・Equilibration Buffer (750mM NaC1
, 50mM MOPS, pH7.0, 15% isopropanol)

・Wash Buffer (1
.0M NaCl, 50mM MOPS, pH7.0, 15%isopropanol)

・Elution Buffer (1 .25MNaC1, 50mM Tris-HCl, pH8.5, 15%isopropanol)

操作

(1) 各 菌 体 を100mlのLB培 地(坂 ロ フ ラ ス コ)で 培 養 し,50mlず っ の培養 液 を 遠 心 して 集 菌 した.

(2) Resuspension buffer 10mlに 菌 体 を懸 濁 し,10mlのLysis Bufferを 加 え て 混 合 して 室 温 で5分 間 静

置 した.

(3) (2)に10mlのNeutralization Bufferを 加 え,穏 や か に 混 合 し て 氷 上 で10分 間 静 置 し た.

(4) (3)を4℃,20,000×gで30分 遠 心 し菌 体 膜 や タ ンパ ク を 沈 殿 させ た 後,上 清 を 濾 紙 で 濾 過 した.

(5) 10mlのEquilibration Bufferを 通 して 平 衡 化 したQIAGEN tip-500に 上 の 濾 過 液 を通 しDNAをtip

に結 合 させ た.

(6) 30mlのWash Bufferを 通 してtipを 洗 浄 した.こ の 操 作 を2回 繰 り返 した.

(7) あ らか じめ65℃ に 温 め た15mlのElution BufferでDNAを 溶 山 後,10.5mlの2-プ ロパ ノー ル を

用 い てDNAを 沈 殿 させ た.

(8) (7)を4℃,15,000×gで30分 遠 心 し た 後,上 清 を 除 き70%エ タ ノー ル を 用 い て塩 を 除 去 し て か ら

TE bufferに 溶 解 させ 使 用 し た.

他 の 特 に 明 記 しな いDNA・RNA関 連 の 操 作 はMolecular Cloning新 細 胞 工 学 実 験 プ ロ トコー ル(東 京

大 学 医 科 学 研 究 所 制 癌 研 究 部 編,第1版,1993),ク ロ ー ニ ン グ と シ ー ク エ ン ス(杉 山 昌 弘 編,1989)に 従

っ た.ま たDNAお よ びRNAの 濃 度 測 定 はDU (R) 7400 Spectrophotometer (Beckman Instrumen Inc. CA., USA)を

用 い て 行 っ た.

M-5-ア ガ ロースゲル電 気泳 動とゲル からのDNAの 回収

ア ガ ロー ス ゲ ル は,ア ガ ロ ー スME(ナ カ ラ イ テ ス ク ジ ャパ ン)をTris-acetate-EDTA (TAE) bufferに 溶

解 させ て 作 製 した.電 気 泳 動 は ミ ュ ー ピ ッ ド小 型 電 気 泳 動 層(ADVANCE Co. Ltd., Tokyo, Japan)を 用 い て

行 っ た.マ ー カ ー と して はMarker5お よ びMarker6(ニ ッポ ン ジ ー ン)を 用 い た.

-86-



アガロースゲルか らのDNAの 回収にはEZNA  (R) gel extraction kit (Omega Bio. Tek, Doraville, GA, USA)

を用い,操 作手順はそのプロ トコール に従った.

M-6.エ レクトロポ レー シ ョン

各菌株 のエ レク トロポ レーシ ョンによる形質転換は, Molecular Cloning (Sambrook and Russell, 2001)
の方法 を一部改変 して行った.

(1)  各 菌株 を5mlのLB培 地 を用いて試験管で培養後,培 養液500μlを100mlのLB培 地 に移 し,

坂 ロフラスコを用いて2～4時 間,本 培養 を行 った.

(2)  培養 液を氷上で10分 以 上静置 した後,50ml容 チ ューブに移 して集菌 した(3,000×g,15分 間,

4℃).こ れ以降の操作は全て氷上で行った.

(3)  上清 を除いた後,50mlの 滅 菌蒸留水を加 え,菌 体を穏やかに懸濁 し,集 菌 した(4,000×g,15分

間,4℃).

(4)  上清 を除き,25mlの 滅菌蒸留水を加 え,菌 体を穏やかに懸濁 し,再 度集菌 した(4 ,000×g,15分

間,4℃).

(5) 再 度 上 清 を除 き,10%グ リセ ロー ル10mlで 菌 体 を懸 濁 した 後,集 菌 し た(4 ,000×g,15分 間,4℃).

(6) 上清 を除いた後,200μlの10%グ リセロールに懸濁 した ものを コンピテン トセル として用いた.

エ レ ク トロ ポ レー シ ョン は , GENE PULSER (R) (BIORAD) を 用 い,25μF,200Ω,お よ び1.9kVの 条

件 で行 った.エ レク トロポ レー ション用のキュベ ッ トには greiner No-one 社の1cmギ ャ ップの ものを用い

た.

M-7. パル スフィー ルドゲ ル電 気泳 動(Pulsed-field gel electrophoresis; PFGE)

PFGEに はBIORADの ジ ー ン パ ス シ ス テ ム を 用 い,添 付 の 説 明 書 に 従 っ て 電 気 泳 動 した.PFGE用

の ゲ ル はTAEま た はTris-borate-EDTA (TBE) bufferとPFC(Pulsed-Field Certified)ア ガ ロー ス(BIORAD)を

用 い て 作 製 した.

電 気 泳 動 の 条 件 は,pulse角 度 を120°,泳 動 温 度 を14℃ と し,そ の ほ か は 表M-3に 示 した 条 件 で 行 っ

た.ま た,マ ー カ ー と して はMarker6, Marker7お よ びLow Range PFG Merker (New England BioLabs)を 用

い た.

表M-3.本 研 究 で用 いたPFGEの 条 件.

M-8.サ ザンハ イブリダイゼーション

サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン はnon-Radioactive Digoxigenen (DIG) DNA標 識 及 び 検 出 キ ッ ト

(Roche Diagnostics)を 用 い,そ の プ ロ トコ ー ル を 一 部 改 変 して 行 っ た.メ ン ブ レン に はPALL BYODYN (R) B

MENBLANEを 用 い た.

-87-



＜プローブの作成 ＞

(1) ラベ ルするDNA1～10μgを10分 間98℃ で変性 させ,氷 上で3分 間急冷 した.

(2) 2μ1の10×Hexanucleotide solution,2μlの10×DIG DNA Iabeling mixture,10μlの 滅 菌 水,1μlの

Klenow fragmentを 加 え て37℃ で4時 間 ～20時 間 反 応 させ た.

(3) 0.8μlの0.5MEDTAを 加 え て 混 合 し,反 応 を 停 止 した.

(4) 99%エ タノール を用いてDNAを 沈殿 させ,70%エ タ ノールで塩を除いた.

(5) 20μlのTE Bufferに 溶 解 しハイブ リダイゼーシ ョンの使用前に98℃ で5分 間変性させて使用 した.

＜ハイブ リダイゼーション＞

試薬
・D enaturation buffer

0.5M  NaOH

1.5M  NaCl

・N eutralization buffer

0.5M  Tris

3M  NaCl

HClでpH7.0に 調 整 し た.

・B uffer 1 (100m1あ た り)

0.1M  Maleic acid

0.15M  NaCl

NaOHでpH7.5に 調 整 した.

・B locking stock solution

Blocking reagentをBuffer lで10% (w/v)と な る よ う に熱 を加 え な が ら攪 拌 して 溶 解 させ た.

・B uffer 2

Blocking stock solutionをBuffer lで10倍 希 釈 し た.

・2 0×SSC

3M  NaCl

0,3M  Na3・citrate・2H20

・H
ybridization buffer

5×SSC

1% (w/v)  Blocking stock solution

0.1% (w/v)  N-Laurorylsarcosine

0.2% (w/v)  SDS

・B uffer 3

0.1M  Tris

0.1M  NaCl

pH9.5に 調 整 した.

・発 色溶液
NBT/X-Phosphate solution  200μl

10mlのBuffer3に 溶 解 して 用 い た.

操作

ゲ ル か ら メ ン ブ レ ン へ のtransferに つ い て は,VacuGene XL Vacuum Blotting System (Amersham

Biosciences, LTD., Buckinghamshire, UK)を 用 い て 行 い,操 作 手 順 は そ の フQロ トコ ー ル を 一 部 改 変 し て行

っ た.

(1) 電 気 泳 動 後 の ゲ ル をVacuGene XL Vacuum Blotting Systemに セ ッ ト し,0.2規 定 の 塩 酸 を ゲ ル の 表

面 を 覆 う様 に 加 え,50ヘ ク トパ ス カ ル の 圧 力 で 吸 引 した(15分).

(2) ゲ ル 表 面 よ りHCl液 を 除 い た 後,Denaturation bufferを 加 え て15分 吸 引 し た.

(3) Neutralization bufferを 加 え て15分 吸 引 した 後,ゲ ル 高 の2倍 程 度 の 位 置 ま で20×SSCbufferで 浸

る よ う に加 え て45分 間 吸 引 した.

(4) 装 置 よりメンブ レンを取 り川 し,UVを5分 間照射 した.
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(5) シー ル ドパ ッ ク 中 で100cm2あ た り20mlのhybridization bufferを 用 い,68℃ で60分 静 置 した .(以

後,反 応 液 に 加 え る 液 量 は メ ン ブ レ ン100cm2あ た りの 量 で 示 す,ま た 温 度 条 件 は,特 に 明 記 し

な い 限 り68℃ で 行 っ た.)

(6) Hybridization液1mlあ た り1μlの プ ロ ー ブ を加 え た プ ロー ブ 液15mlで(5)のbufferを 交 換 して,

68℃ で6時 間 以 上 静 置 した.

(7) メ ン ブ レ ン を 室 温 で 終 濃 度0.1% (w/v)の10%SDS溶 液 を加 え た2×SSC bufferで5分 間 洗 浄 した

(2回).

(8) 同 様 に0.1% (w/v)SDS,0.1×SSC溶 液 で68℃,15分 間 洗 浄 した(2回).

(9) Buffer 1で メ ン ブ レ ン を1分 間 洗 浄 し た.

(10) 100mlのBuffer2に 浸 し,30分 間 静 置 した.

(11) メ ン ブ レ ン をBuffer 2で150mU/mlと な る よ う に 希 釈 した 希 釈 抗 体 溶 液 に 浸 し,室 温 で30分 間

静 置 した.

(12) 未 結 合 抗 体 を100mlの 終 濃 度0.3% (v/v) Tween 20を 加 え たBuffer 1で 激 し く撹 拌 しな が ら15分

間 洗 浄 した(2回).

(13) メ ン ブ レ ン を20mlのBuffer3で2分 間 平 衡 化 させ,暗 冷 化 で 発 色 溶 液10mlと 共 に 平 ら な 場 所

に 静 置 した.

(14) 望 ま しい シ グ ナ ル が 得 られ た ら,メ ン ブ レン を 取 り川 して,TE buffer 50mlで 洗浄 した(3回) 。

M-9. Polymerase chain reaction (PCR)

PCRはExTaq HotStart Version (Takara)をDNA polymeraseと して 用 い,添 付 の プ ロ トコー ル に 従 っ て

行 っ た.ま た サ ー マ ル サ イ ク ラー に はPCR Thermal Cycler Dice TP600 (Takara)を 使 用 した.

M-10. 塩基配 列 決定法

塩 基 配 列 の 決 定 はDNA4200L-2 auto DNA sequencer (LI-COR Co. Ltd, Nebraska, USA)ま た は

ABIPRISM (R) 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystem)を 用 い て 行 っ た .操 作 は 添 付 の説 明 書 に 従 っ て 行 っ た.

DNA4200L-2 auto DNA　 sequencerに よ る 電 気 泳 動 は3 .75%ア ク リル ア ミ ド,7M尿 素 含 有 ゲ ル と0,8×TBE

bufferを 用 い て 行 っ た.電 気 泳 動 の デ ー タ解 析 に は,e-seq ver. 1.1お よ びver. 2.0を 用 い た.得 られ た シ ー ク

エ ン ス デ ー タ の 解 析 に は,DNASIS Macver. 3 .7 (Hitachi Software Engineering Co., Ltd)を 用 い た.

M-11. プラス ミ ドの構 築

・pUCARori001～pUCARod008は ,pCAR1の 複 製 を 担 う と推 定 さ れ た 遺 伝 子断 片(図2-1参 照)をpUC19

ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ した .ま た そ の 派 生 プ ラ ス ミ ドpUCARori004-Tc, pUCARori004-TcCmお よ び

pUCARori004-Gmは そ れ ぞ れ の 耐 性 遺 伝 子をpBBR1ベ ク ター シ リー ズ よ り切 り出 して(Kovach et al.,

1995),SacIサ イ トに 挿 人 す る こ と で 作 製 した.

・pCARori004
,pCARori005,pCARori006は 対 応 す るpUCARoriシ リー ズ のHindIII-NdeI断 片 をpTKmHN

のKm耐 性 遺 伝 子 と連 結 す る こ とで 作 製 した(pUCベ ク ター の 複 製 に 必 要 な 領 域 は 持 た な い) .

・pBTN4676は ,HS0I株 の プ ラ ス ミ ドラ イ ブ ラ リー よ りtnpAcCとIR-aを 含 むXhoI-HindIII断 片 と,tnpST

お よ びIR-fを 含 むHindIII-XhoI断 片 をpBlueScriptIIベ ク ター のXhoI-EcoRIサ イ トに ク ロ ー ニ ン グ し,

そ の 後mndIIIサ イ トを 平 滑 化,pSJ12のSmaI断 片 に 含 ま れ るGm耐 性 遺 伝fを 挿 入 して 作 製 した.

・pTCARoriVシ リー ズ は 図2 -2に 示 したBamHI-HindIIIのDNA断 片 をpT7BlueT -vectorに ク ロ ー ニ ン グ

し,HindIIIサ イ トにKm耐 性 遺 伝 子を 挿 入 して 作 製 した.

・par遺 伝 子に 変 異 を 導 入 し た プ ラ ス ミ ドに つ い て は 以 下の よ う に 作 製 し た
.ま ず2つ のDNA断 片(I

お よ びII)を,制 限 酵 素 サ イ トを付 加 した プ ラ イ マ ー を 用 い,PCRに よ っ て 増 幅 した(図M-1参 照) .
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図M-1. pCAR1のpar変 異 プラスミド作 製 に用 いたDNA領 域.

各 ミニ プ ラ ス ミ ドの インサ ー トを 作製す るため に用 いたDNA断 片(I～VI)を 白 抜 きの長 方 形で表 し,特

にIとIIの 断 片 を増 幅す る ため に用 いた ブ ライマー の位 置を(1)～(4)の 三 角 形で 示 した .た.各 プ ラス ミ ド

の イ ンサー トと して用 いたDNA断 片 を太線 で 示 した .ま た,人 為 的 に付加 した制 限酵 素 サイ トを末端 に

示 し,こ の うちベ クター 由来の ものを ア ス タ リス クで示 した,さ らに,T4ポ リメ ラーゼ で 平滑化す るこ

とで フ レー ム シ フ ト変異 を導 入 した制限酵 素 サ イ トの位 置 を白抜 きの 三角形 で示 した.

各 制 限酵 素 サイ トを以 下の略 文字 で表 した;E (EcoRI), H (HindIII), Nc (Ncol),Nd (NdeI), Sp (SpeI),X

(XbaI).
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そ の 後,各 断 片 をpT7Blue T-vectorに ク ロー ニ ン グ して 塩 基 配 列 を 確 認 し,XbaI-NdeI (NdeIサ イ トは

ベ ク タ ー 由 来)お よ びSpeI-NdeIを 切 り川 して,こ れ を 図M-1中 のFragment IとIIと し た .さ ら に,

Fragment IIか らFragment VIを,pUCARori004か らFragment III～Vを 作 製 し た.こ れ ら に 対 し て,PCR

で 増 幅 したHindIII-NdeIを 両 端 に 付 加 したKm耐 性 遺 伝 子を増 幅 し,(pTKmを 鋳 型 と した)以 降 の

Km耐 性 遺 伝 子と して 利 用 し た.pCARori008は,Fragment IIIとIお よ びKm耐 性 遺 伝 子 を 同 時 に 連 結

し て 作 製 した.pCARΔparBCはFragment III～VIを 前 述 したKm耐 性 遺 伝 子と連 結 し て 作 製 した.

pCARΔparCは,pUCARori004の5.7-kb HindIII-NdeI断 片 とKm耐 性 遺 伝 子を 連 結 して 作 製 した.得 ら

れ たpCARΔparCの イ ン サ ー トをpT7Blue T-vectorに 連 結 して,pTrepAparWABと した.そ の 後,parW

遺 伝 子内 のNcoIサ イ トをT4ポ リメ ラ ー ゼ(Takara)で 平 滑 化(4塩 基 を挿 入)し た も の をpTΔparW

と した.NcoIサ イ トに 変 異 が 導 人 さ れ て い る こ と を シ ー クエ ン ス 解 析 に よ っ て 確 認 した 後,pTΔparW

の5.7-kb HindIII-NdeIをKm耐 性 遺 伝 子 と連 結 してpCARΔparWを 作 製 した.同 様 に し て,2塩 基,あ

る い は4塩 基 をparA内 部 のClaIサ イ ト と,parB内 部 のEcoRIサ イ トに 挿 人 したpCARΔparAお よ び

pCARΔparBを 作 製 し た.

par遺 伝 子の 相 補 実 験 に 用 い たpBBRparW, pBBRparA,お よびpBBRparBに つ い て は,そ れ ぞ れ の 遺

伝 子をPCRで 増 幅 し た 後,塩 基 配 列 を 確 認 してpBBRIMCS-5(Kovach et al., 1995)の マ ル チ ク ロー ニ

ン グ サ イ トに 連 結 した.こ の 際,人 為 的 にSD配 列 を入 れ,ベ ク タ ー のlacプ ロモ ー タ ー と 同 じ向 き に

な る よ う に挿 人 した.一 方pBBRparWABに つ い て は,parWAB遺 伝 子(pUCARori004のXbaI-NdeI断

片)をpBBRIMCS-5のlacプ ロ モ ー タ ー と 逆 向 き に挿 入 して 作 製 した(par遺 伝 子は 元 来 の プ ロモ ー

ター に よ っ て 発 現 させ た).

pMEGlucは プ ロモーター配列をベ クター上から除いたpME4510にpSP-luc+NFのluc遺 伝 子を挿人 し

て作製 した.プ ロモー ター解析 に用いたpMEシ リーズはpMEGlucプ ラスミ ドをもとに作製 した.そ

れぞれ人為的に制限酵素サイ トと,SD配 列 を付加 したプライマーを用いてPCRで 増 幅 したDNA断 片

(表M-2参 照)を,そ の塩基配列 をシークエ ンス解析で確認後,pMEGlucの ル シフェラーゼ遺伝 子上

流のBamHI-HindIIIサ イ トにクローニング して作製 した.

その他,使 用 したプラスミ ドを表M-4に 示 した.

M-12. プラスミドの不和合性テスト

pCARIの 不 和 合 性 テ ス トは,既 知 のIncP群 プ ラ ス ミ ド と,pCARIの ミニ レ プ リコ ンpUCARori004-Gm

またはpUCARori004-Tcが 同一の宿主内で共存できるか否かを調べることで行った.宿 主にはP.aeruginosa

PAO1808株 を用いて行い,宿 主にエ レク トロポ レーシ ョンでミニ レプ リコンを挿入後,IncP群 プ ラス ミド

の抗生物質マーカー と,ミ ニ レプ リコンの抗生物質マーカー双方を含む選択培地上に塗布 し,形 質転換株

が現れた場合に,双 方のプラス ミドが共存できる(和 合性を示す)と した.

M-13.  pCAR1脱 落株の取得

pUCARori004のparA遺 伝 子内部 のClaIサ イ トを平滑化後,Km耐 性 遺伝 子を挿人 して作製 した

pUCAΔparAはPseudomonas属 細 菌内ではKmを 加 えない培地で培養す ると自然に脱落する.一 方,pCAR1

とpUCAΔparAの2つ のプ ラスミ ドは,同 一の不和合性群に属するため,Kmを 含 む培地で培養す ると,Km

耐性 を示す後者が優先的に複製され る.こ れ らの性質 を用いてCA10株 か らpCAR1を 脱落 させた.CA10

株 内 にpUCAΔparAを エ レク トロポ レーションで挿人 し,Km耐 性 を示す形質転換株 を選択 した後,抗 生物

質を加 えないLB培 地で培養 した.そ の後,Km耐 性 が消失 した菌株 を取得 し,こ の菌株 が双方のプラスミ

ドを有 さない ことをPCRと サザ ンハイブ リダイゼー ション解析によって確かめてpCAR1脱 落 株 とした.

この菌株 をPseudomonas resinovorans CA10dm4株 と命名 した.

M-14.  トランスポ ゾンの転 移 実験(mating out法)

本 研 究 に お けるミニ トランスポ ゾン の 転 移 の 検 証 に はmating out法(Tsuda et al., 1988)に 従 って 行 った.ミ ニ ト

ランスポゾンを含むプラスミド(pBSTN4676,Gm耐 性)を 転移先の受容プラスミド(RP4,Km耐 性,ま たはR388,

Tm耐 性)と 同じ大腸菌DH5α 株(Gm, Km, Sm,お よびTm感 受性)内 に共存させた.そ の後,受 容菌として用い

た大腸菌HB101株 と接合させて,トランスポゾン(Gm耐 性),プ ラスミド(Km耐 性 またはTm耐 性),お よび受容菌

(Sm耐 性)の 耐性マーカーを含む選択培地を塗布 して形質転換株が現れるかどうかを調べた.転 移頻度は,接 合

伝達したプラスミドをあたりの転移の生じたプラスミドの数の比を用いて表した.
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M-15.プ ラスミドの 接合伝 達 実験

プ ラ ス ミ ドの 接 合 伝 達 は,LB培 地 上 に0.45 μm孔,25～50mm径 のcellulose membrane filter

(ADVANTEC)を 置 き,そ の 上 で 供 与菌 と受 容 菌 の 菌 体 縣 濁 液 を 混 合 す る こ とで 行 っ た.

操作
(1) 供 与菌 お よ び 受 容 菌 をLB培 地 で8-15時 間,300strokes/minで 振 盤 培 養 し た.

(2) そ れ ぞ れ の 培 養 液 よ り1mlず つ1.5ml容 チ ュ ー ブ で 集 菌 し(13,000rpm,1min),750μlのLB培 地 で

洗 浄 し,再 度 集 菌 した.

(3) 200μlのLB培 地 に 懸 濁 して,供 与菌 と受 容 菌 を 良 く 混 合 し,LB平 板 培 地 上 に お い たcellulose membrane

filterに 懸 濁 液 を の せ た 。

(4) 30℃ で15時 問 静置 した後,フ ィル ターごと滅菌済み15ml容 コーニングチューブに移 し,1mlのCF

bufferに 懸濁 して,選 択培地にspreadし た.接 合伝達頻度 は,供 与菌の数に対す る選択培地に現れた

コロニー数で表 した.

M-16.Reverse Transcription-PCR

Reverse Transcription(RT)-PCRはOne step RNA PCR Kit(Takara)を 用 い て 行 い,操 作 は 添 付 の プ ロトコー

ル を 一 部 改 変 して行 った.反 応 条 件 は,逆 転 写 反 応 を60℃ で30分 行 い,94℃ で5分 間 置 い た の ち(94℃ で

30秒,60℃ で1分72℃ で1分)の 反 応 を30サ イ ク ル 行 っ た.

M-17.定 量 的RT-PCR

定 量 的RT-PCRはABI PRISMTM 7700 Sequence Detection System(Applied Biosystems)を 用 い て 行 い,

反 応 試 薬 はQuantiTect SYBR Green RT-PCR kit(QIAGEN)の も の を 使 用 し た.操 作 は 添 付 の プ ロ トコ ー ル に

従 っ た.解 析 対 象 の 遺 伝 子断 片 中100bpに つ い て プ ラ イ マ ー を 設 計 し,PCRで 増 幅 したDNA断 片 を用 い

て 検 量 線 を 作 成 す る こ と で,全RNA中 に お け る 目的 の 遺 伝 子のRNA量 を 測 定 した.RNA量 はcycle threshold

value(Ct)で 評 価 し,RT-PCR産 物 の60-95℃ に お け る 融 解 曲線 を調 べ,測 定 後 に 産 物 を 電 気 泳 動 してPCR産

物 が 一 種 類 で あ る こ と と,シ ー ク エ ン ス解 析 して 目的 の 断 片 が 増 幅 して い る こ と と を 確 認 して,測 定 が 妥

当 で あ る と した.

M-18.プ ラスミドの安 定性 の検 証実験

プ ラ ス ミ ドの 安 定 性 の 検 証 実 験 はKwong et al.,2001の 論 文 を 参 考 に して 行 っ た.

(1) 各 ミニプラス ミドをもつ菌株 を,Kmを 含 む4mlのLB培 地 を用いて試験管で培養 した.

(2) 培養液の うち4mlを,抗 生物質を含まない新 しいLB培 地 に植菌 して再度培養 した.こ れを5回 繰 り

返 した.

(3) 新たに植菌する度に培養液 を104倍 希釈 してLB平 板培地に塗布 し,ラ ンダムに100個 の コロニー を選

択 して,抗 生物質耐性能 の有無 を調べた.

M-19.ル シフェラーゼ活 性測 定

レポ ー ター プ ラ ス ミ ドを 有 す る 菌 株 を4mlの 培 地 で 培 養 し,培 養 液50mlを96-well microtiter plateに

分 注 した.そ の 後Centro LB960(Berthold Technologies GmbH and Co.KG Bad WildBad,Germany)を 用 い て ル

シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 測 定 した.同 時 に 菌 体 の 濁 度OD600をPharmacia Biotech Ultraspec 1000()で 測 定 し,

OD600=1.0あ た り の 活 性 値 を 産 出 した.活 性 測 定 に 用 い た 基 質 はPicagene LT2.0(Toyo Ink Co.Ltd.,Tokyo,

Japan)を50μl用 い た.結 果 は3つ の 独 立 し た 活 性 値 の 平 均 値 と標 準 偏 差 に よ っ て 評 価 した.

M-20.プ ライマー伸 長 反応

プ ラ イ マ ー 伸 長 反 応 の 検 川 に はDNA4200L-2 auto DNA sequencer(Li-Cor)を 用 い た.プ ライ マ ー に は5'

末 端 をIRD800で ラ ベ ル した オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドparAPE-1お よ びparAPE-2を 用 い た(Aloka Ltd).な お,
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parAPE-1,parAPE-2は そ れ ぞ れParA翻 訳 開 始 点 に 対 し て+18～+38,+112～+134の 配 列 に 相 補 的 な 配 列 を

有 す る.

プ ラ イ マ ー 伸 張 反 応 に はSuperScriptTM III Reverse Transcriptase(Invitrogen Corp .Carlsbad,Calif)を 用 い,添 付

の プ ロ トコー ル を 一 部 改 変 し て 用 い た.2 pmolの ラ ベ ル プ ラ イ マ ー,10μgのKT2440(pCAR1)株 よ り抽 出

したtotal RNA,10mmolのdNTP溶 液 を含 む13μlの 混 合 液 を65℃ で5分 間 イ ン キ ュベ ー ト した 後 ,氷 上

に1分 間 静 置 した.そ の 後,4μlの5×First-Strand Buffer,1μlの0.1M dithiothreitol,1μl(40U)RNaseOUT 1

μl(100U)SuperScriptTM III Reverse Transchptaseを 加 え て,50℃ で60分 間 逆 転 写 反 応 を行 っ た.反 応 後,産

物 を フ ェ ノ ー ル/ク ロ ロホ ル ム抽 出 に 供 し,エ タ ノ ー ル 沈 殿 した 後2μlの 滅 菌 蒸 留 水 に 溶 解 させ て ,1μlの

stop solution(Li-Cor)を 加 え た.シ ー ク エ ン ス ラ ダ ー の 作 成 はpUCARori004を 用 い て 行 っ た .

M-21.マ イクロアレイの作 製とRNAサ ンプル の調 製

マイクロアレイ解析のために,pCARlをP.putida KT2440株 に接合伝達させたP.putida KT2440(pCAR1)株

を作製した.こ の際,受 容菌のKT2440株 の 弱いTc耐 性 の自然耐性能を利用した.マ イクロアレイはKT2440株 と

pCAR1の それぞれaccession no.NC -002947とABO88420に 登録された塩基配列情報を用いて作製した(ジ ーン

フロンティア株 式会社 に委託,詳 細なスペックにっいては表M-5を 参 照).一 方,RNAサ ンプルは,KT2440

(pCAR1)株 をLB培 地で前培養後,洗 菌して,終 濃度0.1%の コハク酸ナトリウムを唯一の炭素源とする最少培地

で培養 した.そ の後,生 育曲線を作製して(5章 図5-1A)早 期対数増殖期と定常期にあたる菌体培養液よりRNAを

抽 出してマイクロアレイ解析に用いた.

M-22.マ イクロアレイ解 析

マイクロアレイ解析は,ジ ーンフロンティア株 式会社の「なんでもアレイ」解析サービスによって解析された遺

伝 子発現値を対数変換した値を用いて行った.本 研究では,プ ラスミド上の遺伝 子の発現変動 についての結果の

みを利用した.発 現に変動のあった遺伝 子については,そ の有意差検定をt検 定について行った.本 マイクロアレ

イでは,pCAR1上 の遺伝 子プローブは1遺 伝 子あたり15本 用 意し,か っ3連 に配置したため,1つ の遺伝 子につき

45の プ ローブによってその発現値を評価している.こ のため,検 定の多重性(検 定を複数回行うことで ,検 定に用
いた帰無仮説を棄却するための有意水準が向上してしまう現象.こ れを無視すると擬陽性数が増加してしまう)を回

避するために,Bonferroni補 正を行い,有 意確立p値 を補正した.p値 が0.05よ り小さい場合,2つ の条件における

遺伝 子の発現変動が有意であるとした.

M-23. pmr破 壊株 の作 製

KT2440(pCAR1)株 のpmr破 壊 株 の 作 製 法 は,Resacalli et al.,2004の 方 法 に 倣 って 行 っ た .遺 伝 子破 壊 様

の プ ラスミドとして は,Pseudomonas属 細 菌 で複 製 され な いpK19mobsacB(Km耐 性)を 用 い た .ま ず,pmrを 含 む

3.8-kbのEcoRI-Pstl断 片(pCAR1上 の 塩 基75681-79457;accession no .AB0088420)をpK19mobsacB上 に クロ

ー ニ ン グ し,pmr(77640-77999)の 一 部 を含 むsalI-salI(pCAR1上77486-77909)をGm耐 性 遺 伝 子 と置 換 して

(Gm耐 性 遺 伝 子の 向 きはpmrと 逆 向 き),pK19△pmrを 作 製 した.本 プ ラスミドを 大 腸 菌S17-1/λpir株 に挿 人 し,

KT2440(pCAR1)株 に接 合 伝 達 させ,GmとKmを 含 む0.1%の クエ ン酸 を唯 一 の 炭 素 源 とす る培 地 に 塗 布 した(相

同 性 組 換 え に より,目 的 とす るpmrの 領 域 とベ クター 部 分 がpCAR1に 組 み 込 まれ た 菌 株) .得 られ た形 質 転 換 株 が

pK19mobsacB上 のsacB遺 伝 子に 由 来 す るス クロー ス感 受 性 を示 す ことを確 認 後,Gmを 含 む 液 体 培 地 で 培 養 後,

Gmと10%ス クロー スを含 む 培 地 に塗 布 した.こ こでGm耐 性 を 示 し,か つ スクロー ス耐 性 を 有 す る菌 株 を 単 離 し,

目的 のpmr破 壊 株 で あることをPCRと サ ザ ン解 析 によって 確 認 した.
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表M-5.本 研 究 で作製 したマイクロアレイのスペック

* PMとMMは パー フェクトマッチ(登 録 され た塩基 配 列をそ のまま利 用 した24mer)配 列 とミスマッチ(PMの6番 目と

12番 目の塩 基 をA⇔Tお よびG⇔Cと 人 為的 に入れ 替 えた)配 列を示す.
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付録2. KT2440(pCAR1)株 の早期 対数増殖期(EL)と 定常期(ST)に おける

pCAR1上 の遺伝子の発現量の変動
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付録3KT2440(pCAR1)株 とKT2440(pCARDpmr)株 におけるpCAR1上 の遺伝 子の発現 変動
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内田英二氏,井 上謙 吾氏,宇 佐美裕 亮氏,岡 田敦氏,宮 腰 昌利 氏,高 妻篤史氏,

寺林継乃氏に深く感謝 申し上げます.

環境保全工学研究室の皆様 には,折 に触れ貴重なご助言,ご 協力,励 ましのお言

葉を頂き,さらに公私にわたり様々なご配慮を頂きました.この場をお借りして厚く御礼

申し上げます.

最後に,本 研究をまとめるにあたり,常に暖かく見守って下さいました家族と

妻 英子に深く感謝するとともに,本 論文を捧げます.
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新谷 政己


