
第2章 Thermusリ ジ ン生 合 成 酵 素 遺 伝 子 にみ られ るleader peptideを 介 した

発 現 調 節 機 構

§2-1. Introduction

転 写調 節 メカ ニ ズ ム に は配 列 に依 存 す るcisの 調節 メカ ニ ズ ムが 存在 す る。 代表 的 な もの に、

大 腸 菌 の トリプ トフ ァ ン、 ロイ シン、 ヒスチ ジ ン等 の生 合成 に関 す る酵 素遺伝 子 のoperonで 提

唱 され て い るattenuationメ カ ニ ズ ム[1]と 近 年Bacillus属 やClostriaium属 、Deinococcus属 、

Fusobacterium属 等 多 岐 に渡 る生 物種 で 見 出 され たriboswitchが あ る[2,3,4,5,6,7]。 前者 がleader

領域 に コー ドされ るshort peptideの 翻 訳 を介 す る メカニ ズ ムで あ り、後者 はmRNAの5'-UTRが

直 接 的 に エ フ ェ ク ター を認 識 ・結 合 す るメ カニ ズム で あ る。 この2つ の メカ ニ ズ ムで決 定 的 に

異 な る点 は、leader領 域 内に 翻訳 され 得 るshort peptideが 存在 す るか否 かで あ る。

前 章 で行 った 実験 結果 か ら、 リジ ン存 在 下 で はhcsの 転 写 が抑 制 され るこ とが示 され た(Fig.

1-10)。 転 写 開始 点 か らhcs開 始 コ ドンまで の111塩 基 か らな る配 列 が、 複雑 な二 次構 造 を取 り

得 るの に加 えて 、 リジ ン コ ドン をtandemに 有 す るhcs-leader peptideを コー ドす る可 能性 が 示

唆 され た こ とよ り(Fig.1-11)、 リジ ン存在 下で のhcsの 転 写抑 制 は この配 列 に起 因す る ものだ

と推 測 され た。 本 実 験 で構 築 したT.thermophilusで のreporter assayを 用 いた 実験 結果 か らも、

リジ ンに よ る転 写 物 の 減 少 が 示 され た の に加 え て 、構 築 した様 々 なmutantを 用 い た結 果 か ら

は、hcs-leader領 域 が、そ して と りわ けそ こ に コー ドされ るhcs-leader peptideの6,7番 目のtandem

な リジ ン コ ドン が このLysク ラス ター の転 写 調節 機 構 に重 要 な役 割 を担 って い る こ とが 明 らか

にな った(Fig.1-16～18)。 この結 果 か ら、本 菌 のLysク ラス ター は翻 訳 とcoupleし たleader peptide

を介す るclassicalなattenuationに よ る発 現 調節 機 構 の制 御 下 にあ る と推 察 され たが 、転 写 開始

点 とhcs-leader peptideの 推 定 開始 コ ドン との 間は僅 か3塩 基 で あ り、通 常の翻 訳 に 必要 と され

る リボ ソー ム結合 配 列 で あ るShine-Dalgarno(SD)配 列 は見 出 され な い こ とか ら、 このleader

peptideの 産 生 及び 同leader peptideを 介す る転 写調節 機 構 を確 定的 に述 べ る こ とが で きない。 し

か しなが ら、SD配 列 を必 要 と しな い翻 訳 開 始 の例 が 報 告 され て お り 【8,9]、Lysク ラス ター に

お け る転 写 開始 点 とhcs-leader peptideの 翻訳 開始 点 が近 く、SD配 列 が 存在 しな い とい う問題

は、 必 ず しも筆者 の仮 説 を否 定 す る もので は な い。 したが っ て 、 このshort peptideの 翻訳 の有

無 を明 らか に す る こ とが 、本 研 究 にお け る リジ ン生合 成 酵 素 遺伝 子 の発 現 調節 機 構 の解 明 に重

要 な意 味 を もつ もの と考 え られ た。
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そ こで本 章 で は 、前 章 で 作製 したreporter assay系 を応 用 し、agaAと の融 合 タンパ ク質 発 現

系 を構 築す る こ とで 、hcs-leader peptideが 産 生 され て い るか 否 か を調 べ る こ とを 目的 と した。
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§2-2. Materiaks and Methods

§2-2-1. hcs-leader融 合 α-galactosidase生 産 系 の 構 築 及 び そ の ア ミ ノ 酸 配 列 解 析

(a)pTthcs-plpflの 構 築

遺 伝 子 の基本 的 な操 作 は 文献[10]に 従 って行 った。T.thermophilusの ゲ ノムDNAを 鋳 型 と し

て 、合成 オ リゴヌ ク レオ チ ドTthcs-plpfF1/Tthcs-plpR1、Tthcs-plpfF2/Tthcs-plpR2の 組 合せ でPCR

を行 い 、hcs-leader前 半 及 び後 半部 位 を増 幅 した。 この2増 幅断 片 を鋳 型 と して合 成 オ リゴヌ ク

レオチ ドTthcs-plpfF1/Tthcs-plpR2の 組 合 せ で さ らにPCRを 行 い 、hcs-leaderの 終始 コ ドンを グ

ル タ ミン コ ドンに 置換 させ た断 片 を得 た。pT7blue vectorに 連 結 し、 シー ケ ンス解 析 で変 異が

導 入 され してい る こ と を確 認 した後 、NotI及 びNdeIで 消 化 し、 ア ガ ロー ス 電気 泳 動 後 に 目的

断 片 を精 製 した。

ま た、pOF5714 [11,12]を 鋳 型 と して合成 オ リゴヌ ク レオチ ドagaA(Fw)及 びagaA His+をprimer

と したPCRに よ ってAgaAのC末 端 に8つ の ヒス チ ジ ン残 基 を 導入 した。PCRに よって得 られ

た 断片 をpT7blue vectorに 連 結 しシー ケ ンスで確 認 を取 った 後 、NdeI及 びEcoRIで 消 化 、 目的

断 片 を精 製 した。 前 章 で作 製 した プ ラス ミ ドp18Nd(-)-S'を 予 めNotI及 びEcoRIで 消 化 して お

き、 目的 断 片 を再連 結 す る こ とで、agaA(his)8とfusionす る発 現 系 プ ラス ミ ドを構 築 した。 得

られ た プ ラ ス ミ ドはpTthcs-plpf1と 名 付 け た。 尚、PCRに 使 用 した合 成 オ リゴヌ ク レオ チ ドは

Table 2-1に 示 した。

Figure 2-1. hcs-leader融 合 α-galacbsidaseの 発 現 系 構 築 に 用 い たprimer配 置

pTthcs-plpf1はhcs上 流 に 存 在 す るSD配 列 を有 し、pTIhcs-plpf2は そ のSD配 列 を除 去 した。
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Table 2-1. 融合 タンパ ク発現プ ラス ミ ド構築に使用 した合成 オ リゴヌ ク レオチ ド

(b) pTthcs-plpf1産 物 の 精製

pTthcs-plpf1を 用 い てT.thernophilus OF1053GD株 を形質 転換 し、形質 転換 体 を50μg/mlの カ

ナ マ イ シ ン を含 むTM培 地 で 一夜 培 養 した。 集 菌後 にMM培 地 で菌 体 を洗 浄 し、終濃 度1%に

な る よ うに50μg/mlの カナ マ イ シ ンを含 む新 しいMM培 地 に植 菌 し、60℃ で24時 間 培養 した。

集 菌 後得 られ た菌 体 を精製 バ ッフ ァー(20mM Tris, pH7.5)で 懸 濁 し、超 音波 処 理 で破 砕 した。

40,000xg、4℃ 、20分 間 の遠 心 分離 で得 られ た 上清 を精 製バ ッフ ァー に対 して透 析 した。透 析

サ ンプル をNi-NTA resin (Novagen)に 供 し、0.2M→0.5Mの イ ミダゾール に よ るlinear gradient

に よっ て吸 着 タ ンパ ク を溶 出 させ た。

(c) N末 端 ア ミノ酸 解 析

Ni-NTA resinで 精製 したpTthcs-plpf1由 来の タンパ ク質 のN末 端 ア ミノ酸 配列 を解析 す るた

め に、SDS-PAGE後 、PVDF膜 にエ レク トロブ ロ ッ トした。 エ レク トロブ ロッ ト後 のPVDF膜 か

ら 目的 バ ン ドを切 り出 し、 ア ミノ酸 シー ケ ン サー に供 して 解 析 した。
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§2-2-2. 新 た なhcs-leader融 合 α-galactosidase生 産 系 の 構 築 及 び そ の ア ミ ノ 酸 配 列 解 析

(a) pTthcs-plpf2の 構 築

pTthcs-plpf1を 鋳 型 と し て 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドTthcs-plpfF4l/Tthcs-plpfR3及 びTthcs-

plpfF3/Tthcs-plpfR4の 組 合 せ でPCRを 行 い 、hcs-leader及 び そ の ジ ャ ン ク シ ョ ン 部 位 を 増 幅 し た 。

こ の2増 幅 断 片 を 鋳 型 と し て 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドTthcs-plpfF1/Tthcs-plpR4の 組 合 せ で さ ら

にPCRを 行 い 、hcs-leader/agaA開 始 コ ドン 間 に 存 在 す るSD配 列 及 びAgaA開 始 コ ド ン を 除 去

し た 断 片 を 得 た 。pT7blue vectorに 連 結 し 、 シ ー ケ ン ス 解 析 で 変 異 が 導 入 さ れ て い る こ と を 確

認 し た 後 、Notl及 びMlulで 消 化 し 、 予 め 同 処 理 を し て お い たpTthcs-plpf1に 再 連 結 す る こ と で

プ ラ ス ミ ドpTthcs-plpf2を 作 製 し 、 同 プ ラ ス ミ ドでT.thermophilus OF1053GD株 を 形 質 転 換 し 、

以 降 の 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 ・精 製 に 用 い た 。 本 プ ラ ス ミ ドの 構 築 に 要 し た 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ

オ チ ドはTable 2-1に 示 し た 。

(b) pTthcs-plpf2産 物 の 精 製

pTthcs-plpf2を 用 い てT.themophilus OF1053GD株 を 形 質 転 換 し 、得 られ た 形 質 転 換 体 を50μg/

mlの カ ナ マ イ シ ン を 含 むTM培 地 で 一 夜 培 養 し た 。 集 菌 後 にMelMM (0.4% melibiose, 0.075%

K 2HPO 4, 0.025% KH 2PO 4, 0.2% NaCl, 0.25% (NH 4) 2SO 4)培 地 で 菌 体 を 洗 浄 し 、終 濃 度1%に な る

よ う に50μg/mlの カ ナ マ イ シ ン を 含 む 新 し いMelMM培 地 に 植 菌 し 、60℃ で24時 間 培 養 し た 。

集 菌 後 得 ら れ た 菌 体 を 精 製 バ ッ フ ァ ー(20mM Tris, pH7.5)で 懸 濁 し 、 超 音 波 処 理 で 破 砕 し た 。

40,000xg、4℃ 、20分 間 の 遠 心 分 離 で 得 ら れ た 上 清 を 精 製 バ ッ フ ァ ー に 対 し て 透 析 し た 。 透 析

サ ン プ ル をNi-NTA resinに 供 し 、0.2M→0.5Mの イ ミ ダ ゾ ー ル に よ るlinear gradientに よ っ て

吸 着 タ ン パ ク を 溶 出 さ せ た 。 活 性 溶 出 画 分 を 精 製 バ ッ フ ァ ー に 対 し て 透 析 し 、 再 度Ni-NTA resin

精 製 を 行 い 、0.3M→0.4Mの イ ミ ダ ゾ ー ル に よ るlinear gradientに よ っ て 吸 着 タ ン パ ク を 溶 出

さ せ た 。 さ ら に 活 性 溶 出 画 分 を 精 製 バ ッ フ ァ ー に 対 し て 透 析 し 、Talon-cobalt resion

(BD=Bioscience CLONTEC)に 吸 着 さ せ 、0M→0.5Mの イ ミ ダ ゾ ー ル に よ るlinear gradientに

よ っ て 吸 着 タ ン パ ク を 溶 出 さ せ た 。 さ ら に 活 性 溶 出 画 分 を 精 製 バ ッ フ ァ ー に 対 し て 透 析 し 、 再

度Talon-cobalt resin精 製 を 行 い 、0.1M→0.2Mの イ ミ ダ ゾ ー ル に よ るlinear gradientに よ っ て

吸 着 タ ン パ ク を 溶 出 さ せ 、 最 終 的 に 精 製 タ ン パ ク 質 と し た 。
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(c) N末 端 ア ミノ酸解 析 に 向 けた 脱 ホ ル ミル 化

Ni-NTA resin及 びTalon-cobalt resinで 精製 したpTthcs-plpf2由 来の タンパ ク質 のN末 端 ア ミ

ノ酸 配列 を解 析 す るため に、SDS-PAGE後 、PVDF膜 にエ レク トロブ ロ ッ トした。 エ レク トロブ

ロ ッ ト後 のPVDF膜 を0.6N HCl溶 液 に浸 し、25℃ で16時 間処 理 した。 塩 酸処 理 したPVDF膜

か ら 目的 バ ン ドを 切 り出 し、 ア ミノ酸 シー ケ ンサ ー に供 して解 析 した 。

(d) TOF-MS解 析

Ni-NTA resinで 精 製 し たpTthcs-plpf2由 来 の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 解 析 す る た め に 、

SDS-PAGE後 、 ト リ プ シ ン 消 化 或 い は リ ジ ル エ ン ドペ プ チ ダ ー ゼ 消 化 し た サ ン プ ル をTOF-MSに

供 し た 。Mightsvl RPCI8 (ψ;3μm, 0.2x 50mm)カ ラ ム を 用 い て 、Solution A (0.1% HCOOH)と

Solution B (0.1% HCOOH/90% CH 3 CN)で 分 画 し た 。 プ ロ テ ア ー ゼ 処 理 サ ン プ ル はSolution B 5

%か ら95%迄 のlinear gradientで45分 間 か け て 分 画 を 行 っ た 後 、 引 き 続 きMSに 供 し た 。 尚 、

こ の 実 験 は 、 共 同 実 験 先 の 順 天 堂 大 学 研 究 基 盤 セ ン タ ー で 行 わ れ た 。
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