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細菌における有性生殖に相当する接合伝達は、供与菌細胞から受容菌

細胞へとDNAが一方向に伝達される現象である。その際、ある類度で染

色体DNAが伝達され、受容~í内で遺伝子の組換えが起こることにより組

換え体が生じる。この接合伝迷による組換えは、 1946年にLederbergと

Tatumによって初めて大腸菌において報告されて以来細菌の泣伝学的解析

に用いられ、そこからオベロン説、レプリコンモデルなどが生まれるな

ど、今日の分子泣伝学の発展のきっかけを作った。

接合伝達においてDNAの供与E面となるのは性決定因子と 11千ばれる伝達

性プラスミドを持つ凶であり、性決定因子上には桜令伝述に必要なiむ伝

子 (trai立伝子)が存在するc いわゆるF型プラスミドと呼ばれる一巡の性

決定因子の一つであるRIOOは、 F(F因子)とともにその同泣伝子の解析

が最も進んでいる伝達性プラスミドである。 Rl00上には20以上のtra泣伝

子が約34キロ塩基対に及ぶ領域に逃伝子群をなして存在する。 tra逃伝子

はその機能によって、↑生繊毛の形成、接合対の安定化、表面排斥、 11司法



伝子の発現制御、 DNAの移動、の 5つに分類することができる。このう

ちDNAの移動に関わるものとしては加M、tray.、加D、山Iがあり、また、

シスエレメントとしてDNA伝達開始点 (0[".川及びその周辺領域(ori7額

域)がDNAの移動に必須である。 TraY、TraIi可タンパク質は協同してoriT

にニックを入れる反応に関与していることが明らかとなっており、この

反応には宿主タンパク質問Fも関与している。 TraDタンパク質は談合伝達

でDNAが通り抜ける伝達口を形成するものと考えられている。一方、

traA必宣伝子はDNA伝迷に必須であることはわかっていたが、その具体的

な機能はこれまで明らかにされていなかった。本研究は、加Mが接合伝

達において果たす機能を、 TraMタンパク質の精製及びその性質の解析、

白Mの発現調節機構のj~~析、 TraMの作用部位である ori-nJí域の榊迭の解析

を通して明らかにし、接合によるDNA伝達の開始及び制御機械を解明す

ることを目的として行なったものである。

結果と考察

1. TraMタンパク質の精製と、その性質の解析

Tr仏4タンパク1'IをTraMーコラーゲンーLacZ融合タンパク質の形で大

腸菌中で過剰生産し、LacZ(s-ガラクトシダーゼ)の基質アフィニティ

ーを利用して精製した。コラグナーゼでコラーグンリンカーを切断する

ことにより、この融合タンパク質中のTraM部分とLacZ音11分とを分離する

ことができた。精製したTraMはRIOOのori7額域に特異的なDNA結合活性

を示した。その結合部位はo口7額域中の、プラスミドに特異性がある領域、

つまり他のF型プラスミドとの相同性が比較的低い領域内の 4カ所に存在

し、それらを上流側から sbmA、B、C、Dと命名した。 sbmAとB、及び

sbmCとDはそれぞれ隣接するが、 sbmBとsbmCとの問には宿主タンパク11
IHFの結合音11位ihfBが存在した(図 1)。本研究の結来とこれまでに得ら

れている知見から、 ori7稲城には桜合伝迷に関わるタンパク質の結合もし

くは認識部位が裳然と並んで存在することがl児らかとなった。 MilIRIOO 

と類縁の性決定因子であるFやRIにおいてもRIOOと極めて類似したoriTf.II
域の構造が見られることが報告され、 RIOOで明らかにしたこの椛造が

DNA伝達に重要な役割を持つことが支持されている。
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図 1 0げ7領域に存在する各タンパク質の結合，認識部位
Jj_ぴlraMのプロモーターの位置.

TraMが膜に高い親和性を示すことは既に報告されており、それに加え

てori7額域中約 150bpにも及ぶ領域に結合することから、丁目Mはori7領域

を膜近傍、おそらくは丁目Dによって形成されるDNAの伝達口の近傍に保

持することで一本鎖DNAの受容菌への移動を可能にする機能を来たして

いるとの仮説をたて、これを、 TraMのanchoring機能と名付けた。

2. traM宣伝子の発現制御

traMのプロモーターの探索を行なうためにtraMの開始コドンと JacZii'J:

伝子との融合遺伝子 (traM八百ーJacZ融合泣伝子)を持つプラスミドを作成

し、それを保持する菌体のLacZ活性を指標にtraMの発現を前lべた。その

結来、白Mの上流には二つのプロモーターが存在することが明らかとな

り、 traM構造i立伝子に近い下流側のプロモーターを P~lI、上流 iWJ のプロモ

ーターをp叩と命名した。 P~1lからの発現はp悶からの発現に比べて約20% と

弱いものであった。菌体からRNA を訓製し、プライマーや1';長i去により P~ll 、

PM2両プロモーターのif仰な佐川を伏:定 したところ、 J¥nはsbm部位と traM

t持造遺伝子の聞に、また、 PM2はsbm，"，:11位のうちのめmC、sbmOと重なるよ

うに位置していた(区J1 ) 0 P凶からの traMの発現はTraMを供給すること

によってほほ完全に抑制され、 {J"itMの発現に自己抑制が働くことが示さ

れた。 P阻に重なって存在する sbmC、sbmOが存在しさえすれば抑制が起

こることから、これらの領域へのTraMの結合がRNAポリメラーゼのp地へ



の結合を物理的に妨げるものと考えられる。実際にプライマーイ中長法に

よって調べると、 lnVJVOでのp阻からの転写産物の査はTraM存在下で大き

く減少してお り、 自己抑制が転写 レベルで行なわれることが示された。

一方、TraMが存在 しない条件では、P四のすぐ上流に存在するihfBを欠く

か、または宿主菌がlHFを欠 くかするとP"2からの発現が増し、 IHFが

Trゆ4の発現を部分的に抑制することが示された。 IHFもTraM同様RNAポ

リメラーゼのP叩への結合を物理的に妨げるものと考えられる。 P叩が丁目M

やIHFによって抑制を受けるのに対して、 P，"はそれらによる抑制を受け

なかった。

IHFに関しては、TraMの発現の}!fJi!;Uがその本来の機能であるとは考え

にくい。むしろDNAに結合して湾r1[1させるという IHFの性質を考えると、

ihfBに結合した旧FはDNAを湾rllJさせることによりその両側に存在する

sbmA、BとsbmC、Dとの11日の立体配置的な距離を近づけ、その結果この

領域におけるTraM-IHF-TraM複合体の形成を可能にするものと考えられる。

この複合体形成がTraMのanchoring機能の発障にとって重要なのであろう。

3. or;7顎域の構造

加対買域にはTral、ll-IF、TraYタンパク質の結合、または認識音11位sbi、

ih仏、sbyAが存在し、これらのタンパク質がここに oriT-som巴と呼ばれる

複合体を形成することが、 0口Tに効率よくニ Yクを入れるのに必要である

と考えられている 。一方、同様に ori7顎域に存在するsbmA、B、ihfB、

sbmC， DからなるTraM-IHF-TraM領域については、それが実際にDNA伝

達に必須であるか否かといった{防総はこれまで得られていない。そこで、

これらの部位が実際にDNA1云迷に必要とされることを JflVJVOにおいて示

すために、 RIOOのoriTIの周辺を含む級々な長さのDNA断片を保持するプ

ラスミ ドを作成し、 Traタンパク質をトランスの位泣から供給することに

よってそれらが受作一的へと伝述されるかどうかをWI，析する系を椛築した。

その結来、先に挙げたタンパク質の結合及び認識部位を全て含む~.fïI或が

あれば伝達されること、また、 TraM-fHF-TraM領域を完全に欠失させると

伝迷されないことが切らかとな った。さらにTraM-IHF-TraM領域内の各結

合部位に塩基i世換変異を導入したところ、どの結合音11位の変呉も伝迷効

E干さを低下させたが、 sbmA、ihfBに夜、兵を導入したときに特に伝迷効率が



大きく低下した。 ihfflの変異による伝迷効率の低下は、この領域で

TraM-lliF-Trゆf複合体が形成され、それが高効率の{云迷に必要とされると

の仮説を支持する。また、 sbyAとsbmAとの問に5、あるいは 10bpの塩悲

配列を挿入したところphasing効果が見られ、on下 som巴とTraM-}}王F-TraM

複合体との問にはタンパク質問の相互作用が存在することが示唆された。

sbmAに変異を導入したときの伝達効率の低下が大きいことから、

TraM-lliF-TraM複合体中のsbmAに結合したTraMがその相互作用に特に重

要であろうと考えられた。

結び

本研究により、接合伝達の開始機桃にはon下someとTraM-lliF-TraM複

合体とが共に関与していることが示された。一本鎖DNAの生成とその細

菌細胞問の移動というダイナミックな現象はこれら二つのタンパク質

-DNA複合体の高次の椛造体制珂わり、辿関することで開始され、制御さ

れていると考えられる。本研究の結来などから予想:tされる接合伝送開始

時におけるori7領域の校式図を図 2に示す。
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図2 fif'合伝達1)[J!It11，1'のori7主i[J或周辺の校式図

3' 
5' 

ニックを入れる oriT-somc と、この領減を保持する Tr~M - I HF 丁目ν!
被合体とが形成される。ここには示さないが、 TraDがこの近伐に
DNA伝達口を形成すると考えられる。
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1.接合伝達と性決定因子

接合伝達は細菌剤IJ胞悶の接合(conjugation)により一つの細菌細胞から他の細菌

細胞へとDNAが移動する現象である。接合伝達には細菌細胞内に存在する性決定因子

もしく は「伝達性」プラスミドと呼ばれる大型のプラスミドが関与し、性決定因子を

持つ菌が供与菌、持たない菌が受容菌となって、 DNAの移動は常に供与菌から受容菌

への一方向に限られる。通常性決定因子は宿主菌染色体とは独立に存在し、接合に よ

って自身のみが伝達される。しか し性決定因子はある頻度で宿主染色体に組み込まれ

る場合があり、そのような場合には宿主染色体DNAが接合によって伝達され、その結

果受容菌内において遺伝子の組換えが起こる。接合伝達は1946年にLederbergとTatum

(1946a， b)によって初めて報告されたが、それはこの接合伝達による遺伝子組換え

を大腸菌K-12株において検出したものであった。通常は二分裂による無性生地を行な

う細菌の異なる菌株間で泣伝子の組換えを引き起こすことから、接合伝達はまた細菌

の有性生殖とも呼ばれる。接合伝達においてどのような菌株に対しでも供与閣となり

得ない菌株は稔性 (fertililY) を持たないという意味でF-，F一株に対して供与菌となり

得る菌株はF+と呼ばれて区別され、接合による泣伝子の伝達がfit-にF+株からF株へ

の一方向であることが示された(Led巴rberget al.， 1952; Hayes， 1953b) 0 F+株、 F株は

それぞれ雄株、雌株とも呼ばれた。また、 F+株よりもはるかに高効率で逃伝子組換え

を起こす株が分離され、高頻度組換え (Hfr:!:!_igh freql】巴ncyof !:ecombination)株とl呼ば

れた (Cavalli-Sforza，1950; Hayes， 1953a) 。接合による逃伝子の伝達の一方向性に加

えて、 F+株がアタリジン色素処理等でF-*朱に変わり得ること (Hirora，1960) などか

ら、 F+，Fの表現型の:81いが性決定因子の.{i~~~ によること、性決定因子がいわゆる

エピソーム(巴pisome，染色体外lJd伝因子)であることが示唆され、後にMannurら

(1961 )によって実際に性決定因子F (F因子)が染色体外DNA因子として同定され

た。これに先立ちHfr株がF+株から生じることが示されており (Jacoband Wollman， 

1961)、その生成機構としてはCampbell(1969)による Aファージの染色体への組み

込みモデル (episomeint巴grationmod巴1)になぞらえたF因子の染色体への組み込みモデ

ルが提唱され、後に証明されている。このモデルによればF+林中にはある砧率でF因

ー2-



子が宿主染色体に組み込まれた株が生じ、その伝達の際に宿主染色体も同時に伝達す

るこ とで遺伝子組換えが起こるが、それに対してHfr株ではF因子が既に宿主染色体に

組み込まれている状態であるため高効率で逃伝子主回受えが起こると説明できる。ま た、

F因子が宿主染色体上の遺伝子の一部を持つF'因子の生成も、 Hfr株の染色体からF因

子が切り出 される際に周囲の遺伝子を取り込んだものとして説明できる。以後、Hfr

株の接合伝達を利用することによ り遺伝子のマッピングをはじめとする解析が可能と

なり、それはパクテ リオ ファージを用いる解析と共に、大腸菌の遺伝学を大きく進歩

させ、そこから細菌の環状染色体の概念や、オペロン説、レプリコンモデルといった

様々な重要な概念が提出され、現在の分子生物学の発展へとつながった。

性決定因子上には接合伝達に必要とされる遺伝子のほとんど全てが存在する。接

合伝達においてDNAは一本鎖の形で供与閣から受容菌へと移動し、それに伴い双方の

細胞内でDNAの相補鎖が合成される。そのため、接合伝送後は供与菌、受容菌ともに

性決定因子を持つことになり、その結来、 DNAを受け取った受容菌は今度は供与菌と

しての機能を持つこととなる。 DNAの移動は 1t~. に性決定因子上の決まった点、伝達開

始点(担ginof p-ansfer: or.川から始まり、二本鎖DNAの特定の鎖が受容菌へと移動す

る。接合伝達に際しては剰11胞同士カ可Z援に接触し、接合対を作ることが必要であるが、

それは細胞質の融合を伴わず、例外的なものを除き供与菌、受容菌相互間のタンパク

質の移動は無い。 また、 多くの場合t抜主安e合f伝云迷に先立つて也性-繊毛とtl呼呼ばれる午宋特宇守f努刻殊1，ミな忠紺細mリj胞抱

外器官官.が7形膨成さ れることが必必、2袈Eである (総説 :Wil山I1e巴tts凶 an吋1吋dWi此Iki口川川n凶1市s，198似4;1句pp巴en作川1ト吋-J日肋川hl礼l加巴釘ra加n

Mil耐 巴句y，Iω98“6;W川枇巴引I也 andSkurray， 1987; Ippen-Ihler and Skurray， 1993) 。

1946年にLed巴rbergとTalllI1lによって初めて発見された大腸菌の談合伝迷における

性決定因子はFまたはF凶子 (fertilityfactor 稔性因子)と呼ばれ、後にその本体がプ

ラスミドであることが示された (MarI1l11ret al.， 1961)。その後腸内細菌の薬剤耐性が

細菌問で伝搬されるという現象が見つかったのをきっかけに RI00が (Nakayaet al.， 

1960)、次いでRl、R6といったR囚子(_，esistanc巴factol 楽剤耐性因子)が楽斉IJ耐性

を決定する因子として分離され (MeyneI1and Datta， 1966; Leb巴k，1963)、それらのR因

子に加えてColBなどのコ リシンプラスミ ドも伝迷性プラスミドであることが判明する

(Ozeki and Howarth， 1961)など、現在までに数多くの性決定因子が発見されており
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(Appendix B in Bukhari et al.， 1977)、その宿主や受容菌となり得る菌の種類も多岐に

わたる ことがわかっている。実際、自然界から分離されるプラスミドのうち全長が約

50キロ塩基対 (kb)以上の大型のものは、そのほとんどが伝達性である。しかし小型

のプラ スミドの中にもColEIプラスミ ドのように、自分自身では伝達能を持たないが、

性決定因子Fの共存下で伝達されるようなものも多い。性決定因子の自律的な伝達を

transf，巴rと呼ぶのに対し、 ColEIなどの小型のプラスミドが性決定因子の存在下で伝達

される現象はmobilizationと呼ばれる。これまでに分離された性決定因子はいくつかの

不和合性グループ (incompatibilitygroup : Inc) に分類され、それぞれのグループ内の

もの同士は類似した接合伝達の機構を持つことが知られている(総説 Willettsand 

Skurray， 1980)。例えばFはIncFI、RIOOやRI、R6はIncFJIに属しており、これらは

JncFと呼ばれるグループ内のサブグループである。その他にも lncl、lncN、JncPなど

の様々な不和合性グループの存在がこれまでに示されている。これらはそれぞれ互い

に異なる接合伝達機構を持ち、その中には、音11位特異的なi立伝子組換えによって受容

菌の特異性を変えるR64(Komanoetal.， 1987)、性繊毛を形成するかわりに性フェロ

モンによって誘導される接合凝集によって伝達を行なう Enteroc∞'cusfaecalisのpADI及

びその類縁のプラスミド (CI巴W巴1l， 1993) 、さらには広範なグラム陽性菌の染色体中

に見られ、接合伝達によって自身のみカさ伝達されることによって受容菌の染色体上に

転移するTn916などに代表される接合伝達性トランスポゾン (conjugativetransposon) 

(CI巴welland Flannagan， 1993) など、機々な談合伝達線式が見られる。

2.プラスミドR100とF型プラ スミド

Rl00は1960"Fに日本においてはじめてShigellaf1exneriから性決定因子として分離

された薬剤耐性を示すプラスミドであり、またNRl、R222等とも呼ばれる (Nakayaet 

al.，1960)。多剤耐性を示すShigellaf1exneriの楽斉IJ耐伯がそのまま ー揃い向 II~ に他の細

胞に移るという事案からこれらの薬剤師J性が一つの性決定因子に由来すると予測され

(Mitsuhashi巴tal.， 1960; Watanabeetal.， 1960， 1961) 、後に実際にプラスミドRIOOが同

定された。図 1- 1に示すようにRI00は水銀イオン、スルフォンアミド、メトレプ ト
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R100及びtrai.宣伝子群の槍造と遺伝子地図

図の下部にRIOOの構造が示しである (TaylorCl 31.， 1977; Womble and Rownd， 1988)。白抜きの四

角は挿入西f別J51及び15 1 0を表す。 1510は fetill伝子をはさんで二つ存在し、 TnlOを 1i~.成する。 oriV，、
oriTはそれぞれ複製開始点及ひ'DNA伝達開始点である。 打nOは後合伝達の抑制遺伝子である。 mer、

s[r.、S仕、叩，1、lelとあるのはそれぞれ水銀イオン、ス Jレフ ォンアミド、ストレプトマイシン、ク

ロラムフェニコー Jレ、テトラサイクリンに対する楽高11耐性遺伝子を示すo mcrはTn21に、 lelは

TnIOに速ばれる。

RI∞の外側に示した個近伝子領域(帥)を図の上部に拡大して示し、そのうちoriTに近い領成に

ついてはさらに拡大して最上部に示した。水平な矢印は転写単位を、数字はキロ塩基対 (kb)単

位の座標を表す。矢印の下に各帥ill伝子を示してある。 oriTはDNAの伝達開始点、finP、finOはと

もに接合伝達の抑制遺伝子である。 M、人 Y、A、L害事の大文字の7;レフアベットはそれぞれ阻M、

traJ、同Y、胞A、lraL等のIra遺伝子を表している。 d、cはそれぞれ機能不明のオープンリーデイン

グフレームorID、orfCを表す (Yoshiokacl al.， 1990)。向V、何W、lraU、traNはRl00では確認は

されていないが、 RIOOと相向性の高い伺i宣伝子砕を持つFに存在することから引00にも存在する

と推定される(総説 :WillcllS and Wilkins， 1984)。各伺遺伝子の機能は色分けして示しである。

背は性繊毛の形成、赤はDNAの伝送、緑はlra遺伝子の発現調節、 4畳は表面排斥、そして黒が接合

対の安定化に関わる遺伝子である。 t悶 Gj)!!伝子産物はN末端が性繊毛の形成に、 C末端が接合対の

安定化に働 くとさ れている(総説 :WillcllS and 5kufril)ヘ1980;Ippcn-Ihlcr and 5kurray， 1993)。

図 1- 1

R
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マイシン、ク ロラムフェニコール、テ トラサイクリンのそれぞれに対する耐性遺伝子

と接合伝達に関する遺伝子群(同遺伝子群)を持つ性決定因子である (Suginoand 

Hirota， 1962; Wombl巴巴tal.， 1988) 0 R100はその談合伝達の機構がF因子とよく似た、

いわゆるF型プラス ミドと呼ばれる一連の性決定因子の一つである。 F型プラスミ ドの

特徴 としては①互いに構造的にも機能的にもよく似た性繊毛を形成する(総説 ，

Frost， 1993)、②互いに多くの同遺伝子を相補し得る (Ohtsuboet al.， 1970; Ohtsubo， 

1970; Achtman et al.，1978)①互いに高い相向性を示すm逃伝子を持つ (Sha中 etal.， 

1973)、などが挙げられる 。 また、多くのF型プラスミドによる談合伝達は好気条{牛

下でのみ行なわれ、 その至適温度は37'Cである (Haradaand Mitsuhashi， 1977)といっ

た特徴も共通に見られる。

RI00をはじめ とするR因子の薬剤耐性逃伝子は、可動性のM伝因子トランスポゾ

ン (transposon)の一部として存在することが多い。 R100のテトラサイク リン耐性遺

伝子は分子遺伝学の分野で広く用いられるトランスポゾンTnlOの内部に存在する。

TnlOは可動性の遺伝因子である挿入配列 (insertionsequenc巴) ISJOがテトラサイクリ

ン耐性逃伝子の両側に位置する複合トランスポゾンと呼ばれるトランスポゾンである

(Kleckner et al.， 1975) 。 また、 R100ょには水銀耐性遺伝子も存在するが、これは

Tn21に含まれている (Zhenget al.， 1982) 0 Tn21はTnl0とは異なるタイプのトランス

ポゾンであり 、プラスミドRl上に存在するアンピシリン耐性泣伝子を述ぶトランスポ

ゾンTn3と類縁の トランスポゾンである。F上にも Tn3と類縁のトランスポゾンである

y 8 (TnJOOOとも呼ばれる)が存在するが、これは薬剤耐性遺伝子を持たない。その

他、性決定因子上には柱々 のISも存在 し、特にFJ二に存在するこれら可動性逃伝閃子

はHfr株の成立に関与していると考え られる。 また、 RJOOの来剤耐性逃伝子のほとん

と'は二つの ISJにはさまれた71~で存在しており(図 1 - 1 )、この領域はr-detelminant

領域と呼ばれる。この領域は両側にISを持つ複合トランスポゾンを形成し、その!I;i;移

(回nsposition)はゲノム rl¥]での多売IJ耐性の伝掃に関与している。テトラサイクリン耐

性泣伝子を迩ぶTnl0はr-dcterminant領域とは独立して存在するが、水ま11耐性逃伝子を

述ぶTn21はr-d巴te日nmant領域内に位也し、このことはRI00がこれらの薬剤耐性泣伝子

を狼符するに至っ た進化的な過位を解明する際の指標となるものと考えられる。
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様々な伝達性プラスミ ドの中でもF型プラスミドは接合伝達の機構や接合伝達に

関与する遺伝子群(阻遺伝子群)の解析が特に進んでおり、 Fに関してはその同領域

の塩基配列が1990年までに全て決定さ れている。 RI00のtra遺伝子群はRI00自身の40

%にも及ぶ約34キロ塩基対 (kb) にわたり、少なくとも 20を越える伺泣伝子を含んで

おり 、traM、traJ、白ドIの3つの主要オベロンからなると考えられている(図 1-1 ) 

(総説 :Willetts and Wilkins， 1984; D巴mps巴y，1993) 。各伺造伝子の機能は性繊毛の形

成、接合対の安定化、表面持|斥、 伺逃伝子の発現制御、 DNA移動、の 5つに大きく分

類することができる(図 1- 1/総説 :Ippen-Ihler and Minkley， 1986)。

性繊毛 (sexpili)は接合伝達において供与菌の表面に形成され受容菌を認識する

役割を持つ細胞外器官であり、その形成には 白区Iオベロンの大半の泣伝子(図 l

- 1で菅 く示した 回A、ム E、K、B、P、V、C、W、U、F、Q、H、G、Xの各遺伝

子)が関与している。性繊毛の主な桃成25素はピリン (pilin) と呼ばれるタンパク質

であ り、ピリンは丁目Aタンパク質がTraQタンパク質や宿主のタンパク質によってプロ

セスされ、 TraXタンパク質によってそのN末端がアセチル化されることによって生じ

る (Man巴ewannakulet al.， 1993; Moor巴巴tal.， 1993)。その他のここに挙げたiiI伝子はピ

リンが重合して性繊毛を形成する過程に関与する。F型プラスミドの性繊毛 (F-pili)

はまた、繊維状一本鎖DNAファージf1、印、 M13や球状RNAファージQs、MS2など

の大腸菌への感染に必要であり、 f1、fd、M13は性繊毛の先端に、 Qs、MS2はその側

面に吸着する (Caroancl Schnos， 1966)。そのためこれらのフ 7ージはF型プラスミ ド

を保持する菌体にのみ感染する性質を持ち、 Ji{f.株取f兵的 (mal巴 specific) ファージと l呼

ばれる。

性繊毛によ って供与菌が受容砲を認識した後、その二つの*/11胞は接触し、接合対

(mating pair)を形成するが、この接触しただけの接合対は不安定なものであり、こ

の状怒のままではDNAの伝達は起こらない。DNAが移動するにはこの桜合対が安定化

される必要があり、それに関与するのは traN及びtraGの各逃伝子である (Manninget

a1.，1981)。

接合伝遂により DNA を受け取った受容菌は、同じ、もしくは(l;j~縁の性決定因子を

持つ供与菌からは受谷菌として認識されなくなる。この現象は表面tJi)主 (sUJfac巴
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exclusion) と呼ばれ、 tTaSifi伝子及びtTa7i遺伝子が関与している (Jalajakumariet al.， 

1987) 0 tTa7i遺伝子はまた細菌が血清に対して示す抵抗性にも関与しており、 Fや

R100、またはクローン化した同T遺伝子を保持する細菌は11ll1，'iに対して抵抗性を示す

(Pramoonjago et al.， 1992) 0 TraTタンパク質は大腸菌外j艮の外部に突出音11を持つリボ

タンパク質であり、その突出音11にg的のエピトープを構成するアミノ酸配列を挿入し

て、大腸菌の菌体表面に発現させる手段としても用いられる(Sukupolvi and 

O'Connor， 1990)。

発現制御に関する逃伝子としてはtTaJ、finO、finPが知られている。 TraJタンパク

質は同区Iオペロンの転写を正に制御する働きを持つ (Willettsand Skurray， 1987; 

Inamotoet al.， 1988; Ippen-Ihler and Skurray， 1993; Taki et al， unpublished result) 。βno.及
びfinPは協同して伺Jの発現を抑制することでtraドIオペロンの転写を抑える (Finn巴gan

and Willetts， 1973; Yoshioka et al.， 1987) 0 finPはtraJmRNAにハイプリダイズするアン

チセンスRNAであり、 TraJの籾訳を抑制する (Koraimannet al.， 1991; van Bi巴sen巴tal.， 

1993) 0 FinOタンパク質はfillPRNAの安定化、 finPRNAとtraJRNAのハイプリダイゼ

ーシヨンに関与する(Le巴巴tal， 1992)。帥ドIオベロンの転写の調節にはTraJの他にも

ArcやCpxといった宿主側のタンパク質も関与していることが知られている(

Silverman， 1985)。特にArcは環境中の酸素分圧を探知してl呼吸系遺伝子の状況に応じ

た発現を引き起こすいわゆる二成分伝達系 (twocomponelH system) を構成しており ( 

Iuchi and Lin， 1992)、技合伝迷が好気的条件下でのみ行なわれることとのl刻述が指摘

されている。

tTaM、同y，traD、traJ'の各i立伝子はDNAの移動に直接関与する と考え られている。

これらについては後述する。

Rl00などのF型プラスミドの接合伝達の過程は以下のように進行すると考えられ

ている(図 1-2/総説:Willens and Skurray， 1980) 。まず、性決定因子を持つ供与

菌の表面に性繊毛が形成される。この性繊毛が受容Ifiを認識し(図 1-2、I)、

接合対を形成(図 1-2、II)、接合対は traN及び的Gの働きで安定化される (I~I 1 

-2、 m) 。あらかじめ仰Y、tTaAA遺伝子産物の働きでDNA伝達開始点 (Q血inof 

t"ansfer: oriT) の特定のDNMi'[に入っていたこ Yクより、二、ノクの5' ~!IJ を先頭にして、
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図 1-2 媛合伝達過程の僕式図

供与菌の細胞表面には性繊毛が形成され、これによって受容曲が認殺される。 ori7部位には受容

菌が認識される以前からニックが入ったり再結合されたりしている (1及びV1)。性繊毛によっ

て受容凶が認識されると受容閣が供与菌に引き干寄せられ、接合対が形成される(日)。姥合対は

traN，、回G間近伝子の働きで安定化され(1lI)、一本鎖DNAが受容的へと移動する (IV)0 DNA 

の移動が開始すると同H寺に供与l垣内、受容閣内双方で綱相i色めNAの複製が始まり、 DNAの移動が

完了するとDNA鎖が環状化する (IV-V)。抜令虫干のWf離によって接合伝達は完了し、受容E白戸内

で同遺伝子が発現して供与幽となる (V) (総説 Willens ar叫 Skurray，1，980より 4日刻 。
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同遺伝子群が最後に受容菌に移る方向で一本鉱ωNAが受容菌へと移動する(図 1-2、

N) (Ohki and Tomizawa， 1968; Vapnek and Rupp， 1970， 1971)。移動するのは常に決

まった一方のDNA鎖であり、その相補鎖は供与菌内にとどまる。 DNA鎖の移動が開始

すると向時に供与菌、受容珪i双方において宿主菌のDNA複製系を用いて一本鎖DNAの

相補鎖の合成が行われ、 全DNAが移動した後に受容菌内においてDNA鎖が再環状化さ

れ、 DNAの移動が完了する(図 1-2、N-V)。その後供与菌と受容菌がiH離して

接合伝達は完了する(図 1-2、V)。性決定因子を受け取り、その伺遺伝子が発現

すると受容閣は接合伝達能を獲得して供与閣としての性質を持つようになる。また、

そうなると traS、traT'の働きにより、同じ性決定因子を持つ供与一菌に対しては受容菌と

して認識されなくなる。

3. F型プラスミドのoriT'領域と DNA伝達に関与する遺伝子

RIOOなどのF型プラスミドの接合伝達の過程は、性繊毛の形成を含む幻11菌釧j泡問

の相互作用と細菌細胞内でのDNAに関する諸反応とに大別して考えることが11'，来る。

供与ii細胞内でのDNAに閲する諸反応はoriT，及びその周辺領域 (ori7額域)において

様々なタンパク質が機能することによって行なわれる (~Il -1 )。

前述のように、談合伝迷の初期反応はtra泣伝子群の最上初Lに位泣するoriTIこ古11位

及びDNA鎖特異的にニックが入ることで始まり、そこから 二本~.Þ[DNAが巻戻されて一

本鎖DNAが生じ、 5・末端を先頭にしたDNAの受容菌への移動が始まる (Cohenel al.， 

1968; Ohki and Tomizawa， 1968; Rupp and 1hler， 1968; 1hl巴rand Rllpp， 1969) 。これまでに

R lOO及び類縁の牧々な F~\2 プラスミドについて oriT)';f[ 城の J~\司法配列が報告されている

が (Thompsol1el al.， 1984; OSI巴rmann巴1al.， 1984; Fee a吋 D巴I11pS巴y，1986; Fi山 yel al.， 

1986a、 b、 Salazarel al.， 1992、Lopezel a 1.， 1991、 DiLallrel1zio 巴1al.， 1991、

Gralls-Goldner el al.， 1990)、これらを互いに比較すると比較的良〈保存されている領

域とそうでない領域とに分けることが出来る (111a111010ancl Ohtsubo， 1990)。図 1- 3 

にこれまでに報告されている主なF型プラスミドのori7稲城の瓜基配列を示す。図 l

-3Aでconse刊 eclとあるのがこれらのプラスミド問で保存されている領域であり、

nonconserved とあるのカずそうでない予見1或、 すなわちプラスミド引':~I~ 的な予点.t.iJX;である。
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• TGGCT/l..ACA TCa;rTTTTTCA. TTTTTCCACCτCTCG'I'GACTTT /1.. TCCGT AA/I.. l' AA TT1' AACCCAC1'CCAC 

pSUJl6τGGCT AACA TCa;rTTT1'TCA 1'TTTTCCA CCτC1'CG1'GACTT1' A 1'CCGT AAA l' /l..A TTT AACCCAC1'CCAC 

PJ07τGGCT MCA 1'CCiU'TTTTTCA TTTTTCCACCTCTGGτCACTTTATCCGTAAA TAA l'τTA/l..CCCACTCCAC 

pSU2J3τGGCTMCATCS:孟l'TTTTTCATτTTTCCACCTCTCGTGACτTTATCCGTA/I../I..τ.. τ"TTAACCCACTCCAC 

Co19~ TGGCTMCATCCiU'TTTTTCAτTTTTCCACCTCTCGTGACTTT A TCCGT A/l..A TAA 1'1'1' A/l..CCC/l..CTCCA.C 

RIOO TTGCTAACATCj;Al'Tτ寸 TTCA1'Tτ寸 TCCA.CCTCTCCTCACTTTA TCCCT AA/I.. l' A/I.. TTT AACCCACTCCAC 

Rl TTGCTA/l..CATCS:孟l'TTTTTCATTTTTCCACCTCTCCTCACTTT ̂  TCCGT AAA l' AA TTT AACCCAC l' CCAC 
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下回目CTGCTAGCCGCGC町 GTCTTπTTTATA叫 TACCCCTAC叫 CGCTGCTACCCCTC.CCTCCCTCTTTG 

pSU316 CCGCTGCTCCTAGCGGCCCGGTCTGTTTTTTTA TAGGA TACCGCT AGGGGCGCTGCTAGCGGTG. CCTCCCTGTTTG 
PJ。ヲ CGGGGGC1'GCTAGCGGCGC GGTG TGTTTT TTT A l' AGG，¥ T ACCCCCAGGGGCGCTCCT ̂GCCGTG • CGTTCCτGTTTT 

pS IJ 2 J 3 GCCGTCCTGCT AGCGGCCCGGTGTGTTTT TTT ̂  T AGGA l' ACCGTCAGGGGCCCTGCT AGCGGTG. CG TCCCTGTTTG 
Co1B4 GGGCCGCCCCTAGCAGCGCCGTGCGTTTTTTTATAGTATGACCCTAGGGGCGCτGCTAGCCCTGCTCTTCTTT1'Tτc 
RIOO CCGACGCCCCTAGCGCCGGATCGCAT1'T1予T1'AT AGGA TGA TCCT ̂  GAGCCGCTGCT AGGAGTGTCTTTCTT ACTTG 

Rl T̂TGACTCτACATTCMTTCGTGAτC TCA TTTCCTGCA TCAA TCGT AA TTTTCCT MCTTCCG1'CACCA TTCCA TTC 

pE0208 TTCGAA TC1'GCA TTCGAA TCCCT M TTTCGG T A T AACAGA TTCGCCTGT A TGAAGTTGGτGAA 1'CCAGACTGACTCT 

εrl!tM -ー〉

• CA TTA TGM TTTTACTGTTTCGAM TT . • . . . . • MCTTTA TTTTATGTTCÂ A. MAGGTAAτCTCT~ 

pSUJ16 CATTATCM!τTTAGτGTTTCGAAA1'T ••••••••... MCTTTATTTTATCTTCAM. AAACCTMτCTCTAArS; 

PJ01 CATTCTGAATτTTACTGTTtCGAM TT • • . • • • • . • • AACTTTGTTTTA TGTT1'AAA. AAACGTAAτCTCT砧 E
pSU2JJ CACTIITCMττCCA TTGTT1'CGAM 1'1' .......... AMCTTTGτTTTATGtTTAAA.AJV¥.GGTMτATCTA.l.IY 
CoIB4 AGACCA‘ACTATGAGTAAATGIIAATÂ  ••••••••.. AACTCTTATTτCAGAAT .ATA.AAACGTACTGTCTTAI:y 
則的 TAAACACTATA TGCATA TTTA TAGてGA.• . • • • • . . . . AMGTTCGTTC口 TJ¥ATMTG.AAA田 TT竹町CTTAI:y

R 1 T̂CCJ¥ TGM1'TGTCA TTTTTTTA TA TGτGÂ A l' . . . . . AM  TTTGA TGCGA TAAGAAAA TÂ ĜAGG1'A T ACA TAI:y 

p巳0208 AA l' MAA l' AAA TGGCCGA TTCACA TCTGACT A TTGA I AA TCCGt¥CAAA TTT MA  TTTCT ̂λTJ¥ACGTTTTTGAA.l.IY 

図 1-3 F型プラスミド‘のonT領域及びその周辺の塩基配列

これまでに報告されている Flli プラスミドのori7'削減の嵐基配列を示す。ピリオド(.)は品~&ðc
列を並べて表記するに当たって相向性がおまるように姉入したギャップを示す。 0(/η目Iまの上流
側には白遺伝子とは逆向きに機能不IYlのオープンリーデイングフレームgcncXが存在する。 gcncX
の開始コドンAT Gから DNA伝達開始点。riTIのやや下流にかけての坂基配列はF型プラスミドIIJJでよ

く保存されている(相同領域 ， 区l中印n日刊cdと示す)。この領域に続いて lraM~1~ J1tiü伝子の開始
コドンATG までには比較的-!'[I向性の低い領域(非相同領域 図中nonconscrvcdと示す)が存在する。
プラスミドの名称、は友に示してある。ニックの入る部位。riTはRIOOとF とで決定されており、そ

れはいずれも図中に示したC とA の問である (In<lmOIO CI al.， 1991) 。ニックは、この位也の下官111

のDNA鎖に入る。ここに挙げたI益法配列は以下の論文より待た。 SalazarCl al" 1992 (pSU233) 

Lopez cl al.， 1991 (pSU316) ; Di L加 rcnzio Cl al.， 1991 (pED208) ; Finlay Cl al.， 1986. (R  1) 

Thompson Cl al.， 1984 (F) ; Finlay el al.， 1986b (CoIB4) ; Graus-Goldncr Cl .1.，1990 (P307) 

Fecand Dcmpscy， 1986 (RIOO) 0 pED20SのEcoRI認識11111立GAATTCの上流の配列は報告されてい
ない。
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接合伝達における DNAの移動に直接関与する遺伝子には、 traM，、traY，帥 D、trafiの四

つがあり、これらの遺伝子のどれを欠いた変具体を用いても性繊毛の形成や安定な接

合対の形成は行われるが、 DNAの受容菌への移動は行われない(Ippen-Ihler and 

Minkl巴y，1986)。これら四つの泣伝子の内、 traYと向Iはori7領域におけるニツキング

(nicking) に関与する遺伝子であると考えられている。 invivoの解析から、 TraYタン

パク質と TraIタンパク質は協同してoriTにニックを入れるが、このニツキング活性は

TraY単独あるいはTraI単独では見られず、 TraY-TraI複合体の形になってはじめてニッ

クを入れる活性が生じるものとされていた (Everelland WilJetts， 1980; Traxl巴rand 

Minkley， 1988)。しかし近年RIOOやFを材料としたJnVltroのニッキング反応系による

解析から、 oriTにニックをいれるエンドヌクレアーゼがTralタンパク質であること、

TraIのみでもニツキング反応は行なわれるが、 TraYタンパク質と宿主タンパク質問F

(integration host factor) を加えることで効率的なニッキング反応が起こることが示さ

れている (Inamotoet aL， 1991; Matson et aL， 1991; Reygers et aL， 1991) 0 in vivoにおい

てはこれら三種類のタンパク質がori7領域上で複合体を形成することが効率的なニッ

キング反応に必要であると考えられ、この複合体はori7こsomeと呼ばれる (Inamotoet 

aL，1991) 0 oriTDNAのニツクの5'末端は丁目!と共有結合しており (Inamoto巴I川 ，1991;

Fukuda and Ohtsubo， unplIblished result)、ニツクの入った状態と入らない状態とは平衡

状態にあると考えられている 。最近Tralがorinこニツクをいれるのにはori1l丘辺の18

bpの領域sbiが必要であること、 Tralは一木鎖状態のoriTに対しでも働き、さらに、切

断された状態の ori1f百l士を再結令することでori11l¥]におけるDNAのつなぎ変え反応を

起こすことが示された (Fukudaand OhtSllbo， lInpllblish巴dresul t)。このことからDNAが

受谷菌に伝迷された後で起こるTIJ環状化もTralが行なうものと考えられる。Tralはま

た、 二本鎖DNAを巻戻す活性を持つDNAへリカーゼ1(DNA helicase 1)として9:rJられ

(Abdel-Mon巴met aL， 1983)、ニックが入ったDNAsj'iを巻戻して一本鎖にし、 DNAの

移動を可能にすると考えられる。 DNAへリカーゼIによるDNAの巻戻し反応はATPの

加水分解を伴い、そのエネルギーが一本!u'lDNAを受谷区iへと移動させるものとffti!!1Jさ

れている。 TraYタンパク質は oriTflI域に特~'~的に結合し、その結合古1I位sbyAはプラス

ミド特典的な領域に存在する (Inamotoand OhtSlIbo， 1990; N巴IsonetaL， 1993)。これは

-12-



lTa Y:遺伝子がプラスミド特異的であることとよく一致している。 TraYは自身のプロモ

ーターに隣接する部位sbyB、Cにも結合し (Inamotoand Ohtsubo， 1990; Nelson et a1.， 

1993)、traY-Tオペロンの転写を抑制 している (Takiet a1.， unpublished result) 0 Tralの

認識部位sbiとTraYの結合部位sbyAのI切には JHFの結合部位ih仇が存在し、これらの領

域上でon下som巴が形成されると考えられる (Inamotoeta1.，1991)。帥M、師y，traJ各

遺伝子がプラスミド特異性を示すのに対し、 同D遺伝子は プラスミ ド特異性が低〈、

類縁の性決定因子のtraD巡伝子の変異を相補することが出来る (Ohtsuboet a1.， 1970; 

Willetts， 1971; Alfaro and Willetts， 1972; Yoshioka et a1.， 1990) 0 TraDタンパク質は内膜に

存在し、 DNAに対して非特異的に結合することが報告されており (Panicker，1985 

Ph.D. thesis: Ippen-Ihler and Minkley， 1986に引用)、加えて lraDを欠いてもDNAの受容

菌への移動以外の全ての接合伝迷の過程が行われることなどからTraDタンパク質は一

本鎖DNAが供与菌から受容iAiへと移る|祭に辺り抜ける伝達口を形成するものと考えら

れている(総説 lppen-Ihler and Minkley， 1986) 。一方、本研究においてとりあげた

伺 Mifi伝子産物はDNA移動の開始に働いていると考えられているが、その具体的な機

能は明らかではない。図 1-4にtraMJ!1伝子周辺の塩基配列を示す。 lrilMはtraill伝子

群中最も上流、 onη買域のすぐ下流に位i丘し、接合伝達においてはー喬最後に受容菌

へと移る遺伝子である。また、 traMJ!1伝子は他のtra遺伝子とはオベロンを形成しない

ことカ咲日られてる。この泣伝子は、アミノ酸自己列からの計算では14508ダJレトン (Da) 、

マキシセル法によるWI析ではSDSーポリアクリ JレアミドグルfE気泳動 (SDS-PAGE) 上

で約10キロダルトン (kDa)の分子iitを示す127アミノ酸成法から成るタンパク質をコ

ードし (InamOIO巴1al， 1988)、このTraMタンパク質はプロテオリティックなプロセッ

シングを受けずに内膜に取り込まれる内政タンパク質であるとされている (Achtman

巴1al.， 1979)。

i立伝学的な解析により traM泣伝子は談合伝i主におけるDNAの移動に必須な辿:伝子

であり、その機能はプラスミド特J号性を示すことが判明しているが、その具体的な機

能や性質は現在までの ところ切らかにされていない。予側i(10な笑験によってF因子の

TraMタンパク質のonηR域に対する結合が制察されたとの報告が私信の形でされてい

るが (Musgr前巴 anciAchtman， personal communicalion; Thompson anci Taylor， 1982に日1m)、
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CA 1CGAC1GTCCA T AGAATCCTTTGA【応豆亙j}rCCT/lTG1 A1CCGACGGAT一一 3・
lr，α.J :~etTy t"Pro1hrA叩

図 1-4 R100のtraM遺伝子及びその周辺の塩基配列

L団MlIanscriplとあるのはDcmpseyによって報告されたlmh1ill伝子の転写開始点と推定される部位

である (Dcmpscy;1989)。また、それから推定されるプロモーター配列を示してある。 i田 Mitl伝

子のコーデイングフレームの下に塩基配列から予想されるTraMタンパク貨のアミノ酸配列を示す。

材*は終止コドンに対応する。また、 lraJの一部についても同級にアミノ酸配列を示す。 5Dは、リ

ボゾーム紡令部位となりうる配列を表す。
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これまでのところそれに関する詳しい報告はされておらず、詳細は不明である。また、

その機能についても、安定な接合対の形成が刺激となって丁目Mタンパク質になんらか

の変化が生 じ、そのことがDNA伝達のひきがねをヲI< (triggering) という説 (Ev巴rett

and Willetts， 1980)や、この領域の転写産物がfin周忌写産物や tra.nlli写産物と共に

βnO-βn昂問節系に関与するのではないかという説 (D巴mpsey，1989)などが出されてい

るがどれも確証はなく、詳しい解析が求められている。

このような背景の下、本研究では性決定因子R100のtraMi立伝子の機能についての

知見を得ることを 目的 として解析を行ない、粉裂したTraMタンパク質がori7領域に特

異的に結合すること、 同Mの発現が自己抑制を受けることを示し、さらにその結合領

域を含む ori7領域の構造のWf析を通して、 ori7額域上で形成され接合伝達のIJfl始、及

び制御に関与するタンパク質ーDNA複合体の機能とWi造について考察した。
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第二章 丁目Mタンパク質の精製とその性質の解析

要約

性決定因子RlOOのTraMタンパク質をTraM-コラーゲン-LacZ融合タンパク質 (TraM*)

の形で大腸菌内で発現させ、LacZに対するアフィニティーカラムで精製し、またコラ

ゲナーゼ処理によってTraM*のTraM部分(丁目M') を得ることができた。 TraM*、

TraM'は共に帥Mf1~造泣伝子の上流の広い領域に特異的に結合し、その結合領域 (sbm
領域)はori7領域中、他のF型プラスミドとのJ:¥]で比較的相向性の低い領域に存在し

たo sbm領減にはsbmA、B、c、Dの四つの結合部位が存在し、それらは 15bpからな

る相同的な配列を含んでいた。ここで符られた結果、及び"TrdMが}!(;);画分に存在するこ

ととを考え合わせ、 TraM は }J~~ に形成される一本鎖DNAの伝述口の近傍にori7稲城を保
持する機能を有するとの仮説を立て、これをTraMのanchoring機能と命名した。また

sbmC、DはtraMのプロモーターが存在すると考えられる領域に重なっており、 traMの

発現が自己抑制を受ける可能性が示唆された。

本r;'tのl人j符は以 FのA;文によって公Jえした

"Specific DNA binding of lhe 丁目M prol巴inlO lhe oriTregion of plasmid R100" 

Joumal of Bacleriology， 1 73:6347-6354 (1991) 

"Binding siles of im巴gralionhOSl faclOr in oriTof plasmid R 1 00" 

Joumal ofGeneral and Applied Microbiology， 36:287-293 (1990) 

-16-



1.序

引 00の的遺伝子のう ち接合伝達においてDNA伝達に直接関与するのは同M、traY、

traD、traIである。これらの逃伝子の変異は性繊毛の形成、安定な接合対の形成、表面

排斥には影響を与えないが、接合対を形成してもDNA伝達は行なわれない。本主主では

接合伝達におけるDNAの移動に必須な遺伝子である traMJll伝子の機能についての知見

を得ることを目的として、 TraMタンパク質を精製し、その性質について解析を行なっ

た。その結果TraMがoriT初城中の四ケ所に特兵的に結合するDNA結合タンパクr'iであ
ることを明らかにでき、そこからTraMの機能について考察を行なった。また、本草で

の解析を通して程々のタンパク質の結合、認識古ISイ立が整然と並んだ oriT額域のft~造が

明らかとなった。

2.結果

(1) TraM*タンパク質の精製

Trゆfタンパク質を精製するにあたっては、削Mi1i:イ云子をコラーグン逃伝子の一部

をリンカーとして s-ガラクトシダーゼiU伝子 (lacZ) と融令させて 、TraM-コラーゲ

ンLacZ融合タンパク質を大!I弘前に過剰生産させた。 丁目M-コラーゲンーLacZ融合タンパ

ク質は s-ガラクトシダーゼ(LacZ) に対するアフィニティークロマトグラフィーに

よって一段階で川製することができた。この)j法 (Genninoand sastia， 1984) をmい

ることで、その1汗|生のわからないTraMタンパク貨を容易に1'，'1製することができ、その

後にコラゲナーゼで処:ggすることにより |三|的のタンパク質部分だけを切り離しで性質

を調べることが可能であ った(図 2-1)。

実際にはまずRIOOのtrilMJ:u伝子及びその周辺の領域を合むRIOOの断片をベクタ-

pUC119にク ローニングしたプラスミドpABOIに対して ωM辿伝子の 54bpJ二流に

BamHl認識ms位を、 古司M込:ょ伝子のすぐ下流にBg111 f，!.!，r. :il)iIS1)/~ を Kl】欣e lの方法によりそれ
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図 2一1 LacZの基質アフィ ニテ ィーを利用したTraM・の精製の模式図

TraM*の LacZ部分の静索活性を利 JII して 、 その~11 アナログである TPEG を固定化 したカラムに
Tr品いを保持させ る。他のずンパク11を除いた後にホウ般ノゼツ77ーによってpHをおめでT悶 M*

とTPEGの結合を解離させ、 TraM*を浴出する (cIUlion)0 {，~，られたTmM*はコラゲナーゼ処理に
よって丁目M部分(丁目M')とLacZ部分とに分政できる (collagcllolysis)。
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ぞれ導入してpAB012を作成した(図 2-2)。次いでこのpAB012のBamHI認識音11位

とBglIl認識部位とに挟まれる領域をベクタープラスミドpJG200のBamHI認識部位にク

ローニ ングしてpAB022を得た(図2-2) 0 pJG200はパクテリオファージ AのcI857

(リプレ ッサーCIの温度感受性変異)からP.プロモーターをへてcro遺伝子の開始コ ド

ン (ATGcro)までの領域の下流にコ ラーグンーJi/CL融合遺伝子を配置し、 ATGcroから

コラーゲンの遺伝子が翻訳される構造をとっている(図 2-2)。そのためリプレッ

サーcI857が活性を保つ30'CではPRからのmi写は抑制されるが、 42'Cではcl857が失活

して抑制が解除され、コラーゲン JacZ融合泣伝子が高効率で発現される (Gemlinoand 

Bast肌 1984)0 pJG200のBamHI認識部位はATGcroに隣接しており、 pAB022上で traM

遺伝子は加M コラ ーゲンーJacZ漏出合遺伝子を形成する。 ATGcroとtraMコラーゲンーJacZ

融合遺伝子 (traM*遺伝子)とはコ ドンの読み粋がずれており、 ATGcroの直後には述

続する 2つの終始コドンが存在する。そのためATGcroからの倒訳はすぐに終結し、

traM:il1伝子のリボゾーム結合部位を用いて lraM辿伝子自身の開始コドンからあらため

て翻訳が開始される。また、 trilMi立伝子の終止コドンに相当する位置からコラーグン

遺伝子がinfram巴で続くため、 pAB022にコードされるTraM-コラーゲンーLacZ融合タン

パク質のTraM部分は本来のTraMタンパク質と全く同じアミノ酸配列となっている

(図2-2)。このTraMーコラーゲンーLacZ融合タンパク質を以後TraM不とl呼ぶ。

このようにして得たpAB022を宿主MCIOOOに保持させ、その培養jpl度を30'Cから

42'Cへとシフ トして90分間情益すると凶休の s-ガラクトシダーゼ活性は約1000ユニ

ットから約100000ユニットへとおよそ 10011b i';¥' )JIIした。また、凶休の全タンパク質に

対してSDS-ポリアクリルアミドゲルfE会Uik動 (SDS-PAGE) を行ったところ約130

印aの位世に新たなバンドが I'I\~JIすることが仰認できた(区12 -3) 0 t:)~ u:配列から

言H~ーし たTraM*の分子誌が 1 35 kDaであること、 pAB022の1tわりにpJG200を保持させ

た菌体ではこのバンドは iJ '， :~f!しないことからこの 7lil}J[:シフトで誘導されるバンドが

TraM*のバンドであると考えられた。

TraM*の生産を誘導したl品川本を破綴し、れ11山被から版画分を|徐いた後にLacZに対

するアフィニティークロマトグラフィーを:jTったところ、符られたるt料はSDS-PAGE

上で分子主約130kD~，の 、 ìJ~U交シフ ト によって誘導されたバンドと同じ位世にバンド
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BamHl ;._.. so 
ATC~CATATTTATAGTGAAAAGTTCATTGCTTAATAATGAAAGGTTTTATCTTATGGCC 
T ACCT AqGT AT AAAT A TCACTTTTCAAGT AACGAATT A TTACT ATCCA!¥AA T AGAA T ACCGG 
tsASPPro町 Leu…… MetAla

Cr。
TraM 

図 2-2 pAB022の惰築

collagen-LacZ 

rABOIはRIOOのor汀1から 1m]の途中までを合む DNA断片 (fiill- 1に示したm減に相当)を

pUCI19にク ローこンターしたプラスミドである。 pABOIにHしてプライマー !とプライマ -2を月lい

てKunkcl法を行ない、 BamHI認識部位と 8gm if~.j~'凶器イ立をそれぞれ図に示した位世に導入したのが
pABOl2である。 そのBamHI-BgnI434 bptl[r片をベクタープラスミドpJ02∞の BamHI認識部位にク

ローニングしてpAB022を得た。水平方向の矢印は泣伝子とその方向を表わす。 MはRIOOのI日 M

を、 jは(IaJの一部をそれぞれ示す。pJ02∞上に存在するc1857、内、 ATOcroはそれぞれパクテリオ

ファージ A のリプレッサ-clの温度感受性変~Hl伝子、 内プロモ ター及びcro.ill伝子の開始コド

ン (ATO)である。同じく pJ0200上に存在するcollagcn-]acZl融合.itl伝子はぬプロモーターから転写

され、 ATOcroから翻訳されて発現する。 pAB022のlraMの周辺部分の訟法配列を下に抜き出して、

アミノ敵配列とともに示してある。判*は終11:コドンに対応する。 5Dはメッセンジャー RNAのリ

ボゾーム結令官I1位と考えられる吉I1位である。 lraMとcollagcn-lacZ融合.itl伝子との境界の部分は

BamHl認i世昔日{立とBgllI認i龍吉例立とのhybridになっている。
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図 2- 3 TraM*のSDS-PAGEのパターン

pAB02マ保持する宿主菌MC1000を30"CでJ賊したもの(レ ン a)、 30"Cで培養した後に培養

1目度を似Cにシフトして90分11U96現を誘導したもの(レーン b)についての菌体の全タンパク管、

及ひ・TPEG-Sc向附によってね裂したTraM*札口， (レーン c) 日 DS-，jiリアクリ JレアミドゲLir
気泳動 (SDS-附 E)後、クマシープリリアントブルーによって染色した。図左に分子itL4MH

して月1いたタンパク11の佐世iとその分子訟を示してある。図右の太い矢印はTraMヘ崩11い矢正[1は

その分解産物であるLacZ部分と考えられるバンドをそれぞれ示す。
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を示した(図 2-3、 レーン c)。また、分子iitマーカーとして使用している LacZ

(116印 a)とほぼ同じ位世にもバンドがみられた。これら 二つのパンドはほぼ同じ

量であり、 このこつで試料中のタンパク質量のほと んどを占めていた。分子丑や基質

アフィニテ ィーカ ラムによって精製 されたことなどから前者はTr泌が、後者はTraM*

が分解されて出来たLacZ部分に相当すると考えられた。なお、後者のTrめいに対する

割合はアフィニティークロマ トグラ フィー前と比べて大きくなっている。これは、精

製過程でTraM*が分解されたため と考え られた。以後この試料をTraM*椋品として解

析に用いた。

(2) TraM*のoriT顎域に対する結合

得られたTraM吋禁IRIをITJいてゲルシフ ト法による解析を行った結果、 TraM*がoriT

領域を含むDNA断片のみに特異的に結合することが示された (1主12-4-2-6) 。

Tr必Pの結合したDNA断片はゲル上にはっきり硲認することはできなかったが、

TraM*の分子去が非常に大きいこと、さらにはTraM*の桃成史家であるLacZが凶i立体

として存在することなどから、移動度が極端に遮れ、グルの上端に存在するものと考

えられる。また、 TraM*の波皮が1告すと、大きいDNA断片に泳[i}J皮の遅れが見られた

(図 2-4、 レーン 2、 4)。これはTraM*の非特異的なDNA結合fjEによるものと考

えられる。このような非特異的な結合は特異的なJj[t同己列を認識して結合する他のタ

ンパク'[{においてもよく見られることである (lchikawael al.， 1987)。

TraM叫すoril市長岐に特34的に紡令することがIy]らかとな ったので、その主lii令条件を

解析するために反応条1'1ーを佼えて結合性を訓べた。 まずがI 介に対する pHの )jt~響を訓

べるために反応液に加える MES-KOHのpHをpH5.0からpH8.0までの範囲で検討した

ところ、 TraMホタンパク質のori7市兵域への特典的結合はlnvl1roではpH5.5において至迎

であった(図 2-5)。また、DNA結合タンパク質の解析においてDNAアナログとし

てしばしばmいられるヘパリンを加えると反応液I-IJの波j支が5ng /μ lですでに特異的

なフラ グメ ン トのバンドの消失が見られなくなり 、へパリンがTraM*タンパク質の特

奥的結合を 阻害することが'YJ らかと な っ た ( 1~12 -6)。
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図 2-4 TraM'のoriT顎域に対する結合

泊 ell(レーン I、2)または Bb川 (レーン 3、4)で切断したpSI87-XEIと丁目M事採品とを結合反

応液中で結合させ、 4%PAGE後共化エチジウムで染色した。レーン 2 、 4 はTraM.t~i品を 1)11 えた
もの、 レ一ン l、3はTr悶aM'j;標宮品を1加川えないコント口一Jルレである。 Tr悶aM叫i虫R品を力加日えたレ一ンは、

モル比がTra悶aM'η刊fDN州A=日=司120勾0となるように反応液を引州司訓日2製机tμしたh。凶下部に各制i出酬U

の切断j地也図を示す。数守字-はtl断}研仰fωj片「の長さ (ωbpω) を示し、太い車紛総』品lはTra品M円*を』加l日Iえたことによつて泳到動
J 

皮が変わった断片を示す。ゲjレの写J'tの両官11Iに各バンドに対応する断片の長さ (bp)を示す。
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図2-5 溶液のpH力、TraM・のori7草頁域に対する結合に与える影響

XmnI及ひ'Hindlllで切断したpS187-B19とTraM叱flf121とを反応させ、 3.5%PAGE後共化エチジウムで

染色した。レーン lは丁目M事を加えないコントロー Jレである。レーン 2、3、4、 5、6、7、

8はそれぞれ反応液のpHが5.0、5.5、6.0、6.5、7.0、7.5、8.0となっている。図下部にpSI87・BI9

のXmnl及ひ'Hind!llによる切断j也1;21を示す。図中XとあるのはXmnl、Hとあるのは Hindlflによる切

断部位である。数字は断片の長さ (bp)を示し、 丁目M*を加えたことによってiJidUJI.支が変わった

断片は太い紋で示している。ゲルの写兵の左側に各バンドに対応する断片の長さ (bp) を示す。

209bpのパンピはこのゲル上には見えない。
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図 2-6 TraM*のoriT領域に対する結合に与えるへパリンの影響

及びTraM'の濃度が増すことによる非特異的結合

mいたDNAは医12-'1と同じである。名レーンの)x.泌波に加えたTraM*Jxぴへパリンの誌は以下

の通りである。ゲjレの写JJ;の右側に各ノてンドに~Hi::する断片の長さ (bp) を示す。
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(3) TraM'のoriT領域に対する特異的結合

TraM*をコ ラーゲン リンカー の部分で切断してTraM音11分とLacZ部分に分離するた

めに、TraM吋薬品に対して コラゲナーゼ (collagenas巴)処理を行った。コラゲナーゼに

よる切断部位であるアミノ酸配列 PX↓GP X (矢印の箇所を切断する。 Xはどのア

ミノ酸で もよいことを示す G巴rminoand Baslia， 1984)は、 TraM*中コラーゲンリンカ

ーの部分にのみ存在し、コラゲナーゼ処酒!によってTr，副部分をLacZ部分から分離する

ことが出来る。 TraM*標品に対してコラゲナーゼ処理rrを行ない、 SDS-PAGEにて調べ

たところTrめがのバン ドが消失し、LacZと同じ移動度を示すバンド及び約10kDaの新

たなバンドが生じた(図 2-7)。後者はTr刷 タンパク質の坂基配列から言lt'i=した分

子量 (14508Da)や、マキシセル法によって示された分子量(約10kDa: 1namOlO el al.， 

1988) とよく一致し、コラゲナーゼ処理によってTraM不のTraM部分がLaczfill分と分間t

できることが確認できた。このが「たに出現したTraMUl1分を丁目M'と名付けた。 TraM'が

見られたことで、前節で精製した試料が笑際にTraM*であることがあらためて雌認で

きた。 TraM'I立本来のTraMのC末端部分にコラーゲン由来の 5アミノ酸残基 DPGP

Vが付加した形になっていると考えられる。 丁目M吋iEl守:にコラゲナーゼ処亙rrを施した

制壮Tr副 標品として以後の実験に供した。

このようにして得た丁目M'椋品を用いてゲルシフト J去を行ったところ、 TraM'

もTraM*と同じように 011時i域に特24的に紡令することがわかった (liZI2-8)。ま

た、 TraM ' の方カ汁raM* よりも結合能が~:11いことが示された(図 2 -8、レーン 2、5)。

これはTraM*のDNA紡合fiEがLacZml分によって部分的に m:ii::されていることを示唆す

る結果である。 TraM*の結合したDNA断片、つまりシフトした断片がゲルの上端に存

在すると考えられるのに対して、 TraM'の結合した断片の泳ofVJJ交の遅れは小さく、ゲ

ルの上でシフ トしたバンドが硲認できた。 TraM'のiJ12:}if_が高くなるにつれて泳動度の

遅れも大きくなっており (liZl2-8、 レーン 4-7)、ori7領域内には複数のTratl1結

合部位が存在することが示唆された。
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図 2- 7 TraM吋票品のコラゲナーセ処理

一ーー一一200
.司ー 116一-92.5

-66.2 

ーー 14.3

- 6.2 

レーン l、2、3、はそれぞれ丁目M'タンパタ質30pmolに対してコラゲサーゼを 9，"g、900ng、225ng

加えて反応させたものである。レーン 4はコラゲブーゼ処理をしない丁目M*探z弘、レーン 5はコ

ラゲナーゼ、レーン 6 は低分子1îi:J日夕ンパク 1'1分子ー沿マーカー ( BC~lCl叫aR出回rch Laboratorics 上

から Ovalbllmin:43 kDa、αーChymoげypsinogcn:25.7 kDa， β Lacloglobul川 18.4kDa， Lysozyme 

14.3 kDa， Bovinc Lrypsin川 hibilor:6.2 kDa， Insulin A + B chain: 3 kDa)、レーン 7は応分子量川タ

ンパク質分子公マーカー (BioLacI Laboralorics 上からMyosin:200 kDa， s -galaclosidasc: 116 klJa、

Phosphorylasc B: 92.5 kDa， Bovinc scrlllll alblllllin: 66.2 kDa， Ovalbumin: 45 kDa) である。レーン 6

及ぴレーン 7のタンパク ff分子量マーカーのうち Myosin、 s-galaclosidasc、PhosphorylascB、

Bovinc $crum albumin、Lysozylllc、Bovinclrypsin inhibilorについては右側にその佐世及び分子公を

示しである。
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図 2-8 TraM'のoriT顎域に対する結合

mいたDNAは図 2-4と同じである。各レーンの反j芯液での丁目M事またはT日M'とDNAとのモJレ比

は以下の辺りである。レーン 2とレーン 5を比牧すると、同じタンパク貨危でレーン 2では ¥¥79 

bpのバンドのシフトがほとんど見られないのに対し、レーン 5では完全にシフトしている。
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(4) oriT宅頁域におけるTraMタンパク質の結合部位

TraMタ ンパ ク質の oriTiiJi域上の結合部位をさらに詳しく司，~べる た めに、 oriTを含

むDNA断片(図 2-9 A)を用いて DNas巴Iフγ トプリンテイン グ法によるWH斤を行

った。 その結果、 TraM*存在下 でoriT額域内の 4つの箇所にそ れぞれ30bp程度、

DNase 1によ る切断からの慌 似呪られ、 TraMの結合音11位が示さ れた (図 2-9 B、

2ー10 )。 これらTral¥ぽ吉合音11位を主P巴Cl日c主indingsit巴ofth巴TraMproteinの略でsbmと

名付け、 上流側 より }I頂にsbmA、sbmB、sbmC、sbmDとした。これらsbm古ill位には 15塩

基対から なる相問的な塩基配列が存在した(図 2-9 C) 。 また、sbmB、sbmC、

sbmDにはそれぞれパリンドロミ Yクな逆向き霊彼自己列が存在した(図 2-9 B)。

TraM* タンパク質のsbmA、 sbmBに対する結合はsbmC、 sbmDに対する結合より~~く 、

タンパクiIl:が2倍にな らないとDNas巴Iに対する保護ははっきりとは見られなかっ た

(図 2-1 0)。

sbmAとB、sbmCとDとはそれぞれ隣接してイ了在するが、 sbmBとCのr:日には20bp程

度の間隔が有り、そこには宿主タンパク質問Fの結合部位に見られる共辺配列が見ら

れた。 DNase1フットプリンティング法によ って解析した結果、この音11位には実際に

lHFが結合することが明らかとなった(図 2-9 B) 0 IHFはR100のoriTiiJI域中のoriT

のすぐ近傍にも結合し、その結合告11{立をihfA，sbmBとCの間に存在する IHF結合音11位

をihfBと名付けた(B:12-9 B)。

Trめ4古河l司々のsbm苦11伎を単位として認識、が;令することを示すために、sbmD全体

に相当する33bpの配列の合成二本qj'iDNA断)"'，ー(1主12-1 1 (A) ; SBMO)、ihfB中に見

られる33bpの配列の合成二本1i'iDNA断K (1)<12 -1 1 (B) ; IHFB)をそれぞれコンペ

ティターとして月]いてグルシフトJ去を行な った。その結果SBMDはTraMの結合を阻害

したが、 IHFBはl狙答せず、 丁目Mが実際に例々のsbm奇11位を単位として認識、結合する

ことが示された(図 2-1 1)。 またコンペティターとして、liIIつのめ川部位にみら

れる15bpの共通配列(図 2ー 11 (C) ; CONSENSUS)、ihfB'ドに存在するIトIF結合部

位に見られる共通配列を含む 15bpの11i;列 (1豆12-1 1 (0) ; IHFCORE)からなる合成

二本名'iDNA断片ーをmいたところ、CONSENSUSはTraMの結合を阻害したが、
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図 2- 9 oriT顎域におけるTraM合タンパク質の結合部位

AにDNasc1フットプリンティングでJTIいたDNA断片及び"pで掠殺した5"末端を示す。 DNA断片は

横長の長方形で示してあり、 |二辺が上官11IのDNA鎖、下辺が下側のDNA)立を表す。 "pによる探検の

部位をホで示す。長方形全体は紋泌を入れた段附でのDNA断j守であり、そのうち斜線の入った部

分がDN出c1 フットプリンテイングにJI]いた断片である。 Bに R I OOの 0(/πp ら traMt;~ :ìii ill伝子まで
~Imの領I占のn\ )，I; ~G!i IJ をボす。 1 '~I 'i 'coll吋rvrc! とあるのは RIOO;lJi似のプラ スミド 1111 でよく WII さ れ

ている領域、 non∞11日刊ωとあるのは保存されていない、プラスミド特 ~I~的な領域である。塩基番

号は図 1- 4 に従いプラスミド特異的な領域の最初JのJ:ll.~~を l とした。 sbyAは丁目Yの紡合部位
(InamOlO alld Ohlsubo， 1990)、;11ι4&ひ'j/lmはIHFの結合部{立を表す。上向きの矢印はoriTを示す。

ニックは、 oriTIの下世間のDNA鎖に入る。 Dcmp日yによって報告されたlT71Mifl伝子の転写1m始点

(Dcmpscy， 1989) とそれから考えられるプロモータ一、及び広基配列から予?盟、される丁目Mタン

パク1'1のアミノ般配列をそれぞれ示しである。 TraMタンパク伎の結合部位sbmA、B、C、Dをそ

れぞれ示す。 sbms、C、Dに11イEする逆向き j又復配列を上下のDNA;ij'iのII1Jに矢印で示し、 sbmA、

B、C、DI勾に存在する保存された織法配列を上級または下料ta--dで示す。 CはBの中でa-dで示し

た各sbm部位に存イ王する保存された邸法自己列、ならびにそれらに共通すると忠われる湿器配列

(conscnsus)である。
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図2ー 10 sbm部位のDNaseIフットプリント

EaclとあるのはEacl部伎を筏議した353br Hpi11・Eacl断片、 D印!とあるのは0ョI部位を謀議した2S8

bp Dral-Eacl断片についてのDNasc1 フット プリンティングによるパターンである。DNA鎖の分離に

伎mしたシークエンスゲJレの波反をそれぞれ示しである。Eaclのレーン]、 2、3、4はTraM・/

DNAがそれぞれ340、170、85、o(コントロー jレ)、 Drillのレーン]、 2、3はそれぞれ300、150、

o (コントロール)の条1'1で反応させたことを示す。51.川部位をゲJレの左側に示す。，!J}:い怖が

DNase 1による切断に対して保設されているj'{i!&である。数字は各somJ)lS1立の同織の位tliを示す。

sbmC、 sbmDは sbmA、 sbmBよりも ìl~ いTrdM吋見j立で 7γ トプリントが見られる。
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図2- 1 1 TraMの結合に対する合成二本鎖DNAによるコンペティション

TraM*のoriT1JiJ;Jiに対する討i令を、 "pで収殺したDmI-TlhHB811131 bp附nに対するゲJレシフト法

で訓べた。 3%PAGE後ゲjレを.l'!，S'!))[[然l;'l:*:t，:し、オートラジオグラフィーにて悦覚化した。全ての

レーンにおいてT日 M叫立0.3pmoI、以殺したυト.At'[rJ，は0.005pmoJ)[Jいてお℃で20分1/:1*8令反応を

行なわせた。レーン lではコンベテイターを加えない条件で、また、レ ン 10では丁目M布を加

えず、深識したDNA断片のみを泳動している。レー ン I0で見られるタンパク伎の結合していな

いDNA断片(sI右側に fr∞DNAと示す)はレーン lでは全てシフトしている。 レーン 2-9では

以下に示すコンペテイターを加えて紡令反応を行なっている。レーン 2、23pl1lo1のSBMO:ンー

ン3、2.3pmoIのSBMD:レーン 4、0.2pl1lo1のSsMD レーン 5、23pl1lo1のIHFs レーン 6、

2.3 pmoIのIHFB:レーン 7、0.2pn101のIHF日。レーン 8、50pl1lo1のCONSENSUS:レーン 9、50

pmoIのIトIFCORE。下部にそれぞれのレーンで加えたコンペティ タ-SBMD(A) 、IHFB(B) 、

CONSENSUS (C) 、IHFCORE(D) の配列を示すottt~格号は、 1::111 -4に従ったe

32-



IHFCOREは阻害せず(図 2-1 1) 、丁目Mがsbm部位に存在する相同的な15bpの配

列を認識して結合することが示された。

3.考察

(1)TraMタンパク質の精製

本研究ではTraMタンパク貿の機能を解析するためにTraM-コラ ーゲンーLacZ融合タ

ンパク11J(TraM*)を椛築し、これをLacZに刈するアフィニティーを利用して精製し

た。この方法では本来の形でのTraMタンパク貨を得ることはできないが、機能の不明

なTraMタンパク質を一段階で精製することが可能となり、 Mt安沈澱ゃいくつものカラ

ムを用いる通常の方法に比べ粕裂の手順と時/1:]とが大仰に短くなり、精製過程におけ

るタンパク質の変性、分解などをi刷、|以に芥11えられると考えられる。また、 TraM*の

発現の様子を s-ガラクトシダーゼ活性(Laczi日生)で追跡、できるという利点を持つ。

更に、ここではcI857とP.プロモーターの発現制節系を用いており、需品誘導により目的

タンパク質を短時間のうちに大量に生産させることが期待できる。実際、 traM*;迫伝

子をもっプラスミドpAB022を保持する宿主wのTraM*産生の指，m~ となる L1CZ活性は、

熱誘導により約100倍にもなった。

LacZ活性はm体の版画分と可終的目Ii分とにほぼ等しく分配されていた。本来の

TraMタンパク質はJl災問分に分間されることがl況に、?Ji.~与されているが (Achtman et a1.， 

1979 ) 、 TraM *の場令JJ史に刻午11性の ~~l いTraMi部分と IIJïðtl の LacZì\:11分とが融令したタ

ンパク質であるためこのようになったのだろうと考えられる。また、 TrdMを脱に保持ー

するレセプターが朕に存在するならば、 TraM*の過剰生産によってTraM*に対するレ

セプターの孟比が低下し、そのキl!j:!:l~Jl止に保持しきれないTraM*が斜11胞質問分に遊離し

た可能性もある。

TPEG-Sepharos巴カ ラムを迎して何られたTraM吋JI:品は SDS-PAGE上で主~な二本の

バンドを示した(区12-3)。培養侃j立のシフトによって誘導される点や分子公など



から考えて、そのうちの上のバンドがTrめいであり、下のバンドはそのTr泌がが分解

されて生じたLacZ部分であると推定した。 TraM吋票品に対してコラゲナーゼ処理を施

すとー番上と二番目のバンドが減じ、それにともなって二番目のバンドのやや下、分

子量マーカーとして用いたPーガラクトシダーゼとほぼ同じ位置に新しいバンドが生

じたこと、また、約 10kDaの位置にTraM'と考えられる新しいバンドが生じたこと

(図 2-7) は、この推定を支持する結果である。

Tra1>伊を発現しているE自体の全タンパク質をSDS-PAGEで観察するとTraM刈土、

TraM部分が分j押されて生じたと考えられるLacZ部分よりはるかに多量に存在する。そ

れに対してTraM*標品中では両者の存在比は約 1 1 である (~2 -3)。この説明

としてTrめ伊が:n'i製過程で1¥余かれたか、あるいは分解されたかの二つの考え方が出来

る。本研究で用いた方法では丁目M*は l~í体の可治性四分からお1J製されている。しかし、

先に述べたように菌体のLacZ活性はJJ比四分と可浴性四分とにほぼ半々に分かれている。

しかもLacZが可溶伯であることから、もし菌体内でTraM*が分j~lf を受け LacZ部分が生

じていればそれは可溶性四分に分四されると考えられる。従って])5%四分のLacZ活性が

ほとんと'TraM*によるものであると考えられるのに対し可浴性画分のLacZ活性には分

解されて生じたLacZ部分によるものも含まれるはずである。従って、可溶性四分のみ

を用いる限り TraM*の精製採品中での存在比は低くなると考えられる 。TraM*の量比

を上げるためには可溶性画分だけでなく J民間分を可浴化するなどしてアフィニティー

クロマトグラフィーにかける、各種のプロテ アーゼ問答剤を月]いる、などの対策が考

えられる。

(2) TraMタンパク質のDNA結合性

精製されたTraM吋京品及びTraMt¥'!，日lをj日いたゲjレシフト法によるWI析の結果、こ

のタンパク質はRl00の ori7'ii.a域を含むDNA断)-~ f=-*i'lN的に結令することが明らかとな

った。この結合はへパリンによって阻害され、吏にpH5.Sにおいて至i砲であった。ま

た、 TraM*の企を閉やすと ori7領域を合まないDNA比lí)~ に対する結合もみられ、 TraM

タンパク質は非特異的DNA結合fIEも:j;'Jつと考えられた。



TraM・標品を用いたゲルシフト法では、タンパク量が増加するにつれてori7顎波を

含むDNA断片の泳動度の遅れが顕著となった (I~ 2 -8)。この理由としては①oriT

領域内にTr政1タンパク質に対する毅和性の異なる複数の結合音J¥f立が存在する、②

TraM'が濃度が高い状態では二f主体もしくは多主体を形成しており、希釈されること

でそれが解離する、などが考えられる。このうち②についてはTraM'のタンパク質量

がpmolレベルであり、その希F尺の度合いもたかだか四倍程度であることからも考えに

くく、従って①のようにori7額域にはTraMタ ンパク質の結合部位が複数存在するため

であると考えられる。実際にDNase1フットプリンティング法によって解析した結果、

TraMの結合部位が凹ケ所存在することが示された。

(3) ori7顎域にお けるTraMタンパク質の結合部位

DNase 1フットプリンティング法によってTraM*はtraM辿伝子の上流側4つの音11位に

結合することが明らかとなった。これまでにF因子のTraMタンパク質がtraM逃伝子の

上流にいくつか存在する逆向き重複配列 (invertedrep巴al) や111ft方向重複配列 (direCl

陀peal) に結合するのではないかと想像されていた(総説 Ippen-Jhlerand Minkley， 

1986)。本研究においてはじめて明らかとなった結令部位sbmA、sbmB、sbmC、

sbmDのうちsbmAを除く 3つの部位にはそれぞれパリンドロミックな逆向き主復配列が

存在し、 sbmCとsbmDのそれは比較的よく似た配列であった。また、それとは別に四

つのsbm音11位には 15~1~左対からなるよく保イJーされた J~)t~配列が存在した。合成二本免J[

DNA断片を}TJいたコンペティション尖験から、宍|採にTraMタンパク質は問つのsbm古11

位に共通に見られる 15bpの配列を訟j枕してここにあi;合することが示された。sbm音11位

はいずれもF型プラスミドI:lJで保存されていない、いわゆるプラスミド特災的な領域

に存在していた。これはtraM;u伝子がプラスミド特異的に働く i自伝子であることとよ

く一致し、 traM泣伝子の機能にはTraMタンパク質のoriT，'Jl域に刈する特JZ的な結合が

直後関与していることを示唆している。 TraM*タンパクfTのめmA、sbmBに対する結

合はsbmC、sbmDに対する結合に比べて弱く (1主12-1 0) 、またゲルシフト法によ

る解析でTraM'タンパク質のhlによって泳動j立の巡れに述いがみられたが、これは



TraMタンパク質は波度が低いときにはsbmC、sbmDに選択的に結合し、 bE皮が高くな

ってはじめてsbmA、sbmBにも結合するためであると解釈している。

(4) TraMタンパク質の構造

F型プラスミドのうちこれまで伯Mtl~造逃伝子の塩基配列カザ点告されているF、 Rl 、

CoIB4、pSU233、pSU316、P307、pED208及びRIOOの塩基配列から導き出されるTraM

タンパク質のアミノ酸配列をそれぞれ比較すると、それらはpED208を除きC末端仰IJの

領域はほとんど同じであるのに対して、 N:;K!i，'，制!IJの領域の相向性は低い(図2-1 2)。

Tr仏4タンパク質の結合領域がプラスミド特典的な領域に存在すること、同Mがプラス

ミド特異的であることから、 TraMのDNA*i~令ドメインはそのN末端似IJ の領域の中にあ

ると考えられる。 C末端仰IJの領域はTraMのJJ!込への取り込みやタンパク質問士の相互作

用に関わっていると考えられるが、 C末端領域には特に臨li7J，性の高い古11位やJJ失l't迎ド

メインは存在しないことから丁目Mの肢との総和性はいわゆるj県民通lliの桃iiEによるの

ではないと考えられる。一つの可能性としては脱にTraMを保持する機能を持つタンパ

ク質が存在することも考えられ、これに関しては今後さらに解析することが必要であ

る。

(5) TraMタンパク質の機能

木研究においてTraMタンパク質がoriTj'!l'j域'1'桜子干伝迷のl祭ニックが人るull位の

traMill.伝子側、 つまり接合伝迷において一件以後に受Ztkr'í に移動する ~f械に41決的に

結合することが切らかとなった。このこととTraMタンパク釘が)J失に親和性のあるタン

パク質であるということから、 TraMタンパク貨がoriTrIl域を!l失近俗、特にTraDによっ

て形成される DNA伝迷口近伐に保ねする機能をもっとの仮説を立て、これをTraMの

anchoring機能と名付けた。この仮説によればlraM辿;伝子が桜合伝達に:必初であるとい

つことが、 TraMタンパク質が存在しなければoriTful域を DNA伝達口近伐に保持するこ

とができず、一本1j'[DNAが受容菌へと移動することができなくなるためと説IY1できる
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(図 2-1 3) 0 TraMタンパク質とTraDタンパク質などとの相互作用についての生化

学的な知見は得られていないが、もし丁目Mタンパク質がTraDタンパク伎と相互作用を

持つのであれば、 ori7領域を単にj段の近傍にというだけでなく DNAの迎る孔の近傍に

保持するという、より直接的な役割をTrdJ'vIタンパク質は来たしていることになる。こ

のTraMタンパク質とTraDタンパク質との相互作用は、ぜひとも解析すべき興味深い課

題である。
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RECIPIENT 

DONOR DONOR 

TraM (+) TraM (・)

図 2- 1 3 TraMのanchoring機能に関する模式図

TraMが存在すると (TraM(+))、ormJiJ1Gが以近傍に保持されDNA伝迷が開始するが、丁目Mが存在

しないと (TraM(ー))ormn域は朕近{去に問定されず、 DNA伝達は開始されない。



第三章 traMJ遺伝子のプロモーター領域の解析

要約

性決定因子RIOOの同MはDNAの伝達に直接関与ーし、その遺伝子産物であるTraMタ

ンパク質は同Mの上流、 sbmA、B、c、Dと名付けた四つの音1I位に結合する。 TraMが

自己の発現に与える影響を調べるため、 向Mの上流を段階的に欠失させた仰M遺伝子

の開始コドンに infram巴になるようにJacZ泣伝子を融合し、 丁目M-，TraM+の宿主菌に

保持させ、その s-ガラクトシダーゼ(LacZ)i斤聞を桁標に伺Mの発現を調べるととも

にtraMATO-Jac2融合泣伝子の転写産物についてのWI析を行なった。その結果、 二つのプ

ロモータ -PMl 、 p叫存在が示された。上流~!Ijの pM2l;!:sbmC、 Dと霊なって存在し、下流

側のPMlはsbmDの下流に存在した。 PM1は日日いが.fIIj成的に発現するプロモーターであり、

P四からの発現はTraMの存在下でその発現が完全に抑制され、またIHFによっても部分

的に抑制された。TraM非存在下ではP-:'12のブJが強いプロモーターであった。 P四は談合

伝達の直後や細胞増員li に 1'1'いTraMの ori~fl域に刈する有INi;~1交が低下した|祭に必要誌
のTrめ4を発現するために働くと考えられる。 11ーIFは丁目Mの発現の部分(10な抑制がその

第一義的な機能ではなく、 TraMとと もにDNA伝述に必要な機能を持つ複合体を形成

する働きをするものと考えられる。

本意の内容は以下のように印刷、公表した。

"Repression of lhe traM g巴n巴ofplasm id R 1 00 

by its own producl出ld川 I巴gralionhOSI faclOr at 011巴ofth巴twopromot巴rs"

JoumaJ of Bilcteriology， 1 75・4466-4474(1993) 
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1.序

第二撃で決定したTraMの結合部位のうちsbmC、DはD巴mpsey(1989) によってマ

ップされた的Mのプロモーターと重なっていた。このことは丁目Mが自身の発現を転写

レベルで抑制する可能性を示唆する。加Mは単独でオベロンを形成しており、同領域

には traM、 traよ及び巨大な traドIオベロンの三つの主要なmT.~:単位が存在するが、的I

の発現カ{finOP系によって、 traY-Jオペロンの発現がTraJによってそれぞれ制御されて

いるのに対し、加Mの発現にI刻してはTraJによって正に制御されるという結果がこれ

までに報告されているのみであり、しかもそれと反する報告もあるなどその笑体は不

明である。

そこで本章では実際に自己抑制機梢が存在するか、また、 TraJタンパク質や他の

タンパク1aによる制御が行なわれているのかを確認するために、 (raM迫伝子のプロモ

ーター領域の解析を行なった。解析の結呆、 (raMの発事1は自己抑制を受けること、

TraJによって活性化されないことが明らかとなった。

2.結果

(1) traMのプロモータ の探索

lraM逃伝子のプロモーター予lff域を s-ガラクトシダーゼil，tlをJ将棋として解析する

ために、同Mの上流の級々な領域を traMili伝子の IJfJ始コドンがベクタープラスミド

pR-pMLBのlacZ泣伝子のコドンと おしみ枠が同じ (infram巴)になるように融合した

traMATa-lacZ融合i立伝子を迩ぶプラスミドpAB0215、49、216、217、218を構築した。

得られたプラスミドが含む的M辿伝子の上流領域の範囲、及びそこに存在する sby、

ihλsbmのそれぞれの部位の位iuを図 3-1に示す。これらの同州、ra-1ac2漏出合iiI伝子

が発現して符られる TraM川o-LacZ融合タンパク貨のアミノ隊配列は、インタクトな

LacZと全く同じである。これらのpABOフ・ラス ミドをlacZの完全欠損株である和主大脇
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図3一1 プロモーターの検索に用いたtraMATG-lacZ融合遺伝子の情造

最上部にR100のoriT(....)から阿Mまでの領域と、この領域内に-;-;-yプされているタンパク貨の

結合部位を似式的にノJ、す。 i/J{A、創立IHFの結イ干川位、 shyAは丁目Yの払イ7古11位、 sbmA、B、C、D

は丁目Mの結令部位をそれぞれ示す。J1[~-lfIニー，::; は 1i!ll -1に従った。/1:.n、A.12は本研究でIYJらかに

した帥Mのプロモーターの佐世である。 r，'~には jlff析に JTJ いたプラ λ ミドのI問M品u- 1acZ融合遺伝

子周辺のji~迭の似式図を示す。 pR-pMLBは traM"IG- 1acZ融合泣伝子を fl::~するのにmいたベクター

プラスミドである。 d857、向、 ATGcroはそれぞれパクテリオファージ Aのリプレァサ clの損皮

感受性変興泣伝子、""プロモーター及びcroill伝子の開始コドン (ATG) であり、 pR-pMLB上の

lacZ遺伝子はATGcroから捌訳されて~lJlする。図 rl' の白依きの矢印は ill伝子とその方向を表わす。

各pABOプラ λ ミ ドは太線で示した1j:~1TI1 を pR-pMLBのATGcroの直後に右イ上する BamH:r f&，識部伎に
ク口ーニングして符た。最下部に示すのはlr川1

ATGとlaιZとのi1i紡部分の塩基配列である。SD配列

と同MATGを下線で、 BamHI認識部f立を太文字でそれぞれ示す。
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菌MClO∞に保持させ、融合泣伝子が発現して産生されるTraMATO-LaCZ融合タンパク質

によるかガラクトシダーゼ(LacZ)活性を測定することで、 invivoにおけるtraMの発

現の強さを調べた。これらのpABOプラスミドにおいてはtraM，叩の上流にpR-p孔1LB上

に存在するパクテリオファージ Aのプロモーターれが位置するが、 p/J、らの転写は同

じく pR-pMLBにコードされる温度感受性レプレッサ-cI857によ って抑制され、cI857

が活性を保つ30'Cにおいては挿入したDNA断片による転写活性のみを訓べることがで

きる。

これら一連のpABOフ・ラスミドを保持するMC10∞を30'Cで培養し、菌イ本のpガラ

クトシダーゼ活性を調べた(図 3-2 A)。その結:likpAB0217 (sbm領域を含まない)、

pAB0218 (山nDのみを含む)は互いに同程度、しかしpR-pMLBよりは有意に高い p

-ガラクトシダーゼ活性を示し、 pAB0218が含む208存自の塩基か らtraMの開始コドン

までの問、すなわちsbmDと的Mi立f云子とのli¥]にプロモーターが存在することが示され、

これを PMlと名付けた。一方、 pAB0215 (sbmCとsbmDを含む)、 pAB049(sbmB、

ihfB、sbmC、sbmDを含む)、 pAB0216(全てのsbml'ill位と ihfBとを含む)は吏に高い

かガラクトシダーゼ活性を示した。この結井ーからpAB0216にあってpAB0217には存

在しない 147番 目の塩基から 176番目の塩基までの領域、すなわちsbmCを含む領域に

はさらに強いプロモーターの存在が示され、これをP"2と名付けた(図 3-1)。

(2) IHFはPM2力、らの発現を一部抑制する

p，包による traM，¥TG-1aCL漏出令Jll伝下のづUJ!が凡られる pAB0215、49、216のうち、

pAB0216は pAB049や pAB0215 よりも r'， ':j い ì!ï 'l'l:を示した (~I 3 -2 A) 0 pAB049ヤ

pAB0215にはJHFの結合音11位ihfBが存在するがpAB0216には存在しない(図 3-1)。

これはIHFがihfBに結合することでP悶による lraM
ATO一

lacZ漏出合泣伝子の発現をある程度

抑制することを示唆する。そこで、 P~12からの発現に対する 1HFの影響を評価するため

に、 MC1∞oの lHF欠損変異株TA1000を榊築し、それを桁主として同様のj~rl.析を行な

った。その結来、 P~nのみによ って lraM川 口ー lacL1:i1! 令逃伝子を発現する pAB0217、 2 1 8 、

及びPMl、P同は持つがihfBを持たないpAB0216の示す s-ガラクトシダーゼ活性
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図3-2 TraMATG-LacZ融合タンパク質の発現による

βーガラクトシターセ活性

各グラフの左側に示した帥MA1G-JacZ融合泣伝子をふ1・つpABOプラスミドまたはpR-pMLBを保持す

る宿主1'tiが30"Cで示す s-ガラクトシダーゼ(LacZ)前性を測定した。 Millcf(1972) によるU'lllで

求めた各々のLacZ活性の他は三回以仁の測定イIUの平均値であり、 :Wられた平均値と秘権偏差をグ

ラフの右側に示す。各ノて才、Jレでj日いた社;3:凶は以下のi車り。

.̂ MCIOOO (IHF+)、(口) ; TAIO∞(IHF)、田

B. MCIOOO/pAsOl20 (TraM+) 、 (口) ; MCIOOO I pHS 12 (丁目M-)、 (.) 

C. TAIO∞I pAB0320 (丁目M+)、 (口) ; TAIOα) I pAB0300 (丁目M-)、 (圃)
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IHFの野生株、変異株どちらの細胞中でもほぼ向程度であるのに対してpAB0215、49

はJHF欠損株細胞中では野生株よりも高い s-ガラクトシダーゼ活性を示し、 IHFが

ihfBに結合してP四からの発現を約60%程度に抑制することが明らかとなった(図 3

-2 A)。

(3) TraMのPM2における自己抑制

P，nlisbmC、Dと重なっており、ここに丁目Mが結合して発現を抑えることが予想

された。これを調べるために共存するプラスミドからTraMタンパク貿を供給して同様

の解析を行なった。 TraMタンパク質を供給するプラスミドは、大JJ&菌Jacオペロンの

プロモーターの下流にプロモーターを欠いたtraMtllj:造Jll伝子を自己し、それをpSC101の

多コピ一変異であるpHS12(Armstronget al.， 1984) に挿入したプラスミドpAB0120を

用いた。 pAB0120の構築については第六itt，材料と方法のJJjで述べる。 pAB0120にお

いてはtraMはJacプロモーターから発現するため、自己抑制機怖が存在してもその影響

は受けず、 Lacレプレツサーを持たない宿主WMCIOOO中でTraMタンパク質を発現する

ことが出来る。

pAB0120を保持する丁目M+のMC10∞(MC1000/ pABOI20) 、及び対P.Hとして

pHS12を保持するTI丑M のMCloo0(MC1 000 / pHS 1 2)をそれぞれ宿主ksiとして、上記

と同様にTraM川o-LacZ融合タンパクnによる Pーガラクトシダーゼ活性をiJ!lJ定した(図

3 -2 B) 。その結果、 PM'のみを抗つpAB0217，218はTraM+、TraM どちらの車IIIJ泡

中でも同程度の Pーガラクトシダ ー ゼ前't'i: を ;r~ した。 これは P.\1 1 か ら の発現はTraMタン

パク質によ って抑制されないこと をポす。 ー)j、P'¥II" P.¥rl双方ーからTraM，:r(o-LacZ融合タ

ンパク質が発現するpAB0215、49、216の場介、 TraM;の*IIIJ胞"IJでは丁目Mーの*111胞中に

比べて示す s-ガラクトシダーゼ活性が非常に低〈、 p，包からの発現がトランスの位泣

から供給されるTraMによって抑制されることが示された。 pAB0215、49、216が

TraM+の刺11胞中で示す s-ガラクトシダーゼij1i'tgはpAB0217、218が示すイi!lと H程度で

あり、 p阻からの発現はTraMタンパク質によってほぼ完全に抑制され、 PM'からの発現

のみが行なわれているものと考えられる。また、 pAB0216においてTraMによるp阻か
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らの発現の抑制が見ら れることから、この抑制はsbmC、Dさえ存在すれば完全に行な

われ、 :;bmA、B、ihffiは必要ないことが示された。

旧Fによ ってPM2からの発現が部分的に抑制されることから、ここで観察さ れた

TraMの自己抑制が田Fの存在によって何 らかの影響を受ける可能性が考えられた。 そ

こで、 MCl∞0に代えてそのIHF欠如変異株であるTA1∞oを宿主として同様のI~析 を

行なった。その際、pSC101由来のpHS12は複製にlHFを必要とするためTAlO∞中では

複製できず (Friedman，1988)、この実験によIJいることはできない。そこでIHF欠損株

中でも複製できる pACYC177由来のベクタープラスミド pHY300PLK(Ishiwa and 

Shibahara-Sone， 1986)が迩ぶテトラサイクリン耐性遺伝子とアンピシ リン耐性遺伝子

の内、 後者を破壊したプラスミドpAB0300を構築し、それにpAB0120に挿入したのと

同じDNA断片を挿入してpAB0320を得た。pAB0300、pAB0320の梢築については第六

章，材 料と方法の項で述べる。 pAB0320を保持する TraM+のTA100Q(TA1∞0/ 

pAB0320)、及び対照としてpAB0300を保持するTraM のTAIOOO(TA1000/pAB0300) 

をそれぞれ宿主菌として上記と同様に、 s-ガラクトシダーゼ活性を測定した(図 3

2 C)。その結果、 MC10∞を宿主とした際と同様、 TraM+の*'11胞中でpAB0215、

49、216が示すp・ガラクトシダーゼ活性はpAB0217、218が示す値と同程度であり、

P担からの発現はTraMタンパク釘によってほほ完全に}qHIiリされていた。この抑制の様

子がMC1∞0を宿主としてITJいたときと変わらないことから、 TraMタンパク伎による

P四からの発現の抑制はIHFには依存せず、 TraMタンパク質自身のみで完全に抑制され

ることが明らかとなった。

(4) PM1、PM2の位置の決定

P"，、p同の位置を決定するために、 traM，¥TG-Jac.謝!合ill伝子をp"，から発現するプラ

スミド pAB0217、及びP~ll 、 p阻双方から発現するプラスミドpAB02 1 5 を保持する

MC1∞oからRNAを訓裂し、 JacZili伝子にハイブリダイズするプライマー(プライマ

ーM4[Takara]、表 6-6) を用いて逆転写昨素(，巴V巴rs巴transcriptase) によるプライマ

』や11長反応を行なって転写開始点を調べた。 MCl000/pAB0217から符たRNAについ
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て行なったところ、プラスミドを保持しないMCl∞o、またはMCl∞OjpR-pMLBでは

見られないや1
1長反応物が見られ(図 3-3、レーン 1-3 イql長反応物のバンドはゲ

Jレの右にムで示す)、その塩基配列上で対応する位置(塩基番号261及び262;図 3

-4 にマで示す)からこれがPMlからの~!.z;写産物によるものであると考えられた。そ

の転写開始点から、 PMlは図 3-4に示す位世に存在すると考えられた。 MC1000/

pAB0215を用いて行なったところ、 PM1からのWi写産物に由来するイrjl長反応物の他に、

より長いイrt長反応物が見られた(図 3-3、レーン 4，イ11'長反応物のバンドはゲルの

右にAで示す)。そのうち最も強いシグナル (図 3-3の大きい企)の塩基配列上で

対応する位置(塩基番号197及び198;図 3-4にV で示す)からこれがP四からの転

写産物によるものであると考えられた。その転写開始点から、 PMlは図 3-4に示す

位置に存在すると考えられた。

Tr仏4存在下て、のPM!、PM2からのlJ!i写建物を別べるために、 pAB0215または217に

pAB0 1 20またはpHS12を共存させ、同級の 1~11析を行なったところ、全てのレーンでPMI

からの!I!.z;写産物に由来するシグナルが見られた(図 3-3、レーン 5-8)。しかし

MC1000jpAB0215+pAB0120 (図 3-3、レーン7)ではP'flからの転写産物に由来す

るシグナルはMCI000/pAB0217+pHSI2(図 3-3、レーン 6)と比較してほとんど

伺じ程度にまで弱くなっていた。これは s-ガラクトシダーゼ活↑生を備校にして行な

った際に符られた結呆と一致し、ここで訓べた'1広写経物がP"" P拙から !I!~写されたも

のであることを確認できた。また、この紡来、 TraMタンパク伐による PM，1J、らの発現

の抑制が!I!.z;写レベルで行なわれていることがIYJらかとなった。

(5) TraMタンパク質はシスの位置に存在する自身のプロモータ -PM2からの

発現を抑制する

ここまでの解析でトランスの位 ii'ï: から供給したTraM タンパク貨がImM^TG-liiÇzH.~合

逃伝子の発現を抑制することが確認できたので、次に、元のプラスミドRI00仁で笑|祭

にlraMi立伝子が発現するのと同じ条件、すなわち、加Mu'!伝子がシスの位世にある PMI、

P岨から発現してTraMタンパク 1tî" を生産するときのP~1l 、 PM2からの !j[i写産物の状態を澗
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図 3-3 traMATG-lacZ転写産物に対するプライマー伸長法

A， "p標識されたプライマ -M4を)1)いてプライマ-11/'長法を行ない、:f-Ps.られた逆転写反応産物

を 8%シークエンシングゲJレにて iG:~~ùkfUJ し、乾燥後1 ートラジオグラフイーにて :tsm1じした。

RNAを調製する際に川いた1fi主誕lは会てMCIOOOであり、 MCIO∞/pAB0217(レーン 1)、プラ

スミドを持たないMCIOOO(レーン 2) 、MCIOOO/pR-pMLB+ pHSI2 (レーン 3)、 MCIOOO/ 

pAB0215 (レーン ~ ) ， ~， : C IO∞/ pAs0215 + pllSI2 (レーン 5) 、 ~ICI G 口:J / pA日0217+ pHSI2 

(レーン 6)、MCIOOO/ oAB0215 + pAsOl20 (レーン 7)、 MCIOOO/ pAs0217 + pABOl20 (レ

ーン 8) から別製したRNAに対してプライマ-fiIl&法を行なった。0.11からの転写産物由来のバン

ドをマ、A.121J、らの転写産物由来のバンドをVでそれぞれ示す。 ~12からの転写産物由来で政も長
〈、またシグナJレの強いのバンド二つを大きいV で示す。右側に主なバンドの復基配列上に対応

する位i位を抜き)~~きして示す。塩基苓 '0ーは図 I-~ に従った。 GATCは DNA鎖長を求めるための

マーカーにJT)いたシークエンスラターであり、プライマーやl'長法に)/)いたのと同じ5'末端を"p標

識したM4プライマーをJT)いてpAs0215DNAをテンプレートとしてdid∞xy法にて ~vM~ した。 B ，
上のパネ Jレ A の|剖のうち、ィ'~1主閣によるものと考えられるパ Y クグラウンドのバンドと1llなって

まぎらわしい領域(大きいV で示したバンドの周辺)を、依光H寺IIUを奴くしてオートラジオグラ

フィーを行なった。
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conserved . . nonconserved 
「一一 sbyA 

_， 11， ihμ 日-20.l'・ ....#2.0. ) .40 
C品~CACTACGCAAAAACAAGTTTTTGCTGATTTACGTTTTAAATCATGTAATTAACAAACGCTATTTATATTTAATAATTCTGλATTA

G(;TGTGTGATGCGTTTTTG1:TCAAAAACGACTAA主:!，GCAAAATTTAG!.A.9，，:r.:rλλTTGTTTGCGATAAATATAAATTATTAAGACTTAAT

i 
oriT 

sbmA sbmB 
寸同 i .80 1. 1 ・12Q ・ihfB ， ~1Q 
!!AAA TAGAGAGTCGTTGGCGATCCTGTT ACGACCCT ATAGCGACTCTTATTAGGATCAGTACTGACAA TTTTCA TGAAAAACATTGAT A 

AATTTATCTCTCAGCAACCGCTAGGACAA TGCTGGGA T A TCGCTGAGAA TAATCCTAGTCA TGA巳TGTT旦AAAGTACTTTTTGTAACTAT

__j・ ・・ 四一四一司

sbmC sbmD 
1 I 由仁一一一P旦三5 I .180 P巴 }o "，...200 .，. I .，.P.竺Jt5

!ATATTAGGGACGCCCCTAGCGCCGGATCGCATTTTTTTATAGGATGATCCTAGAGGCGCTGCTAGGAGTGTCTTTCTTACTTGTAAACA 

叫脳研 叩GGATCGC間 CTAGCGTAAAAAAATATCCTACTAG臼 TCTCCGCG悶 ATCCTCACA叫 AGAATG泊四TTTGT• 
240.，....，. P包上二上o 260・w.，. 280.:....e];! .300 .320 

C'rATATGCATATTTATAGTGAAAAGTTCATTGCTTAATAATGAAAGGTTTTATCTTATGGCCAGAGTAATTTTGTATATCAGTAAT 

GATATACGTATAAATATCACTTTTCAAGTAACGAATTATTACTTTCCAAAATAGAATACCGGTCTCATTAAAACATATAGTCATTA 

traM 'MecA1aA珂 ValIleLeuTyrIleSerAsn..

lraMRV primer 

図 3-4 or;7顎域の短基配列

∞田町vω、l10n∞nscrvedはそれぞれR I OO と類縁の性決定l羽子の11-11で相同性の iTE ぃ~Jj減、及び比較的

相向性の低い領域を示す。 I益法祢号はプラスミド特典的な領域の最初のJ:jI;I，I;を]とした。上向き

の矢印は oriTを示す。ニ γ タは、 ori7'の下側の DNAjj1に入る。 sbyAはTraYの結合部位 (InamOlO

and OhlSubo， 1990)、i/1仏及ひ'il，ffiはIHFの結合古首位、 sbmA、B、C、DはTraMの結合部位である。

プライマーやl'長法で明らかにしたA.11からの転写産物の5'末端の位置をマ、 {J，121J、らの転写経物の5'

末端の{立位をV でそれぞれ示す。内2からの転写産物で最も長〈、かっiifの多いものの5目末総の位

置は大きな V で示す。それぞれの転写IJfl始点から予11.、される 10、.35配手IJを組基配列上に示す o

U品.fi立伝子のSD~è列、草l;l，l; Nè列から予1ft される丁目Mのアミノ般配列、及び1l!13 -5のプライマー

や1'長法にI日いたプライマ -lraMRYの位tri:を下に示してある。
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べた o traJ.イを含む DNA断片を含む 3種類のプラスミド pSI87-XE1、 pSI87-ES3、

pSI87-XS5 (Inamoto et al.， 1988) (図 3-5 B) を保持する大腸菌JM109からRNAを

調製し、 traMWJ造遺伝子の 5'末端付近にハイブリダイズするtraMRVプライマー(図

3 -4) を用いてプライマー仰長法を行なった。 traMIの上流領域からその椛造遺伝子

の途中までを含むプラスミドpSI87-XElを保持するJM109から調製したRNAを用いた

ところ、 PMl、p阻双方からの転写産物によるシグナルが確認できた(図 3-5A、レ

ーン 1) 0 traMの上流領域からその椛造逃伝子全てを含み、丁目Mタンパク質を生産で

きるプラスミドpSI87-ES3を用いたところ、 PMlからの転写産物が示すシグナルの強度

は非常・に弱くなっていた(図 3-5A、レーン 2)。用いた 3極のプラスミドを保持

しない、もしくはtraMの上流領域を持たないプラスミドpSI87-X討を保持する九1109の

RNAによってはこれらのシグナルは見られなかった。以上の結果からtraMM伝子の発

現には、 TraMタンパク質が自身のプロモータ -PM2を抑制する自己抑制機併が存在す

ることが示された。

(6) TraJ はfraMの発現に影響を与えない

traY-Iオベロンの転写を活性化する正の制御因子であるTraJタンパク 11がtraMIの発

現をも制御するという考えがあった。そこでTraJがlraMの発現に与える影響を調べる

ために、 pAB0300にlraJfl1i-造泣伝子をクロ ーニ ングしてTraJタンパク質を発現するよう

に構築したプラスミドpTAK1301 (Taki Cl al.， llllPllblished r巴slllt) を保払する MCω00( 

MCI∞0/pTAKI301) をTraJ+の1li:t、MCIOOO/ pAB0300を丁目Jーの桁=i::としてmい、

TraM"ro-LacZ融合タンパク質による 戸ーガ ラクトシダーゼ活性を測定した。 その結来

TraJはぬMの発現に影響を与えないことがIy~ ら かとなった(図 3 -6)。
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図3-5 traん伝写産物に対する プライマー伸長法

A. pSI87-XEl (レーン 1)、 pS187-ES3 (レーン 2)、pSI87-XS:i(レーン 3)及びプラスミドを

持たない(レーン 4)宿主凶JMI09から，J.j製したRNAに対し、5'末端を"p似H抗したlfaMRVプライ

マーをJrJ"、てプライマーイ中長法を行なった。 A.1lからの*i:写産物山来のパンドをマ、 0.12からの転

写産物由来のバンドをV でそれぞれ示すo A.12.1J、らの転写産物由来で最も長〈、またシグブルの強

いのバンド二つを大きいV で示す。 CTAGはDNAijl長を求めるためのマ -11ーに)j]V、たシークエ

ンスラダーであり、同じ5'末端を"p探;抗したtraMRVプライマーをmいて、 pSI87-XElDNAをテン

プレー トとしてdid∞xy'rlにて調製した。

B. RIOOのori7顎域及ひ'traMから !mEの途中までの制限砂素地区!と、 p51プラ λミドが含む官iJまを

様式的に示した。 各p51プラ λミドは太線で示した官l域をpUC19にクローニングしたものである。

畑道伝子は白依きの四戸jの中に斜字体で示した。 E、X、SはそれぞれEc，沢l、Xmnl、5111"1の認識

古川立である。
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• MC1 000 I pAB0300 (TraJ+) 

仁コ MC1000 I pTAKI301 (TraJ-) 

pR-pMLB刊 32.5 

36.8 

233.6 pAB0218 _，.圃且寸
335.6 

pAB0217 _，.園町 265.7 

259.8 

1637.9 
pAB0216 

1779.5 

1408.7 
pAB049 

1103.2 

1415.0 
pAB0215| 1495.7 

。 1000 2000 

図 3- 6 traMの発現に対するTraJの影響

TraM̂TI;-UtcZ敵令タンノマク11の発J)Iによる s-ガラクトシダーゼi再刊をf制限にtmMの発事lに対する

丁目Jの j~e~~~ を調べた。各グラフの左~111 にぶした凶M"'G- 1ilCZ融合泣伝子を持つpABOプラスミドまた

はpR-pMLBを保持する宿主閣が30"Cで示す s-ガラクトシダーゼ(UtcZ)活性をijJJl定した。 J日いた

宿主菌はMCI000/pTAK1301(TraJ+) (・)、及びMCI000/ pAB0300 (TraJ -) (口)である。
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3. 考察

(1) traMの二つのプロモーターの位置の決定

本研究により、 向M遺伝子が、 p閥、 P阻の 2つのプロモーターから発現することが

明らかと なった。 PMIの存在は本研究によってはじめて明らかになったものである。

また、 p悶はDempsey(1989)によってマップされたものとおそらく一致するものであ

るが、彼の報告した転写OfJ始点は本研究で決定した位世の5bp上流にマップされてい

た。Dempseyは転写開始点の決定に、JnVJVOにおいて放射得点放したRNAに対してDNA

プロープをハイプリダイズさせ、 RNas巴による消化から保護されたRNMj~の鎖長を7M

尿素を含むポリアク リルアミドシークエンシンク・グルでの電気泳動にて調べる、いわ

ゆるRNas巴prOleClionassayを行なっているが、 RNMJ'iの鋭、長を決定する際に、 Maxam

とGilbert(1980)の方法で化学的に調製したDNAラダーを指標に用いている。一般的

に用いられる条件では、 RNAJJiは同じ長さのDN Mj'[に比べ 5%程度遅くシークエンシ

ングゲル中を移動することが知られており (Sambrooker al.. 1989) 、もしこれを考慮

にいれて補正すると、彼の報告した転写開始点は木研究で示したp悶からの転写開始

点と同じ位置であると考えられる。

(2) traMの発現の抑制機備と その意味

TraMタンパク質はP"2からの転写を抑制し、この自己抑制によって創IIJ胞内のTraM

タンパク質量は一定に保たれていると考えられる。 PM! からの!liï;~:はおそらくプロテ

アーゼによる分解など自己抑制機構では調tmできないね度のTraMタンパク質のわずか

な減少を補っているのであろう。それに対してp川からの転写は、 DNA{云迷をうけた

受容菌剤11胞内や、キI1IJ泡分裂に伴い細胞の休初がj.1;切1Iした際など、刻11胞内のTraMタツパ

ク質i濃度が大きく低下した場合に抑制が解除され、 DNA伝迷に必要なだけの丁目Mが

速やかに生産されるのであろう。接合伝述によってR因子を受け取った受谷ji!;jが、そ

の直後一時的に高い接合伝達能を示すHFRT(H_igh frequency s fransfer)という現象が
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ある (Haradaet al.， 1977)。これは、 Traタンパク質の発現を抑制する働きを持つ

FinOP系の発現が充分でない問に 的ドIオペロンの転写が行なわれてTraタンパク質が

発現するために起こると考えられているが、これが高い伝達能を示すためには胞子I

オペロンとは独立に転写されるTraMの生産も速やかに行なわれる必要があり、 それは

P同からの転写の自己抑制の解除によ って実現されるのであろう。

TraMタンパク質によるP四からの転写の抑制は、 P~nがsbmC、 Dと 重なるためにこ

こに結合したTraMタンパク質がRNAポリメラーゼのp悶への結合を物理的に妨害する

ことによるものと考えられる。 P岨からの転写はJHFによっても約 60%にまで抑制さ

れたが、 IHFの結合部位ihfBは P~nに隣接して存在しており、ここに結合した JHFが

貯~Aポリメラーゼのp地への結合を部分的に阻害するものと考えられる。 D巴mps巴y と

Fee (1990) は旧Fーの菌株ではtraM'の発現が抑制されると報告しているが、本研究で

得られた結果はそれとは一致しない。彼らはtraMにクロラムフェニコー Jレアセチル ト

ランスフエラーゼ (ωt)巡伝子を述結し、 IHF+，JHFーの菌株に保持させてクロラム

フェニコール濃度の異なるプレート上でのコロニー形成能を調べ、どの波皮まで耐え

られるかによってcat泣伝子の発現を評価している。しかし、 JHFの欠損はpJeiotropicな

効果を示すため、彼らの結果はtraMの発現に対する IHFの効果のみを直接調べている

とはいえず、本研究で行なったようにプロモーター領域の欠失を利用したり、また、

直接CAT活性を測定するなどして詳しく解析する必要があったと考えられる。

同 Y-Jオベロンの!Iir;写を活性化する正の(!iU御悶子であるTraJタンパク質がtraM'の発

現にどのような影科を与えるかについては、これまでに二通りの紡糸が報告されてい

る。Gaffneyら (1983) はlacZ逃伝子を tmMr!I;.j1i巡伝子中に押入したWf，析からTraJタン

パク質がlraMの発事lを活性化すると 、出告しており、 一方 MllllineallXとWilletLS(1985) 

はgalKをレポーターに用いた系による解析から、 IraMの発現がTraJタンパク 1tfには影

響を受けないと報告している。本研究で仇1られた品ti:llHまMllllin巴auxとWillet凶の報告と

一致する o

IHFが四Mの発現を抑制したのは興味深いがi:Qkである。しかし、この部分的な抑

制lがihfBに結合したIJ-lFの第一義的な機能であるとは考えにくい。 orinfJ域には traMの

自己j!jI(IlU に関与する sbmC、 Dの他に、抑制には必~とされないTraMの ~i!i合部位sbmA、
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Bも存在し、 ihfBはsbmA、BとsbmC、Dとの問に位位する(図 3-1) c ihfBに結合し

た旧Fはその両側に結合したTraMタンパク質と共にこの領域に高次の構造体を形成し、

それがDNA伝達に必要なのであろう。 oriT'のすぐ近傍にはもう一つのlHFの結合部位

ihfAが存在する。 ih白はTraIの認識音11位sbiと丁目Yの結合部位sbyAとの間に位世し(図

3 -1) 、そこに結合したIHFは、ニッキング反応を触媒するTraIタンパク質とそれ

を補佐するTraYタンパク質との相互作用を助け、 oriTlこ効率的にニックを導入する装

置であるonτsom巴を形成するものと考えられている。 ihfBにおいてもそれと同様に、

TraMの機能の発郷に必要な椛造にIHFが関与していると考えられる。

K
U
 

R
U
 



第四章 oriT宅頁域の構造と機能

要約

Rl00の接合伝達開始点。riT'のすぐ近傍にはTral、IHF、TraYが結合する領域が存在

し、そこには oriTにニックを入れるのに必~な複合体oriT-someが形成されると考えら

れている。それに隣接した領域にはTraMの結合部位sbmA、B、C、DIJ'f存在し、 sbmB

とCの問には田Fの結合音11位ihfBが存在する。この領域 (TraM-旧F-TraM領域)に様々

な変異を導入し、 oriT7・ラスミドのRI00による可動性を指標に各結合部位の談合伝達

における機能を解析した。 TraM-IHF-TraM領域を完全に欠失すると接合伝達は行なわ

れず、個々のsbm部位及びihfBに変興を導入すると伝達効率が低下したことから、高

効率の接合伝達にはTraM-THF丁目M領域が完全な形で存在することが必要であること

が示された o ihfBの変異による伝達効率の低下は、ここに結合する IHFが

TraM-THF-TraM複合体の形成に関与し、それが高効率のDNA伝達を可能にしているこ

とを示唆する。 一方、 ihfAに変異を導入しても伝達効率は低下した。これはih仇に結

合するIHFがori7二som巴の形成に関与し高効率のDNA伝迷を可能にするとの仮説を支持

する。また、 sbyAとsbmAとのrlりに押入変異を導入したところphasing効果が見られ、

oriT-someとTraM-THF-TraM複合体との問に高次，悦迭の形成における立体配置的な相互

の関連、おそらくはタンパク質rl¥]の相互作月]が存在することが示唆された。
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1.序

接合伝達開始点oriT'の周辺領域 (ori7領域)は、接合伝達において、ニックの導入、

二本鎖DNAの巻戻しとそれによって生じる一本鎖DNAの受容菌への伝達及び完了とい

った一連の反応が行なわれる場であり、 DNAがイ云迷されるために必要なシスのエ レメ

ントである。ori7領域にはTrarタンパク質の認識部位 (sbi)、[HF、TraY各タンパク質

の結合部位 (ihfA、sbyA) が存在する。これらに加えてTraMタンパク質の結合部位

(sbmA-D) 、田Fのも う一つの結合部位 (ihfB)の存在が本研究で示されたことで、

ori7領域には接合伝達に必要なタンパク質の認識、結合昔日位が整然と並んで存在する

ことが明らかになった(図 4ー 1、図 4-2)。最近Rl00と類縁のプラスミドである

FやRlのori7領域がRl00とよく似た椛造をとることが硲認されており (Schwabet al.， 

1991; Di Laurenzio et al.， 1992) (図 4- 1) 、F型プラスミドの接合伝達における oriT

領域のこの構造の重要性が認識されてきている(総説 Ippen-1h1er and Skllrray， 1993)。

oriTにニックを導入する活性を持つのはTralであり、 invilrofこおいてはTralのみでニッ

クを導入できることが椴認されている (Matsonand Moηon， 1991; Reygers et al. 1991; 

Fukuda and Ohtsubo， unpllblished reslllt)。しかしTraYと[HFとが共存することでニッキ

ング活性の効率が上がること (lnamotoet al.， 1991)、実際のDNAイ云迷にはTraYが必須

であることから、 InV1VOにおいてはsbi、ih仇、sbyAにTral、IHF、TraYが結合すること

により oriTfこ効率的にニックを導入する装也、 oriT-som巴が形成されることが技合伝迷

に必要であると考えられている (lnamotoel al.， 1991)。一方sbmA、B、ihfB、sbmC、

Dの領域 (TraM-1HF-TraM領域)は、第こかで考祭したように、 TrdMタンパク質が

DNAの!民辺過装也の近伐にoriTfllJ或を保持するのに主要な役割をよ~たすものと考えら

れる。本章ではori7顎域内に存在するタンパク質の結合j!ill位のDNA伝達における機能

を解析する目的で、これらの部位に様々な変異を導入してDNA伝迷能に及ぼす影響を

調べることにより、 orinJIJ或のwmと機能についてのWI析を行なった。
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図4-， oriT領域の模式図
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これまでに判明しているR100、F、R1のori'f1，fiI，占内に;1'1=:([するタンパク1lfの紡令、認識部イ立を様

式的に;jとした。 Iこから R100、官庁はDNA伝迷uu始点、 sbiは丁目!のttlp北部位、 sbyAはTrdYの結合在日

位 (Inamotoand Ohtsubo， 1990) 、ill仇]j_ひ'illffiはIHFの結合部位、 s/J/llA、B、C、Dは丁目Mの結合

部{立、fJ:，.1J、 ~'2は t四Mのプロモーター ;F、 oriTは DNA伝達郎l始点 (Ma日on and Morton， 1991; 

Reygc目cta1.， 1991)、T悶Yは丁目Yの紡令部位 (Nc1sonC1 al.， 1993)、1HFは1HFの結合部位 (Tsai

et al.， 1990)、sbmA、B、CはTmMの結令部位 (DiLaurcnz旧 C1al.， 1992) 、pは予想される (JaMの

プロモーター ;R1、丁目M(I)、加〕はT団 Mの結合日目{立 (Schwabc1川， 1991)、pはI四Mのプロモーータ

ー (Schwabe1川， 1993)を示す。それぞれの苦IS{立に作川するタンパク1'1を白依きで示した。塩基

番号はそれぞれ非相同領域の始まりを lとした。 R100についてはsbi、il1仇、 sbyAの領域にはoriT
にニックを入れる装置であるoriT-somcが形成されると考えられるのでその旨示し、また、 sbm及
びillffiからなる官i減は、その~Gì1!'から TraM-1HF丁目M領域とした。
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図4-2 oriT領1或の塩基配列

本研究の結来も合め、これまでに判明しているori7領域内に存在するタンパク質の結合、認識部

イ止を t革法配列上に示した。 oriTは、 DNAíiì主 vrJ~tìl.( 、 sbil:J: Tralの必品部位 (FlI k uda ， unpllb1ishcd 

rcsu1l)、sbyAは丁目Yの結令部位 (Inal110l0and Ohlsubo， 1990)、ihfA及ひ'ihffiはIHFの結合部位、

sbmA、B、C、DはTr政 1の紡令部位、A.n、p，."l;!:traMのプロモーターであるogcneXは機能不明の

ORFである。塩基帯号は図 1-4に従った。
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2.結果

(1) oriTプラスミド伝達系の構築

引 00は約90kbの大きなプラ スミドであり、このori7領域に苦11位特異的な変異を導

入することは困難である。そこで、oriTf1iJ!或を持った小型のプラ スミドを作製 し、

RIOO-lの存在下でTraタンパク質 をト ランスに供給することによってそれらの プラ ス

ミドを伝達させる系(図4-3) の構築を試みた。 RIOO-1はR100のfinO変異体であり 、

伝達抑制機椛が解除さ れているため、 元のR100の1000倍程度 (Fと同程度)の伝達効

率を示す (Yoshioka巴ta1.， 1987; Wombl巴eta1.， 1988) 。この系を用いることに より 、

ori7領域に系統的に導入した変異が伝達能にどのような影響を受けるかを調べるこ と

ができるものと考えられた。

まず、 ori7領域を含むONA断片をカナマイシン耐性 (Km') のベクタープラ ス ミ

ドpHSG299 (Takeshila et a1.， 1987) にクローニングすることにより 、いくつかのoriT

領域を持ったプラスミド (oriTプラスミド)を符、これらの or汀フ.ラスミ ドを

旧~554/R IOO- I (R100-1を保持する大腸菌NM554) に導入した。受容菌として大腸菌

DH1から分離した リファンピシン耐性 (Rii)株であるOH1Rifを用いれば、接合伝達

によりプラスミドを受け取った菌 (11日nsconjugal1l)の内oriTプラスミドが伝達された

ものはRif'、Km'のコロニーとして選択することができる。また、 R100-1が伝達され

たtransconJugantはRif'とクロラムフェニコール耐性 (Cm') でiititJ-:できる。

R100などのF型プラスミドにはoriTIの1m;立伝子とは反対側、すなわち桜子T伝達に

おいて段初に受谷|泊へと移動する領域 (leading1官gion)に同法伝子とはj又対方向の機

能不明のORFであるgeneX (0巴mpseyand F巴巴，1990; Koraimann et a1.， 1993) が存在する

(図 4-2 )。このgeneXから lraEの途中までの約6kbのoriTを令むONAlViJ十を運ぶ

oriTプラスミドpAB0401の伝迷効率は 1.7X 10"2であり (lll4-4 )、これはR100-1と

ほぼ同じ他であった。それに対してpHSG299は伝迷されないことから、 pAB0401上の

断片に伝達活性があるこ とが示された。この伝迷前住|はgeneXから traMの途仁l'までの

断片にも見 られた(1ll4-4、pAB0421)0 sbiから traM机迭逃伝子の直前までの領域
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図4-3 oriTプラスミドの接合伝達解析系

宿主菌(供与閣)には大協菌NM554を川いた。 onTと記した白抜きのl1!1ilJは、カナマイシン耐性

(Km')プラスミドpHSG299にクローニングした0(1ηfi減を含む峨々なRIOO白米のDNA断片を示

す。供与到釧!泡l付に共存するRI∞ーlは RI OOの finσ~Y~によって抑制が)0/( 除され、 Traタンパク fIが

大量に生産される脱抑制変具体である。 RIOO-Iから供給される丁目タンパク賀、宿主mから供給さ

れるIHF(及び未知の宿主凶子)の働きにより oriTプラ λミドが伝迷される。 oriTプラスミドの伝

達liKm耐性が伝述されることで刻lることができる。
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戸dv 5bi sbvA sbmA亡sbゴI1'1.Bs亡bmコC=sbコmD tmM1f¥ 
~ ，-----，亡コ Tプ寸V:'" J， Y， A， L 
! l 

orLm L-t Lal」zL一白4 一J
l曲 」一一_j 2伺 3曲

ih(B mating 
efficier】cy

tpABO仰1.7x 10-2 

pAB0421 1.5 x 10-2 

pAB0701 1.4 x 10-3 

pHSG299 3.2 x 10 -6 

図 4- 4 R100のoril顎t或を含むDNA断片をクロ ニンクした

oriTフ.ラスミドの接合伝達効率

上にon巧li域内に存在する各結合、認識昔日位、 gcncX、1えひ，1m泣伝子の一部を校式的に示す。

E 

pHSG299はRIOO由来のDNA断片を持たないコントロールのプラ λミドである。太線はpABOプラ

スミドがもっRIOO由来のDNA断片の純凶を示す。プラスミド名の布にその伝達効率を示す。
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を含む断片(図 4-4、pAB0701)ではその伝迷活性は低下した。これらの結果は

pAB0421の持つ領域があれば伝達が行なわれること、また、その領域のうち pAB0701

が持たない部分、おそらくはoriTとgeneXとの問のleadingregionに何らかの接合伝達の

効率を高める働きがあることを示している。この結果、 pAB0421及びpAB0701が充分

な伝達効率を示すことが明らかとなった。これ以降はpAB0421、pAB0701をもとに様

々な解析を行なった。

(2) TraM-IHF-TraM領域はDNA伝達に必要とされる

pAB070 1 をもとに、 sbi~llj を悶定して IraMll!iJ の領域から個々のタンパク質結合部位

を欠失したori1領域を持つプラスミドを作製し、その伝達効率を澗べた(図 4-5)。

sbmDを欠失した pAB0731と、 sbmDに加えてsbmCを欠失した pAB0741は、共に

pAB0701の約半分の伝達効率を示した。 ihfBまでを欠失するがゆmAとBを持つ

pAB075 1は、伝達されるもののその効率は更に低下し、 sbmBまでを欠失した

pAB0761、sbmAまで欠失した pAB0771は伝迷されなか った。このこ とから

TraM-ll-IF-Tr副領域の うちsbmAとBさえ存在すればDNAは伝述されるがその効率は低

〈、それが高効率で行なわれるためには完全な形のTraM-IHF-TraM領域が必姿である

ことが示された。

次に、 TraM・ 1 HF-TraM~JI 域内の個々 の結令部伎の役割を女1 1 るために、士官L基置換変

異を導入したoriTfN或を持つプラスミドを作製してその伝達効率を制べた(図 4-6、

図4- 7) 。第二 Ì~iで述べたように、四つのsbmì首位ーには 1 5 bpからなる共迎配列が存

在し、これがTraMによる認識配列であると考えられる。そこでsbmttli位については、

各sbm部位の15bpの共通配列に対して基本的にはトランスバージョン変~I~になるよう

に、そして一部に制限酵素部位が含まれるように品iXi，~TI丘換変災(図 4 -8) を導入し

た。また、 ihfBについては、これまでに報告されている1HFの結令部位に見られる共

通配列 (Friedman，1988) に対して同様に j;~i，~世換 (1主1 t1 -8) を導入した。
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sbi sbyA sb~~!!.::;;.B s'::::!?.;2_mD 
，---，密室盟陸璽 堅塁盟密室雪 ささゴム」

....:._， 
ihμ 

lix1~ 2Po 
ihfB mating efllciency 

0701 

0731 

0741 

0751 

0761 

pAB0771 

pHSG299 

1.4 x 10 

5.4 x 10 

7.7 x 10 

2.2 x 10 

3.4 x 10 

3.4 x 10 

3.2 x 10 

ー3

-4 

-4 

ー5

6 

-6 

-6 

relative efficiency 

1.6 

0.2 

0.2 

0.2 

図 4-5 pAB0701のoriT顎域をtraMi則から順次欠失したプラスミドの

援会伝達効率

上にOfJ均1域内に存在する各結合、認球部位、及ひ'IraMi立伝子を校式的に示す。太総は各pABOプ

ラスミドがもっRIOO由来のDNAt!fr片の日;IiUl!を示す。 pHSG299はRIOO由来のDNA断片を持たない

コントローJレのプラスミドである。プラスミド15，の右にその伝達効率を示し、 pAB0701の伝達効

率を 100とした伝達効率の相対値をグラフに表わした。
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sbmA-Dそれぞれに変異を持つプラスミドpAB0421MA、MB、MC、MDについてその

伝達を調べたところ、どのプラスミ ドにおいてもDNA伝達の効率は低下した(図 4

-6)。この結果はと矛のsbm昔日イ立もそれぞれ高効率のDNA伝迷に必要であることを示

す。特に、 sbmAに変異を持つpAB0421MAの伝達効率の低下は著しく、その効率は貌

プラス ミドpAB0421の約1%であっ た。それに対し、 sbmB、C、Dそれぞれに変異を持

つpAB0421MB、MC、MDの伝達効率はpAB0421の約半分であった。 sbmAへの変異の

導入がDNA伝達効率を大きく低下させたことは、ここに結合する TraMタンパク質が

特に重要であるこ とを示唆する。

ori7領域に存在する二つの[HF結合音11位ihfA、ihffiに変異を持つプラスミドについ

てその伝達を調べたところいずれもDNA伝迷の効率は低下し(図 4-7)、各ihf音11位

がそれぞれ高効率の DNA伝迷に必要であることが示された。 ihfAに変異を持つ

pAB0421F5、ihfBに変異を持つpAB0421Flは、いずれも pAB0421の約 1%の伝達効率

を示し、 ihfA、ihfB双方に変興を持つpAB0421F15はほとんど伝迷きれなかった(図 4

-7)。

sbyAに変異を持つpAB0421Y2は伝達されなかった(区14-6)。 これはori7領域

に on下someが形成されることが談合伝達に必~であるとの仮説を支持する。

(3) ori下some領fgtとTraM-IHF-TraM領i或との関係

TraM-TI-IF-TraM領域とon下som巴j;JI減との|対係を訓べるためにsbyAとsbmAとの問に

5 bpまたは10bpからなる塩基配列の押入を持つプラスミドを作製 し、その伝達効率を

捌べた (凶4-9)。そのふう米、5bpの配列のfi[i人をJ，¥つpAs04212GSでは伝迷幼半

がpAB0421の約 1%にまで低 Fしたが、 10bpの配列の押入を持つpAB0421GIOではそ

の低下は約10%にとどまった。このことはTraM-1I-lF-TraM複合体と on下som巴との!i'.Jの

距離にphasing効栄が見られることを示す。
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fZ7ム」
mating efficiency 

pAB0421 

一一一一一一一一一一討が2¥ pAB0421Y2 

s~ p姐 0421地

sb勾x1}一一一一一一 pAB0421MB 

sbXC - pAB0421MC 

sゆ D. pAB0421MD 

pHSG299 

1.5x102 

81X106 

18x 104 

64X103 

3 
5.7 x 10 

84x 103 

-6 
3.2 x 10 

relative efficier】cy

0.054 

1.2 

0.02 

56 

図4-6 pAB0421のoriT領域中のsbm、sby部位に変異を導入したプラスミド

の接合伝達効率

上にori7i筑波内に存在する各結令、 "E4最古川立、 1土ひ'IraMill伝子を1X式的に示す。各pABOプラスミ

ドはpAB0421 に対 して図中に示す部位にm&也換l!\: S~ を 導入して符 た。 pHSG299は R100由来の

DNA断片を持たないコントロ ールの プラ スミドである。プラスミド名の右にその伝達効率を示し、

pAB0421の伝迷効率を 100とした{i;迷効率の相対イIUをグラフに表わした。
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sbi sbvA sbmA sbmB sbmC sbmD 
〔 ト「臨麹盤整習 匿麹隆麹

.".:，<()，与.，.r ..-♂・.

A Li--J m 」ー_J 200 

ihμ ihfB mating efficiency 

pAB0421 1.5 x 10 
ー2

L》《 pAB0421F5 
-4 

1. 7 x 10 

tt※ ※ 
一一一一一一 pAB0421F1 1.3 x 10 

う《
-6 

一一一一- pAB0421F15 3.4 x 10 
-6 

pHSG299 3.2 x 10 

図 4-7 pAB0421のoriT顎城中のihf部位に変異を導入したプラス ミドの

接合伝達効率

上にori1領域内に存在す る各結合、認~ ~最古川立、及びIraM泣伝子ーを様式的 に示す。 各pABOプラスミ

ドはpAB0421 に対して幽『ドに示す部位にJ1rUl~ 位換変 ~N を導入してねた。 pHSG299は RI QO由来の

DNA断片を持たないコントロ ーjレのプラスミ ドである。プラスミド名の右にその伝迷刃beleを示す。
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Pll*--> 
GCTTCGCAGATCCCATTTATAAACATCAGGCAGATTGCTAACATCCATTTTTTCATTTTT -121 
CGAAGCGTCTAGGGTAAATATTTGTAGTCCGTCTAACGATTGTAGGTAAAAAAGTA 

<-- geneX 

CCACCTCTGGTGACTTTATCCGTAAATAATTTAACCCACTCCACAAAAAGGCTCAACAGG -61 

SOI I 
-よ---ーーーー ， conserved<ーー

TTGGTGGTTCTCACCACCAAAAGCACCACACACTACGCAAAAACAAGTTTTTGCTG高TTT -1 
P12*--> • oriT 

一一一一一-ihfA
ーー>nonconserved

sbyA 
ACGTTTTAAATCATGTAATTAACAAACGCTATTTATATTTAATAATTCTGAATTATTAAA 60 

〈ーー*P15 <--*A11 
ggatccGTctgcAg atcgatATAAagCTtAATgtTaAc 

(F5， Fl5) (Y2) 

sbmA sbmBI一一
TAGAGAGTCGTTGGCGATCCTGTTACGACCCTATAGCGACTCTTATTAGGATCAGTACTG 120 

_./、'- <.一一*P17 <ーー*P8
(弓5)CTCGA'" agctgctatcaaagc gcattgatagcagc 
_，.. CCATGGACTA (MA) (MB) 

(G10) 

ー一一ー一一一一ーーihfB
ー一一一一一 1 -350M2 sbmC 
ACAATTTTCATGAAAAACATTGATATATATTAGGGACGししじL工&iQiじじC;C;ATじGCATTT 180 

t(MB) 
<--*A12 <ーー*A13

tctAgaAgatc 
(Fl， Fl5) 

gctttgatagcagc 
(MC) 

-10pM2 Sbmo -35戸11
TTTTAIlI且~GATCCTAGAGGCGCTGCTAGGAGTGTCTTTCTTACTIGI且b.ACACTATA 240 

〈ーー*A14 <ーー女A1
ggattgatagcagct 

(MO) 

10pM1 50 --> traM 
TGCATATTIlIIlI己IGAAAAGTTCATTGCTTAATAATGAAAGG工TTTATCTTATGGCCAGA 300 

<--*A10 

図4-8 pAB0421のor;7顎誠に導入した塩基置換変異

on"T1立、 DNA伝達開始点、 sbiは Tralの f&.~品部位、 sbyAは TraYの結令部位 (InamOIO ancl OhlWbo， 

1990) 、i11.仇及びiMBはIHFの紡令部位、 sbmA、B、c、Dは丁目Mのが」令部位である o gcncXは機能

不明のORFである。塩基番号は図 2-9に従った。 pAB0421の各変'R，プラスミドに導入した変興

を塩基配列の上に小文字で示す。 pAB0421G5、pAB042IGIOについては [jg[に示した位世に小文字

で示した5旬、10bpの塩基配列をjis入して科た。
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bi sb_yA sb_mA sbmB sbmC sbmD 
〔 台「墜麹密室週 密室塁匿麹
.. ~ι ，hn qAn 

'--'----' & '---'守
ihμ T ihfB 

WT 

^ 5 bp 
/'-..... 
10 bp 

己ち企斗ー
mating efficiency 

pAB0421 1.5 x 10 
ー2

pAB0421G5 
-4 

1.4 x 10 

pAB0421G10 1.5 x 10 
-3 

pHSG299 32x106 

図4-9 sbyAとsbmAとの間の距離と接合伝達効率の関係

上にoriT>JiJ車内に存在する各結合、必i龍部位、』土ぴI悶M泣伝子の大体の位泣を示す。

pAB0421G5、pAB0421GI0はpAB04211こ対して図に示した位置にそれぞれ5旬、 10bpの塩基配列

を挿入して得た。 pHSG299はRIOO由来のDNAt!Ji片を持たないコントロー Jレのプラスミドである。

プラスミド名の右にその伝達効率を示す。
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3.考察

(1) oriTプラスミド伝達系

oril額域には接合伝達に必要なタンパク質の結合、認識音11伎が猿然と隙間なく並

んで存在する。そのうちsbi、ihfA、sbyA上ではTral、IHF、TraYがori1二someを形成し、

それが効率的にoriTにニ y クを導入するのに必~とされることは、これまでに In Vltro 

での解析の結呆から示唆されていた。一方、 Tr<lMタンパク質に|対しては第二平におい

てoril額域をj漢に保持するとの仮説を立てていたが、笑|僚にori7領域内に四ヶ所存在

する結合部位sbm上でTraMタンノTクnがどのように働くのか、その結合音11位が四ケpfr

ではな く二ケ所、 三ケ所になった場合どうなるのか、また、 IHFによるTraMの発現の

部分的な抑制に必要なihfBが接合伝迷においてどの程度重要なのか、など不明な点が

残きれていた。そこで本章ではこれらの点をWf， 1列するため、 oriTプラスミドの伝達系

を構築し、これを用いてoriTfJi域に変異を導入した際のDNA伝迷効率の変化を調べた。

TraMやIHFのようにori7顎域内に複数の結合音111立を持つタンパク質の個々の結合部位

の機能を解析する際には、各結合音11位に系統的に変異を導入する必要があるが、 oriT

プラスミドのf云述系はそのようなWI析に適した系であると考えられる。

本章で開発したori7フ.ラスミドの伝達の系では、 丁目タンパク質を供給するために

共存させたRIOO-lは伝達能を訂するため、 RI00-lの伝迷も行なわれる。実際、 Km耐

性で選択した lransconj lIgan llllにはoriT7'ラスミドの他にRI00-1を持つものも多く見ら

れた。on苅目域を持たないベクタ ープラスミドpHSG299をllJいた場令、 10-6
程度の頻

度でKm耐性の伝達が行なわれたが、そのlranSCOI1Juganrはいずれも pHSG299を保持し

ておらず、RIOO-lを保持していた。おそらく RI00-l上に存在するトランスポソンやIS

の働きなどによってpHSG299がR I 00- l に組み込まれたJI~で伝述されたものと考えられ

る。一方、 oriTプラスミドをJTJいた場合には、 KmiHtlで選択したlranSCOnjllganlはコriT

プラスミドを保付しており、これはRI00-1への組み込みを介して伝述されたのではな

く、 oriTプラスミドが独立に伝迷されたものと考えられる。この系における伝迷効率

の検出限界は10-6程度であり、この程度まで効率が低下すると上記のRIOO-lへの組み
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込みを介したKm'の伝達が影響するようになる。

(2) TraM-IHF-TraM領域の機能

oriTプラスミドの伝達の系を用いて、 ori~Ji域に導入した変異のDNA伝達への影

響を調べることによって以下の結果と示唆が得られた。

1. DNA伝達が行なわれるためには少なくともsbmA、Bが必須であるが、それだけ

では伝達の効率は低く、 TraM-lHF-TraM領域全体が有一在することによって初め

て高効率のDNA伝達が実現する。

2. TraM-!HF-TraM領域に存在するJHFの紡合白11位ihfBは日効率のDNA伝達に必要で

ある。このことと上述の 1.とから、おそらく ihfBに結合するJHFはDNAに湾

曲を導入することでTraM-[HF-TraM;複合体を形成するものと考えら れる(図 4

-1 0)。

3. oriTIのす ぐ近傍に存在する ih仇は高効率のDNA{云迷に必~である。これはおそ

らく oriT-sol11巴の形成に関わる影響であると考えられ、 oriT'における高効率のニ

ッキングにon下SOI11巴の形成が必要て、あるとの仮説を支持する。

4. TraM-lHF-TraM領域とon下sOl11e領域との11'，]にphasing効果が見られることと、

sbm音11位の変異の内ori下SOI11巴領域に最も 近いsblllAによ る変~I~が最も伝達効率を

低下させたことから、 TraM-fHF-TraM桜子刊本と on下sOl11eとの11¥]には高次榊迭を

形成する上での立体配i目的な関係、おそらくはタンパク質問士の相互作川が存

在すると考えられる。

TraMタンパク質がoriTfJi域の|品lケ所にがi令することはすでに第二詐でIY1らかにし

たが、それら ゆIll !'ill f立がDNA伝述に必~であるということは、本JJ， の結果:によって初

めて明らかにされた。 sblllA、Bのみがあれば低#:iiJ長ながら伝逃が行なわれるが、日効

率の伝達には完全な形の丁目M-fHF-TraMfti域が必要であるという結果は、第二訟で考

察したTraMのanchoring機能、すなわち ori7稲城のJJ失への保持能力:がsbmA、Bしか存在

しない場合には充分に3efll，されないが、TraM-IHF-TraM領域が完全な形で存在すると

その機能が強化され、結井主的にDNAイ云迷効率が上.Jlーするものと説明できる。
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ori7二someTraM-IHF・.TraM
ih戸4. ihfB 

「ー一一一一寸 「一一一一一寸

sbi sbyA sbmA sbmB sbmC sbmD 
〔 ，---，隆麹隆麹 磁麹協麹
! '--' '--' 世ゴ企込ー

oriT 
内12 内u

図 4- 1 0 TraM田 IHF-TraM領域にお ける IHFの役割

上はonηfI威内に存在する各紡令、 13泳部位、及ひttraA1ill伝子の大体の{立也を示す似式図である。

下は、 丁目M-IHF-Tr;削領域を抜きlJ:して11:μ、た校式|主10IHFがihffiに結合すればそこを qJ心にUNA

が湾出iし、 sbmA、B2土ひ・sbmC、Dに結合した丁目MのIiUのさeIt:] (F:) iIE~，1，が近くなり(左)

丁目M-Tr武M相互作mによるコンノマクトな複合体形成が可能になる。 IHFがが.いと、またはihffi部位

が無いと sbmA 、 Bと sbmC、 Dとが~ IIU的に敵れ (;{i) 、被令#が形成されに< <、その結果伝達

効率が低下する。
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TraMのanchoring機能はori7領域を単に膜に保持するのではなく、 DNA伝達口の近

傍に位置させなければDNA伝達の効率を高める効果は生じないであろう。そのために

はTr必4がDNA伝達口を形成すると考えられているTraDと相互作用することにより、

TraM-lHF-TraM複合体をDNA伝迷口の近傍に位泣きせるとするのが考えやすい。とこ

ろで本章の結果からTraM-lHF-TraM複合体がon下som巴と相互作用するとの示唆が得ら

れた。一方、 TraDがTralと相互作用することにより細胞質タンパク質であるTraIを膜

に移行させるとの説もある (Silverman，1987)。上記のように、もし丁目MとTraDとが

直接相互作用するのであれば、 DNA伝達開始時においてori71ifI域では、 TraDが形成す

るDNA伝達口、 TraM-IHF-TraM複合体、 oriT-som巴の三者が互いに相互作用しあって一

つの IDNA伝達開始装置jを形成するというモデルが考えられる(図 4ー 11)。ま

た、仮にTraMとTraDとの問に直接の相互作用が無いとしても、 TralとTraDとの相互作

用によってon下som巴がDNA伝迷口の近傍に形成され、さらにそれを丁目M-IHF-TraM複

合体がori1領域をJJ;;);に保持することで安定化するといった働きも考えられる。しかし、

実際にはTraMとTraDとが泣抜相互作用するという証拠はこれまでJnVJVOにおいても in

VIUOにおいても待られておらず、この点についてはさらに解析を進める必要がある。

これについてはTraM、Tra1、TraD、TraY各タンパク質の細胞内における局在性の変化

を大腸菌細胞抽出液の分画操作によって調べ、相互作用しているタンパク質を検出す

るといった方法が有効であると考えられる。

(3) IHFの機能とihf部位の重要性

本立における WI析で、 ihfAまたはihfBに変択一を導入すると伝迷効率は約100分のl

にまで低下することが明らかになった。このことは、接合伝述においてihR'ill位に結合

するIHFの来たす役割が非';t:;に大きいことを示すといえよう。また、 ih仏、 ihfB双方に

変異を導入したところその効来は+11来的に働き、伝~はほとんど行なわれなくなった。

一方RIOO-1やFについて、 lHFの自主1;;:1を供与 l岩としてその伝迷への効果を部]ベた場

合には、伝迷効率が100分の lから 1000分の lに低下することが報告されている(

Demps巴y，1987; Gamas et al.， 1987)。ここで注目すべきことはめ仏、ihfB双方に変興を
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図 4- 11 接合伝達におけるDNA伝達開始装置の予想図

ori1iJl 域の二本鎖DNAを二本の紘で表わす。 Tral、 IHF、TraYはoriT.somcを、 TraMとIHFは

TraM-J HF-TraM複合体を、 TraDは DNA1云述口をそれぞれ形成するが、各lI~i主体はそれぞれ互いに

述絡しあって、以上にori1市~i域も含めた iDNA伝述開始談iliJ を形成する。
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導入した場合の伝達効率の低下が、 fHFの宿主閣を供与菌とした場合の伝達効率の

低下を大きく上回っているということである。この理由の一つに、導入した塩基置換

によってDNAのヘリックスの巻き方の強さ、 1111がりやすさ、境基対の解離しやすさな

どが変化したことにより DNAとタンパク質の高次舵造の形成に影響が及んだことが考

えられる。また、 IHFの欠損によるpleiotropicな効呆 (Friedman.1988) によりfHFの欠

損の接合伝達に及ぼす影響をある程度相補する何らかの因子が発現していることもあ

りうる。そのような可能性のーっとして、第三 Ì~i で l珂らかにした辺り通常では fHFに

よって発現が部分的に抑制されている丁目MがlHF株においては大iJ1に発現され、そ

れがfHFの欠損による接合伝迷効率の低下の皮令いを小さくしていることも考えられ

る。本章で行なったoriTプラスミドの接合伝迷の系をlHF株を供与菌に用いて行なう

ことで解析すれば、これに関する評価が下せるであろう。
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第 5章総括

本研究は、性決定因子RIOOの接合伝達造伝子の中でDNA伝達に直接関わるとされ

ていたがその具体的な機能、性質については不明であった伺Mについて様々な角度か

ら解析を行ない、その機能について考察し、さらに接合伝達の開始時にori7領域上で

形成されるタンパク質-DNA複合体にまで考察を進めたものである。

本研究ではTraMタンパク質がoriT領域に!f;'f:I'己的に結合するタンパク質であること

を初めて明らかにすることができた。 TraMはoriT領域内の150bpにもわたる範囲に四

ケ所の結合部位sbmをもち、その結合に際しては各sbmf!ill位に共通に見られる ISbpの

配列を認識するものと考えられる。これまでRI00やFのoriT，すなわち特異的にニッ

クが入る点については JnVJVO、JnVJtroにおけるWf析が行なわれ、その位置も詳しく訓

べられていたが、一方、接合イ云迷に必~な領域という怒り=でのori71.TI域は、ただ漠然

とoriT'の周辺、またはgeneXとωMとの問の領域といった概念でしかとらえられておら

ず、また、 oriT領域がどのようなm:ii与をとっているかについても、そのEE基配列から

得られる反復配列やGC含lli以外にはi'M長も無く、 ori7顎域の桃造についての具体的な

解析を行なう手掛かりは大変少なかった。しかし、最近TraYやlHFの結合部位がマッ

プされ (Inamotoet a 1.， 1990)、さらに本研究でTraMタンパク質の結令部位、及びもう

一つのIHFの結合i首位とがマップされたことにより、笑はoriTij([域は段々なタンパク

1aの結合部{立がほとんど日;t川なく桜然と並んだflljJ1をとっているということが切らか

となった(凶 5-1 A)。このようにon苅fiJ0i:のwmについての↑l'itfiがタンパク質結

合部位という制点から待られたことは、桜合イ云述におけるDNA伝迷の開始、及びその

初期過程といったori7市LIj域上で行なわれる動的な状況についての解析を進める上で主

要な一段階であると考えられる。最近FやRlといった RI00類似の性決定因子において

も TraM、 I HF、 TraY~干の結合ml位が報告され (Schwab et al.， 1991; Di Laur巴nZIO巴ta1.， 

1992) 、それら性決定因子のori7相域も R l00において I~] らかとな った ori7顎減の梢巡

と短めて類似した構造をとっていることが示されている(図 5-1 A)。
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A IhfA 一__ s_bl_ ーー・ -1. .1 .20 -IHOO: ACC戸CACACTACGCAAAMCAACTTTTTCCTCATTT-ACCTTTTMATCATCTMTTMCMACCCTA

ー 「一一一一一IHF一一一一「
f' : ACC、CACCCCACCCAAAMCMCTTTTTCCTCATTTTTCTTTATMATACACTGTTATGI¥AAAATTAC
"山CACCCCACGCMAMCMGTTtTTCCTĈ TTTCCTATTTGMTCATTMCTTATGTTTTI¥AATA

刊 sbyA .60 .80sbmA .100 
RIOO: TTTATATTTMTMTTCTCMTTATTMATACACAGTCCTTGCcC....rccTCTTACCACCCT̂ TAC_CCACT 

TraY om' 

F : TTTCTCtTACTCTCTTTATĈ TATTT…GCCCT-GTCGCCGCGCCTACMCMCCCCCCGACACCG 

TraMm 

削 ATCTATTTTMTTTATTTTACATTAT山 MCGATTCATTCCTCMTCGCATATCATTCACCMTGMTT

2Z乙一一一一 的咽 35sbmC 

RIOO:……………… 叩一悶G 

ーーーーー__  .... ----IHF 時 mR

f' : TTTTGTAGCGCTCCTACTCACT̂ τTTTTATM.AAMCATTATTTTATATTAGGCGTGCTC，C.エ""ε!jCCGC

同:TMCCCMCTCATACATCMTCAGTMTMT山 CMCCACTT山町CMTTCACTCTAGATTCMTT

__  .1同 .10 5bmo .35 
RIOO: ATCGC^TTTTTTT~G....TCCT^C"'CCCCCτGCT ACCAGTGTCTTTCTT ACI..tC.I--------

r : GGTGTCTTTTTTTATAGGATACCCCTAGGGCCGCTGCTACCGGTGCGTCCCTGTTTGCA-一司ーーーーー
35 _10 TraM(1I) 

11.1 : CGT~TTTCCTGCATGMτcc工bhl.IITCGTMCTTGCGTCACGATTCGATTCATCGATGM

2~0 -10 _ 2‘o .2・o ，292 
R 1 00: t.d，ACACTATATCCATATTl..d.I.d&IGMMGTTCATTGCTTMTMTGMd&.tiエTTTATCTTATG

" f ，TTATGMTllIAG.IGTTTCGMAT--TMCTTTAτTTTATGTTCMAMACGTMTCTCTAATG 

-35 -10 
11.1 ::rエSエζ.nτTT'i'TATATGTG"̂ l̂.Md.工工TĈ τGCCA-TMGMMTMAGAGGTATACATATG

B 11.100 ~'- TA叫 TCGTMCAGC寸 '

γ-TAGCATCAGTACTCA -J' S吋

ト山田ACGCCCC:TAC-)' stmc 

R100 consen9US' ~'- T^GGClCCc~aCTaC -]・

q 

~' -CTACCGCCCCTCCT A 寸，bmA

~'-TTAGCCCTCCTCCTA -)・"."
~'-CTGTCCGCGCCCCTA -) 

~'-GTGTCGGCCCCTTGT -] 

f consensus: ~'-t.'TAGGGCCGC，GCTA -] 

GTC T G 

.: ~'- NTAGGGGCGCTCCTA -] 

GTC T C 

RIOO' ~'- TAGGGlCGclaCTaG -) 

q 

図 5- 1 R100、F、R1のor;7顎i或中に存在するタンパク質結合都位

A.則 00、F、RIそれぞれのoriTiJi域のl.::IilJi配ヂIJJニにずンパクf1の柿令部位を示す。結令部伎の

呼び方は報告された論文中での呼び方に従った。 FではIHF、丁目M、丁目Yの結合mSf立及ひ'lmMのプ

ロモーヂーが、 RIでは丁目Mの結合部位及び、traMのプロモーターがそれぞれ報告されている。

B. RIOOとFのTraM結合部位に見られる共通自Gr1jの比較。RIOOについては第二誌の結来を、Fに

ついては D iLaurcnzioら (1992)の結栄を示す。以下部にそれぞれの共通配列同士の比較を示す。
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特にFのori7顎域内のTraM， TraY及び旧Fの結合昔11位の配置はRIOOのそれ と全くとい

って もよいほど良く 対応し ている。 RIOOとFのTraM、TralまたはTraYは各プラスミド

に特異的に働 き、互いにほとんど相補 しない。しかし、それらの作用する場である

ori7領域の構造が互いに極 めて類似していることは、 F型プラスミ ドの接合伝迷に共

通に見られる機構の存在を示す ものと考えられる。

FのTraMの結合部位についてのDiLaurenzioら (1992)の報告では本研究で命名し

たsbmA、Bに相当する音111立を一つにまとめてsbmCとし、本研究のsbmC、sbmDに対応

する部位をそれぞれsbmB、sbmAとしている(図 5-1 A) 。彼女らはその報告の中

で、Fによ って可動化 されるプラスミドCo1E1のori7頓域にもやはり TraMの結合部位が

存在するこ と、それを含めたsbmf'ill1立には共通に見られる 14bpの配列が存在すること

を示している。大変興味深いことにその14bpの配列迫、ら得られる共辺配列は本研究

で明らかにしたR100のsbml"ill{立に見られる共通配列と非常に+fI向性が布く、実に 14bp 

中12bpが共通であった mI5-1B) 0 R100とFのTraMのアミノ酸配列は互いに相向

性が高く(図 2-1 2)、しかもその塩基認識する配列も非常に似ているにもかかわ

らずこれら二つのTraMは互いに相補しあうことはない。また、 Co1E1プラスミドもF

によっては可動化されるがR100によってはほとんとτJ動化されない。これは RIOO、F

双方のTrめ4のアミノ酸配列及びその認識する J~Ji配列の微妙な追いによるのであろう。

第二章でも考察したが、まi1縁関係にあるF型プラスミドのうちpED208を除いたTraMの

アミノ酸配列を比較すると 、 その C末端~!IJ は全くといってもよいほど相同であるが、

N末端側には多少の逃いが見られる(図 2- 1 2) 。おそらく TraMの認識する塩基配

列の迷いはこのN末~，'iJ1!!1J によるのであろう 。

RIにおいては R100と同級に lri1Mの自己j{PH川系のイ{{正が報告されている。 Fにおけ

る報告はまだなされていないが、 Fにもおそらく同級の白己抑制系が存在するものと

考えられる。 F型プラスミドの(I司Y-JオベロンがTI日jによって収写レベルで制御を受け

ること 、TraJがFinOP系により 11反写後前節を'立けることはすでに広〈受け入れられて

いるが、 同Mの発現についても、その自己抑制{技術はn\~ プラスミド問に共通に見ら

れる現象であると考えられる。 trilMの上流から IrilJをへて lTaYまでの~v.:n 司，'JDíí領域は 1;~

々な姿素が復刻t に作用する領域である。最近lraY-Jフ・ロモーターの司l~iliiには宿主因子
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であるArc、Cpx等の制御因子も関与していること (Silverman，1985)、行nPRNAが宿

主にコードされるRNaseIIIによって調節されていること (vanBiesen et al.， 1993) が示

され、また、本研究によって traMの発現がIHFによって部分的に抑制されることが示

されたが、他にも未知の要素が関与する可能性は充分考えられ、 lra泣伝子の発現制御

の機構は完全に解明されたとは言いがたい。

本研究においてはTraMの機能としてori7領域に結合して ori7顎域を膜近傍に保持

するという anchoring機能仮説を提H自した。 TraMの機能としてはこの他にもDNAの高次

構造に影響を与えてinvivoにおける oriTへのニツキングの効率を高める、あるいは

DNA伝達における供与菌内でのDNA相手m鎖合成のIJf.J始に間接的に働くなどといったこ

とも考えられる。本研究で明らかとなった個々のsbm音I1伎の欠失や変異がDNA伝達効

率の低下を引き起こすという結果や、 TraM-IHF-TraM複合体と oriT-someとのI/IJの距離

にphasing~jJ~誌が見られるという結果は、他の仮説を決して否定するものではないが、

Trゆfのanchoring機能仮説によって矛盾無く説明することができる。おそらく TraMの

anchoring機能を充分に働かせるために TraM-IHF-TraM複合体が形成され、また、

TraM-lliF-Trめ4複合体と oriT-som巴との問に相互作用があるのであろう。しかし、阪近

傍に保持するといっても非特民的に肢に近告らせればよいというわけではない。 oriT

をDNA伝達口の近傍に保持することによって初めてDNA伝達に必要とされる機能であ

るといえよう。現在DNA{云迷口は朕タンパク質であるTraDが形成すると広く考えられ

ている。またTraDはとTralが相互作用することによって、 Tralをl換に固定するとの説

がある (Silverman，1987)。ここでもしTraMとTraDが相互作汀lするのであれば、 TraM

のanchoring機能とはすなわちori7初域をDNA伝迷'-1の近傍に保jc¥ーすることになり、

TraM-IHF-TraM複合体と oriT-some、TraDは三者が立いに相互イノl'川を及ぼすことで一つ

のDNA伝達開始装世とでもいうべき複合体を形成することになる(図 1- 1 1) 。ま

た、 TraM と TraDとの ItIJに材Ili作川が~!!f，いとしても TraD-TraH11 1工作JTJによって決まる配

置をTraM-IHF-TraM複合体が肢に保持することで玄ー定化するとの解釈もできる。との

場合TraD-Tral相互作用が第一義的なものでTral刈のanchoring機能はそれを補助する機能

である ことにな る。

接合伝迷は性繊毛によって受容siが認識され、供与siと桜令対を作る乙とから始
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まる。その際供与菌と受容iiの接点は性繊毛の基音11のところにできるものと考えられ

る。したがってDNA伝達口も性繊毛の基音11に形成されるとするのが妥当であろう。性

繊毛の基部がどのタンパク質によってどのように形成されているのかは現在までのと

ころ明らかに されていないが、性繊毛が雄株特異的な創11胞外器官であることからその

構成成分もTraタンパク質であろうと考えられる。そして、そこにDNA伝達口が形成

されるのであればおそらく性繊毛の基部のTraタンパク質とTraDとの問には相互作用

がある であろう。このように考えると性繊毛、 DNA伝達口、TraM-田F-TraM複合体、

oriT-some、そしてoriTiif.i域DNAとが一つの高次tilh主体である DNA伝達装置を形成する

との仮説が立てられる(図 4-1 1、図 5-2)。しかし、ここに展開したのはほと

んどが仮定に過ぎず、現在までのところTraDとTralとの相互作用、そして本研究で明

らかとなった丁目M-IHF-TraM複合体と ori7二someとの相互作用が示唆されているに過ぎ

ない。今後、これら構成成分間士の相互作用を解析し、ここで展開したDNA伝送装世

仮説について検証することが必~である 。 特に、性繊毛の悲11日の椛迭についてはほと

んど情報は符られていなく、そのWf析が望まれる。また、 DNA伝迷口についても供与

菌側の椛成成分がTraDであると考えるのは自然であるが、受容I芸i側のm成成分がどの

ようになっているのか、はたしてTraDが受谷 -~Î~!IJ にまでイ云迷口を穿つのか、それとも

本来の!撲のil~成成分が仰J くのかとい っ たことについても、 m1'E までのところ説得力の

ある報告はなされていない。木研究で目的としたDNA伝達のIJ仙台機術、制御機tiliのj鮮

明には、さらに解析を進めてこれらの問題に までJ'[!Wiを派めることが必要であろう 。

-80-



DONOR CELL 

RECIPIENT CELL 

図 5-2 接合伝達におけるDNA移動の予想図

太い総で表した特定のDNAjjiの特定の部位に 0(1下SOIl1Cによってニ yクが入る。供与閣と叉・容閣と

の接点に形成されるDNA伝達l寸を通って5叩1Iから太い紋で示した一本jj'iDNAが'立容凶へと移励す

る。その!日lニックの5'側はT悶lタンパク ffに結合してDNAf云j主口の近傍、供与I自側に残っている。

T悶Iは丁目Y、IHFと共にoriT-SOJ1lCを形成する。 0(1下:'sorncはTraMもしくは丁目Dを介して DNA伝迷口

近傍の内朕に回定されており、 二本鎖DNAを巻き戻して一本鎖DNAを生成する。この巻き庚し活

性にはATPが必要であり、これが一本鎖DNAが受容閣へと移動する際の起動力となる(総説:

Willcllsand Wilkins， 1984) 0 TraMは0(1ηH域を以に固定する。このIglでは性繊毛の形成に関与す

るタンパク質や緩令対の安定化に|地与するタンパク1'I及びIHFを含めた桁ヨミタンパク1aなどは紛

いていない。この図はWillcllSとSkum，yによる総説 (1987)から改変のヒ引J[Jした。
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第六章材料と方法

1.菌株とプラスミド

使用した大腸菌K-12~ネの菌株を表 6 - 1に示す。

表6一1 使用した菌株

Strain G巴notyp巴ordescription 

MV1184 F'[白 D36proAB lacTQZL'.M15] / ara 

L'.(lac-proAB)rpsL thi (世80LacZL'.M15) 

L'.(srl-recA)306::Tn 10 

MC10∞F araD139 L'.(ara-/eu)7679 

L'.JacX7 4 g，βIU galK hsdR2 mcrBl rpsL 

BW313 Hfr JysA dutl ung1 U1i-l recAl spoTI 

JM109 F'[的 D36proAB lacJQZL'.M15] / recA I 

endAl gyrA96的ihsdR17 supE44 

reIAl L'.(lac-proAB) 

C600 F-thr-l leuB6 U1i-J lacYl supE44 

rfbDl fhuA21mcrAJ 

YK2523 L'.3[h柑 ωt

TAIO∞MCl000 L'.3[h凶 ωt

NM554 F-araD139 L'.(ara-leu)7679 

L'.JacX74 galU galK hsdR2 mcrB I rpsL fI∞Al3 

DHl F-recAl endAJ gyrA96 thi-l hsdRI7 

supE44 re/A 

DHIRif DH1 Rif' 

JEl77 harbors R 1 00-1 

r巴fe児 nce

Vieira and Messing， 1987 

Casadaban and Cohen， 1980 

Kunkel， 1985 

Yanisch-Perron et a1.， 1985 

Bachmann， 1987 

Kano et a1.， 1991 

This Work 

Ral巴igh，1988 

sachlllann， 1987 

This Work 

A. Nishimura 

MVI184はpUClJ9rLl来のプラスミドの桁主としてIIJいた。

BW313はKunk巴1 1去による部位4!j: ~'~的塩基[自失変jBEの導入の際、 DNAにデオキシウラシ

ル (dU) を導入するために用いた。

MC10∞はTraM*の:Ii'J製の際に月jいたpJG200FI.i米のpAB022、2えび、traMのプロモーター
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の解析に用いたpR-pMLB由来のプラスミドの宿主として用いた。

TAl∞oはMCl∞0のhip変異株であり、 YK2523(6. 3[hip]:ωt)から調製したPlブアー

ジを用いてMC1 000に対しPlトランスダクションを行ない、 Cm'を指標に選択して得た。

C6∞はPlファージのタイターを測定する際の指示菌として用いた。

JMI09はpHSG299由来のプラスミド、及び‘pSIフ・ラスミドを含むpUC19由来のプラスミ

ドの宿主として用いた。

NM554はori1額域解析のために椛築したpABOプラスミドと RI00-lとを保持させて接合

伝達の供与菌に用いた。 RI00-1をNM554に移すにはJEI77を供与ui、NM554を受容菌と

して液体精地中にて談合伝達を行なわせた。 JEI77は国立泣伝学研究所・西村昭子博士

より分与された、RI00-1を保持する菌株である。

DHlRifは本研究においてDHlから得たリファンピシン耐性を示す自然突然変興株であ

り、接合伝達の受容菌に用いた。

使用したプラスミドを表 6-2-4に示す。

表 6- 2 第二章で使用したプラスミド

Plasmid d巴scnpuon Source or ref<巴陀nce

pUCl19 pB R322-derived phag巴mid Yi巴iraand Messing， 1987 

pJG200 pBR322-d巴rivedplasmid Germino and Baslia， 1984 

pSI87-ES3 pUC19 with R 100 tra r巴glon lnamotoeta1.， 1988 

pSI87-B19 pUC19 with RI00 trar巴glon lnamoto et a1.， 1988 

pSI87-XEl pUC19 with RI00 tJ百reglon lnamoto et a1.， 1988 

pABOl pUCl19 with Rl00ωM This Work 

pAB012 pABOl with two acldilional I巴SlncllonSll巴s This ¥Vork 

pAB022 carnes白百M-collagen-lacZfllsion g巴n巴 This Work 
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表6-3 第三章で使用したプラスミド

Plasmid Mark巴r Par巴malplasmid(s) Source or陀 ference

pR-pMLB Amp pBR322 D. Bastia 

pHS12 Tc pSCIOl Armstrong et al.， 1984 

pUCl19 Amp pBR322 Yieira and Messing， 1987 

pABOl Amp pUCl19 This Work 

pABOlO Amp pABOl This Work 

pABOll Amp pABOl This Work 

pAB0l5 Amp pABOlO This Work 

pAB0l6 Amp pABOI0 This Work 

pAB017 Amp pABOIO This Work 

pAB0l8 Amp pABOI0 This Work 

pAB049 Amp pABOl and pR-pMLB This Work 

pAB0215 Amp pAB015 and pR-pMLB This Work 

pAB0216 Amp pAB016 and pR-pMLB This ¥νork 

pAB0217 Amp pAB017 and pR-pMLB This ¥νork 

pAB0218 Amp pABOl8 and pR-pMLB This Work 

pABOl19 Amp pUC119 This九Vork

pABOlOl Amp pAB011 and pAB0119 This Work 

pAB0120 Tc pABOI0l and pHS12 This Work 

pHY300PLK Amp， Tc pACYC177 Ishiwa and Shibahara-Sone， 1986 

pAB03α3 Tc pHY300PLK This Work 

pAB0320 Tc pAB0101 and pAB0300 This Work 

pSI87-XEl Amp pUC19 Inal1loto et al.， 1988 

pS187-ES3 AI1lJl pUC19 Inill1loto巴1al.， 1988 

pS187-XS5 Amp pUC19 Inamolo el al.， 1988 

pTAKI301 Tc pAB03(Xl K. Taki 
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表 6-4 第四章で使用したプラスミド

Plasmid d巴scnpuon Sourc巴orr巴f巴rence

RI00-l 五nOmutant of R 1 00 Yoshioka et al.， 1987 

resistant to Tc， Cm， Str， Sfa， Hg 

pUC119 pBR322-derived phagemid Vieira and Messing， 1987 

pHSG299 Km-r巴sistantpUC type plasmid Takeshita et al.， 1987 

pSI87-ES3 pUC19 wilh R100 tra r巴gion Inamoto et al.， 1988 

pSI87-B19 pUC19 wilh R100 tra region lnamoto el al.， 1988 

pAB0401 pHSG299 with R 100 oriTand tra陀 gIOn This work 

pAB0421 pHSG299 with RIOO oriTr巴glOn This work 

pAB0601 del巴tionmutant of pAB0421 This work 

pAB0701 del巴tionmutant of pAB0421 This work 

pAB0731 d巴letionmutant of pAB0421 This work 

pAB0741 delelion mutant of pAB0421 This ¥Vork 

pAB0751 deletion l11utant of pAB0421 This work 

pAB0761 d巴l巴tionmutant of pAB0421 This work 

pAB077 1 deletion mutant of pAB0421 This work 

pAB0421MA pAB0421111utat巴dat sbmA This work 

pAB0421MB pAB0421 mutat巴dat sbmB This work 

pAB0421MC pAB0421 mutated at sbmC This work 

pAB0421J¥在D pAB0421 mutated at sbmO This work 

pAB0421Y2 pAs0421 mutat巴dat sbyA This ¥Vork 

pAB0421Fl pAs0421 mutat巴dat i!JfB This ¥Vork 

pAs0421F5 pAs0421 mutat巴dal ihfA This ¥Vork 

pAs0421F15 pAB0421 mutat巴CI日ti!JfA ancl i!JfB This work 

pAB0421G5 pAs0421 with 5 bp ins巴rt This work 

pAB0421G10 pAs0421 with 10 bp ins巴n This work 

pUCl19 (Vi巴iraand Messing， 1987 ) は Kunke1 ý:l~により古 11位特終的邸主~-lÙ:換変兵を導入

するために用いるプラスミ ドを作製する際のベクターとしてmいたファージミドである。

pUC119由来の プラスミ ドを保持するlAiから一本鎖DNAを訓3をする|祭にはパクテリオ

ファージM13K07 (Vi巴iraand Messing， 1987) をへJレバーファージとして用いた。

pl-lSG299 (Takeshila el al.， 1987) はR100由来のDNAI析j十をクローニングして、oriTフ.

ラスミドの{云迷系に用いるpAB07'ラスミドを梢築する|祭のベクタープラスミドとして
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用いた。

pR-pMLBはpBR322由来のプラス ミドであり、パクテ リオファージAの温度感受性リ

プレツサーcI857からPRプロモーターをへてcro遺伝子の開始コドン (ATGcro)、及びそ

れに融合したJacZ逃伝子を持つ。ATGcroの直後にはBamHI認識部位が存在する(図 3

ー 1)。

pJG200 (Germino and Basua， 1984) はpR-pMLBのATGcroとlacZ:逃伝子との問にコラー

ゲン遺伝子を挿入して得られたプラスミドである。

pHS12 (Arrnstrong et al.，1984) はpSC101 (Stoker巴tal.， 1982)由来の、 コピー数が増加

した変異プラスミドである。 pHY300PLK(Ishiwa and Shibahara-Sone， 1986) はpACYCI77

(Chang and Cohen， 1978) 由来のプラスミ ドである。これらはωMの自己抑制を示す際

用いたtransのイ立置からTraMを供給する プラスミドの緋築の際のベクターである。

pSI87-B19、pSI87-ES3は、 性決定因子RI00の加泣伝子群のうちori7顎域から伺M、人

Y、A、L及び帥E泣伝子の一部までを、 pSI87-XElはoriT領域かられM泣伝子の一部まで

をpSI87-XS5は白Mi立伝子の一部からtraEili伝子の一部までを、それぞれベクタ -pUCI9

(Yanisch-Peπon巴tal.，1985) にクローニングしたプラスミドである (Inamotoet al.， 1988)。

pTAKI301はpAB03∞にtraJfl/i-造法伝子をクローニングしてTraJタンパク質を発現する

ように構築したプラスミドである (Takiet al.， unpublished result)。

pABOと名付け られた一連のプラスミドは本研究で作製したものである。

2. pABOプラスミドの構築

(1) TraM'の精製に用いたpABOプラスミ ド

pAB01はpS!87-ES3のSph!fjll位から BamH!部位まで、つまり Rl00の間近伝子群のうち

ori7領域から帥M、さらにtra!;泣伝子の一部までの官(f減をpUC119のマルチプルクローニ

ングサイ トにクローニングしたプラスミドである。pAB012はpABOlのtraM逃イ云子の上

流及び終JI二コドンのところにB;U1lH!認~;i~ ~~I<位、 BglJ l認識j\11付をそれぞれ導入して符た。

さらにpAB012の的Mを含む B:1I1lHI-Bgllllj:)I"片をpJG200のBamHI認f"iU'i11佐にクローニング

してpAB022を待た (図 2-2)。

(2) traMのプロモータ の解析に用いたpABOフ.ラスミド

向MATG-lacZ融合迫:伝子を有するプラスミドのうち、 pAB0215、216、217、218は以T
のようにして構築した(図 3- 1) 0 pABOlに対してプライマー 10を用いて部位特異的

塩基置換を行ない、 的M{I~造迂Ì伝子の 1m始コド ン ATGの直後にBamB!の認識部位を導入
してpAB010を符た。さらにプライマー 11、12、13、14を用いてpABO!O上のωM法伝子
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の上流領域にBamHIまたはBglIIの認識部位を導入してpAB011、12、13、14を得、これ

らのpABOプラスミドからBamHI-BamHI及びBgfll-BamHI断片を切り出してベクタープラ

兄ミドpR-pMLBのBamHI認識部位にクローニングしてpAB0215、216、217、218を得た。

pAB049は、プライマー 10と16を用いてpABOIをテンプレートとしてPCR反応を行ない、

得られたDNA断片をBamHI処理した後にベクタープラスミドpR-pl¥仏BのBamHI認識部位

にクローニングして得た。 pAB0218はsbmDと traMfl~造遺伝子の問の領域を含む 。 その領

域に加えてpAB0217にはsbmDが、 pAB0216にはsbmCとsbmDが、 pAB049にはsbmB、

ihfB、sbmCsbmDが、 pAB0215には全てのsbm部位と ihfBとがそれぞれ完全な形で存在

する。(図 3-1) 

(3) TraMタンパク質を細胞内のトランスの位置から供給するプラスミド

TraMタンパク質を細胞内のトランスの位置から供給するプラスミドpABOl20、

pAB0320は以下のように構築した(図 6- 1 )。プライマ -21Nを用いた音11位特異的塩

基置換でベクタープラスミドpUCI19のlacpm!i.域の上流にβヒoRI認識音11位を導入して

pAB0119を得た。また、プライマーlを月]いた音11位特異的境基置換でpABOlのtraMf)I.i-造

遺伝子のSD配列のすぐ上流にBamトIl認被告111立を導入してpABOllを待、 pABOllから

BamHI-BamHI断片を切り出してpAB0119のB叩 JHl認識部位にクローニングしてpABOIOl

を得た。このpABOlO1から得られるEωRI-EcoRI断片上にはlacPから発現する traMli1j造逃

伝子が存在し、それをベクタープラスミドpHS12にクローニングして得たのがpABOl20

である。また、ベクタープラスミドとしてpHS12のかわりに、 pHY300PLKのAmp'i立伝

子をPvuI処理とT4DNA polymeras巴処理でフレームシフト変異を導入することによって破

擁したプラスミドpAB0300を用いて符たのがpAB0320である。 pHS12はpSCIOl由来の、

コピー数が増加した変異プラスミドである。 pHY300PLKはpACYCl77由来のプラスミド

である。したカすって、 pAB0120、pAB0320はともにpBR322rll来のプラスミドpR-pMLB

と共存することができる。さらに、 pSC10lはn身の複製にlHFが:必要であるので

pAB0l20はIHF欠損株に保持させることはできないが (Friedman，1988) 、pAB0320は

lHF欠損株内でも複製することが可能である。

(4) ori7顎域を持つpABOプラスミド

pAB0401はpS187-B19のEcoRI-PSll3.8 kbl.lHn (ori吋fj域から UaM、J、Y、A、L及び帥E

遺伝子の一部までを含む)をpHSG299にクローニングして得たo pAB0421はpS187・ES3

のSphI-Xmnl0.7 kb断片 (oriTii1i域から(J，JM泣伝子のーllllまでを含む)をpHSG299にクロ

ーニングして待た。 700番台の呑号をつけたpAB07・ラスミドはE∞RI処理によって直鎖

状にしたpSI87-ES3をテンプレー トとして、 PCR反j芯を行なうことにより得られた断片

をpHSG299にクローニングして得た。 PCR!.iJ忘に)IJいた個々のプライマーの{立位、それ

らによって増 ~I認される ori7顎域の範囲、及びそれらをクローニングして符られる pABOプ
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inlT吋UC10ga 
BamHI創 t.

図 6- 1 TraMをトランスの位置から供給するプラスミド

pAB0120、pAB0320の傍築

イ:お

pABOl1 はpUCI19に lraMとその周辺をクローニングしたプラスミドpABO I の lraMI1~造泣伝子の上

流に、プライマー lを川いたKunkcl法にてBamHI認識部位を導入して科たプラスミドである。

pABOl19はpUCI19のJilCPOのヒ流にプライマー21Nを川いたiくunkcl法にてEcoRI認泳部位を導入し

て符たプラスミドである。 pABOl1のImMを合む BamHI-BilmHJ断片を;'Fい太総で、 pABOlO1の

lacTり I四Mをp;-むEcoR1-EcoR Ilt[r }'，-を制かけのぶ紋でそれl'れ示す。ImMとpUCI19のJilCZ'(L"cZα 

断片をコードする)の位置及び方向は ~I抜きの矢印で示す。アンピシリン耐性泣伝子 (Amp') 、

テトラサイクリン耐性i古伝子 (Tc')はそれぞれ災線、網かけ総の矢印でその位置及び方向を表わ

す。 p、oはJad ベロンのプロモータ一、オペレーターである。 pABOIOIのE∞RI-EcoRI断片におい

て佃MはlacPから転写される。 lacZ'の開始コドンから始まる翻訳はすぐ下流に存在する終止コド

ンで終結し、また、LacZ'は lraMII~造ìû伝子とは 7 レームがずれている。したがってpAB022 (第

二託、図 2-2) におけるのと同級に、この断片から生産される丁目Mはインタクトな丁目Mである

と考えられる。 pl-lY300PLK上のAmp'泣伝子は、そのは造ill伝子内に存イEするPvul認識部位でPvul

にて切断し、その結果生じる尖山末端をT4DNA polymcrascにて平市化した後にセJレフライゲーシ

ヨンさせることでフレームシフト変興を導入して似桜した。 日、E、PはそれぞれBamHI、E∞RI、

PvuIの認識部位である。
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ラスミドは図 6-2に示した。

個々の結合部位に音111立特異的塩基世換変r4を導入した変災pAB0421は、 pAB0421の

E切RI-SphI0.7 kb断片をpUC119にクローニングして待たプラスミドpAB09421に対して

Kunk巴lの方法で塩基置換を導入し、しかる後にそのEcoRI-SphI0.7 kb断片をpHSG299に

再クローニングすることによって得た。 PCR及び‘KlInk巴l法に用いた合成DNAプライマー

は表6一7、 6-8に示す。各変興pAB0421の作成において導入した変異は図 4-8に

示す。

3.プラス ミドDNAへの部位特異的塩基置換変異の導入

プラスミドDNAに制限防素認識音11位を導入する|祭にはMlItageneKit (BioRad) 、

Mutan-K Kit (宝酒造)を用いたKunkel法 (KlInkel，1985) 、またはGeneAmpPCR Kit (宝

酒造)を用いたPCRによる境基世換法を行なった。
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，. ，ihfA--'sbvA __..-----CihfB.:J 
型r-一 ， þbmAl~豆J FbmclFbmDI 

riT.' ~ ..~^~ n~ 1 ・ 100， 2QO 

pAB0701 

pAB0731 

pAB0741 ・

pAB0750 

pAB0761 

pAB0771 

P12 

BamHI 

P17 P8 A12 A13 A14 

BamHI BamHI BgAl Baml-U BamHI 

巳豆ゴご斗ー

Al0 

BamHI 

図6- 2 PCRによる欠失oriT領域断片を持つpABOフ。ラスミドの惰築

上にori7VJi域内にイF1Eする各結合、 u!!.，;$.部位、 gcncX、ぷび四ill伝-i-の一部を似式的に示す。下に

600番台、 7∞番台の番号を付けたpABOプラスミドのlJ~築のためのPCRにJnいたプライマーの位置及
ぴそれによって導入される制限解紫認給部位を示す。各pABOプラスミドは図に示した太線の領域を

持つ。
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4.合成オリゴヌクレオチド

塩基配列決定、プライマーや11長法、及びKunkel法ま たはPCR法によ る部位特異的塩基

置換導入に用いたオリゴヌクレオチドは、 AppliedBiosyst巴m社のDNA合成装置380Bを用

いてホスホアミダイド法によ っ て合成した。合成に~する試薬類はApplied Biosystem社

及びCruach巴m宇土よりl溝入した。

表 6-5 第二主主て・用いた合成プライマー

pnmer S巴quenc巴

1 5・ーCACTATAAATAT0_旦主TccAGTGTTTACAAG-3・
2 5'ーCTTTTAATTCTT呈旦旦主主主TCCTCATCATTT-3'

posltlon 

255 - 226 

689 - 660 

各プラ イマーの位i置は図 1-4 "1-'のoriTf.J円域のh¥X.iJ;番号による位i立を示す。 プライマ

ーl及び2はpABOlからpAB012を作製する際にKunkell去のプライマーとして用いた。各

プライマ ーに よって導入される時l~世換変異を小文乍で、 その変災によって生じる制限

E持素認識部位 を下級で示す。

表6-6 第三章で用いた合成プライマー

pnmer sequ巴nc巴 posltlon 

1 5・-CACTATAAA.TAT2g主主三三AGTGTTTACAAG-3' 255 - 226 

10 5'ーTACAAAATTACTg_g_呈玉三三ATAAGATAAAAC-3' 311 - 282 

11 5'-TTAATAATTCAG丞旦主主主主TAAATATAAATA-3・ 59 - 30 

12 5 ' ー CGTCCCTAATAT主立主主主~ATGTTTTTCATG- 3 ' 158 - 129 

13 5'ーTATAAAAT.AATG立皇主TCCGGCGCTAGGGGC-3' 187 - 158 

14 5'-AGACACTCCTAG旦立旦主主主CTCTAGGATCAT-3' 219 - 190 

16 5'-CGATCCTGTTAC0_旦旦主主主ATAGCGACTCTT-3' 75 - 104 

21N 5'ーCTTTCCAGTCGGGAAttCTGTCGTGCCAGC-3' 602'- 631' 

M4 5'-GTTTTCCCAGTCACGAC-3・ 359'- 375' 

traMRV 5 '-CTGATATACAAAATTACTCT-3 ， 317 - 298 

プラ イマ -M4とu，lMRVはプライマーや11長法にJIJいた。そのほかのプラ イマーはpABO
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プラスミドを構築する際の部位特異的t:I~走置換変異の導入に汀l いた。その際導入される

制限酵素認識配列を下線で示し、その配列をとるために導入された置換変異の位世及び

変異後の塩基を小文字で示す。プライマー21N、M4はpUCプラスミドに、それ以外のプ

ライマーはori7額域の周辺にノ、イブリダイズする。プライマー10、11、12、13、14、15、

21NはKunke11:去による塩基世換導入、プライマー10と16はPCRによる塩基世換導入にそ

れぞれ用いた。

各プライマーの位世は、右肩に印のないものは図 1-4中のoriT顎域の塩基番号によ

る位置を、右肩に'が付いた位置はpUC19上の境基番号 (Yanisch-Perronet a1， 1985) に

従った位置を示す。

表 6- 7 第四章でのPCRに用いた合成DNAプライマー

pnmer sequenc巴

10 5'一TACAAAATTACTg旦呈主主主ATAAGATAAAAC-3'

12 5'-CGTCCCTAATAT主立主主主主ATGTTTTTCATG-3'

13 5'ーTATAAAAAAATGgg主TCCGGCGCTAGGGGC-3'

14 5'-AAAGACACTCCTAG旦立主主主主CTCTAGGATCAT-3・

F8 5'-TGTCAGTACg豆主主主主TAATAA-3'

Fll 5' -TTTCATg旦主主主主ACCTCTGGTGAC-3'

F12 5' -GTTgg豆主♀豆ACCAAAAGCACCACA-3・
F17 5・-ACAGGATCcCCAACGACTCTCTAT-3・

posltJon 

311 - 282 

158 - 129 

187 - 158 

221 - 190 

123 - 103 

-130 - -107 

-54 - -31 

83 - 60 

各プライマーの位i丘は、図 1-4 '1] の oril苛!域の J~\X ik森一号による位芭を示す。各プラ

イマーによって導入される変J'4 を小文字で、その変J'd によって生じる制 I!J~ I'jJf:素認識j);11位

を下級で示す。
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表6- 8 第四章で・のKunkel法に用いたプライマー

pnmer sequenα pOSlllOn mutaOon 

32 5' -GTCCCTAATATAT?!qatcTtcTaq~CATGAAAATTGTCAGTA-3 ' 157 - 118 F1， F15 

43 5・-TAAATAGCGTTTGcT旦豆旦旦ACgg_主主三三TAAAACGTAAATC-3' 35 - -5 F5， F15 

51 5' -CCTAATAAGAGTCGCTA旦三tttgatagcagctATCGC 110 - 61 MA 

CAACGACTCTCTA-3・
52 5' -ATGTTTTTCATGAAAATTGagctgctatca註単旦!A 140 - 91 MB 

AGAGTCGCTATAG-3' 

53 5' -AAATGCGATCCGGCGC旦~tgctatcaaagcATATATA 180 - 131 MC 

TCAATGTTTTTCA-3・
54 5 ' -ACAAGTAAGAAAGACACT~呈旦主主旦ctatcaa主主主GG主 230 - 181 MD 

TCATCCTATAAAA-3・
55 5・GGTCGTAACAGGATCGCCAACGA'包旦笠TCTCTATT 90 - 41 G5 

TAATAATTCAGAATTATT-3・
56 5' -GGTCGTAACAGGATCGCCAACGACtaqtccatqqTCT 90 - 41 G10 

CTATTTAATAATTCAGAATTATT-3' 

57 5・-ATCGCCAACGACTCTCTATg主主主呈呈ATT旦AGctTTAT 78 - 15 Y2 

旦主主豆呈主TAAATAGCGTTTGTTAATTAC-3'

各プライマーの位世は、図 1-4 '1コの orjTfJ1域の j~ÎI'~t左手存号による位世を示す。各々の

プライマーによって導入されるt:l，JJd出免変異を小文字で、その結果生じる制限酵素認識

部位を下線で示す。各プライマーによって変黙を導入したpAB0421プラスミドの変異の

名前を右に示す(図 4-8参照n。

5.合成DNA断片の作成

TmMの結令に刈するコンペティターとしてJIJいた一本飢DNAltJi)'，は、それぞれの配列

について上下両DNA飢を各々合成し、 10mM Tris.HCI (pH 7.5)、25mM NaCI、0.1mM  

EDTA (pH 8.0)rl' にて混合し、 95'C2分 r:'，Jの変tl処JIIlの後に 65'C で30分 I/'.J~71~l し、さらに

一分間に I 'C の剖合でi[rU立を 37'C まで下げ、 30分1I\j ~71;，rl してアニールさせて得た。

6.培地

使用した培地はしrich.lfT・地、 2X YT卯也、 LBJ{f地 (Miller，1972) 、 ~t;守地(Yoshioka 
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eta1.， 1987)、E臥培地、 R培地(Miller，1972) である。これらの培地は全て120"C15分

間のオートクレープで滅菌した後に使用した。L-rich培地、 2X yf培地にはオートクレ

ープ後、やはりオートクレープで滅菌したグルコースを終段皮が0.2%となるように加

えて使用した。 EHA培地はオートクレープ後グルコースを0.15%となるように、クエン

酸ナトリウムを6.8mMとなるようにそれぞれ加えて使用した。 R培地にはオートクレー

プ後グルコースを0.1%となるように、 CaCI
2
を2mMとなるようにそれぞれ加えて使用し

日ル。
プレートは適当な培地にBactoagar (Difco) を加えて作製した。 LBプレート、 EHAプ

レートはそれぞれ培地にBactoagarを1.5%になるように加えて作製した。 RプレートはR

培地にBactoagarを1.2%になるように加えて作製した。RTop agarはR培地にBactoagarを

0.8%になるように加えて作製した。

2X灯培地はDNAの大量刑製 (Ohtsuboet a1.， 1978)の際の培養に用いた。 しrich培地

はアルカリーSDS法によるプラスミドDNA調製で、日収Jllが必要な際に用いた。世培地

はlレピジウム形1'1:転換法 (Yoshiokaet al.， 1987) の際の本培養にJ日いた。R培地、 EHA培

地はPlトランスダクションに}TJいた。 LBプレート には必要に応じてアンピシリン

(Amp)、テトラサイク')ン (Tc;Sigma)、クロラムフェニコール (Cm; Sigma) 、

カナマイシン (Km; Sigma)、リファンピシン (Rif; Sigma) 、グルコース、

5子5-b占bromo-4-chl叶l口ro-3-i口!吋口ωIy刷yl-s-D-g引a山l

祭-心D一t，叩lωoga剖laωctωopyranos引以ωi正凶d巴[JPTGJ (ωSigm日) を力加日えてコロニ一のi選i注i討J択尺にイ佼史川した。 その|際

刈npfは立100μ g/ r打ml，、Tcは5μ g/ml， 、Cmは30μ g/ ，ηm叫1叫l、Km は50μ g/ml、Rifは100μ g/ml、

グルコースは0.2%、X-galは0.2%、IPTGは0.14mMになるように力Hえた。

7.試菜、酵素、キット

使用した試薬はそのつど述べた。4')に示さない限り、ヰ11)'(;純楽より J!，Y;:;、したものを似

用した。

使用した制限酔素はN巴¥VEnglancl Biolabs、BioRacl、宝酒造、東洋紡より購入した。

DNas巴I、T4DNA polymeras巴、 T4polynucleotid巴kinas巴、 DNApolyl11erase J Kleno¥V fragl11巴nt、

calf intestine alkaline phosphatas巴(CIAP) 、T4DNA 1引 S巴、 RNase inhibito，、 m巴陀

甘凶附口叩pt附お蹴巴 (貼V之引)、M13 DNA S叩巴ncingkit、Mutan-K mutagenesis kit、Gene All1p 

polYl11巴rasechain 印刷ion(PCR) kitは宝酒造より J!，'lf入した。 Mutagen巴KitはBioRadより購入

したo RNas巴A、コラゲナーゼ(タイプ四)はSigl11aより J!昨入した。コラゲナーゼは、

300μgを50%[v/vJグリセローlレを合むバッファ -s (バッフ 7-B-G50) 340μlにi容Wf
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して0.9μg/μ lの保存液を作製、 20'Cにて保存し、実験に供した。これらの酵素は全て

製造者の示す反応条件にて使用した。

8. プラスミドDNAの調製

ベクタ ーとして用いたpUC119及U'bNas巴Iフットプリンテイング法に用いたpSI87-XEl

のsupercoiledDNAは、 いjット Jレの培地より Brij-DOCを用いる方法で調製し、 CsCl密度勾

配により精製した (Ohtsuboet al.， 1978) 0 DNA抗基配列の決定、 Kllnkel法 (1985) に用

いたプラスミドDNAはアルカリーSDS法 (Maniatiset al.， 1982) によって調製した。プラ

スミドDNAの迅速な単雌、同定には、 RI00-1を雌認する必要があるときにはMachidaら

(1982) によるcrud巴lysis法を、 lii離したプラスミドDNAを制限防紫処理する必要があ

るときにはリチウムバッファーを用いるH巴らの方法 (1989) をそれぞれ用いた。

9.形質転換

菌イ本の形質転換はHanahan(1983) の方法を改良したJレピジウム法 (Yoshioka巴tal.， 

1987) またはTSS法 (Chunget al.， 1989) によって行なった。特にKllnkel法により筑法世

換を導入したプラスミド等、ライゲーション反応で何られたプラスミドによる菌体の形

質転換は効率の良いルビジウム法によって行ない、また、 Heら (1989) の方法、アルカ

リーSDS法 (Maniatiset al.， 1982)、crud巴Iysis法 (Machida巴tal.， 1982) によって剥製した

プラスミドDNAによる菌イ本の7r~ 'l'H互換はより flìï{!J2な TSSI去によって行なった。

1 O. DNA塩基配列の決定

プラスミドDNAに導入した変興の椛認のために令成オリゴヌクレオチドをプライマー

としてジデオキシ法 (Sangeret a l.， 1977; Messi ng， 1983) により J~\I~ I~配列を決定した。そ

の際7-DEAZAS巴qll巴ncingKit (宝酒造)またはBcaBESTSeqll巴ncingKit (宝酒造)を)TJい、

[α _32pJ dCTP (15 TBq /11111101: Amershal11)の取り込みによって政械を行った。

DNase 1フットプリンテイング法、プライマーや11Ktliの佐世マーカーには、 5'末端を

[y_32pJ ATP (166.5TBq/11111101:Al11ershal11)によるリン酸化で以識したプライマーを

用いてM13Seqllencing Kit (宝沼造)を-f，l¥変更したジデオキシ法により決定したシーク

エンスラダーを)TJいた。その|佼DNA鎖のイql長にはDNApolyl11eras巳 1Klenow fmgm巴ntをm
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ぃfこ。

1 1 . TraM*の精製

TraM*は s-ガラク トシダーゼに対するア フィニティ ーを利用した方法 (Ullmann，1984; 

Inamoto et al.， 1988) によって以下のように精製した。

TraM*を生産するプラスミ ドpAB022を保持する宿主菌MC1000をしrich培地中で一晩前

培養の後、 L-rich培地 (0.2%グルコース、 50μg/m1アンピシ リンを含む)250 m1に2.5

d加え 、 500ml容坂口フラスコ 中で30'Cにて振滋培益した。 ∞闘が0 . 5 ~0.6 となったと

ころで培養温度を42'Cにシフ トしてさらに90分間振続培養した後に氷水中で冷却し、遠

心分離にて集菌した。 以後の操作は、特に示さない|担り 0.C~4.Cで行った。集めた菌体

を40mlの氷冷したAFバッファー (20mM Tris' HC1、10mM MgCl" 10 mM 

2-m巴rcapt∞thanol、1.6M NaCI [pH 7.4]) (250μM pheny1m巴thy1su1fony1fllloride [PMSF]を

含む)で洗浄し、培地500m1に相当する菌体(混lli:iitで約1.5g) を一つにまとめ、再び

遠心分離で集菌した。集菌した1盗体はドライアイス rl~ で凍結させ、 -80'Cにて保存した。

菌体を氷冷したAFバッファー24m1 (PMSF 250 f1 Mを含む)に懸溺し、 Bransonsonic 

oscillatorを用いて強度4、50%の1m欠超音波処耳目にてキ111胞を破壊し、 11000Xgの遠心分雌

で破壊されずに残った車111胞を沈殿させて除いた後に 100000Xgの必遠心分制でJJ.失面分を

除いた。このようにして得られた可溶性四分をp-amino-pheny1-s -O-thiogalactosid巴(TPEG)

-S巴pharos巴カラムに通し、 TraM*をカラムに保持させ、 AFパ :;77ー (250μMPMSFを

含む) 100 m1でカラムを洗い余分なタンパク質などを|徐いた後に、ほう般バッファー

(100mM Na，B，O，、 10mM  2-mercaptoethano1、[pH100]) を川いてカラムから浴出させた。

浴出したタ ンパク貨は直ちにPO-l0カラム (Pharl11aじia) を川いてパッファーB (IOmM 

Tris'HC1、250mM NaC1、10111M CaC1" 10 111M 2-l11ercaptoethano1 [pH 7.4]) に移し、 10%

[w/v]のグリ セロールを含むバッフ 7-B (バッフ 7-B-Gl0) に対して透析し、 TraM本

絞品としたo ti'i 製の:ili\.:fJ: で、のTraM 併の政泌は、 SOS-PAGE及ひ、LacZì~ï性のり!IJ定によって

行った。このようにして符られた411品はムツベンドルフチューブに分注し、 ドライアイ

ス中にて凍結の後-80.Cで保存し、以後迎宜面白WIして実験に供した。

1 2.タンパク質の定量

タンパク 質の定iEはBradfordの方法 (1976)に従い、 bovines巳ruma1bllmine (BSA 生

化学工業)をタンパク質量の椋準として行なった。
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1 3.タンパク質のゲル電気泳動

タンパク質のSDSーポ リアクリルアミドゲルによる屯気泳1M(SDS-PAGE) は、 U巴mmli

の方法 (1970)に従って行った。 TraM叫こ対してコラゲナーゼ処理を行った試料につい

てTraM*の消失とTraM'の出現をfi(E認するためにはHussainらの方法 (1980)に従って行

った。いずれの方法においても 、ゲルの染色にはクマシーブリリアントブルー (Sigma)

を用いた。

14. DNAのゲル電気泳動

ゲルシフ ト法による解析は変性指IJを加えないポリアクリルアミドゲルにて行なった。

プラスミドDNAの制限酵素断片の回収には変性剤を加えないポリアクリルアミドゲJレま

たはアガロースゲJレによる電気j初i，1f(lJを行なった。 iik動バッファーにはTAEバッファー

(40 mM Tris-acetat巴、 2mM EDTA [pH 8.0]) をmいた (Sambrooket al.， 1989)。

DNAシークエンシング、 DNase1フ 7 トプリンティング、プライマ -{'I'長1去を行なう際

には7M尿素を含むポリアクリルアミドゲル(シークエンシングゲル)をffJいたfE気泳

動を行なった。 iik動ノてッフ 7ーにはTBEパ Yファー (90111M Tris-borate、2mMEDTA [pH 

80]) を用いた (Sambrooket al.， 1989)。

1 5.βーガラク卜シダーゼ活性の測定

TraM*を発現している菌、 TraM*標!日!などの s-ガラク卜シダーゼ活性(LacZ活性)は、

Mill巴rの方法 (1972) に従いo-nitrophenyl-s -D-galactosi【!巴 (ONPG:利光純楽)を用いた

比色法によって測定した。

TraMATG-LacZ融合タンパク質による pガラクトシグーゼj斤tl(LacZi1，性)は、0.2%の

グルコースを含むしrich培地1'1_1、30'CにてOD6∞が0.4-0.6になるまで娠政培養した情養

液について、同t正に社!!J定した。

1 6.ゲルシフト法

TraM*及ひ、TraM'のDNAに対するがi合はゲルシフト11、をJIJいて訓べた。

用いた直鎖DNAはプラスミドDNA を述j当な Hiリ IH~m>{ で切|析し、フ工ノール処理、クロ

97-



ロホルム処理、エタノール沈澱によって精製して得、 TEバッファー (10mM  Tris'HC1、

1 mM EDTA [pH 8.0]) に溶解して保存した。 DNA断片に対するタンパク質の結合は

bi叫 ngsolution (印刷 NaCl、10叫 1MgC12、0.1mMEDTA、5mM  dithiothreito1 (Dπ: 

Nacal白)、 0.1mg/ml BSA、10%[w/v]グリセロール、 25mM MES-KOH) ( MES : 

2-(N-morpho1ino)巴thanesulfonicacid (Sigma) )中、 28'C、20分1:5の条件で行なわせ、結

合反応、後直ちにTAEバッファー中でのポリアクリルアミドゲル7E気泳動 (PAGE) に供

し、臭化エチジウムによる染色でDNA断片のバンドの泳動度を観察した。反応液のpH

値は、加えるMES-KOHによって前節した。 bindingsolutionの組成を変えることで結合に

対する各種イオンの影響を知ることが出来る。結合に対するへパリンの影響は20分間]

の結合反応の後へパリンを加え、さらに5分1:1]保協することによって調べた。

コンペティションの実験を行なう際には、 ori7顎域を含むDNA断片としてはpS187-XE1

のDmI-TthHB811131 bp断片の5・末端を32pで標識して用い、コンペティターには互いに相

補しあ う一本鎖合成DNAをアニールさせて調製した二本鎖DNAを用いて以下のように行

なった。

まず、コンペティター及びTraM*.IJ:!品を含む 10μiのbindingsolutioJ1 (前述)を28'Cに

て5分間保温し、そこにあらかじめ28'Cにしておいた32pで標識したDNA断片0.005pmol 

を含むbindingSOlUlioJ1 5μ1を加え、さらにお℃にて20分/1¥]保i&tしT，司M*と"P標識DNA断

片との結合反応を行なわせた。その後直ちにTAEバッファー中でPAGEを行ない、電気

泳動終了後グjレを兵空加熱乾燥し、オー トラジオグラフィーによりバンドを視覚化して

それを観察した。

1 7.丁目M*タンパク質のコラゲナーセ処理

TraM*のTraM ì''iII分 (TraM ') と UlcZ;'\:11分とを分却するためにT，百M吋~~r{品』こ対してコラゲ

ナーゼ処理を行った。 TraM吋111日のi例区であるバッファ -B-G10はコラグナーゼの反応

条件奇術たす組成であるので、これに直接コラゲナーゼを加えることで反応を行なわせ

ることが出来る (Inamotoet a1.， 1990) 0 TraM*棋品 (0.6pmol /μlのTraM*を含む)に対

しコラグナーゼ保存液(コラグナーゼ0.9μg/ fJ Iを合むバッファ -B-G50)を迎当:ii:tlJrJ

え30'Cにて 15分間反応させた後氷'1'にて冷却した。TraM'の生成はSDS-PAGEにて確認

した。このTraM*をコラゲナーゼ処理した液液(LacZ{¥11分やコラゲナーゼなども含む)

をTraM'オ薬品としてゲルシフ ト法にJIJいた。
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1 8. DNA断片の忽Pによる5'末端標識

DNA断片の5'末端はT4polynucJeotide kinas巴及び[y_32p]ATPを用いたリン酸化反応によ

って32pにて標識した。

DNお巴Iフツトプリンテイ ング法に用いた片4似側!山1の5

以下の ように作製 した (図 2一9A)。

EaeI恨Ijを標識した353塩基対 (353・bp)のHphl-Eael断片を作製するために、まずプラス

ミドpSI87-XElをEaeIで切断し、ポ リアク リルア ミドゲル電気泳動 (PAGE)の後

1018-bpの断片をゲルから回収し精製した (Maxamand Gilb巴rt，1980;Sambrooketal.， 1989)。

この断片の5'末端をCIAPによる脱リン酸化処理後、 T4polynucJeotide kinase及び[y

_32P1ATPを用いて 32p標識し、 Hphlで切断した後に353-bpHphl-Eael院rr片を同様にPAGE後

グJレから回収し精製した。

臼百I~llj を標識した288-bp DmI-Eaelllfr片は、プラスミドpSI87-XElの1131-bp

DraI-引めHB81断片を上記と同様にゲルから回収、精製して 32p標識し、 EaeIにて切断し、

同様にPAGE後ゲルから回収し精製して得た。

ゲルシフ ト法に用いた1131-bpDral-TIめHB81出rr片は、上記と同様に32p標識した断片を

EaeIによる切断を行なわずに用いた。反応液中に残存するT4polynucleotid巴kinas巴及び[y

_32P1ATPはフェノーlレ処理、クロロホルム処理、エタノール沈殿による料製て、除き、得

られた32p標識断片はTEバッファーに浴Wf.してmいた。

いずれの場合も精製したDNA断片はTEバッファーに溶解 した。

1 9. DNase 1フットフ。リンテインク;去

口口7顎域における丁目M*の結合f'ill{ilーを決定するためにはDNas巴Iフ y トプ リンティング

法を用いた (Galasand Schmilz， 1978; InamOlo巴1al.，1990)。

32pで標識 したDNA断片 付"J0.1 p111ol)を1001/Iのbindingsoiution '1'、28'C、20分!日!の

条件でTrdM*と結合させた反応液にDNas巴I1μI (0.001 unils)を加え28'Cで2分11¥]反応さ

せてDNAを部分消化させた後、 20μlのDNas巴I反応停止液 (2.6M NH，Ac、87mMEDTA、

130μg / ml sonicaled sal1110n sperm DNA)を加えてDNas巴Iの反応を停止させた。フェノ

ール処理、エタノー Jレ沈殿でタンパク質を除いた後に泳1]!)Jノ"{"/7 7ー (50%[v/v] 

formamid巴， 5mM EDTA， 0.01 % [w/v] xylene cyanol， 0.01 % rw/v] bromophenol blu巴)に溶j併

し、需品変性させ、シークエンシングゲルによる屯気泳動で、DNA飢を分離した。フットプ

リン トのパターンはゲルを真空))11熱1り呆後オ一 一 トラジオグラフィーにて祝党化して観察

し た。 DNA鎖の位世マーカーには、末端;Mお故した合成プライマーをよ~J いてジヂオキシ法
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にて調製したシークエンスラダーを用いた。

2 o. P1トランスダクション

MCω∞にh伊変異を導入してTA1C削を得る際にはPlトラ ンスダクションを行なった。

まずYK2523(t:， 3[hip]::αt)の培養液に5mMとなるようにCaCl2を加えた後にm.o.iが

0.01-0.05になるようにPlkcファ ージを感染させ、 RTop agar中で37"C8時間保混してフ

7ージを増殖させた。 RTop agarを回収し、 遠心分出11を行ない分間tした水相から渉出し

たファージを回収した。クロロホルムを加えて混入したYK2523を殺菌し、タイターを

測定してファージ楳品とした。 MCIO∞の培養液に5mMとな るようにCaCl
2を加え、得ら

れたファージ標品を加えて37'CI5分間j感染させ、その直後にクエン酸ナトリウムを 15%

になるように加えて霊感染を防ぐ。m体を集めてEHA培地で洗浄した後にEHA培地中で

37"C30分間培養し、 30μg/mJのCmを含むEHAプレート上でCm耐性のコロニーを選択し

た。得られたコロニーについて30μg/mJのCmを含むEHAプレート上で単コロニ一分離

を数回繰り返し、 PIファージを含まないことを雌認してTA1∞0を得た。 lacであること

はX-galとIPTGを含むプレートで、 IHFーであることはpHSI2による形質転換ができない

ことでそれぞれ確認した。 PI77ージのタイターiJ!1以Eの際の指示瑳lにはC600をj日いた。

21. RNAの調製

大腸菌細胞からの全RNAの調製は、 Miller(1972)及びAibaら (1981)の方法に従って

行なった。

0.2%のグルコース及び述i当な楽剣を令むし-richJi"iJ自'-1'でA600が0.5-0.6になるまで菌

体を増殖させ、培地中に直接氷を加えて急冷し、 i必L、分間lにて集jfjした。集めたwイ本を

0.5 %のSDS[Nacalaijを合む0.5mlのSolA (20 mM socliul1l <.catate、10mMEDT八 [pH5 5]) 

に懸濁し、あらかじめ60'Cに保7fotしておいたSolAで飽和したフェノールを0.5ml加え、

60'Cで 5分間振厳してフェノーJレfill出を行なった。遠心分断にて水桝lを分離し、そこに

抽出されたRNAをエタノー Jレ沈殿にて回収し、さらに混入したDNAを塩化セシウム密度

勾配超遠心を利用 して除き、 RNA務;日!とした。ナ~~作の全段階を通してRNA標品のバッフ

ァーには0.5%のSDSを含むSolAをmい、保存する|祭には-20'C にて凍結した。 RNAV~度

iま∞却の値から決定した。
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2 2.プライマー伸長法による転写産物の5・末端の決定

プライマ一例I長法はSambrookら (1989)のプロトコールを参考に適宜改良を加えて行

なっTこ。

5'末端を32
pで標識したプライマー1pmolを約20μgのRNAと混合し、 RNaseinhibitor及

びlOmMのD廿 を含むANバッファー (250mM KCl、10mM Tris-HCl (pH 8.5) [Sigma]) 中

で37'(、 2時間保温してアニールさせた。エタノール沈殿にて核酸を回収し、 RNase

inhibitor及び10mMのDTTを含むRTバッファー (50mMKCl、10mMMgCl2、50mM

Tris-HCl (pH 8.5)) に溶解した後、 dNTPを各々2mMとなるように加え、さらに逆転写野市

素 (Reverse回 nscnp凶seRAV-2)を加えて42'C、 2JI寺I:U術品して昨lii写反応 (revers巴

transcri ption) を行なわせた。 DNAが合成された反応液にRNas巴Aを加え、 42'C、30分間

反応させてRNAを分解し、フェノール十111出、エタノール沈殿により精製したDNAをシー

クエンシングゲルで電気泳動してオートラジオグラフィーにて机党化し、そのおT長を決

定した。合成されたDNA鎖長のマーカーには、逆転写反応に用いたのと同じプライマー

を用い、対象とするmRNAを得るのにJTJいたプラスミドに対して行なったシークエンス

ラダーを使用した。

2 3.接合伝達

接合伝達効率は液体培地中で談合を行なわせてi!!IJ定した。

供与菌はLB培地中でーl娩前培養した培養液0.1011をしB培地3011に加え、 1ωO∞001吋l容i主註註i込辻t司の
三1タ角1] フラスコ 巾で3幻7'C にて三 JI時i侍寺~ I刊1:川目叫山U{川J'rÞ川位f桁1行守主謎E してで'1白1

LB土塙青地中で一l晩免前培益養司した主惰奇5養主i液夜削1m川11叶1叶lを501州11叶1叶lのLB有椛¥'.t地色にj力却加ur川nえ、 試験管内で37'Cにて三時

間振滋培養した。供与菌、受平手ui双ブ了とも 三11.)1:'，]の収益の後に0.1mlを分]政して巡宜希

釈してプレート上に塗布し、 fZ令伝述。ijのそれぞれのとlミI泊数を調べた。受容閣桁主主i液
2.5 mlを三jJJフラスコ'1'の供与UiJ討議主主にねやかに)JIIえ、3幻7'C にて一 1 1;\'1川l日川lリdj的iYげ符附ノ?予引j，川十付-i~'巳ηifd必2 して

接合伝達を行なわせた。供与TIiiの培養及び.J'K合伝述に三jJ]フラスコを用いるのは表面積

を大きくしてエアレーションを良くするためであり、静Kiするのは性繊毛や接合対が物

理的な力に弱〈振設培養では談合伝迷効率が|でがり、再現性も悪くなるからである。接

合伝達を行なわせた培養液は迎宜希釈してプレート上に塗布し、楽剤耐性を示すコロニ

ーによって受容菌、供与菌、 tranSCOI1JL引Jltの生的数をそれぞれ訓べた。供与l'fiはKm、

Cm、X-gal、lPTGを含むプレート上で正lいコロニーを形成する。受符i'flはRifを含むプレ

ート上でコロニーを形成する。 pABOプラスミドが伝述したrral1scol1JugontはKm、Rifを含

むプレート上、 R100-1均す伝達したプラスミドはCm、Rifを含むプレート」二、 pABOプラス
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ミド、 R100-1双方が伝達したtransconjugantはKm、Cm、Rifを含むプレート上でそれぞれ

コロニーを形成する。接合伝達頻度は、 一時1mの談合伝達が終わった培養液中の供与菌

細胞数当たりの凶nsconjugantk:IlIJ泡数で表わした。談合伝達に|祭しては、供与菌対受容菌

の細胞比は約l対10となるようにした。
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