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第一章序

大腸菌翻訳延長因子EF-Tuの作用機構の解析から、上代らはGTP結合性タンパ

ク質が活性型であるGTP結合型と不活性型であるGDP結合型の 2つの異なる立体

構造をとり、生体内における"分子スイッチ"の役割を果たすモデル(図 1)を

提唱した(43)。以来、 GTP結合性タンパク質は原核から真核にいたる広い生物種

に存在し、広範な生命現象におけるその重要な機能が年々明らかになってきてい

る。 1990年末までの情報を総括したMcCormickらの総説においては、 GTP結合能

ではなく GTPase活性を保持する因子を、"GTPas巴スーパーファミリー"の一員

として定義し、主にその機能に基づいて分類をおこなっている(11)。以下、個々

のサプファミリーにおけるGTP加水分解の機構と機能について述べる。
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GTPas巴タンパク質の作用機構のモデル

盟主旦王 大腸菌EF-Tuは、反応の各素過程が詳細に解析された最初の

" GTPase" タンパク質である(43)。図 2に示す翻訳延長反応において、 EF-Tu

の関わる各反応が厳密な条件に依存することで、翻訳延長反応の方向性と正確さ

が保証されている。まず、 GDP結合型EF-TuがEF-Tsによ りGDP/GTP交換反応を

行ない、 GTP結合型に変換される。 GDP結合よりはるかに高いアミノアシル

tRNAに対する親和性を保持するGTP結合型のEF-Tuは、 EF-Tu/GTP/アミノアシ

ルtRNAの三量体を形成する。このEF-Tu/GTP/アミノアシルtRNAの三童体がリ

ポソーム上の"Aサイト"に結合し、正しく mRNAのコドンを認識した場合に、

EF-Tuはリボソーム依存性にGTPを加水分解する。 GDP結合型となったEF-Tuは、

リポソームへの毅和性を失い解離し一回の反応が終了する。これら一連の餌訳延

長反応においては、 リポソ ーム依存性のGTPが加水分解により、翻訳の正確さが

担われている。大腸菌の翻訳開始因子IF2の場合にも、条件に拘束されたGTPの

加水分解が行なわれる 。IF2/GTP/フォルミルーメチルーtRNAが30Sリポソームと複

合体を形成し、 50Sリポソームが会合して開始複合体が完成した後に、初めて

GTPが加水分解される。この様な、厳密な条件に依存したGTPの加水分解が、各

反応の正確さを保証している。

GDP 

~r 寸

~ ~ 
図 2 大腸菌における翻訳延長反応

Gタンパク質 Gタンパク 質は、細胞膜に存在 しホルモン等の外界からの刺激

を細胞内へ伝達する機能を持つGTPaseタンパク質であり (30，46)、αサプユ ニット

がGTPas巴活性を持つαsrの三量体を形成している。まず、外界からの刺激が膜上

の受容体を活性化し、活性化された受容体がGDP-asrからGTp-asrへの交換反
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応、を促進する。 GTP結合型のαサプユニットは、日yサプユニットと解離して単独

で標的因子(エフエクター)を活性化することにより、細胞内へ情報を伝達する。

αサプユニットは単独でGTPを加水分解しGDP結合型の元の状態に戻り、次の刺

激に対応可能な状態になる。この系においては、 αサプユニットのGTPase活性は、

他の因子や条件に依存していない。これは、他のGTPaseタンパク質と大きく異

なる、 Gタンパク質に特異的な特徴である。これは、外界の刺激に対して常に応

答可能な状態を保持することが細胞にとって重要である為か、シグナルがオンの

状態が不必要に長〈保持されない為ではないかと考えられる。

ることが示唆された(91)。つまり、 αサプユニットがGTP結合型になることは、

syサプユニットが解離して活性化型となるために必要であり、 GTPase活性はαサ

プユニットがGDP結合型に迅速に戻り syサプユニ ットと会合してsyサプユニッ

トを不活性化型にする為に必要であると考えられる 。また、分裂酵母においても

最近二つのGタンパク質が発見され、一つは接合因子からの情報伝達系に、もう

一つは窒素源枯渇の情報伝達系に関わることが示唆されている。しかしこれらの

場合、 αサプユニットのGTPas巴活性が他の因子や条件に依存する可能性は生化学

的に確認されていない。 Gタンパク質の普遍的な作用機構を考察するためにも、

今後の解析が待たれる。GTP 

R asタンパク質 rasは、最も研究がすすめられている癌遺伝子の一つであり、

晴乳動物から酵母にわたる広い生物種から分離されている遺伝子である。これま

での研究により、図 4に示す様なモデjレが提唱され、各因子の分離が進められて
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図 3 Gタンパク質を介する情報伝達機構 (HR活性化型

受容体、 αsY:Gタンパク質サプユニット、 E:エフェクター)

Pi 

出芽酵母においては、接合因子からの情報伝達に関わるGタンパク質が発見さ

れ、 αsyの各サプユニットの遺伝子が分離され遺伝学的解析が行なわれた。その

結果、接合因子からの情報を細胞内に伝達するのは、日yサプユニットの機能であ

図 4 Rasタンパク質の作用機構のモデル

(G NRF:G uanine Nucleoωe Releasing Factor，GAP:GTPase Activating Prot巴in)
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p21タンパク質は崎乳動物において最初に発見されたraSl宣伝子であり、最も解

析の進んでいる癌遺伝子の一つである。試験管内における p21タンパク質のGDP/

GTP交換反応とGTPase反応は、 EF-Tuと同様に単独では反応速度が遅い。従って、

GDP/ GTP交換反応を促進する因子(GNRF)と、 GTPase活性を促進する因子

(GAP)の存在が予想され、 p21タンパク質のGAPが実際に分離された。癌化能を

保持する変異型p21タンパク質の解析により、 GDP/GTP交換反応が促進された

変異と、 GAPに結合するがGAPによる GTPase活性促進作用を受けない変異が分

離されている。また、 PDGF，EGF等の増殖因子はTyrキナーゼ型の受容体に結合

し、 GTP結合型のp21タンパク質の増加と、 GAPタンパク質のリン酸化が同時に

おこっていることが明らかになっている (25，55)。これらの結果は、 GTP結合型の

p21タンパク質と GTP/p21/GAPのいずれかが細胞内への情報伝達を担っているこ

とを予想させる。このp21タンパク質の場合にも、 GTPの加水分解はGAPタンパ

ク質依存性であり、細胞内への増殖刺激の正確な伝達を保証していると考えられ

る。

出芽酵母においては、二つのras遺伝子が分離され、アデニレートサイクレース

を活性化しcAMP濃度を増加させることが明らとなっている (85，86)。また、 GDP/

GTP交換反応を促進する因子としてCdc25(l2)、GTPas巴活性を促進する因子とし

てIra1，2が分離同定されている。分裂酵母においても rasl宣伝子が発見され、接合

因子からの情報伝達系に関わることが示唆されている。また、 GDP/GTP交換反

応促進因子と GTPas巴活性促進因子をコードすると予想される遺伝子が分離され

た。これら酵母における遺伝学的、生化学的解析により、図 4のモデルが検証さ

れることが予想される。

Rasタンパク質からの情報を受け取る下流の因子については、出芽酵母におい

てアデニレートサイクレースが同定された。そのアデニレートサイクレースは分

裂酵母においてはGタンパク質の下流に位置し、 l将乳動物においては他のsmg

(small GTPase)により活性化されることが示唆されている 。したがって、

GTPaseタンパク質によるアデニレートサイクレースの活性調節という機構が広

〈存在する可能性を示唆している。

5-

小胞翰送 出芽酵母において、細胞内小器官問の輸送、特に小胞体からゴルジ

体への輸送に関わる因子としてYptlが、また小胞の細胞膜への輸送に関わる因

子として Sec4が分離され、これらはGTPas巴タンパク質であった。また、晴乳動

物G，のαサプユニットのADP-リボシル化因子として分離されたARF(ADP-

ribosylation factor)が小胞の細胞膜への輸送に関わる GTPas巴タンパク質であり、

これらの新しいGTPaseタンパク質がGTPas巴タンパク質のサプファミリーを形成

することが明らかになっている (79)。その作用機構のモデルを、 Sec4を例として

図 5に示す。 GTP結合型のおc4は、 GDP結合よりはるかに高い小胞 (Donor)に

対する親和性を保持し、 Sec4/GTP/小胞の三量体を形成する。この三量体が細胞

膜 (Acc巴ptor) に会合し、 Sec4はGTPを加水分解しGDP結合型となり膜への親和

性を失い解離した後に、小胞膜と細胞膜との膜融合が行なわれるというモデルが

考えられている。

一…・-:-'骨. CAcceotou 
fusion 

__'p 

図 5 Sec4による細胞内小器官聞の輸送の作用機構のモデJレ

これら 一連の反応において 、S巴c4/GTP/小胞の三丑体と細胞膜の会合がGTPの

加水分解の必要条件となることにより、小胞から細胞膜への方向性を保証すると

-6-



l| 

考えられる。細胞膜がSec4のGTPase活性を促進することは確認されていないが、

今後の研究により明らかにされると予想される。

S RP(signal reco_gnition DarticlU シグナル配列を持つタンパク質は、翻

訳反応の途中においてシグナル配列がSRPと結合し、 GTP依存的に小胞体膜上の

SRP受容体と複合体を形成し、分泌の経路へ移行する。このSRPは崎乳動物にお

いては7SLRNA-タンパク質複合体であり、 54KサプユニットがGTP結合活性と

シグナル配列結合活性を保持している (8)。また、酵母や大腸菌を含むいくつかの

原核生物にも同様の構造を保持する低分子量 RNAが存在しており、この系が広

く生物界において保存されていると考えられる。特に、大腸菌の4.5SRNAにつ

いては詳細に解析され、日南乳動物との共通性が以下の三つの知見から示唆されて

いる。 1)晴乳動物の54Kサプユニットと SRPの受容体である SRαPが、大腸菌

の4.5SRNAとの複合体においてGTPase活性を示す(68)0 2) 54Kサブユニットと

SRPの受容体である SRαに相向性を持つ遺伝子、 ffh，ftsYが大腸菌において分離

された(8}0 3) 7SLRNAと相向性を持つ低分子量RNAにおいて、特異的な二次

構造が崎乳動物から大腸菌まで共通に存在する。この二次構造を重複して保持す

る変異型4.5SRNAの過剰生産により、シグナル配列を持つ分泌タンパク質の分

泌が阻害される (68)。また、大腸菌の4.5SRNAは翻訳延長反応に必須であり

(10，14，15)、4.5SRNAの発現減少によりヒートショック応答がおこる (9)。また、

4.5SRNAの発現減少をEF-Gの変異がサプレスすることが明らかになっており(13)、

翻訳と細胞内輸送を含めた分泌機構聞の相互作用の存在を強〈示唆している。

このSRPの晴乳動物の系において、 SRPの54Kサプユニットと SRαPは、それぞ

れ単独ではGTPas巴活性を持たず、 7SLRNAとの四畳体でのみGTPase活性を示す

(19)。また、 SRPによるシグナル配列の認識はGDP結合型でもおこることと、

SRPの複合体からの解離はペプチド鎖の膜への挿入に依存していることが明らか

になっている。以上から GTPの加水分解は、 SRPによる細胞内輸送が完了した後

にSRPが膜から解離する為に必要であると考えられる (73)。

大腸菌Eraタンパク質 1986年にInouye博士らにより、 GTP結合性タンパク

質に相向性を持つ遺伝子が発見された(1)。彼らは図 6に示す様に、出芽酵母の

一7-

Ras 1タンパク質と 有意な相向性があると考え、この遺伝子をg.coliの!.E_sという意

味でeraと命名した。彼らは、"GTPaseスーパーファミリー"に特異的に保存さ

れている三つのドメインについてEraタンパク質と EF-Tu， Ras 1， H-rasと比較をお

こなっている。第一のドメインは、 s，yのリン酸基との相互作用を行なう領域で

あり、第二のドメインはMghと、第三のドメインはグアニン塩基と相互作用を行

なう領域である。それぞれドメインにおけるアミノ酸配列の比較からは、 Eraタ

ンパク質はEF-Tuを含めた大腸菌のGTPaseタンパク質との相向性が高いと考えら

れる。

Protem 

E. coli EF-Tu 
E. coli EF-G 
E. coli LepA 
E. coli IF2 
S. cerevisiae RASl 
S. cereνisiae RAS2 
Human Ha-ras， N-ras， Ki-ras 
E. coli Era 

E. coli EF-Tu 
E. coli EF-G 
E. coli LepA 
E. coli IF2 
S. cereνisiae RASl 
S. cerevisiae RAS2 
Human Ha-ras， N-ras， Ki-ras 
E. coli Era 

E. coli EF-Tu 
E. coli EF-G 
E. coli LepA 
E. coli IF2 
S. cerevisiae RASl 
S. cereνisiae RAS2 
Human Ha-ras， N-ras， Ki-ras 
E. coli Era 

Sequence 

Region 1 
-Gly-Sis-Val-Asp-His-Gly-Lys-Thr-(18-25) 
-Ala-His-Ile-Asp-Ala-Gly-Lys-Thr-(17-24) 
-Ala-His-Ile-Asp-His-Gly-Lys-Ser-(11-18) 
-Gly-His-Val-Asp-His-Gly-Lys-Thr-(398-405) 
-Gly-Gly-Gly-Gly-Val-Gly-Lys-Se~- (17-24) 
-Gly-Gly-Gly-Gly-Val-Gly-Lys-Ser-(17-24) 
-Gly-Ala-Gly-Gly-Val-Gly-Lys-Ser-(IC-17) 
-Gly-Arg-Pro-Asn-Val-Gly-Lys-Ser-(15-22) 

Region 2 
-Asp-Cys-Pro-Gly-His-(80-8~) 

-Asp-Thr-Pro-Gly-His-(88-92) 
-Asp-Thr-Pro-Gly-His-(77-81) 
-Asp-Thr-Pro-Gly-His-(4~4-448) 

-Asp-Thr-Ala-Gly-Gln-(64-68) 
Asp-Thr-Ala-Gly-Gln-(64-68) 

-Asp-Thr-Ala-Gly-Gln-(57-61) 
-Asp-Thr-Pro-Gly-Leu-(62-66) 

Region 3 
-Asn-Lys-Cys-Asp-(135-138) 
-Asn-Lys-Met-Asp-(142-145) 
-AsnーLys-Ile-Asp-(131-134) 
-Asn-Lys-Ile-Asp-(498-501) 
-Asn-Lys~Leu-Asp- (123-125) 
-Asn-Lys-Ser-Asp-(123-126) 
-Asn-Lys-Cys-Asp-(116-119) 
-Asn-Lys-Val-Asp-(124-127) 

表 1 Gドメインにおける相向性の比較(文献(1)より抜粋)
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?h~ 1 1 eA 10. 1 1 c'h1G1"Ĵ:-Z? rOAs.::'.'~lGlyL;.:sSerTh rJÆu LcI.! ^s =L:;sL~'JI..e'.J 

121 
30 

e a.:.~ r 

GGGCAGÂ AA TCTCCA TCACiTCCCGC Â GCCGCAGAĈ ACTCG7CAC∞Ĉ TTGTCCc!c 
Gly古1o1.ys 1 le5c r r 1 e7h r5e:A r~ LysA13Gl :!7hrTb r̂ l"'(H l!>Are 1 le'Ja lGly 

ATCCATACT古^̂ GGCGCG7AでCAGGCGA7C! ACCiCGA i ACACCGGGCCTGCA T ATGCAA 
I 1 eHl sTbrG 1 uG lŷ  laT:，'rG 1 r:A 1 a r le"iy rV~ lAspThr?roG lyt.cuH t s~('tGl u 

Ĝ ^̂ AACGCCCCATTAACCGCCτGA iĜ AĈ ÂGCGGCGACCAGCTCi ATTCCCGA T'GTT 
Gll!L)'SA rẑ la t lCAS::A=-e ~l: ~etAs三 LyS A1 0.....1 aSc r5c rSe r! l('G 1 Y..... 5 pl/a 1 

GAGCτGGTCA7TTTTCTCG77CAACCCACCCCCTCGACGCCCGACGACGAAATGGTGCτC 
GluleuVal 1 le. PbeV".l YalG luGl:;7b. rAr2TrpTh r ?roAs pASpG ¥..:Xc t Ya t Lcu 

AACAAACTGCGCGA‘GCCÂ ĜCGCCCC T AA TCCTCC CGC 7G Â C1.1-AG TGĜ Ĉ ACG7G 
AsnLysLeuArgGluG 1 J'Lj'冥 Ala?ro¥'alr leLe..:Ala.ValAsnLysYa lAspAsn'lal 

CAGGAGAAAGCCGATCTGCTGCCGCACC7GCAGTTCCTGGCAAGCCAGATGAACTTCCTC 
G 1 nG 1 u LysA 1 d.A5 pLeu Leu P r oH 1 5 LeuGl 0 Pbe LぞuAl~Se rGl !!!-!etAsn Pbe:"eu 

181 
50 

2'1 
?口

301 
90 

361 
llO 

'21 
130 

<81 
150 

GATATCG守CCCAATCTC7GCCG AT. A CCGGGCTG AA TG TTG AC AC7 A TTGCGCCA A TCG TG 
ASpI leVal ProI leSe:-AlaGl u7trG lyLeuAsn芯alAsp7h 1'1 leAle.Ala 1 leYa.l 

CG T AAGCA TCT ACC7GAAGCCACTCA TC ACTTCCCGGAACA '!'T AC A TCT.CCC A TCGCTC ̂  
A r g LysH 1 sLeu? roG 1 uA 1 a7h rH 1 s H i s F~e ?roG 1 û s pTy r 11 eTとrAspArgSer

CAGCGTTTTATCGCGTCTGAAATCATCCGCGAAAAACTGATGCGTTTCCTCGGCGCTGÂ  
Gl nA1'g PbeHe tAlaSe rG 1 u r 1 e 1 1 eA: gG 1 uLys Leu~e t Arg Pb e LeuGly A1 aG 1 u 

5<1 
170 

601 
190 

661 
21日

C7GCCGTACTCCGTGACCGTGGAGATCGAACGTTTCGTCTCTAACGAACGCGGTGGTTAT 
LeuProTy:SerVal 7hrYalG1 u11 eGluA 士 g?~~Y旦 1 SerAs::Gl ~".rgGlyGlyTyr 

GACATCAACGGTTTGATTCTCGT7GAGCGTGAAGGGCAGAAGAAGATGG7CATTGGCAAC 
ASp 11eAsnG lyLeu 11 eLeuValG 1 uA r gGll.lG 1 yG 1 nLys Lys 1'(9 t Val r 1 eG 1 yAs n 

-・・ .
AAAGGGGCCAAGATCAAAACCATCGGGATTGAAGCGCGTAAAGACATGCAGGAAATGTTC 
LysGlyA 1 aLys r 1 e Ly s'lhr 1 1eG lyI 1 eGl uAl aA 1'g LySAS p!'!e tG 1 nGl u}o!et Pbe 

GAAGCGCCTGTTCACCTTGAACTGTGGGTAAAAGTGAAATCCGGTTGGGCCGACGACGAA 
Gll.lA la ?roYa 1 H 1 s LeuG 1 u Leu Tr p'/al Lys Va 1 Lys Se ::-Gl yTrpA laAspAs PG 1 u 

721 
230 

781 
250 

8令1

270 

901 
290 

GCGCACTGCGCAGTCTCGGTTACGTTGACGATCTTTAAGAGTAACTCCGATGG久AGGC7G
A 1 aH i sCysA 1 a Ya 1 Se rVa 1 Th r Leu Thr 1 le Fhe Ly s Se r As nSe r AspGlyA r g Leu 

961 
310 

AatII 

GCAGCGCGCATTTGTCCTGCATAGTCGCCCGTGGAGCGAAACCAGCCTGATGCTGACG長
AlaAlaArgIleCysProAla---

図 6 era 遺伝子の塩基配列と予想されるアミノ酸配列

(文献(1)より抜粋)

-9-

60 
9 

120 令。

lP.O 
~9 

2-1:1 

69 

nυ F
M

《リ

、

リ

良
U

3GO 

109 

-I::!O 
1:!:J 

~8ù 
1~9 

5もC

169 

6Cu 
189 

660 
2つ9

720 
229 

750 
249 

8<巴
269 

900 
25.9 

960 
309 

1020 
316 

1988年に米国 NIHのD.Court博士らの研究室において、この era遺伝子が大腸菌

の生育に必須であることが示唆された。また同研究室において、 Eraタンパク質

の過剰生産系の構築と精製が行なわれ、Eraタンパク質がグアニン塩基特異的な

結合能を保持することが示された。さらに、 Eraタンパク質が単独で高い GTPas巴

活性を保持することが示された(18)。また、 Inouy巴ら研究室においても Eraタンパ

ク質のGTP結合活性と GTPas巴活性が大まかな方法により確認されている (52)。こ

れまで述べたように、 G タンパク質以外の..GTPaseスーパーファミリー"にお い

ては、 GTPase活性はそれぞれ厳密な条件に拘束されることにより、 生体内での

正確な機能を果たしていると考えられる。従って、 Eraタンパク質が単独で高い

GTPase活性を保持することは、 G タンパク質と類似の機構により機能することが

予想される。また、 EF-Tu，K.H-ras， RAS 1との相向性の検討からはEF-Tuと最も

高い相向性を示す為、 EF-Tuの保持するいずれかの活性と類似の活性を Eraタン

パク質が担う可能性も否定できない。

InCオベロン このera遺伝子は、大腸菌染色体地図上55.5分に存在し、

rnc， recOi11:伝子とオペロンを構成している (1，6)0 erai宣伝子上流にはGTPas巴スー

パーファミリーと相向性を持つJepA遺伝子と、シグナルペプチダーゼ構造遺伝子

である Jepがオペロンを形成して存在している (50，51，95)0rnc遺伝子産物は二重鎖

R N A特異的RNas巴であり (21)、recoi宣伝子産物はrecF経路と呼ばれる組み換え機

構に関わっている (44)。このrncオペロンのmRNAには、 rno宣伝子の上流の非綴

訳領域に RNaseIII自身の基質となる構造が存在し、 RNas巴IIIによる切断を介 した

言ナラ⑪
¥¥  

mRNA 

/ 
nadB 

lepA lep 

図 7 era遺伝子近傍の染色体構造と RNas巴IIIによる自己制御機構
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これは、 mRNAの安定性を介した自己発現制御系としては、最初の系である。

またRNaseIIIは、その特徴的な活性により生体内において重要な機能を果たして

いる。以下四つの系における RNaseIIIの機能を示す。

1 )λ ファージのmt遺伝子の発現にたいして、240bp下流の領域(sib)はシスの

みで阻害的な作用を持つ(31，35)。この制御系はレ トロレギユレーションと命名さ

れ、このsib領域のmRNAが形成するステムーループを大腸菌側の因子である

RN aseIIIが切断し、 mt遺伝子のmRNAの分解を引き起こす機構が明らかとなった。

この系は、 mRNAの特異的な二次構造の認識を介した、転写後の遺伝子発現制御

系としては最初の例である。また、T7ファージの 1.2遺伝子発現制御にも

RN aseIIIによる切断が関与している (24)。この場合、1.2遺伝子下流のステムール

ープをRNas巴IIIが切断することにより、1.2遺伝子上流の1.1遺伝子のS.D配列と

相補的な配列があらわれ、これらのmRNAが二重鎖RNAを形成する。その結果、

1.1遺伝子の翻訳開始が阻害されるという、転写後の遺伝子発現制御が明らかに

なっている (76)。

2 )入ファージのcIII遺伝子のmRNAにはRNaseIIIの認識部位があり、

RN aseIIIの結合により二重鎖RNA構造が変化しS.D配列が現われて翻訳が開始す

る。また、 RNaseIIIによ って切断されたmRNAは試験管内において翻訳されない

為、 RNaseIIIによる結合と切断の調節がcIIIi宣伝子の発現を転写後の段階で制御

するモデルが考えられる (2，3)。

3 )大腸菌の遺伝子においても、ステムーループを形成する mRNAをRNaseIII 

が切断することにより、 mRNAの安定性が変化することによる遺伝子発現制御が

Pnp (ポリヌクレオチドフォスフォ リラーゼ)の遺伝子において明らかにな って

いる (69，83)。

4) rRNAは30Sの前駆イ本として転写され、 RNas巴IIIにより 25S，17S，5Sに切断

され、さらに他の切断酵素によるプロッセシングをうけて成熟体rRNAとなる

(29，37，53)。このプロッセシングはリボソームのアセンブリーと共役していること

が示唆され、またリポソームタンパク質S12の高混感受性変異株がrnc遺伝子内変

異によりサプレスされることもこれを示唆している (60)。

以上の様にタンパク質性因子による特異的な RNAの二次構造の認識が、種々の

生命現象を担うことがRNaseIIIにおいて明らかとなった。特に、 RNAとタンパク

守11-

質問の複雑な相互作用が必須であるリポソームのアセンプリーにおける RNaselII

の機能解析は、この系の研究に寄与するものと考えられる。

リポソームアセンブリー リボソームは多くの因子が関与する翻訳反応の中

心的機能を担う重要な因子である。この生体内最大のタンパク質核酸複合分子で

あるリポソームの合成は、 rRNAの合成からプロ ッセシングと共役したリポソー

ムタンパク質との集合化の過程までを含む複雑な反応系である (29，37，38.40)。そ

の合成には多くのエネルギーを必要とする為、 rRNAやリボソームタンパク質の

合成段階での自己制御が存在する。複数のリボソームタンパク質遺伝子からなる

オベロンにおいて、オペロンに含まれる特定のリボソームタンパク質がmRNAの

二次構造を認識して結合し、額訳を阻害することによる 自己発現制御が明らかに

なっている (7，62)。また、rRNAの合成が翻訳に関与しないリ ポソームにより阻害

される制御機構が考えられている (33，71)。

rRNAとリボソームタンパク質の複合体形成過程は、 30Sリポソームの試験管内

での再構成系が野村博士らによって構築されて以来、自己集合の概念が広〈受け

入れられている (64，66，72，88)。しかしながら、この試験管内での再構成系におい

ては、生体内と比較して 1)高塩濃度存在下、 2)高温処理が必要であることの

2点が大きく異なっている (88)030Sリボソームの試験管内再構成系においては、

低温において沈降係数をもっ中間体(RI)が形成され、精製されたRIが温度処理の

みで沈降係数が異なる RI*となる。その後、 RIに含まれないリポソームタンパ ク

質と RI*を低温で保温することで、成熟体30Sが再構成されることが明らかにな

っている (88)。

1) 16S RNA + [S4， S8， S7， S15， S13， S20， S16， 

S17， S9， S5， S18， S6， S11， S12] → RI particles (低温)

2 ) RI particles → RI* particl巴s (高温処理)

3) RI* particles + [SI4， S10， S3， S21， S2， (SI)]→ 30S (低温)

従って、高エネルギーの遷移状態を経ることがリポソームの自己集合に必須で

あり、生体内では低温においても何らかの機構によりこの状態が形成されると考
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えられる。この複合体形成過程に直接関与する因子の存在が予想され、低温感受

性変異株の分離による同定の試みがなされた。リポソームの構成欠損を持つ低温

感受性変異株が複数分離されたが、いずれもリボソームタンパク質自身の変異で

あり、複合体形成過程に直接関与する因子は未だに発見されていない(36，39，40，

58，59)。しかし、リポソームタンパク質の高温感受性変異のサプレツサ一変異

の同定により、この仮想因子である可能性を持つ遺伝子が分離されている。一つ

は、リポソームタンパク質L24の高温感受性変異のマルチコピーサプレツサ一変

異として分離されたsrmB遺伝子(65)、もう一つはリポソームタンパク質S2の高混

感受性変異のマルチコピーサプレッサ一変異として分離されたdeaDi宣伝子である

(87)。これらの遺伝子産物は、 eIF-4Aに代表される ATP依存性RNAへリケ ース 因

子若干と相向性を持ち、これらの因子群に特徴的なD-E-A-Dのアミノ配列を保持し

ている (65，70，87)0srmB遺伝子産物については、精製タンパク質についてATP非

依存性RNA結合活性と核酸依存性ATP加水分解能を保持することが示されている

(65)0 L24タンパク貿は50Sリポソームのアセンプリーに必須な因子であることか

ら、 srmB遺伝子産物はATP依存性RNAへリケース活性により 50Sリポソーム のア

センプリーに関与する可能性が考えられている。しかしながら 、これ らの因子が

リボソームのアセンブリーに直接関与することは生体内でも試験管内の再構成系

においても示されておらず、今後の研究が必要とされる。一方、 RNaseIIIは、そ

の活性について詳細な生化学的解析がおこなわれ、生体内でも試験管内の反応に

おいても rRNAのプロッセシングに関与することが証明されている因子である。

このRNas巴IIIの構造遺伝子内変異によりリボソームタンパク質S12の高温感受性

変異株サプレスされることは、 RNaseIIIがアセンブリーに積極的に関与する可能

性を示唆している (60，61)0RNaseIIIの結合による二重鎖RNA構造の変化がcIII遺

伝子の翻訳反応開始に必須であることからも、 RNas巴IIIが二重鎖RNAを切断する

のみでなく、 RNAの二次構造を認識し結合する活性により多様な機能を生体内に

おいて呆たす可能性が考えられる。

SsyA/suhB遺伝子 本研究において、 era高温感受性変異のサプレッサ一変具

を分離同定した結果、翻訳延長反応に関与すると考えられる suhB/ssyA遺伝子内

変異が分離された。 ssyA/suhB遺伝子は、分泌タンパク質の膜透過に必須な因子
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SecYの高温感受性変異の低温感受性サプレッサ一変異として最初に発見された。

secY高温感受性変異(secY24)の制限温度下においてみられた分泌タンパク質

(OmpA)の前駆体の蓄積が、この変異(ssyA3)により解消された(80，81)。また、

ssyA3変異株の低温においては、翻訳延長反応に欠損がみられた。しかしながら

高温においては、野生型と比較して翻訳延長反応に差異がみられず、この翻訳延

長反応の遅延により secY24変異の膜透過機構欠損が相補される可能性は証明され

ていない。

またssyA/suhB遺伝子は、ヒートショック応答を担う転写因子である σ32構造遺

伝子であるrpoH高温感受性変異の低温感受性サプレツサ一変異としても同定さ

れ、塩基配列が決定された(96)。このsuhB2変異と rpoH15変異の二重変異株では、

高7Eにおいて、翻訳段階での σ32の量の増加が見られた。この表現型はsuhB2変異

単独では高温においても見られず、ssyA/suhB遺伝子産物がσ32の観訳段階での発

現調節に直接関与するかは不明である。しかし、ヒートショックタンパク質によ

り、 σ32の発現が抑制される機構の存在が示唆されており、 rpoH15変異によるこ

の制御の欠損と suhB2変異の二重変異がσ32の発現増加に必要であることも考えら

れる。

さらにまたssyA/suhB遺伝子は、染色体の複製に関与する dnaB遺伝子の高温感

受性変異の低温感受性サプレッサ一変異としても分離されている(16)。この場合

は、 dnaB遺伝子産物の増加はみられず、前2例とは異なる機構によるサプレッシ

ヨンが考えられる。このdnaB遺伝子の高温感受性変異(ω121)は、カ jレボキシ端

へのMuc遺伝子断片の挿入変異であり、このdnaBiil伝子のカルポキシ端は 1) 

プロテアーゼ抵抗性 2) ATP ，ssDNA結合活性 3 )重合化部位 の機能を担

うことが示唆されている (57)0 ts121変異株を高温に遷移前後の[3H]チミジンの取

り込みの実験から高温遷移後もある程度の直線的な取り込みがみられることから、

ts 121変異により dnaB遺伝子産物の素活性ではなく、重合化の段階に欠損がある

ことが考えられている。 suhB/ssyA遺伝子と相向性を持つ遺伝子として、アンモ

ニアの膜透過に必須な遺伝子として発見されたamtA遺伝子と (26)、附乳類のイノ

シトールモノフォスファターゼ遺伝子が見いだされた(23，28，42)。また、 amtA遺

伝子はシステイン合成系にかかわる cysQ遺伝子としても同定された(63)。これら

の遺伝子産物に共通する活性はフォスフアターゼ活性であり、 suhB/ssyA遺伝子
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産物が同様の活性を保持する可能性も考えら れる。

10 20 30 10 50 60 
Ĉ TGGĈ CGGGĈ ĈAĜ ĈCĈ TATTGCCGGTGTGTĜ CGTCTCCACCAGCACAAiTCG 

70 80 90 100 110 120 
AATATTTTGCACCATTGTCTTTCTTCATCTAλλGATTATTCACGC入TCTTATCATAA人AC

130 HO 150 160 170 180 
G~ζ~GATGCCGATCTCGCTGC工4工~CTGCGCCGTTTTCCCGTTCTTTAACATCCA

190 200 210 220 230 240 
GTGAGAG^GACCG土工~CATCCGATGCTGAACATCGCCGTGCGCGCAGCGCGCAAGGCGGG

円 etH i aProMet LeuA~nIleAlaValAr~AlaAlaAr ，LY8Al&Gly

250 260 270 280 290 300 
TAATTTAATTGCCAAAAACTATGAλACCCCGGACGCTGTAGAAGCGAGCCAGAAAGGCAG 
AsnL~uIleAlaLyaAanTyrGluThrProA・ pAlaValCluAlaSerGlnLysGlySer

310 320 330 310 350 360 
TAAeGATTTCGTGACCAACGTAGATAAAGCTGCCGAAGCGGTGATTATCGACAC口ATTCG
AsnA3pPheYalThrA・nVa]AapLyaAlaAlaGluAlaValIleIleAspThrIleArt

370 380 390 400 410 420 
TAAλTCTTACCCACAGCACACCATCATCACCGAAG入AAGCGGTGAACTTGAAGGTACTGA
LyaSerTyrProGlnHiaThrIleJleThrCluGluSerGlyGluLeuGluGlyThrA5P 

no 440 450 460 470 480 
TCAGGATGTTCAATGGGTTATCGATCCACTGGATGGCACTACCAACTTTATCAAACGTCT 
ClnAapValGlnTrpValIleAspProLeuA・pGlyThrThrAonPheIleLysAr，Leu

490 500 510 520 530 540 
GCCGCACTTCGCGGTATCTATCGCTGTTCGTATCAAAGGCCGCACCGAAGTTGCTGTGGT 
ProHisPheAla¥'alSerIleAlaValArrlleLysGlyArtThrGluValAlaValVal 

550 550 570 580 590 6口D
ATACGATCCTATGCGTAACGAACTGTTCACCGCCACTCGCGGTCAGGGCGCACAGCTGAA 
TyrA8pProHetAr~A9nGluLeuPheThrAlaThrAriGlyGlnGlyAlaGlnLeuAsn 

610 620 630 640 650 660 
CGGeTACCGACTGCTCGGCAGCACCGCTCGCGATCTCGACGGTACTATTCTGGCGACCGG 
GlyTyrAr.LeuLeuGlySerThrAlaAriA8pLeuAspGlyThrIleLeuAlaThrGlr 

670 680 650 700 710 720 
CTTCeCGTTCAAAGCAAAACAGTACGCCACTACCTACATCAACATCGTCGGCAAACTGTT 
?hePro?heLY3~iaLys~i~i;;~iaThrT~~TyrIleABnIleValGlyLY9LeuPh e 

780 730 740 750 760 770 
CAACGAA~ë~GCAGACT~èCGTCGTACcëëTTCTGCGGCGCTGGATCTGGCTTACGTCG~ 
AsnGluCy sAlaλ;;Ph;;;~;;~Th;ëï;s;;~l~Ãl~L~~Ã~~L~uAlaTyrV~lAl& 

790 800 810 820 830 810 
TGCGGGTCë~GTTGACGë~~TCTTTGA~~TCGGTCTGCGCCCGTGGGACTTCGCCGCAG~ 
~i~~i;;;~;~i;~;~i;~~;~~~~i~ii~~i;~~~~;;~;~i;pA8pPheAlaAlaGlr 

900 
850 860 870 880 目当。

CGAGCTGC~ëGTTCGTG~~ëCGGGCGGC~TCGTCAGCGACTTCACCGGTGGTCATAAC~~ 
~î:~;:~;:~;i~;;~î:~i:~î;~î;~i:;;i~;;Ã~~~~~~;~GlyGlyHi5AsnTyr 

960 
910 920 930 940 950 

CATGCTG~~~GGTAACA~~ëTTGCTGGT;;CCCGCGCGTTGTTAAAGCCATGCTGG:G人λ
~;~~~:~~;~î~~;~7i;~~i~ì~ëï~~~~p;~~;;ValValLYSAlaHetLeUAlaA . n 

1020 
970 980 990 1000 1010 

CATGCGTGACGAGTTAAGCGACGCTCTGAAGCGT~工旦AGTCAGGCGGGTGATATC
~etArgA9pGluLeuSerAspAlaLeuLysAri 

図 8suhBlssyA遺伝子塩基配列と予想されるアミノ酸配列

(文献(96)より抜粋)
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bovinsmn. HADPWQECMDYAVTLAGQAGEVVREALK~iLMNI-MVKSSPADLVTATDQKVLKMLITSIK 

suhb・司a MHPMLN工AVRAARKAGNL工AKNYETPDAVLASQKGSNDFVTNVDKAAEAV工工DTIR
-ー ー ..・ ・ ー ーー.ー ー・ ・・・ ・・ーー ・ ー ー・ ・・ ・・ ー ・ -----. --- ---ー・ --_.. --_. ------ー

ecoamta.aa MLDQVCQLARNAGDA工HQ¥i.YDGTKPMDVVSKADNSPVTAAD工AAHTVIMDGLR

* * x会
*女女

bovinsmn. EKYPSHSF工GZE-SV1'-"-.GEKS工LTD-N:?TW工工DP工DGTTNFVHGIPFVAVS工GFVVNKKH
ーー ・・・ 4・ ・・・ ・・ ー . ----ー・ ・・・ _. --_. ・

suhb.aa KSYPQHT工工TEE-S一一-GELEGTDQ-DVQWV工DPLDGTTNF工KRLPHFAVS工AVRIKGRT
.ー ーーー...・ー---- ・.. - ー・ ・・・・ ・ー ・ -- _. -_.ーーー・・----- ..ーー・ーー・ ・・・・

ecoamta.aa TLTPDVPVLSEEDP---PGWEVRQHWQRYWLVDPLDGTKEFIKRNGEFTVN工AL工DHGKP
文 * 女 大女女大女大女 * * 

bっvinsmn. EFG工VYSCLEDKHYTGRKGKGAFC!lGQKLQVSHQED工TKSLLVTELGSSRTPETVR工工LS
ーーー ーー .. ・ ー・ー・・ ・ ・・・・ー・ ・ー・ー ・ ・・ ・ー ー ・ ー・・ ー・・ーー・・ ・ ・・ ・ ・ . . 

suhb.aa EVAVVYDFMRNELFTATRGQGAQLNGYRLLGSTλRDLDGT工LATGF-PFKAKQYATTYIN

eC0 2. mta .aa 工LGVVYAPVMNVMYSAÞ~GKAWKEECGVRKQIQVRDARPPLVV工S~-SHADAEL-KEYLQ
大 女 大 大

bovinsmn. N工ERLLCLPIHG工RGVGTAALNHCLVAAGAADAγl'EMG-IHC¥JDVAGAG工工VTEAGGVLL

suhb.aa 工VGKLF-NECλDFRRTGSi'.ALDLAYVAAGR'/DGFFE工GーLRPWDFAAGELLVREλGGIVS

-・・・ー・ ー......・ ー ーー ・ーー・ ーーー・ ー
ecoamta.aa QLGE---HQTTS工ーーー-GSSLKFCLVAEGQAHVYPRFGPTN工WDTAAGHAVλえλλGAHVH

* **女 * *女大 大 文

bovinsmn. D \íTGGP-FDLMSRRVIASSNKTLÞ~R工AKE工Q-工IPLQRDDED

・・・ ・・・ー・・ . _. ...ー・

suhb.aa DeTGGH-NYHLTGN工VAGNPRVVK}，MLJ>.可MRDELSDALKR

ecoamta.aa DWQGKPLDYTPRESFLNPGFRVS工YP.IQMAETVYFLILPS

づ. * 

図 9 suhB/ssyA遺伝子産物と cysQ遺伝子、イノシトールモノフォス

ファターゼ遺伝子産物聞の相向性。点は類縁アミノ酸を、二重点は同一ア

ミノ酸を示す。三つの遺伝子産物問で保存されているアミノ酸を犬で示した。

以上のように、 ssyA/suhBi宣伝子産物が低温において翻訳延長反応に寄与する

ことは示唆されているが、その本質的機能は未同定であり、このタンパク交の活

性の解析を含めた研究が、 erai宣伝子の機能解明にも必要と考えられた。本研究

では、 eral立伝子産物の機能を解明することを目的として、 era高温感受性変異株

を分離し、リポソームアセンブリーにおける欠損を検討した。またera高温感受

性変異のサプレッサ一変異として、 ssyA/suhB遺伝子内変異が分離された為、こ

の遺伝子の分子治伝学的研究を行なった。

ー16.
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第二章材料と方法

( 1 )大腸菌株、 プラス ミド とλファージ

株 遺伝子型

大腸菌K1 2株

W3110 

KH5402 的rmelE ilv的Iy(バAm)句E9829(Am)supF(Ts6) 

PA3306 的iargH IacY maIA mtl xyI ara gaI str tonA supE44 purL nadB 

lIT30 era13::I'1TnlO his reIAI ilv 

HT31 W3110 A17::I'1TnlO 

DC569 gIyA:・Tn5his reIAl ilv pgIf>.8 rpsL 

TAP106 [1'1(int-cIII)BAM N::kan入cI857(cro-bioA)]

NC124 W3110 nadB::Tn5 

CSH22 l'1(Iac pro) Charon 25 

KK583 l'1(mcera)130::k，加入KKF2(mcera recO:αt) 

KY1451 MC41∞suhB2 

由来と文献

laboratory stock 

67 

60 

84 

84 

84 

84 

84 

93 

M8820 F araD139 1'1(且raCOIDAleu)7697 l'1(proAB argF JacI1り'2YA)rpsL 

本研究

97 

32 

IT17 KH5402 era770 era13::I'1TnlO rnc70 

IT32 W3110 era770 era13::企Tn10rnc70 

ITl36 W3110 l'1(mc era)130::kan (入IT31)

IT137 W31l0 l'1(mc era)130::kan (入IT32)

IT138 W3110 l'1(mc era)130::kan (入IT34)

1Tl44 W31101'1(mcera)130二kan(入IT39)

口'286 lT32 ersAl 

IT288 IT32 ersA2 

IT526 IT32 ersBl::Kan 

IT527 IT32 ersB2::Kan 

IT528 IT32 ersC::Kan 

ー17-

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

IT546 W3110 A17::I'1TnlO suhBlO 

ID06 IT546 nadB::Tn5 sscA7 A17::I'1TnlO suhBlO 

ID07 IT546 nadB::Tn5 sscAlO A17::I'1TnlO suhBlO 

IDll W3110 nadB::Tn5 sscA7 zfe208::Tnl0 suhB2 

11ワ12 W3110 nadB:・Tn5sscAI0 zfe208・:TnlOsuhB2 

ID13 W3110 zfe208::TnlO suhB2 

ID14 W3110nadB::Tn5 sscA7 

Iτ715 W3110 nadB::Tn5 sscAI0 

プラスミド

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

pTDI01 Amp' JepAφJe/ mど 84

pACS 1 Amp' Tet' rnどeraφ84

pACS3 Amp' Tet' mど 84

pACS21 Amp' rnぷ 84

pPP'106 Amp' EcoRl si巴 Cお settefor in vivo transfer to入Charon25 今井博士より分与

pJL6 Amp'入pr.promoter vector 本研究

pCE31 Amp' pJL6 e raφ18  

pEG5005 pBCO::Mu d5005(lO，2kb) Kan' 32 

pIT3 Kan' Jep. 本研究

pID Amp' rnc70 era770 era13 本研究

pIT12 んnp'rnc. era(BamHI fuled in wi出4base pairs) 本研究

pIT13 Amp' mc (BstXI-M bp) ed 本研究

pIT15 んnp'pJL6 era770 本研究

pIT19 Amp' pJL6 era770 era13 本研究

pIT31 んnp'pPP'106 mどera770 本研究

pIT32 Amp' pPP'106 mどera770era13 本研究

p汀34 Amp' pPP'106 mどera. 本研究

pIT39 んnp'pPP'106mどera13 本研究

pIT45 Amp' pJL6 era13 本研究

p汀 134 pEG5005 Kan' Cm' 本研究

-18-



pIT135 Kan' Cm' clone from IT526 Mu cts/pIT134 

pIT136 Kan' em' clone from IT528 Mu cts/pIT134 

pIT140 pITl35 2kb BamHI-BamHI in pUC119 Ban剖 I

pIT149 入5236kb EcoRl-PvuII in pUC119 E切町一SmaI

pIT154 )..522 6kb B釘百HI-BamHIin pUC1l9 BamHI 

pIT158 入5236kb EヒoRl-EcoRIin pUC119 EcoRl 

pIT159 pIT149 2kb BamHI-BamHI in pUC119 BamHI 

pIT169 pIT159 HincII-BamHI in pUC119 SmaI-BamHI 

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究 抗生物質濃度

本研究

入フ 7ージ

Charon25 加1m'1attP' int Jac5 本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

内
L

d

u

マ

n
y

今‘
J

内4
J

今‘
d

内
ノ
白
内
，
‘
J

E

π

汀

汀

幻

位

内

人

内

人

、

人

代

人

内

人

ベ

人

Amp' mc・era770

Amp' mc.・era770era13 

Amp'mどera令

Amp'mどera13

Kohara library 

Kohara library 

( 2 )培地と抗生物質濃度

培地

Lプロス Yeast Extract (Difco) 5g 

Bact Trypton巴(Difco) 10 g 

Sodium Chlorid巴 5 g/ 1 liter 

Yeast Extract (Difco) 1 g 

Baclo Trypton巴(Difco) 10 g 

Sodium Chloride 2.5g/1 liter 

MgSO. 0.4 g 

-19 

入プロス

ν厄プロス

Citric AcidH，Q 

K戸PO.anhydrous

NaNH.HPO.4Hρ 

4g 

20 g 

7 g/2liler 

プレートの場合は、寒天(タイトー海藻)を 10 g 1 1の濃度で加えた。

アンピシリン(蔦有製薬) 50同 Iml

カナマイシン(明治製薬) 50μg/ml 

テトラサイクリン (SIGMACHEMICAL CO.) 15μg/ml 

(3) P1ファージの変異原処理

P177ージの変異原処理は、以下の条件で行なった。 P1ファージ 0.4ml (101
' 

pfu/ml)を、 0.4ml 0.5 Mフォスフェート [pH6.0]/5 mM  EDTA， 0.5 ml H，O， 

0.8 mlヒドロキシアミン溶液(70μg/ml ヒドロキシアミン， 0.45 M NaOH)の混

合液とともに、 370Cにお いてはから 14時間保温した。処理によって、 Pl77ー

ジのlllerが約 1%前後に減少したことを確認し、遠心(25，000rpm，2時間， 40C)に

より変異原を除去し、以後の実験に使用した。

( 4) era変異株からのeral宣伝子領域のクローニング

IT32株から抽出した染色体DNAとpUC9をEcoRIで処理した後ライグーシ ョン

し、形質転換後、 Amp'のコロニーを選択した。ニ トロセルロースフィルター上

で溶菌させた後アルカリ処理により DNAを固定し、 era遺伝子を含むDNA断片を

プロープとしてサザンハイプリダイゼシヨンを行なった。得られたpIT7クローン

は、 rnc上流のEcoRI部位から mini-Tn 10内のEcoRI部位までを、 pIT8クローンは

rnini-Tn 1 0内のEcoRI音s位から era下流のEcoRI部位までを保持した。

20 
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( 5) era変異を保持する入ファージの作製

pACSlのrecO)宣伝子内NruI切断部位にEcoRIリンカーを挿入した後、得られた

EcoRI-EcoRI断片を pPP'106のEcoRI部位に挿入して得られたプラスミドをpIT34

とした。このpIT34のrnc-era領域を pIT7由来の断片と入れ替えることにより、

pIT31， 32， 39を作製した。 pIT32(era770era13)は、 pIT34の1.4kb ClaI-NruI断片を

pIT7由来の1.7kbClaI-NruI断片 (pIT7のNruI切断部位は、 mini-Tn 10内)と 置換

することにより作製し、 pIT32のO.4kb ClaI-EcoRV断片を野生型により置換し

pIT39(era 13) を作製した。またpIT31(era770)は、 pIT34の0.14kbClaI-BamHI断

片をpIT7由来と置換し作製した。これらのプラスミドにより、 Charon25の溶原

菌である CSH22を形質転換した。 Charon25とpPP'106はEcoRI切断部位の両側に

lacZとbla遺伝子の相同な塩基配列を持ち、この領域において相問的な組み換えを

行なった入ファージはアンピシリン耐性となる。これを利用し、形質転換株にUV

を照射することにより相同的組み換えの活性化と入プロファ ージの誘導を起こさ

せた後、得られた入ファージからアンピシリン耐性のものを選択した。得られた

アンピシリン耐性の入ファージが、 Charon25のimmunity(imm
21

)を持ち、挿入断

片がlac5と置換してLacーの表現型を示すことを確認後変異再構成実験に用いた。

( 6) Eraタンパク質過剰生産プラスミドの作製

Eraタンパク質過剰生産プラスミドを作製するため、 PLプロモーターによる発現

ベクターである pJL6にeral宣伝子を含むpACSl由来のBstXI-NruI断片を挿入した

が、 Eraタンパク賓の生産が見られなかった。その為、 rnc遺伝子部分と era遺伝子

の3番目のコドンまでを高効率のShine-Dalgarno配列を含む合成オリゴヌクレオ

チドにより置換した結果、非常に効率良く Eraタンパク質が生産される系が得ら

れた(18)。このpCE31プラスミドの0.14kbClaI-BamHI断片を pIT7由来と置換し

pIT15(era770)を、また1.4kbClaI-NruIl析片を pIT7由来の1.7kbClaI-NruI断片と置

換しpITl9(era770era13)、pITl9のO.4kb ClaI-EcoRV断片を野生型により置換し

pIT45(era13) を作製した。

( 7) Eraタンパク質の精製

TAP106 [ O(int-cIIl)BAM N::kan入cI857 (cro-bioA))にEraタンパク質過剰生産

-21-

プラスミドである pCE31(era+)， p ITl5 (era770)， pITl9( era770 era 13)， pIT45 (era 13) 

を低温(320C)で導入した。これら形質転換株をアンピシリン(50μg/ml)を含むL

プロスで低温培養し、 420Cで2時間Eraタンパク質の合成を誘導させた。 1mlの培

養液をエッペンドルチュープで遠心(15，000rpm， 10分，40C)した後、氷中で35

μlのTris-HCl(50 mM，pH 8.0)-sucros巴 (25%)緩衝液に溶解し、 35μlのリゾチー

ム (1mg/ml)溶液により溶菌させた。その後、 5μlのMgC1
2
(0.2 M)、2.5μl

DNaseI (10 U/μ1)、20μ1 5xlysis buffer (5 % Nonidet P-40， 2.5 % sodium 

d巴oxycholate，0.5 % NaCl， 50 mM  Tris-HCl [pH 7.2]， 5 mM  EDTA)を力日え、

OOCで30分間保温した。 Eraタンパク質は容易に沈殿を形成するため、遠心

(15，000 rpm， 10分，40C)により他の分画と分離した。得られた沈殿を lysisbuffer 

( 1 % Nonidet P-40， 0.5 % sodium deoxycholate， 0.1 % NaCl， 10 mM  Tris・HCl

[pH 7.2]， 1 mM  EDTA)への懸濁と遠心を繰り返すことにより分離をすすめた。

3回の操作の後、 groundbuffer( 50 mM  Tris-HCl [pH 8.0]， 1 mM  EDTA， 1 mM 

dithiothr巴itol)に懸濁させ、さ らに3回懸濁と遠心を繰り返し、得られた試料を

SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS/PAGE) により精製度を検討した。

(8) GTP結合活性測定試験

5μlの試料を5μlのnucleotid巴 binding溶液(100 mM  Tris-HCl [pH 7.5]， 10 mM  

MgC12， 0.2 % N onidet P-40， O. 2 mg/ml bovine serum albumin)と、最終濃度0.2

μCi/μlの[α_32p]nucleotid巴 (400Ci/mmole; Amersham Corp.)と混合させ、 32

。Cで30分間保温した。反応試料の8μlをニトロセルロースフィ lレター上に滴下

した後、 10mlの洗浄液(50 mM  Tris-HCl [pH 7.5]， 5 mM  MgC1
2
， 1 mM  

dithiothreitol)で3回洗浄した。フィルターを乾燥させ、放射活性を測定した。

( 9 )ウリジン標識によるリボソーム構成状態の検討

MEプロスにチミン (2μg/ml)、グルコース (0.5%)を加え、菌を培養する。低

温(32oC )で I晩培養した培養液を50倍に希釈し、低温でOD600=0.2-0. 3まで培養

する。高温(42oC )に遷移して30分後、 20μCi['H]ーウリジンを加え、 15，30， 

60， 120， 180分後に氷冷し集菌する 。高温遷移後180分間 [14C)_ウリジンで標識し

たW3110を対照として加え、 TMA溶液 (10 mM  Tris-HCl [pH 7.6]， 30 mM  

-22-
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NH4Cl， 0.3 mM  MgC12， 6 mM  sメルカプトエタノール)で洗浄したのち、 ドラ

イアイスで凝固させる。アルミナを用いて菌を破砕し、遠心(15，000rpm， 10分 ，

4 OC)によりアルミナを除去した上清を、 TMA溶液を用いた 10-30%のsucros巴密

度勾配遠心(22，500rpm， 27時間， 5 OC)後分函した。各分画の放射活性を測

定することにより、リポソームの構成状態を検討し た。

(1 0) リポソームの抽出と精製

MEプロスにチミン(2μg/ml)、グルコース (0.5%)を加え、野生株(W3110)と変

異株(IT32)を培養する。低温(32oC )で 1晩培養した培養液を50倍に希釈し、低

温でOD
600

=0.1まで培養する 。高温(42oC )に遷移して3時間培養し、 OD600が約

0.5程度の時点で集菌する。溶液1(10 mM  Tris-HCl [pH 7.5]， 60 mM  NH4Cl， 

10 mM  MgC1
2
， 6 mM  s-メルカプトエタノール)で洗浄したのち、 ドライアイス

で凝固させる。アルミナを用いて菌を破砕し、溶液Iに懸濁した後、遠心(15，000

rpm， 10分， 4 OC)によりアルミナを除去した。さらに遠心(30，000rpm， 30分，

4 OC)により、菌の不溶性分画を除去した後、遠心(50，000rpm， 2.5時間， 4 oC 

)による沈殿を溶液II (50 mM  Tris-HCl [pH 7.5]， 300 mM  NH4Cl， 10 mM  

MgC1
2
， 6 mM  s-メルカプトエタノール)を加え、氷中で懸濁する。さらに、遠心

(50，000 rpm， 2.5時間， 4oC )により、付随するタンパク質が解離した、精製リ

ボソームを沈殿として得た。これを、再び溶液Iに氷中で懸濁し、以後の実験に

用いた。

(1 1) 試験管内翻訳反応によるリポソームの活性測定

ポリ U-RNAを鋳型とする試験管内翻訳反応は、以下の条件で行なった。

直前に調製したMix溶液 (80mM Tris-HCl [pH 7.5]， 80 mM NH4Cl， 2 mM  

dithiothreitol， 1.5 mM  ATP， 0.5 mM GTP， 2 mM  phosphenolpyruvat巴， 50μg 

pyruvate kinase， 30μMフェニルアラニン， 30μg E. coli. tRNA， 0.2 mg/ml 

polyuridine， 2 mMスペルミジン)と、 10μgリポソーム， 50μg E. coJi. S-lOO， 

8・10mM  MgC1
2
， 1μCi ['H]ーフエニルアラニン(110 Ci/mmole， 1 mCi/ml) 71<.中で

混合する(各濃度は最終濃度) 0 37 oCで10分保温した後、反応溶液50μlのう

ち40μlを3MMのろ紙に滴下する。 10%TCA(trich loroacetic acid)中で、 20分間沸

-23-

騰させた不溶性函分の放射活性を、液体シンチレーシヨンカウンターにより測定

した。

精製したリボソームの翻訳忠実度は、ポリ U-RNAを鋳型とした、ロイ シンの

不溶性画分への取り込みによって測定した。直前に調製したMix溶液 (80mM  

Tris-HCl [pH 7.5]， 80 mM  NH4Cl， 2 mM  dithiothreitol， 1.5 mM  ATP， 0.5 mM  

GTP， 2 mM  phosphenolpyruvate， 50μg pyruvate kinase， 30μg E. coli. tRN A， 

0.2 mg/ml polyuridine， 2 mMスペルミジン)と、 10μgリボ ソーム， 50μg E 

coJi. S-100， 8-10 mM  MgC12， 2μCi ['H]ーロイシン(143Ci/mmole， 1 mCi/ml) 71<. 

中で混合する(各濃度は最終濃度)。以後は、 ['H]ーフェニルアラニンの場合と

同様に行なった。

MS2 RNAを鋳型とする試験管内翻訳反応は、以下の条件で行なった。

直前に調製したMix溶液(50mM  Tris-acetat巴， 80 mM  potassium acetat巴， 2mM  

dithiothreitol， 1.5 mM  ATP， 0.5 mM  GTP， 0.2μg pyruvate kinase， 4 mM  

P hos phenolpyru v at巴， 15μg E. coJi. tRNA， 3 % (w/v) poly(ethylen巴glycol)-6000，

3μg folinic acid，リジン以外の 19種のアミノ酸を 100μM，1μMリジン， 10μg 

MS2 RNA)と、 10μEリポソーム， 50μg E. coli. S-100， 6-8 mM  MgC12， 2μCi 

['H]ーリジン(143.7Ci/mmole， 1 mCi/ml)と氷中で混合する(各濃度は最終濃度) 。

37 oCで20分保温した後，ポリ U-RNAを鋳型とする反応と同様に、放射活性を浪IJ

定した。

( 1 2) リボソームの30S/50S各サプユニットの分離

溶液1(10 mM  Tris-HCl pH 7.5， 60 mM  NH4Cl， 10 mM  MgC12， 6 mM  sメ

ルカプトエタノール)に溶解状態のリポソームを、 TMA溶液 (10mM  Tris-HCl 

pH 7.6， 30 mM  NH4Cl， 0.3 mM  MgC12， 6 mM  s-メルカプトエタノール)を用い

た10-30%のSucros巴密度勾配遠心(22，500rpm， 27 時間， 5 OC)後分間した。各

分画のタンパク量を260nmの吸収により測定し、各サプユニットのピークの分

画を収集した。

( 1 3 ) 入1105によるトランスポゾン挿入変異(ersB，のの分離

入110577ージは、 Kan'のトランスポゾンを無作為に効率良く染色体上に転座
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させる目的で作製された"A.hop"と命名されたファージの lつである (90)。これら

のファージは、菌体内における複製、染色体への挿入に欠損を持つ。また入1105

ファージは、 Kan'の遺伝子の両側に転座に必須な 121bpのIS10由来のDNA断片

を挿入し、転座に必要なトランスポゼースの構造遺伝子をこの外側に置いている。

このため、染色体上に転座したKan'のトランスポゾンは、安定に保持される 。

IT32株に入 1105を370Cでm.o.i=0.3の条件で感染させ、室温で30分吸着させた後

370Cで90分間転座と薬剤耐性遺伝子の発現をおこなわせ、 420Cでl晩保温し

Kan'で高温耐性株を選択した。独立に分離された40株について、 IT32株を受容

菌とする P1マッピングを行なった結果、 Kan'と高温耐性が100%のリンケージで

ある株として3株が向定された。

( 1 4) Muフ7ージによる invivoクローニング

染色体上のKan'の トランスポゾンをクロー ニングする目的で、 Muファージの

レプリコンを保持するプラスミドpEG5005にCm'ifi:伝子を導入した、pITl34プラ

スミドを作製した(32)0pEG5005のBamHI-BglII断片にBamHI-BamHIのCm';宣伝

子を保持する断片を挿入し、 Kan'Cm'のクローンを選択しpITl34とし た。一方、

トランスポゾン挿入変異によるサプレッサ一変異株IT526，528に Muctsファージ

を感染させ、高温感受性により溶原化を確認した後、 pIT134による形質転換株を

320Cで選択した。得られた形質転換株を高j昆(420C)処理することにより、

pIT134プラスミド上のMuレプリコンの染色体への転座と複製が、連動しておこ

る(17，34)。この際、近接して染色体へ転座した 2つのMuレプリコン間での相同的

組み換えが行なわれた場合、染色体の一部分を含む MuファスミドがMuファージ

として形成される。従って、調整したMuファージを低温(320C)においてMucts 

溶原株に感染させ、 Kan'Cm'を保持するクローンを選択することにより、染色

体上のKan'のトランスポゾン近傍のDNA断片を染色体からクローニングするこ

とができる。このようにして、 pITl35，136クローンが得られた。

(1 5) Polym巴raseChain Reaction(PCR) によるクローニング

suhB/ssyAi宣伝子を含むEcoRV-EcoRVのDNA断片の5'端と 3'端の塩基配列をも

っオリゴヌクレオチドを用いて、 PCR反応により ersA2変異株内のsuhB/ssyAifi:
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伝子と r同遺伝子領域をクローニングした。 50mM  KC1， 10 mM  Tris-HCI (pH 

8.3)， 10 mM  4x dNTPs， 0.5 mM  MgCI2， 50 pmo1巴プライマーの反応溶液中につ

まようじでとった菌を溶解し、 0.5μ1AmpliTaq DN A po1ymerase (T AKARA)を加

え良〈撹持する。その後ZYMOREACTER (ATTO)により 940C3分を l回， 940C 

1.4分， 500C 1.5分， 720C 2.4分を40回繰り返すことにより、増幅したsuhB/ssyA

遺伝子領域のDNA断片を得た。これを、フェノール/クロロフォルム処理後、エ

タノー Jレ沈殿により精製し、 EcoRV，HindIII処理しpUC119にサブクローニング

した。シングルストランドDNAを調製し、マルチクローニングサイトの40塩基

上流のプライマーを用い塩基配列を決定した。

suhB/ssyA遺伝子の5'端と 3'端の塩基配列をプライマーの塩基配列は、

シGGAAGCTTCGAATATTTTGC3' と

5' GGGATATCACCCGCCTGAGTCATT3' であり、

rnc遺伝子領域のクローニングは、rncl宣伝子上流のEcoRIlJ.J断部位を含む

5' GAATTCGTCTTTCCGAGCG3'のプライマーと era遺伝子3'端を含む

5'GGAAGCTTCAAGCCGTCGTAAGGC3'である 。

独立に2回のクローニングと塩基配列の決定を行ない結果が一致することを確

認した。 DNAの塩基配列は文献(77)にし たがって決定した。

( 1 6) パルスラベル

各変異株を suhB2変異は420C、suhBlO変異は3rcの温度でMEプロスにて培

養した後、 OD600=0.2-0. 3において250Cに遷移する 。1時間後に 16.6μCi/mlの

[" S)メチオニン(16.6μCi/μ1，1000Ci/mmo1e， Amersham)により 2分間ラベルし、

TCA(トリクロロ酢酸)による沈殿分画についてSDS/PAGE後、 X線フィルムに露

光させオートラジオグラフイーを行なった。 SDS/PAGEにおいて、 RNAポリメラ

ーゼss'近傍には他のタンパク質が存在しないので同定は比較的容易に行なえた。

各バンドの放射活性はイメージアナライザー(富士フィルム)により測定した。

(1 7) sーガラクトシダーゼの酵素活性測定

培地は、 Qプロス (1%ポリベプトン， 0.5% 塩化ナトリウム)を用いた。

IT546 (suhBI0)に関しては370C、 IT713 (suhB2)に関しては420C で一晩培養し
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た後に同様の培地に希釈しOD600=0.2-0. 3において250Cに遷移し日ーガラクト

シダーゼの酵素活性測定を行なった。最終i農度50μMの IPTG(イソプロピル毎

日ーD-チオガラクトピラノシド，novabiochem)を添加後の各時間に0.5mlを、氷水

中の50μlのクロラムフェニコール溶液中に分注する。 0.5mlの50mM  Tris-HCl 

[pH 7.6]溶液で洗浄し、 100μlの同溶液に懸濁させる。このうち 20μlにZ溶液 1

mlと、 トルエン数滴を加え 30分間37"Cで菌の溶解を行なわせる。 これから 0.4

mlをとり新しく zig液 0.6mlを加え280Cで保温を開始し、 5分後に4mg/mlの

ONPG (0-ニトロフェニル-s-Dーチオガラクトピラノシド，ナカライテスク)溶液

を加えたた時間を0分として反応を行なう。反応、が進み、反応液が黄色に変化し

た時点で0.5ml 1 M Na
2
CO，を加え反応を停止させ420nmと550nmの吸光度 を測

定する。ミラーの式によりユニッ ト数を算出した(54)0 Zi溶液の組成と計算式は以

下の様である。

立早一一一第 結果

Z溶液 0.1 M Sodium Phosphat巴 Buffer[pH 7.0]， 10 mM  KCl， 

1 mM  MgCI2. 5 mM  s-M巴rcaptoethano1

U = (A'2 0- 1. 7S x A"o) / (V x T xA600) V;反応液中の培養液の割合

T'反応時間

第一節 era 遺伝子内変異による高温感受性変異株の分離と解析

( 1 )温度感受性変異株の分離

大腸菌の分子遺伝学においては、変異株の分離と解析が、多くの遺伝子につい

て重要な知見をもたらしてきた。我々は、 P177ージを用いたlocalized

mutagenesis法により、 eral宣伝子内変異による温度感受性変異株の分離を試みた。

共同研究を行なっている米国NIHD.Court博士の研究室において、テトラサイク

リン耐性のマーカーを持つトランスポゾンである mini-TnlOが、 era遺伝子近傍に

挿入された株が選択された(84)。これらの内mini-Tn 10がera遺伝子に最も近接し

ていると恩われる株(HT30株)を分与していただき， Sourthernハイブリダイゼー

ションにより mini-TnlOの位置を確認した。 era遺伝子近傍を含む 1.8kbの

BglI-BgIIDN A断片をプロープとし、 BamHI，EcoRI， BglI， HindIII， Sal1処理した

HT30株由来の染色体DNAに対して、 Sourthernハイプリダイゼーションを行な

った。その結果、 era遺伝子近傍を含む1.8kbの BglI-BgIIDNA領域内には、野生

型はEcoRI，BglI， HindIIlとによる切断部位を含まないにもかかわらず、 HT30株に

おいては 2つの断片が反応した(図 10)。従って、1.8kbの BgII-BglI領域に

mini-TnlOが存在すると考えられた為、 HT30株より era遺伝子近傍のDNAをコロ

ニーハイプリダイゼーションによりクローニングした。

得られたクローンの塩基配列を決定した結果、テトラサイクリン耐性遺伝子の

挿入によるera遺伝子の C末端22残基の欠失(era13変異)が同定された(図 12 )。

しかしHT30株は生育に欠損が認められなかった為、この株をPlファージの供与

菌として用いて、 era遺伝子近傍のlocalizedm u tagenesisを行なった。 HT30株よ

り調製したP177ージを、ヒドロキシルアミンで処理した後に低温で受容菌

(KH5402)に感染させ、テトラサイクリンを選択条件として形質導入コロニーを

得た。これらの形質導入コロニーを レプリカ法でスクリーニングし、 1温旦度感受↑

株を約9刊O株分南離i住tした。
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( 1 8) ノザンハイブリダイゼーション

各株を、 Lブロスに於てOD600=0.3程度に培養する。氷水中で急冷し、十分温度

が低下した時点で遠心(5，000rpm， 10分， 4 oC )により集菌する。沈殿を、 1ml 

の予冷した溶液(0.02M NaoAc (pH 5.5)，0.5 % SDS， 1 mM  EDTA) に懸濁した

後、 0.02M NaoAc (pH 5.5)で平衡化したフェノールを加え、良〈撹枠し600Cで

10分間保温する。これを、さらに繰り返した後にエタノール沈殿を行ない、 TE

溶液(10 mM Tris-HCl， 1 mM  EDTA)に溶解する。 ホルムアミドを用いた電気

泳動を、 lレーンあたり約 4gの RNAを用いて行ない、 RNAをHybond-N+にト

ランスファーした後:、ホルムアミドを用いたノ +fンハ イプリダイゼーシ ョンを1T

なった。電気泳動とノザンハイブリダイゼーションは、文献(48)に従って行なっ

守.

~。
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eraJ宣伝子近傍の染色体構造とプラスミドの保持する

DNA領域

図 11 サザンハイプリダイゼーションによる A13::Tnl0

挿入部位の分析

図 10 
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(2 )温度感受性変異株の同定

次に各変異株について、変異を持つ遺伝子を同定するため、この近傍の野生ill

1.8kb BgII-BglI野生型断片

HT30株より調製した染色体DNAを、 BamHI，Hin dIII ， BglI， EcoRI， SalIにより処

理し後、 1%アガロースゲルに電気泳動を行なった。 DNAをGene-Scr巴巴nPlus膜に

トランスファーした後、ラベルされた 1.8kb BglI-BglI野生型断片をプロープとし

てサザンハイブリダイゼーションを行なった。 BamHI，EcoRIに反応するこつの断

片が同一長であるため、単一のバンドのみが認められている。 遺伝子を保持するプラスミドによる温度感受性の相補を検討した。図 11に示す

era遺伝子近傍の聖子生型遺伝子を保持するプラスミドにより、変異株を形質転換
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した。その結果、表 2に示すようにera遺伝子により相補される変異株がl株、 era

遺伝子の上流に存在するシグナ Jレペプチダーゼの構造遺伝子である lep遺伝子で

相補される変異株が22株分離された(41)。

表 2 era遺伝子近傍の高温感受性変異株の相補性試験

各プラスミドの相補活性

群 変異株数
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次に、これらの変異株についてP1マッピングを行なった。変異株分離の際に受

容菌として用いたKH5402株は、低温のみで本来終止コドンである UGAコドン部

位にTyr残基を挿入する活性(温度感受性ナンセンスサプレッサー活性;

supF(Ts6) )を保持する。従って、この株の遺伝的背景で温度感受性変異株にな

る可能性として以下の 2つが考えられる。第一に、あるアミノ酸残基から他の残

基への置換により、タンパク質の活性自身が温度感受性になった場合(ミスセン

ス変異)。第二に、遺伝子内のあるコドンが終止コドンに置換された結果、低温

ではその部位にTyr残基が挿入され完全長の遺伝子産物が合成されるが高温では

翻訳がその部位で終了するため、菌が致死性を示す場合(ナンセンス変異)であ

る。変異株内に存在する変異を、 P1ファージにより温度感受性ナンセンスサプレ

ッサー活性を持たない株に形質導入し菌の温度感受性を検討した。表 3に示す様

に、 era変異株はミスセンス変異であった。また、 lep変異株については全てナン

センス変異であるが、 lep9変異は温度感受性ナンセンスサプレッサー活性を持た

ない株においても温度感受性を示すことが明らかになった(41)。
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( 3) era変異株の解析

era変異株(IT17)について、 era遺伝子領域のDNA断片をコロニーハイプリダイ

ゼーションにより pUC19プラスミド上にクローニングし、その塩基配列を決定し

た。その結果N端から 8番目のCys残基からTyr残基への置換をおこす点変異(

era770) を見いだした(図 12) 0 era変異株は、 mlnトTnl0による C端22残基欠

失変異 (era13) を同時に保持し、 glyA::Tn5(DC569)株を供与菌として行なった

P1マッピングにより(表 3)テトラサイクリン耐性(Tet')と温度感受性(Ts)が分

離できないことから、この2つの変異が共に温度感受性へ寄与する可能性が考え

られた。

表 3 era変異の Plによるマッピング

供給菌 受容菌
非選択マーカーの分離

選択
マーカー 表現型 菌数 組み換え体の比率

IT17W31 T10 S) Tet r Ts 711 
(T，巴trTs) (Tet s Ts+ 20 2_7% (Tsrret) 

DC569 IT32 Kan r TetSTs+ 145 
(KanrTet s (KanSTetr TetSTs 。 0.0% (Tsrret) 

era) Ts) Tetr Ts+ 145 
Tetr Ts 。51.2% (Tsβくan)

テトラサイクリンは 15μg/ml、カナマイシンは50μg/mlの濃度を用いて、

耐性株を選択した。得られた形質導入株は精製後、各表現型を検査した。

この可能性を確認する包的で、上記変異を種々の組み合わせで持つ形質導入フ

ァージを作製し(図 13) era変異株に対する相補性試験を行なった(表 4)。

その結果、両変異を持つファージ(入IT32)のみに相補活性がみられなかった。
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図 12 era770era13変異の塩基配列とアミノ酸配列
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料と方法)。縦縞は野生型の領域を、斜線はpIT7由来の領域を示している。

Charon25とpPP'106については、実線は相同な領域を点線部分は非相同的部分

を示す。アンピシリン耐性、 lacのファージを選択することにより、 EcoRI認識部
位の両側の相同的な部分での組み換え体が得られた。
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従って、両変異が温度感受性に必要であると考えられる。さらにこれを確認す

る目的で両変異の再構成株を作製した。上記の Aファージ(λIT31，32，34，39)を野

生株(W3110)に溶原化し、 era欠失変異(d，(rnc era) 130:・kan)をPlファージを用い

カナマイシン耐性を選択マーカーとして、 KK5 83 より導入した。得られた再11~成

株の温度感受性を試験した結果(表 4)より、 era770点変異と era13欠失変異の

両方が菌の温度感受性に必須であることが示された。

era770変異は23番目の塩基GからAへの変異であり、 8残基自のCysがTyrで置

換される。 era770変異は882と883番目の塩基問にmini-TnlOが挿入され、 22残il，!;

の欠失とともに人工的な25残基が付加されている。 era遺伝子内の 1，II ，Il!は、

GTP結合タンパク質に保存される"Gドメイン"に相向性を保持する領域を示す。
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表 4 er a 770er a 13変異の相補活性

染色体上のera遺伝子領域
溶原菌の高温感受性

の遺伝子型 iJT34 AlT39 川T31 iJT32 
(er，め (eral3) (era77め (era13era770) 

era +(W3110) + + + + 

era770 era13 (I'τ32) + + + 

t.(mc-era) 130: :kan + + + 

er〆(W3110)、era770era13 (IT32)株については各ファージを感染させ、アン

ピシリン耐性をマーカーとして溶原菌を選択し、高温感受性を検討した。

t. (rnc-era) 130: :kanについては、 KK583から P177ージによりカナマイシン耐

性をマーカーとして、 W3110の溶原菌に変異を導入し、高温感受性を検討した。

4 )変異Eraタンパク質の生化学的解析

温度感受性に必須である 2つの変異がEraタンパク質の活性に与える影響を検

討する目的で、 PLプロモーターの下流に era遺伝子を持つ過剰生産用プラスミド

(pCE31)に、各変異，を導入した。これらのプラスミドを高温感受性CIリプレツサ

ーを保持する株(TAPI06)に低温で形質転換し、この菌を高温で培養することに

より Eraタンパク質が効率良く過剰生産される系を構築した(図 14) 0 era 13変

異を保持する過剰生産プラスミドから生産されたEraタンパク質の分子量は、野

生型よりやや増加していた。従って、 era13変異はテトラサイクリン耐性遺伝子

の挿入による era遺伝子の C末端22残基の欠失と人工的な25残基の付加変異であ

ることが確認された。この系を用いて、変異型のEraタンパク質の精製を試みた。

Eraタンパク質は ras遺伝子産物であるp21と同様に容易に沈殿を形成するため、

迅速で簡便な精製方法として、各変異型Eraタンパク質を沈殿として高い純度で

精製した(材料と方法、図 14)。各変異型Eraタンパク質の活性を定性的にみ

るため、 GTP結合能とタンパク量の比例関係を検討した。その結果図 15に示す

様に、 era770変異を持つEraタンパク質は、野生型に比べGTP結合能に著しい欠

損がみられた。
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図 14 Eraタンパク質過剰生産プラスミドの構造と、各変異型

タンパク質の過剰生産と精製
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1.5mgの可溶性の野生型Eraタンパク質を用い、材料と方法で述べた手s原に従

って、各ヌクレオチ ドへの結合活性を測定した。

各ヌクレオチドへのEraタンパク質の結合活性
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表 5D，プロモーターの下流にera遺伝子を含む BstXI-NruI断片を挿入した後、

BstXI-ClaI断片を高効率のShine-Dalgarno配列を含むオリゴヌクレオチドにより

置換した。このpCE31プラスミドをpIT7由来の断片により置換し、各変異を保持

するプラスミドを作製した。縦長泉は野生型、斜線は変異株由来の断片を意味する。

各プラスミドをTAP 1 06( cI8 57 ts)に導入し、 Lプロスで320Cにおいて培養する。

420Cで2時間培養し、各Eraタンパク質の合成を誘導し(左側部分)、精製度を

SDS/PAGEにより検討した(右側部分)。

変異型Eraタンパク質のGTPへの結合図 15 
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園 era770era13
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Eraタンパク質(pmole)

精製された変異型変異型Eraタンパク質のGTPへの結合をタンパク量と結合し

たGTPの量放射活性により検討した。

また、イオン交換クロマトグラフィーにより精製した可溶性の野生型Eraタン

パク質と、 era770変異を持つEraタンパク質について、ヌクレオチド特異性を検

討した。その結果、表 5に示す様に、 Eraタンパク質はグアニンヌクレオチド特

-37-

400 

異的に結合し、その活性がEra770タンパク質において低下していた。

100 

2 

。

(
も
戸

H
E・仏
-
U
)
凸
X
D
O∞
仏

'
H
O
E
N門
]



era変異株におけるリボソーム合成の遅延図 16 
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era高 温 感 受 性 変 異 株 内 のリボソームの合成欠損第 2節

前節において、 era遺伝子内変異による高温感受性変異株を分離同定し、変異株

中に存在する era13，era770変異が共に菌の高温感受性に必要であることを示した。

この変異株における欠損を同定することは、 era遺伝子の機能解明に有用な示唆

を与えると思われる。我々は、得られたera変異株について、他の遺伝子の発現

に与える影響を2次元電気泳動等により検討したが、顕著な欠損が検出されなか

った。また、 RASlとの相同性から類推し大腸菌内のcAMPの濃度検定を行なった

が、欠損が認められなかった。 Eraは、 rRNAのプロッセシングを担う RNas巴IIIと

rnc， era遺伝子の発現が翻訳段階で共役しているこ

リボソームの活性と合成を era高温感受性変異株において検討した。
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W3110/pS1，IT32/pS1を、 [3H]ウリジンにより 15分間標識し、 3時間ドc]で標識

したW3110を対照として混合する。リボソ ームを抽出し、 0.3mMMg濃度に

おける sucros巴密度勾配遠心により、 30Sと50Sを分離した。 ii.:II待係数にしたが
い分画して放射活性を測定し、リボソームの構成状態を検討した。
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( 1) era高温感受性変異株におけるリポソームの合成速度の遅延

野生型rnci宣伝子を保持するプラスミドpS1を持つIT32(W3110rnc70 era770 

era13)株を低温(320C)で培養し高温(420C)遷移後、 ['H]ーウリジンによる標識を

行なった。標識開始後、 15，30，60，120，180分後に集菌しリポソームを抽出した後、

sucrose密度勾配遠心により沈降係数によって分離した。遠心に用いた、 TMA溶

液の Mg2+の濃度 (0.3mM) は30Sリボソームと 50Sリポソームが完全に分離する

40 

20 

1000 

条件であり、各リボソームの存在比とその沈降係数を知ることができる。分画後、

各分画の放射活性を測定しリボソームの構成状態を検討した。対照はpSlを持つ

W3110とした。図 16に示すように、標識開始後15分後のリボソームの構成状態

これを確認する為、 pUC19， pACS 1 (rnc+， era+)， pITl2(erぶ)を保持する IT32株に

ついて、 ['H]ーウリジンによるパルスラベルを行ニなったf麦、

態を解析した。 ['H]ーウリジンにより 4分間標識した後、非放射性ウリジンを最終

濃度100同 Imlで加え、 20分間チエースを行ない、リボソームの構成状態を比較

した。その結果、図 17に示す様に野生型era遺伝子を保持する株においては、

を比較した場合、変異株における成熟型50Sリボソームの位置に検出される放射

活性が少ない。従って、リポソームの成熟化の速度が遅延していることが考えら

リボソームの構成状態は野生型とほぼ同じであった。よってera遺伝子産物の機
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図 17 era変異株のリボソーム合成遅延の相補性試験
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能欠損により、リポソームの合成速度が遅延する可能性があると考える。

2 )制限温度下における 30Sリボソーム合成の阻害

次に、標識開始180分後のリポソームの構成状態を検討した場合、 30Sリボソー

ム分画に存在する放射活性が、 50Sリポソーム分画に存在する放射活性の量に比

較して減少していた(図 18)。そこで、 30Sリボソーム分画に存在する放射活

性を時間経過に従い算出すると、その値は一定のまま増加せず、その結果30Sリ

ボソーム/50Sリボソームの量比が時間経過に従い減少していた(図 19)。また、

50Sリボソーム分画に存在する放射活性は時間経過に従い増加し、その位置も野

生型と同ーであり、 総RNAと総タンパクの合成も野生株と比較して顕著な欠損

が認められなかった(結果未掲載)。従って、 rRNAの合成速度自体よりそれ以

後のプロッセシングを含んだアセンブリーのいずれかの段階に欠損があることが

考えられる。

図 19 30S，50S各分画の放射活性と、 30S/50S比の経時変化
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ムを抽出し、 0.3mMMg濃度におけるsucrose密度勾配遠心により、 30Sと50S

を分離した。沈降係数したがい分画し放射活性を測定し、リボソームの構成
状態を検討した。
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era変異株における30Sリボソーム合成の阻害

11 
( 3) era高温感受性変異株リポソームの試験管内翻訳活性

era高j昆感受性変異株におけるリポソームの合成速度の遅延と、 30Sリポソー

ム合成の阻害が見いだされた為、 era高温感受性変異株のリボソーム活性を試験

管内翻訳系により検討した。 MEプロスにおいて、野生株(W3110)と変異株(lT32)

を高温(420C)で約3時間培養し、 OD600が約 0.5程度の時点で集菌する。材料と方

法に従い、付随するタンパク質が分離したリボソームを得、これについてポリ

U-RNAを鋳型とする試験管内翻訳反応を行なった。各マグネシユウム濃度にお

ける活性を比較した結果、図 20に示す様に、最も活性の高い8mM MgCl
2の条

件において活性の低下が認められた。

野生株と era変異株由来リボソームの、試験管内翻訳反応

活性
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リボソームを 10mg用い、ポリ U-RNAを鋳型にし、試験管内の翻訳反応を行な
った。 TCA不溶性画分に存在する ['H]フェニルアラニンの放射活性により、翻訳
反応の活性を測定した。

....... 一一一"。

W311 O/pS1， IT32/pS1を、 [3H]ウリジンにより 1-3時間標識し、3時間ドC]で楳

識したW3110を対照として混合する。リボソ ームを抽出し、 0.3mM  Mg濃度

におけるsucrose密度勾配遠心により、 30Sと50Sを分離した。沈降係数にした

がい分画し、放射活性を測定してリボソームの構成状態を検討した。

。」一一一@
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の取り込みを測定し、試験管内忠実度が低下していることが明らか とな った(表

6 )。

次に、 MS2RNAを鋳型として用い、非合成RNAを鋳型とする試験管内翻訳反

応における活性を比較した。その結果、生体内のRNAを鋳型とした場合にも 、活

性の低下が認められた。

era変異株においては、制限混度下で30Sリボソームの合成の阻害が見られるた

め、この活性の低下が30Sリボソーム量の低下によることが考えられる 。これを

リボソームを 30S/50S各サプユニットに分離した後に再構成して活

性測定を行なった。その結果、表 7に示す様に、野生型と同ーの質量比の条件に

おいても era変異株由来のリボソームは、いずれの鋳型を用いた場合にも活性の

確認する為、

低下が認められた。従って、 30Sリボソーム量の低下ではなくリ ボソーム自体の

活性が低下していると考えられる。

-45-



印。
ω

。。三三

era高温感受性変異株のサプレッサ一変異の分離第 3節
ー当時司

令÷

ωOω 

。三。三

前節までにおいて、 era遺伝子内変異による高温感受性変異株を分離同定し、対4ト
『司

変異株中に存在する era13，era770変異が共に菌の高温感受性に必要であり、これ

らの変異を保持する Eraタンパク質においてGTP結合活性が低下していることが

明らかとなった。 Eraタンパク質と機能的な相互作用を持つ因子を同定すること

を目的として、 era高温感受性変異のサプレッサ一変異を分離同定し、その解析

を行なった。

( 1) spontaneousなera遺伝子外変異によるサプレッサ一変異(ersA)

1. ersA変異の分離とマッピング

era高温感受性変異株から高温耐性株を独立に40株分離し、 P1ファージによ

るマッピングから era遺伝子外変異によるサプレッサ一変異と考えられる株を複
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数株分離した。それらの内に、 A13::.d.Tn10と約30%のリンケ ージをもっサプレ

ッサ一変異が二株存在した。これら 2株についてglyA::Tn5とA13::.d.Tn10をマー

カーとして用い、三点マッピングを行なった。供給菌としてIT32(W3110era770 

図era 13)を、受容菌としてDC569(glyA・:Tn5)を用いP1マ ッピングを行なった。

2 1に示すようにサプレッサ一変異は、二株とも era-glyA -supの)1慎で存在し

このサプレッサ一変異を ersA1，2(rr_a~uppresso r A)と命名した。

ersA2 
7% 

6% 

選択マーカーとしては、 A13::Tn10のテトラサイクリン耐性と glyA::Tn5のカナ

マイシン耐性を用いた。耐性i株を精製し、各マーカーとのリンケージを求めた。
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このサプレッサ一変異の近傍には、これまでsecY遺伝子内変異に よる高温感受

suhB遺伝子プロモーター領域内のersA2変異

+1 
-GACCGATG♀主Z

Me七His

図 22 
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性変異株のサプレッサ一変異として同定されたssyA遺伝子がマァプされてい た

(81)。この遺伝子は、 rpoH遺伝子内変異による高温感受性変異株のサプレッサ一

変異として同定されたsuhB遺伝子と同ーの遺伝子であることが明らか になって

いる (96)0 ersAサプレツサ一変異がこのsuhB/ssyA遺伝子内変異である可能性を

考え、野生型suhB/ssyA遺伝子のみを保持するプラスミ ドpRY61を京大ウイルス

研由良研究室より分与していただき、サプレツサ一変異株(IT286，IT288)に導入
ersA2 

した(96)。その結果、 IT286，IT288株共にサプレツサー活性が相補された(表8)。

C 
ハ G
るC< ersA2 
C 

T 
A T 
A C 
T 

C 
T 

G 

IT288(era770 

era13 ersA2) 

IT32(era770 

era13 ) 

C
C
G
T
T
C
C
G
 

G
T
C
A
A
T
T
 

従って、 ersA遺伝子はsuhB/ssyA遺伝子と同ーの遺伝子内変異であると考えられ

サプレッサ 一変異の相補性試験

420Cにおける生育

pBR322 pRY61 

IT32(era770 era13) 

変異株

表 8

た。

G 

IT288(era770 era13 ersA2 A13・:Tnl0)株 より、PCR反応により suhB遺伝子領域

をクロ ーニングし、塩基配列を決定し た。

A T C G A T C 
+ 

アンピシリン耐性をマーカーとして各変異株にプラスミドを導入し、 42.Cにお

ける成育をコロニー形成能により検討した。

IT288(era770 era13 

ersA勾

( 2 ) トランスポゾン挿入変異に よる サプ レッサ一変異の分離(ersB，C) 

1. ersB. Cの分離とクロ ーニン グ、 マッピン グ

Eraタンパク質の機能に対して抑制的に作用する遺伝子産物が存在すると仮

定した場合、その遺伝子を破壊することにより era遺伝子内変異による高温感受

性が抑制されると考えられる。この可能性を検討する目的で、カナマイシン耐性

遺伝子を無作為的に染色体上に挿入さ せ、era高温感受性変異株から高温耐性株

.50-

2. ersA2変異の同定と、変異株内のsuhB/ssyAi宣伝子の発現

サプレッサ一変異(ersA)内のsuhB/ssyA遺伝子断片をPCRを用いてクローニ

ングし、題基配列を決定した。その結果、 ersA2変異株内には、 suhB/ssyA遺伝

子のプロモーター領域と予想される開始コドンから 52塩基上流のTから Cへの置

換が存在していた(図 22) 。この変異は野生型suhB/ssyA遺伝子に対して劣性

プロモーターの活性が低下したことにより era高温感受性変異を拘l

制しているものと予想される。

-49. 

であるため、



を分離した。入ファージ(入1105) をIT32(W3110rnc70 era770 era13)株に感染さ

せ(90)、カナマイシン耐性で高温耐性の株を複数分離した。独立に分離された約

40株のカナマイシン耐性高温耐性株から Plファージを調製し、 IT32(W3110

era770 era13)株に形質導入した。カナマイシン耐性とサプレッサー活性が、

100%リンクする株として二株を同定し、 ersB，Cと命名した。

次に、これらのサプレッサ一変異株に存在するカナマイシン耐性遺伝子の染色

体上の位置を決定するため、カナマイシン耐性のDNA断片を、 Muファー ジを用

いた"in vivoクローニング"によりプラスミドにクローニングした(17，32，34)。

巴rsB，C変異株(IT556，558)にMuctsフ7ージを感染させ、温度感受性になった感

染株を分離する。その株にpIT134(Mu ABC Cm')を低温で形質転換させ、高温処

理によりこの株から Muファージを誘発した。得られたMuファージをMucts i芯原

菌に低温で感染させ、Cm'Kan'の株を選択することにより、カナマイシン耐性遺

伝子を含む染色体DNA断片を持つプラスミドを得た(pITI35，136)。これらの

! DNA断片をプロープとして、 Koharalib山 y の入ファージDNAが固定されたフ

11 ィルターに対してサザンハイプリダイゼーシヨンを行なった。 ersBにつ いては、

pIT140由来の2kbBamHI-BamHI断片をプロープとした場合、 70分近傍を保持す

る入523、入522のクローンに反応した。 ersCについては、 pITl36由来のPsII-PsII

断片をプロープとして場合、 28.3分近傍を保持するA256、入257のクローンに対

して反応した。

70分近傍を保持する入523のクローンにはrpoN遺伝子がマップされており (5，78)、

ersB変異がrpoN遺伝子内変異である可能性を考え、野生型ersB遺伝子のクロー

ニングと挿入部位の決定を行なった。

2. 野生型ersB遺伝子のクローニングと挿入部位の決定

ersB変異により破壊される遺伝子を向定するため、野生型ersB遺伝子をλ523

のクローンよりプラスミドヘサプクローニングを行なった。入523から、野生型

rpoN遺伝子を含む6kbのEcoRIーPvuIl断片を pUC119へクローニングし、これが

ersB変異のサプレッサー活性を相補することを確認後、さらに細断片化した。そ

の結果、野生型rpoN遺伝子の下流2kbのHincII-BamHI断片に、相補活性がある

ことが明らかとなった(図 23)。

51 

図 23 ersB野生型遺伝子近傍のDNAを保持するプラスミドによる

相補性試験

Ba川-11P vull Ps~ 相補活性

+ 

+ 
+ 

ムー + 
ntrA/rpoN 

./ ...... 
ersB ::Kan 

相補試験は、 IT556 (era770era 13ersB)に各プラスミドを導入し、 高温でのコロ

ニー形成能を検討した。 ersBのカナマイシン耐性遺伝子の挿入位置は、 Muファ

ージによりクローニングされたpIT135内の位置により決定した。

このHincII部位は野生型rpoN遺伝子の下流に存在し、カナマイシン耐性遺伝子

が仮想的rpoNオペロンターミネーターの下流に挿入されていることから、 ersB

変異はrpoNオペロンとは異なる遺伝子内変異であると考えられる (78)。

また、染色体DNA上のこの領域にカナマイシン耐性遺伝子が挿入されているこ

とを確認する為、サザンハイプリダイゼーションを行なった。野生型(W3110)，

era高温感受性変異株(IT32)，ersB変異株(IT556，557)，ersC変異株(IT558)から 調

製した染色体DNAを、 PstIで処理した後に電気泳動し、Hybond-N+Iこトランスフ

7ーした。 rpoNi宣伝子の一部分を含む2kbBamHI-BamHI断片をプロープとする

サザンハイプリダイゼーションの結果を、 図 24に示す。 ersB変異株

(IT556，557)のみが、野生型rpoN遺伝子の下流のPsII-PsII断片が長くなっていた。

この結果は、 Muフ7ージを用いた"in vivoクローニング"によ り得られた、

ersB， C変異株カナマイシン耐性遺伝子を含む染色体DNA断片 を持つプラスミド

-52 



伝子内変異であることが明らかとなった。(pIT135)の制限酵素地図の結果とも一致しており、この領域にカナマイシン耐性

遺伝子が挿入されていると考えられる。

era変異のサプレッサ一変異の分離とマッピング

1 )点変異によるサプレツサー

図 25 

ersA(suhB) ersB変異株染色体上のトランスポゾン挿入位置図 24 

. -. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

ersB， C トランスポゾン挿入変異によるサプレッサー

大腸菌染色体

遺伝子地図

1 11 11 1 1 11 

4 mdk704min) 
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PstI処理した各変異株の染色体DNA
に対し、野生型Ban剖I-B釘叶'U断片
をプロープとするサザ ンハイ ブリダ
イゼーションを行なった。

1. W3110， 2. IT32(era770，era13)， 

3. IT556(era770，era13， ersBl)， 
4. IT557(era770，era13， ersB2)， 

5.IT558(巴ra770，era13，ersC) 
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以上の様に、 era高温感受性変異のサプレッサ一変異を分離同定し、その解析を

行なった結果を図 25に示す。 era遺伝子外の点変異によるサプレッサ一変異と

して、翻訳延長反応に関与すると考えられる suhBlssyA遺伝子内変異が分離され

た(ersA)。変異は仮想的なプロモ ーター領域内に存在した。ま た、

ン挿入変異によるサプレッサ一変異として2株が分離され(ersB，匂、 70分近傍

トランスポゾ

-54-

(ersB)と28.3分(ersC)近傍にマップされた。 ersB変異については、野生型遺伝子

のクローニングと挿入変異部位を決定した結果、 rpoN遺伝子下流に存在する遺

.53. 



I : I 
第 4節 suhB/ssyA遺伝子の分 子 遺 伝 学 的 解 析

前節で述べた様に、 era高温感受性変異のサプレッサ一変異としてsuhB/ssyAi宣

伝子プロモーター内変異が分離された。従って、 suhB/ssyAi宣伝子の機能に関す

る知見を得ることは、 era).宣伝子の機能解析にも有用であると考えた。本節では、

1) ssyA3変異においてみられた低温における翻訳延長反応の欠損が、 suhB2変

異を含めた他の変異においても同様にみられるか、 2)suhB/ssyA遺伝子の欠損

がrnc，era遺伝子の変異によって回復する可能性はあるか、を確認することを目

的として遺伝学的解析を行なった。

( 1) era， suhB/ssyA低温感受性変異株の分離と解析

1.era. suhB/ssvA低温感受性変異株の分離

purL遺伝子近傍に存在する AI7::L'>Tnl0をマーカーとして用い、第l章で述べ

たと同様にPlファー ヅを用いたlocalizedm u tagenesisによりこの近傍の遺伝子内

変異による低温感受性変異株を分離し た。HT31から 調製したPlファー ジを変異

原処理しPA3306(nadBpurL)を受容菌として形質転換を行なっ た。高温(370C)で

テトラサイクリン耐性として選択した後レプリカし、低温感受性の株を230Cで

選択した。得られた変異株に対し相補性試験を行なった結果、 era遺伝子内変異

による低温感受性変異株として 3株、suhB/ssyA遺伝子内変異による低海感受性

変異株として 1株が分離された(表 9)。

表9 era 遺伝子近傍の低温感受性変異株の相補性試験

group pCSBX pRY61 

er百 + era8，] ]，]4 

suhB + suhBIO 

A17::TnlOのテトラサイクリン耐性をマーカーとしたlocariz巴dmutagenesisにより得られ

た141-*の低温感受性変異株にたいして相補性試験を行なった。 Lプレート上で230
(:と

370Cにおいてコロニー形成能を検討した。
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suhB/ssyA遺伝子内変異についてPlファージによるマッピングを行なった。各

変異株を供給菌としW3110を受容菌とした結果、図 26に示されるように、遺伝

学的位置も suhB/ssyA遺伝子と一致した(81，96)。

図 26 suhB変異のPlマッピング

A17::7n10 pyrLTuhB10 

一一~75%

31% 
90% .... 時一一一一

一一一一一炉 40%

A17::Tnl0をマーカーとする実験は、 IT546(W3110suhB 1 OpurL)を供給菌W3110を

受容菌とし、 purLをマーカーとする実験は、 C600を供給菌としIT546を受容菌とした。
purLはニコチン酸要求性により検討した。

suhB/ssyA低温感受性変異株(suhBlO)について、変異の同定を行なった。 PCR

反応により変異株から、 suhB/ssyA遺伝子領減をクローニングし塩基配列を決定

した。独立に得た 2つのクローンの塩基配列を決定した結果、 Arg'S3→ Cysと

Val'69→ Alaの二重変異が同定された(図 27)。

図 27 suhB変異株内の二重変異

Arg 183 (CGT) ___"Cys(TGT) 

Val抑 (G廿) -ーAla(GCT)

PCRによる独立な2クローンについて塩基配列を決定した。

2.suhBI0変異株における翻訳延長反応の遅延

secY:遺伝子内変異による高温感受性変異株のサプレツサ一変異として同定され

た低温感受性ssyA3変異は、低温における翻訳延長反応に欠損がみられる (81)。

この欠損が、 suhB/ssyA低温感受性変異株に一般的にみられる可能性を確認する
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11 

目的で、 suhBl0変異について翻訳延長反応における欠損を以下の方法により検

討した。

1. sーガラクトシダーゼのIPTGによる合成誘導後、酵素活性の出現までに

必要な時間を測定する。

2. 11&温における['SS]ーメチオニンによるパルスラベル1fZsDs/PAGEを行なう。

その結果、 1.の実験からは25oCにおける翻訳延長反応は、野生型の約2倍程

度に遅くなっていること(図 28) 、 2.の実験からは250Cにおいて高分子量

のタンパク質程合成が遅れることが明らかとなった(図 29、レーン 2)。また、

高分子量のタンパク質合成の指標としてRNA ポリメラ ーゼss'サプユニッ トの

合成を比較した場合、野生型の30%程度であった(表 10) 。

図 28 s-ガラクトシダーゼ合成誘導による suhB変異株の

翻訳延長速度の測定

記XL400 

If'¥ 
IIf 

'-0../ 300 

主当
担

融匙 200 

G 
W 

'0- 100 
，入
..L 

ξ¥ 

If'¥ 

'宍

cユ 。

ーーーー-D-一一一一

山市司崎明。ド時四一一

......._瑞 4 明

W31l0 
IT546(suhBl め
IT713(suhB2) 

2 46  8 

IPTG添加後の経過時間

10 12 

各変異株を、 Qプロスで420Cにおいて培養し250Cに遷移し、 2時間後にIPTGを

添加した。各時間に、氷水中のクロラムフェニコ ール溶液と混合して倒訳反応を

停止させ、日ーガラクトシダーゼの酵素活性を測定した。

苧57.

図 29 [35S]メチオニンのパルスラベルによる、翻訳延長速度

の測定

234  5 
suhB + BlO BlO BIO BlO 
sscA + + A7 AlO + 
pRY61ー』ーー+

6 7 8 9 

suhB + B2 B2 B2 
sscA + + A7 AlO 

各変異株を高温でMEプロス で培養 した後、250Cに遷移し2時間培養する。 ['SS]
メチオニンで2分間標識し、 TCA沈殿を形成したタンパク質を SDS/PAGEによ り
分離した。

1. W3110， 2. IT546 (suhBlO)， 3. IT706 (suhBl0sscA7)， 4. IT707 (suhBl0 
sscAl0)， 5. IT546/pRY61 (野生型suhB遺伝子を保持するプラスミド)，

6. W3110， 7. IT713 (suhB2)， 8. IT711 (suhB2 sscA7)， 9. IT712 (suhB2 

-58-



sscAI0) 

表10 各変異株における翻訳延長反応の相対的速度

+1 
AGAGAGACCGAT♀CAT 

Me七His

図 30 suhB2変異株内の1S10様挿入変異

変異株
RNAポリメラーゼ印'サプ
ユニットの相対的合成速度
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IT712(W3110 suhB2 sscAlO) 

"-10つ"

各変異株をMEプロスで培養後、低温に遷移し1時間培養する。 ['5S]メチオニン

で2分間ラベルし、 TCA沈殿分画のタンパク質をSDS/PAGEによって分離し、

Imag巴 Analyz巴r(BAS2000)によってRNAポリメラーゼss'サプユニァトのノTンド

の放射活性を測定し た。

(2) rpoH変異株のサプレッサ一変異(suhB2)低温感受性変異株の解析

1. suhB2変異部位の同定

suhBi宣伝子の機能解析を進める目的で、 rpoH遺伝子内変異による高温感受

性変異株のサプレッサ一変異として同定されたsuhB2変異を解析した。京大ウイ

ルス研の由良研究室より suhB2変異(KY1451川 C4100suhB2)を分与していただ

き、 PCR反応によりこの変異株内のsuhBi宣伝子をクローニングし塩基配列を 決

定した。その結果、 suhB2変異は開始コドンから上流47bp部位へのIS10様ト ラン

スポゾンの挿入変異であった。このトランスポゾンは、 rpoHllオパー ル変異の

サプレッサーとして分離されたsuhD変異と同様の塩基配列であった(図 30) 

(95)。このsuhD変異におけるトランスポゾンは、リボソームタンパク質S15構造

遺伝子(rpsO)の下流に挿入され、 rpsO遺伝子のmRNAの不安定化により、発現低

下をひきおこしていた(95)0suhB2変異は、野生型suhB/ssyA遺伝子により相補さ

れる劣性変異であるため、この挿入変異により suhB/ssyA遺伝子の発現が減少し

ていることが予想、される。

C T A G 

KY1451(MC4100 suhB2)のsuhBifi:伝子領域を、 PCRによりクローニングした。
独立な2クローンについて、塩基配列を決定した。

2suhB2変異株における翻訳延長反応の欠損

suhB2変異について翻訳延長反応における欠損をsuhBI0変異株と同様の方法

により検討した。

その結果、 pーガラクトシダーゼの合成誘導の実験からは250Cにおけ る翻訳延

長反応は、野生型の約5倍程度に遅くなっていること(図 28 )、 ['5S]メチオニ

ンによるパルスラベルの実験からはRNAポリメラーゼss'サプユニットの合成を

比較した場合、野生型の10%程度であった(図 29 レーン 7、表 11 )。従つ
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ていずれの系においても suhBI0変異株より顕著な欠損を示していた。 suhB2変異

株は400C以下の温度で生育不可能であるのに対し、suhBI0変異株は300Cまでの

温度で生育可能である。従って、プレー ト上の生育における欠損の程度と、翻訳

延長反応における欠損の程度が一致しており、翻訳延長反応における suhB/ssyA

I I 遺伝子の機能が菌の生育に必須であることを支持すると考える。

3suhB2変異株における suhB遺伝子の発現

suhB2変異株において、 IS10様トランスポゾンがsuhB/ssyA遺伝子の仮想的

プロモーター領域(ー10領域)に存在していた。従って、 suhB/ssyA遺伝子の転写産

物が変化していることが予想された。これを確認する目的で、 Northernハイプ

リダイゼーションを行なった。その結果、 1) suhB/ssyA遺伝子の転写産物は約

1.2 kbの長さであることから、モノシストロニックな遺伝子であることと、 2) 

KY1451(MC4100， suhB2)における suhB/ssyA遺伝子の転写産物は、野生株

(MC4100)より数百bp大きくなっていること、が明らかになった。 KY1451におい

ては、野生型と同一長の転写産物が認められない為、 suhB2変異の挿入部位がプ

ロモーター領域であることを支持するものと恩われる。

(3) suhBI0低温感受性変異株のrnc遺伝子内サプレッサ一変異

l. rnc遺伝子内サプレッサ一変異の分離と同定

era遺伝子内変異による高温感受性変異株が、 suhB/ssyA遺伝子内の変異によ

りサプレスされることから、 suhB/ssyAi宣伝子と rnc，era 遺伝子関の遺伝学的な相

互作用を検証する目的で、 suhBI0低温感受性変異株のサプレッサ一変異の内、

rnc， era遺伝子にマップされる株を検索した。 suhBI0低温感受性変異株から低温

耐性株を独立に20t朱を分離した後、野生型のrnc，era遺伝子を保持する入フアージ

(入IT35，入IT36)を感染させ溶原菌をアンピシリン耐性により選択した。それらに

ついて低温感受性を検討した結果、 rnc遺伝子内変異によるサプレッサーとして2

株が分離された。これらの変異を sscA7，1O(~uppr巴ssor of ~uhB/ssyA fold 

sensitive mutant A)とした(表 11)。

次に、 DC569 (W3110 nadB::Tn5)株を供給菌としてPlマ Y ピングを行なった

-ol-

結果、サプレツサ一変異はnadB-sup-purL-A17::Tn 10引 JhB10の}I頃で存在した。

また、 PCR反応により変異株から rnc遺伝子領域をクローニングし窓基配列を決

定した結果、 sscA7はrnc遺伝子内のAsp，，，→Glu ，sscAI0はGln'l3→Proの変異で

あった(図 31 )。

表 11 suhBlO変異株のrnc遺伝子内サプレッサ一変異(sscA7，10)の

分離と相補性試験

group pSl pCSB 入lT35 AIT36 

sscA + + + sscA7，lO 

IT546 (W3110 suhBI0)より独立に低温抵抗性株を20株分離し、 λIT35，36の溶

原菌を分離し相補活性を検討した。 2株が、入IT36により相補された。さらにpSl、

pACS3のプラスミドによっても、これらの株は相補された。

図 31 rnc遺伝子内のsscA7，1O変異の同定

RNasell1アミノ酸配列

C G _ 

ssc10↑↑ SSCI 

CCCAGGCGATAAACAAAAAGATCCGAAAACGCGCT 
ProGlyAspLysGlnLysAspProLysThrAどq

Pro Glu 

PCRにより、 IT706(sscA7 suhBI0 )，IT707 (sscAI0 suhBI0)株の rnc泣伝子領
域をクローニングした。独立の2クローンについて塩基配列を決定した。

2. サプレッサ一変異の翻訳延長反応への寄与

-o2-



suhB]O変異の翻訳延長反応における欠損が、 sscA7，]0変異によりサプレスさ

れる可能性を検討した。 suhB]O変異と、 sscA7，10変異それぞれとの二重変異株

において、高分子量のタンパク質合成の指標としてRNAポリメラーゼss・サブユ

ニットの合成を比較した。その結果、 sscA7変異はほぼ野生型と向程度にまで回

復し、またsscA]0変異も sscA7変異より弱いが、ある程度のサプレッサー活性を

示した。以上の結果から、 suhB10変異における翻訳延長反応における欠損が

sscA7， 10変異によりサプレスされていることが明らかとなった。 (~2 9 レー

ン3，4、表 10) 

3.sscA7.]0変異のsuhB2低温感受性変異株に対するサプレ γ サー活性

suhB]O低温感受性変異株のサプレッサ一変異として分離されたsscJ.7，]0変異が、

suhB2変異サプレスする可能性を検討した。 その結果、 sscA7はサプレスするが、

sscA]Oはサプレス出来ないことが明らかとなった(表 12)。

表 12 sscA 7， 1 0のsuhB2に対するサプレッサー活性

ssc suhB 200C 30 oC 37 oC 420C 

suhB2 + 

+ + sscA7 suhB2 + 

sscAlO suhB2 + 

IT713 (W3110 suhB2)を受容菌とし、 IT708(nadB:・Tn5A17・Tn]OpurL sscA7 

suhB]O) IT709 (nadB::Tn5 AI7::Tn]O purL sscAJO suhB]O)株を供給株とし

カナマイシン耐性をマーカーとして形質導入を行なった。テトラサイクリン耐性

株株について、 purLのマーカーを保持する株について低温感受性を検討した。

また、 RNAポリメラーゼss'サプユニットの単位時間あたりの合成を、二重変

異株において検討した。その結果、 suhB2，sscA7変異株においては野生型の約

90%に回復するが、 suhB2，sscA]O二重変異株ではsuhB2変異単独と同様に、野生

型の約10%程度の合成にとどまった(図 29 レーン 8、 9)。

-63-

suhB10低温感受性変異株のサプレッサー活性の結果から sscA7がより強いサプ

レッサー活性を持つことから考え、サプレッサー活性の程度の異なる rnc遺伝子

内変異が存在し、 suhBlssyA変異による翻訳延長反応における欠損の程度に応じ

てサプレスすることが示されたと考える(図 32)。このようにsuhBlssyA，rnc

遺伝子聞に強い遺伝学的な関連が存在するため、機能的な相関性が存在すること

が考えられる。 2つの遺伝子産物問に直接の相互作用が存在する可能性について

は、生化学的な解析により今後明らかにしたいと考える。

図 32 rnc，eraとsuhB遺伝子聞の遺伝学的関連
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第四章考察

tral宣伝子は必須遺伝子である 共同研究者である米国NIHD. Court博士の研

究室において、 era遺伝子が必須遺伝子であることを検証する実験が行なわれた

(84)0 era遺伝子を保持する入ファージを溶原化させ、染色体上のeral宣伝子を薬剤

耐性遺伝子の挿入により破壊した後に、この入ファージの誘発を行ない孔ファ ー

ジが欠落されうるかを検討するものである。 この実験により λファージが欠落さ

れなかったことから、 eral宣伝子が必須遺伝子であると考えられる。本研究によ

りera遺伝子内変異による高温および低温感受性変異株が分離されたことは、 era

遺伝子が必須遺伝子であることを支持するものと考える。

craはras相同遺伝子であるか rasサプファミリーにおいては、カルポキシ端

近傍に存在するシステイン残基の修飾が機能に必須である (27，93)0erai宣伝子産物

にもカ lレボキシ端から四番目にシステイン残基が存在する (1)0Inouy巴らはeral宣

伝子を rasサプファミリーの一員と考える根拠の一つのとして、このシステイン

残基の存在を挙げている (1)。しかし、era13欠失変異によりこのシステイン残基

を欠失したHT30株において成育に欠損が見られない為、菌の成育に必須である

era遺伝子の機能にはこのシステイン残基が不必要であると考えられる。また、

彼らは出芽酵母のRAS1との相向性を強調しているが、二つの遺伝子産物聞の相

向性はアミノ端側の 197番目までであり、類縁のアミノ援を含めた46%の相同性

が有意な値であるかは疑問である。また、共同研究者である米国NIHD.Court博

士の研究室において行なわれた比較によると、 RAS1より EF-Tuに高い相向性を

示した。また、精製Eraタンパク質がp21タンパク質と比較して単独で高い

GTPase活性を保持する事も、 rasサプファミリーのタンパク質と大きく異なって

いる(18)。以上のことから、 era遺伝子がrasサプファミリーに属しないと考える 。

変異型Eraタンパク質の GTP結合能 era変異株の温度感受性には、 era770点

変異と era13欠失変異の両方が必須でありことが本研究により明らかにされた。

era770変異を持つEraタンパク質は、野生型に比べGTP結合能に著しい欠損がみ

られた。しかし再構成実験から 、era770変異のみでは温度感受性とならずera13

-65-

欠失変異を必要とする為、 GTP結合能の欠損のみでは温度感受性に十分でないと

考えられる。 era13欠失変異を保持する HT30株は成育に欠損をもたないが、

era13欠失変異を持つEraタンパク質は、過剰生産時の合成量がこの変異を持たな

いEraタンパク質に比べ減少している(図 14 )。これは合成歪である可能性も

考えられるが、 era770変異を持つEraタンパク質との比較から、安定性における

欠損である可能性が考えられる。過剰生産におけるタンパク質の安定性が、染色

体上の遺伝子から発現する Eraタンパク質と同様であるかを確認する必要がある

が、 era770変異による GTP結合能の欠損と era13欠失変異における安定性の低下

の両方の欠損により、温度感受性を示すことが考える。

Eraタンパク質には、 3つのCys残基が含まれるがera13欠失変異が菌の生育に影

響を持たない為、第3番目のCys残基はEraタンパク質の生物学的活性に必須では

ないと考えられる。 era770変異により GTP結合能に欠損が引き起こされる 原因と

して、 1) era770変異により分子内S-S結合に関与していたCyssが置換されたた

め、分子内S-S結合が形成されず構造が不安定化し、活性に欠損が生じた 2 ) 

Cys'はドメインIの近傍にあり、 GTP結合に直接関与するため活性に欠損が生じ

た、等が考えられる。 1)の可能性については、可溶性精製Eraタンパク質内の

Cys残基の定量を行なうことにより確認できると考える 。また 2)の可能性につ

いてはX線結晶解析が最も直接的な解析方法であるが、可溶性精製Eraタンパク

質と GTP聞の化学修飾等の実験によっても確認できると考えられる。

EF-Tuには、 三つのシステイン残基が存在し、Cys81はアミノアシル-tRNAとの、

Cys 137はグアニンヌクレオチドとの相互作用に必須であることが知られている。

Eraタンパク質のCyssは一次配列上と高次構造上も (20)これらのシステイン残基の

位置とは異なるが、いずれかの活性を持つ可能性を確認する可能性があると考え

る。

野生型Eraタンパク質は、可溶性分画として精製でき、 GTPとも等モル比で結

合することを確認した。また、共同研究者である米国NIHD.Court博士の研究室

においても各ヌクレオチドとの結合が検討され、グアニン特異的結合が可溶性の

野生型Eraタンパク質において確認されている(18)。しかし、変異型Eraタンパク

質においては、野生型よりさらに不安定で沈殿を容易に形成する為、可溶性分画

として精製できなかった。従って、変異型Eraタンパク質のGTP結合能における
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欠損は、結果の部分で述べた様に簡便な精製法により得られたEraタンパク質に

おいて比較を行なった。この系においては、野生型においても結合の比率はEral

分子あたり GTPO.03分子であり、活性は高いとは言い難い。しかし、タンパク質

の量とフィルター上に捕獲される GTP量は比例し、変異型においては顕著な低下

が認められる。従って、定性的ではあるが、変異型Eraタンパク質のGTP結合能

における欠損を示唆したと考える。

本研究においては、 Eraタンパク質の過剰生産系として高温処理を必要とする

系を用いたが、 tacプロモーターにより低温で過剰生産を行なわせる系も構築し

た。 IPTGにより 32
0

Cにおいて過剰生産を行なわせた場合にも Eraタンパク質は不

安定で沈殿を容易に形成し、変異型Eraタンパク質は可溶性画分として精製でき

なかった。高温処理により得られた高温感受性変異型Eraタンパク質の活性を野

生型と比較することは不適当であ る可能性が考えられる為、低温で過剰生産を行

なわせた変異型Eraタンパク質を可溶性の薗分として精製し、 GTP結合活性の温

度依存性等の比較を定量的に行なう必要があると思われる。

rnc. era遺伝子の発現 本研究の過程において、 1)PLプロモーターの支配下

にera遺伝子を含むBstXI-NruI断片を挿入したがEraタンパク 質の生産が見られか

ったことと(18)、 2) era遺伝子を含むBstXI-KpnI断片を保持するプラスミドが

er3変異株の温度感受性を相補しない(結果未掲載)ことから、 era遺伝子の翻訳

にはrnc遺伝子の翻訳が必要であると考えられる 。ま た、 rnc)宣伝子の終止コドン

とerai宣伝子の開始コドンはTGATGの塩基配列で重複する(1)こともこの可能性を

支持するものと思われる。大腸菌において、共役して翻訳される遺伝子産物若手が、

複合体を形成し機能する例が知られており 、EraとRNaseIIIタンパク質が協同し

て機能を果たす可能性が考えられる。 rnCJ宣伝子と era遺伝子の翻訳が共役する可

能性を確認する為に以下の実験が考えられる。 1) rnc遺伝子内にナンセンス変

異を導入したpACS3プラスミドが、 era温度感受性変異株に対す る相補活性を保

持するかを確認する。 2)era遺伝子を含むBstXI-KpnI断片を tacプロモーターの

下流に挿入し、 IPTGによ るEraタンパク質の合成を試験管内反応系において検討

する。
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era変異株におけるリポソームアセンブリーの欠損 本研究で分離された

era高温感受性変異株においては、 30Sリポソームの沈降係数に変化はみられない

が、その存在量が減少していた。この欠損が、合成と安定性を含めた、いずれの

段階であるかは明らかではないが、 50Sリボソームの沈降係数とその存在量に全

く欠損がみられないため、 rRNAの合成の段階の欠損ではないことが予想される。

また、 era変異株リポソームの試験管内観訳活性とその忠実度が低下しているこ

とから、リポソームの核酸とタンパク質の構成状態が変化していることが予想、さ

れる。これらを確認する為に必要な実験としては、 1) ['Hjーウリジンによるパ

ルス後にチエースを 1-3時間行ない、リポソームの安定性を検討する、 2)変異

株内の30S，50Sリポソーム内のrRNAの分子量とリポソームタンパク質の組成を

確認する、 3)試験管内での再構成系に、精製したEraタンパク質を加え、再構

成に必要な塩濃度と温度を検討する、等が挙げられる。特に 3)は、 Eraタンパ

ク質が直接この系に関与することを確認する重要な実験であるが、本研究におい

ては試験管内での再構成系の構築に成功できず、 Eraタンパク質の関与を確認で

きなかった。今後は 1) 2) の実験を含め、 era高温感受性変異株内の欠損と Era

タンパク質の試験管内での再構成系における活性について、より詳細!な解析を進

めていきたいと考える。

Eraの30Sリボ ソームアセンプリーにおける機能 これまでの考察をふまえ、

30Sリポソームアセンブリーにおける Eraタンパク質の機能を推察したい。まず、

試験管内再構成系から 、30Sリボソームの中間体のコンフォメー ション変化に必

要な因子の存在が予想される為、この因子がEraタンパク質である可能性が考え

られる。 EraはRNaseIIIと複合体を形成し、 RNaseIIIにより rRNAの二重鎖領域が

認識され、複合体が30Sリポソームの中間体を認識する。その後、 Era単独か、ま

たは二重鎖rRNAに結合したRNas巴IIIとEraタンパク質が協同して、 30Sリボソー

ムの中間体のコンフォメーション変化を引き起こすことが考えられる。 Eraタン

パク質は、単独で高いGTPas巴活性をしめす。従って、 EraとRNas巴IIIの複合体が

30Sリポソーム中間体に結合した段階でGTP結合型に変換され、 GTP結合型Eraが

30Sリボソームの中間体のコンフォメーション変化を引き起こし、 GTPが加水分

解された段階でEraとRNaseIIIの複合体がリボソームから解除するモデルが考え
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られる。

EraとRNaseIIIの複合体と相互作用する 30Sリボソームの中間体内のタンパク質

として は、 S12とS5タンパク質が考えられる。 その理由としては以下のことが挙

げら れる。 1) S 12の高温感受性変異株がrnc遺伝子内変異によりサプレスされる。

2 )試験管内再構成系において、 S12とS5タンパク質は最後に 30Sリボソーム中

間体に結合する(図 33) 0 3) era変異株リボソ ームの試験管内翻訳活性とそ

の忠実度が低下しているが、 30Sリポソー ムにおいてS12とS5タンパク質は

EF-Tu，EF-Gと相互作用し、翻訳の忠実度に関与している。以上のモデルを図 3

4に示す。

γ 165 RNA 

515 

γ 

ボご一心寸-凹

図34 リボソ ームアセンブリー におけるEraの機能モデjレ

(悶: 30Sリボソーム中間体、 Rl*構造変化後の30Sリボソーム中間体)
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era変異の ersB.Cサプレッサ一変異 一般的 にある変異が他の変異によりサ

プレスされる様式としては以下の様な可能性が挙げられる。 1)直接的相互作用;

特定因子の活性の低下または上昇が、それと相互作用を持つ因子の変異によりサ

プレスされる場合。 2)発現制御;特定因子の活性の低下または上昇が、その

発現を制御する他の因子の変異による発現の変化によりサプレスされる場合。
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(文献(88)より抜粋)
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3 )バイパス経路;特定因子の活性のバイパスが存在し、そのバイパス経路に関

与する因子の変異によりサプレスされる場合。 4)間接的効果;ある因子の変

異による生体内の変化が間接的に特定の因子の欠損をサプレスされる場合。

era遺伝子の様な機能が同定されていない因子を遺伝学的に解析す る為、その遺

伝子の変異株からサプレッサーを分離する手法が多く用いられる。このような場

合、同定されたサプレッサ一変異が、機能解析が進んでいる遺伝子である場合に

は、上記の可能性について検討することが可能になるが、禾同定の遺伝子である

場合にはこの解析は困難となる場合多い。本研究においては、 ersB，C遺伝子は未

同定の遺伝子であり、検討可能な実験としては、 1)これらの遺伝子産物と Era

タンパク質との結合実験、 2)サプレッサー変異と era変異の二重変異株におけ

るリボソーム合成、 3) ersB，C変異による eral宣伝子発現の変化、等が挙げられる。

ersB， C変異により破壊される遺伝子産物が、 Eraタンパク質と直接相互作用すると

仮定した場合、以下の様なモデルが考えられる。 Eraタンパク質のGTPas巴活性はGタン

パク質と同様の性質を持つ為、 Gタンパク質と同様の作用機作が考えられる。従って、

ersB， C遺伝子産物がEraの機能に対して抑制的に働くと考えた場合、これらがGDP

結合型のEraタンパク質に結合するs，yサプユニッ トであると仮定できる。図 34 

に示したモデルと考え合わせると図 35の様なモデルが考えられる。

γ 
1 Y _I一一一「

'-f ¥Era 1 Inactive 

~ s LrG宙3

図35 ersB，C:遺伝子産物によるEraの不活化モデル

(日，yは、 ersB，Ci宣伝子産物のいずれかに対応する)
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s uhB/ss yAi宣伝子産物の機能 ssyA変異株において観訳延長反応の欠損が見

いだされていたが(81)、本研究により rpoH高温感受性変異のサプレッサ一変異と

して分離され低温感受性であるsuhB2変異と、独立に低温感受性変異株として分

離されたsuhBI0変異のいずれの場合においても低温において翻訳延長反応の欠

損が見いだされた。また、 rnc遺伝子内変異により suhBIO変異の低温感受性と翻

訳延長反応のいずれもがサプレスされ、 suhB2変異にたいしては変異座特異性を

示した。このように、 1)3つの独立な変異座において翻訳延長反応の欠損がみ

られ、この欠損の程度と菌の生育が比例すること、 2)この欠損に対しサプレッ

サー活性の程度の異なる変異が存在することから、 suhB/ssyA遺伝子産物が翻訳

延長反応のいずれか段階に関与する一般的な必須因子であると考える。

rnc遺伝子内変異により suhB変異の観訳延長反応と菌の生育がサプレスされ、

変異座特異性がみられる。このように、 2つの遺伝子聞に変異座特異性がみられ

る場合には、その遺伝子産物問に直接の相互作用が存在するか、類似の活性を保

持する可能性が示唆される。これを確認する実験としては、 1)各suhB変異株

から調裂したSlOO分薗による試験管内の観訳反応の欠損が、変異型RNaseIIIに

より相補される可能性を検討する 、 2)精製SuhBタンパク質と RNas巴IIIとの結

合を検討する、 3) SuhBタンパク質がRNas巴IIIの基質を認識する可能性を検討

する、等の実験が考えられる。

京大ウイルス研由良研究室の研究により、ヒ ー トショックによる生体内の最初

の応答である σ32の増加は、主に翻訳段階における制御であることが示唆されて

いる。その制御に必要な領域は、 rpoH遺伝子コ ーデイング領域内の二重鎖RNA

を形成する可能性がある領域であった。また、 rpoH高温感受性変異の低温感受

性サプレッサ一変異としてsuhB/ssyA遺伝子内変異が同定され、このsuhB2変異

とrpoH15変異の二重変異株では、高温において翻訳段階でのσ32の盈の増加が見

られた(96)。さらに、本研究により二重鎖を特異的に認識する RNaseIII構造泣伝

子内変異により suhB変異の倒訳延長反応と菌の生育がサプレスされ、変異座特

異性がみられる事が明らかとなった。以上から、低温においてはrpoH遺伝子

mRNAの二重鎖領域にsuhB/ssyA遺伝子産物が結合し翻訳が阻害されるが、高温

への温度遷移によりこの阻害が解除され合成誘導がおきるモデルが考えられる o

suhB/ssyA泣伝子産物が、翻訳延長反応のいずれか段階に関与する一般的な必
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須因子であり、二重鎖RNA結合活性を保持すると考えた場合、結合する二重鎖

RNAの候補のーっとして4.5SRNAが考えられる。 4.5SRNAは、大腸菌の成育に

必須でi翻訳延長反応にかかわるとともに、 SRPの構成要素としてシグナ Jレ配列

を保持するタンパク質の細胞膜への輸送にも関与すると考えられている。従って、

4.5SRNAは、観訳延長反応においてはsuhB/ssyA遺伝子産物と複合体を形成して

機能し、細胞内翰送においてはSRPの構成要素として機能する、というモデルが

考えられる

e了⑪了ZJ
JlIIllIIIIIIIU匝〉
4.5S RNA 

SRP 一一ー-1
タンパク質 V 

SRP 

rpom宣伝子mRNA

図36 5uhB遺伝子産物による二重鎖RNA認識モデル

dnaB， secY変異の suhB/ssvA変異によるサプレッショー乙旦盤畳表 13に

示す様にera，rpoH， sec Y， dnaB高温感受性変異株が、 suhB/ssyA遺伝子内変異によ

りサプレスされる。このサプレッションに共通の機構としては、シャペロンであ

るGroELSの発現増加が考えられる (33)。

1) rpoH遺伝子の場合 :suhB2変異は、 rpoH15変異の高温感受性をサプレスす

るが、 suhB2，rpoH15二重変異は40'Cが限界温度であり、これ以上の温度では成

育できない。これは、 rpoH遺伝子欠失変異株がgroELS遺伝子を保持するプラス

ミドの導入により、高温での成育が回復するが40'Cが限界温度である (45)ことと

一致している。また、 suhB2変異，rpoH15二重変異では、40'Cにおいて σ32の盆

が増加し、ヒートシヨ Yクタンパク質の合成誘導がみられる。従って、 σ32の長

が増加しGroELSの発現が増加したことがsuhB2変異によるサプレッションの原

因と考えられる。 42'cでの成育をサプレスできない理由としては、 40'C以上の渦
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度においては、ヒートショックタンパク質の合成誘導以外の、 σ32自身の持つ楼

能が菌の成育に必須であることが考えられる。

2) secY遺伝子の場合:secY24高温感受性変異のサプレッサーとしてssyA3変

異が分離された。 secY24変異は、groELS遺伝子を保持するプラスミドの導入に

より 42'Cにおいて成育可能になる (33，89)。これは、 ssyA3，secY24二重変異株が42

℃で成育可能であることと一致している。

3) dnaBi宣伝子の場合 :dnaB121高温感受性変異は、 dnaB遺伝子産物のカルホ、

キシ端への挿入変異である。この部位はDnaBタンパク質が重合化するために必

須であると考えられ、 dnaB121変異株の表現型も活性自体の欠損でないことを示

唆している。従って、この重合化の段階の欠損を、 GroELSの発現増加によりサ

プレスすることが考えられる。

以上の様に、 suhB/ssyA遺伝子内変異により σ32の量が増加することにより

GroELSの発現が増加し、各変異をサプレスする可能性が考えられる。 era高温感

受性変異は、 30Sリボソーム合成に欠損を持つため、この欠損がGroELSの発現

増加に よりサプレスされる事が予想された。しかし、groELS遺伝子を保持する

プラスミドの導入により、 era高温感受性変異は、サプレスされなかった。他の

ヒートショックタンパク質の発現増加によりサプレスされる可能性か、または

suhB/ssyA遺伝子産物が二重鎖RNA結合タンパク質であり、リポソームアセンブ

リーに阻害的に機能する可能性が考えられるが、今後の解析が必要である。

s uhB/ss vA遺伝子と相向性を持つ遺伝子 suhB/ssyA遺伝子と相向性を持つ

遺伝子として、アンモニアの膜透過に必須な遺伝子として発見されたamtA遺伝

子と、日市乳類のイノシトールモノフォスフェート遺伝子が見いだされている。ま

た、 amtA遺伝子はシステイン合成系にかかわる CysQ遺伝子としても同定されて

いる。本研究により独立に分離されたsuhBI0変異株内の変異、 Argl83→ Cysと

Val
269

→ Alaはいずれも suhB/ssyA遺伝子を含めた3つの逃伝子に共通に保存されて

いる残基における変異であることは、翻訳延長反応の欠損がこれらの遺伝子産物

に共通な活性の欠損によるものであることを予想させる。これらの逃伝子産物に

共通な活性の有無については、今後の研究が必要であるがsuhBI0変異株がそれ

らの研究に貢献できることを期待したい。
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いたします。 Iep変異株の解析にご協力くださった京都大学ウイルス研究所教授

伊藤維昭先生、秋山芳展数博士に感謝いたします。多くのプラスミドと大腸菌

株を供与してくださり、滞米の際に大変お世話になった米国NIH D.Court博士

に感謝いたします。また、 Eraタンパク質の精製に助言していただいた中国西安

大学教授 s-. M. Chen博士に感謝いたします。試験管内観訳反応を指導してく

ださった千葉大学教授 五十嵐一衛先生に感謝いたします。

いつも温かく支えてくれた、愛する妻に深〈感謝します。

-83-




