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日 細菌の遺伝子発現 と環境応答

吐物は､様々な環境要田により､そのLk存に禽威を与えられる｡特に細菌は､直接外

料 二様するや細胞生物である1=め､外界のストレスに1･1する対応は特に重要である｡ス

トレスは､多くの城合,栄怒粂作や生育環境の温度変化､pH変化,紫外線,そして､有

審物質など多岐にわたっている｡これらのストレスに迅速に対応するT=め､アミノ酸や

核酸､そして､リン酸などを介して発現がlつの制御囚Jl-により制御される遺伝子群､

いわゆるレギュロンを捕成しているストレス応答横川も多い｡大脇鶴では､培地中の炭

窯源の変化に対応するサイクリックAMP(以降cAMP)-CRPレギュロン (cAMPがカタ

ボライト7クティベーター哉白質と結合し､糖代謝系の多くのオペロンの転写を促進､

抑制する).SOSレギュロンなど様々なレギュロンが存在する｡このようなレギュロンに

は､通常､ lつの制御囚JFが存在 し､広 く細胞の生理横能を躯約的に制御 している｡

JysUi丑伝子は､このようなレギュロンのなかでも､大勝菌の生存環境の変化に対応する

ため､ロイシンを介して生合成や代鮒に横能する遭伝下を統合的に制御 しているLRP

(主euc･ncせCspons･veRegulatory旦'otelnの略)の制御する冶伝子群､ロイシンーLRPレ

ギュロンに含まれている｡
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他方､1つの制御因子により､多くの逝伝7･の逝伝子発現を封王約的に制御する仕組

は大腸曲のDNA (n色体構造)の梢道を決定することによっても行われていると考えら

れている｡これは､HU.H-NS,1HF.F】Sといった核様体蛋白質と呼ばれる､一群の鑑白質

に上り.経由の特定の核様体構造を維持し1=り変化させたりすることにより行われてい

る｡例えば.大腸歯のrRNA遺伝子であるm7BjB信子はFlS,およびH-NS弔白質により正

伽 二光現が制御されている (TIPPnereLal.19')4)｡また､翻訳など転写以外の新城で

も､核様体並白質の関わる生理横能は多い (YamashlnOeLnL 199J.1995)｡さらに､

正常な敗色休の棚製の開始や､細胞分裂に伴う,炎色体の分配にもこれら凶つの尚子が

rW与している可能性も示唆されており (Dixonelal.1984,FltUtO州CSetal..1992.

Pohc乙CkcLuI.1990,Killdowet.Ll.1995)､核様体蛋白質の機能は大腸蘭の生理機能

全般に好与している.

ト2 大腸菌のリジルtRNA合成酵素

大船in'リジルtRNA合成群黄道伝子JysUは大腸菌の7ミノアシルLRNA合成酵素をコー

ドする過伝子である｡大腸Riに存在する7ミノアシルlRがA合成群紫の過伝子は､対応

する7ミノ椴に対し1つづつ存在する｡しかし､リジンに対応するアミノアシルtRNA合

成q･演のみ､レsSおよびIysUの2つの遺伝子によりコードされている｡大腸菌では､これ

ら2つの逝伝子はJysS淑伝子が62mlnに (Emer■shandlllrShnlCId.1987)IIysU過伝子が

935m■n.にmapされており(vantx)geJenelal.1983)､発現系も完全に独立している｡JysU
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過信子は､JysS洲1-'子が構成的な発現を示すのに対し･様々な環境要因により発現が誘

沸される｡JysU遜伝Jf-の発現が上昇する現場姿凶は､通常の研究室における培垂粂作で

は.低温 (32℃)から,'1-;温 (47_℃)への生ずJ<粘度の上昇や､増地中のロイシン､アラニ

ンなどはin7ミノ椴の濃度の上昇､培地のpHの帳性への変化.嫌気的な培塵条件､栄葦

飢餓灸件､そして､slalIOnaJ･yPhaseでの発現の上昇など多岐にわたる(PuLzereLa).1995)｡

旺目すべき.射ま､これらの要因により､一過作に発現が上17･するわけではなく.発現が

特撮的にじ17･する6.である(1LoeLuL.1993)｡この2つの逝(云+によってコードされてい

るBi白質の分子並は､LysS蛋白質が576kD､LysUdi白質が578kDと非常に近く､2つの

蛋白質はアミノ酸 レベルで88%の相同性を持つ(CJurkEndNeldhurdL.t990.Levcqueet

ul..1990)｡しかしながら､2つのリジルtRNA合成併談は高い袖同性をJTしているものの.

活性が岩下与でなることが指摘されている｡もっとも孤老に兄いだされた特性の相違は

LysUとリジンとの親和性がLysSより高いことである｡さらに､42℃におけるLysUのア

ミノ7シル化捕性の低下がLysSより低いことも観察されている (BrevcleEa1..1995)｡

2つのリジルIRNA合成W一繋逝伝子の発現様式や合蚊好適自身の活性の相過は､大腸菌に

おいて､リジンのtRNA合成解題のみが唯一､2捜存在 している理由を説明するための五

g･な触穀と捕えても良いかもしれない｡また､大股-蘭の近根也である､Sh'geJJaf7exner'.

K/ebsleJJupneumonlE'e.Entelt'bdCIeraeIDgenCSなどでもリジンのアミノアシルtRhTA合成鮮

逝伝子が2つ存在していることから､リジンのアミノアシルtRNA合J&群紫が2櫨､存在

することは､細菌にとってなんらかの生理的意兼が存在すると考えられる (Sullaand
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Hl.,hneld,]995)｡しかしながら､現在までに､2つのリジルIRNA合成鮮紫の存在する

坪山についてty]確な解答は出されていない｡

ト3 大腸菌 リジルtRNA合成酵素遺伝子JysUの発現の特徴

Iy>U遜伝子は訪温の発現が強く見られることから､ヒートショック蛋白質をコード

する姐伝子のlつとして捕えられてきL･｡しかし通常のヒートショノクシグマ依存的な

逝伝子の発現様式は,高温への温度変化に付晒した一過nl)な発現の上昇が見られるのみ

で､IysU地位f-の詑現上昇に特R･的なじ-トインダクションというべき持続 した発現を

脱明できるものではない (ltoeL.LJ.1993)｡IysUjRfI云子の発現の熟談尊に関しては.

これまでの雌々な解析により以下のことが判明している｡すなわち､IysU退任子の発現

はヒートショックシグマを放伐､もしくは過剰発現させでも変化しない (Hassanlelill,

1992:Vuntx)gelcncLul..1987)｡IysU過信1-の発現制御節城にヒートショノクシグマ特

代的な結合音i域は見当たらない (ChrkandNe'dhardt. 1990.Levcqueeta1..1990;

KawukurnLeLal..1989)｡これらは､IysU遺伝子の掛昆での遺伝子の発現促進､もしく

は低温での発現の抑3.1Jが独自の発現制御系を介したものであることを示している｡

われわれの研究室では､/yssiB伝子を破鳩すると､低温でのリジルtRNA合成鮮繁の

絶対的な丑の減少から､低温でのみ歯の生存が不可能になることを発見した(Kawukam■

eLuI.)992)｡この低温感受性株を用いて､低温でもLysUi牡伝+の発現が見られる様々な

変端株 (abnndonmcntori,S互 ,uls変粍株)の分掛 こ成功した(Kawひkam'elal.)992;lto
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eLal.)993,1994)｡分焦された変災株の一部は､LRP､および核様体禿白質11-NSの欠

綴株であった｡この2つの葬白質は低温でIysU適任(-の発現を抑机している因子と考え

られた｡

1-4 H-NS蛋白質

H-NSは分了･品､約 1… )Duの蛋白質である｡‖-NSは多くの細宙でその存在が確認され､

大腸凶と同様に転写や組み替え.禎別といった細菌の並製な生理機能に関与している

(IIIggIllSetu1..19')0,UsseryeLnt..I994)｡また､HINSは､It-NSと同様に核様体蛋白質

として知られているHUと同機.究傾生物にも機能的に析似な寅白質も兄いだされてい

る(BlunChleLur.1994,TlmChenkoetn1..1996)｡また､大隅蘭l勺にも､相同な蛋白質､

SIpAが存在することが知られており､お下.いにその発現を制御しあい､横能的にもtEl同

性があることが証明されている(Zhungetal,1996,SondeneLul.1996)｡これらの邸実

は､H-NSのような核様体蛋白質が､生物価を也えて､生理的に盃安であることを示唆

している(Trayerselill.)994.lmu'T10LO.1996)｡

H-NSは当初､低分子丑で細胞中に非常に豊吉に存JEするDNA結合姦白質として捕え

られていた(RouvLerC-Y･JnlVandGros,1975)｡その後､tI■gg.nsらによる梢力的な解析に

より､ 】nw oおよびlnYILroにおいて､DNAの仲通を大きく変化させる能ノJが存在するこ

とが確かめられた｡彼等は,H-NSが存在する大腸蘭と､欠すELした大腸菌内から調整し

たpACYCl84プラスミドが端なる超螺旋構造をとることを発見し(Itlgg■nSetaL,1988ト
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また.nv.I,0においてはlトNSの量依存的にプラスミドのI#逆が大きく変化することを兄い

LIiLたけuppcreLJL,1994)｡また､tx,nt捕道をとるDNAの解析から､ll-NSがtx"(捕道に

特派的に結合することが兄い出され (Yanl血 elaL 1990)､さらにH-NSがDNAの構造

特異的にDNAの特定の朝域に結合することが確認された (TupFkrCtal,1994)｡その

結合は塩基配列に特米的なものではなく､txnl作造に依存する､比較的､非特輿的な結

合に近いものであった｡一方で､H-NSの転写に対する直接の影響は確かめられていな

かったが､0､ven-Ilusesらによりp'ouv池は子の転写制御因子であることが示唆され

(oven-I-luges et uJ,】992)､Ucgucl一.らによってp'DUVik伝Fの転写に対して唯奴で働く

負の制御因子であることがlnVItrOで確かめられた (Ueguchlelal,1993)oその後､

HINSが様々な淑伝子の制御囚+として働くことが見いけほ れT=が(Usseryela1..1994)､

その姫写制御の様式は､完全には解Iyほ れていない｡しかしながら､その転写制御の様

式は.p'w viB伝子のように.転写を直接抑制するものが存在する一方で､mlB池伝子

の様に､転写活性化因子であるFIS蔓托白質のXj･合を阻審することにより強い抑制活性を

示すものなど (T'ppnereLul.1994)､多様であると考えられている｡

1-5 LRP蛋白質

LRPはJJ)子A･､約1W Daの乾写制御因子である.溶液中では､2ilと体として存在し､

外型的な,DNA結合ドメインとしてのヘリックス-ターンーヘリックス構造とそれに挽

く2丑体形成 ドメインとしてのp-シート柵造を持つ(PIulkoelal.,)994.0shlmaela1,.

Jl:



1995)｡この2つの特徴的な構造は･典型的なDNA結合蛋El質であるCro並白質にも兄い

だされる(PJtXHndSuuer,1984)｡LRPは､多くの細曲でか ､相同作を持つ蛋白質の存在

が証明されており (Fr'cdtx'r8eLaL )995.KeunljecLa).)995),近年の糊曲のゲノム

プロジェクトの完成に作って,枯草歯でもその存花が確認されている｡また大腸菌にも

粕同性のある蛋白質AsnC(W.A)inselal,L99))および､ゲノムプロジェクトで兄い1='され

た,相同的な蛋白Ti'の存在が知られている(0ゝhlmuI:IuI,1996参E!旦)0

LRPはまず､IJvLFl過伝 Fの制御車白質としてIHB (RICCaetill,L989)として.分離相

魁され､その性質が決定された(WIIllnSeLuI,1991)｡さらに､IIvlFI過信子の解析を通じ

て､LRPのIJvIFIik伝7-の制御領域への結合が､協調的であること (wu■一getul.,)993)､

そのLJi合によりDNAにirrれ州が り捕道が形成されること (W･dn各eL.dt,1993b)､協調

的な結合により.直接tJv//一機伝子の転写を正に制御 していることが判明した(WIHLnSeL

uI..1992)｡その後､様々な過伝子の制御図71として変N-株がクローニングされた(Rex

eHdI,199L.LlneLul.1992b.EmstH一gctal.1992.TcheL=-aeLul.t995;FerTaT10eL

al.)995)｡LRPの特徴的な点は多くの生合成系の逝伝T一群を正あるいは負に制御し､2

次元の哉白TE懲気泳動をもちいた解析では､IIP逝伝 f-破壊株において.特定の蛋白質の

増減が少なくとも約75の茸白質において確認されていることである (Newman elat.

1992)｡さらに､LRPの認識配列が非常に根やかな附 V･性をもつ15bpの塩基配列である

ことが明らかにされ(Cu.eLaL.,1995)､LRPもまた､H-NSの掛 こ,DNAにかなり粒やか

な特派性を持って結合し,DNA梢道を変化させることにより転写制御因子として機能し
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ているのではないかという議題もなされている かewmun.L995:NewmanelaL 1996)｡

この上うな解Vrから､現在では､LRPはCRPなどと同じく人脱胎のグローバルレギュレー

ターとして認識されている｡

LRPによるJysU並は一子の転写制御については､ます､L'nらおよび1toらにより､JysU逝

伝子の軽写がLRPにより印刷されていることが報告された(LlnetaL L992.ILOeLaI,

1993)｡-JJJで,IysU逝伝1-の制御yi域に対する遺伝一'('=的な解析がなされ､†ysU退伝+の

転写止を増加させる概数のIysU逝†云+のC■sdenlenLの'変肘桝 (分粧され､大まかにでは

あるが.LRF'のta.那 勺な結合と､結合によるIysU池伝(-の発現のrlの制御についての輯

告もなされている (KawJbmlelul-1992;Gn2,enUelul.1994.ILOeLul,L993)｡

)-6 細菌の転写制御におけるbent(軌 u])構造の役割

細偽の艦lj:制御機偶については､謎本的なプロモーター澱崇はすでに明らかにされて

いる｡それは､-10および-35boxと呼ばれるDNA捕造であり､この要*;-を認ぎ鼓しRiNAポ

リメラーttは帥型DNAとl凋始複合体を形成すると考えられている｡しかしながら､プロ

モーターの一部として･35box上掛 こ存在するtxnLf#追､いわゆるup-elemenLが存在すると

いう意見も存在する(ChoyandAdt-ya,1996)｡このupClcmenLはm'B過伝子のPlプロモー

タ-の転写を促進する､転写制御因子とは全く独立な炎繁であり､JT17B過伝子の転写鵬

始点の上流J40から-60bp上流の朝域に相当し､RNAポリメラーIUのcL-サブユニットと相

互作用することにより転写を促進する(Rossel.tl.1993)｡さらに-60から上流に存在す
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るtml捕道も8JJ退IL-;+においで転写を促進するように働 くことが報'Elされており

(Luv'gneeL.ll,1992)､プロモーター上流にIfJEするLXl.LiA迄が転写の促進安芸として横

能することを考LSAすることは細菌の転写制御伎絹を理解する上で今後､並安な位置を占

めると想われる｡

1-7 本論文の梢戊

本TlJf究は大股歯lJジルtRNA合成肺滋地位(-IysUの拒写制御摸隅の解明を位終的な目

標とした｡このn標を述成するために､まず次の点を明らかにした｡それは､IysU逝伝

子の帳写制'd因子であるLRPをコー ドするJL77逝†云7-の拒写制御機捕およびLRPのDNA結

合様式である｡これらの.L=謀は､JysUi放任子を制御するLRPおよびtl-NSを比較したとき､

li-NSをコードするIwIS㍊伝+の娠写nlJ榊機偶が既に解析され､rI-NSが特1℃的な塩遁配列

ではなく.tx:Jlt梢道に11.A合することが明らかにされているのに対 して､LRPに関 して最

も解析が連れている点であった｡そこで､本論文では節2準でJrT'逝伝子の転写制御横梢

を解析し､Iq)逝伝 tの転写がLRPおよびH-NSにより抑制されていることを示した｡そ

れに付随して.LRPとHINSがlつの放任(-の転写を同時にかJ御することが大腸菌に広く

存在する一般的な制御系であることを考黙した｡如 準では. 一̂脱胎ゲノムプロジlク

トに参画して700kbpの退校した塩韮配列情報を作成した｡掛 率では､決定した大槻蘭

ゲノムの塩韮配列相戦に対してLRPの敵..n配列の予測を試みた｡また､ゲルシフト油性

測定をIflいて､現実にLRPがDNAに結合するためには認識配列のみでは不十分であり､
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複数の,--a'.,3配列へのLRPの協調的な結合が必要であることを示 した｡さらに.LRPと同

鎌なgl.t犯的なヘリノクスーターンーヘリノクス捕造を待ち,2丑体を形成して｡NAと結

合するCrogi白質のDNA結合モデルを参考にして､LRPとDNAとの出合モデルを推測し

た｡これ,らの解析から､JysU逝伝 f･上脱のLRP結合部位をf･刺した｡節5帝では第2.4卓

の純米､およびトトNSにl対するこれまで解析をもとにして,LRPとIl-NSによるIysUi正伝

子の転13:の抑AIJに朗する生化学的な検証を行った｡第6巾では､これらの結果を元に

JyiU放任子の転写抑制モデルを捉LHJ.し､LRPとHINSが抑制囚f-としてはこれまで類をみ

ないほどプロモーターの上流に結合L鎖催 しうる転写抑制囚(-であること､およびIysU

プロモーターの上流に存在するtx:nt偶道を介した転写抑制のメカニズムについて考't.亨を

加えた｡
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第2章

〟p遺伝子の転写制御機構の解析

2-1 序

FT･題でも述べたように､/ysU退伝子の転写馴榊田子は大腸L'i]内でグローバルレギュレー

ターとして機服するLRPおよびH-NSである｡従って､Jy5U過lL-;子の発現制御機構を明ら

かにする糾 こも､hns､およびI'p'世伝1-の発現制御機IIVを解叩け ることが重要であるC

遅れていたIrpjBl云了･の転写制御様似 こついて解析した｡その紙兆､(I)l'p過伝子に自己

掛澗横梢がIt:在することを示し､(2)Ir7'洲云(-の舷等l対始山を決定し､(3)Jq'逝伝1-の艦

等制御機梢に係わる第2の制御Enl-として11lNSを,司定した｡

2-2 材料と方法

2-2-1 菌株

MC4100はIL･C劫 伝子破壊株である｡RM430はMC4100のJI7'過信 Fを破状 した株である

(lrTZTnJOTctr)｡MC4)00181はか1C4)00のhnsitt伝f-を掛f{した株である(Jm5.Tn/0Kunr)｡
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これらはI'p-JJCぬ 合遺伝7-を含むプラスミドをiq入し､ド-ガラクトシダーゼ活性測定に

似1日ーた｡RM460はJysU遺伝子の上流領域を含む25kbpの析八とJacZ逝伝子との融合適

任子を敗色体上に溶脱化した株である｡RM598はRM460のI'7過 信 (-をTnJOを用いて破横

した株である(/'7m1-.niTnIOTel')｡RM538はJIP逝伝1-の上沈Edi城を含tTL-8kbpの断片 と

JacZ&伝子との縫合避伝1-を敗色体 Lに溶佼化 した株である｡OTllはRM538のIrp皿伝 1-

が破伐され7'=株である(J17Xrn'nLTJIJOTel′)｡RM539はIIyI〟迎fL-;+の上流'dl域を含む363bp

の断片と/ilCZ氾伝+との融合逝伝1-を染色体上に溶原化した株である｡OTl2はRM539の

/'p此伝+が破JRされた株である(Iq'.m'nlTnl0Tetr)らRK6は/quBl云了の と流領域を含む

493bpの断片とIac2地伝 (-との融合過伝Tを敗色体上に溶原化した株である｡RK5.およ

びRK4はそれぞれ､RK6のhnsおよび l".S.II7)洲 云子を破壊 した株である(I'ns.TnLOKm F).

(Jrv･m･nETn/0Telr)｡これらのlXIJ株はすべてβ-ガラクトシダーゼ析性測定に他用した｡

RM551(JrTmllnlTnl0Tell)およびRM597(hnsK山1r)は､W3110(rF性型株)のI'p過伝子および

hns逝伝子を破壊した株である｡これらは全RNAの分椎に仙mした.

2_2_2 プラス ミ ド

pOTl151.106.107.108,109.はそれぞれI'p過伝+の上流誹域を含む1.5kbpから200bpの断

片がpMC1403上のBa17dllsILeでJL.C2過伝子との融合逝伝7-を形成している｡これらは､

MC4100 に婦 人 しβ-ガ ラ ク トシ ダ - ゼ 活性 測 定 に価 川 した ｡ pfRP22は

pACYC184-1(pACYCL84tet･k:u-')のEcoJtlslteにIpjB伝子を含む4kbpの断片を含んでいる｡
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prRPlgはpACYC184の血 ,JtlsILeにJrp退伝 -f･を含t,4kbpの断片 を含んでいる｡

PLRPH.12,3I,4).61.81はprTm 2のI中迎†云子のOR叫 にLR噌 白質の｡NA結合能を欠損さ

せる点突放変災が存在する(大出 拓､修士論文,odIma亡Lal,1995)｡

2-2-3 培地

培地は通 常の増 車 にはLB培地(Bucto lr■pLone.log.YeiLSlCXlmCl,5g(DrFCO

lABORATORIES),NaCI,5g/J)を､β-ガラクトシターItfTTf性測定時には及,ト培地として

SSA(K2HP0..105g,Kll2P0.,45g,(NH)2SO.,LOg.Sodlum Cltru(edlhydmte.097g;MgSO4.

005g/I)にグルコースを02%に､ビタミンB,を2Hgh一山こ､イソロイシン､バリンを

20HylTll､プロリンを50LLg/mIになるように加え､使mした｡これらの培地に､必要に応

じてそれぞれアンピシリン 偶 有利ER) 50いg/■-ll.テトラサイク1)ン (S'smu) )5畑 rnl:

クロラムフェニコール (S'glT･Ll) 15pg/ml,カナマイシン (明治製凝) 50pg/mIを加えて

菌の増殖に使mした｡

2-2-4 試薬､酵素､アイソ トープ

本研究において11Rわれた試薬は掛 こ断りのないかぎり和光純蔀､ナカライテスク壮烈

を催JTlした｡本研究において使用 したすべての酵滋は宝酒造の製品を使m した｡

L7-mPlATPおよび【α-12p】dCTPはアマシャムより購入した｡

-13-



2-2-5 β-ガラク トシダーゼ活性測定

測定する曲株をssA培地qlで32℃で複塩増重 し､対数増殖期 (600nmの吸光度が

0.6-LO(OD6(刀))に培養を停止 し､培題液中にクロラムフェニコールを最終波圧

)叫Ig/rnIになるように加えて､それ以上の増殖および新規鵡白質の合舷を停止させる｡

この増益液を遺品分取 し全体立がlmlになるようにZバ 77 7 - (0_)M SodlUn

phosphuteburrcr,00LM KCLOCO)M MgSO4,0005M 2-メルカプトエタノール)を′ト

試験管で配合し､50plのOl%SDSと100LllのクロロホJレムを加え,一定時間 (約10秒間)

良く准押した｡これを28℃のウオーターバスで10分rlFJ以上保温して､サンプルの温度を

を反応温度に合わせ､200Plの4mg/mlのO-ニトロソフェニル-p-D-チオガラク トビlラノシ

ドを加え､反応を開始させた｡反応潜椎が刊色に変化したところで500plの1M Na2CO,浴

孜を加え､反応を軌 E二させた｡この溶液の420n■一､(OD420)および550nm(OD550)の吸光度

を測定し､次式によって群紫活性を飾山した｡

UnltS=)00qOD420-I750D550)/Llme(mln)/volume(ImL)/OD6CO

(oD420.OD550.OD6∝)の 対 応 す る 数 値 は 本 文 中 で 示 し た ｡ )

2-2-6 ゲルシフ ト活性測定

ゲルシフト活性澗定に便mL1=､H-NSiF白質は名大農学臥 水野､上口両博士から分

与していただいた(Y山一､adaetal..)990)｡DN̂ 一蛋白質禎合体形成に用いたDNA断片

はpmP18を餌と削こJflいたpcR法により増幅し､この断片を桝興後､R端を丑pで標識する
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ことにより､作成した(Sensepnmer,51-GTTAACAATITGTGCAATCGGCAGl31;anLISenSe

pnnler,5'-GTTACGATCGATACGGTCGAGATCTAA-31)｡校合体形成反応は20.."VITns-CI

pH75.1_mM EDTA,7mMP-メルカプトエタノール.lmM PMSF,100一一.M NuCl,5mM

MgCl,10%グリセロールを含む50Ll)の反応溶液r巾で.適当立のDNA帆÷ (loon:pm以上)

と相封HINSを妄71で30分間反応させた｡複合体は.5%ポリ7クリル7ミドy)L,を用い

て､200Vで約2時間､'iizit泳動してプローブとJJT社した｡

2-2-7 ノザ ンプロッティング

RNAの調光はAlbaらの方法にしたがった(A■baeLul,)98))028℃に保ったLB培地中で

対数増夕削Uほ で培在し.この曲からRNAを調並した｡稚気泳動およびノザンプロッティ

ングはSumbrookらのノJ'法にしたがった(S乙l･11bTOOkeLill,1989)020いgの大脳-AJ,全RNA

をホルマT)ンを含tTl2%アガロースゲルを用いて稚気泳動し､Hybond-N一(アマシャム)

にプロットした｡ハイブリダイゼーションには､J'p池伝Tを含む500bpのDNA断片とIpp

iB伝子を含tr500bpのWr片を用いて､BcaBESTLatxll■ngK.1(宝酒造)によりランダム標

托し作成したDNA断片をプローブとして使用した.内部標津として使FflしたIpp遭伝子

は細胞膜の梢退形成禿白質をコードしておりその発現itは一定であると考えられる｡こ

の/pp遭伝子の転写丑を用いてIL7'遡伝+の転写丑の変化を定丑 した｡ハイプリダイ･tf

-ションのコンディションはアマシャムの1刺tl脱IW掛 こ従った｡
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2-2-8 プライマー伸長法

･̂Ji;.曲全RNAの.渇望は2-1--7に従った｡全RNAは〆)Tl15】を席入LI=MC4100から関屋

したO克箱を放射標識したプライマー (M5.5.-cĉ ^̂ GGGGGATGTGCT-3■)を50Tngの

全RNAと共にユタノーJL,沈殿 し､Hyblid.zat-onbufre<LOmM Tns-IICLpH83,lmM

EDTApt180.025M KCL)を10Lll加え､ 5分間､100℃で保温する｡その後､室温で30分

間放置する.この反応液に40plのRTbuffer(60EnM TrlsIHCIpH83,12mM MgCIp12mM

DTT.24mM dNTP,lCKX)unlLS/mlRNAaselnhlbltOr)を加は る｡RAV12 (宝酒造)を

Ipl(l-2un'L)加えて､42℃でL時間､逆転写蚊応を進行させる｡反応の停止は､05M

EDTAおよび5nld■111のRNaseをlpl加え,37℃で30分間保温LTTなった｡反応停止後､フェ

ノールークロロホルムJIIJ批 エタノール沈殿でDNAを回収し､6%ポリアクリルアミド

ゲルを川いた和気泳軌により生成したDNA断)'Tを/JT離した.

2-3 結果

2-311 ltp遭伝子の自己制御機構

柿論でも述べ1=ように､ケsSi&伝子を破蟻した大軌 封は低温感受性を示す｡この低温

感受性を捌 け るようなドミナントネガティブJA:yC.が､LRPの典型的なDNA結合モチー

フであるヘリ･,クスーターンーヘリックス梢道中､2最体形成に必要とされるp-シート

1#適中に分推された(大鳥 拓､修士論文 1994,OshHl､aelal,1995)(R 2-1)｡これらの
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変異を有するLRPは.LRPが特粍的に結合することが報告されているIIyllJ退伝子上流EdI

域への結合が扱祭されない (大島 柘..修上.Jn文 )994)｡序詮で､LRPは正負に転写

を調節する性質を持つことを述べたが､確かに多コピーの野性型LRPの導入により､

JysU-IDCZ融合過l云子の発現はI,pIは体操に比べ抑制され､LIyI11lILIC2組合逝伝子の党規は

野性型に比べ促進された(JIyll-l遺伝子はLRP蛋白質により転写が促進される) (表2-2､

2-3)｡さらに､F-J;1述したDNA点合能の/̂伯した蛮風LRPを多コt:'-で糾胞内に導入する

と､IysUiむ伝+の転写丑は､Jrp過信+破伐採のJysU悲伝子の発現には及ばないものの､

観察されず､その上､1倍体株のJySU-lLIC勿虫合)即云下の発現よりも増加 した(表2･2)｡ま

た､IIyIll･JLJC2融合退任子の発現は野性型LRPが過剰に存在することにより1倍体株に比

べて促進されるが､変炎LRPが過剰に存在すると､I/VIH-I.･JC励 合逝伝-(-の発現はJ'p逝伝

子破蛾株よりも上昇するものの1倍体操より減少した (衣 2-3)｡したがって､これらの

変異は､野性型LRPの特端的なDNAへの結合を阻害するドミナントネガティブ変異であ

る｡

これらの変災LRPとJIPIJac2融合遺伝子を敗色体上に持つ歯株を用いて.I'p退信子の自

己8'J御飯柵を検証し/=｡ /'p-II'C2融合逝伝子の発現は敗色体上の1コピーのLRPの存在で

有為に印刷された (表2-4)｡また｡過剰な野生塑LRPの中人により/'p-lac2融合遺伝子の

発現は軌く抑制きれた｡さらにドミナントネガティブ変jq.･LRPが過剰に存在する粂件で

は､野性型LRPの有軸 こかかわらず.Jq地伝子欠tlnI株と即 字の発現が牧水された 俵2-4)｡
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これらの結果は､I,pi&伝子が自らがコードするLRPにより抑糾されることを示している｡

しかも､Jy,U逓伝子･,IyLH過信子およびI,p退任子に対するLRPの正､rtの転写制御針 芹

が､!f生剖LRPが存在していても過剰なDNA結合能欠損変災LRPの存在により阻害され

ることから･LRPの伝写制御が便数のLRPによる協淵的な結合による制御であることが

示唆されたo

2-3-2 lrp遺伝子の転写開始点 と制御領域

I,piBl云子の帳別的b･･･某を決定するために作成したIrp-∫.1C2融合過伝-(-は問の通 りである

(臥 -tA)｡図示されているように全てのプラスミドはpMCI403上に災なる良さのI177地

伝(一上流を挿入したものである｡それぞれのプラスミドを野性型株(MC4)00JIP,hns･)ド

帝人LJ q)-I･･lC励 合過伝子の発現丑を測定するとpoT=511]06.)07に対 し､poTJO8.109

は発現丑が庫掛 こ低かった｡したがって､主TEな転写開始点およびプロモーターはJIP冶

伝子の)塩遊Elより紬 60bpから320bp上流の範甜内に存在することがわかっ1=(図2-lC)C

さらに､プライマー仰良法を用いて転写I対始点を正確に決定したところ､f117過伝子の上

流265bpのアデニンであった｡次にJ rph伝+のLRPによる制御部域を特定するため､

叩Tl15L-pOT109を野生型およびJ,piB伝子破壊株に番人しp-ガラクトシターItf活性 を測

定したoPOTIl5l･pOT106を帝人LL･/'p逝伝子欠損株における/,p-/ac魂 合逓伝子の発現

は野性掛 二比べ約2倍に上昇した○しかしpoT】07を婦人した場合､発現の上昇は鰍 3倍

にとどまった｡したがって､LRPによる/rp-l･JC励 合逝伝子の発現の抑制にはlm ICkSに合
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まれるIIP過1王子の上淀郁域が必要であることが示唆された｡これはLRPの特派_的な結合

に必要な耕城が-120から下流であることを示唆しているoWaLlgらは､DNu5el加 LPnmに

上りLRPの出合新城を解析し､LRPが123から-108までの新城に紙合することを報告して

いる○このLl･米は本項で示唆された結果と完全に一致している(Wangelal,L994)｡し

たがって､J17,遺伝子の転写制御箭域は-20から-120の領域であることが示唆 された (図

2-5)｡舛味深いことに､-20から-】20を含む転写開始点付近から約100bp上乾までの育i域

はArTの迎扶する配列が魚雷に存在する特徴的な節城である(蛭】2-5)｡

2-3-3 H-NSによるIrp池信子の制御

/,p逝伝子の舷写開始点上枕にはATの連続する特徴的な配列が存在する｡これはtm 梢

造をとる鍋域に兄いだされる特徴である｡そこで､既に報告されているmaL,txを用いて

/作曲伝子上流SlI域に対して､txnl構造の川 は 行った(Dcsant■setnr.1986h その結丸

I,7,放任Ifの上流はtk'IL梢遇を耽ることが予測された｡DNA結合蚤白質であるH-NSはbenL

作造に好んで結合し(Yd'TmdaeluL 1990)､その結合により特定の逝伝7-の転写が制御

されることが示唆されているNeguch一亡■al,1993)｡したがって､I中退信子の上総領域

に､H-NSが統合しIIP過伝子の転写が制御される可能性が存在する｡この尉 二往Elして､

H-NSがJ作曲伝子上流のtxnt柵道に結合して､Irp逝伝子の転写を制御するかを解析した｡

pOTl06.107,108.109を野性型とhns逝伝子破場株に導入しJI7'-/ac2融合逝伝11の発現に

対するHINSの彰gを調べた｡その桔児､poTl06上のJTp-I.lLC2融合淑伝子の党規のみがhn5
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mI云7-火脚 朱で上昇した (衣21)a).これより､H-NSが-56から_】16の都城に依存して､

抑机凶子として叛徒していることが示唆された｡さらに.H-NSの卯机効果を正確に耶

析するため･lrp逓伝+上淀の-116から156を含むII7>hc2嘘合適Lf;子を染色体に導入した

RJ(5を用いT=p-ガラクトシダ-ゼ活性測定を行なった｡その結果､hns遺伝子破壊株では

Iq,iBl三洋 の発現が有か こ増加していることが確かめられた (衣2-5).;hLこ､I,p遺伝子

上流を7'ロープとしたゲルシフト活性測定を行ったoli-NSは-∩ VllrOにおいてJTP馴 王子

上流11i城に強く結合した｡しかも､その結合はぬ1朋 遇をとるコンペティターにより強

く阻蕃されるが､tx"t構造をとらないコンペティターでは帆半効果は低い(図2-3)｡この

結鵜は､rトNSがJ雌 信子のと流領域のkt-順逆に好んで結合していることを示している｡

以上の粁火は､71-N5がJIP過伝子のプロモーター上流に存在するtxn雌遇に結合し､JTP逝

伝子の虹写を抑制していることを強く示唆している｡

2-3-4 ノザ ンプロテイング解析

即女に･∫,7･過伝子の転写In.tをノサンプロッティングにより測定したoその結果､hns

並伝+破蛾株におけるIIP並伝子のmRNA丑はIysUj此伝子と同様(ILOeLnl,】994)､野性型

株より増加していた 個2_4)｡

2-4 単指

I,7,遺伝十の自己制御棲梢の存在については､NewmanおよびN山 一umとJtoによる捻説に
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おいて推測 されていた(Newmanelal.)992;Nukmuruandl10.)993)｡本章では.

Irp-lJC2出合逝伝f-をmいてJq'iB伝子の転写が現実にLRPにより抑制されることを示した｡

さらにJn7避†云7-の転写制御舗城を決定し､その附 加 【tx'nl構造をとることを推測 した｡

しかも､その宮iJ城にH-NSが捕追特発的に出合することをゲルシフ ト活性測定を用いて

mRNA丑が増加することにより､トトNSによるIrp並†L-汀 の転写の抑制が示 された｡ll-NS

およびLRPはJ,p過伝+上流に存在するbent梢道に結合することにより､転写におけるbent

構造の促進機能を阻riz･しているのかもしれない (txnL構造の転写促進機能に関しては4孝

および5韓で詳しく記述する)0J'7'iy伝子に限らず.多くの逝[孟子でH-NSとLRPが同時

に一つのiB伝7-の転写制御に機能 している例が知られているO_ev-nLhnlelal.1994.

La･1dgmreLal.,1994)｡JysUi世伝子もLRPと11-NSによって転写が抑制されていることが

明らかにされているOこれは大脇軌勺において､LRPとrトNSが多くの退任子を同時に転

写制御していることを示唆 している｡ll-NSは大槻airJ･Jで核様体順逆を保持するために

紙能していると堪えられている(Uscrryelu1..1994)｡LRPを核様体蛋白質として捕える

考えも樋山されており(Newmur"Iill..)992)､この2つのグローバルレギュレーターは大

腸菌炎色体のDNA梢道を介して､相補的に機能しているのかもしれない｡
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iA伝子型 塩基の変化 アミノ酸の変化 だJtが生じたBB位の2刺 t遺

lrp-701

1rp-702

1rp-703

1Tp1704

1rpl705

1rp-706

G-214ーA

C-142→T

c-110･一一で

G-1:‡4ーA

C-130-1T

C-114→で

Ala-72ーThr

九rg-48-一Cys

Leu-34ーPhe

Cys-45-一寸でyr

Pro-44→Ser

Ser-35→phe

p-shieeL

HellX-2

HellX-i

Helix-2

HellX-2

HellX-1

HellX-1 HelLX-2 β-shleet

衣2-l l'p退伝lTLに分維されたドミナントネガティブ変粍

llF.鰭 -(I-Q,LLENftA悪露 誠 至許 諾等監禁 雫奈,･E･讐 竺
ン-ヘリックス横道と､cro草白質などが持つ､ホモ2塩体形
成に必安なβ-シート構造q叫こ生じていた｡これらの変災は
LRPのDNAとの結合に不iT/̂な､2品体の形成とヘリックス
ーターンーヘリックス構造を介したDNAとの相互作m引取審
していると予想されるC



プラスミド β-ガラクトシダーゼ活性

(遺伝子型) (Units(Stdev))

None 6.03(077)

pfRPZZ (hpT) 0.63(0,49)

pLRPll(J中一701) 5.17(0.76)

pLRP12(〟p-70～) 44.0(3.21)

pLRP31(Irp-703) 21.1(5.56)

pLRP41(〟p-704) 21.6(2.17)

pLRP61(IIP-705) ll.6(1.80)

pLRP81(Irp-706) 34.3(2.35)

None 59.5(2.30)

pfFWZZ(lrp') 0.98(0.83)

pLRPll(Irp-701) 9.93(055)

PLRPIZ(lrp1702) 40.1(0.53)

pLRP31(Irp-703) 357(734)

pLRP41(0 704) 39.7(3.78)

pLRP61(伸一705) ll.1(3.03)

pLRP81(kp-706) 47.6(2.49)

菌株

些 璽

RM460(/IP)

RM598(lrp)

衣2-2 IysU冶伝(-の伝写に対する.変X-J'p遺伝子の導入の効果

RM460(l17*)とRM598(J'7)･Iet)は炎色体上にI,p-lacZ融合逝伝子を含んでいる
｡この株に変異J'T)プラスミドを導入し､β-ガラクトシダーゼ活性を測定し
た｡'R族の条件は衣2-1および材料と方法に‖亡述してある｡



プラスミド p-ガラクトシダーゼ活性

(辻伝子塾) (Units(Stdev))

None 126(0.73)

pfRPZZ (げ ) 3.14(0.23)

pLRPll(hp-701) 157(0.ll)

PLRPIZ(叶 702) 030(0.19)

pLRP31(lrp1703) OZl(0.064)

pLRP41(kp1704) 015(0.075)

pLRP61(Irp-705) 021(0.065)

pLRP81(IrpJO6) 013(0.087)

None 0.095(0.035)

pfRPZZ (/rp') l･33(0ll)

pLFm l(LID-707) 0･44(0･15)

PLRPIZ(IIp-702) 0･19(0･040)

pLRP31(Irp-703) 0･065(0･078)

pLFU41(Irp-704) 0.12(016)

pLFU61(hp-705) 04(01)

pLRP81(kpJO6) 0･076(0･045)

菌株

(iB丘子i')

RM539(/rp)

OTlZ(/rp)

衣2-3 1Ivlfl逝伝1-の転写に対する､変災I177遭伝子の導入の効果

RM539(ITV+)とoT12(/'p tet)は敗色体上にI17'-l･･･cZ融合遺伝7-を含
んでいる｡この株に変AJ'pプラスミドを中人し､β-A-ラクトシ
ターゼI古性を測定した｡実旗の粂作は衣211および材料と方法に
記述してある｡



プラスミド p-ガラクトシダーゼ活性

(遺伝子型) (UnltS(Stdev))

None Z乙5(0.62)

pfRPZZ (kTl) 9.53(0.57)

pLRPll(kp1701) 142(l.80)

PLRPIZ(lIP1702) 36.8(2.89)

pLRP31(lrp1703) 39.1(164)

pLRP41(lIP1704) 35.7(4.48)

pLRP61(lrp1705) lZ.9(1.36)

pLRP81(伸一706) 35.ら(5.77)

None 37.0(1.80)

pfRPZZ (IrpT) ll.7(0.81)

pLRPll(/lp-701) 149(l16)

PLRPIZ(〝p-70～) 37.9(1.88)

pLRP31(IIp-703) 378(173)

pLRP41(Irp-704) 39.2(2.82)

pLRPGl(/IP-705) 15.0(2.15)

pLRP81(4p-706) 343(2.06)

ヒ oTll'Irp)

衣2-4 1171遺伝子の転写に対する､変災J中退伝+の婦人の効果

RM538(l17*)とoT=(J'pEel)は敗色体上にIIp-lucZ融合遺伝子を含んでい
る｡この株に変料rpプラスミドを瀕入し､β-ガラクトシダーゼ油性を
測定した｡逮丑のクロラムフェニコールを含むssA培地(材料と方法参

照)を用いて大腸菌を37℃で対数増殖lpは で増普した後､分収し､ド-〟
ラクトシダーゼ活性を測定した｡活性はMltlerurHLSで示した｡落人し
た変災については,衣2-4に詳細を.記述した



菌株 β-ガラクトシダーゼ活性
(UnltS(Stdev))

En 24.1(0.57)

Ahns 407(0.78)

Ahns,lrp 48.8(601)

衣2-5 hIIS逝伝+の火脚 二よる/17'避伝Tlの転写の脱抑制

RK6(I,7N ､RK5(I7nSl'an)およびRK4(Iけ7Sk.'n.J'p Eel)は漁色

鮎 協 ~こJ,cTZ禁毛筆鮎 姦鉱 毒韻 7g】SiS字撒 豊 姦チ穿
収し,β-ガラクトシダーゼ活性を測定した｡活性はM.‖C,
ulliLSで示した｡



A EcoRI HapI BgJr= EcoR工 B

L仁∈ ≡ ユ ー - . -. ヒ ≡ ∃ ｣
ld亡Z

pm lO7 1 ==幸二
Fm lO● ニ
po710' ニ

[賂 I Jp胤 云1-上流都城の削除によるITP-lacZ融合過lJ=l'-の史跡 二)汁
る勅LIと

A 矢印から上池に伸びている鰍 まpMCE403に14.人された/,7uB伝子上

流節域を含むDN̂ 断片をホしている それぞれのl)N∧断片は,I,p遺伝
(-のORF内にII-1f_するIJgJ/lサイトで切断し､pMC】403上のFacZ過信子

とイ/フレ-ムで融合するようpMC】403のIi.""IIIサイトにJ.8人した

Ll 野性倒(MC4100.Iつ汁)}jJ:ぴRM430(lq')に^で,ftしたそれぞれの

プラスミドを形質転換しβ-ガラクトンy-ゼT古性を測起し/= 適宜の

アンピシリン(lj科とノJTム参照)を含むL8培地叫で.37℃で大腸曲を対
数岬私刑まで培束した後､I,1犯しβ-ガラJ/トシター-tr'紙代 を測定して

･Iヮ,-/'･CZ融合逝l云fの党別'qLiをd定した(TB性はMLZrerun.tRで示した
C･ 野性型(MC4I00)お上びMC4IO0-81(hns-)に^で,示し/=それぞれ

のプラスミドを形節転換しp-ガラJ/トシター-t='捕性を批iiLた､実験
の粂作はLlに記述したt,のと同様である,

β-ガラクトシダーゼ活性′91定(Un■ts(stdev))

WT △hns

3157(672) 4237(569)

5252(482) 5528(1233)

1079(19り 1653(280)

559(629) 744(77)

β-ガラクトシダーゼ活性31定(Un'ts(stdev))

WT △lrp

pOTl151 5462(252) 10441(912)

pOT106 3067(ll9) 5659(218)

pOT107 7448(898) 10009(332)

pOTIO8 1072(120) 1424(31日

pOT109 520(290) 624(544)
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1如-i I/ルシフトll:を川いたl'7'退k ∩ .流'dl域とIJIIJSのも11合にF対する的桝

･1.㌦ ∴十 ～･-::I :㍗ ･:i:l∵ -:-I: 一二 ~二㌢ ∵ . ･∴.･
プローブ-トトNS蝕lTイ如C)を'JT耕した 'J:験の.汀鰍 ま胡村とJJq掛 二.;亡述した コンヘテ
ィターDNAにはbent仏道をとるDNA帆 1.-､およびとらないDN̂ 斬片を川いた Jtl々

I:J.:L /'l-:_･). ∴ ･ 一･. /:"..:L:::lL､信 ､＼ ,: tr･:I.lL‥-:一一
もの 42とT.r】様の条件でコンペティターDNAとしてbentDNAをlpg加えたもの 5

4と州 .VJIJj.I,とでコンペティターDNAのi'ほ 5pgに変えたもの 64とl･･J様なJk応で
コンペティターDNAをbeTll順逆を取らないDNAに変えたもの 76と同様なJi応でコ

ンペティタIDNAの品を5Llgに食え1=もの である
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図2-5 /rp遺伝子転写制御領域

Irp遺伝子の制御領域およびORFを図に示したO回申の記号は､果矢印が転写開始点

を､灰色矢印がpOT106およびpOT107の含まれる/rp遺伝子上流断片の5■末端を､ロ

が4圭で述べる予想LRP招托配列を､塩基配列の上に引かれた灰色の直椙が､IrpiJ伝

子の制御領域を示している｡



第3章

大腸菌染色体Ⅰ2･7128.0m'n領域の塩基配列決定

3-1 序

LRPはグロ-パルなtr等制御因子であるために､その認識配列も大脇歯数色体上に､

かなり広く分布するものとみられる｡そのような分布を明らかにすることは､LRPに上

る転写調節鰍 推ならびに大脇歯のグローバルな環境応答掛 岸を解明する上で不可欠であ

る｡これまでには､そのような体系化された研,先1まあまりなされていない｡その原因は､

大腸Imゲノムの先金な塩基配列がいまだ決定されていないことに山水するOそこで,･lf

者は･大腸菌ゲノムプロジェクトに参加し､炎色体上の広い31-城の塩曲配列を決定した

上で､あらためてLRP.la'識配列の敗色体分布を解析することにした｡大腸菌ゲノムプロ

ジ-クトは､El本(Yume.al･･1992.FUノ"aelaい 994)､およU･米回 (ウィスコンシン

大学､Btatlnerらのグループ(mnle-～ela- 992iPIunkeu cltIい 993,Burlandetdl,

1993:眺 tlnereLal･･)993･SonacLall)994;BurlJndelaI,l995))のグループにより､

l 日本はol-1Jn･から時計周りに､米国は反時計周りにシーケンスを進めていら(臥 1)｡本

*-Cは､正確なJ/ノムシーケンス佃報を得るために､日本の大腸-A-ゲノムプロジェクト､

l 蜘 凱 参加し､紬 kbpの塩遊脚 を正確に決凱 た(Osh.muet- 96:- 文末
I
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尾に細足として示し1=)｡

3-2 材料と方法

3-21l 小原 クローンからの大腸菌DNAの調整

W3110の全ゲノムはKoharlらにより(KohJrae日 日 987)､既にラムダファージによる

野りクローンが調並されている｡この並列クローンを)r3)如 -る個別のラムダ77-ソは､

招主であるW3日0をNzcYM培地(sumbrookeLul,l989)で培荘し､pEG比後､QIAGEN

bmtxluk'L(QiugcnGrllbh)を川いて調整した｡次に･縛られたlumtxILIDNA上の大腸幽DNA

飾分をGeneAmpXLPCRkIl(Perkin-Elmer/AppHedRIO～ySlemsD IVJSio-I)をmいて捌 召した

(pTlmCrl･5'-ACAGTCGGTGGTCCGGCAGTACAATGGATTACC-3･.prlnler2.5･一ccAACCT-

I GCAACGTATTGAGCGCAAGAATCAGC-31)｡ここでmいた7･ライマーはprlmerlが

blltKJJEMBLAのBL""〃ls.teより678bl止 流に､pn'T.er2が640bp下流から相補的な塩基配

列が存在する｡刷 れ たDNA断片は04%アガロ-スゲルで･弧 泳勤し､EASYTRAP(宝

J 酒造)をmいて弼穀した｡

3-2-2 増幅 したDNAの断片化 とサイズセ レクシ ョン

5gの増幅DNA断片をBransonSon.ner(Hen-Systeロ-S)を用いて10秒から20秒臥 超音彼処
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煙で､さらに細かく断片化したo細かく断片化LI=DNAは､･末端をDNA bLunllngklt

(宝酒造)を川いて平榊 ヒした後･6%ポリ7クリルアミドゲル奄Lit泳動で分杜した｡

06kbpから2･Okbpの細かく断片化されたDNA断片をゲルごと切り出した後､ゲルを細か

く破壊してMGcJu"onburfer(500mM ann-onium ucelule,LOmMMagnes.um aCeLaLe.lmM

EDTA,01%SDS)を加え､37℃で一晩放置してDNAをJ/ル中より治山させ.回収 した｡

回収したDNA断片は､Ml3rnp19上のSn7als.teに挿入LTGl(Surnbrookelul..)989)にヰ入

した｡帝人されたTGlはx一galとLPTGが含まれるLB増地上にプレーティングし､Iia類の

増帽断片に付き250以上の独立したプラークを分推した.

3-2-3 M13一本鎖DNA(SSDNA)の精製

分推したMl3ファージはTGlを宿主として2XY輔 地(sambrookcLa).,1989)で8時間

増発した｡77-ジ粒子は2mlの培兼液中から､pEG沈殿により輸収した｡ssDNAは通

常のフェノール･クロロホルム袖山により摘山後.エタノール沈殿して調整した｡

3-2-4 DNAシーケ ンシング

DNA シ - ケ ン シ ン グ に は ･ D)･e pnmer cycle scquenclng ready reacIIOn

-2)M13およびRevk"(Perk'nElmer/Appl'edB'osystemsD-visIDn)をJllいた｡反応終了後､

反応産物を373Sお上U･377DNAsequencer(Appl.edB10SySLemsDIYISl0n)に伏与することに

り 塩韮配列を決定した｡
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3-2-5 ギャップ領域の塩基配列の決定

本研究では･調並したssDNAサンプルについてまず-2lMl3L.1(3-2-4参照)を用いて

塩基即 Jを決定した｡しかし､得られた塩盛配列情報では完全に及hl句の塩基配列を決

定でさなかっ1=都城が存在した｡塩基配列の完全な決定は､適当なssDNAサンプルを鋳

型にしたPCRによるM13の挿入断片の増l副ABJ-).5･-CTGCAAGGCGATTAAGTTGGG_

TAA-3■;AEU-2･5●-TGm CCGGCTCGTATGITGTGTG-3.)を行ない､その断片をRev

k】t(3-2-4番･l鞭)を用いてシークエンスすることにより決定した｡それでも決定できない

助命には､ABJl･2を用いず･□的とする領域の前後に個別の合成プライマーを作成し､

ラムダ77-ジを鎚互生にして口的のすi域を側 石し-2lM13kl■およびRevkllをJflいてシ

ークエンスした｡

31216 アッセ ンプルと得 られたシーケンス情報の解析

各々のMl3ssDNAから得られた塩韮配列の佃報はAuLOhSSenlbler(AppIIedBIOSyStemS

D'仙 on)とATSQ(SonwurC)を用いて7ッセンプルした0507ミノ駿足以上のORFをpIR､

SWISSPROTを対射 こ､blastpをJfJいて相同性検索を行い､スコア100以上のものを有意

とした｡全長に渡って95%以上の一致を見たものを既知oRF､それ以外のものをホモロ

グoRFとし1=｡相同性を示さなかったoRFについては､GeneMa,kを川いて逝伝子の予測

を行った｡oRFのN末端の決定は､既知適伝+に関してはデータベースに従い､ホモロ
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グ､GeneMarkで1,測されたもの･CJミ端断片の既知Rff云子にr対しては､虐IIJIJのORFの終

止コドンの次の塩盛からl岸胤 コドン振袖(ATC,GTG.lTG)を検索し､8umckらのmutnx

をもちいて(Bamckclul･1994)･スコア3･8を超えた場合,開始コドンとして採用した｡

この方法で1･WIJされたoRFのうち､uで見て極端にiTfなりの大きいOR胴 上は良いもの

を採用した(Osh"TlueLal,1996)0

3-3 結果

3-3-1 大腸菌染色体塩基配列の決定

評者は大腸菌ゲノムプロジェクトに淡月として参加し.22lM から243nM までの

塩基配列を完全に決定した｡さらに､700 kbp全体については 盛配列の決定に協力し､

配列データを作烈した｡これは既に､発表されており(伽h】maclaJ.1996,EcoIL

genomedaLubase奈良先端大学)､インターネット上で検索が可能な状掛 こなっている

(hLIp･m'sw3･u･sl-narLLL･CJP)｡したがって本品文中には示さない｡

3-3-2 大腸菌染色体塩基配列情報によるORF予測

3･3-2で決定した塩獅 己列付捕1を元に､ORFをILt･起した(本論文末尾に補足として記述し

た)｡
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3-4 章括

4:研究では大腸歯数色体の72･7- ･から280mlnの718,Ⅰ22bpの連枝したJii盛配列を

決起LI=｡ORFT･測により､この都城には618のORFが存在する可能性があり､そのう

ち277(4]%)が既知のORF･l47(22%)が既知の蛋白質と相同性のあるORF､139(20%)カサ ー

タペースに登録されているhypoLhet.calgcneと一致する､もしくLi類似のORF､そして

=8(17%)がデータベース上のORFと全く相関のないORFであった｡また､これまで知ら

れていないtRNAiB伝子を兄いll･･LI=｡本研究以降､El本大脇蘭ゲノムプロジェクト,

坂内EEは,さらに解析を進め､現在60mznまでの塩基配列をほ(独 走している｡したがっ

て､1997年の2月心 二は､大脇'A-の完全なゲノムシーケンスを締ることが可能である｡
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4-1 序

JysUh伝子の制御伐絹の解明には､DNAih･合蛋白質であるLRPおよびrl-NSのDITVA結合

肘 の粗解と､LRPと=一NSによる抑制鮒 の解明カー不可欠である｡HINSに関 しては､

これまでの附 子により､特別な認識配列は存在しないものの､knt構造に好んで結合し､

直接､転写を抑制する例がしられている什m dacta- 990;UeguChleLaJ.1993)｡

JysUiB伝子の上流にはknl梢道をとるgl-城が存在することがヤ測されておりoLOetul..

1994)､‖-NSはこのknt構造に打合するものとみられる(lLoela- 994).一人 lysUi&

伝子の転写制御敵城に関しては,ls2の挿入によりJysU遺伝子の発現が上昇するような

醐 株や･あるいはLRPの結合低下によりIysU退伝子の発現が上昇するような変娘が分

社されている(Kuwilkalr- IulIl992.GdZeiLuetdい 994)｡これらの報告では､LRPに上

るIysU退†王子の舷'51g州批 必安な領域をおおまかに決定 し､それが仰 逝伝子の上流に

存在する軌oobpの領域であることも軌告された｡しかしながら､LRPがIysUa伝子の

転写抑制因子であることが1992年に報告されたにもかかわらず(Llnelal..L992:ILOCt

al･.)993)ILRPによるIysU逝信子の転写の抑制の作用胤事にl対する詳しい淋桝はなされ

ていない｡この問屈が､解決されない滞掛 二は,(1)LRPの一般的な認鼓配列が比較的あ
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いまいであること､(2)これまでに発表されていたLRPの認識配列 (Rexe= 1..1992)那

IysU逝伝子の机卸 こかかわる新風 二兄いだせないこと､がある(GazeaueHl.1994)O本

章では､大槻曲J/ノムプロジェクトに参画 して縛られた700kbpの塩遊脚 H:対して､

LRP結合部位のT･測プログラム(Cu.cLaい 995)の検証を (I)予測プログラムを用いた

LRP･1E識配列の予測､(2)予測された認識配列を含むDNA断片 と梢製LRPとを用いたゲル

シフト活性測定による予測認識配列の検証･の7-･収で行なった｡この胤 正をもとに､こ

の予測プログラムを他用した場合にT･想されるLRPの結合部位が､かなり正確である条

件を推定 し･股終的にこのT･測プログラムを用いてJysU逝伝子上流祈域についてLRPの

l 詑隷配列を予測したoこの縫取 予測されたLR摺 払配列の位置は､今まT･の遺伝学的

な解析と全く17･JB'せず､さらに選者およびG･dZeaUらの生化学的な解析 とも合致 した

(GuzeuueLu1..1994.本Lttq=究)｡

4-2 材料と方法

4-2-1 LRP認識配列の予測

LRPの詑h配列は､cu.らにより報告されている(Cuietal,)995)○これは､sELEX法

rruerkandGold･1990)をInいて決定された､LRp-DNA授合体をもっとも形成しやすい

I5bpの塩韮配列である0'AGtlA､VAm VTm R:Y-Cnl.-i-notG, ∨ヽ=A爪 D=no【C.

R三A/G)oこの報LE･に記述され1=rndlnXをmい･mulllpleregress)0- nalysis(StromoeLaI..
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Ⅰ986)を利mLで､結合スコア (結合エネルギーを示すスコア)を子測した｡この T･tPEJ

は逆議配列に含まれる全ての塩基がそれぞれ独立にDNAとLRPとの結合に寄与するとL

I=場合,15bp中のそれぞれ位軌 こ凍る塩益の健鮒 二より結合強度を計算したものである｡

湖 はスコア3以上を示す15bpの塩曲配列をLRPの1･想訟捌 己列とするものと.50bpの

範掛 二2帰似上のスコア2以上を示す15bpの塩基配列が存在する新城についてのみ､そ

の2つの15bpの塩盛配列れ RPの予想認諾配列とする､とした2つの基準を元に行なっ

た｡

4-2-2 LRP蛋白質の精製

LRPの和射 場 ねwI"tnSらの)f法に従った(wl"In且etLLl,199))aSSA培地 (212-3参照)

でprRP18(2-2-2番･'!｡･)をig入したRM538(212-1削 り を5噸超し､歯体を遠心分離して

回収した (これ以降の操作は､すべて4℃で行なった｡)｡この歯体をResuspcndburrer

(lomM Tns･CJpH80110%グリセロール,OlmM EDTA･OlmM DTT.02MNaCJ)に懸

濁し､朽度､削 ､して菌体を剛 又したoIXl-体を180℃で凍結したのち､適滋の酸化アル

ミナを混ぜ､乳鉢でT3･･り約したoはりiiLtした歯体を印度､Resuspcndburrerに懸濁し遠心

した｡上晴を回収し30mlのPl)(WhLman)カラムに供与 したoNuCJの渡度を0.2Mから).5

仙こ直線的に上昇させ､磯舟 した蛋白質を削 ･･LたoLRPの活性測定はJIvJfJiB伝子の

LRP結合柳城を含むDNA斬J-rtプロ-プに用いた}/ルシフト活性測定で行なった｡L氏p

o)活性の存在する画分を集め､Resuspcndburro,で透析 した後､7mlのヘパ リン7ガロ
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-ス(Slg■一一aH6508)カラムに1)t与した｡3倍Li･のResuspendburrerでカラムを洗浄し､次に

)･5Mまで的C傾度を直線的に上昇させることによりdi白質を削 した｡LRPの活性のあっ

f=画分をSDS-PAGEしてLRPのバ ンドを確認し･クマジー敗色のレベルで単一のバンド

を示す画分について､粗製仇 品としたO保存は,グリセロ-ル Burrer(10TnM TrlS-CI

pH8･0･50%'/リセロール･01TllM EDTA･OlmM D･rT.0IMN､ICl)に透析し､-80℃に保

管した｡精製偵品 よ̀､抗LRP抗体 (Hls6-laggedLRP【 pRselB(lnvllrogene)に､N末端の

8アミノ殻カく欠けたLRP-1IIS6タグ融合蛋白質カーできるようprRP7-2(2-2-2参照)の

脚 トEcoRI断片を押入し､17ポリ- ースによる発現で､融合哉白f経 過刺朋 とさせた｡

骨法にしたがって･ニッケルカラムに東白質を吸着させ1=後､イミグソ-ルの漉度を上

昇させ･融合蛋白質を溶出した｡sDSIPAGEによる確認でクマジー敗色のレベルで単-

の/くンドとなった画分を､保存 8ulferで通析し､H■S6--▲一ggedLRJ,として保存した｡]を

抗原として使用し･マウスi･用いて骨法により抗LRP抗体を作成したo)により認識さ

れることを確認し･LRPであることを保証している｡

4-2-3 ゲル電気泳動

蛋白質のSDS-PAGEはMoZecularcJonlng12ndedLL10n(SambrookelaI..1989)に従ったo

4-2-4 ゲルシフト活性測定
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プロ-プは､pcRにより小IEミの整列クtト ンをiLf製に用いて馴 召した｡増幅する断八

は･1つを除いて･すべて300bpの大きさになるようにPCRプライマーが設計されている

(断片2については240bp)｡ポジティブコント｡-ルとしで使用したIys畑 伝+のLRP

結合釣域を含むqr片については､GLLZei"らにより報ii-されたLRPk.合新城のみを持つよ

うに120bpの断片が増幅されるようpcRプライマーを.設計した(Ga∑eauelaい 994)｡増

幅されたDNA断片の回収は3-2-2に従って行なっ1=｡ゲルシフト活性測定は2-216(こ従っ

た｡

4-2-5 ノザ ンプロ ノティング

ノザン7'ロッテイングは2-2-7に従ったoハイプリに用いた7･ロー7･の作製には

pu,AJ"nC･および川doA逝伝子のORFの全体もしくは一部を含tT､300bpから45kbpの

DNA断片を使押目′た｡

4-3 結果

4-3-1 LRP結合配列の予測

cuiらは､sele臓 を用いて,LRPの強い総合特性を示す認n配列としてt5bpの塩獅 己

列を決定しており､その配列を持つDNA断片とLRPとの結合強度に関するmuEnxを公開

している(cu-e- I･]995)｡そこで本研究におけるLRPの認識配列の予淋 ま､culらの
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nlaLnXを元にして行なった｡その結果､結合に蝦も位連な配列ではないものの､他の多

くの塩基即 JよりLRPが好んで結合しうる虎列をスコア化 して､LRPの跳 3配列を予測

した｡LRPの認識配列は､スコ73以上の塩基即 EJ､および50bp･Ptニスコ72以上の塩基

丘列が2つ以上存在することを開催とした個 411参.E!恥

4-3-2 ゲルシフ ト活性測定によるLRP認識配列の検証

4-3-2-】 予測結合配列の検証

那空耳のレベルでLRPによりAIJ御されていると想定されている迎信子は約75個である

と竹告されている(Newm･Inetdl･･1992)｡この解析で､蛇等レベルの党別 糊 と翻訳レ

ベルの党規制御の適い､実験の感度の問題などt･,柑 ノ!tは多いが､刊匂すれば,l00 kbpに

つき2個弱の逝伝子がLRPにより制御されていることが1r想されている｡一万､本研究

では､22･lm,nから243..-日･までの】00kbpに約60の敢托配列の挨棚が存在した｡このう

ち､約300bpのDNA断片巾に､(1)スコ7が3以上の詮議配FIJlつを含tTもの(断片6.日

12113)I(2)50bpqlにスコア2以上の認隷配列を2個以上含むもの(断片5,7.8.9.10)､

(3)(1)と(2)には含まれない(断片t･2,3)､合計=2のDNA断片をpcRを用いて増幅し1=

(それぞれのPCR断片についての詳しい情報は- 2に示した)○この捌 召されたDNA断

片およびIysUjuL云子上弧のLR恥 合領域(以臥 Jys【価 片)と相穀LRPによるゲルシフト活

性測定を行ない,これらのDNA断片と槽凱 RPとの複合体の形成能についで解析した｡
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lysUiB伝-(一上流を除いたl2のDNA断JILの内､断片8(スコア3以上の認識配列が50bp中に

2つ存在する断片)､および､断Fho(スコア3以上の認識配列およびスコア2以上の認

紙 列が50bp中に2つ存在する断)'･-)がLRPと強く結合し､斬)･17(スコア2以上の詑頴

脚 仰50bp叫 こ2つ存在する断片)と断片Ⅰ3(スコア4以上の.d諮配列が1つ存在する断

片)が弱く結合した(図4-2)｡

4-3-2-2 LRPと結合可能なDNA断片の解析

JysU断片とLRPとの複合体形成反応に対するコンペティターとして断片8､)0.13を用

い､LRPと断片8､]0､】3の結合の特異性を解析し1=｡その掛取 IysU断片の5000鰭.血

量で断片10だけがIysLn析片とLRPの複合体の形成を阻審することがわかった (図4-3a)｡

しかし､断片8およびl3は断片lOと同じmoIJIAL･では､LRPとIysUWr片との結合を阻害でき

なかった｡これは､断片10とLRPとの結合が､断片8および断片)3とLRPの結合より特R･

的であることを示している｡さらに･断JTBとLRPの結合が,LRPの認識配列に特典的で

あること検証するため､/ysLqr片をコンペティターとして伽 ､､断片8とLRI,との複合体

形成反応の配列特-3q･･性を検証した｡その括弧 IysUWr片により,横合体形成が阻害され

た (臥 3b)｡以上の結果より､斬Jnoおよび断片8とLRPとの結合は､弱いながらも配

列特瀬的なものであり､LRPと結合可能な各々の断片の結合強皮は/ysu断片>断片10>

断舶 >断片l3､7であることが示され1=(B4-2,4-3)｡
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4-3-3 複合体形成のin vIVOでの意兼

LRPが結合した断片8は､puLJW 伝子の制御舗城を含んでいる(NakaoelaI.1988)O-

方､断片10はmdoA胎伝子のitJlkbp上流に糾 r=し､特定の馴 云r-の制御新城を含んでい

るわけではない(Oshlmael"I･1996)｡i杜伝子の発現制御gi城に結合することにより､

LRPが転写因子として横稚するならば･lrp遺伝 (一針表株中のpuIA遺伝 FのmR̂.̂蒜は上

昇し､一方mdoA逝伝子のn.RN̂ E,は変化しないであろうとT･想されたbまた､,打鍵で述

べたLRPと11-NSの転写制御機能の相関があるならば､I"S退位-(一破填株におけるputAiB

伝子の転写丑が変化することも予想された｡そこで､野性型株､Jrp漸云子破壊株および

hnsiBI云7-破壌株におけるpLJlA逝伝子およU･l17doAjBl云(-のmRNAEtを定足した｡その耗

架､IIP洲云子欠捌 架､およびhns逝伝子の/̂Trl株では､puLA退任1-のnlRNA正が著しく低

下していた｡従って､LRPはputノ雌 伝+の正の転写制御因子であり､H-NSもputAiBI云F

の転写制御因子であることが強く示唆された (図44)｡また断片伽 Elkbp上流に存在

するmdoAjB伝子の転写はLRPによる影執 よ受けていなかった｡このことは､LRPが結合

する部位が､逝信子の制御領域である似合に限り･LRPが迫伝Fの転写制御LW として

領能することを示している｡敢鞍配列を含tTDNA断片と･LRPとがすべて蛤合するわけ

ではなく､本草で示した頻度で結合し､しかも､認識即 抑 制御節域に存在しなければ

ならないということから､Newmdnらの拙山したLRPにより制御される洲云手数の推測

は､かなり妥当なものであるかもしれない(NcwmanCHL.]992)｡
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4-314 ゲルシフ ト活性測定に用いたDNA断片の構造予測

本草の予測に用いたLRP詑点配列にはLRPの2立体が結合することが既に報告されてい

ら(Culetal･1996)｡ところで､4･312-1で示されたように､LRPが強く結合することが

可能なDNA断片は新郎 および10である｡このDNA断片には､jttこLRP認識配列が50bp

中に2つ存在することが予測されていた｡如 車で述べたように､LRPは協調的にDNA

と紙合することが予想されている｡WrJILgと断片10に存/fする2つの認識配列に､LRPが

結合するとした場合,その結合が協調的でないならば3椛加のDNA-I-R帽 合体が検出さ

れるはずである｡しかしながら､DNA-LRP裡合体がllik放しか検出されないということ

は､LRPと断片Sと断片loとの結合が協調的であることを支持しているCまた､断片8お

よび10に棚 するLRPが強く憩托した認識配列は､断片10が21bp･断片8が28bpの間隔

をおいて兆なるDN̂ 恥 こ存在していたOさらに､LRPと榊的 に結合した2機の断片は､

断片白身が巡校するATの盟冨なbenL構造を収りやすいDNA断片であった｡節2帝で記述

したようにLRPはcro重民白質とよく似たL}NAht合ドメインと2Ei体形成 ドメインを持つ､

これらのドメインは横能的にもcroiG白質と似ていると考えられる(2牽参,lP.)｡そこでC,o

蛋白質のDNAi･1,=合モデルを参考にして(PaboandSimC,.1984)､断片)oおよび8とLRPと

の冶合モデルを柵築した(臥 -5)｡DNAの螺旋構造が糾 obpで個 転すると､異なる恥 二

盈音韻配列が存在する切合､20bpの間隔で認識配列が存在する状惣でDNAの同じ面に2つ

のLRP2正体が結合できる｡したがって､断片10は､ほほ同じ伽 こLRPが結合していると
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考えられる｡断片8はloに比較すると､Li一合する面にずれがありこれが結合の強度を低

めていると示唆される｡これらの結果は､LRPとDNAとの強い1.1.合には､LRPの認鼓配

那i2カ所･50bp以内のDNAの同じ両に存在し､2つのLRP2Li体が協調的に結合する必

要があることを示唆している｡しかしながら､LRPとDNAの結合を解UTしたJ2の断片中､

このような特徴をもつ断片でLRPと強く結合しない断片が1つ存在した｡この断片は断

片9であり､2つの認識uyl仰 同じ軌こ24bpの間隔で存在しているため､DNA断片の同

じ両に逆洗配列が2つ存在していると予想される.この断片がLRPと結合しないことは.

上記の粂件の他にDNA順逆と認識配列のT対係で付け加えるべき点那.いまだ残っている

ことを示している｡

4-3-5 /ys雌 伝子上流に存在すると思われるLRP認弛配列の推定

DNAの狭い範田内に枚数のLR哨 合配列がT･測され.それがDNAの同じ耐 こ存在し､

しかもLRPの結合配列を含t,萌域がkn雌造を耽る可能性が商い城合､LRPは特灘的に､

結合部位に結合できることが示唆された｡さて､IysU退任子上流敵城について考えると,

LysUi8信子上流領域はknl構造をとることが予想されている(Ttoelal.)994)｡また,

LRPが棟数この節域に結合することも示唆されている(GazcaucLa1..1994;Osh.nl= l

all1995;本態文)｡そこで､Gazeauらにより示唆されていたLRPによる制御に必要な

Iys雌 伝子の上紙新城ついてLRPの結合部位を予測した(Ga'tauelill.Ⅰ994)｡その結果､

スコア3以上のサイトIおよびスコアl以上のサイト2および3が1･測された (図412-).図
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415･跳 一))｡mL肺 葉いことに･サイト1とサイト2Lil6bpのrfj順 を隅でて､同じDNA鎖

に存在しており､DNAの同じ面に位JRしていた(図4-5)｡次1r_,で詳しく述べるが,予測

された3つのサイトのうち･サイト1およびサイト2は認識配列として鎌能しうることが

iI伝学的に示唆されていたoまたサイト3については､サイト2と詑正郎 lJが一部重なる

たれ このサイトについては考LSしないことにした｡このlJ.歳配列の相和を元に､LRP

と良く似た捕造をとると推察されるCro蛋白質(croもLRPと同様,ヘリックスーターンー

ヘリノクス構造とそれにつづく2立体形成に後任するp-シート摘遇を-LTする)のDNA結合

モデルを参考1こして､JysU断片とLRPの結合様式モデルを推黙した｡このモデルにあて

はめると､Lg1415に示されるように､庇も強くLRPと結合する2つの断片である断片10お

上びIysUWr片とLRPの結合モデルは､ほほ一致する｡

4-4 華括

細 では､大腸uiの}/ノム塩盛配列データを元にLRPのM.誠配列を予測した｡次に､

予測された認識配列にt･のくらいの割合でLRPが特児的な結合をするかを検証しL･｡無

作糾こ抽出したDNA断片の内･2つのDNA断片のみがLRPにより強く塩盛配列特異的に

DNA-LR咽 合体を形成した｡この2つの断片の内･lつの断片は､lWEA洲云子の制御領域

を含んでいた｡本革では･さらに､ノザンハイブリダイゼーションによりputA逝伝子の

転写札 RPにより正に制御されていることを明らかし･ln VlVOでもLRPがpuLA針云子の

別糾こ係わることを証明した｡これらの耶実は､lnV-lrOで兄いだされ1=LRPとDNA断片
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の拝見的な結合が,.nv.voでのLRPの横能に必要とされることを示唆している｡また､

この特定のDIiA断片に対するLRPの特R.的な結合掛 ま､認識即 J75呼 止する1=･けでは不

十分であっ1=｡すなわち､50bp中に2つのも治 部位が存在し､なをかつ､benl構造を取

るような41･合･特雅的なft合が可能であることが示唆され1=｡このことはLRPの結合が

･̂Tの豊吉な塩基配列に依存しうるという筆者およびGazeauらの考察と矛盾 しない

(Ga之eaUelaI･.L994:Osh･- eLal.]995)｡また,今岡LRPによる転写制御が確かめられ

たpu'AjRl云+は剛 別二l1-NSによっても転写が影響されていたHiilqiでも述べたように､

LRPが転写を制御している冶伝子が､同時にtxnt捕逸に依存してH-NSにより庇写が制御

され･制御の多様性を確保することは大脳恥 こおいて､一般的な転写制御機構の)つな

のかもしれないoさらに､断片8および)OにはLRPのIiy.絶配列が複数あるにもかかわら

ず､どのようなLRPの濃度においても､ただ】つの吸合体を形成した○これらの部射 ま,

LRPの神城的な結合には､複数のLRP2着主体とDNAとの協朋的な結合が必安であり､その

ためには鑑別 己列が同じ面に存在しなければならないことを示唆している｡この､考案

を拷まえ､このLR昭 隷配列予測プログラムを用いて､小Ui&伝子上流新城における

LRPの括合部位を予測した｡この結果は､すでに報告されている過信御 勺な解析と矛盾

せず (くわしい考如 盆合討詮で加える)(Kuw- m elul･.L992,GiLZeaUelal,L994)I

また節5車で記述する.LRPによるDNuseIf-pnntにより特定された,/ysu遭伝子上紙の

2つのLRPの結合部位とも一致した｡さらに.lysU逝伝7-上u己とLRPとの結合モデルを推

定したところ､LRPと最も強く結合し,=断片-OとLRPとの結合モデルと非常に酷似した
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結合状1Leをとることが予想された(Lg]4-5)｡このことは､JysU逝伝+上北とLRPとの結合

が非常に強いことを説明している (剛-2)｡これらの結果より､LRPの結合射立がJysU

避伝子の上流に2h所存在 し､そこに4品体を作って協調的に結合することにより鮎写

を抑制しているというモデルをt'Lてることが可能となった｡
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lysU

山 J ■

1
YAGHAWArrTWrrDCTR

Y=CT. H=not G. L･7三AT. D=no亡 C, R=A,G

2 1.CAGTTTATAACACTA score 3.45

i i + C

J J J J h 一 一･

2.AAGTCATTTAAACCA score 1.04

一●●-
16bp

1
YAGHAWATm TDCTR

Y=C/T. H=not G. W=A/T. D=no亡 C. R=A/G

2 1.CAACAGGTでTCGTGA score 1.05

2 ccGATTATTCCACGC score 1 58

3 TCACCGATTATTCCA score 2.20

) ｣ ｣ 一 一 * + F

123
0bp

l
YAGHAWATTWTDCTR

Y=C/T, H=noL G, t･.r=A/T, D=no亡 C, R三A/G

2 1.GAGAAAAでAAAGCGT score 1.30

1
YAGHAWATTWTDCTR

Y=C/T, H=noC G, t.]=A/T. D=no⊂ C, R=A/G

Z L CAGCACATATTGCCC score 2.40

図4-～-1
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1
YAGHAWATTWTDCTR

Y=C′T. H=not G. t.J=A′T. D=not C. R=AG

Z 1.TCGTCCATTTCACCG score 2.30

2.TAGAAAATTCAACTT score 3.02

J JJ)J｣ ー ｢
42bp

1
YAGHAWATTWTDCTR

y=C/T. H=not G. W=A/T, D=not C. R=A/G

Z 1 TAAACCATAATTCTA score 3 12

) 山 ■■■■■J-■ 一一 F

断片7
YAGHAWATTWTDCTR

Y=C/T, H=not G, W=A/T, D=noこ C. R:A/G

21 ACGCCTGTTTでTCTA scOre 2.71

2CAAGCCATTTTGCGA scOre 2 27

YAGHAWATTWTDCTR

Y=C/T. H=no⊂ G. W=A/T. D=noC C･ R=A/G

- c～ l･CAGACTTでTTCTCTG score 3･57
2.TCACATTTTでTGCGG score 〕･42

図4-2-～



断片9

r一一■.1-●r-

YAGHAllIATTWTDCTR

Y=CT. H=no亡 G. lJ=A'T, D=no⊂ C. R=AG

21.TGGTCAArrTGTArrTA score 2.31

2.CAGCCGAでm TCTG score 4 68

3.ccGATTm CTGCGA score 】 35

4.ccGCrrATTATGGCTA score 2.93

5 CACAGAATTATGGCA score 2 31

3-一朝 -

=二三二コ

9bpH,=,

1
YAGHAWATTWTDCTR

y=C/T, H=not G, W=A/T. D=noこ C. R;A/G

Z 1 CCGATAGTでTTACCA score 2.17

一一C 2TAGAAAATTCTGATA score 3 02

yAGHAWATTWTDCTR

Y=C/T. H=noこ G. W=A′T′ D=no亡 C, R=A/G

2 1.でAAAAAATATTでCGG score 3 37

3- -ロ}一一-

図412-3



1
YAGHAMATTWTDCTR

Y=C/T , H=not G, W=A/T. D三nOこ C . R=A/ G
2 1.CA GCAAATでTAT TTA score 348

YAGHAWATTWTDCTR

Y=C/T,H=not G. W=A/T. D=not C. R=A/ G
Z1.TAGAATGTTTGGCTA score 4 49

一●-C

ljh_2 yルシフトT上を川いた(･測LRP結合配列と抽裂LRPとのL'l介の解析

ゲルシフト法のuf鰍 川 村とjfは参Mf.｡各々のプローブはO.005pmoトで '定に供
1=れている｡Ji応系には各々のプローブとポリdトdC(2mg/ml)lPlおよび捕裂LRP
を加え.'J:揃 で30分比椎し1=｡棚封LRPはゲルの左から

5yTILl描 畿 -12譲 6n2951nM ii5,r購 酢 テ霊 }1禦 碧 聖 iiもYc.ト.DNニ鵠
拙1千体の似.vlle′1ミしている｡各/IのゲルのJJ一帖 二は･lCu.らにより川 され
/=LRPの.ii,.肌 列 2 プロ-1に令まれるfr息l.認識配列とその打.'Llスコア 3
止U紙 列のプローブ･11の†柑 (2本の矢印はそれぞれDNAのlJt'の紙を食味して
おr)､矢印の 卜には.綴り合っ1=止讃A!列がどれくらいのrEu閑を隔てているか
を明′r{した を示した

図4-2-4
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凶4-3 断片lOおよび断片8とLRPとの紙分の締 lW L
ゲルシフト法の..f細目ま材fTと))は参照ー それぞれ のブロー1
誌?.蒜諸rnjZL,5'Q,寵 髭 し,a:｡響 i課 実 写 J<tfLIT9,,7u
iZi伝(- i._流を含lJDI(̂断J1.-の加えられた奴応系 に対して5000
倍.T.｡日.iの各々のコンペティターを加え た粂什 (･).加えな
.1I/..立言 'Il･.= … ミ::一一･ :;.Ll.:::訂･11:;-.hH ･
(F)とDNA-LRP槻弁体(C)を分耕した｡b断朋 をプロ-プと
∴ -.～,.:.蕊 ..吉 .:I:∴ -I-I..::･.-.一㌦ ●･
汰縞 酔 望nLf.賢親 告 ､ '3-㍍ 3On"1放RILた'luit
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l糾 _4 ノサンハイプリダイゼ-ションによる転′JP椛物の附析

附 州 ､V3110)､RM珊 JqJtcl)JlぅよぴR･Vl597 (/川､bn)より/ItRN∧をfIlJ
杏(lL､それぞれのl･f･日米からI,･iRtした乍RNAを20Hg'.ill/紬 JrJした綾.ナ

I.iL擁 新 慈 悲 蟹 蓑 警 温 3 JJl7T
を小 し/= RTトーには16Sおよび21SrRNAのエナプロ染色によるハンド
を小 した B それぞれの1･L-/I,端 物のバンド'i･BAS20(X)を=いて',il:.;し
たものをデンシトメータ-を川いて･,ヒ:.iしたrRN̂ の:I:で馴 北 した什
I/ラフを′Jこす
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至 把批 列の方向

凶4-5 LRPのDNA結分モアJL,

ジグザグを描く凸と灰色のLgPJはB型JDNAの2Tt:蝶尉 片道引袋式的に示したも
のであるLLglrJと凶14)の関がメジャーグループを示している LRPのDNA黙
合ain質としての構造はC,o蛋白質と灯似している すなわちDNAと接触する
べき2つのα-ヘリノクスがイ(:在し､それに緩いて2Lt体を形成するために必安
なβ-シー トがJI一任する(PこItX"ndS.luer.1984) しかもでRの/Jl#したLRPの
DNA舶含能/̂tii変災はこの2つの構造に生じた.i.1･､'j:･嫉変取であったことを々膿
すると､この2つの立体牌道がCro蛋白質の同様の捕造(DNALl,合能に必Ijiであ
る偶遇)と川じ倭徒を持つことが推察される LRPがC'o銀白ALTとI司じ様式で
DNAと粘合するとすると､DNAのJi村側から2Li体を形成する 一分1'-づつの
LRPがノジャーJ/ループと接触し21Pl.f体でDNAとL.,介する LRPの虚.'n配列が

.,L5b-p弊 姦齢 鮎 旨禦 里 長L,RIEDi謹 妄背 理 巻諾 LARQ'p益子･.Ti,-,l'fA

芸足描 招 字書iL皆.aLJp,-,1許 諾 ‰ {崇 Nf錯 髭 in!b=,LRL鵠

i-I.描 .抽 工 -.1,i:.:'.･雷 鳥 ;:I:..'.I.I..I-{'二･八㌦ :-(.:.･∴∴･'lil::I;-
LRPがメジャーグループと接触し結合する(C) この糊合でも､DNAJこ紡合し
た今てのLRF,分7-はDNAの同じ帆二fT1-/IL=している Jt:研軍で､I._RPとD

里長笥怠言L7DRi志望韻 給 It.:tRitti'pi,: à'と̀b'であると推測さitる'''



第5章

かL億伝子の転写制御機構の解析

511 ff

4車では､LRPの結合似 てをモデル化した0-万､避伝竿的な解析により､LRPによる

抑制がかからなくなるJysU池伝(-上枕の変jt･が分離されており､JysU逝伝fのオペレー

ターが示されていた(Kawukam.cLa).1992:GnzeaueLJl..)994)｡この単文を支持する

Jうに､4車で/ysU逝伝子のオペレーター内に2つのLRP詑汲配列が1･刺された｡この辺

把 列は転写rm始点から60bp以上上流に位催しており.この配列への結合で､LRPが抑

制因子として機能するならば､大脇歯では､これまで例がないほどプロモーターの上流

に結合し横碓する転写抑制因子となる｡他方､当研究室では避伝学的にJysU過信子の転

写の抑制因FとしてH-NSを呼起した(∫loeLal.L99J)Cしかしながら､H_NSがどのよう

にして転写抑制田子として機能し､IysUi&伝Tの転写を抑制しているかIi解析されてい

なかった｡また､LRPおよびrl-NSの転写抑制図7-としての相互の関係も明らかにされて

はいなかった｡本草では､LRPとH-NSが転写抑制田子として､いかにIysUi世伝pFの転写

糊 を行っているかに1.6.点をあて.まずIysU-I,.cZ融合迎伝子を敗色体上に持つ南棟を用

い､LRPと)-トNSが､それぞれ独立にIysU逝伝1-の転写を抑制する括性を持つことを示唆

Ll;｡次に･ln V-VOにおいてLRPとH-NSによるIysU逝伝+の転写抑制に必要な都城を示
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し1-･｡さらに伽 LPr.ntでIIINSおよびLRPが･示唆されたyiJかニat.i-合することを示 した｡

ま1=lnv.tro転写により､LRPとJl-NSがJysU池伝子の転写をlb:倭抑糾することを示し､同

掛二JysUiBL云丁上弦のtx=..L梢道が転写を促進する機能を持つことを示した｡ま1=､ゲル

シフト活性測定ではLRPおよびlI-NSは同時にJysU遺伝子の上流に結合できた｡この結果､

LRPおよびHINSがプロモーターから焦れた位掛 二井合し､直頻抑制因子として撫能する

ことが示唆された｡

5-2材料と方法

5-2-1菌株

MC4100は野生数の菌株として､β-ガう クトシダーゼ活rl測定に伐mした｡RM460は

IysU･lacZ融合遭 伝子 を地色体 上に持 っている.RM598(l17XTnIOTell),RM460-81

(hms●Kanr).RM598-81(I17XTcL-.J川S:･KaT.I)はそれぞれRM460のJrp逝伝-F､hns遭伝+を世

故あるいは2丑に破墳した株であるoRM430およびRM4-CO181はそれぞれMC4100のJ'p

並伝子破壊株(叫 ･TnlOTetr)およびhns過信7-破雄株(hns･K【1'1r)である｡これらも､p-ガ

ラクトシy-ゼ活性測定に他mした｡

5_2_2 プラスミド

pFAuはpuc118のマ)L,チクローニングサイトにJysU適任子の77-ストメチオニンを
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含む､Jyu逝f王子上流304bpを).f-入したプラスミドである｡これは･lnVllTOLnlnSChpl10n

に用いたり'FAIl-SmullPFAII-VXLl,F̂ lJIXllまそれぞれJ'FAlLの虜糾 本である｡梢道を.匝J

5･lに示す｡ これらも､In Y"rO .mnSCnPIJCNltこ用いた｡pFATl-lucおよびpFAu-VXZ-Jar.

PFAH-Xl-lucはそれぞれpFAIl･PFAH-VXLpFAll-Xlの､pUC=8への挿入断片をpMC1403

に再押入LIucZ逝伝子と/ySUプロモーターを融合させたものであるoこれらは､β-ガラ

クトシダーゼ活性測定に用いたopNE73LipsUI9にp〟C逝lll'7-を含むDNA断片を挿入し

たプラスミドである (M.kumetI,l,1994)｡これは､m ynro tRunSCnPt10∩に価mした｡

5-2-3 培地

LBおよびssA培地を使用したossA培地にロイシンが含まれる助合には20ug/mLである｡

その他の粂作は､2-213参批

5-2-4 試薬 ､酵素､アイソ トープ

5-2-5 β-ガラクトシダーゼ活性測定

p-ガラクトシダ-ゼ活性測定は2-2-5参照｡/ysU適任子上流を持つプラスミドが野生株

とhns逝信子破蛾株でβ-ガラクトシダ-ゼ活性測定の故地に影苛を及ぼすコピー数の変

動がないことは確認している｡また､巾破壊株でのプラスミドをもちいたβ-ガラクトシ
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ダーゼ活性測定では､プラスミドのコピー数の変動が活性に関係しないことが報告され

ている(GiIZeiluelal,199J)｡

5-2-6 Jn Vllro traI-SCnPLLOn

5-2-6-1試験管内転写反応

試験管内転写反応は･まず転写Burrer(42n､M TrlS-CJpH83.85%グリセロール

0】2mM EDTA･1･mM DTT.107TIM MgCJ2.50mM グルタミン酸*TJウム.17JTIM NaCI.

50pg/mIBSA.20U RN･dSe･nh･bltOr)rf]に鈷型となるプラスミドを適正漁加し､5分間､

37℃で保温した後､すぐに026mg/nlIのRNAポリノラ-ゼ(070ホロ群瀬を含む｡伊藤に

上り本研究室で精出されたもの(伊藤 耕一 帆L一駄文.1993))を2LllIJllえ､さらに37℃

で10/JT閉保温した｡転写制御田子による転写の制御を加えたい切合は､RNAポリメラー

ゼを旅加する前に､適並の制御因子を加え､LO分riJJ､37℃で保温 しておいた｡転写の

nJnOrfは02mMのNTPを加えることにより､開始させ､正確に10分間で転写反応を停止

させた｡停止は､良く冷やした蒸留水を涜加して行なった｡この然増水にlま50pgの大腸

軌RNAがキャリアーとして入っている｡生成されたRNAをフェノール､クロロホルム

抽EE･･後､Lg]収し､プライマー仲良はにより低等13EJ始点を特定して､IysUおよびprnc.blJそ

れぞれの池信子のプロモーターに依存した粧写継物を検出した｡
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5-2-6-2 プライマー仲良法

用いたプライマーはM4(宝7nJiZi)､AMP(5･-CAGGAAGGCAAAATGCCGĈ 13･(ヽVIHInSel

aい 992))･PrrC(5'-TCATAA'rTCTlTCTTm GAGTAAG-3'(MikunlelaL,L994))である｡

これらは､火花が 2pでLだ放しである｡プライマー仲良は･は2-2-8参rJt!｡

5-2-7DNilSe)fooLPr‖1L

DNuselloolpr･ntは7-/ルマシ7のSureLmCkrooLpr】nLtngk't(フアルマシア)を用いて

行なった｡使用したDNA断片は､末端標託したM4および債識されていないRVプライマ

I (宝酒造)を用いて､もしくは､末端頒話したRVおよび摂鼓されていないM4プライ

マーを用いて､pFATlを鋳型としてPCR法で榊 召したJysU上流304bpを含む片側のみが摂

放された約350bpの断片である｡LRp-DNAもしくはH-NS-DNA複合体を室温で形成させ

た後､77ルマシアの使川脱明軌 こ従って反応を行なった｡反応産物は6%シ-クエン

スゲルを用いて電気泳動した｡マーカーは末端標識LI=M4およびRVプライマーを用い

てpFAHを糾型としたサンガー法でシーケンスしたものを使用した0

-64-



5-3 結果

5-3-1 In vivoでのLRPお よびH-NSのIysU-/LICZ融合遺伝子の発現の抑制

LRPの抑制に必要なIysU遭伝 F上流の領域はすでに本研究室とGi,Ze｡Uらによりすでに

135から-138の箭城であることが.ド-Nラクトシターゼ活作測定により明らかにされて

いる(Oshimi.andJto,unpubl･sheddata,GJZJ=uueLal.1994)(跳 -I.図6-2)｡本研究では､

この解析をさらに詳しく行い､ln V■VOにおけるH-NSおよびLRPによるIysU洲 云7-の抑MJ

に必要なSrl'城を決定した(Egl5-lc)｡その結果,HINSによる発現の抑制に必pGな節域は.41

から-64であり(図6-2),LRPによる発現のm)制には-64より上淀が必要であることが示さ

れた(固5-l､図6-2)｡この節域は辿続する :̂Tが豊富な領域であり､knt構造をとること

が既に予TJIIJされている誹城であった(floeLu1..1994)個 611)｡如 こ､JysU-lacZ融合iB伝

子を敗色体上に持ち､さらにJrpもしくはJMS､Irp,lns逝伝 f-を)(･に欠損した株を作製し､

IysU遺伝子の発現の変化を扱解した｡その括米､坤およびI'ns避伝子の欠JLl株は野生型

と比較して約4倍の発現が見られ,さらにI'p,hns逓伝子を炎に欠損した場合､約8倍の発

現が観察された(衣51L参.H.CT.)｡このことはLRPおよびH-NSがIn VLVOで､それぞれ独立に

IysU迎伝子の転写を抑制していることを示している｡

5-3-2 DNaseHoolprJnl

次に､/ysU過伝子の上流Edi域のHINSおよびLRP結合部域をlnVltrOで特定したoLRPの
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結合節域は.これまでに報;'テされている.LRPの結合卯か二含まれていた (LmeLaI.

t992,GuzeiLuetaI.1994)｡さらに､第3佃で予測した､2つのLRP認識配列を含んでい

た｡従って､LRPの結合部位はこの2カ所であることが強く'T;唆された(図5-2)｡また､

H･NSはJySU退伝子上流のプロモータ-より上流に比較的広い範細で結合することがわ

かった (図5-2)｡TlIl項で示唆されたH-NSのJysU-JacZ出合逝伝子の発現の抑制に必要な

領域はこの結合領域に含まれていた (図512)｡

513-3 1nVLtrOtranSCrlPLLOn

5-3-3-1 1nVilrO転写系

LRPおよびH-NSの抑制因子としての機能を搬PTするため､mVIITO転写による活性測定

を行なった｡まず､)∩vilroにおける転写がJysU遭伝子本来のプロモーターから開始され

るかどうかを検証した (図513).iJIVivoIC･はLRPおよびIl-NSが存在しない場合､2つ

の主要なプロモーター(PJorP‖)から転写が-&]始していた｡ しかし,･･-V"ro転写系では

上流の1つのプロモーター(PI)からの転写のみが観察された (図5-3)｡本単で作製した

LnVllro転写系は.厳で削二はlnVIVOの転写帆軌.-T.の使用朔腔をTlf現はしなかった｡しかし

ながら､LLVequeらによって報告されたIysU適任一子の転写プロモーターの予測から･Ilo

および135の完全なプロモーター倒立を持つ板写開始点はpIであることが指摘されていた

OIVequCelul.)990)｡従って,鋳型の梢道が一定に保たれている.nv･1rO転写系では､
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plが強いプロモーター活性を示すのは妥当であると判断し､以降の実験を行った｡まず､

3つのIysUi削王子のプロモ-ター都城を政変した雛型をJT]いた■ny.tro帖'hjを行なった｡

この結果､糾出立が一定であるにも係わらず､AIから-64までの領域を持たないとplか

らの転写並は約2/コに減少した｡さらに,141の位置にGGGCCC配列を挿入LDNAを215

度回転させた鵠型をin vILro転写に用いた場合､p]からの転写開始が2nに減少する一方､

p‖からの軽琴が増加した (図5･4)｡これはAlから-64までが転写の開始に必要であり,

berL雌道の向きが74:化するとIJ･f琴のuE]始が低下することを示唆している (図5-5)｡

5-3-3-2 LRPおよびH-NSの転写抑制

さらにIn VltrO転写系を用いて､LRPの転写抑制能を放繋した｡InVllro転写系にはLRP､

RNAポリメラーIL-1および排出DNAのみが含まれているだけにも係わらず､LRPの溢依存

的に,IysUiBl王子の転写開始は特jq･的に抑制された｡これは.LRPが単独で/ysU遺伝子

上流に何らかの働き掛けをして､転写開始を阻害しうることを示 している (図5-6)｡

次にH-NSの抑制効果を解qrしたoHINSは､LxI一l構造をとるDNAを認識し､結合するこ

とが知られている｡本研究のln VltrO転写系の内部横軸としてJTlいていたbltW 伝子はプロ

モーター上流にbenL配列を持っており,恐らくその構造によりにTl-NSによって抑制され

た｡従って.JysU逝伝-(-のH-NS特異的な抑制効果の有無を鯛べるために･pNE73を転写

系に中人LprfCQ鳩 写産物を内部梼蟹とした｡.∩v.LrO転写系にはH-NS･RNAポリメラ-

t'ぉよU,鋳型DNAのみが含まれているだけにも係わらず､tトNSの長依存的に､IysUiB
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伝子の転写開始が特jq･的に抑制された (凶516)｡従って､LRPおよびH-NSは単軌で

IysU逝伝子の転写を抑制する活化があることが示唆された｡

5-3-4 ゲルシフト活性測定

LRPと11-NSが同時に､しかも独立に機能するためには/ysuiff伝子上弦に同時に結合で

きる必%T･があるCそこで Jy.W逓伝子上池とLRPおよびll-NSが校合体を形成するかを解qr

したoそのL.,=A-､LRPと/ysuj丑信子上流領域との複合体を形成させた後､H-NSを加える

と.LRP111-NS-lysUi針云子上流領域とが複合体を形成することが示された (図5-7)｡

5-4 章括

本章により､LRPとH-NSがIn Vllroにおいて直接､判!立に抑制因子として働きうること

が確認された(抑制のメカニズムに関しては鑑合討論で詳しく訴笛する)｡さらに､H-NS

は抑制因子として-35boxの上流に結合して転写を抑制し,LRPは160より上流に結合して

転写を抑制していた｡この低等の抑制は､大脳歯の多くの転写抑制因子が帳写r1m始.削二

近接した位JEIニ結合して較写を抑制するのに対して､転写r'El始点より､はるかに上流に

結合して転写を抑制している点がgrしい点である｡この抑制横I掛ま転写抑制尚子のプロ

モーターへの結合による迎偶のRNAポリメラーゼの陶始複合体形成の阻'g･モデルでは説

明ができないが､IysUiB伝子の転写プロモーター単位の特長であるDNAのbe∩.構造を考
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慮すると説明できるかもしれないOBnlCCOらは.-35boxを欠JlriL､転写プロモーターと

しての活性を尖ったBul皿伝子のプロモーター脚立に､bcnt仏道を導入することで転写プ

ロモ-ターとしで活性が回復すること､そのtx:nt構造に依存してHINSにより抑制される

ような転写が拙策されることを報告しているPrlCCOCH l.1989)｡ IysU遺伝+上誰の

txLnt構造とプロモーター､および転写l苅姑.rt･-の存在位掛 土Braccoらが作成したプロモー

ターと非常によく似ており./ysU遺伝子の転写のH-NSによるmJ机はこのtx:n順 逆による

ものと考えられる (許しくは総合討論で,浪蒜する)oこのことは､benl梢道を回転させ

た幼型DNAを"IVILro転写にmいた時のみ､PIIからの転写ri;J始が1朋台されることにより､

さらに支持されるかも知れない｡なぜなら､PHには転写プロモーターに-35boxが欠落し

ている｡従って､Bmccoらの人工的なtmt構造が-35boxを代替することを考慮すると

(BraccoeL.Il,1989)､IysUi馴云子の-35boxより上北のtxnt順延が､plIからの鯨写開始に

必須な向きになったためにPIlからの転写が促進したと考えられる(図5-5)｡これは.通常

pIの転写を強める1=めに働いているtxn棚 道の向きが変化することによりptIの転写を高

めることが可舵であることを示唆している｡lnvIVOでは様々な環境要因の変化にともな

い核様体細道が変化している｡したがって､"" LVOでの較写13日姑がplおよびpL収 方から

なのも､tx"L捕道が仲介した核様体横道の鯨琴への関与･によるものなのかもしれない｡

このtxnL梢道を介した､転･5･･の飢御横梢は,H-NSのIysUiをほ子の転写抑制にtxnl横道が

必葵であること､また,n vllrOでは､このtXnL構造にtl-NSがhi.合 しうること､さらに

H-NSi払牡でJysUiB伝子の転写がU岬ほ れることより強 く支持されている (だ含討論で
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詳しく述べる)｡さらにLRPの認識配列が､さらに上流のbenl構造に存在することから､

このぬ,雌 道も転写因子としての機能を持つことが考えられる｡guJjB信子の耶折から､

170から-100の領域に存在するben雌 遇が開始複合体形成に正賓な役割を果たすことが示

唆されている(Luv唱･-eeL̀lt.1992)(周6-2)｡この機能をIy5U逝伝子の上流のknt順逆がiEl_つ

ているならば､LRPは開始枚合体の形成を阻空するのかも知れない｡
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ben亡 reg10n-15lュo

芦 胃 ロ 等 ] 一 ,,BU-1･cZ L PFAI I-lac
- I.ニー.1== = ::::コ ･ - ･ :.- i

…… ≠,ysu-,.cl) ,FAIIIXH AC
Bs亡XT EcoRV
-60 -40

I-ガラクトシダーゼ活性Il定 (UnlLs(Stdev))

WT Ahns A/rp

pFAlHac 317(057) 438(476) 530(070)

pFAll･VXHac 277(302) 315(171) 463(179)

pFAll-XHac 407(822) 762(ll5) 496(412)

如 -1 IJSUi一転7･上LJL領域の削除のlJ'U一/arZiB†Z.(-の発跡 二村する効果

aly5U･lacZa介遺伝7-の上山 こ伸びている抑 よpMCl4O3に挿入さLtl=lJ,UiBlL汗 上波節規を含
むDIヾ八軒Y.を示している-親告逓伝1-は.IysU粛信子のORFLfJ.26日の7ミノ舟でインフレ~
ムで敢合されている b IJ,-UiA伝1-の上派に伸びているやはpUCItBのマルチタロ-ニングサ

イトに挿入されI=/ysuiBk丁と挽領域を含ruIDNAj<片をJT.'している pF̂HISmaJはLysU正伝子

の挿入に1りIysU退位了の丘oRVサイトより上流のDNAのラ七ン柵逮l川 215°回転するとT.管
される ぐ.野性唱(MC41001.1tlCJlOCLSl(hms-),klt430(Jq>)に札で,Tl｣/=それぞれのプラスミ
ドを形官b:摸しβ･ガラクトシY--i:'活性をポ足した JAtのアンビシメンtLIfIと方法を町 を
含むLD増地中で.37℃で人qrmを相投増頼期まで増井し/=後.分取しβ-ガラクトシダーゼ所作

をN起して､Iy.UIIN27汝e･遺伝子の発現蔓をiM左した,Tkft.ilW le.un"sICJJl'した



β-ガラクトシダーゼ活性測定
UnltS(stdev)

RM460(WT) 10.7(0.62)

Ahns 48.5(Zll)

Alrp 45.0(131)

△hns.△lrp 81.8(i43)

衣 5-1 hnsおよびJrp遜伝子の欠掛 こよるJysU逓伝子の転写の脱抑制

f#:349:80:(81琵 義還 荒 砥 E,"ij:=7g,'/'6553U:-'PCB誠 宮詣 高畠

)gほ で培並した後､分収 し､β-ガラクトシダーゼ活性を測定 した.
活性はMl日erumlsで示 した｡
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6-J 本研究の骨子

LRPおよびHINSによる/ySU逝伝了の転写抑制機梢の統合的な71iu解のためには､(I)抑制

因子をコードする逝伝71の発現制御機構､(2)抑R.lj囚子のオペレーター認識段偶の特性､

(3)LRP､I-トNSそれぞれの虹等抑LJ'u機イ1TTの解析が必要である｡本研究では､まず､抑制

因子の発現制御横偶に肘 窯をあて､hns逝伝千に比べて､全 く脈桝のなされていなかっ

たJrp逝信子の低写qiIJ御偵梢について解析した｡さらに,LRPのDNA結合特性について解

析を行い､LRPおよびrl-NSのJyゴU退任71純LJ御所城への結合様式を予測したoこの予測を

もとに､生化学的にLRPおよびtl-NSのIysUitE伝子に対する結合横式と転写抑制活性を解

析し､転写抑制モデルを梢築することを試みた.

6-2 lrp遺伝子の発現制御積構

/ysu逆目云子の発現制御機梢を考えるうえで､Jrpおよび山,S逆目云子の発現制御機梢の解析

は大きな意IlRを持つDなぜなら,2つの因子の細胞 内の存在も主の変化が/ysu辿伝子の転

写を制御することが予想されるためであるohn淵 伝子の自己制御機柵については既に

報告されており､細胞内のトトNSの存在堤は大きく変化しないことが示唆されている
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(PoneLal.I988)0本研究では､(A)lrp冶信子の叔写がLRPにより抑制されていること､

(2)LRPによるIysU逝伝+､JIP辿1L-:了の粧琴の抑剛,および,IvIHiul云+の転写の促進が

LRPの協訓的な糾合を介 しており､従って､LRPのDNAへの折合が協調的であること､

(3)I,piil伝子の拡写抑制が､税別的に辿続するATが存在 し4-Vi道予測(m sanL'seLdl.

1986)によりLxnL捕道をとる様な坤プロモータ-上流領域へのⅠトNSおよびLRPの結合に

よるものであると示唆されること､さらに､(4)llP逝伝7-上流のtx'nt構造をとる領域に現

実にH-NSが結合していることが示された.枕に､LRPがIIP過伝子上流に結合すること

も確かめられていることから(wJngelal,1994.Osh)muelaL.1995)､IL7u削云子 ヒ流の

ben州道には2つのグロ-パルレギュレーターが結合し､転写を抑H.りすることが明かとなっ

た.本革において､後に詳しく談論するが､プロモータ-上流のbcnt構造は転写開始は

合体を形成するために必要とされる｡JIP逝信子のプロモーター上流領域も転写に寄与し

ていることが十分考えられるoLRPとH-NSはこの領域に結合することにより､この寄与

を阻-ti'-しているのかもしれない｡本71)f兜におけるILP退任71の転写制御機構の解析や､

JysUおよびLlvIH逝伝子の･伝写制御機梢の解析からもわかるようにOtoelut.1994.

LJ:VmLhillelill.】994)(節2資参照)､LRPとIl-NSによる1つの退任子の転写制御機仰 ま､

大腸菌ではかなり一般的なメカニズムであるCこの様な機柵が多くのiii伝子で兄い出さ

れるのは､LRPがあいまいながらも認識配列を持ち､H-NSに比べると特定の配列に依存

した艦写ml日印因子であるのに対し､H-NSがbenl梢造のみに依存した､比削 (J､シーケン

スにたいする特発性を持たないDNA封,-合環EI質であるという､特性の鵜なる2つのグロー
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/りレレギュレーターにより1つの逝伝子の拡写を同時に制御することによって､大股幽

内の転写 n･lJ制の多様性を確保するためなのかもしれない｡

6-3 LRPのDNA結合様

DNA舶今能の欠fiiした変舛LRPを多コピー大腸菌に潜入するとドミナントネガティヴ

な効雑を持つことから､LRPのDNAとの結合は､iJi狐のLRP2益体では持ち縛らないこと

が示唆されていた(pl̀llkocIi-1,1993.Oshlmaet乙lい 995,大鳥 ITl､修士論文,1994).

確かに､IIvlH逝伝子上流のオペレータ-へのLRPの1..-L合に関しては､枚数存在する認識

配列のtつを破壊することによりLRP-DNA複合体の形成がIT_,馴こ起こらなくなることか

ことが示された(WnngeLul,1993)｡一方､多くの皿伝子で特定されたLRP結合節域の

塩韮配列のアライメントによる予TruJから､LRPとDNAのi11.1合に必姐と予想される配列も

既にいくつかのグループから報告されていた(Rexet̀-L,1991,＼VLl■一geLuI,1993)｡ しか

しながら､JysUi削云子上流には､LRPの予想認識配列が兄いLLLiせないでいた(GLIZeauel

ul.,1994)｡その後､cuLらにより､SELEX法をもちいた詳糾なLRPの結合配列について

の解析がなされ(cu■cL̀t】,1995)､境遇なt5bpの塩韮配列が発表された.彼らは､これ

までの､LRPとDNAの結合には､枚数のLRPの2品体による協調的な結合が必須であると

する主13月とは胡なり､この催適な配列にはLRPの2歳体は朋 虫で結合 しうることを示し

たDしかしながら､この主張は少なくともIIvll-IiB伝子の解析により示唆された.協調的
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なLRPのDNA結合横式とは矛盾している(WangcLill 1993)｡本論文では､これら複数

の欄1℃なる主張に対し､連続する100kbpの地紋した塩盤配列中から.1E咋作剃 こ州LllJ.したE2

個の予想認識配列を含む300bpのDNA断片のうち､特に払い結合を示 した2つの結合yhTI-

城に側する解析から､(1)認識配列の予測されたfy1.合強度が比較的高い (4以上)吻合を

除いて､50bp巾に2つの認識配列が存在する､(2)布/i=する認識配列が同じ結合強度であっ

た場合､2つの認識配列がDNAの同じ両に存在する､(3)2つの認識配列のFZj】に､連続する

ATが存在するようなDNA断片が､強くLRPと結合しうることを示したDこれは既に

1/vlFliB伝子上流のLR鴨㌔合禎域やIysU冶伝+､Irpil伝子上流が本水的にIIIlがっている

(Wungeta),L993b,ltoeL̀l】 1994,GuzeaUCL.lI.1995,0ShLmiLeLaL,1995.本論文)

こと､JIyIH退任子上流には校数のLRP認識配列が存在することと一致 し(w ungetuL,

1993)､このような領域に含まれる複数のLRP認弛配列とLRPとの協調的な結合を支持し

ている｡

6-4 LRPによるpulA遭伝子の転写の抑niu
本TlJF兜における別次的な成米として､LRPはpulん酎云子の正の転写制御因子であるこ

とがわかったoこのことは､本TUF先で用いたLRP認識配列の予想プログラムを用いて予

想された認瓢配列が特定の逝伝子の制御領域内に存在し､LRPがその領域に結合する場

合､その池伝子の拡写が日日 ■VOにおいてLRPにより制御される可TJt性が商いことを示し

ている｡非馴 こ興l昧深いことに､Iu-odobL･CterCL,･PSu/DlusではこのPutAと非'糾二相同性の
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諭し､矧]質を保持しており､しかも､その転写制御がLRPの相同群白質であるPutRによ

り正に制御 されている(Keunuee【ul,I()95)Oこのことは､LRPが柵を越えて､細菌にお

けるグローバルレギュレーターとして生合成や代謝系を制御するための機能を保持しっ

づけていることを示しているのかも知れない｡

6-5 1γ∫U遺伝子上流のLRP認識配列

LRPの結合様式の解析をふまえ､cu'らのmaLrLXを用いて(Cu" l̀'L t995)､JysU退伝子

上流のいわゆるLRl鳩.合領域(KdW.lkam]eLal..]992.GJZeauetul,1995,LI〔 et山.

1992)内のLRP認識配列を予測したところ､予測された3つの認識配列のうち2つの認識配

列は現実にLRPが結合する条件を持っていた｡すなわち､(1)複数のLRP認識配列が存在

する､(2)認識配列を含む結合領域はbenl構造をとっている､(3)LRPの結合する領域は､

IysU池伝子オペレーターとして横能し､IysU逝伝子の転写はLRPによる制御を受けてい

る､さらに､(4)2つのLRP認識配列はDNAの同じ面に存在するoまた､予7IIJJされた2つ

の訟訊配列rrlには泊伝学的にJysL/j即云子の発現を上列させ､LRPとLRP結合領域との結

合を弱めるるような.在突然変災が多数分離されていた(図6-I)｡さらに､2つの認識配列

のうちの-;方を破壊するような変異によってLRPとLRP結合部位の結合が弱まりJysU

迫伝子の発現が上昇することが報供されていた(cuzemIetuL.1994)｡これらの結束は､

本研兜で予測されたJysUi比伝子上流のLRPの認識配列に､())現実にLRPが結合しJysu逝

伝子の舷琴を抑制していること､(2)そのit'.J合は協WyJであること､を支持している.
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6-6 lysU遺伝子の制御領域

JysU㍊伝子の上流統域に予測されたLRPの認識配列は､ほほ-60から-I10の領域に2つ存

在していたO ･n vLVOにおいて､LRPによるJysU-/LJCZ融合退任7-の発現の抑制は､確かに

JysUi仕伝子上流の-60よりと流の宥i域に依存していた｡さらにLRPによるIysUi馴云子の転

写の抑制には､-140より下流の新城が必邪であることが報告 されていた(Ga∑eauetuL

1994)｡したがって､-60から-140までに存在する､2つのLRPの認識配列にLRPが結合す

ることにより､/ysu池信子の転写が抑制されていることがさらに支持された｡一方､

H-NSによるIysU-Iuc腐虫合地伝7-の党規のJtr)制は-40から-60までの領域に依存 していたC

この領域は､強くbcnけ ることが予測されており(Iloetul,)994)､このtx:nt梢道にH-NS

が強 く結合することによりIysUi出伝子の転写が抑制されていると予想された｡looIPr■nt

法により-40から1140に存在するLRPの2つの予測記敢配列と､H-NSが認識するであろう

tx:nL椛造に､現実にLRPとH-NSがt.li-合することが示されたOこの領域についての逝伝学

的な解析はすでに報告されている(G.lZeaueLill.]995.KaWLLknmLetaI,1992)oGaZe乙Iuら

はIysUIJLICZ融合逝伝子を艶色体上に持つ1禎株をもちいて､/ysU-J･･cZ融合jEf伝子の発現が

上昇する､Kuwuk乙Lm らはIysS迫信子欠損株の低温致死性を回避するCIS-elcmentの変うで株

を前者はpCR-TuLnge-､eS-Sを､後者は自然に発生する変異として分離したOこれらの変-1鞘-

がどの部位に発生したかを､図6･1に示す｡これよりわかるように点突然変輿が炎申し

た耶位は本研究により示されたLRl'認識配列であり､結合に必ず必iE1-であると予測され
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ているrfL火のATの金冠な部分に多数の変災が分離されている(CuleluL,1995)(rg6-I)0

なおかつ､那4車でのLRP認識配列の予Tlluでは､_100日止に存在するLRP結合配列のほう

が-70付近の結合配列より強 く結合すると予測された (股過なLRP結合配列に近い)(図

4-2-1)｡これと､協調するように-100付近には多くの点突然変災が分離されている(国

6･1)Oこれらの変児のうちLRP結合配列の中央のAもしくはTが/̂Ilnlしたものは強くLRP

の軒合を阻害 したことから(G.lZe.lL▲CLれ L994)､塩姐の欠損がLRPとDNAとの特式的な

#]:合に強く影響することがわかるOこれはcuらが主張している､認識配列の回文構造

を敏也するためかもしれない(C= etul.】995)Oまた､認識配列が2カ所存在しながら､

その内のどちらか一つに,坐-3やカ増 入されるだけでLRPの結合が阻害される事実は､Iy.<U

退伝子上流のLRPの結合が協調的であることを示している.このことは､GuzeuLLらの

sLtedlrcctednut.lBe■1CSISにより作登望されたLR蛸,合IiLi城FJlの変異の叫で､本研究で予測さ

れた2カ所のLRPの認識紀列の-)Iを完全に放伐するような変異のみがLRPの結合を強く

阻害LJysU逆目云IFの拡写抑制を解除することと一致する(Guze･ulCtul,1994)(図611,

些 ⊆で示 した)｡また､KL.､VukJm･らが分AIEした152の押入による変与では､2カ所の結合

配列の聞に位起してお り､2カ所の詑弛Pl己列へのLRPの協調的な結合を,結合部位の物

削 勺な闘潮目こより阻害しているとBJl.解できる (KawukamLetal.1992)oFooLprlnt法によ

り示されたLRPの結合は､これらの変与q-や予測をさらに雌く袖弥している.LRPの結合

は予測された2カ所の認那 己列の*L'i合鮒糞に鮒姻係であり､LRPとDNAの結合は2つの認

識配列に同時に起こることが示唆された｡これは､IysUi馴云子上流とLRPとの複合体が1
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雌好iLか形成されないことからも支持される｡さらに､他の変相 二往Elすると､2カ所

のLRPの認識配列以外にも変災が分眺されている(GuzeuueluI.1994)咽 61t)O柿に-43

付近の変卿 ま､まさにその領域がH-NSの結合部位に含まれており､この変肘 こより､

本水この領域が形成するへきtxnL鵬道が変化することにより､この有り戒へのHlNSの結合

引狙苦し,IysU-I.IC2iS虫合迫信子の発現が上昇する変輿が分離された可TlE性も考えられる｡

しかしながら､この変鵜によりLRPの結合領域への結合がぶ干弱まることが報告されて

おり(GuzeuueL.ll,1994)､この変15.1はLRPとH-NSのqJll御領域への結合を阻害すること

により､強くIysUi馴云子の忙写を脱抑制しているのかもしれないo

6-7 LRPとH-NSによるlysU漁信子の転写制御機構

前項で示唆されたIysU退伝子の蛇写抑制機偶は.LRPとH-NSが輿なる領域に依存し

JysU池信子の転写を抑制しているものである｡】nv■voにおける/ysU-IllCZ融合逝伝子の発

現はIrpおよびhns欠tLi株において約4倍に上昇し､I'p,)"'油 信子を-]lJこ欠く場合､約8倍

の上昇を示した｡これは､LRPおよびH-NSが独立に帳等を抑制していることを示してい

る (衣5-1､図613)Cさらに､LRPおよびH-NSが､ともに他方が存在する射 牛で､淑伝学

的にIysU泊信子の鯨写抑制因子としてクローニングされた都賀は､両囚子が独立にLn

v.voで横能していることを支持 している｡さらに､ 日.V.troにおいてLRPおよびH-NSは

Iy∫U胤 云子の転写を蝉狐で抑制することが示され､また･LRPが-40から-tlOに存在する

2つの認識配列に協調的に結合してIysU洲云子の艦写を抑制し､ll-NSが-40から-60の研
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域にも1.合し位等を抑制していることが示されたDさらに､両因子の存在するゲルシフト

柄性測定では､碓かにH-NSの宜依存的にLRp-DNA棲弁体のソフトバンドはさらにシフ

トし､両因子が炎にIysUi削云子上流に結合し､より強い抑削活性を維持していることが

支持された｡このモデルでは､特定の培並条件でどちらかの因子がJysUi馴云子上流に結

合することが不可能な場合でも､LRPもしくはLIINSのどちらか一方は機能して転写抑制

能を維持すると考えられる｡

6-8 JysU遡伝子特異的な負の転写制御(上流からの転写の抑制)

これまで知られている大脳蘭の負の較写制御因子の轟方今部位は､怯写プロモーターに

非常に近い錦城に存在している (通常､-30より下流,大体は転写開始月の5bpからlDbp

の範囲内に存在している)(GmHaLlnd〔oll.ldo-Vldes,1996)｡しかしIysU逝信子における

LRPの結合領城は-60から-140の範関内であり非IiTT;(こ緋れている｡また､H-NSは140から

･60の閉域に結合することによりJysUiむ伝子の･転写を抑制している｡従って､レsU池†云子

の転写の抑制には､プロモーターから物FJ!的に離れていでも.

何らかの阻普機構が存在するl且われる｡この機偶については3つの可能性が考えられ

るO(])LRPやH-NSと協調して働く他の囚子が存在し､その囚7-がプロモーターの近く

で働いている､(2)鋳型DNAへのRNAポリメラーゼの#!.合を物FJ!的にru書できるような

位鑑 二̀LRPもしくはHINSが結合している､(3)何らかの正の転写制御機梢が存在しLRPや

HINSはその機構を阻iLlしているoまずm vLtrOの転写尖験により､(L)の可能性は否定さ
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れた｡LRP,H-NSは単独でIysU逝伝子の峠写を抑制することが可能であった｡(2)の可

能性は､LRPがDN̂ のk■1L梢遺を弓虫めることを考慮すると(wangcLill,1993)､LRP結合

WL域のtx:nL捕道が変化 し､周辺のDNA梢道が変化して､RNAポリメラーゼの結合を阻害

していることも考えられるOまた､-40から-60bpの範uBは､多くの退任子でRNAポリメ

ラーゼと相互作用する領域であることが知られており,この節域へのH-NSの結合は､

(2)を十JJTrl'Jj足している｡rrnB冶伝子では､この領域がRNAポリメラーゼのα-サブユニ/

トと相互作用して､あたかもcRPなどが存在している似合と同様に､RNAポリメラーゼ

の開始複合体形成を促進することが知られている｡このIiEi城はDNA自身が板写促進肺性

を示す領域として.up-elemenLと呼ばれている(RossetaL,I993)(図612)｡IysUi皆伝1-の

域合140から-60の領域は細かに晦写促進能を有しており(図5-4)､up-elementt同様の根能

を有していると考えられるO(3)の可指巨性については､G.1-LeaUらにより-227から一132が

LRPの存在しない粂11では､JysU退任子の忙琴を高めるために必要な俄城であることが

示唆されており(GitZeuueL.Ll,1994)､-60より上流にtEのR那卸機構が存在する可能性も

考えられる.このような例は､gl此 信子の170から1110に存在するtx■lt構造が､r岸J始複合

体の形成を促進することが報告 されている(LavIBnCeLilL,1992)(図6･2)｡また､LTnB冶

伝子やIyrT退伝子などでは-60から一150の領域にFISという核様体粥白質が結合し.転写

を促巡することが知られている((Muskl.elLShvHLetL̀L.]995;Ro≦setaL l993)(図6-2).

lysUiaf云子の似合､DNA梢造自身がLIp-eEeme■1tとしてCRPの億わりに転写を促進している

ことを参考にすると､m B逝伝子のFLSの替わりに-6Oより上流のtxnt補遺が庇写を促進
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する因子として機能することも考えられる (凶6-2)0LRPは-60から上流に結合するため､

このような粧写の促進を抑制するのかもしれない｡本研究ではbent柵道の向きの変化が

JysU逝伝子の2つ存在する転写榊始点のうち､どちらの4,i:写開始(.I.から転写が開始され

るかというL.!･亡で大きく影戦きしている可能性を示した(515で詳 しく考翳する)｡これは､

DNA梢適の変化とIysU逝伝子のII,f写開始が大きく係わりあっていることを示 している｡

従って､(2)および(3)の転写抑制機構がDNA捕造を介してLRPとHINSにより形成されて

いると考えられる｡

6-9 DNA構造 と転写制御

H-NSはDNAシャペロンと呼ばれる一群の式日'Eのひとつとして認識されている｡こ

の蛋白質群は､DNAと複合体を形成した後､核様態の構造を変化させることにより､転

写や複製を制御していると考えられている.LRPにF対しても桐駅的な結合部位を持つ単

純な転写引■り制因子と言うよりも､核様態蛋白Jl'irの一つとして捕え､帳写のみならず核様

態構造を介した大脳曲の生祉機能全般への影響をも考えられている (Newnlan.1995;

Ne､vmiJnetaL.1996)｡UsseryらはH-NSを古州 勺なDNA結合ZJi白質とは抑えておらず､

一般に考えられているようなサイレンサ-ではなく.核様態怖道の変化を介した新しい

転写のnJIJ御因子 (当然､TEの制御因子としての操能も含まれる)という抑えかたを提唱

している (Usseryet.ll.1994)｡核様体の隅造変化が実際に妃写に影響するのかという

rlLq迫に対しては､prouv逝伝子の発現横梢について､多くの研究がなされている｡
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H】ggLnSのグループは一巡の研究により､H-NSが存在 しないと浸透圧の変化による転写

a,u御機梢は働かないこと､この時H-NSが抑制的に働くこと､同時に1-11NSが没速圧の変

化に伴う､DNAの構造変化を制御していること､そしてH-NSがlnVllroでもDNAの補遺

を変化させることを報告 している｡また彼らは､プロモーターの構造の変化のみで

H_NSの抑制効果が細くなることから､過･i;t,の負の制御因子によるプロモーターとRNA

ポリメラーゼとの結合､もしくは開始複合体の形成の阻害という､単純な説明はH-NS

の抑制機構の説明にはそぐわないと主張 している(HLgglnSCLal.1988,Owen-Hughesel

al,1992,TuppereLal.1994)｡一方､Ucguch■らは､(I)I" UV逝伝子の.nv･LrO転写系を構

築し､proUV冶伝子の転写の抑制は1-l-NS単独で起こること､(2)投透圧の変化により構

造の変化した鋳型を調整して､HINSの転写の抑制能をみたところ変化はなかったこと､

(3)しかしながら､KClなど塩胤空の変化により､H-NSの抑制効架に影響がでることから､

H-NSの抑制効果は直接､開始複合体の形成を阻害していると主張 している｡IysU退任

子はどうだろうかつ 前項でも言及したように､直接､DNAの構造変化とは関係しない

が､DNA構造自身の転写への関与の例は.様々な逓伝子で知られている｡例えば､rmB

逝伝子の転写制御機梢には､DNA自身が凶子とは独立に･臨写をilTl性化する機能があるこ

とが明らかにされ､その機構が正の制御凶子に依存的な機構となんら変わらないことが

.nv.tmの･転写系で証明されている(LcmllOtLndGou'se,1990.Mur.akalnleLal.1996)｡ま

た､小一U逝伝子の制御所域と考えられる､-35上流のBenL配列が正の転写制御凶子として

働く状況と良く似た例がB'lCJIJussubIJI'～および大腸LA-で報告されている.Bac,IIussubE･JJ5
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のspoVGi馴云子の虹琴はプロモーター上iJILのbenl梢迫に依存 している(IhnnereLul.

1983)｡大腸徹では､人工的に合成 したtx:nl梢道をとるDNAWr片を､-35boxを欠損 し転

写がr禍始されなくなった逓伝 Llの上流に川人することにより､蛇写荷旨が回復することが

秋群されている(Br.lCCOeLul,1989)｡鮒F妹深いことに,benL構造をとるDNAurr片を-38か

ら上流に挿入した似合､特定のDNA断)lL'の挿入では､この断片の下流に存在するjBf伝子

の拡写能は確かに回復するものの､H-NSにより糸の制御を受けるようになり､表面上､

それほど回複 しないことが報告されている(Zubcrelal,1994)｡これは､IysUi馴云子の上

流の-40から160に依存した71-NSの抑制とよく似た現象である(図5-5)oまた､本研究に

おけるln VltrO転写糸による解析で､-35box上流のLxnL桃道の屯写への寄与が示されたO

これはIysUi馴云子のプロモーターに対して､このtx=nL構造がJIIの因子として働き､ しか

も､bent構造が正の因子として機能するためには適切な向きである必AA7･があることを示

唆している｡したがって､前項で考察したIySU過伝子上流の正の制御に必要なDNA領域

とRNAポリメラーゼとの正常な相互作用の阻告は,抑制囚子の結合だけではなく､bent

梢道を変化させることによっても可能であることが'Tt唆されたobenL柄造の向きの変化

による転写開始!!Tの使い分けについては､91Ll粧深い報告がある｡大腸機の/ur皿伝子は先

に述へたgJlやIysU冶伝子と同様､DNAの双方の耐 こプロモーターが存在するDこのプロ

千-夕-は上流に存在するbenL構造の向きと密接に関辿 しているらしいobenH推進に結

合する正の･柾写制御因子によりrLlr退任子の拡写FE物の粧写は促進される｡もしkn【のtIY?T

道が 1つのプロモーターの虹写能を促進すると､他方の両に存在するプロモーターの妊
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写掛 ま減少する(PcresIMurH-eLal.1993)｡この御 附ま､JysU謹上伝子のLxnL構造を215度回

収させることにより､pIの.転写が若干抑制され､ptlの晦写が促進される機構と良く似て

いる 掴 5_5)O もしか したら､敗色体椛道がこの機構に重要なせ味を持つのかもしれ

ないDJysU遺伝子の発現制御が､敗色体上の正しい位掛 こある場合と･異なる位置やプ

ラスミド上にある場合とでは､制御の模作が異なることや､lnVllrO転写系と.nvtvoでの

IysUj馴云子の転写開始.与力甥 なること､さらに1)ン酪農度に依存した牡色体構造の変化

による/ysUia伝子の妊写制御モデル(仲山 博之 修士論文､I996)は､これを支持して

いる(図5-3)a

6-10 負の転写制御が2つの因子で行なわれる必要性

現在,よく知られている大脳lXiの吃写制御恒子でnJlj御されている退伝子の1人】､約69%

は抑制因子により制御 されているoこのうち､わずか4%が2つ以上の抑制因子で制御

されているにすぎない｡これは正の制御因子によって制御されている逝伝子のうち14%

が2つ以上の正の制御EEl了により制御されているのと比較しても非常にまれであること

がわかる(Gr.Ll)aandCoILado-Vldes,1996)｡しかしながら､核様体蛋白質が関与 している

2因子による抑制の例として､g̀tJプロモーターにおけるI-IUとGalRによる抑制があげら

れるcgalプロモーターにはG乙､】Rという特与耶勺な抑制因子が存在する｡しかし･･-vILrOに

おいては､GaLR単独では2つ存在するI伝写の開始点の内､一方から開始される抵写のみ

しか阻害できないoI-IUはGalRの転写抑制lJEを,DN̂ の構造を変化させることにより2
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つのプロモータ-に同時に働くようにしているらしい (AkleliIL,】996)｡JysU逝伝f-

の抑制の似合はどうだろうか? gIL/プロモ-夕-と同じく､レsU逝伝子にはLRPという

若干特与uJ()な制御凶子とHUと同様､核様態哉白質として働 くrt-NSが抑制凶+としで働

いている｡確かにrf･11.写開始.,L.､も2つ和一花し､】nvltrOの転写尖験で明らかにされたように､

DNAの梢造､おそらくbenL梢道の変化により化し､分けがなされているoしかしながら抑

制凶子はお互いにただ1つで完全に舷等を抑制することが可能であった｡この点はB･nlプ

ロモータ-の抑制と大きくjq-なっている｡ただ1つの因子のみで抑制が可能なのになぜ

2つの因子が存在するのだろうかつ これには､IysU退信子の環境応答機梢に対するモ

ードが2社有i存在する仮説により説明できるかもしれない｡1つは栄養状掛 こ対する応

答であるolysUi馴云子のLRPの抑制に対する抑制脚除は､ロイシン､アラニンなどのア

ミノ酸による脱抑制により引き起こされるOこのような状況ではJysUi馴云子の抑制凶

子として働きうるのはtl-NSであるoLたがって､栄並粂作がいいLB増地のような条件

で大脳蘭が生育する似合.HINSは抑制凹了･として大きな役割を担うことになる｡逆に､

pH変化や堤通圧の変化 したHINSによる転写の抑制が脱抑 IilJされるような条件では､

LRPが抑制因子として大きな働きを担っているのかも知れないDこのような横梢が存在

するならば､様々な環境条件に応 じて､2つの転写qM'り因子の転写抑制への寄与が変化

し､それにより､JysU出伝子の先鋭丑が多様に変化しうる｡このLysU品の多様な変化に

よr)､リジ)hRNA合成鮮繁を介して､もしくは彩轡を受けて合成されている細胞内の

蛋白質やシグナル物鮮 (カダベ1)ン､AJ'.Aなど)が適切な赴､LLi成され､31lJ胞の様々な
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生理的な横TJtが調節されているのかもしれない(Nakamum.lndlto.L993)｡

6-ll JysUj&伝子の転写制御機構モデルと今後の展望

本研究では､以下のことが明かとなっ1=｡(I)J'p過は1-のLr,j巧 はLRPとJt-NSによりUP

制されている｡(2)LRPはIysU逝伝(-のプロモ-クー上流の2カ所のLRP記譜配列に協調的

に結合してIysUi馴云子の転写を抑制している｡(3)H-NS頚白質はIysUi丑伝1-上流のtxn傾

城をLR.托し､Li･合することにより､JysU退伝7-の発現を抑制している｡(4)lysU退伝子の

プロモーター上流には/ysU逝伝子の転写を促進するtxnt仙道が存在している｡(5)LRPお

よびHINSの抑制機能は同時に独立 して発揮されうる｡これらの結果を元にJysUi世伝子

の振写抑制モデルをJlE定したく図6-3)｡

11ysUiA信子上流の-40から-110までの領域に広がるbent梢道は､RNAポリメラーゼ

と相互作用して開始複合体の形成を助け､IysU過信子の乾写を促進する｡

2 H-NSは140から-60までの穎域に結合し.LRPとは独立に/ysU遺伝子の転写を抑制

している｡この抑制は-40から-60のbent構造とRNAポリメラーゼ ､α-サブユニットと

の相互作用を阻害していると予想される｡

3 LRPはH･NSよりさらに上流に4主体を作って結合し､この領域に存在するbenl捕道

とRNAポリメラーゼとの相互作用を阻害し､開始複合体の形成を阻害していると予想

される｡
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42および3に示された､H-NSおよびLRPの抑制能は､互いに異なる領域に依存し

ている｡この異なる領域に2つの因子が同時に結合することによりJysU過伝子の転写

は完全にシャットオフされる｡

このモデルの検証のためにまずLRPおよびH-NS､RN̂ ポリメレ-スのDNuseHootprln【

による解析が必?ElであろうOもし､3者の結合領域が､相互作用する範凶内に重なって

いれば､モデルの安当性は満まるだろう.転写開始のどの Et!?.(･で､抑制がかかっている

のかも脈析しなければならない･:I.であろう｡ヘパリン存在下での//JI'シフトアノ七イや

などを行う必要があるだろう｡また､JysU逝伝子の高温党規誘掛 川 Jらかとなっていな

い.新たな変異体の分離 (高温誘埠のかからない変輿)も考えにいれる必要があるだろ

う｡

本論文では､/ysui出イ云子の連館では考えられない L流からの転写抑制機構の存在を明

らかにし､それによって､[7号核生物における転写抑制機隅にr対して.プロモーター周辺

に結合する蛇等田子による転写抑llりという一般的な概念の他にも､プロモーター上流に

存在するDNA自身の姫写qrり御安紫としての機能と､その機能の抑制因子による阻害とい

う形態での転写抑制機械が存在する可市巨性があるという新しい概念を提出できた｡今後

のさらなる解析により､LRPの特殊な抑制機構や､少sU迫伝子の発現の誘導の仕組みが

解決されるであろう｡本研究が､これらの僻折にわずかでも役に立つことを､切に祈っ

て止まない｡
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補足

大腸菌染色体12.7-28.0領域のORFMAP

oRFの予測方法については3-212参照oORFは矢印の方向にN末端からC末端であるO矢

印の色が赤のものが既知のORF､青がホモログ､熊が既a･rlのORFとは全 く相同性のみら

れないORFである.様々な機能配列(tRNA.Chl.Teretc)については国中に記したoライ

ブラリー作成に便fTlした小原のラムダクローンについても園中に記した｡国中の縦線は

黒色の縦線がスコア3以上の予想LRP認瓢配列､ピンクがスコア4以上の予想LRP認識配

列である｡
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