


〉

Pseudomonas aeruginosaの脱窒遺伝子群の構造と発現調節

応用生命工学専攻

平成4年度博士課程入学

氏 名 新井博之

指導教官 児玉微



4-4 亜硝酸還元酵素遺伝子下流領域の取得

第 5節考察

22 

24 

之た

序論

第 l章 Pseudomonas aeruginosaの脱窒遺伝子群の取得と構造解析 9 

第 l節序 9 

第 2節使用菌株および培地 10 

第 3節 チトクロムc-551遺伝子のクローニング 11 

3 -1 Pseudomonascytochrome c-551 11 

3-2 クローニング 12 

3-3 チトクロムc-551泣伝子の同定と周辺領域の塩基配列の決定 15 

第 4節 脱窒遺伝子群 (nir-nor領域)のクローニングと塩基配列の決定 17 

4 -1 班硝酸還元酵素遺伝子上流域の塩基配列 17 

4-2 一酸化窒素還元酵素遺伝子の取得と塩基配列の決定 20 

4-3 新規転写調節遺伝子の取得と塩基配列 22 

第2章 亜硝酸還元酵素関連遺伝子の構造

第 l節序

35 

35 

第 2節 C230アッセイ法 36 

第3節 亜硝酸還元酵素、チトクロムc-551遺伝子のプロモーター領成の同定 37

第 4節 nin立伝子構造の比較 39 

第 5節考察 43 

第3章 一酸化窒素還元酵素関連遺伝子の構造

第 l節序

第 2節 翻訳アミノ酸配列の特徴とホモロジー比較

第 3節 norCBA遺伝子産物のハイドロパシー

川

明

川

相

M
U

幻

)
 

1
 

(
 



第4章 nirQオペロンの構造と機能

第 1節序

第 2節 nirQオペロンの構造

第 3節 nirQOPi宣伝子産物の一次構造とホモロジー解析

3 -1 疎水性解析

3 -2 nirQ遺伝子産物のホモロジー解析

3 -3 nirOP遺伝子産物のホモロジー解析

第 4節 nirQオベロン欠損株の作製と嫌気的生育

4 -1 nirQOP変異株の作製

4-2 相補プラスミドの作製

4-3 変異株の嫌気的生育

第 5節 nirQの相同遺伝子cbbQによるRubisCOの活性化

第 6節考察

%

以

刈

%

幻

m
J
n
J
ω

日
出

μ加
山

山

山

山

町

山

町

山

第 4節 nOt遺伝子変異株の作製と嫌気的生育

4 -1 Marker exchange mutagenesis 

o
o
-
-
3
3
 

ベd

弓
d

『
M

F

3

ζ

J

F

コ

4-2 変異株の作製

4-3 相補プラスミドの作製

4-4 変異株の嫌気的生育

第 5節考察

第5掌 IJR.墾の新規転写調節泣伝子dnrの構造

第 l節序

第 2節 ORF7， dnrの欠損株の作製と嫌気的生育

2 -1 ORF7， dnrの欠損株の作製

2 -2 ORF7， dnr変異株の嫌気的生育

第 3節 dnげコ翻訳開始点の同定

第 4節 ホモロジー検索

n
u
n
u
n
u
n
u

ウ

ゐ

ウ

&
A
-
T

『
f

勺

，

司

J

勺

，

司

，

，

『

，

，

『

，

，



第 6章脱窒遺伝子の転写調節機構 78 

第 l節序 78 

第 2節 プロモーター活性測定用転写融合プラスミドの作製 81 

第 3節培養方法 81 

第 4節 酸素による脱釜遺伝子の発現制御 83 

第 5節 亜硝酸による脱窒遺伝子の発現調節 83 

第 6節 一酸化窒素による調節 85 

6 -1 亙硝酸還元酵素遺伝子欠損株の作製 85 

6-2 nirS変異株での亜硝酸による脱窒遺伝子の転写誘導 88 

6-3 norCBA変異による脱窒遺伝子の転写量の変化 90 

6-4 一酸化窒素添加による転写誘導 90 

第 7節 anr:遺伝子欠損による脱窒遺伝子の転写量の変化 93 

第 8節 dnn立伝子欠損による脱塗遺伝子の転写量の変化 93 

第 9節 nirQオペロンの変異による脱釜遺伝子の転写量の変化 95 

第10節考察 95 

総括と展望 98 

引用文献 105 

謝辞 113 

論文の内容の要旨 114 



宍予 言命

地球上における窒素化合物の存在形態は、主に、分子状窒素などのガス状の化合物

や、硝酸、亜硝酸、アンモニアといった水溶性の化合物などに代表される無機窒素化

合物と、生体の構成成分や生物反応、に由来する有機窒素化合物とに大別される。生態

系におけるこれらの窒素化合物の波度比は、機々な生物反応、や自然現象による化学反

応によって恒常性が保たれている[1]。このうち、生態系の維持という観点から特に重

要な生物反応は、(1)生物がアンモニアを有機化合物に変換して生体に取り込む反応。

(2)腐敗菌による有機窒素化合物のアンモニアへの分解。 (3)窒素固定生物による窒素ガ

スをアンモニアに還元する反応。 (4)硝酸をアンモニアにまで還元する同化型硝酸還元

反応。 (5)硝酸を最終的に窒素ガスまで還元する異化型硝酸還元反応(脱塗) 0 (6)硝化

細菌によるアンモニアの硝酸への酸化。などが挙げられる(Fig.1)。

脱窒とは、通常硝酸イオンがガス状化合物として大気中に放出される現象と定義さ

れている[2，3]0 この現象は、 100年以上も前から観察されており [4]、)民釜

(deni tri fication)という言葉から連想されるように、植物にとってしばしば生育の律速因

子となる窒素源を、土猿および水中から損失する要因となるため、マイナスのイメー

ジでとらえられることが多い。生物はアンモニアをグルタミンやカルパモイルリン酸

に取り込むことに よってしか窒素源を有機化合物に固定することができないため、窒

素ガスや硝酸などの無機体窒素を利用するには、これらを一度アンモニアに還元しな

ければならない。しかし、大気中には窒素ガス(N，)が約80%も存在するにもかかわら

ず、これをアンモニアに還元して生育に利用できる生物は非常に少ない。このため、

脱窒によって結合型窒素が放出されてしまうことは、植物の生育にとっては非常に不

都合であり、農作物の収穫量を左右するため農業上大きな問題となっている。実際、

最大で80%もの施肥窒素肥料が脱窒によって損失していると言われており、大量の化

学肥料が消費される原因の lっとして経済的な影響も大きい[2]。しかし、環境科学的

な観点からとらえてみると、脱窒は結合型釜素を分子窒素に戻すl唯一の生物反応であ

り、もしこの反応がなかったとしたら、地球上の窒素原子は水溶性のイオンか有機体

窒素として最終的には海洋に集積してしまい、陸圏での生態系が維持できなくなって

しまう。このため、脱窒は窒素固定、硝化と並んで地球上の窒素循環の一翼を担う重

要な反応と言うことが出来る。また、 1908年にハーパー・ボッシュ法によるアンモニ
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Fig.l.生態系における窒素循環

アの化学合成が工業的に開始されて以来、近年では人工的に環境中に放出される塗素

化合物の量が増加し続けており、難分解性物質の蓄積、水質の富栄養化や酸性雨とい

った深刻な環境汚染を引き起こしている。このような環境問題を解決するために、微

生物の脱窒能を積極的に活用することは、バイオレメデイエーションの重要なテーマ

の1っとして今後の進展が大いに期待されている。実際に、現在でも脱室作用は排水

処理施設で環境浄化に有効に利用されている。現在、富栄養排水に含まれる有機窒素

化合物は、腐敗菌によるアンモニアへの分解、硝化細菌による硝酸、亜硝酸への酸化

に続いて、脱窒により窒素ガスに還元して大気中に放出すると いう方法で処理されて

いる。脱窒は嫌気的条件下で誘導される形質であるため、この方法では好気と嫌気の

2段階の処理を効率よく転換させることが最も重要な課題となっている。嫌気化が不

完全であると 、酸性雨の原因となる温室効果ガスの一種である一酸化窒素や並酸化窒

素、あるいは、発ガン性物質生成の要因となる亜硝酸イオンが生成してしまい不都合

を生じる。このため、脱窒反応の人為的な制御を可能にすることが今後大いに期待さ
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れる。また、施肥窒素肥料の節約という点では負の制御も必要となるであろう 。 しか

し、脱窒に関わる酵素や遺伝子、およびその発現調節機構に関する研究は、脱窒と同

じく窒素循環の重要なルートの lつである窒素固定に比べると非常に遅れており、最

近になって漸くその概要が解明されつつあるところである。

完全な脱釜反応は、硝酸(NO.-)を、亜硝酸(NO，")、一酸化窒素(NO)、亜酸化塗索(N，O)

を経て窒素ガス(N，) ~こ還元する 4 段階の反応が必要とされる。各段階を触媒する酵素

は、それぞれ、硝酸還元騨素(NAR)、亜硝酸還元酵素(NIR)、一般化窒素還元酵素

(NOR)、亜酸化窒素遼元酵素(例NOSめ)である(σFi屯E目.勾。これらの窒素酸化物還元酵素を有す

る一群の細菌が脱釜菌と呼ばれている。脱窒菌の中には、 4種すべての酵素を持たな

いものもある。また、脱塗能は細菌に特有の能力と長い間考えられていたが、最近に

なってFusariumoxysporun】などの不完全菌(カピの一種)でも脱窒能を有するものが発

見されている[5]。ただし、カピでは亜酸化愛素還元酵素を持つものは知られていな

い。現在までに、 4種の還元酵素すべての性質が調べられている Pseudomonasstu tzeriの

ものをTable1に示した[6]。脱愛の第一段階の硝酸から亜硝酸への還元反応は同化型硝

酸還元と共通した経路である(Fig.l)。初期の遺伝学的な研究では、同化型と異化型の酵

素は別のものであるという報告もあるが[7，8)、脱釜菌から精製した硝酸還元酵素は、

硝酸同化しか行わない大腸菌の硝酸還元酵素と類似したモリプデンと鉄を含むタンパ

N03- N02- N03-

¥._一一__.)
cytoplasm 

Fig.2.細菌の脱窒酵素の存在位置と脱室経路
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Table 1. Pseudomonas stuczeri由来脱窒酵素の性質

Nitra出 Nitrile Nitrico田de Niu-ous oxide 
propcny reduclase 間 duc国 田 reduc回目 reductase 

(NAR) (NIR) (NOR) (NOS) 

ReacLIon N03-→ N02- NOz--NO cNyOto→plaNs2m0 lC N20-N2 
Location cZy1teoπp1lO凶ramnelC penpl田 m periplasm 
M~i~~i~mass incmbrane r---r----- memb目ne

gel日ltraLion作Da)140 120 170 120 
SDS-PAGE 112，60 61 38，17 70 。Jatemary

a s a2 as a2 
structure 

Metal Mo，Fc Fe Fe Cu 
Prosthetic 

F白 Sn，MGD Hem回 c，dl Hemes c， b Cu complex 

PghyoSu10pls ogleal cyt t663 
Cyt o51 

el民 lrondonor 

ク質であって[6，9，10)、この酵素は同化、異化に共通したものである可能性もある。こ

のため、亜硝酸還元以下の 3反応が、脱窒特有の反応、ということがで きる。また、脱

塗の反応中間体のうち、一酸化窒素については常に微量しか検出きれないため、亜硝

酸を亜酸化窒素へ還元する際の副産物である可能性も考えられていたが、最近になっ

て酵素学的、遺伝学的な研究から、これが絶対的な脱窒の中間体であることが明らか

となっている[11，12)0

脱愛酵素のうち、最も研究が進んでいるものは亙硝酸還元酵素である。この酵素

は、狭義での鋭窒、すなわち水溶性の窒素酸化物をガス状の化合物に変換する反応を

触媒するため、脱窒の鍵反応、ということができる。これまで多くの脱愛菌由来の亜硝

酸還元酵素が報告されているが、それらはすべてPseudomonasaeruginosa[ 13-15)、P.

stu tzeri[ 16)、Paracoccusdenitri.斤cans[17)などに見られるhemecとhemed，を持つcytochrome

cd，型か、もしくはAchromobactercycloclastes[ 18)やAlcaligenesfaecalis S6[ 19)などに見ら

れる銅を含むタイプのいずれかであった。Coyne等はポリクローナル抗体を用いた免疫

学的手法により 174株の脱窒菌について亙硝酸還元酵素の同定を行い、どの菌株におい

ても 2つのタイプのうちいずれか一方のみが認められることを報告している[20)。この

結果から、脱室蘭は、それが持つ亜硝酸還元酵素がへム型か銅型かによって、大きく

2つのグループに分類することができる(Table2)。脱窒菌は、グラム陽性、陰性を問わ

ず、多くの種属に渡って遍在しているが、ヘム型、銅型のいずれの亜硝酸還元酵素を

持つかは微生物の系統分類との関連性は低い。また、根粒菌[21)やAlcaligeneseutrophus 
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Table 2亜硝酸還元酵素の種類による脱窒菌の分類

Cytochrome cd1 type 

Alcaligenes faecal日 IAM1015 
Azospirillum brasilense SP7 
Erythrobacter sp. OCh1l4 
Parαcoccus denitri{icans 
Pαracoccus halodenitrificans 
Pseudomonas aeruginoso 
Pseudomonas slutzeri ATCC 17591 
Pseudomonas stutzeri ZoBell 
Thiobacillus denilrificans 

Copper-containing type 

Achromobacter cycloclαstes 
Alcαligenes foecolis S6 
Alcaligenes xylo8oxidans 
Bacillus halodenitri{icans 
Nitrosomonas europaea 
Pseudomonos oureofaciens 
Rhodobacter sphaeroides r. 

sp. denitrificans 
Rhodopseudomonos palustris 
Thiosphaera pantolropha 

[22]など、脱窒遺伝子がプラスミド上にあるものも存在することから、脱笠能は遺伝子

の水平伝播によって獲得された形質であると考えられる。

微生物における脱窒の生理的な意義は、酸素欠乏時に窒素酸化物を代替呼吸基質と

する嫌気呼吸によるATPの生産である。脱窒の呼吸鎖電子伝達系のコンポーネントに

ついてはまだ不明な点が多いが、呼吸鎖の末端付近以外は好気呼吸とほとんど共通し

ていると考えられている(Fig.3，4)[23，24]oこのような呼吸鎖の類似性から、脱皇室は大気

中に酸素が出現する以前の原始的な呼吸形態であって、好気呼吸の進化的な起源であ

るという説もある。脱窒菌はすべて適性好気性菌であって、低酸素濃度下で好気呼吸

鎖の末端酵素を窒素酸化物還元酵素と置き換えることによって電子伝達系を再構成

し、酸化的リン酸化に必要なプロトン濃度勾配の形成を可能にしているのである。酸

素が存在する条件では好気呼吸によって効率よいエネルギ一生産が可能であるため、

脱塗形質の発現は基本的には酸素濃度が低下した際にのみ誘導されると考えられる。

このことは、酵素活性と酵素蛋自発現量の測定から確認されている[25]。また、前述の

亜硝酸遼元酵素の同定の実験では、へム型、銅型のいずれの酵素についても嫌気的条

件下で培養した細胞にのみ発現が観察されていることから[20]、酸素の有無による脱愛

酵素の発現調節は、翻訳以前のレベルで起こっていると予想される。

酸素の有無による好気一嫌気の発現調節機構に関しては、大腸菌で最も研究が進ん

でおり、 FNRとArcABの2系統の調節機構があることが判明している[26，27]。これらは

同化型硝酸還元やフマル酸還元などの嫌気呼吸関係の酵素や、 TCAサイクルの酵素な

ど、広範な調節を行っている。 FNRはカタ ポライトリプレッシヨンの調節因子として

有名なCRP(CAP)と類似した調節蛋白である。 CRPと異なる点は、 N末にCysrichな領域

5 
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があり、ここに鉄が配位しており、この鉄の酸化還元によって酸素の有無による細胞

内の酸化還元レベルの変化を認識していると考えられている(Fig.5)oArcAB系は、細菌

の転写調節系としては一般的なTwo-componentのシグナル伝達システムであり、これが

感知するエフェクターについてはまだ明らかにはなっていない(Fig.6)。大腸菌以外で

も、根粒菌などで嫌気条件下での遺伝子発現に、 FNRに相当する調節因子が必婆であ

ることが明らかになっている。

脱窒菌における発現調節機構に関しては、これまでほとんど報告がなかったが、本

論文での研究結果を含め、最近になって脱室関連遺伝子の発現にも FNRに相当する因

子が関与していることが明らかにされつつある。また、 Pseudomonasaeruginosaなどで

は嫌気的条件下で、酸素や窒素酸化物といった呼吸基質が全〈存在しない条件でも、

アルギニンを分解する過程(アルギニンデイミナーゼ経路)で生じるATPを用いて生

育が可能である[28)。この条件では脱窒酵素の発現は抑えられていると考えられるた

め、嫌気的呼吸基質である硝酸、亙硝酸といった窒素酸化物が存在することも脱塗遺

伝子発現誘導に必要であることが予想される。

以上のような背景に基づき、本研究では代表的な脱窒菌であるP.aeruginosaを材料に

用い、これまでほとんど報告がなかった脱釜関連遺伝子の構造を解析し、その発現調

節機構を調べて基礎的な知見を得るとともに、微生物の脱窒作用を利用する際の最終

的な目標である人為的な反応の制御の可能性を探ることを目的とした。その結果、本

菌では脱窒反応の中心的役割を果たす亜石商酸還元酵素と一酸化窒素還元酵素の構造遺

伝子と関連の遺伝子がクラスターをなして染色体上に局在していることが明らかとな

った。この遺伝子群の解析から、脱室反応、に必要とされる新規の遺伝子も複数同定さ

れた。これらの中には、酵素複合体の翻訳後の活性化に関わるものや、呼吸形態の進

化の痕跡を示すものなどの興味深い因子が含まれていた。また、脱室関連遺伝子の発

現量の変化を調べ、その発現が酸素の欠乏と窒素酸化物の存在という 2種のシグナル

によって転写レベルで調節を受けていることを明らかにし、大腸菌の剛Rに相当する

調節因子(ANR)が脱窒遺伝子の嫌気誘導発現に関わっていることを初めて証明した。さ

らに、 ANRと同じく CRPファミリーに属する新規の転写調節因子を発見し、 ANRとこ

の因子がともに存在することが脱窒遺伝子発現に必要であることを明らかにした。
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第 l章 Pseudomonas aeruginosaの脱窒遺伝子群の取得と構造解析

第 1節序

生態系において無機窒素化合物は、硝酸、アンモニア、窒素ガスを頂点として生物

変換されている(Fig.l-l)。水溶性の硝酸とアンモニア間は、硝化・硝酸同化の 2反応に

よって可逆的に変換されるが、硝酸から窒素ガス、窒素ガスからアンモニアへの脱塗

反応と、窒素固定反応は非可逆的である。これらの反応は生態系の維持という点では

すべて同様に重要な反応であるが、遺伝学的な研究は同様に進んで来た訳ではない。

これまでのところ、窒素固定反応の遺伝子に関しては、根粒菌を中心に、数多くの種

由来の遺伝子の構造が報告されており、その発現調節機構の解明も盛んに行われてい

る[29]0窒素固定は、植物の生育に対して律速因子となる窒素源の確保という点で農業

上重要であったことがその理由のーっとして考えられる。それに加えて、窒素固定関係

の遺伝子がほとんどメガプラスミド上にあって、 supraoperonclusほnngと呼ばれるよ うな

大きなクラスターを形成していたため、逆遺伝学的なアプローチが容易であったこと

も研究が進んだ大きな原因であろう。窒素固定以外では、大腸菌などの硝酸同化の遺

伝子の発現調節の研究が比較的進んでいる[30]。

INO;I 
narGHJI↓↑ 

E亙
nirS(K，γ 

男
匹司
/間sZ

Eヨ m附 K

Fig.ト1.生態系における無機窒素化合物の循環と各変換酵素遺伝子
n戸'GHJI，nitrate reductase; nisS， cytochrome cdl type nitrite reductaSe; nirK， U， Copper type 
nltrne reductase; norCB， nitric oxide reductase (cytochrome bc complex); nosZ， nitrous oxide 
reductase; nirB， assimilatory ni凶tereductase; nifliDK， nitrogenase; glnA， glutamine synthetase 
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1見窒は窒素固定とは逆に、結合型窒素を窒素ガスとして大気中に戻す反応である。

大気中の窒素ガス濃度が約80%に保たれているのは両者の反応量がほぼ同程度に保た

れているためである。ところが、近年では化学工業の発達に伴い、人工的に環境中に

放出される結合型窒素の量が増加し、淡水の不栄養化や酸性雨などさまざまな環境問

題を引き起こしつつある。このような窒素バランスの乱れを解消するためには、微生

物による脱窒能を強化する必要がある。脱~の遺伝子やその発現調節に関する研究は

窒素固定に比べると非常に遅れていたが、以上の織な背景から、最近になって急速に

知見が蓄積されつつある。

完全な脱窒には、硝酸還元酵素(nitraほ reductase，NAR)、亜硝酸還元酵素(nitrite

reductase， NIR)、一酸化窒素還元酵素(nitricoxide reductase， NOR)、車酸化塗素還元酵素

(nitrous oxide reductase， NOS)の4種の還元酵素が必要とされる(Fig.2，Table 1参照)。これ

らの酵素の構造遺伝子のうち、現在までにクローニ ング、塩基配列が報告されている

ものは本論文の結果を含めて、 P.stutzeri ZoBellのNIR，NOR，NOS[31-33)、P.aeruginosaの

NIR，NOR，NOS[34-36)、ParacoccusdenitrificansのNIR，NOS[37，38)、AJcaJiger】eseul.rophus 

のNOS[36)、P.stutzeri JM300[39)、A.faecalis S6[40)、Pseudomonassp. strain G-179[ 41)、

P. aureofaciens[ 42)のNIRである。

本研究では、 Pseudomonasaeruginosa (緑膿菌)におけるNIRの生理的電子供与体であ

るチトクロムc-SS1の遺伝子のクローニングをきっかけとして、 NIRとNORの構造遺伝

子とその関連の遺伝子がクラスターを形成していることを発見した。このことから、

脱塗関連遺伝子も、釜素固定遺伝子のようにsupraoperonclustringの構造になっており、

この周辺の遺伝子構造を解析することによって、これまで未知であった脱室関連の新

規の因子や機能を逆遺伝学的に解明できる可能性が聞けた。本章では、この遺伝子群

(nir-nor subcluster)を含むDNA断片の取得と、その一次構造解析の結果をまとめて述べ

る。

第2節使用菌株および培地

直硝酸還元酵素、チ トクロムc-SS1遺伝子の取得源としてP.aeruginosa PA01161[43)を

用いた、それ以後の脱釜遺伝子群のクローニングには、野生株のPA01[43)を取得源と

した。ク ローニ ングのベクターには、 pUC19、pUCl19、およびCharomid9-36 (ニツポ
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ンジーン)をイ吏用し、ホストには、 pUCベクターに対してはEscherichiacoli九1109、

Charomidベクターに対してはDH5を用いた。 RIを使用したdideoxy法による塩基配列決

定のための鋳型一本鎖DNAの調整にはM13mpl8を用い、宿主にはMVI184を使用した

[44J。

P. aeruginosaおよ びE.coliは、 L-broth(1 % polypepton，0.5% yeast extract， 0.5% NaCI， 

pH7.3)、L-plate(L-broth + 1.5% agar)の培地で37'(;で培養した。MI3ファ ージの鋳型一本

鎖DNAの調製には、 2XYT (1.6% trypton， 1 % yeast extract， 0.5% NaCI， pH7.3)、 2本鎖の

鋳型DNAの調製にはte出ficbroth[44Jを用いた。プラスミ ドを保持する菌の培養には、

100μgjmlのampicillinを培地に添加した。

第 3節 チトクロムc-551遺伝子のクローニング

3 -1 Pseudomonas cytochrome c-551 

チトクロム cは呼吸鎖電子伝達系のコンポーネントとして多くの生物種に存在して

いる。また、生物聞でアミノ酸配列の保存性が高く、比較的低分子で精製が容易なこ

とから、生物進化による系統的分類の指標として用いられたこともあり [45J、多くの生

物由来のチ トクロム cのアミノ酸配列が報告されている。 P.aeruginosaのチトクロムc-

551に関しては、 Horio等によって1960年に結晶化されて以来[46J、その物理化学的性質

に関して深〈研究がなされており、 Ambler等によ って1963年にア ミノ酸の全配列が報

告されている[47J(Fig.I-2)。

r-heme c一一「

Glu-Asp-Pro-Glu-Val-Leu-Phe-Lys-Asn-Lys-Gly-Cys-Val-Ala-Cys- 15 
His-Ala-Ile-Asp-Thr-Lys-Met-Val-Gly-Pro-Ala-Tyr-Lys-Asp-Val- 30 
Ala-Ala-Lys-Phe-Ala-Gly-Gln-Ala-Gly-Ala-Glu-Ala-Glu-Leu-Ala- 45 
Gln-Arg-IleーLys-Asn-Gly-Ser-Gln-Gly-Val-Trp-Gly-Pro-Ile-Pro- 60 
Met-Pro-Pro-Asn-Ala-Val-Ser-Asp-Asp-Glu-Ala-Gln-Thr-Leu-Ala- 75 
Lys-Trp-Val-Leu-Ser-Gln-Lys 82 

Fig.I-2. Cytochrome c-551のアミノ酸配列

このチトクロムは、アミノ酸82残基からなり、最も小型のグループに属するへムタ

ンパク質であり、既に X線結品解析により 3次元構造が明らかとなっている[48，49J。

最近では、 NMRによって、溶液状態での 3次元構造の解析も盛んに行われている [50-

52]0 P. aeruginosaにおけるチトクロムc-551の役割は、その高い酸化還元電位(250mV)

[53Jから、好気、嫌気ともに呼吸鎖末端酸化還元酵素への電子供与体であると考えられ
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てきた。 (Fig.3，4参照)[23]。このチトクロムは、 P.aeruginosa由来の亜硝殴還元酵素

(NIR)、青色銅蛋白アズリンへ直接電子を伝達することができる。また、アズリンも

NIRへの直接の電子供与体となり得る。このことから、チトクロムc-551とアズリンは

相互互換可能な電子伝達体であると考えられ(Fig.I-3)、3者の電子伝達機構は呼吸鎖の

モデルとしても興味が持たれていた[54]。以上のような背景から、チトクロム c-551は

酸化還元蛋白の研究の最も適したモデルと考えられたため、当初は、チトクロムc-551

の蛋白工学的研究を行う際に必要となるアミノ酸残基置換した変異蛋白を作製する系

を確立することを目的とし遺伝子のクローニング、塩基配列の決定を行った。

3 -2 クローニング

( 1 )プロープの合成

P. aeruginosa由来のチトクロム c-551のアミノ酸配列(Fig.I-2)[4 7]をもとにして、報告

されているP.aeruginosaのコドン使用頻度[55]を考慮しながら、 2本のオリゴヌクレオ

チドPA-1とPA-2を合成した(Figト4)0PA-1 は20残基 l種であり、 PA-2は20残基16種の

ミックスプロ ープである。

( 2) Gene 1ibraryの作製とクローンの同定

制限酵素、修飾酵素処理やプラスミド抽出法など、以下の笑験に用いた基本的な遺

伝子操作法に関してはおmbrook等の方法[44]に従った。

Murmarによる一般的な抽出方法[56]をもとに、 P.aeruginosa PA01161から染色体DNA

を抽出した。ただし、本菌のcell1ysa也は非常に粘性が高く pheno1処理後の分離が困難で

あったため、 phenol処理前に巴thano1沈澱を行う変法を用いた。

得られた染色体DNAをEcoRI，Pstl， SalIでそれぞれ切断し、。目9%agarose-T AE gelで電

気泳動後、ナイロンメンプレン(GeneScreenP1us， DuPont)にb10ttingした。[y_3"lp]ATPで

放射能ラベルしたPA-1，PA-2をプロープとして、 45'CでSouthernhybridizationを行った

結果、 PA-1とPA-2ともに、 EcoRI3.5kb， Pstl 9kb， SaJI 1.5kb付近にハイプリダイズ した。

そこで、染色体DNAの9kb付近のPstl切断断片をアガロースゲルからGENECLEAN

(BI0101)を用いて切り出し、 pUCI9，E. coJiJM109の宿種ベクタ一系を用いてgenelibrary 

を作製した。このうち97コロニーを、 PA-1をプロープとして45'Cでco1onyhybridization 

したところ、 l個のポジティプなクローン(pHA-P1)が得られた(Fig.I-5)。
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Fig.1-3. P. aeruginosaの推定嫌気呼吸鎖電子伝達系
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Fig.1-4. P. aeruginosa cytochrome c-551遺伝子ク ローニ ングのための合成DNA
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3-3 チトクロムc-551遺伝子の同定と周辺領域の塩基配列の決定

染色体DNAのSouthernhybridizationの結果から、チトクロムc-551遺伝子は、中央の

1.5kb Sa1I-SalIの領域中に存在することが予想される。そこで、この断片をM13mpl8に

クローニングし、正逆両方向に断片が挿入されたファージをそれぞれ作製した。挿入

断片を Kilo-Sequence，Deletion Kit (Takara Shuzo)で種々の長さにdeletionし、 Sequenase

2.0を用いて、 dideoxy法により約 1kbの塩基配列を決定した(Figト5)。プライマーには

ユニパーサルプライマーを用い、 P.aeruginosaの高いGC含量を考慮して、 dGTPの代わ

りに7-deaza-dGTPあるいはdITPを用いた。

決定した塩基配列中には、 Shine-Dalgarno配列[57)に続く、 104アミノ酸残基からなる

ポリペプチド鎖をコードするオープンリーデイングフレームが存在した。このうち C

末端側の82残基が、チトクロムc-551のアミノ酸配列と完全に一致し、 N末端側の22残

基はベリプラズム分泌型のシグナル配列をコードしていた(Fig.ト6)。

チトクロムc-551遺伝子の50bp上流には、終止コドンが存在し、その上流に何らかの

タンパク質がコードされているものと思われたため、これまで報告されているP

aerugmosa由来の遺伝子配列およびアミノ酸配列を調べたところ、亜硝酸還元酵素(NIR)

のC末のアミノ酸配列[34)と完全に一致した。また、 Silves凶nt等によってクローニング

されたNIR遺伝子を含む3.5kbEcoRI断片の制限酵素地図は、 EcoRI-EcoRI3.5kb領域内の

制限酵素地図と同一であり、このことから、 NIR遺伝子とチトクロムc-551遺伝子は染

色体上、隣接して存在していることが明らかとなった[58)。なお、 NIR、チトクロムP

551の遺伝子名は、脱窒(denitrification)に関与する因子であることから、それぞれ、

denA， denBという名称、を一時用いていたが[59，60)、他の菌由来のものと命名法を統一す

るため、以後はそれぞれ、 nirS，nirMと呼ぶことにする。

nirS、nirM両遺伝子聞の50bpの領域には、 nirM翻訳のためのリボゾーム結合部位と、

強いステム構造を取り得るGC-richな回文構造が存在した。 Silvestrini等は、これがnirS

の転写終結部位だと示唆しているが[34)、この領域にはプロモーターらしい配列が存在

しないことから、 2つの遺伝子はオペロンを形成し、同ーのプロモーターから転写さ

れると考えられた。これらの遺伝子がオペロンを形成すること、嫌気的条件下で転写

されることの証明は、第 2主主で詳しく述べる。

Nordling等は、 P.aeruginosa ATCC 10145由来のチトクロムc-551遺伝子の塩基配列を

ほぼ同時期に発表した[61)が、タンパク質をコードしている領域の塩基配列は本研究の

15 



PA01161由来の結果と完全に一致していた。また、 nirM上流成の塩基配列はSilvestrini 

等が決定したもの (NσC6750由来)[34]と完全に一致しており、菌株間による塩基配

列の相違は少ないと恩われる。

nirSMの下流には、小型の c型チトクロムをコードする遺伝子(nirC)と機能未知の遺

伝子(nirめが存在した(Fig.I-6)onirCも、分泌型のシグナjレ配列をコードしており、本遺

伝子産物も、ペリプラズムに存在し、おそらく亙硝酸呼吸鎖電子伝達系のコンポーネ

ントとして働くと予想される。

SalI 
mçg且~ACCACCTTCAACCCCGACGCCA民ATCAGCCAGAGCGTCGCGGTGTTCGACCTGAAGAACCTCGACGCCAAGTA
VDTTFNPOARISQSVAVFDLKNLDAKY  

nirS 

80 

CCAGGTGCTGCCGATCGCCGAATGGGCCGATCTCGGCGAAGGCGCCAAGCGGGTGGTGCAGCCCGAGTACAACAAGCGCG 160 
QVLPIAEW A D L G E G A K R V VQPEYNKRG  

GCGATGAAGTCTGGTTCTCGGTGTGGAACGGCAAGAACGACAGCTCCGCGCTGGTGGTGGTGGACGACAAGACCATGAAG 240 
D E V W F S V W N G K N D S S A L V V  V D 0 K T M K 

CTCAAGGCCGTGGTCAAGGACCCGCGGCTGATCACCCCGACCGGTAAGTTCAACGTCTACAACACCCAGCACGACGTGTA 320 
L K A V V K D P R L 工 T P T G K F N V Y N T Q H D V Y 

CTGAGACCCGCGTGCGGGGCACGCCCCGCACGCTCCCCCCTAC♀主主阜畠ACCGTGATGAAACCGTACGCACTGCTTTCGCT 400 
合 一一一ー一一ー.. ...一一一一一一 SD M KPYALLSL  

nirM 
GCTCGCCACCGGCACCCTGCTCGCCCAGGGCGCCTGGGCCGAAGACCCCGAAGTGCTGTTCAAGAACAAGGGCTGCGTGG 480 
L A T G T L L A 0 G A W A E D P E V L F K N K G [C二王二互

CCTGCCATGCCATCGACACCAAGATGGTCGGCCCGGCCTACAAGGACGTCGCCGCCAAGTTCGCCGGCCAGGCCGGCGCC 
二三二J DA I D T K M V G P A Y K D V A A K F A G Q A G A 

GAAGCGGAACTCGCGCAGCGGATCAAGAACGGCAGCCAGGGCGTCTGGGGCCCGATCCCGATGCCGCCGAACGCGGTCAG 
EAELAQRIKNGSQGVWGPIPM P P N A V S  

560 

640 

CGACGACGAGGCGCAGACCCTGGCGAAGTGGGTCCTGTCGCAGAAATGAACGCCCCTCCGGACTTCCGGCGCGCCGCCAG 720 
DDEAQTLAKWVLSQK*  

M N A P P D F R R A A s 
nirC 

CCACGCCTTGTGGCTGGCCCTCGCGCTGACGTTCGCCTGTCCTCTTCCGGGCCTGGCCGACGAGCATCCCGATGCCCGTC 800 
!!....__A_L W L A L A L T F A C P L P G L A D E H P D A R R 

GCCAGGCCCAGTTGCGTCACCTGCTGTTGCAGGACTGCGGCTCCTGCCACGGCCTGCGCCTGACCGGCGGCCTCGGCCCG 
Q A Q L R H L L L Q 01 C G S C H IG L R L T G G L G P 

GCGCTGACCCCCGAGGCCCTGCGCGGCAAGCCGCGCGAATC芯CTGGTCGCCACCGTGCTCATGGGCCGTCCGCAAACCCC
ALTPEALRGKPRESLVATVLMGRPQTP  

880 

960 

GATGCCCCCCTGGGCCGGCCTGCTCAGCGAAGACGACGCCGGCTGGCTGGTGGACCGCCTGATCGAAGg主呈主呈主TCGCCC 1040 
MPPWAGLL S E O O A G W L V D RLIEGEIAP  

CATGAACCTGCGTCCCCTCGCGCCGCTTCTCCTCACCCTGCTCGCCGGCTGTAGCC 

* 
M N L R P 

nirF 
L A F L L L T L L A G C S 

SO 
1096 

Fig.I-6. Nucleotide and deduced amino acid sequences of山ecytochrome c-551 gene and its 

flanking region. Underlined sequences are signal peptides for membrane translocation. Boxed 

ammo acids are heme c binding moufs. 
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第4節 脱窒遺伝子群 (nir-nOI領域)のクローニングと塩基配列の決定

本研究では、前節で述べた亜硝酸還元酵素遺伝子(nirSリの前後の塩基配列の決定と

gene walkingを繰り返すことによ って、現在までに 4断片で合計約24kbにわたるP.

aeruginosa染色体由来のDNAをクローン化し、部分配列を含めて 6個の転写単位で13個

の遺伝子を同定している(Fig.I-7)。本節でシークエンスとgenewalkingの結果をまとめ

て述べ、各遺伝子産物の配列の特徴、機能、発現調節に関する結果は第3章以降で詳

しく説明する。

4 -1 亜硝酸還元酵素遺伝子上流域の塩基配列

Si1vestrini等がクローニングした亙硝酸還元酵素(NlR)遺伝子(nirS)を含む断片は、

pHA-P1の中央のEcoRI3.5kbの領域であって、プロモーターあるいはその上流の遺伝子

の情報は得られていなかった[34]0NlRは脱窒条件下のみで発現する酵素であるので、

そのプロモーターと転写調節領域の構造に興味が持たれた。また、 P.aeruginosaのトリ

プトファン生合成に関与する遺伝子[62]や、大腸菌の硝酸還元酵素[63]などで、構造遺

伝子の上流逆向きに調節因子がコ ードされている例が多く知られている。本研究で取

得した断片はnirS上流に充分な長さがあるので、 nirSのプロモーターや上流にある遺伝

子の情報を得るために塩基配列の決定を行った。

シークエンスの決定には、 373ADNA Sequencer (App1ied Biosystems)を用い、 TaqDye 

primer Cycle Sequencing Kitを使用した。不明確な部分の配列はTaqDyeDeoxy Terminator 

Cycle Sequencing Kitで決定した。PCRによる蛍光ラベルはZymoreactorAB-1800 (Atto)で

行った。 2.4kbPstl-EcoRI領域中の種々の制限酵素切断断片をE.coJi DNA polymeras巴I

Klenow fragmentかT4DNA polymeraseで末端平滑化後[44]、pUC119のHincIlsiteにサプク

ローニングし、 ExoIIInucleaseとMungbean nucleaseでde1etionを行った。得られた

deletion plぉmidをWizardminipr巴PDNA purification resinとWizardminicolumn (Promega)で

精製し、鋳型として用いた。配列の解析にはGenetyxver. 8 (Software deve1opment)のプロ

グラムを用いた。

シークエンスの結果、 nirSとは逆向きにdivergenttranscription[64]の格造で、 3つの遺

伝子(nirQOめからなるオペロンが存在した(Fig.1-8)0nirS-nirQ間は非常にAT含量が高

く、 ANR(FNR)binding site (第 6章参照)[26，27]がlつ存在した[59]0nirQは、 260アミ

ノ酸残基， 29kDaで、 ATP binding motifを持つ親水性タンパク質、 nirOは175アミノ酸残
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GAATTCATGGCGCGAAAGGATCATAGAAAGCAGGGTCTTTACCCTTGC作叩f': arrr.r: ll l!.'1'ra 地~ATTGCGT 70 

TGCTTTGCGCTTGTGGCACCTTCCAACTGTGAATAGCGTGCGGTCCTAATCCCTAGCGCA阜阜A♀TAGGAC 140 

nlrQ 

ATGCGGGACGCGACACCCTTCTACGAGGCCACCGGCCATGAGATCGAAGTCTTCGAGCGCGCCTGGCGGC 210 

M R D A T P F Y E A T G H E 1 E V F E R A W R H 

ACGGCCTGCCGGTATTGCTCAAGGGCCCCACCGGTTGCGGCAAGACCCGCTTCGTCCAGTACATGGCGCG 260 

G L P V L L K l_g___g_r g C G K TIR F V Q Y M A R 

GCGCCTGGAACTGCCGCTGTACAGCGTCGCCTGCCACGACGACCTGGGCGCCGCCGACCTGCTCGGCCGC 350 

R L E L P L Y S V A C H D D L G A A D L L G R 

CATCTGATCGGCGCCGACGGCACCTGGTGGCAGGACGGCCCGCTGACCCGCGCGGTGCGCGAAGGCGGTA 420 

H L 1 G A D G T W W Q D G P L T R A V R E G G 1 

TCTGCTACCTGGACGAAGTGGTGGAGGCGCGCCAGGACACCACGGTCGCCATCCACCCGCTGGCCGACGA 490 

C Y L D E V V E A R Q D T T V A 1 H P L A D D 

CCGCCGCGλ，GCTGTACCTGGAGCGCACCGGCG且，GACGTTGCAGGCGCCGCCTTCGTTCλTGCTGGTGGTG 560 

R R E L Y L E R T G E T L Q A P P S F M L V V 

TCCTAC且ACCCCGGCT且，CCAGAACCTGC TC且.AGGGCCTGA且，GCCCλ，GCACCCGGCλ.GCGTTTCGTCGCGT 630 

S Y N P G Y Q N L L K G L K P S T R Q R F V A L 

TGCGCTTCGACTACCCGGCGGCGCAGCAGGAGGCACGCATCCTGGTCGGCGAGAGCGGTTGTGCCGAGAC 700 

R F D Y P A A Q Q E A R 1 L V G E S G C A E T 

CCTGGCGC且，GCGCCTGGTGCAGTTGGGCCλ.GGCGCTGCGGCGGCTGGAGCAGCACGACCTGGAGGλAGTC 770 

L A Q R L V Q L G Q A L R R L E Q H D L E E V 

GCCTCGACCCGCCTGCTGATCTTCGCCGCGCGCCTCATCGGCGACGGCATGGACCCGCGCGAGGCGTGCC 640 

ASTRLLIFAARLIGDGMDPREACR  

GGGTGGCGCTGGCCGAACCGCTCTCGGACGACCCGGCGACGGTGGCGGCGCTGATGGACATCGTCGATCT 910 

V A L A E P L S D D P A T V A A L M D 1 V D L 

CCATGTCGCCTGATACCGTCGAGCGGCGCCTGCCC~旦♀♀ACCTGGCGATGTGGTTCTTCATCCTCGCCGA 960 

H V A nlrO M W F F 1 L A E 

ACTCAGCGTGTTCAGCCTGCTGCTGCTGGCGTTCGCCGGCGCCCAGGCCTGGCAGCCGGAGCTGTTCCGT 1050 

L S V F S L L L L A F A G A Q A W Q P E L F R 

GCCGGCCGGGAGCAACTGGATAGCCGCTGGGGCCTGTTGCTGACCGTGGCCCTGCTCAGCTCCGGCTGGC 1120 

A G R E Q L D S R W G L L L T V A L L S S G W L 

TCGCCGCGCTGGCGGTGCATGCGGTGCGCCGCGGACGGCCGCGCCAGGCGAGCGGCTGGTTGCTGGCGGC 1190 

A A L A V H A V R R G R P R Q A S G W L L A A 

GCTGCTGCTGGCGCTGGTCTACGTCGGCCTGAAGCTGCACGAGTACGGGCGGCTCGCCGATCTCGGCCTG 1260 

L L L A L V Y V G L K L H E Y G R L A D L G L 

GACATCGAGCACGACACTTTCTTCACCCTCTACTGGTGCCTGACCGGCTTCCATTTCCTCCACGTCCTGC 1330 

D 1 E H D T F F T L Y W C L T G F H F L H V L L 

TCGGCCTGCTGATCCTCGGCTGGCTGGCGCAGGCCTGCTGGCGCCGGTGTTATACGCCGCAGGCTTGCTC 1400 

G L L 1 L G W L A Q A C W R R C Y T P Q A C S 

GGGACTGGAGTCGGGAGTGCTCTACTGGCACATGGTCGACCTGGTCTGGGTGCTGCTGTTCCCGCTGGTC 1470 

G L E S G V L Y W H M V D L V W V L L F P L V 

TACG TCC TGCAlI:.ffiA阜GTGCCGATGCGAACCCTGACCCTCTGCTGGCTGGCGTTGCTGGCGCTGGCCGTG 1540 

Y V L Q nlrP M R T L T L C W L A L L A L A V 

ACCGGTGTGCTGCTGGGTGGCGCCGGCGACTCTCCCTGGCTGCTGGCGGCGGTGCTGGCCTGCGCGGTGG 1610 

T G V L L G G A G D S P W L L A A V L A C A V A 

CCAAGGGTTGGCTGATCGGCGAGCGCTTCATGGAGCTGGCCCATGCCCCGGCGCTATGGCGCCGCCTGCT 1660 

K G W L 1 G E R F M E L A H A P A L W R R L L 

GCTGGCCTGGCCGCTGCTGATGGCCCTGGCGGTGGGCGCTGCGCTGTACCTGGCGCGGATGAATAACTGA 1750 

L A W P L L M A L A V G A A L Y L A R M N N 

GTAAATCGTTCGGGAATctrTGAT刊 CCATCMbCGGGTTCGCCGCCGCCGCTTCCTAGAATCGCCGCACC 1620 

Fig.l-8. Nucleotide加 ddeduced amino acid sequences of出enirQ operon from P. aeruginosa 
!he underlined sequences訂 eputative ribosome binding sites. Boxed DNA sequences are 
~~te~tial ANR biniling sites. Eoxed amino acid sequence is an ATP binding motif. The sequence 
~a~ have been dep~stled ，"，.;ith GSDB. DDBJ. EMBL釦 dNCBI nucleotide sequence databases 
Wl白山巴 accessionnumber. D37883 
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基，20kDa、nirPは85アミノ酸残基， 9kDaの膜タンパク質をそれぞれコードしていた[65]

(第4章参照)。

4 -2 一酸化窒素還元酵素遺伝子の取得と塩基配列の決定[35]

nirQOPの下流には、 ANR(FNR)結合配列仇NRbox)が存在する(Fig.I-8)oANRはP.

aeruginosaでの嫌気的条件下で誘導される遺伝子発現に必要な因子であり [66，67]、ここ

にANRboxが存在することから、この下流の遺伝子も脱窒に関わる因子である可能性が

考えられたため塩基配列の決定を行った。なお、以後の実験では、 PCRによる蛍光ラ

ベルにProgramtemp control system PC-8∞(Astec)を使用した。その結果、 hemecl古合配

列を持つ小型の c型チトクロムの遺伝子(norC)と、非常に疎水性の高いタンパク質を

コードする遺伝子(norB)のN末部分が確認された。これらの遺伝子産物の特徴は、 Pa.

denitrificans[68-70]， P. stutzen171]で精製され、最近になって、 P.sωtzenからその遺伝子

がクローニング[32，72]された一酸化窒素還元酵素の 2つのサプユニット (cytochromec， 

cytochrom巴めと類似していたことから、 norBの全構造を決定するために、 pHA-Plから

のgenewalkingによるpHA-Elのクローニングを行二った。

pHA-Plは、 P.aeruginosa PA01161からクローニングしたものである。PA01161株

は、 PAOlの制限修飾系の変異株(rmo-lめであり [43]、脱窒関連遺伝子は正常と考えられ

るが、念のため以下の実験のDNAの取得源としては、 P.aeruginosaの野生株PAOlを用

いることにしfこ。

シークエンスの際に作製したPstIsit巴から約lkbの断片(Fig.l・7，probel)をプロープと

し、種々の制限酵素で切断した染色体DNAとDIGDNA Labeling and Detection Kit 

(Boehringer Mannhaim)を用いてサザンハイプリダイゼーシヨンを行った。 blotting

membraneはAmershamのHybondNを用いた。その結果、 EcoRI6.5kb、SphI2.6kb付近等

にバンドが検出されたので、 6.5kb付近のEcoRI断片をアガロースゲルからGen巴cleanII 

(BiolOl)を用いて切り出し、 pUCI19-E.coJi JMI09の宿主 ベクタ一系でgenelibraryを作

製した。このうち、 250コロニーをHybondNにblottingし、 probe1とコロニーハイプリダ

イゼーシヨンを行ったところ、 2個のポジテイプなクローンが得られた(pHA-El，Fig.l-

7)。断片の挿入方向は 2っとも同一であった。得られた断片について塩基配列の決定を

進めたところ、 3つの遺伝子(norCBA)がオベロン様の構造を取って存在していた(Fig.l-

9)。なお、 PA01161からクローニングしたpHA-Plと、 PAOlから取得したpHA-Elで
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GTMATCGTTCGGCMT~豆亙亘忌C国CTTCGC四CCGCCGCTTCCTACMTCCCCGCACCACC日TTCC岨凪，SiGCCGCATGTCC曲一CTTTACCAMCCCATCGCCA 120 
柑 R box norC'唱 SETrTXG HA R

国 MCATCTATTTC田 CCCCACT町 GTTCTTCATCCTGCTCTTCCT町 CCT臥 CCTACCACACC臥 CM臼 CCCTGCCC同 CGCACCMCCAGCCCGCGATCAGCGCCCC町田TGC 240 
If IYFGGSVFFILLrLALTYHT!.XTLP!. 良 T H .! A A 網 S A A V V R 

出 :ErG:で勺GGr;AGr crE笠宝主主3ctcc:て寸Gcrマ町T??c:CG;c?Gアマcerciで勺CArerマミ目;A??っ3剖

TCMCACC1'TCCTCCA.CCCCTCGAT刷 TATCCAGCCGCT山 CCTGCCC田 CCCCCCCCCCATGCCGCACTTCCATCTCAGC臼 CCCCCACCTCCACCACCTCCCCCACTTCCTCAACT ・・0
NTFLOAWHNIOPLNVPGRR A. HPOFHLS!.COVOOLAEFLK 凶

GCACCTCGM CATCGATACCM CCMTCCCCGCCCM C品目岨晶，TTCATCATCTCCCCCAATCCCTCCCTGAMTTCGCCTCCCACCCCCTCGCCAMCCCTACTTCGTGTTCGCCCT 600 
S S K 1 C T H 0 W P P H K E G ・

nor8州 H SP N GSL KFA S O A V A I< PYFVFAL

GATCCTCTTCGTCGGGCACATCCTG竹田CCCTCATCATCGGCCTCCAGTACGTGGTCGGCGACTTCCT町 TCCC田 CGATCCCCTTCAACGTCCCGCGCATGGTGCACACCMCCTCCT η。
tLFVG O I L F C LI H GLO 'l' VVGDFLFPAtPF N V A R H V H T H L L  

GATCGTCTGGCTGCTGTTCCGCTTCATG田町市CTACTACCTGCTGCCGGAGGAGAGCGACTCCGAGCTGTACAGCCC山 CCTGGCCTGCATCCTGTTCTCCGTATTC白 CGCCGC 140 

1 V 輔 L L F C F 偶 G A A Y Y L V P I'! E S 0 C E L Y S P K L A 11 1 L F ・・ Y F A A A 

C日 CGTGCTGACCATCCTC田 CTACCTGCTGGTGCCCT岡田町CCTGGCCAGCCTCACCGGCMC刷 CTCTGCCCCACCATCGCCCCCGACTTCCTC山 CACCCCACCATCACCAA '60 
GYLTI  L G Y L LYPY A CLARLTGNEL 欄 P T H G R E F L E 0 P T 1 S )1; 

GCCCGGCATCCTCATCCTCCCCCTCGCCTTCCTCTTCMCCTCCCCATCACCGTCCTGCGCGCCCGCMCACCCCCATCAGCATCCTCCTCATCACCGCCCTCATCCGCCTCGCCCTCCT 10・0
A GI V I VA LGFLF NV C HTVLR CRKTAlS H V L H TGLlCLALL  

GTTCCTGTTCTCCTTCT ACMCCCCC山 CCTCACCCGCCACMCTTCTACTCCTCCTCCCTCCTCCACCTGTCCGT山町GTCTGCCAACTCATCATCCGTGCCATCCTCGCCTT 1200 

FL F S YYNPEN LTRC K FY W...... VVHL II VEGY  ・・ E L 1 H C A 1 L A P' 

CGTGCT閉山間CACCCCGGTCGACCCCGACCTCATCCACMCTCGCTCTACCTGATCATCGCC町 田CGCTGATCAGC田 CATCATCCGCACCCGCCACCACTACTTCTCCATCGG IJ20 
VLVXltCVCREVIE 脈 11 L Y V 1 1 A 例 A L!SCIICTGHHYFWIG

CGTGCCC田口ACTGGCTGTGCCTCGGCTCGCTATTCTCCCCGCTCCACCCGCTCCCGTTCTTCCCCATGGTGCTGTTCGCCTTCAACACCATCMCCCCCCCCGCCGCCCCGACTATCC 1440 
VPGY II L W L GSVFSALEPLPFF AH VLF A FH T I H R R R R R D Y P  

刷 CCGCGCGCTCGCGCTGTCGGCCATGGGCACCACAGTGATCGCCTTCCTCGGCGCGGGAGTGTGGGGCTTCATGCATACCCTGGCGCCGGTCMCTACTACACCCACGGCACCCAG口 1560
HRAYAL WAH CTTV 斜 A F L G A G V 制 C F H H す L A P V N Y Y T H C T 0 L 

CACC尻町CCCACGGCCACATGGCCTTCTATCCCCCCTACGCG町 CATCGTGATGACCATCATCTCCTACCCCATGCCGCGCCTGCGCGGCATCCGCCAGCCCAT回 ACMCCCCTCCCA 16・0
TA A H G H H A F YCAYAH IV HT IISYA H PRLRCIGEAHCNRSO  

GGTCC叩 CACATCTGGGGCTTCTGGCTGATGACCGTGGCGATGGTCTTCATCACCCTGTTCCTCTCC町田CCGGGGTGCTGCAGCTCTGGCTGCM印刷TCCCCCCCGACGCCCCCGC 1.00 
V L E I喝 WCf W L H TVA H VFITLFLSAAGVLQVWLORHPADGAA

CATGACCTTCATCGCCACCCA国 ACCACCTGGCGATCTTCTACTGCCTCCGCGAAGGCGCCGGGGTGGT町 TCCTCATCGGCCTCGTCCCCTACCTGCTGAGC1'TCCGGCCCGCCAAGGC 1920 
MTFHATODOLAIFYWLREGAGYVFLIGLVAYLLSFRRC"'A  

GGCCGCCTCAGATGGCCTTCGCCGTCCACCTGGAGG削 GGGTCCCCCCCCACT叫 CACCGCTTCATCACCC昨日GCCAGCGGCGAGTTCCACGC町 GCGGGTGACCCT刷 GAGCA20・0
norA H A F A V E L E E 11 V G A H 11 H R F 1 T R H A S G E F !. A A R V T L !. S M 

TGCGCC町 CCGCTCGGCATCCTCTTCCGGGCGCTC町田CGCACCGCGGGTAGCCCTCC山 CACCCC問問CCCCCTCCTCCTACGCCGCACCTGGTTCCAGCGGCTCCCCCCCA 21‘O 

RRPLCHLFRALCG A PGVALEATPARRLLLRRTWLORVAGT  

CCTGCGAGCAGCCCCCGCTCTCCTGCTTCAACCCCGACACCCTGCGCCTCCCGGMTCCCTCCCCCTCTATCCGCACCCCGACCT山 CCC印 刷TGTATCGCTCGCTCGCCCTCCTCC 22.。
CEOAPVS IIFH COSLRLPESLAVYPOAELI唱11. E L Y R W L A L L A 

C町 CAGCCCC目前CGCTGCCGCACTC叫 C印刷CAACCACCCCT四 CCCGCCAGTTGCTC聞 GCCTATCC叫 CCTGCCCCCCC町 ACCCCCGCCTGGTCCCCGCGCATCTCC 2刊。
A S A C P L R H 嗣 A OD N OR WARQ L L D A Y P A LRPRYARLVAAHLR

GCCAGCGCCCCTCCCTCGACGAT7CCCCGGCCGCAGACCCCCAACTGG山 TCGCCCTCCGCCCCGCGCTTGCCCAC町 田GCAGCGTCGAGCGCTTCCCGCCACTCCAGCCGGCGCCCT 2520 。RPSLDCCPAACAELEI A LRAALAEPGsvtR P' PRV!RAPW

GGCCCGTCCCG口町田CTGTATCCCGCCGAGCGCTGGACG町村CCCCCAG四回砧CGACGGCGAGCMGCCCCCGCCCCCGCCGCCMGCGCCA回目GCCCCCA町田ACCGCGCA 2“。
P V P L 伺 L Y P G ER W TPSAS A EOCEEA AAGA CK Il OV A R SCARX

AGCGCGCCGA町民ATTCACGAACGCAACAGCGM印刷CCTGCTGCTCTTCCCCCT印 刷 GCCTCCTCAGTTGCTCGGAGCACCTCCCCCTGGACCGC1'GT AGCGACGACGAGGACG 2160 

11. A E 11. 1 E E 11. H S E R H L L L F 肉 L E S L L S 11 S E H L A L C R C S 0 0 E 0 0 

ACCCGGACCCCGCGCGCCTCGCCGAACACCTCCACTACCTGTCCCTCTCGCGCCACCCCACGCAGMGGGCGGCGGCCTGCGCCTGGATCTCCACCTGCC悶 CCCCCACTACGATGACC 2.80 

PDG A R VAEOLOYLSLSROATOKGGGLRLC LC LP AA CY CC L  

TGCCGCTCGGCCCCGGCCTGMGCTGCCCGACTCCGACTATC田 CACCAGCCCCTCCTGAGCCACCACCTGCTCCTCCAACC日 TGCGGCCGCGCCCCCCCACCAGCGCCACCCTGCCCG 3000 
P LCPGLKLPE WOYROQRLLSCHYLLOP  円 R P R G A T S A S L P A 

CCCACCTGGAGAAGACCGCCCTGCATCTGCGCCCCCAGTTCGCCTCCCTGCCCCACGGCCGCCAACCCCTGCGCCAGCAGCCCCM目 CCACCAGATCCACCTCGATGCCTCCCTCGACT 3120 
HLEKTALHLR ROFACLRCG Il ORLROOPQCDErOLOA W LOF  

TCCAGGTCCAGCCCCCCCCCGCCCC7TCCACCCAGCCAGGCCTGTTCCTCGMCACCGGCCGCGCCCGCGCCACCTCGCCTCCCTGTTCCTGCCCCACCTGTCGATGTCCACCGAACCCT 32・0
OVERRRGGSTOPGLFLEORP Jt R R D L A CLLLAOLSHSTtAY  

ACCTCCACCACCAGCCCCGACTGATCCACACCATCCTCGACAGCCTCCTGCTGTTCGGCCAGCCCTTCC脳同時間GACCCCTTCGCCCTCTACGGGTTTTCCTC田町民自民日制

LDOORRYIOSJVCSLLLFCtALOALGOPf A LYGFSSYRR。
AGCAGGTGCCCTGCCAGGTGCTCMCCAC7TC砧 CCMCGCTACCCCGGCGAGGTCCGCGGTCGCGTGCTGGCCCTCTCGCCGCCCTACTACACGCGGATCCCCGCCGCCATCCGCCCCC J4'0 。VR IIOV LXDFOEGγGGEVRG RV L A L S P CYYT 拠 H C A A t R R A 

CCAGCCACCTGCTCCGCCCCCAGCCGCAGMCCCTCCCCTGCTCTTCCTGTT品目品目GCM GCCCAACGACCTGCACCCCTACGAGGGCCGCTAC田 CATCGACCACACCCCCCACG3師。
SOVLCCOPOKRRLLLLLSDG It PHOLCRYECRYGltOT 決。 A

CCGTGATCGAGCCGCGCAGCCAGGGACTCGTGCCCTTCTCCATCACCJ¥TCCACAACCAGGCGCCGGACTACCTGCCCtACC刊行印刷CCC町田CTTCGCGCTGCTCGAGCGCGCCC向。
Y 1 E A 偶 SOCLVPFCITIDKEAACYLPYLfGADCYALVE Il AG

CCCACTT町 CCGAGCGCCTGCTCCAGCTCT A TCCGCGCCTCCGCCGCTCACA T 31 1 J 。， ， ，偶 L L 0 L Y R R L R R ・

Fig.1-9. Nucleotide and deduced amino acid sequences of norCBA from P. aeruginosa. 

The underlined sequences ar巴putativeribosome binding site~. Boxe~ D~A seCjuence is a 
)?9tentiaJ ANR binding site. Boxed amino aci<!_ ~q~e~c.: ~s_a ~~I!2_e_ c bi~~i，r;?~s.ite . 
The sequence data ha~e been deposited wi出GSDB，DDBJ， EMBL and NCBI nucleotide 
sequenee databases with the accession number， D38133 
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オーバーラップしている部分の塩基配列は全く同一であった。 norCは146アミノ酸，

16kDa、norBは465か466アミノ酸， 52kDa、norAは612アミノ酸， 69kDaのタンパク質をそ

れぞれコードしていた(第3章参照)。

4-3 新規転写調節遺伝子の取得と塩基配列

norCBAの下流にnorオペロンとは逆向きのオープンリーデイングフレーム(ORF7)の存

在が確認されたため、さらにシークエンスを進めることにした。 ORF7は64アミノ酸残

基の小型のタンパク質をコードしており、その5領域にはANR(FNR)結合配列が存在し

たことからσig.l-l0)、この遺伝子も、脱皇室に関係あるものと考えられた。その下流に

は、親水性タンパク質をコードする遺伝子(dnr)があり、翻訳配列を蚤由貿データベー

スでホモロジー検索したところ、 CRP/FNRファミリーの転写調節因子と高い相向性を

示した(第 5章参照) 0 pHA-Elには、このオープンリーデイングフレームのN末部分

が欠けていたので、さらに上流域のDNA断片をクローニングすることにした。

pHA-Elの上流末端部分の約O.8kbのEcoRI-SphI断片(probe2)をプロープとし、 PA01株

の染色体DNAの種々の制限酵素切断断片とのサザンハイプリダイゼーションを行った

ところ、 BamHIの約8kbに単一のバンドが検出された。そこで、 Ban剖I8kb1寸近の断片

をアガロースゲルから切り出し、 Charomid9・36，E. coJi DH5の宿主ーベクタ一系を用い

て、ニッポンジーンのプロトコルに従いgene1ibraryを作製した。このうち、 650コロ

ニーをHybondNにb10ttingしてprobe2とのコロニーハイプリダイゼーションをq=rったと

ころ、 3個のポジティプなコロニーが得られ、このうち2コロニーに目的の断片が挿入

されていた(pHA-Bl，Fig.I-7)。得られた断片についてさらにシークエンスを続けたとこ

ろ、 dnn立伝子の開始コドンと思われるATG配列が2個存在し、配列からだけではいず

れが翻訳開始点かは判断できなかった。その上流成は比較的AT含量が高く、 dm遺伝子

のプロモーター領域と考えられる。さらに上流に、 ORF6，dnrと同一転写方向で何らか

の遺伝子(ORF9)が存在したが、 C末部分の翻訳アミノ酸配列でタンパク質データベー

スとのホモロジー検索を行ったが、有為な配列は見いだされなかったので、塩基配列

の決定はここまでで打ち切ることとした。

4-4 illi:硝酸還元酵素遺伝子下流領域の取得

P. aeruginosaの亜硝酸還元酵素(NIR)はチトクロムcd.タイプである。この酵素はベプ
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GAATTCAGGl¥AGGTGTCCCTGGCCCAGGCCGCGGAGTTGCCGATGCTGCTGCT=GAGGAGTTCCGTGCGCGCCAC迅T
E F R K V S L A Q A A E L P M L L L G E E F R A R Q 1 

(JU'9 

80 

CTGGCAGGAGCl¥ACTCGCCGCGATCGGCCGGCGGCCGCGGGTGCAGGCGGAACTGAACCACATGAGCGGGATTCTCGACA 160 
W Q E Q L A A 1 G R R P R V Q A E L N H M S G 1 L 0 S 

GCCTGCCGCAGACCCGCTTCGCCACCGTTCTACCGGGCl¥AGGCACGGCAGATGCACTCGl¥ACCAGCGGCTGCTGTGGAl¥A 240 
L P Q T R F A T V L P G K A R Q M H S N Q R L L W K 

CCGCTCAGCGl¥ACCGCGCATCCCGCTGl¥AGGTCGGCCTGσrCTACCGCGACGCGCl¥ACGCCAGCACGCCAGCGTCGAGCT 
P L S E P R 1 P L K V G L V Y R 0 A Q R Q H A S V E L 

GCTGCGCTCGCTGCTGGλAGGCGTGGTCTGAGCGACGCGGTTTTCCTCGGGCl¥ATAl¥Al¥AACCCCGCCTTTTGGGCGGGG 
L R S L L E G V V * 

320 

400 

TTTTGCAGACCTCTATCCTGACATCCGT=ACGCCACCATCCATGGTGGATTCCCTGAGTTTCCGTATTGTCTTTGGCG 480 

CTTCCTGCGCl¥ATGTCCTG高CGGTTTGl¥AGATTACGCATCTCTGCGAGGGGGAGAl¥AGCAGCC九Al¥ACCACCGCCGTTTG 560 

Tl¥AGCCTTGGCTTACACGCTGTl¥ATAGTTCCGCTCGCCGGACCGACGGCAACACCCAGCCGCCGGGAGCTTGCCGTGCGT 640 

Cl¥AGATGATCTGC沼CCGGGCCCGCTACAGTGGCCAGTCCCCTCATCATCGCGAGCCTTCCCAGCATGGl¥ATTCCAGCGCG 720 
(M 工 C A G P A T V A S P L 1 1 A S L P S) M E F Q R V 

dnr 
TCCACCAGCAGTTGCTGCAl¥AGCCACCACCTGTTCG品ACCGCTTTCTCCCGTCCAGCTCCAGGl¥ACTGCTCGCCAGCAGC

H Q Q L L Q S H H L F E P L S P V Q L Q E L L A S S 

GACCTGGTCl¥ACCTCGACl¥AGGGCGCCTACGTGTTCCGCCAGGGCGAGCCGGCGCACGCCτ寸CTACTACCTGATTTCCGG
o L V N L 0 K G A Y V F R Q G E P A H A F Y Y L 1 S G 

800 

880 

CTGCGTGl¥AGATCTACCGGCTGACCCCGGl¥AGGCCAGGAGl¥AGATTCTCGl¥AGTGACCl¥ACGl¥ACGCl¥ACACCTTCGCCG 960 
C V K 1 Y R L T P E G Q E K 1 L E V T N E R N T F A E 

AGGCGATGATGTTCATGGACACCCCGl¥ACTACGTGGCCACCGCCCAGGCCGTGGTGCCCAGCCAGCTGTTCCGTTTCTCC 104 0 
A M M F M 0 T P N Y V A T A Q A V V P S Q L F R F S 

l¥ACl¥AGGCCTACCTGCGCCAGTTGCAGGACl¥ACACCCCGTTGGCCCTGGCCCTGCTGGCCl¥AGCTCAGCACCCGCCTGCA 1120 
N K A Y L R Q L Q 0 N T P L A L A L L A K L S T R L H 

CCAGCGCATCGACGAGATCGAGACGCTTTCCCTGl¥AGl¥ACGCCACCCACCGCGTGGTGC=ACCT=GACCCTCGCCG 1200 
Q R 1 0 E 1 E T L S L K N A T H R V V R Y L L T L A A 

CCCACGCGCCGGGGGAG品ACTGCCGGGTGGAl¥ATCCCGGT百GCCl¥AGCl¥ACTGGTGGCCGσrCACCTGTCGATCCAGCCG1280 
H A P G E N C R V E 1 P V A K Q L V A G H L S 1 Q P 

GAl¥ACCTTCTCGCGl¥ATCATGCACCGCCTCGGCGACGAGGGCATCATCCACCTCGACGGCCGCGAl¥A TCλGCATCCTCGA 1360 
E T F S R 1 M H R L G 0 E G 1 1 H L DGREISILD  

CCGCGl¥ACGCCTGGAGTGCTTCGA品TGl¥ACAGCGCCGCC=TGAT=GGTCl¥A巴CGCGCCACGGCCCGTCCGCCGGCA144 0 
R E R L E C F E 合 ANRbox 

AGCTGGCGGGGTCGAGCCCGCGAGl¥ACGCCCATGCGCCl¥ATGCCTGTATTGCCTCCATGAl¥ACCGl¥AGGCGCGGAl¥AGCG 1520 
ORF7 M RQCLYCLHETEGAESA  

CCTGCGl¥ACAGTGCGGCATGCCGCTGCCC汲GCGCTTCCCAGCACCAGCTCCAGGGTCGCCGGCAGCGGC=TCGCCTGG1600 
C E Q C G M P L P S A S Q H Q L Q G R R Q R R F A W 

合 R

TTCTGCGTCGGGCTGGCGCTGTTCTGCCTGGGCATGATGCTCTGGTTGCCGC=ATGCTCCCTGAGGCATCTCAGCGGC 1680 
F C V G L A L F C L G M M L W L P R 0 A P ft norA 

Figト10.Nucleotide and deduced amino acid sequences of ORF7. dnr釦 dORF9. 

η~~，..，u~de~lined sequence is a putative ribosome binding site. Boxed DNA sequence is a potential 
ANR binding site. 
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チド鎖に共有結合したhemecの他に、共有結合していないhemed，を持つ。このヘムは

今までのところ、異化型亙硝酸還元酵素にのみ見いだされる特異的なものである[73)。

本菌と同じくチトクロムcd，型のNIRを持つP.stutzeriでは、 NIR関連の遺伝子nirSTBMC

の下流域に変異が入ると、 hemed，が抜けたNIR蛋白を生産する。この変異酵素には

heme cは正常に結合している[74)0 また、 E.coJiとP.aureofaciens (銅型悶Rを持つ)を

宿主としてnirSを発現させると活性型酵素は発現しないが、無細胞抽出液に精華I.[hemed， 

を加えると、 NIR活性が発現することが報告されている[42)。このような結来から、 R

stutzenではn討宣伝子群の下流減にhemed，の生合成やプロセシングに関わる遺伝子が存

在し、活性型酵素の発現に必要であると考えられている。 P.f1uorescensでも、 nirSの下

流に変異が入った株は非活性型のNIRを作ることが報告されている[75)0

Paracoccus denitr沼cansでは、 E.coliでnirSだけを発現させても NIR活性を示さないもの

の、下流の約lOkbを入れることによってNIR活性が発現し、この菌でも nirS下流域に

heme d，合成関係の遺伝子が存在すると示唆されている[37)0

P. aeruginosaにおいても、 nirSを含むEco悶 3.5kb断片をP.putidaで発現させるとhemed， 

が抜けたNIR蛋白が生産され、精製したhemed，の添加で活性型になることが報告され

ている[76)。本菌でも、 nirSオペロンの下流成にhemed，生合成遺伝子が存在する可能性

が高いと考え、下流のDNA断片をクローニングすることにした。

pHA-Plの末端のO.6kbSphI-Pstl断片(Fig.1-7.probe 3)をプロープとして用い、サザンハ

イプリダイゼーションでこれとハイプリダイズした、 PAOl染色体由来の約lOkb付近の

EcoRI断片を回収し、 Charomid9-36. E. coJiDH5の宿主ーベクタ一系でgenelibratγを作製

した。このうち、 283コロニーについて、 probe3とのハイプリダイズを調べたところ、

2コロニーが目的の断片(pHA-E2)を含んでいた。挿入断片の向きは互いに逆向きであっ

た。

第5節考察

本章では、 P.aeruginosaの亙硝酸還元酵素(NIR)とー酸化窒素還元酵素(NOR)の構造遺

伝子を含む染色体由来のDNA断片のクローニングと塩基配列の決定をまとめて述べ

た。なお、決定した全塩基配列と遺伝子産物の翻訳アミノ酸配列は本章の綾後にまと

めて示した(Fig.I-13)。

現在、脱釜酵素の構造遺伝子の塩基配列の解析が行われている微生物は、本章第 l
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節で述べたように、 P.stutzeri、Paracoccusdeni師・ficans、AJcaJigeneseutrophus、A.

faecaJis S6、Pseudomonassp. strain G-179、P.a町 ofaciensである。今後は、すでに取得さ

れた遺伝子をプロープとすることにより、さらに多くの菌由来の脱塗遺伝子がクロー

ニング、構造解析されていくことが期待される。これまでのところ、脱袋特有の斑硝

酸還元以下の 3つの酵素の構造逃伝子がすべてクローニング、シークエンスされてい

るのはP.aeruginosaとP.stutzeriのみである。 P.抑 tzenでは、 3径の酵素遺伝子は染色体

上約30kbの領域に、関連の遺伝子を伴い局在しているσig.1・11)[72)0P. aeruginosaで

は、亙酸化窒素還元酵素(NOS)の構造遺伝子nosZlまZumft等によってクローニングされ

ており [36)、制限酵素地図の比較では、本研究で取得した合計約24kbの領域には、彼ら

がクローニングしたnosZを含むDNA断片σig.I-12)は含まれていないと考えられる。し

かし、 NIRとNORの遺伝子は、 P.stutzeriとは位置関係が異なるものの近接していること

が本研究で明らかとなったσig.I-7)0nos領域と nir-noI領域が隣接 しているかどうかを判

断するためには、さらにgenewalkingをしてみる必要があるだろ う。

他の脱窒菌ではまだ複数の遺伝子の位置関係が分かるほど解析が進んでいないが、

Rhizobium[2l)やA.eutrophus[22]では脱窒遺伝子がプラスミド上にあることが報告され

ていることから、おそらくクラスターをなしていることが期待される。このような関

連の遺伝子がまと まって存在するsupraoperonclusteringは分解系遺伝子などでよくみら

れる構造で、遺伝子の水平伝掲(horizon凶 genetictransfer)による形質の移動を示唆して

いると言われている。脱塗能が稜属を問わず多くの微生物問に渡って遍在しているこ

とや、へム型と銅型によるNIRの分類 (Table2参照)も菌の系統分類との関連性が低

いことも脱窒遺伝子群のセットでの移動を裏付けているように恩われる。また、関連

の遺伝子がまとまって存在するということは、この領域の遺伝子を解析することによ

って、逆遺伝学的に脱窒に必要な新たな俊能を持った因子などが発見できる可能性が

ある。

脱~は酸素欠乏時に窒素酸化物を代替呼吸基質とする嫌気呼吸であり、大気中に酸

素が蓄積される以前の原始的な呼吸形態であって、好気呼吸の進化的な起源であるい

う説もある[77)0電子伝達系の構成も、好気呼吸と脱窒では類似点が多い (Fig.3，4参

照)[23)。このため、脱窒は、呼吸のより単純化されたモデルとしても奥味が持たれて

いる。本研究で得ら れた脱窒遺伝子群中の遺伝子の解析によ って、呼吸に関与する新

たな因子や機能が発見される可能性も期待できる。
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Fig.1・11.Denitrification gene cluster from Pseudomonas stutzeri (72). 
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Fig.l-13. DNA sequence of山enir-norregion from P. aeruginosa 

GAATTCAGGAAGGTGTCCCTGGCCCAGGCCGCGGAGTTGCCGATGCTGCTGCTCGGCGAG 60 
E F R K V S L A Q A A E L P M L L L G E 

ORF9 
GAGTTCCGTGCGCGCCAGATCTGGCAGGAGCAACTCGCCGCGATCGGCCGGCGGCCGCGG 120 
E F R A R Q I W Q E Q L A A 工 G R R P R 

GTGCAGGCGGAACTGAACCACATGAGCGGGATTCTCGACAGCCTGCCGCAGACCCGCTTC 180 
V Q A E L N H M S G I L 0 S L P Q T R F 

GCCACCGTTCTACCGGGCAAGGCACGGCAGATGCACTCGAACCAGCGGCTGCTGTGGAAA 240 
A T V L P G K A R Q M H S N Q R L L W K 

CCGCTCAGCGAACCGCGCATCCCGCTGAAGGTCGGCCTGGTCTACCGCGACGCGCAACGC 300 
P L S E P R I P L K V G L V Y R 0 A Q R 

CAGCACGCCAGCGTCGAGCTGCTGCGCTCGCTGCTGGAAGGCGTGGTCTGAGCGACGCGG 360 
Q H A S V E L L R S L L E G V V * 

TTTTCCTCGGGCAATAAAAAACCCCGCCTTTTGGGCGGGGTTTTGCAGACCTCTATCCTG 420 

ACATCCGTGCTACGCCACCATCCATGGTGGATTCCCTGAGTTTCCGTATTGTCTTTGGCG 480 

CTTCCTGCGCAATGTCCTGACGGTTTGAAGATTACGCATCTCTGCGAGGGGGAGAAAGCA 540 

GCCAAAACCACCGCCGTTTGTAAGCCTTGGCTTACACGCTGTAATAGTTCCGCTCGCCGG 600 

ACCGACGGCAACACCCAGCCGCCGGGAGCTTGCCGTGCGTCAAGATGATCTGCGCCGGGC 660 
(M I C A G P 

CCGCTACAGTGGCCAGTCCCCTCATCATCGCGAGCCTTCCCAGCATGGAATTCCAGCGCG 720 
A T V A S P L I I A S L P S) M E F Q R V 

dnr 
TCCACCAGCAGTTGCTGCAAAGCCACCACCTGTTCGAACCGCTTTCTCCCGTCCAGCTCC 780 

H Q Q L L Q S H H L F E P L S P V Q L Q 

AGGAACTGCTCGCCAGCAGCGACCTGGTCAACCTCGACAAGGGCGCCTACGTGTTCCGCC 840 
E L L A S S 0 L V N L 0 K G A Y V F R Q 

AGGGCGAGCCGGCGCACGCCTTCTACTACCTGATTTCCGGCTGCGTGAAGATCTACCGGC 900 
G E P A H A F Y Y L I S G C V K I Y R L 

TGACCCCGGAAGGCCAGGAGAAGATTCTCGAAGTGACCAACGAACGCAACACCTTCGCCG 960 
T P E G Q E K I L E V T N E R N T F A E 

AGGCGATGATGTTCATGGACACCCCGAACTACGTGGCCACCGCCCAGGCCGTGGTGCCCA 1020 
A M M F M D T P N Y V A T A Q A V V P S 

GCCAGCTGTTCCGTTTCTCCAACAAGGCCTACCTGCGCCAGTTGCAGGACAACACCCCGT 1080 
Q L F R F S N K A Y L R Q L Q 0 N T P L 

TGGCCCTGGCCCTGCTGGCCAAGCTCAGCACCCGCCTGCACCAGCGCATCGACGAGATCG 1140 
A L A L L A K L S T R L H Q R I 0 E I E 

AGACGCTTTCCCTGAAGAACGCCACCCACCGCGTGGTGCGCTACCTGCTGACCCTCGCCG 1200 
T L S L K N A T H R V V R Y L L T L A A 

CCCACGCGCCGGGGGAGAACTGCCGGGTGGAAATCCCGGTGGCCAAGCAACTGGTGGCCG 1260 
H A P G E N C R V E I P V A K Q L V A G 

GTCACCTGTCGATCCAGCCGGAAACCTTCTCGCGAATCATGCACCGCCTCGGCGACGAGG 1320 
H L S I Q P E T F S R I M H R L G 0 E G 
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GCATCATCCACCTCGACGGCCGCGAAATCAGCATCCTCGACCGCGAACGCCTGGAGTGCT 1380 
1 1 H L D G R E 1 S 1 L D R E R L E C F 

TCGAGTGAACAGCGCCGCCGqTTGATCGCGGTCAAi;CGCGCCACGGCCCGτ・CCGCCGGCA 1440 

E * 

AGCTGGCGGGGTCGAGCCCGCGAGAACGCCCATGCGCCAATGCCTGTATTGCCTCCATGA 1500 
M R Q C L Y C L H E 

ORF7 
AACCGAAGGCGCGGAAAGCGCCTGCGAACAGTGCGGCATGCCGCTGCCCAGCGCTTCCCA 1560 
T E G A E S A C E Q C G M P L P S A S Q 

GCACCAGCTCCAGGGTCGCCGGCAGCGGCGCTTCGCCTGGTTCTGCGTCGGGCTGGCGCT 1620 
H Q L Q G R R Q R R F A W F C V G L A L 

合 R

GTTCTGCCTGGGCATGATGCTCTGGTTGCCGCGCGATGCTCCCTGAGGCATCTCAGCGGC 1680 
F C L G M M L W L P R D A P * 

R L R R Y L Q L L R E P L Q G A R E V L 
GCAGGCGCCGATAGAGCTGGAGCAGGCGCTCGGGCAACTGCCCGGCGCGCTCGACCAGCG 1740 

A F G D A G F L Y P L Y D A A E K D 1 T 
CGAAGCCGTCGGCGCCGAACAGGTAGGGCAGGTAGTCCGCCGCCTCCTTGTCGATGGTGA 1800 

1 C F P V L G Q S R A E 1 V A Q R T D E 
TGCAGAAGGGCACCAGTCCCTGGCTGCGCGCCTCGATCACCGCCTGGCGGGTGTCCTCGA 1860 

1 G Y R G E Y R D L D N P K G D S L L L 
TGCCGTAGCGGCCCTCGTAGCGGTCCAGGTCGTTGGGCTTGCCGTCGCTCAACAGCAACA 1920 

L L R R K Q P Q G G L V Q S A R R 工 A A 
GCAGGCGACGCTTCTGCGGCTGCCCGCCGAGCACCTGGCTGGCCCGGCGGATCGCCGCGC 1980 

G M R T Y Y G P S L A L V R G R V E G G 
CCATCCGCGTGTAGTAGCCCGGCGAGAGCGCCAGCACGCGACCGCGGACCTCGCCGCCGT 2040 

Y G E D F D K L V Q W R V Q Q R R V S S 
AGCCTTCGTCGAAGTCCTTCAGCACCTGCCAGCGCACCTGCTGCCGGCGCACCGAGGAAA 2100 

F G Y L A F P D G L A Q L A E G F L L L 
ACCCGTACAGCGCGAAGGGGTCGCCCAGTGCCTGCAACGCCTCGCCGAACAGCAGCAGGC 2160 

S D V 1 S D 1 V R R Q 0 0 L Y A E T S M 
TGTCGACGATGCTGTCGATCACTCGCCGCTGGTCGTCGAGGTAGGCTTCGGTGGACATCG 2220 

S L D A L L L C A L 0 R R R P R Q E L F 
ACAGGTCCGCCAGCAACAGGCAGGCGAGGTCGCGCCGGCGCGGCCGCTGTTCGAGGAACA 2280 

L G P Q T S G G R R R E V Q F D L W A D 
GGCCTGGCTGGGTGGAACCGCCGCGCCGCCGCTCGACCTGGAAGTCGAGCCAGGCATCGA 2340 

L D 工 E D G Q P Q Q R L R Q R G D R L C 
GGTCGATCTCGTCGCCTTGCGGCTGCTGGCGCAGGCGTTGGCGGCCGTCGCGCAGGCAGG 2400 

A F Q R R L H L A T K E L H A P L S A S 
CGAACTGGCGGCGCAGATGCAGCGCGGTCTTCTCCAGGTGCGCCGGCAGGCTGGCGCTGG 2460 

T A G R P R M P Q L L V H 0 S L L R Q Q 
TCGCGCCGCGCGGCCGCATCGGTTGCAGCAGCACGTGGTCGCTCAGCAGGCGCTGCTGCC 2520 
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R Y D W E P L K L G P G L P L D D Y D A 
GATAGTCCCACTCGGGCAGCTTCAGCCCGGGGCCGAGCGGCAGGTCATCGTAGTCGGCGG 2580 

A P L D L D L R L G G G K Q T R Q R S L 
CCGGCAGGTCGAGATCCAGGCGCAGGCCGCCGCCCTTCTGCGTGCGCTGGCGCGACAGCG 2640 

SLYDLDEAVRAGDPDDEDDS  

ACAGGTAGTCGAGGTCTTCGGCGACGCGCGCGCCGTCCGGGTCGTCCTCGTCGTCGCTAC 2700 

C R D L A L H E S W S L L S E L R F L L 
AGCGGTCCAGGGCCAGGTGCTCCGACCAACTGAGCAGGCTTTCCAGGCGGAACAGCAGCA 2760 

L N R E S N R E E I R E A R K R A G S R 
GGTTGCGTTCGCTGTTGCGTTCCTCAATGCGCTCGGCGCGCTTGCGCGCTCCGCTGCGGG 2820 

A V Q R K G A G A A A E E G D E A S A S 
CGACCTGGCGCTTGCCGGCGCCGGCGGCCGCTTCCTCGCCGTCCTCCGCACTGGCGGAAG 2880 

P T W R E G P Y L W L P V P W P A R E V 
GCGTCCAGCGCTCGCCGGGATACAGCCACAGCGGCACCGGCCAGGGCGCCCGCTCGACTC 2940 

R P F R E V S G P E A L A R R L A I E L 
GCGGGAAGCGCTCGACGCTGCCCGGCTCGGCAAGCGCGCGGCGCAGGGCGATTTCCAGTT 3000 

E A D A A P C D D L S P R Q R L H A A V 
CGGCGTCTGCCGCCGGGCAATCGTCCAGCGACGGGCGCTGGCGCAGATGCGCGGCGACCA 3060 

L R A Y R P R L A P Y A D L L Q R A W R 
GCCGGGCGTAGCGCGGGCGCAGCGCCGGATAGGCATCGAGCAACTGCCGCGCCCAGCGCT 3120 

Q N D Q A W H R L P G A S A A L L A L W 
GGTTGTCCTGGGCCCAGTGCCGCAGCGGCCCGGCGCTGGCCGCCAGCAGCGCCAGCCAGC 3180 

R Y L E R N L E A Q P Y V A L S E P L R 
GATACAGTTCGCGGTTCAGCTCGGCCTGCGGATAGACCGCGAGGGATTCCGGCAGGCGCA 3240 

L S D G N F W S V P A Q E C T G A V R Q 

GGCTGTCGCCGTTGAACCAGGACACCGGGGCCTGCTCGCAGGTCCCGGCGACCCGCTGCA 3300 

L W T R R L L L R R A P T A E L A V G P 

ACCAGGTGCGGCGTAGCAGCAGGCGGCGCGCCGGGGTCGCCTCGAGGGCTACCCCCGGTG 3360 

A G G L A R F L M G L P R R M S E L T V 
CGCCGCCGAGCGCCCGGAAGAGCATGCCGAGCGGACGCCGCATGCTCTCCAGGGTCACCC 3420 

R A A E F E G S A H R T I F R H W H A G 

GCGCCGCCTCGAACTCGCCGCTGGCATGGCGGGTGATGAAGCGGTGCCAGTGGGCGCCGA 3480 

V W E E L E V A F A M norA 
* A A A K G R R F 

CCCATTCCTCCAGCTCGACGGCGAAGGCCATCTCAGGCGGCCGCCTTGCCGCGCCGGAAG 3540 

S L L Y A V L G I L F V V G A G E R L W 
CTCAGCAGGTAGGCGACCAGGCCGATGAGGAACACCACCCCGGCGCCTTCGCGCAGCCAG 3600 

Y F I A L Q D Q T A M F T M A A G D A P 
TAGAAGATCGCCAGCTGGTCCTGGGTGGCCATGAAGGTCATCGCCGCGCCGTCCGCCGGC 3660 

M R Q L W V Q L V G A A S L F L T 工 F V 
ATCCGTTGCAGCCAGACCTGCAGCACCCCGGCCGCGGAGAGGAACAGGGTGATGAACACC 3720 
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M A V T M L W F G W M E L V Q S R N D M 
ATCGCCACGGTCATCAGCCAGAAGCCCCACATCTCCAGGACCTGCGAGCGGTTGTCCATC 3780 

A E G I G R L R P M A Y S I I T M V I M 
GCCTCGCCGATCCCGCGCAGGCGCGGCATGGCGTAGGAGATGATGGTCATCACGATCATC 3840 

A Y A G Y F A M H G H A A T L Q T G H T 
GCGTAGGCGCCATAGAAGGCCATGTGGCCGTGGGCGGCGGTGAGCTGGGTGCCGTGGGTG 3900 

Y Y N V P A L T H M F G W V G A G L F A 
TAGTAGTTGACCGGCGCCAGGGTATGCATGAAGCCCCACACTCCCGCGCCGAGGAAGGCC 3960 

M V T T G M A W L A V A R N P Y D R R R 
ATCACTGTGGTGCCCATGGCCCACAGCGCGACCGCGCGGTTCGGATAGTCGCGGCGGCGG 4020 

R R N 工 T N F A F L V M A F F P L P E L 

CGGCGGTTGATGGTGTTGAAGGCGAACAGCACCATGGCGAAGAACGGCAGCGGCTCCAGC 4080 

A S F V S G L W L W Y G P V G I W F Y H 
GCCGAGAATACCGAGCCGAGCCACAGCCAGTAGCCGGGCACGCCGATCCAGAAGTAGTGG 4140 

H G T G I I G S I L A M A I I V Y L W K 
TGGCCGGTGCCGATGATGCCGCTGATCAGCGCCATGGCGATGATCACGTAGAGCCACTTC 4200 

E I V E R D V G T I K V L V F A L 工 A G 
TCGATCACCTCGCGGTCGACCCCGGTGATCTTCACCAGCACGAAGGCGAGGATCGCACCC 4260 

M I L E W V G E V W L H V V W W W Y F K 
ATGATCAGTTCCCACACGCCTTCCACCCACAGGTGCACCACCCACCACCAGTAGAACTTG 4320 

D R T L N E P N Y F S F L F L L A L G 工
TCGCGGGTGAGGTTTTCCGGGTTGTAGAAGGAGAACAGGAACAGCAGGGCGAGGCCGATC 4380 

L G T M L V M S I A T K R G R L V T M G 
AGGCCGGTCATCAGGACCATGCTGATGGCGGTCTTGCGCCCGCGCAGCACGGTCATGCCG 4440 

V N F L F G L A V I V I G A K S I T P Q 

ACGTTGAACAGGAAGCCCAGGGCGACGATCACGATGCCCGCCTTGCTGATGGTCGGCTGT 4500 

E L F E R G M T P W L E N G T L R A L G 
TCGAGGAACTCGCGGCCCATGGTCGGCCACAGTTCGTTGCCGGTGAGCCTGGCCAGGCCG 4560 

A Y P V L L Y G L I T L V G A A A F V W 
GCGTAGGGCACCAGCAGGTAGCCGAGGATGGTCAGCACGCCGGCGGCGGCGAATACCCAG 4620 

F L 工 W A L K P S Y L E C D S E E P V L 

AACAGGATCCAGGCCAGCTTCGGGCTGTACAGCTCGCAGTCGCTCTCCTCCGGCACCAGG 4680 

Y Y A A G M F G F L L W V I L L N T H V 
TAGTAGGCAGCGCCCATGAAGCCGAACAGCAGCCAGACGATCAGCAGGTTGGTGTGCACC 4740 

M R A V N F P I A P F L F D G V V Y Q L 
ATGCGCGCGACGTTGAAGGGGATCGCCGGGAACAGGAAGTCGCCGACCACGTACTGCAGG 4800 

G M I L G F L I Q G V F L I L A F V F Y 
CCCATGATCAGGCCGAACAGGATCTGCCCGACGAAGAGGATCAGGGCGAACACGAAGTAG 4860 

P K A V A Q S A F K L S G N P S M M norB 

* G 
GGTTTGGCGACCGCCTGCGAGGCGAATTTCAGGGAGCCATTGGGCGACATCATCAACCCT 4920 
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E K N P P W Q N T D 1 K S S W K L F E A 
CCTTGTTCGGCGGCCATTGGTTGGTATCGATCTTCGAGCTCCACTTGAGGAACTCGGCCA 4980 

L D D V Q G E S L H F Q P M A R R G P V 
GGTCGTCGACCTGGCCCTCGCTGAGATGGAACTGCGGCATGGCGCGGCGGCCCGGCACGT 5040 

N L P Q 1 N M W A Q L F T N F G E E G G 
TCAGCGGCTGGATATTCATCCAGGCCTGGAGGAAGGTGTTGAAGCCCTCCTCGCCGCCAC 5100 

R R G V V N G L E P A F Y A G E G L L T 
GGCGTCCGACCACGTTGCCCAGCTCCGGCGCGAAGTAGGCGCCCTCGCCGAGCAGGGTGT 5160 

H C G V C N N Q E W V L K G R V V A A S 
GGCAGCCGACGCAGTTGTTCTGTTCCCAGACCAGCTTGCCGCGCACCACCGCGGCGCTCA 5220 

M A A E N T R E P L T K E T H Y T L A L 

TCGCGGCCTCGTTGGTGCGCTCGGGCAGGGTCTTCTCGGTGTGGTAGGTCAGGGCCAGGA 5280 

F L L 1 F F V S G G F Y 1 N R A M G K T 
ACAGCAGGATGAAGAACACACTCCCGCCGAAATAGATGTTCCTGGCCATGCCTTTGGTAA 5340 

F T E S M nor亡
AGGTCTCGGACATGCGGCCTCCTGGAATGGGTGGTGCGGCGATTCTAGGAAGCGGCGGCG 5400 

* N N M R A 
GCGAACCCGαTTGATGGCAATCAA~ATTCCCGAACGATTTACTCAGTTATTCATCCGCGC 5460 

L Y L A A G V A L A M L L P W A L L L R 
CAGGTACAGCGCAGCGCCCACCGCCAGGGCCATCAGCAGCGGCCAGGCCAGCAGCAGGCG 5520 

R W L A P A H A L E M F R E G 1 L W G K 
GCGCCATAGCGCCGGGGCATGGGCCAGCTCCATGAAGCGCTCGCCGATCAGCCAACCCTT 5580 

A V A C A L V A A L L W P S D G A G G L 
GGCCACCGCGCAGGCCAGCACCGCCGCCAGCAGCCAGGGAGAGTCGCCGGCGCCACCCAG 5640 

nirP 
L V G T V A L A L L A L W C L T L T R M 

CAGCACACCGGTCACGGCCAGCGCCAGCAACGCCAGCCAGCAGAGGGTCAGGGTTCGCAT 5700 

女 Q L V Y V L P F L L V W V L D V 

CGGCACCTCATTGCAGGACGTAGACCAGCGGGAACAGCAGCACCCAGACCAGGTCGACCA 5760 

M H W Y L V G S E L G S C A Q P T Y C R 
TGTGCCAGTAGAGCACTCCCGACTCCAGTCCCGAGCAAGCCTGCGGCGTATAACACCGGC 5820 

R W C A Q A L W G L 1 L L G L L V H L F 
GCCAGCAGGCCTGCGCCAGCCAGCCGAGGATCAGCAGGCCGAGCAGGACGTGGAGGAAAT 5880 

H F G T L C W Y L T F F T D H E 1 D L G 
GGAAGCCGGTCAGGCACCAGTAGAGGGTGAAGAAAGTGTCGTGCTCGATGTCCAGGCCGA 5940 

L D A L R G Y E H L K L G V Y V L A L L 
GATCGGCGAGCCGCCCGTACTCGTGCAGCTTCAGGCCGACGTAGACCAGCGCCAGCAGCA 6000 

L A A L L W G S A Q R P R G R R V A H V 
GCGCCGCCAGCAACCAGCCGCTCGCCTGGCGCGGCCGTCCGCGGCGCACCGCATGCACCG 6060 

A L A A L W G S S L L A V T L L L G W R 
CCAGCGCGGCGAGCCAGCCGGAGCTGAGCAGGGCCACGGTCAGCAACAGGCCCCAGCGGC 6120 

S D L Q E R G A R F L E P Q W A Q A G A 
TATCCAGTTGCTCCCGGCCGGCACGGAACAGCTCCGGCTGCCAGGCCTGGGCGCCGGCGA 6180 
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F A L L L L S F V S L E A L 1 F F W M nir。
ACGCCAGCAGCAGCAGGCTGAACACGCTGAGTTCGGCGAGGATGAAGAACCACATCGCCA 6240 

* A V H L D V 1 D M 
GGTCGCCGGGCAGGCGCCGCTCGACGGTATCAGGCGACATGGAGATCGACGATGTCCATC 6300 

L A A V T A P D D S L P E A L A V R C A 

AGCGCCGCCACCGTCGCCGGGTCGTCCGAGAGCGGTTCGGCCAGCGCCACCCGGCACGCC 6360 

E R P D M G D G 1 L R A A F 1 L L R T S 
TCGCGCGGGTCCATGCCGTCGCCGATGAGGCGCGCGGCGAAGATCAGCAGGCGGGTCGAG 6420 

A V E E L D H Q E L R R L A Q G L Q V L 
GCGACTTCCTCCAGGTCGTGCTGCTCCAGCCGCCGCAGCGCCTGGCCCAACTGCACCAGG 6480 

R Q A L T E A C G S E G V L 1 R A E Q Q 
CGCTGCGCCAGGGTCTCGGCACAACCGCTCTCGCCGACCAGGATGCGTGCCTCCTGCTGC 6540 

A A P Y D F R L A V F R Q R T S P K L G 
GCCGCCGGGTAGTCGAAGCGCAACGCGACGAAACGCTGCCGGGTGCTGGGCTTCAGGCCC 6600 

K L L N Q Y G P N Y S V V L M F S P P A 
TTGAGCAGGTTCTGGTAGCCGGGGTTGTAGGACACCACCAGCATGAACGAAGGCGGCGCC 6660 

Q L T E G T R E L Y L E R R D D A L P H 
TGCAACGTCTCGCCGGTGCGCTCCAGGTACAGCTCGCGGCGGTCGTCGGCCAGCGGGTGG 6720 

1 A V T T D Q R A E V V E D L Y C 1 G G 
ATGGCGACCGTGGTGTCCTGGCGCGCCTCCACCACTTCGTCCAGGTAGCAGATACCGCCT 6780 

E R V A R T L P G D Q W W T G D A G 1 L 
TCGCGCACCGCGCGGGTCAGCGGGCCGTCCTGCCACCAGGTGCCGTCGGCGCCGATCAGA 6840 

H R G L L D A A G L D D H C A V S Y L P 
TGGCGGCCGAGCAGGTCGGCGGCGCCCAGGTCGTCGTGGCAGGCGACGCTGTACAGCGGC 6900 

L E L R R A M Y Q V F R T K G C G T P G 
AGTTCCAGGCGCCGCGCCATGTACTGGACGAAGCGGGTCTTGCCGCAACCGGTGGGGCCC 6960 

K L L V P L G H R W A R E F V E 工 E H G 
TTGAGCAATACCGGCAGGCCGTGCCGCCAGGCGCGCTCGAAGACTTCGATCTCATGGCCG 7020 

T A E Y F P T A D R M nirQ 
GTGGCCTCGTAGAAGGGTGTCGCGTCCCGCATGTCCTACTCCTGCGCTAGGGATTAGGAC 7080 

CGCACGCTATTCACAGTTGGAAGGTGCCACAAGCGCAAAGCAACGCAAT屯TGATTC豆ヨ 7140

E函3CAAGGGTAAAGACCCTGCTTTCTATGATCCTTTCGCGCCATGAATTCCCGGGAGT 7200 

TCCCGACGCAGCCACCCCCAAAACACTGCTAAGGGAGCGCCTCGCAGGGCTCCTGAGGAG 7260 

ATAGACCATGCCATTTGGCAAGCCACTGGTGGGCACCTTGCTCGCCTCGCTGACGCTGCT 7320 
nirS M P F G K P L V G T L L A S L T L L 

GGGCCTGGCCACCGCTCACGCCAAGGACGACATGAAAGCCGCCGAGCAATACCAGGGTGC 7380 
G L A T A H A K D D M K A A E Q Y Q G A 

CGCTTCCGCCGTCGATCCCGCTCACGTGGTGCGCACCAACGGCGCTCCCGACATGAGTGA 7440 
A S A V D P A H V V R T N G A P D M S E 
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AAGCGAGTTCAACGAGGCCAAGCAGATCTACTTCCAACGCTGCGCCGGTTGCCACGGCGT 7500 
S E F N E A K Q 1 Y F Q R C A G C H G V 

CCTGCGCAAGGGCGCCACCGGCAAGCCGCTGACCCCGGACATCACCCAGCAACGCGGCCA 7560 
L R K G A T G K P L T P D 工 T Q Q R G Q 

GCAATACCTGGAAGCGCTGATCACCTACGGCACCCCGCTGGGCATGCCGAACTGGGGCAG 7620 
Q Y L E A L 1 T Y G T P L G M P N W G S 

CTCCGGCGAGCTGAGCAAGGAACAGATCACCCTGATGGCCAAGTACATCCAGCACACCCC 7680 
S G E L S K E Q 工 T L M A K Y 1 Q H T P 

GCCGCAACCGCCGGAGTGGGGCATGCCGGAGATGCGCGAATCGTGGAAGGTGCTGGTGAA 7740 
P Q P P E W G M P E M R E S W K V L V K 

GCCGGAGGACCGGCCGAAGAAACAGCTCAACGACCTGGACCTGCCCAACCTGTTCTCGGT 7800 
P E D R P K K Q L N D L D L P N L F S V 

GACCCTGCGCGACGCCGGGCAGATCGCCCTGGTCGACGGCGACAGCAAAAAGATCGTCAA 7860 
T L R D A G Q 1 A L V D G D S K K 1 V K 

GGTCATCGATACCGGCTATGCCGTGCATATCTCGCGGATGTCCGCTTCCGGCCGCTACCT 7920 
V 1 D T G Y A V H 1 S R M S A S G R Y L 

GCTGGTGATCGGCCGCGACGCGCGGATCGACATGATCGACCTGTGGGCCAAGGAGCCGAC 7980 
L V 工 G R D A R 1 D M 1 0 L W A K E P T 

CAAGGTCGCCGAGATCAAGATCGGCATCGAGGCGCGCTCGGTGGAAAGCTCCAAGTTCAA 8040 
KVAEIK 工 G 1 E A R S V E S S K F K 

GGGCTACGAGGACCGCTACACCATCGCCGGCGCCTACTGGCCGCCGCAGTTCGCGATCAT 8100 
G Y E D R Y T 1 A G A Y W P P Q F A 1 M 

GGACGGCGAGACCCTGGAACCGAAGCAGATCGTCTCCACCCGCGGCATGACCGTAGACAC 8160 
D G E T L E P K Q 1 V S T R G M T V D T 

CCAGACCTACCACCCGGAACCGCGCGTGGCGGCGATCATCGCCTCCCACGAGCACCCCGA 8220 
Q T Y H P E P R V A A 1 1 A S H E H P E 

GTTCATCGTCAACGTGAAGGAGACCGGCAAGGTCCTGCTGGTCAACTACAAGGATATCGA 8280 
F 1 V N V K E T G K V L L V N Y K D 1 D 

CAACCTCACCGTCACCAGCATCGGTGCGGCGCCGTTCCTCCACGACGGCGGCTGGGACAG 8340 
N L T V T S 1 G A A P F L H 0 G G W D S 

CAGCCACCGCTACTTCATGACCGCCGCCAACAACTCCAACAAGGTTGCCGTGATCGACTC 8400 
S H R Y F M T A A N N S N K V A V 1 D S 

CAAGGACCGTCGCCTGTCGGCCCTGGTCGACGTCGGCAAGACCCCGCACCCGGGGCGTGG 8460 
K D R R L S A L V D V G K T P H P G R G 

CGCCAACTTCGTGCATCCCAAGTACGGCCCGGTGTGGAGCACCAGCCACCTGGGCGACGG 8520 
A N F V H P K Y G P V W S T S H L G D G 

CAGCATCTCGCTGATCGGCACCGATCCGAAGAACCATCCGCAGTACGCCTGGAAGAAAGT 8580 
S 1 S L 1 G T D P K N H P Q Y A W K K V 

CGCCGAACTACAGGGCCAGGGCGGCGGCTCGCTGTTCATCAAGACCCATCCGAAGTCCTC 8640 
A E L Q G Q G G G S L F 1 K T H P K S S 

GCACCTCTACGTCGACACCACCTTCAACCCCGACGCCAGGATCAGCCAGAGCGTCGCGGT 8700 
H L Y V D T T F N P D A R 1 S Q S V A V 
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GTTCGACCTGAAGAACCTCGACGCCAAGTACCAGGTGCTGCCGATCGCCGAATGGGCCGA 8760 
F D L K N L D A K Y Q V L P 1 A E W A D 

TCTCGGCGAAGGCGCCAAGCGGGTGGTGCAGCCCGAGTACAACAAGCGCGGCGATGAAGT 8820 
L G E G A K R V V Q P E Y N K R G D E V 

CTGGTTCTCGGTGTGGAACGGCAAGAACGACAGCτ・CCGCGCTGGTGGTGGTGGACGACAA 8880 
W F S V W N G K N D S S A L V V V D D K 

GACCATGAAGCTCAAGGCCGTGGTCAAGGACCCGCGGCTGATCACCCCGACCGGTAAGTT 8940 
T M K L K A V V K D P R L 1 T P T G K F 

CAACGTCTACAACACCCAGCACGACGTGTACTGAGACCCGCGTGCGGGGCACGCCCCGCA 9000 
N V Y N T Q H D V Y 台

CGCTCCCCCCTACGAGGAACCGTGATGAAACCGTACGCACTGCTTTCGCTGCTCGCCACC 9060 
nirM M K P Y A L L S L L A T 

GGCACCCTGCTCGCCCAGGGCGCCTGGGCCGAAGACCCCGAAGTGCTGTTCAAGAACAAG 9120 
G T L L A Q G A W A E D P E V L F K N K 

GGCTGCGTGGCCTGCCATGCCATCGACACCAAGATGGTCGGCCCGGCCTACAAGGACGTC 9180 
G C V A C H A 1 D T K M V G P A Y K D V 

GCCGCCAAGTTCGCCGGCCAGGCCGGCGCCGAAGCGGAACTCGCGCAGCGGATCAAGAAC 9240 
A A K F A G Q A G A E A E L A Q R 1 K N 

GGCAGCCAGGGCGTCTGGGGCCCGATCCCGATGCCGCCGAACGCGGTCAGCGACGACGAG 9300 
G S Q G V W G P 工 P M P P N A V S D D E 

GCGCAGACCCTGGCGAAGTGGGTCCTGTCGCAGAAATGAACGCCCCTCCGGACTTCCGGC 9360 
A Q T L A K W V L S Q K 食

M N A P P D F R R 

nirC 
GCGCCGCCAGCCACGCCTTGTGGCTGGCCCTCGCGCTGACGTTCGCCTGTCCTCTTCCGG 9420 

A A S H A L W L A L A L T F A C P L P G 

GCCTGGCCGACGAGCATCCCGATGCCCGTCGCCAGGCCCAGTTGCGTCACCTGCTGTTGC 9480 
L A D E H P D A R R Q A Q L R H L L L Q 

AGGACTGCGGCTCCTGCCACGGCCTGCGCCTGACCGGCGGCCTCGGCCCGGCGCTGACCC 9540 
D C G S C H G L R L T G G L G P A L T P 

CCGAGGCCCTGCGCGGCAAGCCGCGCGAATCGCTGGTCGCCACCGTGCTCATGGGCCGTC 9600 
E A L R G K P R E S L V A T V L M G R P 

CGCAAACCCCGATGCCCCCCTGGGCCGGCCTGCTCAGCGAAGACGACGCCGGCTGGCTGG 9660 
Q T P M P P W A G L L S E D D A G W L V 

TGGACCGCCTGATCGAAGGAGAGATCGCCCCATGAACCTGCGTCCCCTCGCGCCGCTTCT 9720 
D R L 工 E G E 1 A P • 

M N L R P L A P L L 
nirF 

CCTCACCCTGCTCGCCGGCTGTAGCC 
L T L L A G C S 

Fig.l-13. Nucleotid巴sequenceof the nir-nor region of出edenitrification gene cluster from 

Pseudomonas aeruginosa. 

Boxed sequences are potential ANR binding sites. 
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第 2章 亜硝酸還元酵素関連遺伝子の構造

第l節序

第 l章において、 Pseudomonasaeruginosaのチトクロム c-551遺伝子(nirM)が亜硝酸

還元酵素(NIR)遺伝子(nir，めの下流に存在することを示した。 nirS-nirM問の50bpの領

域にはプロモーターらしい配列が存在しなかったことから (Fig.ト6参照)、両遺伝

子はオペロンを構成していると考えられる。

P. aeruginosaのNIRは、 1958年に精製され、緑がかった褐色を呈することから、

チトクロム GBと呼ばれていたが[78，79]、これが還元型チトクロム c-551を酸化する

ことから、 Pseudomonasチトクロム酸化酵素と呼ばれるようになった。つまり、

この酵素はミトコンドリアの好気呼吸の末端還元酵素cytochromeoxidaseに相当す

る酵素と考えられていたのである。そういう経緯で、 EC1.9.3.2に分類されてい

る。しかし、ミトコンドリアの膨素は膜蛋白であるのに対して本務索は可溶性で

あったり、チトクロム酸化酵素活性が非常に弱いなどの相違点も見られた。当時、

この酵素精製の際に硝酸塩を入れた培地で培養していたため、 Yamanaka等は ~ì~ 自主

還元活性等を調べたところ、本酵素が強い亜硝酸還元活性を有することが明らか

となった[80，81]0 また、この酵素活性は嫌気的条件で誘導されることが後に判り、

(ST: )硝酸呼吸特有の酵素であると考えられるようになった [82]。 これは、脱窒

関連酵素としては初めてそのタンパク質の本体が単離、同定されたものである 。

一方、チトクロム c-551は、依然好気呼吸、嫌気呼吸の両方の末端逮元酵素と考

えられていた [23，53]。チトクロム c-551遺伝子(nσM)はNIR遺伝子(nirS)の下流にあ

り[58，61]、共転写されるとしたら、このチトクロムは専ら NIRへの電子供与体と

して働き、好気呼吸のチトクロム酸化醇素への電子供与体として働〈チトクロム

cは別にあるということになる。

本章では、 xylEをレポーター遺伝子として用い、 nirSとnirMの転写活性を調べ

ることにより両遺伝子の共転写を確認した。また、 P.aeruginosaのmrオベロンの

構造と、現在までに報告されているチトクロム cd，型のNIRを持つ他の脱窒菌のnir

遺伝子の構造との比較を行った。
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第2節 C230ア ッセイ法

転写活性の測定にはxylEのプロモ ーター倹索ベクターpTS1045 (IncQ， Ap'， Sm'， 

xylE) (Fig.2-1)[85]を使用した。 TOLプラスミド由来のxylEの遺伝子産物であるカテ

コール 2，3・ジオキシゲナーゼ(C230)は、カテコールを分解して賞色の2-オキ シム

コン酸セミアルデヒドを生成する。そこで、黄色(375nm)の吸光度の変化から、

次のような方法で酵素活性測定を行った[84，85]。

p p 

X 

Hp 
E 
P 

pTS1045 

16.1 kb 

B
X
S
 

B，BamH工 E，EcoR工 Hi，Hind工工IHp，HpaI 
P，PstI S，SmaI X，Xho工

Fig.2-1. xylE promo臼rprobe vector， pTS 1045 
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( 1 )培養

100mlの坂口フラスコを用いて 10mlのYT培地で培養を行った。嫌気的条件では

100mMのNaNO，を培地に添加した。 嫌気的に培養する際には気相を N，ガスで置換

した。

( 2) Cell free extractの調製

14-20時間培養した後に、遠心(5000rpm，5min)で集一菌し、リン自主パッファー

(50mM， pH7.5) 5mlで洗浄後、 10%アセ トンが入ったバッファ-800-1000μlに懸濁

した。菌体懸濁液をsonication (sonifier cell disruptor，特別マイ クロチップを用いて、

目盛 5，サ イクル 50で 30秒 2-3回)で菌体破壊し、遠心(15000中m，10min)により上

清を回収した。タンパク質濃度は、 BIO-RAOのプロテインアツセイキットを用い

て求め、 BSAをスタンダードとした。

(3) C230活性測定

活性測定用反応液 (0.33mMカテコールを 50mMリン酸パッファー(pH7.5)に溶か

したもの) 1 mlをキュベ ッ トに入れ、 Cellfree extractを適量加えてから、 l分後

の375nmにおける吸光度の変化を測定した。 1分間に lμmolの2-オキ シムコン酸

セミアルデヒ ドを生成する酵素量 を lユニットとした。上記条件では、 44の00

の変化に相当する。

第3節 亜硝酸還元酵素、チトクロム c-551遺伝子のプロモーター領域の同定

nirS， nirM上流域の種々の制限酵素切断断片を pTSI045のxylEの上流に導入した

(Fig.2-2 pHA301-308)。これらのプラス ミド をP.aeruginosa PA01161に接合伝達し、

種々の条件下でC230活性を測定した(Table2・1)0pHA303， pHA305を保持する菌体

においては、好気、嫌気いずれの条件においても C230の活性は認められなかっ

たが、 pHA301，302， 304， 306では、嫌気的条件下でのみC230活性が確認された。

この結果から 、プロモーター と転写調節に関与する領域は、約240bpのApaI-Smal

内にすべて含 まれていることが証明 された。 また、このことから、 nirSの発現は

転写レベルで調節されていることが明らかとな った。

nirSのプ ロモーターから nirS，nirMの一部までをふく むpHA307と、 nirSプロモー

タ一部分が欠如し たpHA308を用いた場合に は、 pHA308では好気、嫌気ともに発

現しなかったが、 pHA307では嫌気的条件下でのみ発現した。このことから、
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。 1kb I 

Sphl Apal Smal Sphl Sphl Smal Apal 

pHA301 i 
pHA302 I 
pHA303 i 

pHA304 

pHA305 

pHA306 

pHA307 

pHA308 

nirS 

Fig.2-2. C230アッセイに用いた制限酵素切断断片

各断片をpTS1045のxylEの上流に順方向に挿入し、 C230活性の測定を行った。

Table 2-1. nirS， nirMのプロモーター領域同定のためのC230アッセイ

plasmids C230 activity (u/mg protεin) 

aerobic anaerobic 

pTS1045 1.61 1.70 
pHA301 1.47 20.94 
pHA302 1.67 29.78 
pHA303 1.62 2.21 
pHA304 1.59 18.66 
pHA305 1.17 1.10 
pHA306 1.43 20.00 
pHA307 1.32 10.12 
pHA308 1.20 1.69 
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nirMはnirSとともに、同ーのプロモーターから嫌気的条件下でのみ発現すること

が明らかとなった。 pHA307を保持する菌は、嫌気的条件下では非常に生育が悪

かった。これはプラスミド由来のNIRタンパク質が大量に発現して、生育に悪影

響を及ぼしているためと思われた。 pHA307由来のC230活性がpHA304に比べて低

いのはこのためと考えられる。 NIRの大量発現によって生育が惑くなるという現

象は、 Zennaro等によっても報告されている [86)。

第 4節 ni.β宣伝子構造の比較

現在、チトクロム cd，型のNIR遺伝子の塩基配列が決定されている脱室菌は、 p

aeruginosa. P. slutzeriとParacoccusdenitrificansのみである。 3者のNIR構造遺伝子nirS

の初訳配列を比較した結果を Fig.2-3に示す。 P.aeruginosaとP.slutzeriでの相向性は

55.3%で、 P.aeruginosaとPa.denitriβcansでは66.7%であった。

Fig.2-4にnirS周辺領域の遺伝子構造を比較した図を示した。

P. slutzeげでは、 NIR構造遺伝子nirSは、その下流にある nirT.nirBとオベロンを形

成しており、さらに下流にnirM.nirCが別の転写単位として存在している [31)。

nirTBMCはそれぞれ、 4-heme.2-hem巴.I-heme. I-hemeの c型チトクロムをコードし

ており、 NirBはcytochromeperoxidase (cytochrome c-552)、NirMはNIRへの直接の電子

供与体cytochromec-551である。 NirT.NirCの機能はまだ分かっていない。 nirC下流

の遺伝子構造は公表されていないが、約3kb下流に一酸化窒素還元酵素泣伝子

norCBがあり [72)、nirC-norC聞には 5つの遺伝子(nirFDLGH)が存在し、これらの泣

伝子を欠損させると NIR活性が発現しなくなる (Zumft.W.G.私信)。 この中に heme

d，の生合成に関わる遺伝子が存在するようである [74)。

Pa. denitrificansのnII遺伝子は、文献上はnirSのみしか発表されていないが[37)、

データベースにはその下流域の 3つの遺伝子(nirEC丹が登録されている (U05002)。

nirEはS-adenosyl-L-methionineuropo叩hyrinogenIII methyltransferaseと相向性が高く、

hemeのプロセシングに関わる可能性が高い。 nirFl立、データベースでホモロジー

検索したところ、有為な相向性を示す配列は見つからなかった。nirCはmono-

hemeのチトクロム cをコードしている。

P. aeruginosaの構造は、 NIRの生理的電子供与体チトクロム c-551の遺伝子nirMが
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pae: MPFGKPLVGTLLASLTLLGLATAHAKDDMKAAEQYQGAASAV---DPAHVV 48 

pst: _ __ __ __ _ _ __ _ _ _ _ ___ __ _ MSNVGKPILAGLIAGLSLLGLAV 23 
Pde: MRQRTPFARPGLLASAALALVLGPLAVAAQEQAAPPKDPAAALEDHKTKTDNRYEPSLDNLAQQDVAALG 70 

**合 合*台台1<****合合禽*合禽* * 合

Pae: RTNGAPDMSESEFNEAKQIYFQRCAGCHGVLRKGATGKPLTP-ーーーーーーーーーーーーDITQQRGQQYLEALI 105 
pst: AQAAAPEMTAEEKEASKQIYFERCAGCHGVLRKGATGKNLEPHWSKTEADGKKTEGGTLNLGTKRLENII 93 
Pde: APEG工PALSDAQYNEANKIYFER豆主阜♀旦GVLRKGATGKALTP----ーーーーーーーーーDLTRDLGFDYLQSFI 127 

** *曾食

Pae: TYGTPLGMPNWGSSGELSKEQITLMAKYIQHTPPQPPEWGMPEMRESWKVLVKPXDRPKKQLNDLDLPNL 175 
pst: AYGTEGGMVNYD--D工LTKEEINMMARYIQHTPDIPPEFSLQDMKDSWNLIVPVEKRVTKQMNKINLQNV161 
Pde: TYGSPAGMPNWGTSGELTAEQVDLMANYLLLDPAAPPEFGMKEMRESWQVHVAPEDRPTQQENDWDLENL 197 

d陸 宮****** ** 合会 * 合 *禽合会合*合合合禽*****

pae: FSVTLRDAGQIALVDGDSKKIVKVIDTGYAVH工SRMSASGRYLLVIGRDARIDMIDLWAKEPTKVAEIKI 245 
Pst: FAVTLRDAGKLAL工DGDTHKIWKVLESGYAVHISRMSASGRYVYTTGRDGLTTIIDLWPEEPMTVATVRF231 
pde: FSVTLRDAGQIALIDGTTYEIKSVLDTGYAVHISRMSASGRYLFVIGRDGKVNMIDLWMKEPATVAEIKI 267 

禽 合* ** * ** * * 合 * * * * * 合**合**合 *合** * ***羽信*会** * **'" 
Pae: GIEARSVESSKFKGYEDRYTIAGAYWPPQFAIMDGETLEPKQIVSTRGMTVDTQTYHPEPRVAAIIASHE 315 
Pst: GSDMRSVDVSKFEGYEDKYLIGGTYWPPQYSIVDGLTLEPIKVVSTRGQTVDGE-YHPEPRVASIVASH工 300
Pde: GSEARSIETSKMEGWEDKYAIAGAYWPPQYVIMDGETLEPMKIQSTRGMIYDEQEYHPEPRVAAILASHY 337 

pae: HPEFIVNVKETGKVLLVNYKD工DNLTVTS工GAAPFLHDGGWDSSHRYFMTAANNSNKVAVIDSKDRRLSA385 
Pst: KPEWVVNVKETGQIILVDYTDLKNLKTTTIESAKFLHDGGWDYSKRYFMVAANASNKVAAVDTKTGKLAA 370 
Pde: RPEFIVNVKETGKILLVDYTDLKNLKTTE工EAERFLHDGGLDGSHRYFITAANARNKLVVIDTKEGKLVA 407 

Pae: LVDV-GKTPHPGRGANFVHPKYGPVWSTSHLGDGSISLIGT-----DPKNHPQYAWKKVAELQGQGGGSL 449 
Pst: LID-TAKIPHPGRGANFVHPQFGPVWSTGHLGDDVVSLISTPSEESKYAKYKEHNWKVVQELKMPGAGNL 439 
Pde: IEDTGGQTPHPGRGANFVHPTFGPVWATSHMGDDSVALIGT--ー--DPEGHPDNAWKILDSFPALGGGSL 472 

Pae: FIKTHPKSSHLYVDTTFNPDARISQSVAVFDLKNL---DA--KYQVLPlAEWADLGEGAKRVVQPEYNKR 514 
Pst・FVKTHPKSKHFWADAPMNPEREVAESVYVFDMNDLSKAPIQ--LNVAKDSGLPE-SKAIRRAVQPEYNKA506 
Pde: FIKTHPNSQYLYVDATLNPEAEISGSVAVFDTKAMTGDGSDPEFKTLPlAEWAGIAEGQPRVVQGEFNKD 542 

ー隊司除** * * ~提唱除 食* * **** *，1陵台 * *唱k・1<****食会金 袋包曾

Pae: GDEVWFSVWNGKNDSSALVVVDDKTMKLKAVVKDPRLITPTGKFNVYNTQHDVY 
PSt: GDEVW工SLWGGKTDQSAIVIYDDKTLKLKRVITDPAVVTPTGKFNVFNTMNDVY
Pde: GTEVWFSVWNGKDQESALVVVDDKTLELKHVIKDERLVTPTGKFNVYNTMTDTY 

Fig.2-3. nirS遺伝子産物の比較

568 
560 
596 

Pae; Pseudomonas aeru!!inosa. Pst; Pseudomonas stutzeri， Pde; Paracoccus denitrificans. 
げで共通したアミ Y酸残基山で示した。下線で示した配列はhemec結合部位であ



nirSのすぐ後ろにあり、 その後ろにmono-hemeのチ トクロム cをコードする遺伝子

nばが存在する。その後ろにある遺伝子は、粗データから判断して、 Pa.

denitrificansのnirFと非常に類似していた。 P.fluorescensの塩基配列は公表されてい

ないが、この菌ではP.aeruginosaと同様にnirSMCの順で並んでいる [75)。

なお、 c型チ トクロムをコードする遺伝子はすべてペリプラズム分泌用のシグ

ナル配列をコードしていた。

P. aeruginosa←←一一←一一一
PO Q S M C  F 

P. stutzeri 
Q S T B M C FDLGH 

Pa. denitrificαns 
ORFl S E C F 

P. f7.uorescens 
S M C 

Fig.2・4.nir遺伝子構造の比較

各菌のnirM，nirC:遺伝子の翻訳アミノ酸配列を比較した結果を Fig.2-5、Fig.2-6に

それぞれ示した。

P. aeruginosaとP.stutzeriのnirS上流には、逆転写方向に、 ATP結合タンパクをコー

ドする遺伝子nirQが存在する [65，87)(第 4章参照) 0 Pa. deni tri行cansでも、逆向き

に転写される遺伝子が存在するが(ORFl)、nirQとの相向性は全くなかった。この

遺伝子の N末部分の翻訳配列をタンパク質データベースでホモロジー検索したと

ころ、興味深いことに、 P.stutzeriのnosRのN末部分と若干の相向性(24.8%)があっ

たσig.2-7)0nosRは亜酸化窒素還元酵素遺伝子nosZの転写調節因子で、 nosZの上流

に同一転写方向に存在する (88)。この配置は、 na訂宣伝子がクローニングされてい

るP.aeruginosa， A. eutrophus， Pa. deni的行cansですべて同じである [36，38)0Pa. 

denitrificansのnosRは3・末端部分の配列しか報告されていないので、今の段階では

ORFlがnosRと断定することは出来ないが。もしそうなら、この菌では ml領成と

nos領域が隣接していることになる。



pae: MKPYA~LSL~-T~T~LA9G~W~E~P:V~:~~G宝主主主旦.AIDTKMVGPAYKDVAAKFAGQ 59 
合...合合.合.合 合食*.* *合**.* *.*** *禽***会合* * *合会史**

pst: MKKI LIPMLALGGALAMQPALAQDGEALFKSKPC主主♀liSVDTKMVGPALKEVAAKNAGV 59 

pae: AGAEAELAQRIKNGSQGVWGP工PMPPNAVSDDEAQTLAKWVLSQK
**. . . ** *****台****合******.*...** **.**合合

pst: EGAADTLALH工KNGSQGVWGP工PMPPNPVTEEEAK工LAEWVLSLK

Fig.2-5. nirM遺伝子産物の比較

104 

104 

Pae; Pseudomonas aeruginosa， Psr; P. stutzeri 
叫ま同一のアミノ酸、ピリオドは類似のアミノ酸を示す。下線で示した配列はhemec 
結合部位である。

* * ** * *合*台******合* **合*合*

Pae: MNAPPDFRRAASHALWLALALTFACPLPGLADEHPDARRQAQLRHLLLQDCGSCHGLRLTGGLGPALTPE 70 
P.t: MTVARHAVSRLGLA工ASFLLFPLALAAAPAAERQATLDHLLLQDCGSCHGLRMTGGLGPALTRE 64 
Pde: MARLALLLVLLAGTAVAGPPDAARQDEL且HLVRQDCGSC旦GLRMTGGLGRPITAA 55 

Pae: ALRGKPRESLVATVLMGRPQTPMPPWAGLLSEDDAGWLVDRLIEGEIAP 
P.t: ALAGKPRDSL工ATVTHGRPGTAMPGWNALLDEQDIAYLVDRLLEGYFKP
Pde: ALAGRDVEDLSDV工LDGMPGTAMPGWRPLLTEDDARWIADYLLKTETE

Fig.2-6. nirC遺伝子産物の比較

119 
113 
103 

Pae; Pseudomonas aeruginosa， Psr; Pseudomonas stutzeri， Pde; Paracoccus denitrificans. 
3株で共通したアミノ酸残基はホで示した。下線で示した配列はhemec結合部位であ
る。

Pde: MAMPGKSSHAPSRLLLALLTLILLALPARPEPLAAPDAALAQALFGADGP-VVLDRRETPVPGWGVSRDGRMLGV 74 
*** * * *合* 合合* ・*

PSt: MASREIWSLAGTFSTWVKGFFILLILSVCASSLQAKEYAAEQQRLDKFFPGASLSAAEGDYQVRTITKGDEVLGY 75 

Pde・IGSTWElAATTGYSGKPLDVLVAVTPQGVIAGARLVRQTEPVLSLGISEAH工AAYVDGFRGVDLSQGEG 143 
一.合***合一一 ー ー -ー*食合合 .合**ー・**ー ー ・ ・ ・・合 . 

Pst: AFQSIRVTDMPAYSG陪 INMQILLDPEGVIVDAYMLEHHEP工VLIGIPEQKVHDFNANYSGIHVDQRVVVGRSSD150 

Fig.2-7. Paracoccus denitrificans ORFl (Pde)とPseudomonasstutzeri nosR (Psr)遺伝子産物

の比較 (N末部分配列)
川ま同ーのアミノ酸、ピリオドは類似のアミノ酸を示す。



第5節考察

本章では、亜硝酸還元酵素とその生理的電子供与体チトクロム c-551の遺伝子

がnirS上流にあるプロモーターから、嫌気的条件下でのみ発現されることを明ら

かにした。この結果から、チトクロム c-551が好気呼吸のチトクロム酸化酵素へ

の生理的電子供与体ではないことが決定づけられた[59]。なお、好気呼吸鎖電子

伝達系のコンポーネントであるチトクロム c(cytochrome c-550)は最近になって精

製されている [89，90]。

P. aerugmosaのNIRはチトクロム c-551だけでなく、青色銅タンパク質アズリンも

酸化することができ [79，91]、 3者の電子伝達機構にも奥味が持たれている

[23，54，92]。アズリンとチトクロム c-551は相互互換可能なNIRへの電子伝達体と考

えられていたこともある σig.I-3参照)[23]。しかし、クローニングされたアズリ

ン遺伝子は本研究でクローニングした約24kbの領域中にはな く[93，94]、嫌気条件

で誘導されるプロモーターだけでなく、好気条件でも転写されるプロモーター活

性も強いため[94，95]、アズリンの生理的役割は脱室、あるいは亜硝酸呼吸とは別

のところにあるのかも知れない。なお、銅型のNIRの生理的電子供与体はアズリ

ンに類似の青色銅タンパクであり [96，97]、銅タンパクは錦タンパク同士、へムタ

ンパクはヘムタンパク同士の電子伝達になっているようである。

niI遺伝子サブクラスターの構成は、 P.aeruginosaとP.stutzeriで、 nirT， nirBが余分

に入っている点をのぞいては、非常・によく似ている。 P.aeruginosaのnirCF下流域

にも、 P.stutzeriに存在する遺伝子がおそらく存在するであろう。 Pa.denitrificansの

遺伝子情成はP.aeruginosa， P. stutzeriとは若干異なっていた。機能不明のnirC，nirF 

が共通して存在するにも関わらず、 NIRの電子供与体の遺伝子nirMがここに存在

しないことは意外であった。また、 S-adenosyl-L-methionineuropo中hyrinogenIII 

methyltransferaseと相同なタンパク質をコードするi宣伝子nirEはこの菌にしか見ら

れない。今後は、今のところ機能不明な遺伝子産物の生理的役割を解明すること

によって、脱室、特に亙硝酸呼吸の反応機併に関する理解が深まることを期待す

る。
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第3章 一酸化窒素還元酵素関連遺伝子の構造

第l節序

ー酸化皇室素(NO)は、 1987年以来、マクロファージなどの免疫担当細胞、血管内皮細

胞や中枢ー末梢神経細胞などで、広範に重要な生理作用を示すことが次々に発見されて

いる[98Jo1992年にはScience誌の"TheMolecule of the year"に選ばれるなど、現在、医学

・生化学分野で最も注目を集めている生理活性物質である[99J。動物ではこのような生

理作用が発見される前は、 NOは単なる毒性の化合物として扱われていたのであるが、

細菌ではNOが嫌気呼吸(異化型硝酸呼吸)の基質として働くことが知られていた。特

に、 NOの還元にともなって水素イオンの排出が起こることが観察されており [1∞]、酸

化的リン酸化に必要なプロトン濃度勾配の形成という脱委の呼吸としての機能に対し

て、 NO還元反応が中心的役割を果たしていると考えられる[11，12J。さらに、 一酸化窒

素還元酵素(NOR)の構造が、~白的、遺伝学的に解明されるに従い、これがミトコンド

リアの好気呼吸につながるエネルギー獲得形態の進化的な起源である可能性も指摘さ

れ始めている[77，101J。

NOは脱墾の中間体として40年ほど前から観察されていたが[102J、これが脱袋の絶対

的な反応中間体であるか、単なる副産物であるのかについては長い間不明であった。

その理由として、亜硝酸(NO，")、亜酸化窒素(N，O)は脱窒菌の培養の際に一時的な蓄積

が見られるのに対して、 NOは非常に微量にしか検出されないことや、どの脱窒菌も

NOのみを基質としては生育できないことなどがあげられる。しかし、最近になって、

亜硝酸還元酵素(NIR)遺伝子の変異株でも亜酸化窒素を生成するNO還元活性があること

[74，75，103J、精製NIRの主要な反応生産物がNOであって、亙酸化窒素は少量しか検出さ

れず、これはNOから非酵素的に生成したものと考えられたこと[68，104，105J、さらに、

NOR酵素タンパクの本体が精製され[69・71，106J、NOR遺伝子欠損株がNOを蓄積するこ

とが確認されるに至り [107J、NOが絶対的な反応中間体であることが明らかとな った

[11，12J。脱窒過程でNOが遊離されてこないのは、高い毒性のあるNOの蓄積を防ぐため

に必要なことである。これは、 NORがNIRに比べてぬnが低く、 Vmaxが高いという酵素

自体の性質に加えて[12J、NIRとNORの活性が協調して発現しているためと考えられる

[3210 

脱~菌でNOR酵素本体が単離、精製されているのは、現在のところ、 Paracoccus
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denitrificans[68-70J， Pseudomonas stutzenp 1)とAchromobactercyc/oclastes[ 1 06)のみであ

る。これらはいずれも膜結合型のチトクロム bc複合体であり、 SDS-PAGE上での分子

量は、 cytochromec subunitが17・18kDa、cytochromeb subunitが37・38kDaであった。Pa.

demtnβcansとP.stutzeriはチトクロムcd，型のNIRを持ち、A.cyc/oclastesのNIRは銅型であ

るがσabl巴 2 参照)、 NORのタイプはNIRの~いによらず問ーであった。なお、 Fusarium

oxysporumなどのかびでも脱窒するものが発見されているが[5)、かびのNORはチトクロ

ムP-450であって、細菌由来のものとは全く違うタイプであった[108)。

脱釜菌のNORの遺伝子は、これまでのところR山田n由来のもの と、本研究のP.

aerugmosa由来のものしか報告されていない[32，35)0P. stutzeriではNOR遺伝子はNIR遺

伝子σigト11参照)の下流域に同一転写方向で存在し、 cytochromec subunit (norC)， 

cytochrome b subunit (norB)の順で並んでいるのに対して[72)、P.aeruginosaでもnorC，

norBの順にオベロンになっているが、 NIR泣伝子の上流域に逆方向に存在し、P.stutzeri 

とは配置が異なっていたσig.I-7参照)。

本章では、 norオベロンの遺伝子産物の特徴、遺伝子変異の嫌気的生育への影響を調

べた。

第2節 観訳アミノ酸配列の特徴とホモロジー比較

脱窒菌のー酸化窒素還元酵素(NOR)は膜結合型のチトクロム bc複合体であって、

noぽがcytochrom巴csubunit、norBがcytochromeb subunitの構造遺伝子である。

norCの遺伝子産物は146アミノ酸残基で、 hemecの結合配列(CXXCH)があり、 p

stutzeriのものとは80.8%の相向性があった(Fig.3・1)。

norBは翻訳開始点にATGが2つ並んでいて、その上流にあるAG-richな部分はどちら

のATGに対しても SD配列となり得るので、どちらが開始コドンとして働 くかは配列の

上からだけではわからず、465か466アミ ノ酸残基のタンパク質をコードしているσig.l-

9参照)0P. stutzeriのNorBとの相同性は81.5%であったσig.3-2)。また、 NorBはFixN複合

体の主要なsubunitである行xN:遺伝子産物とわずかに相向性を示す[77，101)0FixN oxidase 

liBradyrhiwbiumjaponicum， Rhodobacter sphaeroides， Pa. denitrificansなどから最近発見さ

れた酸素濃度が低くなると誘導されてくるチトクロム酸化酵素で、酸素に対するアフ

イニティーが非常に高く 、低酸素濃度環境下に適応した性質を持つ[77，109)。このた

め、 FixNoxidase は大気中の酸素濃度が低かった時代の古い形質を残しているものと考
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pae MSETFTKGMARNIYFGGSVFFILLFLALTYHTEKTLPERTNEAAMSAAVVRGKLVWEQNN~阜E且TLLGEGA 72 
..命*11'**食合 *******合**** ・.合合.・..禽禽禽・.・倉台禽脅・. ・・・金** *** ..* *** ****** 

p，t MSETFTKGMARNIYFGGSVFFFLVFLGLTYHTEQTFPERTNESEMTEAVVRGKEVWENNNCI阜♀且SLLGEGA 72 

YFAPELGNVVGRRGGEEGFNTFLQAWMNIQPLNVPGRRAMPQFHLSEGQVDDLAEFLKWSSKIDTNQWPPNKEG 146 
*禽禽禽禽**** *合 合禽 合会'" * * *合台 .*. ***禽合 ・・・.合禽合 食育・. ..禽禽掬禽 禽禽合..会.合合*・*合台

YFAPELGNVFVRRGGEETFKPFLHAWMKAQPLGAPGRRAMPQFNLSEQQVDDMAEFLKWTSKIDTNDWPPNKEG 146 

Fig.3-1. norC)立伝子産物の比較

Pae; Pseudomonas ~.erugiflωa， Pst; P. stutzeri. 
叫土問ーのアミノ酸、ピリオドは類似のアミノ酸を示す。下線で示した配列はhemec 

結合部位である。

• • .・ ..• 
Pae MMSPNGSLKFASQAVAKPYFVFALILFVGQILFGLIMGLQYVVGDFLF--PAIPFNVARMVHTNLLIVWLLF 70 

Pst MSSFNPHLKFQSQAVAKPYFVFALILFVGQVLFGLIMGLQYVVGDFLF--PLLPFNVARMVHTNLLIVWLLF 70 

Bja PAEINGRPNYNMGPIKFSSFM-AMFWGIAGFLVGLIIASQLAWPALNFDLPWISFGRLRPLHTSAVIFAFGG 141 

GFMGAAYYLVPEESDCELYSPKLAWILFWVFAAAGVLTILGYLLVPYAGLARLTGNELWPTMGREFLEQPTISKA 145 

GFMGAAYYLIPEESDCELHSPKLAIILFWVFAAAGVLTILGYLFVPYAALAEMTRNDLLPTMGREFLEQPTITKI 145 

NVLIATSFYVVQKSCRV----RLAGDLAPWFVVVGYNFFILVAGTGYLLGV一一一一一一一ーーTQSKEYAEPEWYADL 203 

GIVIVALGFLFNVGMTVLRGRKTAISMVLMTGLIGLALLFLFSFYNPENLTR一一一一一一ーーーーーーーー-DKFYWWWV 205 

GIVVVALGFLYNIGMTMLKGRKTVVSTVMMTGLIGLAVFFLFAFYNPENLSR------ーーーーーーーー-DKFYWWFV205 

WLTIVWVVYLLVFLATIIKRKEPHIFVANWFYLAFIVTIAVLHLGNNPALPVSAFGSKSYVAWGGIQDAMFQWWY 278 

合・

VHLWVEGVWELIMGAILAFVLVKITGVDR-EVIEKWLYVIIAMALISGIIGTG且HYFWIGVPGYWLWLGSVFSAL 279 

VHLWVEGVWELIMGAMLAFVLIKVTGVDR-EVIEKWLYVIIAMALITGIIGTGHHFFWIGAPTVWLWVGSIFSAL 279 

GHNAVGFFLTAGFLAIMYYFIPKRA--ERPIYSYRLSIIHFWALIFLYIWAGPHHLHYTALPDWTQTLGMTFSIM 351 

合 食 合

EPLPFFAMVLFAFNTINRRRRRDYPNRAVALWAMGTTVMAFLGAGVW-GFMHTLAPVNYYTHGTQLTAAHGHMAF 353 

EPLPFFAMVLFALNMVN-RR且REHPNKAASLWAIGTTVTAFLGAGVW-GFMHTLAPVNYYTHGSQLTAAHGHLAF 352 

LWMPSWGGMINGL-MTL-SGAWDKLRTDPVLRMLVVSV-AFYGMSTFEGPMMSIKVVNSLSHYTDWTIGHVHSGA 423 

YGAYAMIVMTIISYAMPRLRGIGEAMDNRSQVLEMWGFWLMTV孔MVFITLFLSAAGVLQVWLQRMPADGAAM--T 426 

YGAYAMIVMTMISYAMPRLRGLGEAPDARAQRIEVWGFWLMTISMIAITLFLTAAGVVQIWLQRIPADGAAM--S 425 

LGWVGFVSFGALYCLVPWAW---NRKGLYSLKLVNWHFWVATLGIVLYISAMWVSGILQGLMWRAYTSLGFLEYS 495 

* 111' * * * **** 

FMATQDQLAIFYWLREGAGVVFLIGLVAYLLSFR-RGKAAA 466 

FMNTADQLAIFFWLRFIAGVFFLIGLVCYLYSFRQRGRVPVVVAAPAAA 474 

FIETVEAMHPFYIIRAAGGGLFLIGALIMAYNLWMTVRVGEAEVQMPVALQPAE 549 

Fig.3-2. norB遺伝子産物と FixNの比較

~ae; Pseudomonas aeruginosa No_rIl' PS5_ P: stu(f-erj i'!'~rB: ~j a; rl1'Rdl!~i~~b~um_ j'P?~!f_UI!1 
FixN。 取は共通したアミノ酸残基を示す。太〈示したMet残基はCOI，FixNで保存され
ているリガンドである。
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えられている[77，110]0FixNは般素i.!;?元の酵素活性中心を持つサプユニットで、 一般的

なチトクロム酸化醇素のsubunit1 (COI)と相向性がある。COlでへムと銅(CUB)の結合の

リガンドとなる 6個のヒスチジン残基はFixNでも保存されている。精製したNORは、

複合体当たり 2個のへムしか検出されておらず、 NorBにはhem巴bが一個ついているだ

けと考えられていたが、 6個のヒスチジンリガンドはP.aeruginosa， P. swcze円。の両方の

NorBともに保存されていたため(Fig.3-2)、精製の過程で金属がはずれた可能性も否定で

きない[101]0Saraste等はこの様な類似性か ら、 NORが大気中に酸素が存在しないとき

の原始的な呼吸酵素で、酸素ガス濃度の増加につれてFixNoxidase， cytochrome oxidase 

へと進化していったという説を唱えている (Fig.3・3)。脱~が好気呼吸の起源であるとい

う説を支持するもう 一つの類似性は、 .'IHI変化窒素還元酵素(NOS)とcytochrom巴oxidaseの

subunit II (COII)とに見られる。 NOSの可視、 EPRスベクトルはCOIIのものと非常によく

似ており、 COlIのCUA結合配列がNOSでも保存されている [36，111]。このbinuclear

copper centerを持つ酵素はCOlIと NOSしかま日られていない。なお、 i医者により発見され

た脱窒と酸素l呼吸の進化的な関連を示す第3の類似性[65]については第 4窓で述べる。

norCBの下流には比較的大型のタンパク質(612アミノ酸残基)をコードする遺伝子

norAがある。P.slulzeriでも norCBの下流には何らかの遺伝子があり (ORF3)、5'の音I1分配

列が報告されている[32]0 N末部分の翻訳配列を比較してみると、 64.3%と比較的相向

性が高〈、これも NO還元に対して何かの機能を持っている可能性が高いと考えられる

(Fig.3-4)0 norAの翻訳配列を、 DDBJFASTA e-mail serverでタンパク質データパンク

(SwissPlot re1.28， PIR re1.41)に対しホモロジー検索したところ、 P.sWlzeriのOR円以外に

は有為なホモロジーを示すものは存在しなかった。

第3節 目。rCBA泣伝子産物のハイドロパシー

Fig.3・5にnorill伝子の翻訳アミノ酸配列のハイドロパシープロァトの結果を示す。プ

ロットの作製に当たっては、 Genetyx(Software Development Co.)のプログラムで、 Kyte

and Doolittleのパラメーター[112]を用いた。

NORのcytochromec subunit (NorC)は、 N末に疎水性の領域があり、ここで細胞膜と

cytochrome b subunit (NorB)へ結合をし、親水性のC末部分がペリプラズム官IIJにあると考

えられる。 NorBは非常に疎水性が向く、肢を貫通する疎水性領域が12個存在した。こ

のようなハイドロパシーの特徴は、 P.sWlzeriで推定されているNORの構造[11]とよく ー
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NOR N20R 

，〆 竺 ___N.，O...2H" 
.~ 

一(z. /'、ド( z・./ i泡ナーN，・ H，O

、γ九AI/

'-.J /""一、、

FixN COX 
Fig.3-3. [77] The pr叩 田edevolutiona可 histo門 ofcytochrome o~idase . The 

日rstoxidase (FixN) developed from nItric 0足idereductase. This adap~ 

tation may havc: required a change in the affinity of the ironJcopper 
active Sltc for NO and O~. The mitochondnal-type cyt田 hromec 0;(1-

dase (COX) evolved from the FixN complex which lost the cyt田 hrome

c domains and acquired the Cu" -binding dOIT、amfrom the N~OR lme-

age. A and Z refer. respecuvely. to the dectron acceptor 3nd 3Ctlve slte 

In N!OR. The reactions c3talysed by the foure目 ym田 町eshown. Each 

enzymemay u日 cytochromec as electron donor. Haem Irons are shown 

with open clrcles and coppers wnh filled Circ!es 

Pae MAFAVELEEWVGAHWHRFITRHASGEFEAARVTLESMRRPLGMLFRALGGAPGVALEATPARRLLLRRTWLQ 72 
.. ・. . ・・・・・ ..・・*** 11 *' * 11 除・・ ***'" * * **・合・・h ・. .・*..11 *・. .・

Pst MAFTIEVEEWVGSVWHRFITRRASPDFPEARVDLESMQRSLSLMFRAMGGASGVGVEAASARDLVLRRNLLQ 72 

RVAGTCEQAPVSWFNGDSLRLPESLAVYPQAELNRELYRWLALLAASAGPLRH 125 
..合唱除食 11 11 11 * Ir.. 11合会曾曾会.* .* ******* 

QVAGTCMQLPVAWCDSSNLRLPQSLAVYPEVSLNQDLYRWLAL 115 

Figふ4.norA遺伝子産物の比較

Pae; Pseudomonas aerugiposa， Pst; P.___stutzeri SOR!:l) 
川ま同ーのアミノ酸、ピリオドは類似のアミノ酸を示す。
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3.0 

0.0 

NorC 
-3.0 

30 59 88 117 146 

3.0 

。。

-3.0 
94 187 280 373 466 

3.0 

。。

NorA 
-3.0 

123 245 367 489 612 

Fig.3-S. Hydropathy profiles of the norC， norB and norA gene produc岱.Analyses were done by 

Genetyx program with the algorithm of Kyte and Doolittl巴 [112].Range to average was 15 
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致した。 NorBの翻訳配列から計算した分子量は52kDaで、 SDS-PAGEから推定される分

子量よりもかなり大きいが、これはNorBの疎水性が非常に高いことによると思われ

る。このような現象はチトクロム酸化酵素でも観察されている[77]。

norA遺伝子産物は全体にわたり親水性が高いため、細胞質側に存在すると考えられ

る。

第4節 non宣伝子変異株の作製と嫌気的生育

第I節で述べたように、毒性の化合物であるNOは脱窒条件で培養した際にほとんど

遊離されないため、 NIRとNORの活性発現を協調的に行う何らかの機構が存在するはず

である。本節ではNOR活性欠損による表現型の変化からNlR-NORの協調発現機椛を解

明するために、まずnOI領域の遺伝子変異株を作製し鎌気的生育への影響を誹jべた。

4 -1 Marker exchang巴 mutagenesls

部位特異的な欠損変異株を作製する一般的な方法は、標的部分を抗生物質耐性など

の遺伝子と置換した断片を菌体に導入し、置換した部分の両側で相同組み換えが起こ

った株を選択するという手法である。本研究では、 pBR322のEcoRl-Aval断片由来のテ

トラサイクリン耐性遺伝子(tet)をMarkerとして用い、 pUCvectorを使って遺伝子導入を

行った。 l点で交差が起こってベクターが挿入された変異株はテトラサイクリ ン耐性

σc')と、ベクターの s-ラクタマーゼi立イ云子(bJa)由来のカルペニシリン耐性(Cb')の表現

型を示し、 2回交差が起こった目的の欠損変異株はTどでカルペニシリン感受性(Cb')の

表現型を示すことから選別を行ったσig.3-6)。

τr 

+与Jt.t 

z 打'c'，Cb') 

τr 今r
t.t 4跡ー

X X t.， 打c'，CbS) 

Fig.3・6.Marker exchange mutageneslsの模式図
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4-2 変異株の作製

norCB， norCBAおよびnorAのみに変異が入るようにテトラサイクリン耐性遺伝子(tet)

を置換、あるいは挿入した断片をpUC119上に構築したプラスミド(pHA476，495， 496)を

作製しσig.3-7)、pHA476についてはElectroporationで、 pHA495，496についてはMgChで

処理したCompetentcellを用いてP.aeruginosaの野生株PAOlに導入した。

ElectroporationにはCell-Porator(BRL Life Technologies)を用いた。

Competent cellは、 2XYT培地μ4]で、 37't、約 2時間培養した菌体を集菌し、 1/2vol 

のbufferοOOmMMgCh， 10mM Tris， pH7.5)に懸濁し氷上で30分放置後、集菌しlハOvolの

bufferに懸濁したものを用いた。この懸濁液1∞μlに、約10μgのプラスミドDNAを加

え氷上に 4時間放置後、 45'tで 2分間熱処理、 2分間氷冷した後、 lmlのL-brothに懸濁

して37'tで一晩振とう培養してから、 175μ g/mlのテトラサイクリン入りのしplateに

platingした。出現したTc'のコロニーについて、カルペニシリン200μ g/mlを含むL-plate

に植え継ぎ、 Cb'の変異株を選抜した。変異株は以下のような頻度で得られた。なお、

Tc'株は10"-10.10の確率で出現した。

プラスミド Cb'コロニー/Tc'コロニ-

pHA476 3/17 

pHA495 4/5 

pHA496 2/18 

得られたTc'，Cb'の変異株について、それぞれ l株選択し、 RM476，RM495， RM496と名

付けた。

RM476についてはその染色体DNAをお11出し、 Sphl分解物に対してtet遺伝子(A)および

norB中の約1.1kbのPstI断片(B)σig.3-7参照)をプロープとしてサザンハイプリダイゼー

ションを行ったσig.3-8)。野生株のPAOlについてはprobeBとのみ、 RM476ではprobeA 

とのみ、予想される位置にハイプリダイズしたことから変異が正しく入っていること

が確認できた。

4-3 相補プラスミドの作製

nor逃伝子変異を相補するように、 norCBAまでと、 norCBのみを含む断片を広宿主成

の発現ベクターpMMB67HE[l13]に入れたプラスミド(pHA493，pHA494)を構築した。
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EcoRl Sp'hl 

pHA493 

pHA494 

S.cl Psd 

く二二=二コ
tet 

Fig.3・7.nor変異株作製用および相補用プラスミド

pHA476: EcoRl-SphI断片をpUCl19のEcoRI-SphIsiteに導入してから、 norOの3・末
端とnorBの5・部分を含むSacI-PstI領域を切り出し、館tgeneと交換した。tetgeneは
pBR322のEco悶 -AvaI断片を末端平滑化してからpUCl19のHincIlsiteに入れたもの

(pUCl19-tet)から、 SacI，PstIで切り出して使用した。
pHA495: pHA476からnorBの3'からnorAの5'部分を含むPstI-Xhol断片を切り出し、再

結合した。
pHA496: pHA-El (Fig.1-7)をXhoIで切断し、末端平滑化してtetgeneを挿入した。tet

断片はpUCl19-tetからPstI，XbaIで切り出し末端平滑化したものを用いた。
pHA493: norCBAを含むHin白からEcoRlまでの断片をpMMB67HEのHincIl， EcoRI site 

に入れた。
pHA494: norCBのみを含む紅白白断片をpMMB67HEの品ncIlsiteに入れた。



....，-

4-4 変異株の嫌気的生育

嫌気培養には、 50ml(70ml容)の密閉パイアル瓶を使用し、 0.5%のN副 0，を含む2XYT

培地15mlに、好気条件でL-brothで試験管培養した前培養液を 1%相歯してからプチル

栓、アルミス トッパーで密閉し、車iii後を通したアルゴンガスを注射針で 5分!日]吹き込

んで気相のガスを交換した。 37
0
Cで14-151時間振とう培養後に、 660nmのODの変化から

生育量を推定した。必要に応じて、 200μg/mlのカルペニシリン、 ImMのIPTGを添加し

た， positive controIとして野生株PAOI、negativecontroIとして嫌気的条件下で生育ーでき

ないanr欠損株PA06261(第 6章参照)を同時に培養した。 Table3・lにOD測定の結呆を示

した。

nOI変異寸*はいずれも、ほとんど生育できずこれが唯一のnor.IU伝子と思われた。また

機能不明のnorAについても嫌気的生育に必要不可欠な因子をコードしていることが明

らかとなった。

P. stutzeriでは、ノーザンji(<f1Ji'の結呆からnorCBは約2kbのmRNAとして転写され、

norAに相当するORF3は別の転写単位と推定されている[32)0P. stutzeriではnorB-norA

(ORF3)問は82bp離れているのに対して、 P.aeruginosaでは 1bpしか維れていないので、

この菌では同ーの転写単位になっていると考えられる。 norCBAがオペロンを形成して

いることは、 RM476にnorCBA(pHA493)を相補した際には、生育速度が遅いものの、

IPTGに依存した生育の回復が見られ、 norCB(pHA494)のみでは生育は回復しなかった

ことから確認できた(Table3・1)。

なお、作製した変異株の好気条件での生育は、いずれも野生株との差異は見られな

かった。

第5節考察

一酸化~i程遠元酵素(NOR)は、その椛造と性質が解明されるにつれ、呼吸としての脱

窒作用の中でおそらく最も重要な酵素であると考えられるようになっている[11，12)0

しかし、最近になって酵素本体の桁製が行われるまではNORの存在自体はっきりして

はいなかった。 NORに関する研究が遅れてきた理由は、 NO自体が非常に不安定で、酸

素に触れることによって容易にN02~こ酸化されてしまうことに加えて、 NOR酵素が膜に

非常に強〈結合したタンパク質であり、精製が困難であったためと思われる。P

stutzer川こおいてNORの一次情造がf)Jめて決定されるまでには長い年月がかかっている
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Fig.3.gサザンハイプリダイゼーションによる変異の確訟

1; pHA476， 2; PAO 1 chrDNA， 3; RM476 chrDNA. SphI処理後電気泳動した。

A; tet gene (pBR322のEcoRI-AvaI断片)をプロープとしたもの。B;norB (l.lkb PstI断片)
をプロープとしたもの。

Table 3-1. nOI変異株の嫌気条件下での生育

Strains [genotypel IPTG (1 mM) OD“。
PAOl [wildl 1.56 

PA06261 [，αnrl 0.06 

RM476 [norCBl 0.08 

RM495 [norCBAl 0.09 

RM496 [norAl 0.08 

RM476 (pHA493) 0.11 

+ 0.30 

RM476 (pHA494) 0.06 

+ 0.04 
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が、本研究では逆遺伝学的にNORの一次配列を容易に決定できた。これはnoriii伝子術

造を明らかにした 2番目の例であり、今のところ、この 2種以外の一箇でのNOR併造は

解明されていない。

NORの一次配列の解析から、この酵素の特にcytochromeb subunitが好気呼吸のチトク

ロム酸化酵素の進化的起源であるという可能性が指摘されている[77，110]。少なくと

も、 NORと好気呼吸酵素とは、大気中に酸素が存在していなかった時代の原始的な嫌

気呼吸酵素から進化・分化していったことは間違いないと考えられる。 NORとチト ク

ロム酸化酵素の構造、機能の類似性の解析から、酸化的リン酸化によるエネルギー獲

得系に関する新たな知見が得られるかもしれない。

本章でnOI変異株を作製した本来の目的は、 NIRとNORの酵素活性が協調して発現す

る機構を解明するためにNOR欠損株でのNlR活性の変化を調べることと、 norA欠損株

でのNOR活性等の変化からその役割を解明することである。現時点では変異株の嫌気

条件下での生育の有無までしか調べられなかったが、その結果、 norAも嫌気(脱窒)

条件での生育に必須であることが明らかになった。精製酵素はNorBとNorCだけで1n

Vltroでの一酸化窒素還元活性があるので、 norA遺伝子産物は生理的条件下での活性発

現か酵素活性以外の何らかの機能を担っているのであろう。

現在、予備的な実験では、 nOI変異株では培地中に添加した硝酸が定量的に藍硝酸に

変換されていることを確認しており、 NOR変異によ って1nV1VOでのNlR活性も失活して

いると考えられる。 NlR，NORなどの脱室関連酵素は、嫌気的条件下で誘導されてくる

酵素であるが[25，59，114]、nor.遺伝子欠損株は嫌気的条件下では生育できない。今後

NIR-NORの活性相関等を調べるためには、好気呼吸による生育が可能だが、 j胤窒i立伝

子のプロモーターが充分働くような低通気での安定した発現条件を確立することがプ

レークスルーすべき問題として残っている。また、各酵素の抗体を作製して、酵素タ

ンパクの発現量と活性の強さの関係や、 invivoとinvitroの活性の差異などを調べるよう

な実験が今後の課題であると考える。
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第4章 nirQオペロ ンの構造と機能

第l節序

一酸化窒素(NO)は脱窒反応、の中間体であるが、遊離の中間体としてはごく微量しか

校出されない。これは、 NOを生成する亙硝酸遼元酵素小口R)とNOを還元除去するー酸

化窒素還元酵素(NOR)の反応が密接に連動しているためと考えられている[II，12J。この

ようにNIR-NOR反応を協調発現させるのは、毒性のNOを遊離しないことに加えて、

ATPの生産とカップリングできる酸化還元エネルギーを得るためにも必要であるとも

いわれている[3Jo脱窒菌のー酸化窒素還元酵素(NOR)の構造遺伝子norCBは、現在まで

にPseudomonasaeruginosaとP.stutzeriでしか解析されていないが、どちらの菌でもnorCB

はNIRの得造遺伝子nirSの近傍に位置していた[35，74J。染色体上に近接して存在してい

ることも向酵素遺伝子を協調して発現させるために都合がよいのかも知れない。

P. aeruginosaでは、 norCBはnirSの上流減に逆の転写方向に存在しており、 nirS-norCfdl

には 3つの遺伝子nirQOPが存在している(Fig.I-7参照)0nirSと即時はプロモー ター領域

を挟んで互いに逆向きに転写されるdivergent町anscription [64]の構造を取っている。 P.

stutzeげではnorCBはnirSの下流域に存在しているが、やはり nirSとnirQがdivergent

transcnpt10nの構造になっている[87J。本章では、 nirQO同宣伝子産物の一次構造の特徴か

ら、これら治、<IR，NOR酵素の翻訳後の活性化や呼吸酵素複合体の形成などに関与して

いる可能性について考察する。

第2節 nirQオベロンのtJli.造

nirQはnirSとプロモーター領域を挟んで互いに逆向きに転写される形で存在してい

る。 nirS-nirQr，JJには嫌気的転写活性化に必要なANRbinding sit巴が lつ存在し、両遺伝

子ともに嫌気条件下で誘導発現することから、両者の発現量にはある種のバランスを

保つ機構が働いていると思われる[65JonirQは、その下流に存在するnirO，nirPとオベロ

ンを構成していると考えられるが(Fig.I-8参照)、これらに相当する遺伝子は今ところ本

菌以外では報告されていない。本節ではまず、実際にnirOPカ{nirS-nirQ問のプロモー

ターに依存して脱窒条件下でnirQと共転写されるかを調べ、これらが脱窒に対して何ら

かの役割を持つのかどうかについて検討することにした。

pTS 1045 (Fig.2・l参照)[85Jよりも高感度なxylEのプロモーター検索ベクターpHA50
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(fig.4戸1)を作製し[60]、これにFig.4-2に示すようなnirQOJ付近の 3つの断片を導入した

プラスミド(pHA443-445)を作製した。これらでP.aeruginosaの野生株PAOlを形質転換

し、好気、およひ、嫌気条件下でのxylEの遺伝子産物であるカテコール2、3ジオキシゲ

ナーゼ(C230)の酵素活'性からプロモーター活性を測定した(Tab!巴4-1)。培養は100m!の

坂口フラスコを用い、好気条件ではしbro出 10m!、嫌気条件では2XYTにN副 0，を0.05%

添加した培地20m!で行った。好気条件には綿後を用い、嫌気条件の場合は綿絵イすきの

こ方コックを取付け、気相の空気を真空ポンプで吸引してからアルゴンガスで置換し

た。

好気条件下ではいずれのプラスミドを用いた場合にも活性は検出されなかった。

pHA443とpHA糾 4では、嫌気条件で同程度の活性の強さを示したが、 pHA445ではほと

んど活性はなかった。この結果から、 nirPまではnirQ上流にあるプロモーターの支配を

受けて脱窒条件下でのみ発現していることが明らかとなり、 nirOPはnirQと共に、脱窒

反応に対して何らかの役割を担っていることが予想される。

第3節 nirQOpj宣伝子産物の一次構造とホモロジー解析

3 -1 疎水性解析

Fig.4-3にnirQOPの翻訳アミノ酸配列のハイドロパシープロットの結果を示す。NirQ

は全体的に親水性であり、細胞質タンパクであると考えられる。nirOとnirPの遺伝子産

物は疎水性が高〈、膜タンパク特有の疎水性領成が見られた。 N廿Oは5回膜を貫通

し、 NirPは3回目棄を貫通するタンパク質であると考えられる。

3 -2 nirQ泣伝子産物のホモロジー解析

nirQは260アミノ酸、 29印 aのタンパク質をコードしており、翻訳アミノ酸配列中に

はATP結合のコンセンサス配列(GPXXXGKηが存在することから、 ATP結合タンパク

であることが推測される。 Jungstand Zumftは、 NirQとNtrCタイプの転写調節因子との

類似性を指摘しているが[87]、タンパク質全体の相向性は低〈、これがNtrCファミリー

に属するとは考えにくい。現在までのところ、タンパク質データベース(SwissP!ot，PIR) 

上、nirQの翻訳配列と有為な相向性を示す配列はP山田riのNirQを除いては存在しな

い。ところが、偶然にも当研究室で取得された好熱性水素細菌Pseudomonas

hydrogenOthermophila [116]のribu!os巴1，5-bisphosphatecarboxy!ase/oxygenase (RubisCO)の
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Fig.4-1. xyIEプロモーター検索ベクタ-pHA50 

p恥IFY40[115]のBamHI，SaII siteにpTS1045[85]の
xyIEを含むBamHI-XhoI断片を導入することに
よって作製した。
B; Ban証也， E; EcoRI， H; Hind!II， P; Psl1. P叫テト
ラサイクリン耐性遺伝子のプロモーター。

-1'¥ペジぬ匂V JgF 

pHA443 

pHA判4

pHA445 

nirS 

唖F

勺百戸

Fig.4・2.nir領土或の制限酵素地図とプロモーターアッセイに用いたプラスミド

pHA443: BaII-EcoRI断片を末端平滑化してからpUC119のXbaI(末端平滑化)，印刷1site 

に導入し、印刷!II， Ban剖Iで切り出し、 pHA50の印刷!II-B初出I断片と取り替えた。
pHA444: pHA443をApaI，BamHIで切断し、末端平滑化してから再結合した。
pHA445: pHA443をApaI，HindIIIで切断し、末端平滑化してから再結合した。

Tab1e 4-1. Transcriptiona1 Activity of nirQOP in P. aeruginosa PA01 Probed by xyIEGene 

Fusion. 

Plasmids 

pHA443 

pHA444 

pHA445 

C230 aCli¥ il、(umg prolcin) 

Aじrobic" Anacrobic" 

1. 78 

1.48 
1.44 

23.8 
26.6 

1.18 

Cells were grown under Ihe highly‘lerated conditions in LB medium 
h Cultivation medium was 1 x YT with 0.05% sodium nitrite 
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+3.0 

NirQ 

0.0 

-3.0 260 

+3.0 NirO 

0.0 

-2.0 175 

+3.0 NirP 

¥/¥ 
0.0 

-1. 0 
85 

Fig，4.3. Hydropathy profiles of the nirQ， nirO and nirP gene produc凶.Analyses were done by 

Genetyx program with the a1gorithm of Kyte and Doo1ittle [112]. Range to average was 15 
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構造遺伝子cbbLSの下流成にnirQと非常に高い相向性(翻訳アミノ酸で53.5%)を示す遺伝

子が存在することを発見しcbbQと命名した(Fig.4-4)[65，117]。イ也の菌由来のRubisCOi1't

伝子についても下流減にcbbQに相当する遺伝子が存在するかを調べたところ、

Chromatium vinosumのRubisCO遺伝子rbcLSの153bp下流から始まる読み枠 (N末部分)

[118]がnirQと49%の相向性を示した(Fig.4-4)。海洋性水素細菌尺ydrogenovibriomarinus 

附fllOのFonnII のRubiscoi宣伝子(cbbM)[119]の下流にもnirQ， cbbQタイプの巡伝子らし

い配列が存在した。 RubisCO遺伝子の下流に機能不明のATP結合配列を持つタンパク質

をコードする遺伝子(cbbX)が存在することは、 Xanthobacterflavus [120]， A1caJigenes 

eutrophus [121]などで以前から報告されているが、これらはnirQ，cbbQとの相向性は全く

なかった。

Jungst and Zumftは、 nirω宣伝子の欠損変異株を作製し、 NIRとNORの酵素活性への影

響を調べている[87]0nirQl変異株ではNIR，NORともにinvivoでの酵素活性が発現せず、

in vitro (PMSを人工電子供与体として用いた場合)ではNIRの活性はあるがNORの活性

はなかった。なお、抗体反応で調べたところ酵素タンパクはNIR，NORともに発現して

いた。このような結果から、彼らはNirQはNIRとNORの活性発現の相互依存を媒介す

る因子と考えている。しかし、 nOI遺伝子の変異はNIRのlnVIVOでの活性に影響を与える

ので[107](第3章参照)、 NirQの役割はNORのfolding，assemblyか翻訳後のaCllvallonに

あり、 ni市変異によるinvivo NIR活性の欠損はNORが活性型で存在しないことによる間

接的な影響なのではないかと筆者は推定する[65]。

3 -3 nirOP遺伝子産物のホモロジー解析

nirOとnirPは175アミノ酸， 20kDa，85アミノ酸， 9kDaの膜タンパク質をそれぞれコード

しているσig.I-8，Fig.4-3参照)0P. stutzeriでこれらに対応する遺伝子はまだ報告されて

いないが、 nirQの44bp下流にあるATGからの翻訳配列がMWFFILAEにな り[87]、NirOの

N末の配列と完全に一致することから、この菌でも同様な遺伝子が存在すると予想さ

れる。タンパク質データペースでホモロジー検索したところ、 NirPと有為な相向性を

示す配列は見いだせなかったが、NirOについては、好気呼吸の末端酸化酵素

(cytochrome oxidase)のsubunitIII (COIlI)との相同性を示した(Fig.4・5)。好気呼吸の酵素は

cytochrome C oxidase (cytochrome aib)， quinol oxidase (cytochrom巴00)ともに 3つの主要な

サプユニッ ト(COI，COII， COIII)と、いくつかのマイナーなサプユニ ットからなる。
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pae 1 MRDATPFYEATGHEIEVFERA械RHGLPVLLKGPTGCGKTRFVQYM瓦RRLELPLI'S

Pst 1 MRYLPVNAIEIPTTAGTPDAPF:I'QPLGNEEQLFQQAWQKGMP.¥ILIKGPTGCGKTRFVQHMAHRLNLPLYT 
Phy 1 MDL悶QYLV;~E~YYH1\VωZ工ER.，EAAYANRI).'_I，似LKGPTGCGKSRFVE.YMl\WKLGKPLIT
Cvi 1 MSDIDRNQFLI智HEP.Y.YRPVSN耳VALYEAAYAARMPÝMLKGPTGCGKT~vE.YMAWKl瓜PLIT

pae 

Pst 

Phy 

Cvi 

~、炉、.....，.，..."，開 N 、w

九 yNPGYQNLLKGLK!'STRQRFV瓦LRFOYFMQQEAR!LVGESGCAETLAQRLVQL
~YVS.YNPGI'QNtLKG淑l!STぬRFVAMR:FDl'gpTAEEE.RIVANEAQVDAALAAQVVKL

I語ISI'NPGI'QSAMKDLKTSTKQRFAAMDFDI'PAPEvisEIVAHESGVDAATAK陥 VEV

Pae 196己主氾五五滋説叫EEVAST量LLIF品 RLIGDGMDPRE必RVALAEI?LSDDPATVAALMDIVDL即 A

Pst 211 GQM，旦:sLJi:QH耳LEEVASTRLLlpTi且S/1IRSGMTPRQ且CLACLAEI?LSDDPQTVAALMDVVYVHFG

Phy 203 AIRS揖Ht;KGllGtDeC1宕.TI¥LLvYAGSl，..ITKGIAPLI且.CEMALICI?;ITDDPDLRD且LRAAAQTLFA

Fig.4-4. Alignment of Amino Acid Sequences of NirQ Type Proteins 

NirQ from P. aeruginosa (Pae) is compared to NirQ from P. stulZeri (Pst) [87] and gene 
produc凶 fromputative open reading frames downstream of the RubisCO genes from P. 

hydrogeno山 nnophiJa(Phy) [117] and C. vinosum (Cvi) (partial) [118]. Presumed 
nucleotide-binding motif is overlined. ldentical residues are meshed. 

NirO 1 MWFF;I山 L料品LLAFlIGAQAWQPELFRAG問。LDSRW必 dWALLSSGWLAAL品川相R即 R

PADE 105 FWp.g--IKNALYPMGPDSI?IKDGVWP世EGIVTFDI?WHLP---tINTLI晶玉lLSGVAVTW丸HMFVLEGDRK

80V 98 FWA罫--YHSS---tAP-TPELGGCWPpTGIHI?LNPLEVP---LLN~SVLtASGVSITWAHRS-LMEGDRK

ECO 29 FWIYLMSDCILE初志FATI'AVLVNGTAGGPTGKDIFELI?-FV志向.T.FLLLFSSITYGM且AIAMYKN-NKS

NirO 70也ASGW私成山UAL円 VGiiKLHEぜGば山辺LD.rEHDTE'.FTL YWCiiMIlF.LHVLLGL'L ILG椛.AQACWR

PADE 170 TTING+iIV:品VIおVCFTG'LQAYEy!---SHAAFGLADTVYAGAFY旧民FIlGAIlVIIGTIFLFVCLIRLLK
80V 158 HMLQAt'FITITi氾VYFTLLQASEt---YEAPFTlSDGVYGSTFFVATGFIlGLIlVIIGSTFLIVCFFRQLK
ECO 97 QVISWLALTW;LFGAGF IGME n];¥FHHLIVNGMG即応GFLSAFFALVGTIlGLIlVTSGLI剛 AVLMVQIAR

NirO 140 ~CYæPQACS記Lês(.$悩倫明'1.viivLi.rJ?LVYVLQ 
PADE 237 GQM'l'QKQHVGF単品A町 WIlFVDVVWLF.LFWIYIWGR
80V 225 FHFTSNHHFGFEAGAWYWHFVDVVWLFLYVSIYWWGS 

ECO 167 ~GLiSTNRTRIMcLst'F輔自FLDVVWlcvrTVV'tLMGAM

Fig.4・5.Alignment of Amino Acid Sequences of nirO Gene Product from P. aeruginosa (NirO) 

with Subunit III of Cytochrome Oxidぉes.

PADE. BOV; cylOchrome c oxidase from Pa. denitri斤cans[122] and bovine. [123] 

respectively. ECO; cytochrome 0 ubiquinol oxidase from Escherichia coli [124]. ldentical 

residues are meshed and gaps are indicated by -
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COIIlには酵素活性や電子伝達に関わる酸化還元中心がなく、複合体からCOIIIを取り除

いてもCOIとCOIIだけで酵素活性を持っているため、その役割についてははっきりとは

わかっていないが、電子伝達に伴うプロトンの排出[125，126]か、 cytochrom巴oxidase複

合体の形成、安定化に関わっていると予想、されて来た[127，128]0Haltia等は、 Paracoccus

denitrI斤cansでcytochromeail3のCOIIIの遺伝子欠損株を作製し、酵素活性の発現を捌べた

結果、 COIIIはcytochromeoxidase compl巴xのアセンプリーの後期の段階でシヤペロニン

的な役割を果たしているのではないかと予想している[128]0NirOについてもNORの

cytochrom巴bccomplexかNIR-NORcomplexの形成、安定化に関与しているのではないか

と考えられる。前述のNirQの役割と重ね合わせてみると、 nirQオペロンはNORあるい

はNIR-NORの翻訳後の酵素活性発現を促進する因子のための遺伝子と予想される。ま

た、 NOの還元はプロトン濃度勾配の形成を伴う反応であるので[100]、NirOがプロト ン

排出の役割を持っている可能性も否定はできない。

第3章で述べたように、チトクロム酸化酵素のCOIがNORのcyotochromeb subunit 

(NorB)、COIIのCuAセンターが亙酸化窒素還元酵素(NosZ)と類似している。このことか

ら、 Saraste等は好気呼吸酵素が脱窒関連の醇素の組み合わせによ って進化してできた

という説を展開している(Fig.3-3参照)[77，110]0この考えは、生物が進化の過程で新し

い機能を獲得するときには、会く新しい酵素をdenovoで設計するのではなくて、既に

ある材料を使って、組み合わせを換えたり改造したりして作るのだという F.Jacobの説

[129]に非常によく適した例である。NirOがcorrrと類似しているという発見は、 Saraste

の説を裏付ける 3番目の例となり、これでチトクロム酸化酵素の 3つの主要サプユニ

ットがすべて脱窒関連因子と対応付けられたことになるσig.4-6)。

第4節 nirQオベロン欠損株の作製と嫌気的生育

nirQオベロンの遺伝子産物は、 一次配列の特徴やP.stutzeriでの実験により NOR、あ

るいはNIRとNORの翻訳後の酵素活性化因子であると考えられた。本節では、これらの

因子の生理的役割を解明するために、まず遺伝子欠損株を作製し、その嫌気的生育へ

の影響を調べることにした。変異株の作製には、第3章と同様にテトラサイクリン耐

性遺伝子(tet)をマーカーとするMarkerexchange mutagenesisの手法を用いたσig.3-6参

照)。
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4 -1 nirQo.l唆異株の作製

nirQo.Pすべての遺伝子が欠損するようにtetgeneで置き換えた断片をpUC119上に構築

したプラスミ ドpHA450を作製しσig.4-7)、ElectroporationでP.aeruginosa PAOlに導入し

た。テトラサイクリンσc)プレート(175μ g/ml)上に生育した 3株の形質転換体について

カルペニシリン(Cb)耐性(200μ g/ml)を調べたところ、すべてCb感受性であった。この

うち l株を選ぴRM450と命名した。RM450の好気条件下での生育は野生株との差は見

られなかった。

RM450とPAOlから染色体DNAを抽出し、 Ecd則ーPsdで分解後、 tetgene (probe A)およ

びnirQとniro.を含む1.2kbのApaI-SalI断片(probeB)とサザンハイプリダイゼー ションを行

ったところ、 RM450についてはprobeAとのみ、 PAOlについてはprobeBとのみハイプ

リダイズしたことから、変異が正しく入っていることが確認されたσig.4-8)。

4 -2 相補プラスミドの作製

nirQo.同窓伝子産物の機能を調べるため、 Fig.4-7に示したような 5つの断片を広宿主

威発現ベクタ -pMMB67EH(113)のJacプロモーターの下に導入し、相補用のプラスミド

pHA511-515を権築した。 pHA511はnirQのみ、 pHA512，513， 514はそれぞれnirQo.，niro.P， 

nirQP.、pHA515はnirQo.p全部の遺伝子を相補するように設計した。

4-3 変異株の嫌気的生育

pHA511-515でnirQo.P:欠損株RM450を形質転換し、嫌気的条件下での生育を調べた。

生育は培養14時間後の660nmのo.Dの変化により測定し、培養条件は第 3章 4-4 (p53) 

と同様に行った。ポジティプコントロールとして野生株PAOI、ネガテイプコントロー

ルとして嫌気条件下で生育できないanr欠損株PA06261 (第 6章参照)も同様に培養し

た。結果をTable4-2に示す。

加 1450では嫌気(脱窒)条件下での生育ができなくなっていたが、 nirQのみ

(pHA511)を相補することによ ってIPTGに依存して野生株と 同程度に生育の回復がみら

れた。この結果から、プラスミド由来のnirQ遺伝子だけでRM450の嫌気的生育を可能

とし、 niro.とnirPは必ずしも必要ではないことがわかった。また、 nirQ冶伝子をフレー

ムシフトで失活させた断片(pHA513)を入れた場合では生育は全く回復せず、 nirQが絶

対に必要であることが明らかとなった。なお、 nirQに加えてniro.かnirPを一緒に相補さ
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Fig.4-7. nirQOP変異株作製用および相補用プラスミド

pHA450: 2.3kb ApaI-ApaI (end-blunted)断片をpUCl19のSmaIsiteに、 2.2kbのEc0471II
(end-blunted)-SphI断片を出ncII-SphIsiteに導入してから、 BamHIsit巴 (end-blunted)にtet
geneを含むpBR322のEcoRI-AvaI断片 (end-blunted)を挿入した。
pHA511-515のAvaIIsiteはpMMB67EHのSmaIsi旬、 Ec047 I1I， FokI si teはHincIIsiteに、
それぞれ平滑末端化してからligationしである。 pHA513，514については、 pHA515の
挿入断片をApaI，SalIでそれぞれ切断してから末端平滑化して再結合することによ

り、フレームシフト変異を導入した。
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Fig.4-8.サザンハイプ リダイゼー ションによる変異の確認

1; pHA450， 2; PAOI chrONA， 3; RM450 chrONA， 4; pHA-EI. Ecd.悶 ，PstI処理後電気泳動
した。A;臼tgene (pBR322のEco悶ーAvaI断片)をプロープとしたもの。B;nirQOの一部

を含むI.2kbApaI-SalI断片をプロープとしたもの。矢印は2.4kbのサイズを示す。

Table 4-2. nirQOP:変異株の嫌気条件下での生育

Strains [genotypel OD66o 

(Plasmid) IPTG OmM lmM 

PAOl [wildl 1.56 1.48 

PA06261 [αnrl 0.06 0.06 

RM450 [nirQOPl 0.11 0.11 

RM450 (pHA511) 0.60 1.42 

RM450 (pHA512) 1.42 1.49 

RM450 (pHA513) 0.07 0.08 

RM450(pHA514) 1.48 1.48 

RM450 (pHA515) 1.44 1.49 

66 



せた場合(pHU¥512，514，515)にはlPTGを添加しなくても野生株並みの生育が見られた。

これは、 pHU¥511由来のnirQのmRNAが不安定なのか、あるいはnirOかnirPがあるとnirQ

の濃度が低く ても効果があるのかもしれない。

第5節 nirQの相同遺伝子cbbQによるRubisCOの活性化

第3節においてnirQと相同な遺伝子が、 P.hydrogenothermophilaのRubisCO遺伝子

cbbLSの下流にも存在することを発見した(Fig.4-4参照)[65，117)0 この菌の活性型

RubisCOは、 Largesubunit 8個、 Smallsubunit 8個からなるLsSsの高次構造を取ってい

る(130)。このような複雑な活性型RubisCOの発現にはGroELSタイプのシャベロニンが

必要であることが報告されている[131-133)。脱窒におけるnirQオベロン遺伝子産物の特

徴とcbbQ遺伝子の存在する位置を考え合わせると、 cbbQはRubisCOの翻訳後のfolding，

おおmbly，activationのいずれかの段階に関わる因子をコードしているのではないかと予

想されたσig.4-9)。そこで、 Fig.4-lOに示すようなP.hydrogenothermophilaのRubisCO遺

伝子cbbLSとcbbQ以降までを含む断片(pYAH302)と、 cbbLSのみを含む断片(pYAH303)

をpUC119に導入したプラスミドを作製し、 E.coli即日09を宿主とした際の無細胞抽出

液中のRubisCO活性(130)を測定した (Table4-3)。その結果、明らかにcbbQ.以降を含む断

片の方が高いRubisCO活性を示したことから、 cbbQがRubisCOの活性発現に対して何ら

かの役割を担っていると考えられた。

第6節考察

本章では、 P.aeruginosaにおいて亙硝酸還元酵素梼造遺伝子nirSと一酸化窒素還元酵

素構造遺伝子norCBの問に存在するnirQOP遺伝子について、これらがオペロンとして脱

窒条件下で共転写されること、翻訳配列の特徴、欠損変異株の生育について調べた。

また、 nirQと相同な遺伝子が一部の独立栄養細菌の炭酸固定関連の遺伝子群中にも存在

し、これがRubisCOの翻訳後の活性化に関与している可能性を示した。

P. aeruginosaの嫌気的(脱窒)条件下での生育に対してnirQの存在は絶対に必要であ

るが、 nirOとnirPに関しては必ずしも必要ではなかった。今後はこれらの遺伝子の有無

地別lR，NORの酵素活性にどの様な影響を及ぼすかを調べる必要があろ う。脱愛による

生育の場合、一酸化窒素(NO)還元と酸化的リン酸化によるエネルギ一生産がリンクで

きなくなっていたとしても、 NOR活性によ って毒性のNOが除去できれば、硝酸、並酸
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Fig.4-10. Pseudomonas hydrogeno的ermophilaのRubisCO遺伝子クラスターcbbLSQの制限

醇素地図と活性測定に用いた断片

p y AH302， 303はHael!-SmaI， Hael! -EcoRI断片をそれぞれpUCl19の導入して作製し
fこ。

Table 4-3. E. coli JMI09を宿主としたP.hydrogeno的ermophilaのRubisCO活性発現

Plasmid RubisCO activity (u/mg) 

pUC119 

pYAH302 

pYAH303 

0.00 

0.36 

0.18 
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化窒素の還元力だけでも充分生育できるはずである。 NirOはチトクロム酸化酵素の

COIIIと類似していたが、 NirOがCOlIIで推定されているようなプロトンの排出や呼吸複

合体の形成・安定化に関与しているとしたら、 則的遺伝子欠損によって生育は可能であ

っても、エネルギ一生産効率に影響が出ていくると考えられる。本章の培養実験では

呼吸基質として硝酸塩を充分量加えてあったが、硝酸や亜硝酸の一定消費量当たりの

生育量の変化等を調べれば何らかの情報が得られるかも知れない。

NirOとCOIIIの類似性は、好気呼吸と脱窒の進化的な関連性を示す第3の証拠となっ

た(Fig.4-6参照)0NirO， COIIIともにその役割は未だはっきりとは明らかになっていない

が、好気呼吸と嫌気呼吸ともにこのような類似の因子が存在していることから考えて

も、呼吸機能に対して重要な役割を担っていると予想される。



第 5章 脱窒の新規転写調節遺伝子dnrの構造

第l節序

ー酸化窒素還元酵素の遺伝子norCBの下流成には、逆の転写方向に 3つの遺伝子

(ORF7， dnr， ORF9)が存在する (第 l章Fig.l-lO参照) 0 ORF7は64アミノ酸残基(7.3印 a)

からなる小型のタンパク質を コードしており、 5'領成に転写活性化因子ANR(第6章

参照)の認識配列が存在することから、嫌気条件下で単独に転写されると予想され

た。 dnrは247(28kDa)か227(26kDa)のアミノ酸残基からなり 、CRP/FNRタイプの転写調

節因子[26，134]と類似のタンパク質をコ ードしている。 dnrの名称、は、本章および第 6章

で述べるように、脱窒による嫌気条件下での生育と、 nirSMC，nirQOP， norCBAの各オベ

ロンのプロモータ ー活性に必要であることが判明したので、 Qissimilatoryrritrate/rritrite 

~duc tion regulatorある いはQerritrificationregulationから命名した。本章では、 ORF7とdnr

の遺伝子欠損株の作製と嫌気条件下での生育、 翻訳アミノ酸配列のホモロジー解析の

結果をまとめた。

第2節 OR円 ，dnrの欠損株の作製と嫌気的生育

0町7およびdnrの役割を調べるために、遺伝子欠損株を作製し表現型の変化を翻べる

ことにした。変異株の作製法は第3章と同様にpBR322のテトラサイクリン(Tc)耐性遺

伝子tetをMarkerとした遺伝子置換の方法を用いたσig.3・6参照)。

2 -1 ORF7， dnげ〉欠損株の作製

O町?とdnrのみに特異的に挿入変異が入るように、 ORF7中のSphIsiteおよび、 dnr中

のBstPIsiteにtetgeneを挿入した断片をそれぞれpUCベクター上に構築した(Fig.5-1)。作

製したプラスミド(pHA535，pHA536)をP.aeruginosaの野生株PAOlのCompetentcell に導

入し、 Tc耐性(Tのになった変異株を選抜した。得られたTピ株について、 pUCベクター

に由来するカルペニシリン(Cb)の耐性を調べ、 Tc'，Cb感受性(Cb')の株を選抜した。

Cb'汀c'比は、 pHA535では3/3で、 pHA536では12/15であった。このうちそれぞれ l株を

選び、 RM535，RM536と命名した。
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Fig.5-1. ORF7， dnr変異株作製用プラ スミド

企はtetgeneの挿入位置を示す。 tetはORF7， dnrと同じ向きに挿入した。

pHA535: 2.6kbのEcoRI-XhoI断片をpUC119のEcoRI，HindIII si回に、XhoI，HindIIIの切

断部分のみを末端平滑化してからligationした。その後、 5phlで切断し、末端平滑化

してから tetgeneを挿入した。

pHA536約4.2kbのXhoI断片をpUC19のSalIsi也に導入した後BstPIで切断し、末端平滑

化してから tetgeneを挿入した。

tet geneはpBR322のEcoRI-AvaI断片を末端平滑化したものを使用した。

Table 5-1. OR円 ，dnr変異株の嫌気条件下での生育

Strains [genotype] OD660 

PA01 [wild] 1.56 

PA06261 [anr] 0.06 

RM535 [ORF7] 0.61 

RM536[dn汁 0.06
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2 -2 ORF7， dnr変異株の嫌気的生育

即 1535，536株について、脱窒による嫌気的生育を調べた。培養方法は、第 3章と同

様に、 2XYTに0.5%のNaNO，を添加した培地を用い、気相をアルゴンガスで置換して嫌

気的にし、 37'Cで14時間培養した後の660nmのODの変化から生育s:を測定した。コン

トロールとして、野生株PAOlと、嫌気条件で生育できないanr株PA06261も同様に培養

しfこ。

結果はTable5-1に示すように、 0RF7欠損株RM535では増殖は出来るものの、野生株

よりは生育が悪くなっており、やはり脱窒に対して何らかの役割を持っていることが

考えられる。 dm欠損株RM536では全く生育することが出来ず、脱墾には必要不可欠な

因子であることが明らかとなった。なお、 RM535，536ともに、好気条件では野生株と

同様に生育することが出来る。

第3節 dnrOコ翻訳開始点の同定

dn向 5'部分には、同一フレーム中に20アミノ酸残基分離れてATGトリプレットが存

在し、どちらも上流に典型的なリポソーム結合配列[57]がなく、フレーム解析[135]でも

どちらが翻訳開始点かは判断できなかった。そこで、 2つのATGの上流(pHA540)、中

間(pHA541)、および下流(pHA542)から、 dnrの終始コドンの下流までの 3設のDNA断片

を広宿主威発現ベクターpMMB67EH[113]に導入したプラスミドを俄築し(Fig.5-2)、こ

れらでdm欠損株RM536を相補して嫌気条件下での生育の回復を調べた(Table5-2)。

pHA540， 541で相補した場合にはRM536の生育はIPTG添加時に野生株と同程度に回復

しているため、 2番目のATGが開始コドンとして働くと考えられる。また、 IPTGを添

加しない場合にもほとんど生育は変わらないことから、この断片中にdnr自身のプロ

モーター活性があるか、 dnげコ発現量は微量でも効呆があると予想される。pHA542で相

補した場合には、 IPTG無添加ではほとんど生育しなかったが、 IPTGの添加によって、

野生株ほどではないにしても生育が回復した。pHA542ではdnげコ5'末端部分が開始コド

ンの直後で切つであるが、ベクターからのreadthroughで発現する N末の不完全なタ ン

パク質でも多少の効果はあるのかも知れない。
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Fig.5-2. dnr変異株の相補用プラスミド

pHA540: EcoT141 (end-blunted)-SphI断片をpUCl18のHincII，SphI siteに導入後、 BamHI，

HindIIIで切り出しpMMB67EHに導入した。

pHA541: ApaI (end-blunted)-SphI断片をpUCl18のHincII，SphI siteに導入後、 BamHI，

HindlIIで切り出しpMMB67EHに導入した。

pHA542: EcoRI-SphI断片をpMMB67EHのEcoRI，SphIsiteに導入した。
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Table 5-2. dnr変異株の嫌気的生育の相術と銅訳開始点の同定

Strains [genotype] OD660 
(Plasmid) IPTG OmM lmM 

PA01 [wild] 1.56 1.50 
RM536 [dnr] 0.06 0.06 
RM536 (pHA540) 1.43 1.51 
RM536 (pHA541) 1.31 1.59 
RM536 (pHA542) 0.20 0.73 

第4節 ホモロジー検索

norCBの下流域にある遺伝子について、問訳配列をタンパク質データペース

(SwissPlot， PIR)に対してホモロジー検索したところ、 ORF7とORF9(C末部分)につい

ては有為な相向性を示す配列は見つからなかったが、 dnr遺伝子産物については

C即/FNRタイプの転写調節因子との相向性を示した(Fig.5-3)oCRPは大腸菌などで働く

カタポライ トリプレ ッションの調節因子で、グルコースの欠乏時に ラクトースなどを

異化する酵素遺伝子(lacoperonなど)の発現を活性化する因子であ り、グルコース波皮の

変化をcAMPをセカンドメッセンジャーとして関知する[134]0FNRは大腸菌の嫌気条件

下で発現する犠々 な遺伝子の転写活性化因子であり σig.5参照)[26，27]、これに相当す

る因子はP.aeruginosa (ANR)[66，67]やP.stutzeri (FnrA)[136]でも発見されている。FNRは

N末にCysrichな領域があり、ここに配位する鉄の酸化還元によ って酸素の有無を関知

すると考えられている[26，27]0NtcAはらん藻の硝酸同化やヘテロシスト分化などの広

範な現象に関わっている転写調節因子[137-139]で、 FixlくはBradyrhizobiumjaponicum 

[140]， Rhizobium meli10白[141]などの窒素固定菌に見られる調節因子である。

dnrの翻訳アミノ酸配列中には、 CRPに共通するcAMP結合配列やFNR(ANR)特有のN

末のCysクラスターが存在しない(Fig.5・3)。また、 CRPファミリーの転写調節因子とは

いずれも20%程度の相向性を示すものの、特別に高い相向性を持つものはデータ ベース

上には存在しなかった(Table5-3)。このようなことから考えて、 DNRはこれまでに報告

されている調節因子とは異なるエフェクターを関知する新規のタイプの調節因子であ

ると考えられた。
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側 R 1 :MEFQ--l'，VH叫.1，U$HHLFlll1'LSPVQtQEl-1iLASSDLVl/WKGAYVERQGEPAHJ(FYYLI~SG-CVRIYl\L 
CRP (EI 1: M--ーーーーーーーvtGKPQ---T--DPTLEWFLSHCHIHKYPSKSTLIHQGEKAETLYY
CRP (HI 1:. MSNELTEIDEVVTSSQEE'J¥TQRDPVLDWFLTHCHLHKYPAKSTLlHAGEDATTLYY 
FNR l:MIPEKRIIRRIQSGGCA工HCQDCSISOLCIPFTLNEHEI拘 LDNIIERKKP.IQKGQTLFKAGDELl¥SLYA
凶R 1: MAE--T工-.KVRALP-QAHCKDCSLAPLCLPLSLTVEDMOSLDEIVKRGRPLKKGEFLFRQGDPFGSVFA
NTCA 1: MDQSLTQDRPT;AAVFRRLG-SE--LMPPV-VETFORSKTIF.FPGDP瓦ERVYFl;-LKG-AVKLSRV
FIXK 1: MKP宮VVMIEPNGHFCSDCAIRTSAVCSSLDAAELREFEHLGRRVHFSSGETVFSEEDITT

DNR 67: TPEq---QE¥KILEVTNE-RNTF:----AE--AMMFMDTPNYVATlIQAVVPSQLFRFSNKAY，L且QLQONTP-
CRP (EI 43:工VKGSVAVLIKDEEGKEM工LSYLNQGDFIGELGLFEEGQEB豆AWVRAKTACEVAEISYKKFRQtIQVNPD
CRP(HI 57:VIKGSVMVSSKDDEGKEMILTYLGAGQFFGE'J¥GLFDEGSK旦豆AWVKTKTTCElAEISYKKY宜Qt工QANPE
FNR 71:工RSGTIKSYTrT官QGDEQITGFーほ.AGDL-VGFDAIGSGHHPSFAQALETSMVCE工PFETLDDLSGKMPN
ANR 66:VRSGALKTFSITDAGEEQITGF-HLPSEL-VGLSGMDTETYPVSAQA工，ETTSVCEIPFERLDELSEQLPQ
NTCA 60: YEAG---EEITVALLRE-NSVF.----GVL-SLVTGQRSDRFYH瓦vAFTPVELLSAPIEQVEQAL-KEHPO
FIXK 61:SFYNVLEGVMRLYKLLPDGRRQIVGFALPGDFLGMNLSGRHNFSADA工GAVTVCQFAKAPFGRF工EERPQ

DNR 126:~昆KLSTRLHOR工DE工ETLSLl<NATH郎ivRYLLTLAAH一民-pG-ENCRVElPVAKQL~GKLSIQP
C陪 (EI 113:工LMR.liSl'iQMARWlQV:r_豆EKVGNLAFLDVTGRIAQTLtほA瓦Q-PDAMTHPDGMQtKITRQEIGQIVGCSR
CRP(HI 127:ILMFLTAQLARRLQN:r.aRQVT隠 AFLDVAGRIAQTU剖山くQ-PEAMTHPDGMQIKITRQEIGQMVGCSR
FNR 139:tRQQMMRLMSGEIKGDQOM!LLLSKKN瓦EERLAAFIYNLSRRFAQRGFSPREFRLTMTRGDIGNYLGLTV
ANR 134 :tRRQLMRLMSREIRDDQQMMLLLSKKT瓦DERIATFLVNLSl¥RFRARGFSAQQFR工.AMSRNEIGNYLGLAV
NTCA 120 :LSL1必WQGLSSRILQTEMMIETLAHRDMGSRLVSFLLILCRDFGVPAPDGIR工DLKLSHQAI且EAIGSTR
FIXK 131:LLRRINELAlRELSQAROHMVLLGRRSADEK¥lAAFLLGWRERLLALKGASDT¥lPLPMSRQDI且DYLGLT工

DNR 193 :ETFSRIMHRエ.GOEGII1ILDGREISI.LD.RERL-ECFE 227 
CRP (EI 182 :.E，!:VGR圭LKMLEDQNLlSAHGKTIVVYGTR 210 
CRP (HI 196・ET¥lGRIIKMLEDQNLlRAHGKTIVVYGAR 224 
FNR 209官官工SRLLGRFQKSGMLAVKGKYITIENNDALAQLAGHTRNVA 250 
ANR 204 :E.T¥lSRVFTRFQQNGLISAEGKEVHltDSIEI，CALAGGQLEG 244 
NTCA 190 ・VlVTRLLGDL~EGNMISITKKKI T\lHNPvA1SQQFT 225 
FIXK 201: ET¥lSRTFTKLERHGAIAIIHGGISLLDPARVEALAAA 237 

Fig.5-3. Alignment of Amino Acid Sequences of DNR and CRP Type Regulatory Proteins. 

DNR; Pseudomonas aeruginosa dnr gene product， CRP(E); CRP from Escherichia coJi 

[142，143]， CRP(H); CRP from HaemopiJus inf7uenzae [144]， FNR; FNR from E. coJi [145]， 
ANR; ANR from P. aeruginosa [66，67]， NTCA; NtcA from Synechocystis sp. PCC 6803 

[139]， FIXK; FixK from Bradyrhizobiumjaponicum [140]. 

DNRと同ーのアミノ酸残基は網掛けで示した。下線で表したアミノ酸残基はCRPの

cAMP結合部位、 FNR，ANRのCysクラスターである。車はDNA結合のヘリックスター

ンヘリックスの部位を示す。



Percent Amino Acid Identity wi出

DNR CRP(E) CRP(H) FNR ANR NTCA FIXK 

DNR l∞ 23.5 23.9 22.3 27.2 23.7 25.2 
(227) (204) (218) (211) (191) (211) (210) 

CRP(E) l∞ 77.9 22.3 24.3 27.0 22.2 
(210) (204) (179) (181) (189) (189) 

CRP(H) l∞ 19.6 22.1 24.5 20.6 
(224) (179) (181) (192) (189) 

FNR 100 53.5 24.9 27.9 

(250) (226) (193) (240) 

ANR l∞ 20.9 30.3 

(244) (191) (231) 

NTCA l∞ 22.8 

(225) (189) 

FIXK 100 

(237) 

Table 5-3. dnr遺伝子産物と CRPファ ミリーの転写調節因子との相向性

タンパク質名の記号はFig.5-3と同ーである。表中の数字は同一アミノ酸のパーセン

テージ。カッコ内の数字はオーバーラップするアミノ酸残基数を示す。計算は

Genelyx ver. 8 (Soflware development)のプログラムを用いて行:った。
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第5節考察

本章ではー酸化窒素還元酵素遺伝子norCBの下流峻の遺伝子構造を解析することによ

って、転写調節遺伝子dnr.、および、今のところ機能未知ではあるが脱皇室に対して何ら

かの役割を持つと予想される遺伝子OR円を同定した。 OR打は64アミノ酸残基の非常

に小型のタンパク質をコードしているが、単独の転写単位として発現する機造をとっ

ていた。 dm遺伝子産物はCRP/FNRファミリーに属する新規の転写調節因子と予想され

る。脱窒遺伝子の発現はFNRタイプの転写調節因子の支配下にあることは以前から指

摘されており、 P.aeruginosaにもR呼Rに相当するANRが存在する[66，67]。しかし、 FNR

仏NR)と同じく CRPと類似な調節因子であるDNRの様な調節因子の存在はこれまでまっ

たく報告がなかった。 P.stutzeriでは、 FNR，ANRに相当するFnrAの欠損によっても脱塗

条件での生育が可能で、脱窒酵素も通常に発現し、 FNR依存プロモーターも働くこと

が辰近になって報告された[l37]。このことからCuypers釦 dZumftは、 P.stutzeriには

FnrAとは別に、脱窒遺伝子に特異的なもう lつのFNRタイプの調節因子(F町 D)が存在す

るのではないかと予想している。この仮想上の調節因子FnrDがDNRに相当するもので

ある可能性も考えられる。しかし、 P.aeruginosaでは、 P.stu回 nとは異なり ANRの遺伝

子欠損によって嫌気的生育が出来ず、脱愛遺伝子の発現も起こらなくなる(第 6章参

照)。両菌では、脱窒酵素の構造遺伝子の相向性は非常に高いものの、遺伝子クラス

ターの権成や配置は微妙に異なっており(Fig.l-ll参照)、遺伝子発現調節機構も若干異

なっている可能性もある。 dnr遺伝子欠損による脱窒遺伝子発現への影響に関する実験

は次章で解説する。
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第 6章 脱窒遺伝子の転写調節機構

第l節序

Pseudomonas aeruginosaは、通常の好気的環境下ではミトコンドリアにおけるものと

同様な酸素呼吸によって生育している(23)0 しかし、低酸素渡度で、硝酸、!lli硝酸が存

在する環境下では、これらを代替電子受容体とする嫌気呼吸(異化型硝酸呼吸)によ

って生育が可能である。この際に、水溶性の硝酸イオン、亜硝酸イオンがガス状の更

酸化窒素や窒素ガスに還元されて大気中に放出される現象が脱塗と呼ばれているもの

である。また、この菌はアルギニンデイミナーゼ(ADI)経路σig.6-1)という嫌気的なア

ルギニンの代謝経路を持っており、アルギニンを分解する過程で生じるATPを朕電位

の維持に用いることが出来るため、酸素や~素酸化物といった呼吸基質が存在しなく

ても嫌気的に生育することが可能である(28，146)0ADI経路によるATPの生産は、基質

レベルのリン酸化であって、 一種の発酵ということができる。

脱室関連の硝酸還元酵素(nitratereductase， NAR)、亜硝酸遼元酵素(nitritereductase， 

NlR)、一酸化窒素還元酵素(nitricoxide reductase， NOR)、および亜酸化窒素還元自宇奈

(nitrous oxide reductase， NOS)の4程の還元M素(Fig.2参照)は、低酸素濃度下で発現する

誘導酵素である (25)。また、 ADI経路の酵素(argininedeiminぉe，catabolic ornithine 

carbamoyltransferase， carbamate kinase)も嫌気条件下で誘導されるが、硝酸、亜硝酸が存

在すると醇素発現が部分的に阻害される(147)。このように、 P.aeruginosaは酸素の有

無、硝酸.!lli硝酸の有無という外界の環筑変化に応じて、好気呼吸→脱窒→ADI経路の

優先順位で、最も効率の良いエネルギー獲得形態を選択して生育をし、好気性紺l菌で

ありながら酸素が存在しない嫌気的環境下にも高度に適応しているσig.6-2)。

これまでに、遺伝子のクローニング・塩基配列の決定が行われた脱愛関連のi立伝子の

ほとんどには、そのプロモーター領域に大腸菌の転写調節因子FNRが認識するコンセ

ンサス配列σTGAT----ATCAA)と類似した配列が存在した(6，32，36，38-40，59)0FNRはカ

タポライトリプレッシヨンの調節因子であるCRP(CAP)と類似の転写調節因子で、大腸

菌などの種々の好気一嫌気の遺伝子発現調節に関わっているσig.5参照)[26，27)0この

ことから、脱窒菌でもFNRに相当する調節因子が存在し、脱窒泣伝子の嫌気誘導発現

に|児わっていると予想された。 j悦2E菌におけるFNR様の転写調節因子は、現在、 P.

aeruginosaとP.stutzenでのみ発見されており、 ANR(66，67]， FnrA (137)とそれぞれ名付け
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られている O

P. aeruginosaのann宣伝子欠損株では、脱窒でもADI経路によっても嫌気条件下での生

育が出来ない[67]0また、 ADI経路の酵素をコードするオベロン(arcDABC)にも、プロ

モータ一部分にFNR結合配列が存在することから[148]、脱窒もADI経路もANRによっ

て転写レペルで発現調節を受けていると予想されてる[149]0P. stutzeriでFNRに相当す

る因子FnrAの遺伝子fnrAは、 P.aeruginosaのann立伝子をプロープとしてクローニングさ

れ、翻訳アミノ酸レベルでANRと86.1%もの高い相向性を示す。しかし、 fnrA遺伝子欠

損変異株は、脱窒による嫌気的生育が可能で、脱塗酵素も通常に発現していた[137]。

また、外来のFNR依存性のプロモーターの転写も嫌気誘導的に起こった。ところが、

fnrA株ではアルギニンデイミナーゼの酵素活性がなくなっていることから、 Cuypers

and Zumftは、 FnrAはADI経路専用の調節因子で、脱窒用のFNRhomologは別にも うlつ

存在するのではないかと予想し、この因子を仮にFnrDと名付けている。このように、

P. aeruginosaとp目 stutzenでは、 ANR，FnrAに対する脱窒遺伝子の依存性が異な ってい

る。しかし、 P.aeruginosaでも ANR以外にもう lつCRP/FNRファミリーに属する転写調

節因子DNRが存在することが前章で発見されたので、このDNRカ~nrDに相当するもの

である可能性も考えられる(第 5章参照)。

脱窒遺伝子の発現には、酸素による発現調節以外にも、嫌気条件下で硝酸・亜硝酸

の有無を感知して嫌気呼吸と発酵の転換を行う発現調節機構も存在する筈である。硝

酸.]E硝酸による転写調節を行う因子については大腸菌で深〈研究されている。大腸

菌は脱窒菌ではなく、硝酸をアンモニアまで還元する同化型の硝酸呼吸を行い、硝酸

還元酵素と同化型亜硝酸還元酵素の遺伝子の発現は、 FNRによる好気一嫌気の制御

と、 sensorprot巴in(narX， narQ)とregulatorprot巴in(narL， nar.めの 2コンポーネントのシグ

ナル伝達システムによる硝酸.!IE硝酸の制御を受けている[30，150)。脱窒菌における

FNR相当物以外の転写調節因子としては、前章で述べたDNRの他には、 P.stutzeri， P. 

aeruginosa， Paracoccus denitrificans， Alcaligenes eutrophusのNOSの構造遺伝子nosZの上流

にあるnosRの遺伝子産物がnosZの発現調節を行っていると考えられているものしか知

られていない[36，38，88)0

本章では、酸素、お よび、基質となる窒素酸化物が、亙硝酸 ・一酸化窒素の還元に

関与するnirSMC，nirQOP， norCBAの各オベロ ンの転写に及ぼす影響を調べた。また、こ

れまで推定されていただけで証明されたことのなかったFNR様調節因子が脱墾遺伝子

79 



e

時

仙

沼

!

剖

加

3

円

副

3

一コ一

t

um
、

l

O

山
町
一
川
一
]
問
同

唱
団

N

暗

P

L

町

A

E

Y

s

h

w
l
h
r山
l
r
L
P
山

i
r
h
v
り
|
+

「

市

内

2

J

ベ

m

州

L

L

a

下』

h

u

l

l

 

a
 

c
 

arginine deiminase 
arcA 

catabolic ornithine 
carbamoyltransferase 
arcB 

carbamate kinase 
arcC 

NH3 + HC03-

Fig.6-1.アルギニンデイミナーゼ経路

好気呼吸

+02 

-02 

+02 

-02 

+J N03-
lN02・

路ネ
ー

e

伊
ザ
に

-

-

n

H

F

U

3

2

・
u

D
O
G
-川

A

N

N

同

rJ、t
a

-

+

 

脱窒

Fig.6-2. P. aeruginosaのエネルギー獲得形態の転換

80 



~ 

の発現を制御していることを確認するために、 ann宣伝子欠損による各オベロンの転写

量の変化を測定した。さらに、新規の転写調節因子DNRの遺伝子欠損の影響も同様に

調べた。

第2節 プロモーター活性測定用転写融合プラスミドの作製

脱窒遺伝子の各プロモーター(nirS，nirQ， norCB)の転写活性は、プロモーター領域を

lacZ:遺伝子と転写融合し、 JacZの遺伝子産物である pーガラクトシダーゼの酵素活性か

ら測定した。この目的の為に、広宿主域のプロモーター検索ベクターpQF50(Fig.6-3) 

[151]を用いた。

Fig.6-4に示すような、 nirS，nirQ， norCBの上流減の断片をpQF50のlacZの上流に入れた

プラスミド (pHA531，532， 533)を作製し、これらでP.aeruginosaの菌株を形質転換し、

Millerの方法[44，152]に従い pーガラクトシダーゼの酵素活性を測定した。

第3節 培養方法

酸素制限条件での培養には、 50ml(70ml容)の密閉パイアル瓶を使用し、合成上音j也

(Table 6・ 1)[153]20mlに、必要に応じてN心~O，を添加したものを培地として用いた。

pQF50由来プラスミド(pHA531-533)の保持のためにはカルペニシリン(Cb)を150μ g/ml

添加した。 L-broth[44]で好気的に培養した前培養液を 1%植菌してからプチル栓、 アル

ミストッパーで密封し、アルゴンガスを5分間吹き込んで気棺を置換し、必要に応じて

酸素ガスを一定量ガスタイトシリンジで添加して、 37'(;で18-20時間振とう培養した。

Table 6-1.プロモーターアッセイ用の培養に用いた合成培地

sodium glutamate 40mM 

KH2P04 35mM 

K2HP04 35mM 

MgS04・7H20 0.4 mM 

FeS04.7H20 15μM 

CUS04.5H20 15凶4

ammonium molybdate 0.5μM 

pH 6.7 

Woodの硝酸呼吸用の培地[153]からN副 0，を除いたもの。

81 



Hindlll 
Xbal 
Xt田 11
お閣l
I<:P'、t
Sma I 
B・mHI
Xbal 
Sall 
A・111・
Mlul・
NcOI 
BgllI 

X~OI・
Slul 

Pst l' 
S肺 t

Fig.6-3. lacZの広宿主域プロモーター検索ベクター pQF50[151] 

ト寸す一寸

Fig.6-4プロモーターアッセイに用いた制限断片

n・'rSと川崎のプロモーター領域を含むO.65kbのApal-SphI断片を末端平滑化してから

pUC119のHincIIsiteに導入し、互いに逆向きに断片が挿入されたプラスミドから、そ
れぞれ挿入断片をBamHI，HindIIlで切り出し、 pQF50に導入した。 nirSとlacZの転写方

向が同ーのものがpHA531、nirQと同ーのものがpHA532である。 pHA533はnorCBのプ

ロモーター領域を含むO.77kbのSafl断片をpUCl19のsansiteに導入してから、ベク
ターのEcoRI→ HindIlIの転写方向で挿入されたものから挿入断片をBamHI，HindIIIで

切り出し、 pQF50に導入して作製した。
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第4節 酸素による脱窒遺伝子の発現制御

脱窒遺伝子の発現に酸素波度の及ぼす影響を見るために、 P.aeruginosaの野生株

PA01をpHA531・533で形質転換し、好気的に培養したものと、気相の酸素濃度を磁々に

変えて密閉培養したもので、プロモーター活性を測定した。好気培養には、 100mlの坂

口フラスコを使用し、合成培地量は10m1で、綿栓で差をして振とう培養した。密閉培

養はアルゴンガスで置換してから、気相の酸素波度が0，1，5%になるように酸素ガスを

注入した。 なお、脱窒の基質としてNaN<hを5mMになるようにすべての系に添加し

た。

菌体の増殖量は、酸素濃度に応、じて顕著な差がみられ、酸素 0%ではほとんど菌体

は増えていなかった。 lacZassayの結果(Fig.6-5，Table 6-2)、プロモーター活性は、好気

条件下ではいずれのプロモーターもほとんど転写されず、脱窒酵素の発現調節は完全

に転写レベルで行われていることが硲認できた。酸素制限条件では、還元自手素のf;~造

遺伝子をコードしているnirSとnorCBに関しては、酸素i農度が低いほどプロモーター活

性が強〈、 0%で最大の転写量を示した。 nirQについては、好気培養ではほとんど転写

されていないので、低酸素濃度で誘導されると考えられるが、 nirS，norCBとは逆に酸素

0%よりも 5%の方が高い値を示した。 nirSとnirQはプロモーター領成をはさんで互いに

逆向きに転写されるdivergenttranscriptionの構造をとっているので、微妙な酸素濃度の

差でnirS-nirQの転写量のパランスを調節する仕組みがある可能性も考えられる。

第5節 亜硝酸による脱窒遺伝子の発現調節

脱窒遺伝子の発現には、酸素以外にも基質となる窒素酸化物が調節に関与すると考

えられる。 E硝酸還元酵素の発現は)民望条件下(嫌気的で硝酸か亜硝酸が存在する場

合)に誘導され、硝酸イオンか亜硝酸イオン、あるいは両方がinducerになると考えら

れる。嫌気条件では硝酸イオンはNARによって直ちに還元されて亜硝酸イオンを生じ

るので、 NIRの発現は直接の基'iIfである並硝酸イオ ンである可能性が高い。実際、硝酸

を亜硝酸に変換しないAlcaligenesfaecalis 56 [154)， P. stu四 ri[155)のNARの遺伝子欠損株

では、 NIRの酵素発現量は亜硝酸では誘導されるが硝酸での誘導量は低かった。

本節では、亜硝酸の添加量に対する nirS，nirQ， norCBの各プロモーターの転写活性の

変化を観察した。培養は、気相をアルゴンガスで置換後に酸素ガスを 1% (500μ1)添加

した酸素制限条件下で行った。これは、 P.aeruginosaは完全嫌気条件下では亙硝酸無添
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Fig.6-5.気相中の酸素濃度によるプロモーター活性の変化

密閉培養条件下では気相をアルゴンガスで置換後、酸素ガスを0-5%添加した。aer
は開放系で好気培養した場合。

Table 6-2.気相中の酸素濃度によるプロモーター活性の変化

strain (plasmid) 日-Galactosidase(Miller units) 

02 (%) 。 l 5 aIr 

PA01 (pHA531) 3410 2400 お4u 37.8 

PA01 (pHA532) 194 民主4 828 31.8 

PA01 (pHA533) 131∞ 10鋭xl 7450 42.3 
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加時にまったく生育せず、 Pーガラクトシダーゼの酵素活性が測定出来ないためと、

次節以降で嫌気的条件で生育出来ない遺伝子欠損株での実験と条件を揃えるためであ

る。この条件では、酸素の濃度は遺伝子発現のためには充分低<(Fig.6-5， Table 6-2参

照)、酸素を消費し尽くすまではJacZアッセイができる程度まで菌体が増姐できる。亙

硝酸濃度が5mM以上では生育の阻害が起こったので、添加量は5mMを上限とした。

結果はFig.6-6，Tabl巴6-3に示すように、どのプロモーターも亜硝酸の濃度に応じて転

写量が増大した。酸素制限条件下でも、亙硝酸が存在しないと転写は起こらないの

で、これらのプロモータ ーの発現には、酸素の欠乏という条件に加えて、亙硝酸の存

在というシグナルが必要であり、 2段階の調節を受けていることが明らかとなった。

第6節 一酸化釜素に よる調節

前節で、 nirS，nirQ， norCBはいずれも_iIE硝酸によって転写活性化されることが示され

た。しかし、 norCBの遺伝子産物である一酸化窒素還元酵素(NOR)の基質は亜硝酸では

なくて一酸化窒素(NO)である。 nirQもおそらく亜硝酸還元酵素(NlR)よりも NORの翻訳

後の活性化に関わっていると予想される(第 4章参照)。野生株では斑硝酸はNlRによ

って還元されて直ちにNOを生じるので、 norCB，nirQのinducerは亜硝酸であるのかNO

であるのか区別出来ない。NlRとNORの反応は、毒性のNOを遊離しないように緊密に

活性発現が連動しているため、 NORの活性発現が亜硝酸かNOのいずれで誘導されるの

か非常に興味が持たれる。そこで、本節では亜硝酸からNOを生成しないNlRの遺伝子

欠損株と、 NOを蓄積する no~伝子欠損株を宿主とした際の亙硝酸によるプロモーター

活性の発現量を調べた。また、気相にNOを添加することによる転写活性の誘導も試み

'一.，、。

6 -1 .isi.硝酸還元酵素遺伝子欠損株の作製

NIRの権造遺伝子nirSのみ(pHA488)、およびnirSMCFまで(pHA490，pHA490R)の遺伝

子を特異的に欠損させるようにテトラサイクリン耐性遺伝子(tet)で置換した断片を

pUCl19上に構築し、 Markerexchang巴mutagenesis(Fig.3-6参照)で変異株を作製した

(Fig.6-7)。第3章と同様に、 pHA488，490， 490RをP.aerugmosaの野生株PAOlの

Competent cellに導入し、テトラサイクリン耐性σc')になった組み換え体のうち、カル

ペニシリン感受性(Cb')の2点交差が起こった変異株を選別した。Cb'(Tc'の額度は以下
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Fig.6-6.培地中の亜硝酸波皮によるプロモーター活性の変化

気相をアルゴンガスで世換後、酸素ガスを 1%添加して密閉培養した。

Table 6-3培地中の亜硝酸濃度によるプロ モー ター活性の変化

strain (p!asr.nid) 日-Ga!actosidase(Miller units) 

NOZ-(mM) 0 0.1 0.5 1 2 5 

PA01 (pHA531) 

PA01 (pHA532) 

PA01 (pHA533) 

248 645 1ωo 1510 2170 3笈ぬ

4.1 44 お7 320 4.'刃 “4

CJ7 1410 2160 5190 83ω9220 
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Fig.6-7. nir遺伝子欠損株作製用のプラスミド

pHA488: SphI 1.6kb， tet gene， EcoRV約2kbの断片をそれぞれpUC119のSphI，HincII， 
SmaI siほに導入した。

pHA490， 490R: SphI 1.6kb， tet gene， San l.4kbの断片をそれぞれpUC119のSphI，Pstl 
(end-blunted)， San siteに導入した。

信tgeneはpBR322のEcoRI-AvaI断片を末端平滑化したものを用いた。矢印はtetgeneの
挿入方向を示す。

B A 

4 3 2 1 4 3 2 

-‘2.4 

--固圃・・・.圃・・
4.3 ... 
3.5 ... 

Fig.6-8サザ ンハイプリダイゼーションによる変異の確認
1; PAOl， 2; RM488， 3; RM490， 4; RM490RのchrDNAをEcoR1処理後電気泳動した。
A;nirMを含む 1.5kbSan断片をプロープとしたもの。 B;tet gene (pBR322のEcoRI-Ava!

断片)をプロープとしたもの。
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の通りであった。

plasmid Cbγfc' 

pHA488 6/6 

pHA490 12/13 

pHA490R 8/8 

得られた変異4朱の中からそれぞれ l株ずつ選ぴ、 RM488.RM490. RM490Rと命名した。

これらの変異株はいずれも嫌気条件下では生育できなかった。

作製した変異株からそれぞれ染色体DNAを抽出し、 EcoRIによる分解後に、 nirMを含

む1.5kbのSalI断片(probeA)と、臼tgeneを含むpBR322のEcoRI-AvaI断片(probeB)とのサ

ザンハイプリダイゼーションを行った(Fig.6・8)0probe AはRM490とRM490Rの染色体

DNAとはハイプリダイズせず、 RM488では野生株での3.5kbよりも大きい4.3kb付近にバ

ンドが検出された。これは、目的の部分がtetgeneと置換された大きさとちょうど一致

する。また、 probeBはPAOIとはハイプリダイズしないが、変異株ではすべて目的の位

置にバンドが検出されたので、変異が正しく入っていることが確認された。

RM490.490Rは、チトクロムc-551のタンパク質工学的研究を行うための変異チトク

ロムc-551を生産するホストとして用いるため[156]と、 nirCF.以下の遺伝子産物の役者jを

解明すること を目的として作製したも ので、本論文での以下の笑験にはRM488のみを

用いた。

6 -2 nirS変異株での亜硝酸による脱墾遺伝子の転写誘導

RM488をpHA531-533で形質Ii.z;換し、第 5節と同様に酸素の初期濃度 1%の条件で、

亜~l~酸濃度を0-5mM加えて密閉培養し、 F ーガラクトシダーゼの酔索活性を測定した

(Fig.6-9. Table 6-4)。どのプロモーターも、亜硝酸の添加量に応じて転写活性が治大し

ているが、野生株PAOIの値に比べると活性は下がっていた。 RM488では嫌気条件で生

育できないので、生育量の影響も考えられるが、 nirSではlβ程度の活性であるのに対

して、 nirQでは 1/5、norCBではI/lO程度まで活性が低下しており、琵硝殴による誘導量

は明らかに少ない。おそらく亜石市酸が還元されてNOが発生しないと noぽ'B.即時の最大

限の発現は起こらないと予想される。
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Fig.6-9. nirS変異株(RM488)におけるプロモーター活性

Table 6-4. nirS変異株(RM488)におけるプロモーター活性

strain (plasrnid) 日-Galactosidase(Miller units) 

NOz-(mM) 。 0.1 1 5 

RM488 (pHA531) 36.3 176 必調5 956 

RM488 (pHA532) 2.51 7.43 55.5 ロ8

RM488 (pHA533) 2.84 33.7 345 鉛4
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6 -3 norCBA変異による脱窒遺伝子の転写量の変化

亙硝酸からNOを生じないnirS変異株では亜硝酸によるnorCBとnirQプロモーターの転

写活性が低くなり、 endogenousのNOが発現誘導に必要なことが予怨された。そこで、

endogenousのNOの効果を よりいっそうはっきりさせるために、 NOを亜酸化窒素に還元

できず、亜硝酸からNOを蓄積すると考えられるnon宣伝子変異株でのプロモーター活性

を測定するこ とにした。

norCBAが欠損した変異株RM495(第3章参照)をホス トとして、 pHA531・533で形質

転換した菌株のpーガラク トシダーゼの酵素活性を測定したσigふ10，Table 6-5)。培養

は上と同じく 、気相はアルゴンガスに酸素を 1%添加した密閉系で行った。

nirSプロモータ ーは、_ifii:硝酸の濃度が高くなると活性が下がってしまった。これは、

生成するNOによって発現の抑制がかかっているか、生育が阻害されているためと予想、

される。 nirQとnorCBプロモーターは低濃度でも著しい活性の発現がみられた。RM495

では生成したNOは還元除去されないため、微量でも誘導効果が持続するためと考えら

れる。_ifii:硝酸の添加量が多くなるとやはり活性が下がるのは、 NOの毒性によるものと

考えられた。

以上の結果から、 norCBとnirQの発現は、亙硝酸よりもむしろNOによ って誘導され

ると考えられる。

6-4 一酸化窒素添加による転写誘導

前述のnirS変異株とnorCBA変異株を用いた亙硝酸による転写誘導の実験から、norCB

とnirQの発現が内生(endogenous)のNOによって活性化されることが示唆された。実際に

NO分子が発現を誘導するかを確かめるには、外来(exogenous)のNOの添加によるプロ

モーター活性の変化をみる必要がある。しかし、 NOは非常に不安定な物質であり、酸

素の触れると容易にN02~こ酸化されて亜硝酸イオンとして水に溶けてしまう 。 また、

NOは細胞にとって非常に毒性が高〈、微量でも生育の阻害を起こす。そこで、 NOが

酸化されて頁硝酸が生じても、その効果があまり現れないと期待されるnirS欠損株

加1488と、野生株PA01で、 NOの添加効果を調べた。培養は、アルゴンガス置換後に

酸素を 1%と、 NOガスを0-500μ 1(0-1%)、ガスタイトシリンジで添加して密閉培養し

た。プロモーター活性の測定結果はFig.6-11，Table 6・6に示す。いずれのプロモーターも

NOの添加量に応じて活性の上昇がみられたが、 RM488でのnorCBとnirQの活性は野生
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Fig.6-10. norCBA変異株(RM495)におけるプロモーター活性

Tabl巴6-5.norCBA変異株(RM495)におけるプロモーター活性

strain (plasrnid) s-Galactosidase (Miller units) 

N02-(mM) 。 0.1 1 5 

RM495 (pHA531) 34.0 ω3 お9 任記5

RM495 (pHA532) 3.26 7'd.J 725 反JO

RM495 (pHA533) お40 俗40 52:苅 関10
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Fig.6-11気相中の一酸化窒素濃度によるプロモーター活性の変化

密閉培養条件下では気相をアルゴンガスで世換後、酸素ガスを 1%(500μり と~Il酸化窒

素を0-1%(0-500μ1)添加した。

Table 6-6.気相中の一酸化窒素濃度によるプロモーター活性の変化

strain (plasmid) s-Galactosidase (Miller units) 

NO(%) 。 0.2 0.4 1 

PA01 (pHA531) 7目86 393 396 1530 

PA01 (pHA532) 1.45 152 216 'sl 

PA01 (pHA533) 2.75 766 ω7 31∞ 

RM488 (pHA531) 4.97 101 247 726 

RM488 (pHA532) 2.21 40.5 23.7 70.2 

RM488 (pHA533) 3.67 323 2訓B 回6
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株に比べるとかなり低くなっており、亜硝酸の添加の実験と問機の傾向を示した(Fig.6-

9， Table 6-4参照)。気相中には酸素を 1%添加しであるため、仮に気相に添加したNO

がすべて酸化されて亜硝酸として溶けたとすると、 1%のNOでは約ImMの亜硝酸i農度

となる。 NO添加によるプロモーターの活性発現量は、同量の!lE硝酸を培地に添加した

際のプロモーター活性と大差がなく、活'性の上昇はNOが自然酸化 した結呆生じた亜硝

酸の添加効果によるも のであると考えられ、この実験系ではNOの添加効果を測定する

ことはでき なかった。 P.aeruginosaは呼吸基質がNOのみでは生育できないため、

exogenousのNOによる誘導を見るためには他の条件を検討する必要があるだろう 。

第7節 anri.n伝子欠損による脱窒遺伝子の転写量の変化

これまでに塩基配列が報告されている脱愛関連の遺伝子のほとんどには、プロモー

ター領成に大腸菌の嫌気一好気の転写調節因子FNRが認識するコンセンサス配列と類

似した配列が存在することから[6，32，36，38-40，59]、脱愛遺伝子の嫌気誘導発現はFNR機

の転写調節因子の支配下にあると考えられている。しかし、脱笠菌の中で実際にFNR

に相当する因子が脱窒遺伝子の発現を調節しているという証明がなされたことはな

い。 P.aeruginosaではFNRに相当する因子ANRが存在し、この遺伝子anrの変異株では脱

窒による嫌気的生育ができないことが報告されている[67]0そこで、本節では、 ann立

伝子欠損株でのnirS，nirQ， norCBの各プロモーター活性を測定した。ホストとして用い

たanr欠損株PA06261はHaas等によって作製されたものである(unpublished)。

結果はFig.6-12，Table 6-7に示すように、野生株PAOIに比べると、どのプロモーター

も転写茸は激減しており、転写活性化にはANRが必要であることが明らかとな った。

しかし、微量ではあるが、 anr欠損株でも!lE硝酸の添加量に応じて転写の活性化がみ ら

れる。ANRは酸素の有無に応答する調節因子であるから、窒素酸化物に応答する調節

因子は別にあってanrが欠損しても作用している可能性も考えられた。

第8節 dnr遺伝子欠損による脱窒遺伝子の転写量の変化

前章において、 ANRと同じく CRP/FNRファミリ ーに属する転写調節因子DNRがP

aeruginosaの脱窒による嫌気的生育に必要であることを明らかにした。本節では、 dnr遺

伝子欠損に よる脱窒遺伝子の転写活性化への影響を調べた。dnr変異株RM536(第5章

参照)をpHA531-533で形質転換し、 pーガラク トシダーゼの酵素活性を測定した
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Fig.6-12.転写調節遺伝子変異株PA06261(anr)、RM536(dnr)におけるプロモーター活性

Table 6-7転写調節遺伝子変異株PA06261(anr)、RM536(dnのにおけるプロモーター活性

strain (p!asrnid) 日-Ga!actosidase(Miller units) 

N02-(mM) 。 0.1 1 5 

PA06261 (pHA531) 5.05 6.70 71.2 80.2 

PA06261 (pHA532) 2.56 4.75 18.7 59.6 

PA06261 (pHA533) 18.6 28.3 241 ω8 

RM536 (pHA531) 41.6 106 95.4 99.4 

RM536 (pHA532) 16.2 31.0 34.7 37.3 

RM536 (pHA533) 13.9 36.5 39.0 51.4 



σig.6-12， Table 6-7)。いずれのプロモーターもほとんど転写が起こらず、 DNRもnirS，

nirQ， norCBの転写には必要であることが示された。 dnr変異の場合は、 anr変異の場合と

は異なり、翌硝酸の添加量に応じた転写畳の増大はみられなかったことから、 DNRが

基質となる窒素酸化物を認識する調節因子である可能性も考えられる。

第9節 nirQオペロンの変異による脱窒遺伝子の転写量の変化

nirQ.遺伝子は亙硝酸還元酵素遺伝子nirSとプロモーター領域をはさんで互いに逆向き

に転写されるdivergenttranscriptionの機造(64)をとって存在している(Fig.1・7参照)。

Jungst and Zumftはmrω宣伝子産物が転写調節因子であると考えているが(87)、筆者は

NirQは班酸化窒素還元酵素(NOR)の翻訳後の活性化因子であると予想している [65，

117)。本節ではnirQオベロンの遺伝子欠損株でのnirS，nirQ， norCBのプロモーター活性を

測定し、 nirQ.遺伝子産物の脱窒遺伝子の転写への影響を調べることとした。 nirQオペロ

ンの欠損株RM450(第 4章参照)にpHA531・533を導入し、気相は酸素1%の密閉系で培

養し、 p ガラク トシダーゼの酵素活性を測定した(Fig.6-13，Table 6-8)。結呆は、 nirS

では亜硝酸高濃度での転写活性が低くなり、 nirQとnorCBの場合は低濃度でも非常に高

い転写活性を示した。この結果は、 NOR遺伝子norCBA欠損株RM495の場合とほとんど

同様の傾向であったσIgふ 10，Table 6-5参照)。このことから、 nirQオベロンは少なくと

もnirS，nirQ， norCBの発現に対しては直接に転写調節を行っているとは考えられず、

nirQオベロンの欠失による表現型の変化はNORの翻訳後の活性化が行われないことに

よるものと考えられる。

第10節考察

本章では、脱室関連の遺伝子のうち、亜硝酸とー酸化窒素の還元に関わっている

nirSMC， nirQOP， norCBAの各オペロンの転写活性を、 JacZをレポーター遺伝子として用

い、種々の培養条件と、種々の遺伝子欠損株について調べた。これらの遺伝子は、酸

素濃度が低いことに加えて、亜硝酸還元に関わるnirSには亙硝酸イオン、一酸化窒素還

元に関わるnorCBとnirQには一酸化窒素(NO)という、それぞれの遺伝子産物の反応基質

が存在することが転写活性化には必要であり、 2段階の調節を受けていることが明ら

かとなった。この結果から脱窒酵素の発現が遺伝子レベルで調節を受けていることが

証明された。また、 ann立伝子欠損によってこれらの遺伝子のプロモーター活性が著し
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Fig.6-13. nirQOP';.変異株(RM450)におけるプロモーター活性

Table 6-8. nirQOP';.変異株(RM450)におけるプロモーター活性

strain (p!asrnid) 
。-Ga!actosidase(Miller units) 

N02-(mM) 。 0.1 1 5 

RM450 (pHA531) Z79 841 7o7 任主2

RM450 (pHA532) 5.9 889 479 3ω 

RM450 (pHA533) 1020 7反XJ 臼50 o7ω 
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『ず F

〈減少することから、 FNR様の転写調節因子が脱窒遺伝子の発現に必要であることを

初めて明らかとした。本論文では述べなかったが、 am欠損株PA06261でのnirSとnirQの

転写活性は、 anr遺伝子をプラスミドによって相補することによって回復することと

[65]、大腸菌のh逃伝子でもanrよりは弱いものの転写活性を回復できること

(unpub1ished)を、 xylEをレポーター遺伝子として用いた系で確認してある。 P.stutzeriで

は、 FNR，ANRに相当するFnrAの遺伝子欠損によっても脱窒酵素は通常に発現する[137]

ので、 P.aeruginosaとP.stutzeriでは異なる発現調節を受けていると考えられた。本研究

で初めて発見されたもう lつの転写調節因子DNRも脱窒遺伝子の転写活性化には必要

であることが明らかとなった。 P.aeruginosaではanrとdmのいずれか一方でも欠損する

と転写活性がほとんどなくなり、 nir，nOl遺伝子は、 CRP/FNRファ ミリーに属する 2種

の転写調節因子により制御されるという、これまでに例のない独特の調節機fl~を持っ

ていた。 DNRは脱窒の基質となる窒素酸化物(:gp:硝酸、 NO)を感知する調節因子であ

ることが予想されるが、今後はDNRの実際のエフェクターが何であるかを探すことが

課題であると思われる。
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糸をご主去と居主主室笠

大気中の分子状窒素は、主に窒素固定生物によってアンモニアに還元されてから有

機窒素化合物として生物体に取り込まれる。固定された結合型の窒素のほとんどは、

脱窒菌によって窒素ガスか亙酸化窒素に変換されるまでは大気中に戻ることはない。

窒素ガスは大気の80%もの割合を占める主成分であるが、脱皇室反応、に依らなければこの

割合を一定に保つことはできないのである。しかし、近年ではHaber法による化学的窒

素固定などの工業活動によって、窒素化合物の循環は結合型窒素の方向へ偏りつつあ

る。化学合成された窒素化合物は化学肥料などの形で環境中に放出され、さまざまな

環境問題を引き起こしている。このような問題を解決するためには、微生物による脱

窒作用を強化して窒素循環のバランスを保つ必要がある。逆に、化学肥料の使用量を

節約するためには耕作地中の脱窒反応を抑えることも有効であろう。このため、脱窒

の人為的な制御を可能にすることが期待される。このように、脱窒という現象は近年

次第にその重要性が認識されつつあるが、脱釜に関する酵素や遺伝子、あるいはその

発現調節機構などに関する基礎的な知見は非常に少なかった。

微生物による完全な脱窒反応では、硝酸還元酵素(NAR)、亜硝酸還元酵素(NIR)、一

酸化窒素還元酵素(NOR)、亜酸化窒素還元酵素(NOS)の4種の酵素が協奏的に働き、硝

酸が亜硝酸、一酸化窒素、亜酸化窒素を経て最終的に分子状窒素に変換される。この

うち、亜硝酸還元以下の 3反応が脱窒特有の反応であるσig.I-1参照)。水溶性の亙硝酸

イオンがガス状の一酸化窒素(NO)に変換される反応は狭義での脱愛であって、 l悦墾の

鍵反応、と言われている。この反応を触媒するNlRは古くから多くの菌で研究が進んでい

たが、 NOの逮元に関する部分の反応機構は、最近になってNORの酵素本体の精製が行

われるまでは未知の点が多かった[11，12]。しかし、 NORの一次構造や反応機併が解明

されると、この酵素は最近発見された低酸素濃度に適応した古い形質を残した好気呼

吸酵素と考えられるFixN複合体と類似しており、ミトコンドリアなどの一般的な

cylochrome a晶タイプのチトクロム酸化酵素へと至る呼吸酵素の進化的な起源ではない

かと考えれられるようになっている(第3章)[77，101，110]。脱窒は窒素酸化物を最終

電子受容体とする呼吸であり、酸化的リン酸化のために必要なプロトン濃度勾配の形

成はNOの還元に伴って起こることが観察されている[1∞l。したがって、エネルギ一生
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産という観点からとらえてみると、脱窒の鍵酵素はNIRよりはむしろNORであると言っ

た方がよいのかも知れない。NOは1987年に免疫機能や神経伝達などに対して重要な生

理活性を持つことが発見されて以来、医学・生化学分野では現在最も注目を集めてい

る化合物である[99]。このような重要な作用が最近まで発見されなかったのは、 NOが

非常に不安定な物質で、酸素に触れると直ちに酸化されてしまうことが原因であっ

た。おそらく、大気中に酸素がほとんど存在しなかった原始的な環境下では、 NOは呼

吸基質、生理活性物質として様々な生命活動に関与していたが、酸素濃度の上昇に従

い、その役者jの多くはより安定な酸素ガスに取って代わられていったのではないだろ

うか。

本研究では、 Pseudomonasaeruginosa (緑膿菌)において、 NOの生成と還元除去に関

わる遺伝子群(nir-norregion)をク ローニング・構造解析を行い、遺伝子の発現調節機構

について調べた。現在までに脱室関連の遺伝子に関する研究例はそれほど多くなく、

本研究の結果に より、 P.aeruginosaは、 Zumft等の研究に よるPseudomonasstutzeriと並

び、脱窒に関する遺伝学的研究が最も進んでいる菌となった。特に、 NORの椛造泣伝

子norCBは今のところ両菌でしか報告されておらず、脱窒特有の3酵素(NIR，NOR， 

NOS)の構造遺伝子がすべて解析されている菌は他にはない。 P.stutzeriではこれらの遺

伝子はすべて染色体上の約30kbの領域内に局在していたが、 P.aeruginosaにおいてはmI-

no(領成と NOSの;fl~造遺伝子nosZがクラスターを形成しているかどうかはまだ明らかで

はないσig.I-7，ト11，1-12参照)。

第2章では、NIRの構造遺伝子nirSと、 nirSとオベロンとして共転写される遺伝子の

構造解析を行った。 nirSの下流のnirMにコードされるチトクロムc-551は、微生物由来

のc型チ トクロムとしては最も研究の進んでいるものであり、現在でも X線[48，49]や

NMRによる構造解析[50-52]や、電子伝達機構の解析[54]などが盛んに行われている。

本研究では、 nirMがnirSとともに脱窒条件下でのみ転写されることから、チトクロムP

551の生理的機能はNIR専用の電子供与体であることを確認した[59]0また、本論文で

は述べなかったが、筆者はクローン化チトク ロムc-551を選択的に大量ー発現する系を篠

立している[156，157]0この発現系を使用することでアミノ酸残基置換した変異型チト

クロムc-551を生産することができ、チ トクロムc-551の蛋白工学的研究が飛躍的に発展

することが期待される o nirMの下流には、もう lつの c型チトクロムの遺伝子nirCがあ
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り、さらに下流にも nirl等の遺伝子が続いていた。本菌のNlRはhemecとhemed，を持つ

cytωhrome cd，であり、おそ らく、 mr.刊誌下の遺伝子はhem巴d，の生合成等に関わるもの

と予想される。NlRの活性発現機構の全体像を理解するためには、今後さらにこの領成

の遺伝子構造の解析と遺伝子産物の機能の解明を進める必要がある。

第3章では、 NORの遺伝子の構造解析を行った。 NORはcytochromecとcytochromeb 

からなる膜結合型のcytochromebc complexであり、それぞれのサプユニットの構造遺伝

子norCとnorBは、この}II買で並んで存在していた。本研究では、 norCB以下にもう 一つ、

比較的大型の親水性タンパク質をコードする遺伝子norAが存在し、 norCBとオベロンを

形成していることを発見した。 norA変異株では脱窒による嫌気的生育が全くできなか

った。今後はnorA変異株でのNOR，NlR活性などを測定し、 norA遺伝子産物の機能を調

べていくことが課題であると思われる。

第 4 章では、NlR と NORの構造遺伝子の問に存在する nirQOPの fl~造解析と遺伝子産

物の機能の推定を行った。 nirQはATP結合タンパク質をコードし、この遺伝子欠損株で

は脱釜による嫌気的生育が全くできなくなり、脱窒には必要不可欠な因子であった。

nirQに類似した遺伝子(cbbQ)は一部の独立栄養細菌の炭酸固定酵素RubisCOの遺伝子下

流にも存在することを発見し、これがRubisCOの翻訳後の活性化に関与している可能性

を示した[117]0nirQの機能についてはNORの翻訳後の活性化ではないかと予想してい

るが、正権な機能と作用機構を解明することが今後の課題であろう 。NORとRubisCOの

ような全く異なる酵素の活性化にNirQ，CbbQといった類似した因子が関わっていると

いうことは非常に興味深い事実であり、 NirQタイプの因子は今後多 くの酵素の活性化

因子として発見されてくるのではないだろうか。 nirQとオベロンを形成して共転写され

るnirOは嫌気的生育に必ずしも必要ではなかったが、その翻訳配列はチトクロム酸化酵

素のCOIIIと類似していることから、脱窒の呼吸としての機能に何らかの役割を担って

いると予想される[65]。この発見により、以前から指摘されていたCOIとNorB、COllと

NosZの類似性[77，110]に加えて、好気呼吸のチトクロム酸化酵素の 3つの主要サプユニ

ットが脱窒関連因子とすべて対応付けられたことになる。

第5章では、遺伝子クラスターの解析から逆遺伝学的に発見された調節遺伝子dnrの

権造解析を行った。 1見室遺伝子の発現にはFNR様の転写調節因子が関わっていること

は以前から指摘されていたが、 dnげコ遺伝子産物DNRはFNRと同じく CRPファミリーに

属する新規の転写調節因子であった。 dnrOコ存在する位置から考えて、 DNRは脱釜遺伝
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子発現専用の調節因子であると考えられる。

P. aeruginosaは好気性菌であるが、酸素が存在しなくても、脱窒による嫌気呼吸か、

嫌気的なアルギニン異化反応であるアルギニンデイミナーゼ(ADI)経路による一種の発

酵によって生育が可能であり、環境変化に応じてエネルギー獲得形態の転換を行って

いるσig.A)。したがって、脱塗関連の遺伝子は、酸素の有無と、愛紫酸化物の有無と

いう 2段階の制御を受けると考えられる。第6章では、本研究で取得した亙硝酸と一

酸化窒素還元に関与するnirSMC，nirQOP， norCBAの各オベロンについて、その転写調節

機構を解析した。その結果、いずれのプロモーターも嫌気条件で誘導発現する事が確

認された。また、酸素欠乏条件に加えて、亙硝酸還元に関わるnirSプロモーターには亜

硝酸イオン、 NO還元に関わるnorCBとnirQのプロモーターにはNOという、それぞれの

反応基質が発現誘導に必要であることが示された。さらに、 CRP/FNRファミリーに属

する 2種の転写調節因子ANR，DNRが転写活性の発現に必要であることを初めて明らか

にした。おそらく、 ANRは酸素の有無による調節を行い、 DNRは嫌気条件下での皇室素

酸化物の有無による脱窒とADI経路の転換を行っているのではないかと予怨されるが

σig.A参照)、この事を確かめるには、 DNRのADI経路関連遺伝子arcDABCの発現への

寄与を調べる必要がある。

以上のように、本研究では、微生物による脱釜作用の中心に位置する亜硝酸とー酸

化窒素の還元反応に関わる遺伝子の構造と発現調節機構について多くの基礎的な知見

を得た。これまでに確認または推定されたmr-n口調達の遺伝子構造と遺伝子産物の機能

については、 Fig.Bにまとめて示した。

本研究で得られた情報は、基礎的に重要であるだけでなく、脱釜反応の応用面にも

いくつかの示唆を与えるものであった。現在、微生物に よる脱窒作用は廃水処理に利

用されており、今後はその効率の向上と人為的な反応の制御が望まれている。脱塗の

制御には 2通りの方法が考えられる。第 lの方法は、脱塗に必要な遺伝子を別の菌に

入れ強制的に発現させる方法で、第 2の方法は、脱窒菌を利用して、その菌固有の脱

窒能の発現をコントロールする方法である。 P.aeruginosaやP.stutzeriで明らかとなった

ように、脱窒関連の遺伝子はクラスターをなして存在している。このような関連遺伝

子の局在した椛造は、 supraoperonclustenngと呼ばれており、窒素固定や分解系の遺伝

子などによく見られる構造で、遺伝子の水平伝婚(Horizontalgenetic transfer)による形質
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の移動が起こった形跡であると考えられている。したがって、脱愛関連の遺伝子をー

まとまりのセットして扱うことにより、他の菌で強制発現させる第 lの方法の可能性

も開けてきた。しかし、脱窒関連酵素の活性発現には、 NirQやNorAなどの複数の因子

が関わっており、まだ未知の点が多いので、当面の実現可能な課題としては、第2の

方法に よる菌の育種になると考え られる。現在の微生物を利用した硝化ー脱窒による

廃水処理施設では、好気条件による硝化と、嫌気条件による脱窒の 2段階の処理系の

転換が常に問題となっている。このため、好気条件でも高度に脱塗能のある菌の検索

と育種が期待されている。脱窒は嫌気条件下で誘導発現する形質であり、その酸素濃

度による調節は、 P.aeruginosaにおいては大腸菌のFNRに相当するANRがこの役割を担

うことが本研究で明らかとなった。 ANRやFNRのようなCRPファミリーの転写調節因

子はdimerとして働き、 FNRでは不活型一活性型の転換はmonomer-dimerの転換で行われ

るという説もある。実際、 FNRはアロステリック部位のアミノ酸 l残基の置換だけで

活性型にlockされた状態の変異タンパク質を容易につくることができ、このような変異

FNRでは、好気条件でもFNR依存性プロモーターは構成的に発現する(158)。 したがっ

て、 ANRや、脱愛遺伝子の発現をコントロールするもう一つのCRPファミリーの転写

調節因子DNRを構成的に活性化する変異を導入することにより、好気条件でも高度に

脱窒能を発現する菌の育種も可能かも知れない[159)。
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Fig.A P. aeruginosaのエネルギー獲得形態の転換
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Fig.B P. aeruginosaのnir-nor領域の遺伝子構造と機能
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論文題目 Pseudomonas aeruginosaの脱愛遺伝子群の構造と発現調節

Structure and regulation of the denitrification gene cluster from Pseudomonas aeruginosa 

序論

微生物による脱窒(異化型硝酸還元反応)は、酸素の代わりに窒素酸化物を電子受容

体とする嫌気呼吸の一種で、水溶性の結合型窒素を最終的に窒素ガスとして大気中に還

元する唯一の生物反応であり、窒素固定、硝化と並んで、地球上の無機塗素循環の-~

を担っている。この反応は酸素が地球上に出現する以前からある原始的な呼吸形態で、

好気呼吸の進化的な起源と考えられているため、その反応機構は呼吸系のモデルとして

も興味が持たれる。微生物による脱窒作用は富栄養排水の処理等、環境浄化に実際に利

用されており、バイオレメデイエーションの主要なテーマの一つである反面、施肥~素

肥料の損失の主要因として農業上大きな問題ともなっている。このため、脱窒反応の人

為的な正・負両方向の制御を可能にすることが期待されている。また、脱~は酸素濃度
が低下した際に誘導される形質であり、その発現は酸素と基質となる窒素酸化物の存在

により 2段階の調節を受けると考えられ、この様な環境変化に応答した発現調節機構に

も興味が持たれる。硝酸から分子状窒素への完全な脱窒が行われるためには、硝酸還元

酵素(NAR)、亙硝酸還元酵素(NIR)、一酸化窒素還元酵素(NOR)、亜酸化窒素還元酵素

(NOS)の4種の還元酵素が協調して発現する必要がある。特に、 NIRとNORは毒性の強い

一酸化鶴間)を遊離しないように活性発現の各段階で緊密に連動していると考えられ

る。本研究では、代表的な脱窒菌であるPseudomonasaerugmosaの脱窒関連遺伝子のう
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ち、亜硝酸と一酸化窒素の還元に関与する遺伝子群の全構造を解明し、その遺伝子産物

の機能と発現調節機構を明らかにすることを目的とした。

第l章 P. aeruginosaの脱窒遺伝子群の取得と権造解析

P. aeruginosaの染色体DNAから、 l況窒の鍵反応、を触媒するNIRの構造遺伝子(nir.めの周

辺領域をpUCまたはCharomidベクターを用いて、 4断片で合計約24kbの長さにわたりク

ローニングした。このうち約10kbの塩基配列を決定し、 NORの権造遺伝子(norCB)と新規

転写調節遺伝子(dnのなど、部分配列を含めて13個の遺伝子を同定した(図 2参照)。

NOSの構造遺伝子(nosZ)はこの領域中には存在しなかった。

第2章 亙硝酸還元酵素関連遺伝子の構造

本菌のNIRはチトクロムcd，タイプのもので、その構造遺伝子(nir，めの下流にはチトクロ

ムc-SS1(nirM)と、おそらく亜硝酸呼吸鎖電子伝達系のコンポーネントと予想される機能

未知の c型チトクロム(nirC)などの遺伝子が存在した。 nirMはnirSとオペロンとして、

nirS上流域のプロモーターから嫌気(脱窒)条件下でのみ転写され、それまで好気呼吸

にも働いていると考えられていたチトクロムc-SSlはNIR専用の電子供与体であることが

示唆された。

第3章 一酸化窒素還元酵素関連遺伝子の構造

NORは最近になって発見された膜結合型の酵素で、 cytochromecとcytochromebの2つ

のサプユニ ットからなるチトクロムbc複合体である。各サプユニットの構造遺伝子(norC，

norB)は、 nirSの約2kb上流に逆の転写方向で存在し、親水性タンパク質をコードする遺伝

子(norA)とオベロンを構成していた。norBの翻訳アミノ酸配列はFixNと相向性が見られ

た。 FixNは最近発見された低酸素濃度の環境に適応したタイプのチトクロム酸化酵素の

主要サブユニッ トで、通常のcytochrom巴oxidaseのsubunit1 (COI)に相当するものである。

NorBのco-factorとしては、ヘム bが l個しか同定されていないが、 CO[，FixNにあるへム

と銅のリガンドとなる 6個のヒスチジン残基がすべて保存されていた。NorAの機能は不

明だが、その遺伝子欠損株は嫌気的に生育ができなかった。

第4章 nirQオペロンの構造と機能

NIRとNORの構造遺伝子の問には 3つの遺伝子(nirQOP;が存在する。nirQはATP結合配

列を持つ親水性タンパク質をコードしており、これに相当する遺伝子はP.stutzeriでも発

見され、 NIRとNOR両方のinvivoでの活性発現に必要であることが報告されている。タ

ンパク質データベース上には、 NirQと有為な相向性を示す配列は存在しなかったが、 R

hydrogenothermophilaなど、 一部の独立栄養細菌の炭酸固定酵素RubisCOの遺伝子下流に
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相同な遺伝子を発見しcbbQと命名した。 CbbQはRubisCOの翻訳後の活性化を促進する新

規の機能を持ったタンパク質であった。 nirO.nirP'の遺伝子産物はともに膜タンパク質で

あって、これらに相当する遺伝子はこれまで報告がないが、 nirQとオベロンとして嫌気

条件下で転写されることから、亜硝酸・ー酸化窒素還元に対して何らかの役割を持って

いると考えられた。 NirOはホモロジー検索の結果、好気呼吸鎖のcomplexrvの形成・安

定化か、プロトンの排出の役割jを果たしていると考えられているcytochromeoxidase 

subunit rn (Corrr)と類似していた。この発見は前述のNorBとCOIとの類似性に加えて、好

気呼吸と脱窒の進化的な関連性を裏付けた。 nirQOP'の欠損株は嫌気的条件下での生育が

できなかったが、 nirQのみを相補することによって生育が可能となった。

第5章 脱釜の新規転写調節遺伝子dnrの僻造

norCBAの下流減には、 CRPやFNRなどの転写調節因子と非常に高い相向性を示すタ ン

パク質をコードする遺伝子dnrが存在した。 dnrの翻訳アミノ酸配列中にはカタポライト

リプレッションに働く CRPのcAMP結合配列、嫌気的遺伝子発現に働く FNRやANR特有の

N末のCysクラスターが存在せず、新規の調節因子と考えられた。この逃伝子の変異株は

脱窒による嫌気条件下での生育が全く出来なくなった。

第 6 章脱窒遺伝子の転写調節機1j~

P. aeruginosaは通常は好気呼吸により生育をしてい

るが、酸素欠乏時に硝酸などの窒素酸化物が存在する

と脱窒による嫌気呼吸を行う。呼吸基質が存在しない

場合にはアルギニンを代謝する過程(ADI経路)でATP

を生産でき、環境変化に応じたエネルギー獲得形態の

転換を巧妙に行っている(図 1)。脱室関連酵素の発

現調節機椛を剖べるためにlacZをレポーター泣伝子と

して、 nirSMC.nirQOP. norCBAのP.aeruginosa内での

転写活性を測定したところ、各オペロンともに、低酸

素濃度下で亜硝酸イオンの添加量に応じた転写量の増

脱窒
nirS 
norCB 
nosZ 

好気呼吸

ADI経路

arcDABC 

+{ | (N03 N03-1 
I lN02-

N02-1 . 
T arglnln巴

図 P. aerullinosa<T>エネルギー獲得形態の転換
大が見られた。また、 nirS変異株では亜硝酸添加によ ...... . .• ---0'" 

るnorCのプロモーター活性発現量が非常に低く、一酸化窒素がnorCBAのinducerであると

考えられた。これらの結果から、 l悦2豊富孝素の発現は、酸素と基質となる窒素酸化物の有

無という最低 2つのシグナルに より転写レベルで調節を受けていることが明らかとなっ

た。各オペロンのプロモーター領成には大腸菌の嫌気条件下での転写活性化因子FNRの

認識配列が存在した。 P.aeruginosaにはFNRに相当するANRがあり、 anr欠損変異株では

各プロモーターからの転写は全く起こらず、 FNRタイプの調節因子が脱窒遺伝子にも働
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くことを初めて証明した。また、 dnrの欠損株でも剖rと同様にプロモーター活性が全く

なく、脱窒遺伝子の発現はCRPファミリーに属する 2種の調節因子(ANR，DNR)の支配を

受けていることが明らかとなった。

まとめ

P. aeruginosaの脱窒に関与する遺伝子クラスターを単離し、NlR、NORと新規転写調節

因子DNRなどの遺伝子を同定した。現在までに脱窒特有の3径の還元酵素(NlR，NOR， 

NOS)の構造遺伝子がすべて同定されているのは本菌とP.stutzeriのみである。さらに、新

規に発見された遺伝子についてはMarkerexchange mutagenesisで欠損変異株を作製し、脱

窒による嫌気的生育への影響を調べた。NlRとNORの構造遺伝子問にはnirQOPオベロン

が存在し、その翻訳配列の特徴などから、酵素の観訳後の活性化や呼吸機能に関ってい

る可能性を示した。また、 NorB，NirOはチトクロム酸化酵素のCOI，COlllとそれぞれ類似

していた。 NosZとCOllの類似性は以前から指摘されており、この発見によりチトクロム

酸化酵素の 3つの主要サプユニットがすべて脱室関連因子と対応づけられ、好気呼吸と

脱釜の進化的な関連性が示された。

lacZをレポーター遺伝子として用い、 P.aeruginosaの野生株、および各般の遺伝子欠損

変異株における脱窒関連遺伝子の転写活性を種々の条件下で測定した。この結果から、

脱窒遺伝子は酸素の欠乏と、基質となる皇室素酸化物の存在という 2段階の調節を受け、

転写活性化にはCRPファミリーに属する 2種の転写調節因子(ANR，DNR)が必要であるこ

とを明らかにした。

図2P. aerugjno，且のnir-not'領峻の遺伝子構造と段能
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