
§2-3. Results

Sl-nuclease mapping及 び様 々 な変 異 を導入 したreporter gene assayの 結果 よ り、本 菌のLysク

ラス ター は 翻 訳 とcoupleし たleader peptde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。 しか しなが ら、転 写開 始点 とhcs-leador peptideの 推 定 開始

コ ドン との 間 は僅 か3塩 基 しか存 在 せ ず 、SD配 列 は 見 出 され ない 。SD配 列 が な い こ とは この

仮 定 を否 定す る もの で は ない が 、leader領 域 に翻 訳 され るshort peptideが 存在 す るのか 否 かは

制御 メ カ ニ ズ ム を決 定付 け る うえで 大 変 重 要 で あ る。 したが って 本 仮 定 を立 証 す るた め に は 、

hcs-leador peptideが 細 胞 内で 産生 され てい る こ とを示 す必 要 が あ る もの と考 え られ た。 そ こで 、

hcs-leader配 列 がagaA(his)8にfuseし た 融 合 タ ンパ ク を発 現 す るプ ラス ミ ドを構 築 し、T.

thermophilus OF1053GDで 融 合 タ ンパ ク質 の生 産 を調 べ る こ とに した。 構 築 した プ ラス ミ ド

pTthcs-plpf1を 用 いて得 られ た形 質転 換 体Ttbcs-plpf1の 細 胞粗 抽 出液 か らHis-tag融 合 タ ンパ ク

質 を精製 し(Fig.2-2)、 そ のN末 端 ア ミノ酸解 析 を試み た(Fig.2-3)。

Figure2-2.精 製 し たpTthcs-plpf1由 来 の

His-tag融 合 タ ン パ ク 質

1, Molecular size marker; 2,精 製His-tag融 合 タ ン パ ク 質

精 製 画 分 はα-galactosidase活 性 が検 出 され た 。

SDS-PAGE後 にPVDF膜 に転 写 し、N末 端 ア ミノ酸 配 列 解 析

に供 した 。
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Figure 2-3. pTthcg-plpf1由 来融合 タンパ ク質 の 餌末 端 ア ミノ酸解析 結 果

N末 端から順に、Ser-Val-Ala-Tyr-Asn-Pro-Glnと 解 析 出 来 た。
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精 製 し たpTthcs-plpf1由 来 の 融 合 タ ン パ ク 質 をN末 端 ア ミ ノ 酸 解 析 に 供 し た 結 果 、Ser-Val-

Ala-Tyr-Asn-Pro-Gln-… で あ る こ と が 判 明 し た(Fig.2-3)。 こ の 配 列 は 融 合 タ ン パ ク 質 の も の で

は な く 、 α-galactosidaseの2番 目 以 降 の 配 列 で あ っ た 。 こ の 結 果 は 、hcs-leaderとhcs開 始 コ ド

ン の 問 に 残 し て い たhcsの 本 来 のSD配 列 が α-galactosidaseの 翻 訳 に 効 率 よ く 利 用 さ れ て し ま

い 、 そ の 結 果 と し て 、SD配 列 を も た な い 少 量 のhcs-leader peptideの 翻 訳 が 検 出 さ れ な か っ た

も の と 解 釈 で き る 。 そ の た め 、 引 き 続 く 実 験 で はhcs上 流 のSD配 列 を 欠 失 さ せ た 融 合 プ ラ ス

ミ ド、pTthcs-plpf2を 構 築 し 同 様 の 研 究 を 行 っ た 。

構 築 し 直 し た プ ラ ス ミ ドpTthcs-plpf2を 用 い て 得 ら れ た 形 質 転 換 体 は 弱 い な が ら も α-

galactosidase活 性 を 示 し 、 且 つ そ の 活 性 はpTthcs-plpを 有 す るT.themophilus OF1053GDと 同 様

に リ ジ ン 存 在 下 で は 低 下 し た(Fig.2-4)。

Figure2-4. pTthcs-plpf2を 保 持 す るT.thermophilus OF1053GD細 胞 粗 抽 出 液 の

α-galacTosidase活 性

サ ン プル と して 用 い た 細 胞 粗 抽 出液 を 調 製 したT.themophilusの 培 養 条件 を 以 下 に 示 した。

Pink, MM medium; Blue, MM +1 mM lysine; Yellow, MM + 10mM lysine
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次いで同形質転換体の細胞粗抽出液を2回 Ni-resin chromatography に供 し、 イ ミダ ゾール の

linear gradient をかけて溶 出 した。 活性 を確認 し、透析でバ ッファー交換 した後にさらに2回

Talon cobalt-resin chromatography に供 した。 同様 にイ ミダ ゾール の linear gradient をかけて結合

タンパ ク質 を溶出 し、結果 として pTthcs-plpf2 由来の融合 タンパ ク質を主成分 とす るサンプル

を調製す ることに成功 した。 同様に調製 した pTtslpA-P由 来 の α-galactosidasoと 比 較 し てSDS-

PAGE上 でN末 端 の融 合ペ プ チ ドに相 当す る程 度移 動度 が小 さくな った こ とか ら(Fig.2-5)、hcs-

leadcrが 融 合 してい る、即 ちhcs-leaderがThermus菌 体 内 で発 現 してい る可 能性 が 示唆 され た。

しか しな が ら発 現 量 は 非常 に低 く、部 分 精 製 され た タ ンパ ク質 量 は培 養 液11あ た り約2μgで

あ った。hcs-leaderが 融合 す る こ とで そ の分子 量 がモ ノマ ー で87.5k算 出 され る こ とか ら、 この

発 現 量 は約20pmolに 相 当す る。

hcs-leaderの 発 現 を裏付 け る ため に 、精製 したpTthcs-plpf2由 来 の融 合 タ ンパ ク質 をN末 端 ア ミ

ノ酸 解 析 に供 した が 、そ の シ グナル は得 られ なか った(Fig.2-6)。 コ ン トロール と して3pmol

のBSAを 同様 に ア ミノ酸解 析 に供 した と ころ 、 そ のN末 端 配 列 に一 致 す るシ グナ ル が 得 られ

た ことか ら(data not shown)、 精製 した融 合 タ ンパ ク質 のN末 端 に は何 らか の修 飾 が施 され て

い る可 能 性 が示 唆 され た。

Figure 2-5精 製 し たpTthcs-plpf2由 来 のHis-tag融 合 タ ン パ ク 質

1, Molecular size marker,; 2,精 製His-tag α-galactosidase; 3,精 製His-tag融 合 タ ン パ ク 質

α-galactosidaseの 分 子 量 は84kで あ る の に 対 し(ピ ン ク 矢 印)、hcs-leader融 合 α-galactosidascの 分

子 量 は 約87.5kと 算 出 さ れ る(赤 矢 印)。 精 製 さ れ たHis-tag融 合 タ ン パ ク 質 をSDS-PAGE後 に

PVDF膜 に 転 写 し 、N末 端 ア ミ ノ 酸 解 析 に 供 し た 。
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Figure 2-6. pTthes-plpfl 由来融合タンパク質のN末 端アミノ酸解析結果
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そ こで脱 ホル ミル 基処 理 後 、TFAを 用 いた ア セ チル 基 のデ ブ ロ ック処理 後 、脱 グル タ ミル 基 処

理 後 にN末 端 ア ミノ酸 解 析 を行 っ たが 、有 意 な シ グナ ル は検 出 され なか った(data not shown)。

精 製 した融 合 タ ンパ ク質 をN末 端 ア ミノ酸 か ら解 析す る こ とは困難 で あ る と判 断 し、 トリプ

シ ン消化 及 び リジル エ ン ドペ プチ ダーゼ 消 化 した融 合 タ ンパ ク質 をTOF-MSを 用 いて 質量 分析

す る こ とに した 。 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィー で分 画 した消 化断 片 の 幾 つ かの ピー ク を解析 した 結

果 、 トリプ シ ン分解 物 で219ア ミノ酸 残 基 、 リジル エ ン ドペ プ チ ダー ゼ分 解 物 で220ア ミノ酸

残 基 、 重 複 部 分 を 除 い て 全768ア ミ ノ酸 残 基 中 、353残 基 を 同 定 し た 。 そ の 中 に は 、

LGRRGVG… …VYWGKと い う配列 が含 まれ てい た。 これ はhcs-leader/ジ ャ ンク シ ョン部 位/α-

galactosidase部 分 か らな る融合 タ ンパ ク質 の8番 目か ら69番 目の ア ミノ酸 配列 に相 当す る。 以

上 の 結果 か ら、hcs-leader peptideが 自身 の翻 訳 開始 コ ドンか ら翻 訳 され 、産生 され てい るこ と

が 明 らか とな った(Fig.2-7)。
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