
粘液細菌Stigmatellaaurantiacaの

子実体形成に関する研究

森川　雪香

l

＿1　＿　＿サ十†」＿r



目次

要旨

序論

第一章　子実体形成誘導因子の単離と構造解析

第二章　子実体形成の生理学的解析

第1節　Stigmoloneと環境要因の関係

第2節　子実体形成と活性酸素種の関係

第3節　子実体形成誘導機構の解析

第三章　子実体形成の分子生物学的解析

第1節　子実体形成におけるreJA遺伝子の解析

第2節　子実体形成におけるc軍A遺伝子の解析

総括

謝辞

参考文献

」　　＿．＿．．．▼．　．． j

1

3

19

40

52

59

73

84

104

107

108



バイオサイエンス研究科　博士論文要旨

（主語導霊官）細胞間情報学講座（磯貝彰教授）

氏　名　　　森川　雪香　　　　　提　出　平成13年1月　9日

題　目　　　粘液細菌5鹿川∂妃地∂Ur∂血∂C∂の子実体形成に関する研究

粘液細菌は原核生物でありながら、栄養飢餓に応答して多細胞性の形態形成を行
う。粘液細菌の一種5r如∂re〃∂∂U∫Ⅵ血∂Caでは、光照射下において栄養飢餓状態に
なると細胞が集合し、集合した細胞塊が子実体へと分化する。子実体の内吾βの細
胞は、熱・乾燥に強い胞子に分化する。暗黒下では栄養飢餓状態になっても集
合・子実体の形成は誘導されない。この暗黒下の培養に、子実体形成を引き起こ
した本菌の培養液の有機溶媒抽出画分を涼加すると子実体形成が誘導されること
から、何らかの脂溶性分子が子実体形成に関与していることが示唆されてきた。
しかし、この子実体形成誘導因子の実体や、子実体形成を誘導する情報伝達経路
に関しては殆ど明らかにされていない。一方、近縁の粘液細菌叫′ズOCOCCUS
ズ。几納uぶでは、変異体を用いた解析により子実体形成に関与する遺伝子が多数見
いだされてきているが、S．aurantiacaの様な拡散性の子実体形成誘導因子は見い
だされておらず、またそれら遺伝子産物の機能も殆ど明らかにされていない。本
研究では、まず5．飢∬凱宜ねc∂の子実体形成誘導因子の実体を明らかにすること、
さらにその分子と環境要因あるいは肱ズ甜伽5で見出されている子実体形成遺伝
子類との関係を解析することより、粘液細菌の形態形成経路を明らかにすること
を目的とした。
第1章では、子実体形成誘導因子の構造決定を行った。まず、暗黒下での子実
体形成を指標に子実体形成誘導因子の単離・精製を行った。培養液100L分の栄
養増殖細胞を10Lの液体飢餓培地に接種して3削副蹴毒したものより、各種
クロマトグラフィーを用いて約1．2いgの子実体形成誘導因子を得た。本研究遂行
中に、S．aur∂ntiacaの集合を促進する物質として8－hydroxy－2，5，8－trimethyl－4－
n。。a。。eが報告され、Stigmoloneと名付けられた（Hulletal・，1997）。今回得られ
た子実体形成誘導因子のUVおよびMSスペクトルデータは、Stigmoloneの構造か
ら予想されるスペクトルパターンと矛盾せず、両者は同一であることが推定され
た。実際、合成stigmoloneを入手し両者をGC－MSを用いて比較することにより、
得られた子実体形成誘導因子がstigmoloneであると結論づけた。次に、多くの生
理活性物質では片方の光学異性体のみが生産され、それのみが活性をもつことか
ら、未解明であったstigmoloneの5位の不斉中心の絶対配置の決定を行った。ラセ
ミ化の起こらない条件下で解析したが、本菌によって生産されたstigmoloneは培
養液中に分泌された段階で、既にラセミ体として存在することが明らかとなっ
た。さらに、合成stigmoloneの、R体、S体、RS体が、いずれも同一の活性を示す
ことを見いだした。以上の結果より、培養液中のぶ．∂Ur∂血∂C∂の子実体形成誘導

因子は、5－（R，S）－8－hydroxy－2，5，8－trimethyト4－nOnaOneであると決定した。
第2章では、Stigmoloneと栄養飢餓や光との関係、及びstigmoloneの機能を解析
した。Stigmoloneは、栄養増殖細胞からは回収されなかったため、栄養飢餓に
ょって誘導されることが示された。栄養飢餓後、子実体形成の認められない暗黒
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下においても、栄養飢餓8－10時間後よりstigmoloneが検出され、18－20時間後に最
大量に達した。光照射下では、暗黒下の約8倍のstigmoloneが担川又された。よっ

て、Stigmoloneは栄養飢餓によって誘導され、光照射下において生産が促進され
ることが示された。また、子実体形成が誘導される、細胞が光に感受性を示す時
間帯は栄養飢餓後14－20時間後であり、このとき同様に、Stigmoloneの生産が促進
されていた。このことから、子実体形成に光照射が必要なのは、Stigmoloneの生
産を促進するためであることが示唆された。
M．ズ∂月伽5では、カロテノイド合成は光によって誘導されるが、この際光シグ
ナルは活性酸素を介して伝達されることが示唆されている。そこで、5．飢∬甜宜ねc∂
の子実体形成における活性酸素の関与を解析した。活性酸素の消去剤什PrOPyl

gallateを飢餓培地に添加し光照射下で培養すると子実体形成が阻害され、
stigmoloneの生産量も暗黒下レベルであった。このとき、同時にstigmoloneを添加
することによって子実体形成が回復した。また、過酸化水素を培地に漆加する
と、暗黒下においても子実体形成とstigmoloneの生産が促進された。よって、光
照射の下流に位置する活性酸素種が、Stigmolone生産を促進することが示され
た。
低細胞密度の培養では光照射下においても子実体は形成されないが、

stigmoloneの添加によって子実体形成が誘導された。また、Stigmoloneの生産量
は、細胞数に依存することが示された。これらのことより、Stigmoloneが他の原
核生物の細胞間シグナルのように、細胞密度を測定する（quorum－SenSing）シグ
ナルであることが示唆された。Stigmoloneは集合を促進することが知られている
が、集合が形成された後にstigmoloneを除去すると一度形成された集合が消失し
たため、Stigmoloneは集合の促進と保持に関与することが示唆された。
第3章では、子実体形成に関与する遺伝子とstigmoloneとの関係の解析を行っ
た。Mxanthusにおいては、栄養飢餓の認識は、（P）ppGpp合成酵素であるRelA依
存的であることが知られている。Stigmoloneの生産は栄養飢餓によって誘導され
ることから、S．auI71ntjacaにおけるTelAとstigmoloneとの関係の解析を行った。M
ズ∂〃伽5の化ノA遺伝子との相同性をもとに∫．∂Ur∂血∂C∂の代豆A遺伝子を単離し、相同
組み換えによりその欠損株を作製したところ、代豆A欠損株では子実体形成条件下
においても、Stigmoloneの生産、及び集合、子実体・胞子形成が認められなかっ
た。また、本系にstigmoloneを添加しても、relAk損株の集合、子実体・胞子形成
は回復しなかった。従って、Stigmoloneの生産、及びstigmolone受容能の獲得は、
代豆A依存的であることが示された。

M．相加∫のc5gA変異株は、集合、子実体形成、及び胞子形成能が欠損してい
ることが知られている。5．∂UJⅥ血∂C∂においては、C堵Aを不活性化すると子実体形
成に影響を与えることは知られているが、環境因子やstigmoloneとの関係は明ら
かではない。そこで、5．∂U∫都血c∂においてc5gA変異株を作製し、その解析を行っ
た。C5gA欠損株は、光照射下においても子実体を形成せず、一方分泌される
stigmolone量は光照射一Fにおいても野生株の1／10以下であった。CSgA欠損株に
stigmoloneを添加したところ、子実体形成の回復がみられた。CSgAを恒常発現さ
せた株についての解析を行ったところ、本来子実体形成の見られない暗黒下にお
いても子実体を形成し、暗黒下においても野生株の光照射下と同程度の量の

stigmoloneが認められた。これらことから、CSgAはstigmoloneの生産を促進するこ
とが示唆された。Stigmoloneは栄養飢餓と光によってその生産が促進されるが、
c5が遺伝子の発現はこれらのうち栄養飢餓により誘導されることが判明した。ま
た、C5gAの発現量と子実体形成を誘導する時期の光照射との間には相関が見られ
なかったため、光によるstigmoloneの生産誘導はcsgAの発現誘導とは別の経路に
より行われていることが示唆された。
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序論

長い間、単細胞生物である原核生物は単独で生活するものと考えられてきたが、

近年多くの細菌において、接合、分化、共生、形態形成など、細胞同士が会話を交

わし、行動を共にする細胞間情報交換系が明らかになってきている（Dunnyand

winans，1999）。このような細胞間情報交換を行う原核生物のうち、最も複雑で、か

っ多細胞的な挙動を示すもののひとつに、粘液細菌（myxobacteria）が挙げられる

（Fig．1）。粘液細菌は、細胞が栄養飢餓状態（starvation）となると多数の細胞が集

合し（aggregation）、子実体（fruitingbody）を形成する（Fig・2）（Dworkin，1962）。

子実体の内部の細胞は、熱や乾燥などに強い粘液胞子（1nyXOSPOre）へ分化する

（SudoandDworkin，1969）。粘液胞子は適当な環境条件になると発芽し（germination）、

ふたたび栄養細胞（vegetativecell）として増殖する（RamseyandDworkin，1968）。こ

のような生活環は、真核生物である細胞性粘菌と一見類似しているが、粘液細菌は

プロテオバクテリアの8サブグループに属する真正細菌である（Fig・3）（Reichenbach

a。dDw。rkin，1992）。粘液細菌は8－20億年前に、形態形成能のないDesulfbvjbTjo属や

Bdell。Y伽掘より分岐したと計算されている（Kaiser，1986，ShimketsandWoese，1992）。

最も古い多細胞性の真核生物の化石は7－11億年前のものであり（Glaessner，1976、

seil。。he，etal．，1998）、粘液細菌は、真核生物よりも先に多細胞性を獲得した可能性

が考えられるため、多細胞化の鍵となりうる興味深い生物である。また、粘液細菌

は、セリン・スレオニンキナーゼ系や（Zhang，1996，Hartzell，1997）ホスホリパーゼ

系（Be。。iss。etal．，1994）、さらにはプログラム細胞死様の現象など（Wiremanand

Dw。rkin，1975，MullerandDworkin，1991）、真核生物と類似した独自の側面を持つこ

とが明らかになってきている。粘液細菌は2種類の亜目、5つの科、及び12の属に分

けられ（Tablel）、それぞれ特徴的な子実体を形成することが観察されているが、現

在、粘液細菌についての研究は主に叫匹OCOCCU5ズ∂月伽5、及び∫毎mafe地∂U∫Ⅵ血∂C∂を中

心に行われている。

M．朋〃伽5では、他の原核生物と同様に、グアノシン5－二（三）リン酸3－エリン酸

（［p］ppGpp）の蓄積によって栄養飢餓が認識されることが知られている（Singerand

Kaiser，1995）。Mxanthusにおいて、（P）ppGppによる栄養飢餓認識以降の形態形成の

解析は、主に突然変異体を用いて行われている。子実体形成能を欠損した複数の変

異株が単離されており、これらのうち2つの変異株同士を混合したときに子実体形成

が相補される株が、細胞間シグナル欠損株として同定されている（＝agene［a）・，1978）。

現在までに、細胞間シグナル欠損株としてA－E、及びSの6つの相補グループが確認さ

れているが、B及びDグループについての知見は殆ど得られていない（Table2）。細

胞間シグナル（A－E，S－シグナル）の候補の解明は、これらの細胞間シグナル欠損株

の変異遺伝子座の解析、並びに、欠損株の子実体形成を回復させる物質を野生株の

菌体や培養液より単離することにより行われている。また、M・ズ∂血uぶのプロモーター

下流にね戊レポ一夕一道伝子が挿入された一連の変異株が得られており（Kuspaerれ
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Fig．3　粘液細菌と主な真正細菌の系統樹（Dworkin，2000）
プロテオバクテリア群（a）、8サブグループ（b）、粘液細菌（c）

を示す。
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Tablel粘液細菌の分類

Order：Myxobacterales

Suborder：

Familiesandgenera：

Suborder：

Familiesandgenera：

Cystobacterinaea

Myxococcaceae

丸けズOCOCCU5

Coすa〃bcoccu5

AノーgJOCOCCUg

ArchanglaCeae

ArcJ】∂〃gJUJ刀

Cystobacteraceae

q′5わわ∂Crer

ルね〟舶月gJU汀】

5f豆m釦e〃∂

Soranglnae

SoranglaCeae

50JⅥ〃gJUm

Poケ∂月gJUm

〃叩わ∂〃g〃〃刀

CわoJ了dm〝けCe5

∧k∽〃Oq′5rノ5
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Table2　〃．ズα〃Jん〃∫の細胞外相補グルーフ

Gene FunctionofGeneProduct Complementlng

Group symboI CellularFraction

A asgA ProteinKinase収esponse

Regulator

asgB TranscrlPt10nFactor

asgC SigmaFactor

aminoacid

mixture

B bsgA ATP－DependentProtease unknown

C csgA ShorトChainAIcohoI

Dehydrogenase
CsgA

D dsgA TranslationalInitiationFactor unknown

TF－3

E e∫g Branched－ChainKetoAcid isovaleric

Dehydrogenase aCid

S d担－E FibrilProduction

d岬　　S－Motility

員brils
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1986）、それぞれの株の発現時期やA－Eシグナルとの関係を調べることにより、これ

らシグナルが関与する情報伝達系の解析が行われている。

A相補グループに所属するasg変異株は、（P）ppGppの蓄積は認められるが子実体形成

の初期に誘導される遺伝子群の発現が起こらないため（Kuspae［al．，1986）、A－シグ

ナルは栄養飢餓の認識後から子実体形成初期段階を制御していると考えられている。

A－シグナル依存遺伝子n4521の発現には高い細胞密度が必要であることから、A－シ

グナルは細胞密度を測定する因子であると考えられている（Kuspaetal．，1992a）。

∂5g株の子実体形成を相補する活性を指標に、8種類のアミノ酸混合物とこれらのアミ

ノ酸を含むポリペプチド（Kuspae［a）．，1992b）、及び2種類のプロテアーゼ（Plamann

erれ1992）が単離された。これらA－シグナルの候補のうち、2種類のプロテアーゼ

の間には共通の基質特異性は認められず、ルー．ズ∂月班u5由来ではないプロテアーゼにも

A－シグナル活性が見出されたことから（Plamannetal．，1992）、プロテアーゼによっ

て生産されるアミノ酸がA一シグナルであると考えられている。また、個々のアミノ

酸に弱い活性が認められるが、アミノ酸混合物が高いA－シグナル活性を持つことか

ら（Kuspaetal．，1992b）、A－シグナルはアミノ酸混合物と考えられている。

A－シグナルを欠損するa5g変異株の解析より、a5gA，β，Cの3つの独立した遺伝子座

が見出された（KuspaandKaiser，1989）。aSgAは、2成分制御系のセンサーキナーゼ

のヒスチジンキナーゼ部位と応答レギュレーターのレシーバー領域に相同性のある2

つのドメインを持ち（Plamannetal．，1995）、また、AsgAタンパク質は自己リン酸化

能をもつことが示されている（LiandPlamann，1996）。しかし、aSgAには通常の2成

分制御系に見られるインプット領域である環境センサー部位、もしくはアウトプッ

ト領域であるDNA結合部位が含まれていないため、AsgAは、他のタンパク質のリン

酸化を介して栄養飢餓のシグナルを受容し、さらに他のタンパク質をリン酸化する

ことにより、A－シグナルの生産・分泌を誘導すると考えられている。また、∂堵βよ

り予想されるアミノ酸配列にはDNA結合タンパク質のモチーフが見出されたため

（Plamannetal．，1994）、AsgBは転写因子である可能性が示唆されている。一方、

asgcより予想されるアミノ酸配列は、SigAとして知られている主要シグマ因子と同

じであった（Ihvisetal．，1995）。aSgC変異株のs離には、SigAと転写因子との結合部

位と考えられている部位に変異が導入されていたため、SigAは何らかの転写因子と

相互作用することによってA－シグナルの生産・分泌を誘導することが示唆された。

以上のことより、A一シグナルの生産経路について、心gAは他のタンパク質のリン酸

化を介してAsgBをリン酸化し、リン酸化されたAsgBは転写因子としてSigAと相互作

用することで、何らかの遺伝子発現を介してA－シグナルの生産・分泌が誘導される、

というモデルが考えられている（Fig．4）。∂5g変異株は細胞外タンパク質が野生株と

比較して少ないことから、心gはタンパク質分泌に関与する遺伝子群の発現を誘導す

ると考えられているが（KuspaandKaiser，1989）、AsgBや転写因子と相互作用した

SigAによって誘導される遺伝子は末同定であり、また、AsgAの上流や下流は全く明

らかにされていない。よって、∂堵遺伝子群がA－シグナル生産に果たす役割は明らか
－9－
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Fig．4　A－シグナルを介したシグナル伝達のモデル（Plamannand

Kaplan，1999）

栄養飢餓になると、（P）ppGppが蓄積し、AsgAのリン酸化力スケー
ドが活性化される。最終的にAsgBが1）ン酸化され、SigAとともにA－
シグナルの生産に必要な遺伝子の発現が誘導される。A一シグナルは細
胞外に放出されたプロテアーゼによって生じ、それによって細胞密度
が認識され、A一シグナルに依存的な遺伝子群の発現が誘導される。
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ではない。

C－シグナルの候補として、C堵変異株の子実体形成と胞子形成の回復を指標に、野

生株の子実体より17kDaのペプチドが単離された（KimandKaiser，1990a，b）。すべ

てのcsg変異はcsgAにマッピングされ（ShimketsandAsher，1988）、その推定されるア

ミノ酸配列と、単離された17kDaのペプチドのアミノ酸配列の一部が一致した

（HagenandShimkets，1990、KimandKaiser，1990a）。野生株由来のCsgAや発現CsgA

（h光e一山．，1995）を外部から涼加することによって変異体の子実体形成が回復する

こと、また、抗CsgA抗体の漆加により野生株の子実体形成が阻害されることより

（ShimketsandRanee，1990）、CsgAタンパク質は細胞外で機能していると考えられて

いる。実際に、免疫染色法によって、CsgAが細胞外マトリックスに存在しているこ

とが示されている（ShimketsandRafiee，1990）。また、CsgAは、短鎖アルコールデヒ

ドロゲナーゼ（shortchainalcoholdehydrogenase，SCAD）との相同性が指摘されており

（LeeandShimkets，1994）、CSg変異株のサブレッサー変異がSCAD相同遺伝子の過剰

発現であったこと（IJeeandShimkets，1994）、また、CsgA発現タンパク質の活性には

SCADの補酵素であるNA叫P）＋が必要であることなどから、CsgAの子実体形成誘導活

性にはSCADとしての酵素活性が必要であることが示唆されている（Leeetal．，1995）。

しかし、一般にSCADは広い範囲の化合物を基質とするためCsgAの基質は特定されて

おらず、CsgAがシグナルとして働いているのか、C－シグナルの合成を触媒している

のかは未解決である。

CsgAタンパク質の濃度は集合の後期に最大となるが（KimandKaiser，1990a）、

csgA遺伝子の発現も栄養飢餓によって増加し、胞子形成の前に最大に達する（Hagen

andShimkets，1990）。C軍A遺伝子の上流には発現を制御する領域が存在しその長さに

ょって発現レベルの違いが見られることから、複数のアクティベーターがこの領域

に作用することが示唆されている（Lierれ1992）。また、子実体形成の初期反応で

ある”rippling”（さざ波が立つ、縮れができるの意）は最大レベルの20％のcsgAの発現

により誘導され、集合は30％のc軍A発現レベルにより促進されるが、胞子形成は80％

以上のc堵A発現に達しないと誘導されない。このようなc軍Aの発現の調節は、CsgA

によるフィードバック制御以外知られておらず（KimandKaiser，1991）、子実体形成

の各ステージに適当な濃度のCsgAを供給する仕組みは不明である。

C－シグナル欠損株であるc堵変異株では、子実体形成、及び胞子形成が起こらず、

細胞は規則的な半球状の集合ではなく不規則に分岐しだ一ridge”（峰、うねの意）を形

成する。几4．朋〃伽5の集合は走化性などの細胞の運動によって制御されていると考え

られており、CSg変異株によるridgeの形成は運動性の欠損による結果であると考えら

れている。C－シグナルの下流の伝達経路の検索のため、C軍A変異株と同様にridgeを

形成する変異株が選別され、血A遺伝子と鹿追伝子群が明らかとなった。丹比A変異株

はridgeを形成し、さらに胞子形成を欠損しているのに対し（S＠gaard－Andersene（a］・，

1996）、hz（frizzy、縮れ）変異株はridgeを形成するが、胞子形成は誘導されていた

（SagerandKaiser，1994）。このことより、C－シグナルの下流は胞子形成と運動性の
－1l－



制御の2つの経路に分岐していることが示された（Fig．5）。C－シグナルの下流で運動

性と胞子形成両方を制御するFruAはDNA結合タンパク質と推定されており、その発

現はasgAとasgBに依存している（Ogawaeta］・，1996）。FruAは応答レギュレーターで

あり、リン酸化を受けることにより胞子形成が誘導されることが示唆されている

（Ellehaugee［al．，1998）。また、HuA依存的に誘導される遺伝子として、devTRSオペ

ロンが同定されている（S＠gaard－Anderseneta］．，1997）。devR変異株では集合は起こ

るが胞子形成は起こらず（Thony－MeyerandKaiser，1993）、また、dtvRは将来胞子へ

分化する集合の中心の細胞のみで発現しており、胞子形成を行わない周囲の細胞で

は発現が見られなかった（JulienandKaiser，1998）。よって、CkYオペロンは胞子形成

を制御していると考えられている。

c＿シグナルの下流に位置し運動性に関与すると考えられている鹿追伝子群は、

励c力e∫イc旭co〟やぶ∂血0〃e〟∂Sp．の走化性を制御するde遺伝子群と相同性を持っていた

（McBrideandZusman，1989）。E．coliのCheシステムは、膜貫通型レセプターである

MCP（methyl－aCCePtingchemotaxisprotein）が誘因物質や忌避物質のセンサーとして働

き、Cheシステムの他のタンパク質のリン酸化を介して鞭毛の回転の方向を制御する

ことによって（Blair，1995）、細胞の走化性を制御する。MxanthusのFrzシステムも、

cheシステムと類似した情報伝達システムを持つことが示されており（Wardand

z。Sman，2000）、細胞の反転頻度（reversalfrequency）を制御していることが観察さ

れている（BlackhartandZusman，1985）。MxanthusのFrzシステムのうちMCPにあた

るFrzCDは、大腸菌のMCPとは異なり細胞外ドメインを持っておらず、情報のインプッ

トは細胞外の刺激ではなく細胞内のシグナルによって行われていると考えられてい

る。且c。〟のMCPは、グルタミン酸残基がメチル化を受けることによって、高濃度の

誘因・忌避物質に村して順応することが知られているが、M．ズ∂〃伽5においても、

FrzCDがメチル化を受けることが知られている。M．xanthusでは、FrzCDのメチル化に

ょり細胞の反転頻度が減少することから（Shietal．，1996）、Frzシステムはメチル化

により走化性が制御されていると考えられている。栄養増殖下では、FrzCDのメチル

化、脱メチル化の割合は半々であるが、栄養飢餓1－6時間後には脱メチル化され、

9－12時間後に完全にメチル化を受ける（McBrideetal．，1992，S¢gaard－Andersonand

Kaiser，1996）。よってM．xanu7uSでは、FrzCDのメチル化パターンの変化によって走

化性が促進され、集合、子実体形成が誘導されると考えられている。このメチル化

パターンはc軍A変異株では異なっており、l－6時間後の脱メチル化は認められるが、

栄養飢餓後9時間を経てもメチル化は見られず、12時間後においても半数のメチル化

しかみられない（S＠gaard－AndersonandKaiser，1996）。CsgAによるFrzCDのメチル化

が直接細胞の反転頻度を制御しているという実験的証拠はないが、野生株に発現

CsgAを涼加することによって細胞の滑走運動が早くなることが観察されていること

から（JelsbackandS＠gaard－Andersen，1999）、CsgAはFrzシステムを介して細胞の通勤

を調節し、走化性により集合を促進していると考えられている。

E－シグナル欠損株であるe5g変異珠は、C5g変異株よりも早い時期で形態形成が」j二ま
－12－
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Fig．5　C－シグナルを介したシグナル伝達のモデル（Shimketsand

Kaiser，1999）

栄養が制限されると、PPGppの蓄積によりcsgAの発現が誘導され、
CsgAが生産されるo CsgAは細胞外に輸送され、CsgAそのものがC－シ
グナルとして機能するか、CsgAによってC－シグナルが生産される。C－
シグナルが受容されるとA－シグナルによって発現するFruAのリン酸化
を介してFrzシステムの活性化とゐvTR5の誘導が起こり、運動性及び
胞子形成が誘導される。
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り、子実体と胞子形成が起こらない（Ihwnardetal．，1993）。遺伝子座の解析により、

esg遺伝子は分枝ケト酸デヒドロゲナーゼ（branched－Chainketo－aCiddehydrogenase，

BCKAD）をコードしていることが示された（Toaletal．，1995）。e瑠変異株の細胞内

の長鎖脂肪酸の量は野生株と比較して減少しており（IhwnardandToal，1995）、eSg

変異株にBCKAD産物であるイソ吉草酸を添加したところ子実体形成は回復した

（T。。1erれ1995）ことから、E－シグナルはイソ吉草酸であると考えられている○

もうひとつの相補グループSは、M．ズ∂刀伽5の運動性の研究より明らかとなったグ

ループである。粘液細菌は、細胞が単一で運動するときの運動システムであるA

（adventurous）－mOtilityと、グループとして運動するときの運動システムS（social）

－mOtilityの2つの運動性を持つが（HarzellandYouderian，1995）、S－mOtilityの欠損株は、

子実体形成が誘導されないことが知られている（HodgkinandKaiser，1979）。

S－mOtilityの変異の代表的なものに、タイプIV繊毛、リボ多糖の0抗原、もしくはfibril

（A，。。IdandShimkets，1988）という3種類の細胞表層分子の生産の欠損があげられる

が、そのうちのfibrilが欠損している株であるd甲及びdif変異株では、野生株より精製

したfibri1を添加することによって子実体形成の回復が認められる（Chang and

Dw。，kin，1994、Yangeta）．，1998）。Fibrilは細胞同士を接着させる繊維状の分子であ

り、nbr日夕ンバク質の変異によって3次元的な細胞の結合パターンが1次元的な極のみ

での結合に変化する（SmithandDworkin，1997）。よって、fibrilは、適切な細胞間情

報伝達に必要な細胞並置パターンの構築を行っていると考えられている。また、nbril

は多くの情報伝達タンパク質に見られるADトリボシル化を受けていることが示され

ている（Hildebrandt etal．，1997）。Mxan伽sの子実体形成時にはADP－リボシル化パ

ターンの変化が見られるため（EastmanandDworkin，1991）、nbrilは単に接着を仲介

するのみではなく、シグナルの伝達にも関与しているとも考えられている。

粘液細菌の子実体形成には、栄養飢餓、高い細胞密度、細胞が固体の表面に存在

していることが必須条件であるが（WiremanandDworkin，1975）、S．auTmtjaca（Fig・

1B、Fig．6）では、さらに光が必須の環境要因であり、光照射下において細胞は集合

し子実体を形成するのに村し、暗黒下ではridgeと呼ばれる不規則に分岐した細胞塊

を形成する（Fig．7）（Quallsetal．，1978a，b）。Ridgeは子実体に分化することはない

ため、5．∂U∫即血c∂による光照射下での子実体形成は一種の光形態形成と見なすこと

ができ、その情報伝達系の解明は、光合成細菌や植物の光形態形成反応との対比か

ら大変興味深い。

5．∂U∫召血∂C∂においても、M．ズa用力u5と同様に子実体形成変異珠同士の相補による細

胞間シグナル欠損株が得られており、その解析から、魚朗、魚用の2つの遺伝子の存

在が明らかとなっている（Silakowskieta）．，1996，1998）。これら遺伝子より推定され

るアミノ酸配列はそれぞれキチン合成酵素、及びガラクトース酸化酵素と相同性を

持っていたが、その機能、及び変異を相補する物質については全くわかっていない。

また、5．∂U∫Ⅵ血∂C∂においてもc瑠A遺伝子が存在し、また不満化することにより子実
－14t
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S．aura血由∽は、子実体形成に光が必須である。暗黒下では、細胞が

峰のように連なったddgeを形成する。子実体内部の細胞は胞子を形成

し、条件によって発芽して栄養増殖サイクルを繰り返す。
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体形成に影響があると言われているが、その詳細は明らかではない（Schairer，1993）。

さらに、胞子形成時に誘導されるSP21タンパク質や（Heidelbachetal．，1993）、子実

体形成時に誘導されるシグマ因子SigBとSigC（Coudart，1998）が見出されてきている

が、これらの因子の機能と子実体形成との関連はわかっていない。このように、M．

ズ肌伍u5と比較して、5．創∬凱宜由c∂の子実体形成経路の解明は進んでいない。

しかし、5．∂UJⅥ血∂C∂では、子実体形成を誘導する拡散性の細胞間シグナルの存在

が報告されている（Qua）1setal．，1978b、Stephenseta）．，1982）。Stephensらは、重ねた

濾紙の上に子実体を形成させ、水を溶媒とする下降式クロマトグラフィーによって

子実体由来の培養液を回収した。この培養液を暗黒下での培養に添加すると、光照

射下と同様に集合の形成と子実体への成熟が誘導され、また、光照射下においても、

集合までの時間が短縮され、形成される子実体数が増加した。この子実体形成誘導

因子の本体は低分子量の脂溶性物質であることが示唆されている。

現在までに見出されてきている原核生物の細胞間情報交換系では、それらの現象

を制御する数々の細胞間シグナルが有機化学的に単離、同定されている（Dunnyand

Winans，1999）。それらのなかで、生物発光、病原性などを誘導するグラム陰性細菌

のホモセリンラクトン類、及び胞子形成を誘導する放線菌のγ－プチロラクトン化合

物などが代表的な例であり（Table3）、これらシグナルは、拡散によって細胞内に取

り込まれ、生命現象を制御する遺伝子群の活性化を直接行うことが知られている。

このように、多くの原核生物では拡散性の細胞間シグナルが細胞間情報交換系にお

ける中心的な役割を果たしているが、M．ズa〃伽gでは、子実体形成を促進する拡散性

物質の存在が古くから示唆されてるのにも関わらず、その活性物質の本体はその後

全く明らかにされていない（kv，1954）。また、ル上ズ∂月伽∫では、前述の通り子実体

形成に関与する遺伝子が多数見いだされてきており、また、これら遺伝子の変異株

の子実体形成を相補する物質が同定されているが、変異株を相補する物質が実際に

細胞間シグナルの本体であるかどうかは明らかではない。よって、粘液細菌におい

て細胞間シグナルの存在が明らかになっているのは5．∂U相月血c∂のみであり、5．

飢∬凱宜ねcaの子実体形成誘導因子の解析によって、粘液細菌の子実体形成機構の解明が

進むことが期待される。

5．∂肌血∂Caの子実体形成誘導因子の実体は、その生産量が少ないことから未だ同

定に至ってはおらず、子実体形成誘導因子の生産・分泌経路や、形態形成誘導機構

も不明である。また、5．創∬凱宜ねc∂では、M．ズ∂月伽5で明らかになっている子実体形成

を誘導する遺伝子群に関しても殆ど明らかにされていない。そこで本研究では、ま

ず5．∂U∫召血∂C∂の子実体形成誘導因子の実体を明らかにし、さらにその分子と環境要

因あるいはル上ズ∂〃伽5で見出されている子実体形成遺伝子との関係を解析することよ

り、粘液細菌の形態形成経路を明らかにすることを目的とした。
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Table3　原核生物の拡散性細胞間シグナル分子

Genus　篭慧7　I豊豊）Relbrences
Agrobacterium ConJugation HSLsa Fuquaetal・，1995

Erwinia PlantPathogenesis HSLs Swiftetal・，1996

Pseudomonas Mammalian HSLs Costertonetal．，1999

Pathogenesis

Vibrio Bioluminescence HSLs Bassleretal．，1994

Strq，tOmyCeS AntibioticProduction Y－butyro－　Horinouchiand

Development lactones Beppu，1996

aHSLs，homoserinelactones
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第一章　子実体形成誘導因子の構造解析

1－1序

5．∂UJⅥ血∂C∂の集合、及び子実体形成には、栄養飢餓、光照射、及び細胞が高い密

度で存在することが必要である（Quallsetal．，1978a，b）。Quallsらは、光照射下にお

いて寒天上に形成された5．∂UJⅥ血∂C∂の子実体の脇に、低細胞密度の栄養細胞を接種

することによって、本来子実体形成の誘導されない低密度の細胞においても子実体

形成が誘導されることを示した（Quallser正，1978b）。これにより、5．∂UJⅥ血∂C∂は、

寒天中を拡散し子実体形成を誘導する因子を生産することが初めて示唆された。

次いで、Stephensらは、栄養飢餓、光照射■Fで形成されたS・auI7mtlacaの子実体の培

養液を抽出し、その子実体形成誘導活性を検討した（Stephensetal．，1982）。まず、

重ねた濾紙の一番上に寒天を重層し、寒天上に子実体を形成させ、下の濾紙より水

を移動相とする下降式クロマトグラフィーによって培養液を回収した。そして、こ

の培養液を栄養飢餓の培養に添加すると、暗黒下においても集合、及び子実体形成

が誘導されることを示した。Stephensらは、この子実体形成誘導因子を、細胞間で作

用する情報伝達物質であることより「フェロモン」と命名した。この「フェロモン」

は、クロロホルムで抽出され、熱処理、タンパク質分解酵素、フォスファターゼに

よって失括せず、ゲル渡過カラムで分子量がl，800以下の画分に溶出されることから、

その本体は低分子量の脂溶性物質であることが示唆されている（Stephensetal．，1982）。

この子実体形成誘導因子は、極微量にしか存在しないため永らくその構造は明ら

かにされてこなかったが、5．∂UJⅥ血∂C∂の子実体形成機構を解明するための鍵物質で

あると考えられる。そこで本章では、子実体形成誘導因子の単離・同定、及び構造

解析を目的として以下の実験を行った。

ト2　材料と方法

細胞及び培養条件

濾紙上に形成させ乾燥させたS．auImtjaca DW4（ATCC33878）の子実体をCy固体培

地（0．3％casitone［Difto］，0．1％YeastExtract［Difto］，1％CaC12，1．5％agar）に塗布し、

暗黒下、30℃で培養した。2－3日後、増殖した細胞を500mlの三角フラスコに入れた

150mlの液体casitone培地（1％casitone、8mMMgSO4）に1白金耳接種し、暗黒下、30

℃、150rpmの振藍培養を行った。（》660が0．3になるまで増殖させた培養液に終濃度

10％のグリセロールを漆加し、2mlずつセラムチューブに分注して－80℃で保存した。

この培養液2mlを500mlの三角フラスコに入れた150mlの液体casitone培地に接種し、

暗黒下、30℃、150叩mの振盗培養を行なってOD660が0・3になるまで増殖させること

により、5．飢∬甜宜ねc∂の栄養増殖細胞を調製した。
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子実体形成の誘導

栄養増殖細胞を5，000×g，10minの遠心分離により回収し、2×10シ5い＝こなるよう

にCPS培地（3．4mMCaCl，，10mMKCl，10mMNaCl）に懸濁した。懸濁した細胞を、

24穴プレート（Iwaki）のウェル中に固化した2miの固体CPS培地（CPS培地，1．5％

agar）の中央に5い1ずつ接種し、白熱灯による3．5いmOlm‾2s．1の強度の光照射下、30℃、

24hrの培養を行うことで子実体形成を誘導させた。形成された子実体数は、SZH10

型実体顕微鏡（01ympus）下で計数した。

濾紙法による子実体形成誘導因子の生産と回収

子実体形成誘導因子の回収のため、22×7cmに切断した3MM濾紙（Watman）2枚

に5mlの0．5×CPSを添加し、その上に20mlの固体CPS培地を重層した濾紙1枚を重ね

た。この表面に、5．∂U∫召〃血c∂の栄養細胞（2×108／5い1）を5いげつ均等に25カ所にス

ポットした。3．5いmOlm‾2s‾］0）白熱光照射下、30℃、24hrの培養を行った後、3枚の濾

紙より、水を移動相とする下降式ペーパークロマトグラフィー法を用いて培養液10

mlを回収した。回収された培養液を5mlのクロロホルムで2回抽出し、得られた下層

を無水硫酸ナトリウムで脱水後、ロータリーエバボレーターで溶媒を除去した。抽

出物を250いlのメタノールに溶解させ、子実体形成誘導活性を検定した。

液体培地中での子実体形成誘導因子の生産と回収

6×1010の栄養細胞を500mlの三角フラスコに入れた120mlのTPM培地（10mM

Tris－HCl，1mMK，HPO．－KH，PO．buffer，8mMMgSO．，0．1％CaCl，，PH7．6）に懸濁し、自

然光照射下、30℃、3日間、140rpmで振盗培養をした後、7，000×g，10minの遠心分

離により、培養液を回収した。培養液を60mlのクロロホルムで2回抽出し、濾紙法と

同様に子実体形成誘導因子を回収した。子実体形成誘導因子の大量精製のための液

体培地の組成の検討においては、TPM培地に、0．2％（w／v）グルタミン酸1ナトリウ

ム、0．4％（w／v）グルコース、あるいは両方の化合物を同時に添加した培地で同様に

培養し、回収される子実体形成誘導活性を測定した。

子実体形成誘導活性の測定

メタノールに溶解させた被検試料10いlを、滅菌水で100い‖こ希釈した。これを1／2ず

つに滅菌水で希釈した被検試料の希釈系列を作製し、各希釈試料の全量（100い1）を

2mlの固体CPS培地上に重層した。クリーンベンチ中で表面を乾燥させ、栄養増殖細

胞を2×108／5い1の密度で接種し、暗黒下、30℃、24hrの培養を行った。子実体形成誘

導因子の定量化のため、上記2mlの固体CPS培地の系において、lつ以上の子実体が

形成される活性の最少量を1TUと定義した。

子実体形成誘導因子の大量精製

S．auTmtjaca栄養細胞は、味の素株式会社に液体Casitone培地300Lのスケールで大量

培養し調製していただいた。2Lの三角フラスコに入れた600mlのTGG培地（10mM
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Tris－HCl，1mMK2HPO4－KH2PO4buffbr，8mMMgSO4，0・2％monosodiumglutamate，0・4％

glucose，0．1％CaCl，，pH7．6）に栄養細胞を接種して、3．Opmolm－2s‾Iの強度の自然光照

射下、30℃、140rpm、24hrの培養を行った。100L培養分の栄養細胞（2×10Ⅰ3）を

TGG培地10．2L分に接種したものを1バッチとして精製を行った。5，000×g，30minの

遠心分離により培養上清を回収し、500mlのXAD－2カラム（Organo）に培養液を吸着

させた。500mlの20％メタノールで洗浄後、1Lの80％メタノールと500mlの100％メタ

ノールで溶出し、これら溶出液を合わせてロータリーエバボレーターでメタノール

が除去される程度まで濃縮した後、残液を200mlのクロロホルムで2回抽出した。ク

ロロホルム層を無水硫酸ナトリウムで脱水し、濃縮して20mlのシリカゲル（silicage1

60，100－210pm，KantoChemical）カラムに供し、40mlの酢酸エチルークロロホルム

（1：4，V／v）で溶出した。その後、活性画分を濃縮し、4段階の逆相HPLC操作によっ

て精製を行った。最初の3段階のHPLC操作には、626HPLCシステム（Waters）を用

いて996DiodeArraydetectorによって検出を行い、順番にODSカラム（Capce11PakC18

UG120，4．6mm◎×250mm，Shiseido）、RP8カラム（SymmetryShieldRP8，4．6mm◎×

250mm，Waters）、CNカラム（Capce11PakCNUG120，2．Omm◎×250mm，Shiseido）

を使用し、水－アセトニトリルのグラジュントにより溶出を行った。各段階の活性画

分は、H20で3倍量になるよう希釈し、次の精製操作に供した。ODSカラムを用いた

分画操作では、流速1mけmin、アセトニトリル濃度20％－100％〃Ominのグラジュント

溶出を行い、20－21minの位置に活性が回収された。RP8カラムを用いた分画では、流

速1mlhTlin、アセトニトリル濃度30％－55％／50minのグラジュント溶出を行い、21－22

minの位置に活性が回収された。CNカラムを用いた分画では、メタノール濃度

35％－50％／30min、流速0．1ml／minのグラジュント溶出を行い、17－19minの位置に活性

が回収された。最終的には、活性画分をphenylカラム（CapcellPakPhenylUG120，2．O

mm¢×250mm，Shiseido）に供し、SeriesllOOシステム（HewlettPackard）を用いて、

195nm、200nm、280nmの波長のUV吸収をモニターし、流速0．1ml／min、45％アセト

ニトリルによるアイソクラティツク溶出を行った。

子実体形成誘導因子の構造解析

ガスクロマトグラフィーーマススペクトロメトリー（GC－MS）分析は、5890Series

IIガスクロマトグラフィー（HewletトPackard）を連結したJMS－700MStationマススペク

トロメーター（JEOL）を用いた。子実体形成誘導因子は、DB－5capillarycolumn

（0．32mm◎×30m，J＆WScientific）で分析した。カラム温度は、80℃で2min保持し

た後4℃／minで160℃まで上昇させた。試料の導入はスプリットレスモードで180℃で

行った。MSは、EI法によってイオン化を行い、電子エネルギー70eV、トラップカレ

ント300いAの条件で行った。

絶村配置の決定は、子実体形成誘導因子を還元し、GC－MSで分析することによっ

て行った。100ngの子実体形成誘導因子を5い1の5mM水素化ホウ素ナトリウム（エタ

ノール溶液）に溶解し、室温で30min静置した。反応液を200い1の水で希釈し、200い1

のジュテルエーテルで2回抽出した。得られた有機層を無水硫酸ナトリウム＿j二で脱水

一21－



し、溶媒を除去した後に5い】のアセトニトリルに溶解させ、ChirasiトDEXCBカラム

（0．25mm¢×25m，Chrompack）を用いたGC－MSによって分析した。キラルカラムの

カラム温度は120℃で2min保持した後、4℃hlinで180℃まで上昇させた。試料の導入

はスプリットレスモード、180℃で行った。

1－3　結果

子実体形成条件と子実体形成誘導因子の存在の確認

S．aurmtiacaの子実体形成は、報告されているとおり（Quallsetal．，1978a，b）、光照

射下において誘導され、暗黒下では誘導されなかった（Fig．1－1）。子実体形成条件

下における子実体形成誘導因子の生産・分泌の有無を確認するため、Stephensらの方

法に従い（Stephensetal．，1982）、栄養飢餓濾紙の上にS．aunmtjacaの細胞を接種し、

光照射下で培養することにより子実体を形成させた後、下降式クロマトグラフィー

により培養液を回収した。この培養液のクロロホルム抽出物を栄養飢餓培地に涼加

し、2×108／5い1の密度の菌懸濁液を接種して培養を行なったところ、通常では子実体

形成の起こらない暗黒下での培養において子実体形成が誘導された（Fig．ト1）。こ

のことより、暗黒下において子実体形成を誘導する子実体形成誘導因子が子実体形

成条件下において分泌されていることが確認された。

この培養液抽出物を希釈して暗黒下の培養に添加したところ、濃度依存的に子実

体形成を誘導した（Fig．ト2）。よって、この暗黒下での子実体形成を指標に、以下

の精製における子実体形成誘導因子の活性評価を行うこととした。評価に用いた2ml

の培養系において（詳細は方法の項参照）、lつ以上の子実体が形成される子実体形

成誘導活性の最少量を1TUとした。

子実体形成誘導因子の大量調製

子実体形成誘導因子の単離・精製には大量の試料調製が必要であるが、上記濾紙

法による大量調製は困難である。そこで、液体培地から子実体形成誘導因子を回収

する方法を検討した。まず、TPM培地に栄養細胞を高密度に接種し光照射下で振盗

培養を行った結果、一定細胞数当たり濾紙法のl／8量の子実体形成誘導活性が回収さ

れた（Fig．1－3）。さらに、TPM培地に各種化合物を添加した培地を検討した結果、

グルタミン酸・グルコースを涼加した培地において、最も多い子実体形成誘導活性

が得られた。このことより、以下の子実体形成誘導因子の精製には、このグルタミ

ン酸・グルコース培地（TGG培地）で培養した培養液を用いることとした。

子実体形成誘導因子の単離

子実体形成誘導因子の精製には、培養液）00L分の栄養細胞（2×10Ⅰ3）をTGG培地

10．2Lに接種したものを用いた。培養上宿を、XAD－2カラム、シ1）カゲルカラム、及
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円g．ト15．aur肌ぬαの子実体形成に対する光照射、及び培
養液のクロロホルム抽出物の効果

栄養飢餓培地に2×108／5〃1の細胞を接種し、3．5J↓mOlm▼2
s－1の強度の白熱光照射下（a）、暗黒下（b，C）、30℃、24hr

で培養した。（c）においては、白熱光照射下において子実体を

形成させた本菌の培養液のクロロホルム抽出物をあらかじめ添

加して培養した。バーは200Jlmを示す。

ー23－



0．1

Concentration

200

（乃

q）

苛
○
皿

く⊃）

⊂
－■

＝；

丘100
ち
」

q）
．工）

∈
＝〉

Z

0□

0

●

●

1

Fig．ト2　培養液抽出物の子実体形成誘導活性
培養液のクロロホルム抽出物を段階希釈し、固体CPS培地に添加

して、2×108／5い1の細胞を接種し、暗黒下、30℃、24hrの培養を
行った。5×109の細胞の培養液のクロロホルム抽出物を250い1のメタ
ノールに溶解させ、そのうちの10いlを滅菌水で100い‖こ希釈したもの
をlとした。バーは標準偏差を示す（n＝3）。
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下、30℃、3日間、140叩mの振盈培養を行った後、培養液をクロロホ
ルムで抽出し、子実体形成誘導活性を測定した。また、培地に0．2％グ
ルタミン酸1ナトリウム（Glu）、0．4％グルコース（GIc）、0．2％グ
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び、ODSカラム、RP8カラム、CNカラムを用いたHPLCに供した（Tablel－1）。最終

的にアイソクラティツク溶出によるphenylカラムによるHPLCに供し、各画分毎に子

実体形成誘導活性を測定したところ、活性のピークと一致する単Ⅳ一のUVピークを得

た（Fig．1－4）。この化合物は、200nm以下の末端吸収と280nm付近に弱い吸収を持

ち（Fig．ト5）、ケトンの存在が示唆された。本化合物が共役しないケトン残基を有

し、そのケトンの280nmでの分子吸光計数亡を20と仮定すると、最終的に得られた

子実体形成誘導因子の量はl．2いgと計算された。上記すべての精製操作において、子

実体形成誘導活性はlカ所の画分に回収された。よって、子実体形成誘導因子は、今

回精製された単一分子であることが示唆された。培養上清からの精製度は9500倍、

回収率は3％であった（Tablel－1）。なお、精製・構造解析後に判明したことである

が、本因子は揮発性であったために、最終的な回収率が低かったと考えられる。ま

た、本精製により精製された子実体形成誘導因子の純度を100％とすると、1TUが約

50pgに相当すると計算された。

子実体形成誘導因子のGC－EIMSを測定したところ、〃諺185、182、167、141、127、

125、114、97、85、72、69、57、55にフラグメントピークが得られた（Fig．1－6b）。

また、I7Vb182のピークに関して高分解能MSスペクトルを測定したところ、C12H220と
いう分子式が導き出された。

子実体形成誘導因子の構造解析

本研究遂行中に、5．別∬甜宜由c∂の集合を促進する物質として、粘液細菌学会におい

て8－hydroxy－2，5，8－trimethyl－4－nOnaOne（Fig．ト6a）が報告された（Hu11etal．，1997）。

後にstigmoloneと命名されたこの化合物（Plagaetal．，1998）の分子式はC．，H2．0，（MW

200）であり、ケトンが存在する。また、筆者が得た子実体形成誘導因子のMSスペク

トルは、Stigmoloneの構造から推定されるフラグメンテーションパターンと矛盾しな

かった（Fig．1－6a，b）。さらに、子実体形成誘導因子の〃諺182のピークの高分解能

MSスペクトルより得られた分子式と、Stigmoloneの脱水により得られる化合物の分子

式は同一であった。

今回精製した子実体形成誘導因子が白tigmoloneである可能性を検討するため、東京

理科大学森謙治先生により合成、御供与いただいたstigmoloneの合成標品（Moriand

Takenaka，1998）と、精製した子実体形成誘導因子との比較を行った。天然物と合成

StigmoloneのGC－EIMSを測定したところ、両者はGC上でのリテンションタイムは等し

く、また、EI－MSで同じフラグメンテーションパターンを示した（Fig．1－7）。よって、

今回得られたS・au∫Ⅵntiacaの子実体形成誘導因子は8－hydroxy－2，5，8－trinlethy14nonaone

であると結論した。

子実体形成誘導因子の生物活性

生理活性物質は多くの場合lつの光学異性体のみが合成され、それのみが活性を示

すことが知られている。Stigmoloneの5位の不斉中心の絶対配置は決定されておらず、

この絶対配置を決定することは重要であると考えられた。そこで、まずキラル合成
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Tableト1子実体形成誘導因子の精製スキーム

Total Specific

Column Activlty Weight Recovery Activlty Purification
（TU）（Llg）　（％）（TU／pg）（fbld）

ⅩAD－2　　960，000　450，000　100　　　2．1　　　l

Silicage）　760，000　　80，000　　80　　　9．5　　　　5

ODS　　　192，000　　　　　　　　20

RP8　　　152，000　　　　　　　16

CN　　　　　44，000　　　　　　　　　5

Pheny1　　24，000　1．2　　　　3　　　20，000　　9，500
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を行ったstigmolone（森先生より御供与、MoriandTakenaka，1998）を用いて生物活性

の検定を行った（Fig．ト8）。意外なことに、5体、月体のエナンチオマーはほぼ同じ

生物活性を持つことが判明した。また、ラセミ体と両エナンチオマーの活性もほぼ

同じであった。よって、Stigmoloneは、両方のエナンチオマーが同様の活性を持ち、

また、両者を混合することによる阻害や促進効果はないことが示された。

天然物もこれら合成品とほぼ同じ活性を示すことが明らかとなり、改めて生理活

性の面からも今回単離したS．aunmtjacaの子実体形成誘導因子が白tigmoloneであること

が確認された。

子実体形成誘導因子の絶対配置の決定

活性の比較からはstigmoloneの絶対配置を決定することは出来なかったため、分析

機器を用いて分光学的に、あるいは化学的に子実体形成誘導因子の絶村配置を決定

することを試みた。まず、合成品のCDスペクトルをJ－720型円二色性分散計（日本分

光）により測定した。CDスペクトルにより、長一、並びに∫エナンチオマーを見分け

ることができた（Fig．l－9）。1個の不斉中心をもつ脂肪属ケトンにおいて、不斉中心

とカルポニル基との間の炭素原子力℃－1個の場合、完全に符号の逆転したコットン効

果曲線を与えることが観測されており（IherassiandGeller，1959）、StigmoloneのR体

と∫体は、280。mにそれぞれ負と正のコットン効果を示した。しかし、天然物は微量

でありCDスペクトル測定のための充分量のサンプルを得ることができなかった。

次に、各種キラルカラムを用いたGC－MSによって絶村配置の決定を試みた。

ChirasiトDEXCBカラム（Chrompack）、α－，及び㌣DEXカラム（Supelco）、Chirasil－I：Val

カラム（Chrompack）を検討したが、R－，及びSエナンチオマーを分離することは出来

なかった（datanotshown）。さらに、両エナンチオマーのアルキルオキシム誘導体

を合成し、これらのキラルカラムに供したが、やはり両エナンチオマーを分離する

ことは出来なかった（datanotshown）。

そこで、両エナンチオマーを水素化ホウ素ナトリウムによって還元し、β－シクロ

デキストリン系カラム（ChirasiトDEXCB）を用いたGC－MSに供した。すると、両エ

ナンチオマーとも、還元することによって生じた油化0－とeり′仏m一型の2つのジアステ

レオマーのピークが認められた（Fig．1－10a，b）。還元型Rエナンチオマーのピーク

は13．18minと13．30minの2つであったが、還元型Sエナンチオマーのピークは13．20

minと13．48minであり、2つのエナンチオマーを区別することが出来た。そこで精製

した子実体形成誘導因子を同様に処理しGC－MS解析を行ったところ、3つのピークが

検出され、ラセミ体（datanotshown）と同様のパターンを示した（Fig・1－10c）。よっ

て、精製した子実体形成誘導因子は、ラセミ体であることが示された。また、還元

型5エナンチオマーの13．48minのピークは、還元したラセミ体のマスクロマトグラ

ムにおいても他のピークと分離していたため、天然物における両エナンチオマーの

存在比をこのピークの面積をもとに換算したところ、天然物における両エナンチオ

マーの存在比はl：1であった。
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Fig．ト10　還元した合成stigmoloneと子実体形成誘導因子のGC－EIMS
還元した合成stigmoloneのS体（a）、R体（b）、及び精製した子実体
形成誘導因子（c）のm々182のピークのマスクロマトグラム。Chirasiト
DEXCBカラム（0．25◎×25m，Chrompack）を用いたGC－EIMSによって
分析を行った。カラム温度は120℃で2min保持した後4℃／minで180℃ま
で上昇させた。試料の導入はスプリットレスモード、180℃で行った。
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精製過程におけるラセミ化の検討

精製した子実体形成誘導因子はラセミ体であったが、精製の過程において天然物

がラセミ化した可能性が考えられたため、合成stigmoloneを用いてラセミ化の可能性

について検討した。まず、合成品の両エナンチオマーを精製過程と同様に処理し、

絶村配置が変化するかどうかを検討した。クロロホルム抽出、シリカゲルカラムで

の精製を行ったが、構造の変化は見られなかった（datanotshown）。また、60℃の

CPS培地に溶解させ、2日間室温で保温したサンプルにおいても、両エナンチオマー

のラセミ化はみられなかった（datanotshown）。よって、精製過程やアッセイ過程

におけるstigmoloneのラセミ化の可能性は低いと考えられた。

さらに、天然物について、精製過程におけるラセミ化の可能性を排除するため、

酸や塩基を用いない温和な条件での精製を行い、得られた化合物の絶村配置を決定

した。回収された培養液をヘキサンで抽出し、SepPackC18カラム（Waters）に供し

アセトニトル80％で溶出し、Capce）lPakC18カラムを用いたHPLCに供した。この精

製画分を直接還元し、GC－MSによる分析を行ったところ、得られた子実体形成誘導

因子はやはりstigmoloneのラセミ体であった（datanotshown）。以上のことより、培

養液中に生産された5．飢∬凱宜ねc∂の子実体形成誘導因子は、ラセミ体であると結論づ

けた。

1－4　考察

筆者は本研究で、暗黒下での子実体形成誘導活性を指標に、各種クロマトグラフィー

を用いて子実体形成誘導因子の単離・精製を行ない、5．∂U柑血∂C∂の子実体形成誘導

因子を単離した（Tableト1，Fig，1－4）。今回単離したS・auImtiacaの子実体形成誘導因

子は、本研究遂行中に報告されたstigmolone（Hulletal．，1997）と同一分子であった。

Hullらは、本研究とは異なり、子実体形成ではなく集合を促進する物質の単離、精製

を行った。集合を促進する因子は10‾9Mで最大活性を持っており、本研究の子実体形

成誘導因子がト2×10‾9Mで最大活性を持っていたのとほぼ一致する。よって

stigmoloneは、S．aumndacaにおいて集合、及び子実体形成の両方を誘導することが明
らかとなった。

5．∂U∫Ⅵ血∂C∂は、光照射下においては規則正しい集合を形成し、全ての集合体が子

実体へ成熟するのに村し、暗黒下では集合は認められず、子実体形成も起こらない

ため（Quallsetal．，1978a、1978b）、暗黒下で子実体が形成されないのは、規則的な

集合が形成されないためと考えられている。よって、Stigmoloneによる集合の促進と、

本研究における子実体形成誘導因子による子実体形成の誘導は、菌体に生じた同一

の変化の結果を違う時期に観察している可能性が考えられる。しかし、集合体が形

成されることによって自動的に子実体形成が誘導されるのかは不明であり、このこ

とについては、次章でさらに追求する。
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Stigmoloneは5位に不斉中心を有しており、多くの生理活性物質は光学異性が活性

を左右することが知られているため（Mori，1997）、子実体形成誘導因子の絶対配置

と生理活性との関係を検討した。昆虫のフェロモンなどでは、光学異性体と生理活

性との関係は様々である（Mori，1997）。例えば、マメコガネ坤仙∂ノ叩0〃わ∂の性フェ

ロモンjapanilureでは片方のエナンチオマーのみが活性を持ち、もう片方のエナンチオ

マーは阻害的に働く。また、キクイムシ科の昆虫G〃∂班0扇c加55山c∂rU5のフェロモン

sulcatolはラセミ体であり、両方のエナンチオマーが混在していないと活性はない。

S．au∫Ⅵntiacaのstigmoloneは、両方のエナンチオマーが同様の活性を持ち、また、両者

を混合することによる阻害や促進効果はなかった（Fig．1－8）。さらに、培養液中に

生産されたS．auI71ntjacaの子実体形成誘導因子は、Stigmoloneのラセミ体であった

（Fig．1－10）。培養液中でのラセミ体の存在には、細胞内で最初からラセミ体の

stigmoloneが合成される可能性と、どちらか一方のエナンチオマーのみが合成された

後に、ラセマーゼ等によってラセミ化される可能性が考えられる。これらの謎を解

くためには、今後、Stigmoloneの生合成過程や分泌経路、受容機構の解明が必要であ

る。

他の粘液細菌についても、子実体形成を促進する拡散性物質の存在は古くから示

唆されてきた。ルrズ∂〃伽5では、すでに形成された子実体に寒天を重層し、その上に

栄養細胞を接種すると子実体形成が促進されることが観察されている（Lev，1954）。

また、肱山花5Ce月ぶにおいては、子実体由来の抽出物が子実体形成を促進することが

示されている（Jennings，1961）。しかし、これらの活性物質の本体は、その後全く

明らかにされていない。よって、Stigmoloneは粘液細菌で単離・同定された初めての

拡散性の子実体形成誘導因子である。Stigmoloneは、Mxanthusの子実体形成におい

ては効果が見出されていないことから（Plagaeta）．，1998、不藤、私信）、他の粘液細

菌にはstigmolone以外の子実体形成誘導因子が存在することが期待される。序論に述

べたとおり、ル上ズ∂月伽gにおいては分子生物学的手法によって子実体形成に関与する

遺伝子や物質が解析されているが（Hagenetal．，1978）、Stigmoloneのような拡散性の

子実体形成誘導因子は同定されていない。よって、このような因子の単離には、本

研究で用いた有機化学的手法が有効であると考えられる。

現在までに知られている原核生物の拡散性細胞間シグナルとして代表的なものに、

グラム陰性細菌に広くみられ生物発光や病原性誘導などに関与するホモセリンラク

トン類、放線菌の胞子形成や抗生物質産生を誘導する†－プチルラクトン類などがあ

げられる（Fig．1－11）（DunnyandWinans，1999）。しかし、今回単離された

stigmoloneは、これらとは構造的に異なる新しいタイプ瑚耶包間シグナル分子であり、

固有の生合成経路を持つことが期待される。大変興味深いが、Stigmoloneは生産量が

極めて少ないことから、その生合成経路の解析は困難であると予想される。

5呵伽叩e柑rf5eU5の†－プチルラクトン化合物であるA－ファクターは、10‾りMの濃

度で胞子形成、色素生産、及びストレプトマイシンの生産を誘導する（Horinouchi
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Beppu，1992）
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andBeppu，1992）。Stigmoloneは10－9Mで最大活性を持っていることから（Fig・1－8）、

標的分子に対してA－ファクターと同等のアフィニティーを有していると考えられる。

A－ファクターは拡散により細胞内に取り込まれ、レセプターであるArpAと結合する。

A叩Aは∂中Aなどの転写因子の発現を抑制しており、A－ファクターと結合することに

よりこれら遺伝子のプロモーター領域より解離し、複数の遺伝子発現の誘導が引き

起こされる。AdpAなどの転写因子は、ストレプトマイシン合成酵素遺伝子群や、2成

分制御系のレギュレーター遺伝子の発現を誘導し、それによって複数の情報伝達系

路が活性化されると考えられている（Champness，2000）。粘液細菌においても、複

数の情報伝達系路の制御によって子実体形成が誘導されるため、Stigmoloneによって

誘導される5．創∬甜宜ねc∂の子実体形成においても、このような経路と同様のシグナル

受容機構の存在が期待される。
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第二章　子実体形成の生理学的解析

第1節　stigmoloneと環境要因との関係

2－ト1序

S．auIu7tiacaの形態形成には、栄養飢餓、及び光が必須である（Quallse［a）．，1978a，b）。

一方、第1章で明らかにしてきた通り、本菌は暗黒下での子実体形成を誘導する子実

体形成誘導因子stigmoloneを生産している。この子実体形成誘導因子と環境要因との

関係については、これまで、栄養飢餓によって子実体形成誘導因子が生産され、ま

た、光によって本因子への感受性が高められる可能性が指摘されてきたが（Stephens

erれ1982）、その詳細は明らかではない。

第1章において子実体形成誘導因子の構造をstigmobneと同定したことにより、本因

子と環境要因との関係を厳密に解析することが可能となった。ここでは、Stigmolone

の生産・分泌、及びstigmoloneに対する感受性と栄養飢餓、及び光の環境要因との関

係を解析する事によって、S．autmtiacaの子実体形成におけるstigmoloneの役割を明ら

かにすることを目的とした。

2－1－2　材料と方法

細胞の増殖と子実体形成の誘導

5．∂U柑血∂C∂の培養と子実体形成の誘導は第1章の方法に従った。栄養飢餓後に

stigmoloneを添加するには、22×7cmに切断した3MM濾紙2枚に2×10－9Mのstigmolone

を溶解させた5mlの0．5×CPSを添加し、その上に2×108／5い1の密度のぶ．∂U∫Ⅵ血∂C∂の栄

養細胞をスポットした20mlの固体CPS培地を重層した濾紙1枚を重ねた。

子実体形成誘導活性の測定

子実体形成誘導活性の測定には、第1章の方法に従って濾紙法より回収し、調製し

た培養液抽出物を用いた。抽出物の子実体形成誘導活性の検定は、4／5倍に希釈した

被検試料の希釈系列を作製し、第1章の方法に従って行った。

StigmoloneのGC－MSによる定量

Stigmoloneの定量のため、培養液のクロロホルム抽出物をシリカゲル薄層クロマト

グラフィー（HPTLCplatessilicage160，Merck）に供し、クロロホルムー酢酸エチ）t／

（93：7，V／v）で展開した。薄層クロマトグラフィープレートを乾燥後、RfO．3の画分

をかきとりメタノールで抽出した。メタノールをロータリーエバボレータ一により

除去し、試料をアセトニトリルに溶解させ、第一章の方法により直接GC－EIMSによ
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る分析に供した。Stigmolone量は、〃諺182のマスクロマトグラムの面積より計算した。

2－1－3　結果

栄養飢餓条件下における∫．∂UJ召月ぬc∂の形態変化

5．∂UJⅥ〃血c∂の栄養飢餓、及び光照射の効果を検討するため、細胞を栄養飢餓培地

に接種し、光照射下と暗黒下での形態変化を観察した（Fig．2一トl）。5．創∬罰宜ねc∂は、

光照射下において半球形の盛り上がった集合（aggregate）を形成し、すべての集合が

順次子実体（fruitingbody）を形成した。暗黒下では、不規則な細胞塊（ridge）を形

成し、ridgeからは子実体は形成されなかった。よって、光照射によって集合、子実

体形成が誘導され、暗黒下ではhdgeが形成されることが確認された。

第1章で明らかにしたとおり、暗黒下においては、Stigmoloneの添加によって子実体

形成が誘導される。Stigmoloneの添加によって暗黒下で形成された子実体の形態は、

光照射下において形成された子実体の形態と変わらなかった（datanotshown）。ま

た、粘液細菌の子実体の内部の細胞は胞子に分化することが知られているが

（Dworkin，2000）、Stigmoloneの添加によって暗黒下で形成された子実体においては、

光照射と同様に胞子が形成されていた（datanotshown）。

子実体形成に必要な光の密度を測定したところ、3．5いmOlm‾2s‾1の密度において最

も効果的に子実体を形成し、それ以下の場合は形成される子実体形成の数が少なかっ

た。また、6いmOlm‾2s‾1の強光下では子実体形成の阻害が見られた。よって、今後は

白熱灯による3．5いmOlm‾2s‾1の強度の光照射を行うこととした。

Stigmoloneの生産・分泌に対する環境要因の影響

栄養飢餓、及び光照射がstigmoloneの生産・分泌に及ぼす影響を解析した。栄養飢

餓濾紙に細胞を接種後、光照射下と暗黒下で培養を行い、一定時間ごとに回収され

る子実体形成誘導活性を定量した。一定時間後に回収された子実体形成誘導活性と、

同処理においてその2hr前に回収された子実体形成誘導活性との差より、2hrごとに

新たに生産・分泌された子実体形成誘導活性を求めた。なお、栄養固体培地に細胞

を接種した場合では、光照射下、及び暗黒下いずれにおいても子実体形成は認めら

れず、子実体形成誘導活性も回収されなかった。

細胞を飢餓状態にすると、光照射下においては、集合は栄養飢餓後14hrからはじ

まり、栄養飢餓後18hrに最大数に達した。また、子実体の形成は栄養飢餓後18hrか

ら始まり、栄養飢餓後22hrに最大数に達した（Fig．2－ト2a）。光照射‾下において培地

中に分泌された子実体形成誘導活性は、栄養飢餓後8hrから検出され、栄養飢餓後16

－18hrに最大量となった（Fig．2－1－2b）。よって、子実体形成誘導活性の生産・分泌

は、栄養飢餓によって誘導されることが明らかとなった。

光照射下において、栄養飢餓後20hr以降には子実体形成誘導活性の増加が見られ

－4ト
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Fig．2－ト2　集合・子実体形成と子実体形成誘導活性の計時的変化
濾紙上に2×10り5い1の細胞を25スポット接種し、3．5いmOl肝2s－1の強
度の白熱光照射下、及び暗黒下で30℃の培養を行った。a：光照射下で形
成された集合（○）と子実体（△）の数。子実体形成が誘導された彼の
集合の数には子実体の数を含んでいる。バーは標準偏差を示す
（n＝3）。b：栄養飢餓後、光照射下（□）、及び暗黒下（田）において
生産・分泌された子実体形成誘導活性。栄養飢餓後2－24hrに培養液を
回収し、蓄積された子実体形成誘導活性を測定した。測定した子実体形
成誘導活性より、同処理の2hr前に回収された子実体形成誘導活性を差
し引いた値をグラフに示した。バーは3回の独立した実験より求めた標
準偏差を示す。

－43－

一－



なかったため（Fig．2－ト2b）、この時間の細胞が新たな子実体形成誘導活性を生産・

分泌能を保持しているかどうかを検討した。子実体が形成された後（栄養飢餓後22

h，）に一度培養液を除去し、さらに2hrの培養を行ったところ、子実体からは、新た

な子実体形成誘導活性は回収されなかった（datanotshown）。よって、子実体が形

成されることによって子実体形成誘導活性の生産・分泌が止まることが示唆された。

暗黒下の培養においては、ridgeが形成され、子実体は認められなかったが（Fig・

2．1－1）、子実体形成誘導活性は、栄養飢餓後8hrより検出され、18hrにおいても光照

射下の1／8程度であった（Fig．2－ト2b）。よって、暗黒下においても、栄養飢餓によっ

て子実体形成誘導活性の生産・分泌が誘導されるものの、その活性量は光照射下よ

りかなり低いことが示された。また、暗黒下においても、栄養飢餓後22hr以降は新

たな子実体形成誘導活性は検出されなかった。

上記実験で測定している子実体形成誘導活性が本当にstigmoloneに起因し、両者の

活性の差異がstigmoloneの生産量の違いを反映しているのかを検証するため、栄養飢

餓培地より回収した培養液のクロロホルム画分をTLCに供した活性画分をGC－MSに

ょり解析した（Fig．2－1－3）○光照射下、暗黒下どちらの培養からも、Stigmoloneが検

出された。また、マスクロマトグラムの面積より計算されたstigmolone量は、子実体

形成誘導活性より計算されたstigmolone量とほぼ一致していた（Table2－1－1）。よって、

子実体形成誘導因子がstigmoloneの量を反映していると判断した。以上の結果より、

stigmoloneの生産は栄養飢餓によって誘導され、暗黒下においても生産・分泌されて

いるが、光照射下ではさらに促進されることが明らかとなった。

子実体形成誘導とstigmoloneの生産・分泌に対する光の影響

5．∂Um血∂C∂の子実体形成は、栄養飢餓後24hrの連続した光照射により誘導された

が（Fig．2－ト1）、連続した光照射が必要なのかどうかについて検討した。栄養飢餓

後0＿12hrの間のみ光照射を行ったものでは子実体は形成されなかった（datanot

sh。Wn）。しかし、栄養飢餓後12－24hrに光照射を行ったものでは、24hrの連続照射

と同様に子実体形成が誘導された（datanotshown）。

さらに狭い時間帯を検討するため、栄養飢餓後10－24hrの間に2hrずつの光照射を

行い、子実体を計数した（Fig．2－1－4a）。栄養飢餓後10－12hrに光照射を行った場合

は子実体は形成されず、栄養飢餓後12－22hrの間で2hrの光照射を行ったものでは子

実体が形成された。特に、栄養飢餓後14－16hrに光照射を行った場合に最大数の子実

体が形成された。なお、栄養飢餓後22－24hrに光照射を行ったものでは、子実体は形

成されなかった。よって、子実体形成を誘導する光照射の時間帯は、Stigmoloneの生

産・分泌が盛んな時間帯（栄養飢餓後12－20hr、Fig．2－ト2）とほぼ一致することが

明らかとなった。

上記の光照射による子実体形成と、Stigmoloneの生産・分泌との関係を検討するた

め、2hrの光照射によって生産・分泌されるstigmoloneの定量を、子実体形成誘導活性

を測定することにより行った（Fig．2－1－4b）。栄養飢餓後10－12hrに光照射を行った

ものから回収された子実体形成誘導活性は、暗黒下レベルであった。よって、了一笑
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Table2＿1－1光照射下、及び暗黒下での子実体形成誘導活性、

及びGC－MSより求めたstigmolone量

FruitingActivlty Stigmolone（ng／109cells）

Condition　　（TU／109ce11s）　calculateda Measuredb

LightC　　　　　　35

Dark　　　　　　　　5

1．8

0．3

1．3

0．2

a Amountofstigmolonewascalculatedfromthefruitingactivlty・

OneTUoffruitingactivltyWaSeStimatedas50pg・

b AmountofstigmolonewascalculatedfromtheareaofMS－

chromatograminFig・2－1－3・SyntheticstlgmOlonewasusedasthe

standard．

ccellswereculturedin3・5LlmOlm－2s－10fincandescentlight・
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Fig．2－ト4　子実体形成に必要な光照射の時期
2×108／5い1の細胞を固体CPS培地に接種し、暗黒下、30℃で培養し
た。栄養飢餓後10－24hrに、各試料に2hrずつの3．5いmO）m－2s－1の強度の
白熱光照射を行なった。栄養飢餓後36hrに、子実体の計数（a）と、子
実体形成誘導活性の測定（b）を行った。同時に、連続光照射、及び連
続暗黒下で36hrの培養を行った。バーは標準偏差を示す（n＝3）。（b）は
－一】一回の実験の結果。

－47－



体形成を誘導しない時間帯の光照射では、Stigmoloneの生産・分泌も誘導されないこ

とが明らかとなった。栄養飢餓後12－24hrに光照射を行ったものでは、暗黒下レベル

以上の子実体形成誘導活性が回収された。また、栄養飢餓後14－16hrに光照射を行っ

たものより、最大の子実体形成誘導活性が回収された。よって、StigmoIoneの生産・

分泌を促進する光照射の時間帯は、子実体形成を誘導する光照射の時間帯とほぼ一

致することが明らかとなった。このことより、子実体形成に光照射が必要であるの

は、Stigmoloneの生産・分泌を促進するためであることが示唆された。

子実体形成、及びstigmoloneの生産・分泌は、栄養飢餓後16－18hrより減少した

（Fig．2－1－4a，b）○よって、Stigmoloneの生産・分泌、及びstigmoloneへの感受性には、

栄養飢餓後14－16hrに頂点があることが明らかとなった。

連続照射下でstigmoloneの生産・分泌が認められない20－24hrの間の照射（Fig・

2－1－2b）でもstigmoloneの生産が誘導された（Fig・2－l－4b）。これは、、Fig・2－1－4では

一度の実験よりstigmoloneの測定を行っているため、実験精度の違いによるものと考

えられた。また、22－24hrの照射ではstigmoloneの生産が誘導されているのにも関わ

らず（Fig．2－1－4b）、子実体形成が誘導されなかった（Fig・2－1－4a）。このことより、

stigmoloneの生産・分泌能が保持される時期とstigmoloneへの感受能が保持される時期

が異なる可能性が示唆された。

Stigmoloneに村する感受性の獲得

stigmoloneへの感受性が何によって獲得されるかを明らかにするため、Stigmoloneに

対する感受性に環境要因が及ぼす影響を検討した。なお、本論文では、Stigmoloneに

ょって誘導・促進される現象すべてを包括してstigmoloneへの感受性と定義する。ま

ず、栄養増殖細胞にstigmoloneを添加したところ、子実体形成は認められなかった

（datan。tSh。Wn）。このことより、Stigmoloneの感受性が栄養飢餓条件下で獲得され

ることが示唆された。

次に、栄養飢餓後0、4、8hrにstigmoloneを添加し、光照射下における子実体形成を

観察した（Fig．2－1－5）○栄養飢餓後Ohrにstigmoloneを添加した培養ではstigmoloneを

添加してから子実体が現れるまでの所要時間は10hrであったのに対し、栄養飢餓後4

hrにstigmoloneを添加した培養では所要時間は8hr、栄養飢餓後8hrにstigmoloneを漆加

した培養では所要時間は4hrであった○栄養飢餓後にstigmoloneを涼加すると子実体形

成までの時間が短くなることから、栄養飢餓によってstigmo）oneの感受性が獲得され

ることが示唆された。また、Stigmoloneの涼加から子実体形成が開始するまでの最短

の所要時間は、およそ4hrであることが示された。

栄養飢餓後Ohrにstigmoloneを涼加した場合においても、栄養飢餓後8hr以前には子

実体形成は観察されなかった。Stigmoloneへの感受性が獲得される時間の特定には精

度の問題もあり更なる実験が必要であるが、栄養飢餓後10hrに初めて子実体が観察

されることと、子実体形成開始までの所要時間が4hrであることより、Stigmoloneへの

感受性の獲得は栄養飢餓後6hr－10hrに行われると推定された。
－48－

【

l

l

【

【

l

l

l



a

∽

．聖
て）
○

皿

く⊃）

⊂
・●・－J

＝〉
L

u＿

1H■－

○
ゝ＿

q）
J⊃

∈
＝〉

Z

∽

．聖
て）
○
【凸

ぎ
■・・－■

＝〉
」

L」

ち
」

q）

．工】

∈
＝〉

Z

●

●　　　＞

I

J

J

夢四　　□
［コ

I

l

I

I

I

I

一

I

l

′

．Ⅰ

200

100

0四

200

100

J′

士′
■

l

†

蔚　川

口

［コ l

l

J

l

J

ヱ′

′

b

0四

0

●

●

∩

沼□
n

［コ

□

4　　　8　　12　　16　　　20　　　24

TimeafterStarvation（hr）

Fig．2－1－5Stigmoloneに対する感受性の獲得
2×10－9Mのstigmoloneを培地に涼加し、2×108／5い1の細胞を接種し

て、3．5いmOlm－2s－1の強度の白熱光照射下（a）、及び暗黒下（b）にお
いて30℃、24hrの培養を行ったときに形成される子実体を4hrおきに言†

致した。Stigmoloneは栄養飢餓後、Ohr（○）、4hr（△）、8hr（□）
後に漆加した。Stigmoloneを漆加せず光照射下で培養を行ったものは破
線で示した。バーは標準偏差を示す（n＝8）。
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光照射がstigmoloneへの感受性の獲得に与える影響を明らかにするため、光照射下

と暗黒下において、Stigmoloneへの感受性を獲得する時間帯を検討した（Fig．2－ト5）。

光照射下と暗黒下では、2×10T9Mのstigmoloneを添加した場合では、子実体が形成さ

れるまでの時間に大きな違いは見られなかった。よって、Stigmoloneへの感受性の獲

得と光照射との関連は見いだされなかった。

2－1－4　考察

∫．∂UJ召月血caは、栄養飢餓、光照射により子実体形成を誘導した（Fig．2－トl）。子

実体形成の誘導に必要な光照射の時間帯は栄養飢餓後12－22hrであり（Fig．2－1－4a）、

また、Stigmoloneの生産・分泌に必要な時間帯は栄養飢餓後12－24hrであった（Fig．

2－1－4a）。よって、S．autantiacaは、光照射によってstigmoloneの生産・分泌を促進さ

せることにより、集合、子実体形成を誘導することが示唆された。光照射下におい

て、このとき起こっている変化をFig．2－1－6に示した。5．飢∬甜宜ねc∂は、光照射によっ

て、栄養飢餓後14hrより集合を誘導し、栄養飢餓後18hrより子実体形成を誘導した

（Fig．2－ト2a）。Stigmoloneの生産・分泌は栄養飢餓により誘導され、光によって栄

養飢餓後8－20hrにさらに促進された（Fig．2－1－2b、Table2－1－1）。よって、S．

aurantjacaは、栄養飢餓条件下、光照射によってstigmoloneの生産・分泌を促進させる

ことが明らかとなった。Stigmo）oneへの感受性は、栄養飢餓が引き金となり、栄養飢

餓後10hrまでに獲得された（Fig．2－1－5）。Stigmoloneの生産・分泌が盛んになる時間

帯と集合・子実体形成が誘導される時間帯がほぼ一致したことは、Stigmoloneによっ

て集合・子実体形成が誘導されることが示唆されていることに矛盾しなかった。

暗黒下においてもstigmoloneの生産は誘導されていたが（Fig．2－1－2b、Table2－1－1）、

光照射下の約1n量であった。暗黒下において生産、分泌されるstigmolone量は、2×

108細胞あたり約40pgと計算され、これは、2mlの固体培地に2×108を接種した場合

に1つ以上の子実体形成を誘導する活性である50pg（第1章）よりも少なかった。よっ

て、暗黒下において子実体形成が誘導されないのは、子実体形成の誘導に必要な量

のstigmoloneの生産が誘導されないためであることが示唆された。

5．∂UJ召〃ぬc∂の子実体形成には、栄養飢餓が必要条件であるとされていたが、本研

究により栄養飢餓は、Stigmolone生産・分泌、及びstigmoloneへの感受性の獲得両方に

必須であることが明らかとなった。また、光照射がstigmoloneの生産・分泌量を子実

体形成誘導に必要な閥値までさらに促進することが示された。よって5．∂UJ訓血c∂は、

栄養飢餓と光という環境情報をstigmoloneという物質に変換し、それを受容すること

により形態形成を制御している可能性が強く示唆された。この様に、Stigmoloneは子

実体形成誘導における鍵物質であり、Stigmolone生産の誘導機構、及びstigmoloneによ

り誘導される現象を解析することにより、5．∂UJ召Jl血c∂の形態形成機構が明らかにな

るものと期待される。
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第2節　子実体形成と活性酸素種の関係

2－2－1序

粘液細菌肱ズ∂月伽5では、光によってカロテノイド合成が誘導されるが、その際の

光レセプターはプロトポルフィリンIXであることが示唆されている（Burchardand

Dw。rkin，1966）。また、M．xanthusのカロテノイド合成の誘導には、プロトポルフィ

リンⅠⅩより発生すると考えられる活性酸素種が関与することが示唆されている

（HodgsonandMurillo，1993）。

前節で明らかにしたように、5．蝕指頭∂C∂では、光によってstigmoloneの生産・分泌

が更に促進され、それによって子実体形成が誘導されるが、その際の光レセプター、

及び光受容機構は明らかにはなっていない。ここでは、子実体形成、及びstigmolone

生産・分泌における活性酸素種の関与を解析することにより、5．∂U∫訓血c∂の子実体

形成における光受容機構の解明を試みた。

2－2－2　材料と方法

子実体形成の誘導

各化合物は、次のようにして固体CPS培地に涼加した。マニトール（Wako）は100

い1のH20に溶解し、DABCO（1，4－diazobicyclo－［2，2，2］－OCtane、東京化成）、及びn－PrOPyl

gallate（NakalaiTesque）はメタノール溶液を100い1のH20で希釈したo H202を添加する

場合は、過酸化水素水（Wako）を100い1のH20で希釈した。100い1の各溶液を2mlの固

体CPS培地に重層しクリーンベンチで表面を乾燥させた。

子実体形成誘導活性の測定

子実体形成誘導活性の回収は、第l章の方法に従って行った。各化合物を栄養飢鮪

濾紙に添加する場合は、60℃の固体CPS培地にn－PrOPylgallateのメタノール溶液、も

しくは過酸化水素水を直接添加した。

2－2－3　結果

活性酸素消去剤の子実体形成への影響

∫．∂U∫召血∂C。の子実体形成における活性酸素種の影響の検討のため、活性酸素の消

去剤の子実体形成への影響を検討した。6×10‾5－10‾3Mのマニトール、2・5×104－10‾〕

MのDABCOを栄養飢餓培地に添加し光照射下で培養を行ったが、子実体形成の阻害

は認められなかった。n－PrOPylgallateを栄養飢餓培地に涼加し光照射下で培養すると、

10，5M以上の濃度で子実体形成が阻害された（Fig．2－2－1）。よって、光の㈲紬こより
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CPS培地に、3．5ymolm．2s．1の強度の白熱光照射下、30℃、24hrの
培養を行った後、形成された子実体を計数した。また、同濃度範囲の

n－prOpylganateに加え、2×10▼9Mのsti訂IlOlone（△）を同時に添加
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×10－5Mの什－prOpylganateを添加したときの24hr後の細胞。写真の

バーは200〃mを示す。
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活性酸素種が発生し、それが子実体形成を誘導している可能性が示された○叩rOPyl

ga11ateと同時に2×10，9Mのstigmoloneを添加し、光照射下で培養を行うと、子実体形成

が回復した（Fig．2－2－1）。よって、n－PrOPylgallateによる子実体形成の阻害は、細胞

毒性によるものではなく、光照射下におけるstigmoloneの生産・分泌である可能性が

示された。

活性酸素の子実体形成への影響

子実体形成における活性酸素種の影響の検討のため、活性酸素の発生剤の子実体

形成への影響を検討した。H202を栄養飢餓培地に添加すると、暗黒下での培養におい

て、2．5×10－5－10→Mの濃度において濃度依存的に子実体形成が誘導された（Fig・2－2－2）。

10AMの＝202によって誘導された子実体の数は、2×10－9Mのstigmoloneによって誘導さ

れる子実体の数と変わらなかった。よって、子実体形成の誘導に関して、過酸化水

素は光照射と同様の効果を示すこと明らかとなった。

n－PrOPylgallateとH202の効果が同一の経路に対する阻害と促進効果によるものかを

検討するため、これら化合物を栄養飢餓培地に同時に添加し、暗黒下で培養を行っ

た（Fig．2－2－3）。n－PrOPylgallateの添加により、2・5－5×10－5MのH202による子実体形

成の誘導は阻害された。よって、これら2つの化合物は、共通の子実体形成経路に関

与することが示唆された。

活性酸素のstigmolone生産への影響

活性酸素種が光照射と同様に子実体形成を誘導することは示されたが、これが光

と同様にstigmoloneの生産を介して行われるかを明らかにするため、これら化合物を

添加したときのstigmoloneの生産・分泌量を子実体形成誘導活性を指標に測定した

（Fig．2－2－4）0104MのH202を濾紙に添加し暗黒下で培養を行ったものでは、光照射

下で培養したものと同レベルの量の子実体形成誘導活性が検出された。逆に、10‾5M

のn－PrOPylgallateを添加し光照射下で培養を行ったものでは、検出された子実体形成

誘導活性は減少していた。以上の結果より、活性酸素種がstigmoloneの生産・分泌を

介して子実体形成を誘導していることが示唆された。

2－2－4　考察

以上のことより、活性酸素種は光照射と同様の効果を示し、Stigmoloneの生産・分

泌を誘導することによって子実体形成を誘導することが示唆された。n－PrOPylga11ate

はヒドロキシラジカルを消去することが知られており、H202はFe2＋と反応しヒドロキ

シラジカルを生じることから、Stigmoloneの生産・分泌を誘導するのはヒドロキシラ

ジカルである可能性が考えられた。

これらのことより、S．auIⅥ∫1tiacaにおいて、活性酸素種が光受容からstigmoloneの生
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飢餓培地に1，25×10‾5－10▲4MのH202を添加し、2×108／5〝1の

細胞を接種し、暗黒下、卸℃、24hrの培養を行った。バーは標準偏

差を示す（n＝3）。写真は、暗黒下、及び暗黒下において10‾4Mの

H202を添加し培養したときの細臥写真のバーは200〃mを示す0
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産・分泌に至るまでの間の情報伝達系に関与していることが示唆された。ルー．ズ∂J】伽ぶ

のカロテノイド合成系における光のレセプターはプロトポルフィリンⅠⅩであること

が示唆されており（BurchardandDworkin，1966）、プロトポルフィリンIXは光によっ

て一重項酸素を発生させることが知られている（Maliketa］．，1990）。M．xan（husa）カ

ロテノイド合成においては、一重項酸素によってカロテノイド合成酵素遺伝子の制

御遺伝子であるc∂′ゼ尺5オペロンの発現が誘導されることが示唆されている

（McGowanetal．，1993）。一重項酸素は生体内でスーパーオキシドやヒドロキシラジ

カルを生じるため、5．∂UJⅥ血∂C∂の子実体形成を誘導する活性酸素種は、ポルフィリ

ンより発生した一重項酸素に由来する可能性が挙げられる。よって、光照射による

stigmoloneの生産・分泌の促進においても、活性酸素種によってstigmolone合成系遺伝

子の発現誘導制御が行われる可能性が考えられた。
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第3節　子実体形成の誘導機構の解析

2－3－1序

Stigmoloneは、S．auImdacaの栄養飢餓培養に添加することにより、暗黒下で集合

（Plagaerれ1998）、及び子実体形成を誘導する（第1章）。暗黒下の培養では、集

合の形成が起こらないために子実体形成が誘導されないと考えられているが、

stigmoloneによって集合体の形成が誘導されることによって自動的に子実体が形成さ

れるのかは解析されていない。

一方、原核生物における代表的な細胞間シグナルであるグラム陰性菌のホモセリ

ンラクトン類、及び放線菌のγ－プチロラクトン化合物などは、拡散によって細胞内

に取り込まれ、生産された濃度によりquorum（会議の成立に必要な定足数の意）を

感知する細胞密度因子であることが知られている（DunnyandWinans，1999）。S．

創∬甜宜ねc∂においては、栄養飢餓、光照射下の培養によって形成された子実体より拡散

性の細胞密度因子が分泌されていることが示唆されているが（Quallsetal．，1978b）、

この因子がstigmoloneであるかどうかは解析されていない。

Stigmoloneに加えて、暗黒下においてS．aunlntiacaの子実体形成を誘導するいくつか

の化合物が知られている。ル久ズ∂用力ugではアデニン化合物が低密度培養において子実

体形成を誘導することより（ShimketsandDworkin，1981）プリン化合物のS．auI7mtjaca

での集合・子実体形成への効果が検討され、GMP、CGMP、GDP、GTPが光照射下に

おいて集合までの時間の短縮を引き起こし、また、GMPが、暗黒下において集合と

子実体形成を誘導することが明らかとなった（StephensandWhite，1980）。光照射下

における集合までの時間の短縮と、暗黒下における集合と子実体形成の誘導は

stigmoloneと同じ作用であり、この2つの化合物は同じ経路を活性化すると考えられて

いる。また、子実体形成誘導活性を有する化合物のスクリーニングより、カビ

坤ulapo柑SP．由来のisoeugenitineが同定された（Fudoetal・，1997、Fig・2－3－1）。

Isoeugenitineは、暗黒下において子実体形成を誘導するが、この化合物とstigmoloneと

の関係は不明である。

粘液細菌の子実体の内部には胞子の形成が見られることから、子実体形成と胞子

形成は関連していると考えられている（Dworkin，2000）。Yしかし、S．autmtjacaにお

いては、子実体形成を経ずにインドール、グリセロール、2－フユニルエタノール、r

ブタノール等を液体栄養培地に漆加することで胞子形成が誘導される（Gerthe［a］．，

1992）。また、栄養飢餓条件下において、子実体形成の認められない暗黒下におい

ても胞子形成が誘導されると言われているが（WhiteandSchairer，2000）、その詳細

は明らかではない。

StigmoloneはS．auImtiacaの子実体形成における鍵物質であるが、その子実体形成誘

導機構については明白ではない。ここでは、5．∂UJⅥ血∂C∂の子実体形成における

stigmoloneの役割、及び他の子実体形成誘導因子とstigmoloneとの関係を明らかにする

ことにより、Stigmoloneによる子実体形成誘導機構を解析した。
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2－3－2　材料と方法

子実体形成の誘導

各化合物をCPS培地に涼加する場合は、GMP（NakalaiTesque）は100い1のH，0に溶

解させ、isoeugenitineはメタノール溶液をH，0で希釈し、2mlの固体CPS培地に重層し

クリーンベンチで表面を乾燥させた。Isoeugenitineは、味の素中央研究所の不藤亮介

博士より御供与いただいた。

栄養飢餓後に培養液の交換を行う場合は、濾紙培地上に細胞を接種し、液体CPS培

地を移動相とする下降式ペーパークロマトグラフィーに供した。

胞子の計数

胞子の計数には、MuellerとDworkin（MullerandDworkin，1991）の方法を用いた。

固体培地に接種した細胞を白金耳で回収し、H20に懸濁した。懸濁液を51℃、2hr熱

処理し、80W，30secの超音波処理（Astrason細胞破砕装置，Misonic）を2回行った。

生き残った胞子を固体peptone培地（1％casitone，8mMMgC12，PH7・4，1・5％agar）に接

種し、30℃、7日間の培養を行い、形成されたコロニーを計数した。

子実体形成誘導活性の測定

子実体形成誘導活性の測定は、第1章の方法に従って行った。Isoeugenitineを添加し

た培養から子実体形成誘導活性を回収する場合は、培養液のクロロホルム抽出物を

シリカゲル薄層クロマトグラフィー（HPTLCplatessilicage160）に供し、クロロホ）L／

ム酢酸エチル（93：7，V／v）で展開した。薄層クロマトグラフィープレートを乾燥後、

RfO．3の画分をかきとりメタノールで抽出して、子実体形成誘導活性を測定した。

2－3－3　結果

Stigmoloneの細胞密度への効果

子実体形成には高い細胞密度が必要であるが、このことが何に起因するかを解明

するため、子実体形成における細胞密度の影響と、細胞密度に対するstigmoloneの影

響を検討した（Fig．2－3－1）。5．∂Um〃ぬc∂は5×107－2×108／5い1の細胞密度において、

栄養飢餓、光照射下で培養したときのみ子実体形成を行ない、2．5×107／5い1の低い細

胞密度では子実体形成は認められなかった。同様の培養に2×10．9Mのstign10loneを添

加したところ、2．5×107／5い1の低密度の培養において子実体形成が誘導され、また、

5×107－1×108／5い1の細胞密度においては、形成された子実体の数の増加を引き起こ

した。よって、低細胞密度培養では、最大数の子実体形成を誘導するのに必要な量

のstigmoloneが生産・分泌されていないことが示唆された。

生産・分泌されるstigmoloneの量と細胞密度との関係を検討するため、異なった紬
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Fig．2－3－2　子実体形成における細胞密度、及びstigmoloneの影響
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いmOlm－2S－1の強度の白熱光照射下（○）において30℃、24hr培養し
た。また、2×10－9Mのstigmoloneを添加し、光照射下（△で同様の培
養を行った。バーは標準偏差を示す（n＝6）。
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胞密度より回収される子実体形成誘導活性を測定した。2×lが／5い1の細胞密度より回

収された子実体形成誘導活性と、2×107／5い1の細胞密度より回収された子実体形成誘

導活性は、細胞数あたりの活性では大きな差はみられなかった（datanotshown）。

よって、各細胞より生産・分泌されるstigmoloneの量は一定であり、細胞密度には依

存していないことが明らかとなった。このことより、子実体形成に高い細胞密度が

必要なのは、生産・分泌されるstigmoloneの量が細胞数に依存するためであることが

示唆された。

Stigmoloneの集合後への効果

Stigmoloneは集合を促進するが、集合が形成された後の必要性は解析されていない。

そこで、濾紙上に細胞を接種し、光照射下で培養して集合を形成させ、集合体は形

成されているが子実体形成はまだ行われていない栄養飢餓後16hrに、液体CPS培地を

移動相とする下降式ペーパークロマトグラフィーによってstigmoloneを含む培養液を

交換し、栄養飢餓後24hrに子実体の計数を行った（Fig．2－3－2a）。培養液交換後に光

照射下で培養した場合、栄養飢餓後24hrには子実体形成が認められたが（A）、培養

液交換後に暗黒下で培養した場合は子実体は形成されなかった（B）。よって、集合

が形成された後も、子実体形成の誘導には、光照射により誘導される培養液中の子

実体形成誘導因子が必要であることが示された。また、栄養飢餓後16hrまで光照射

下で培養を行い、培養液は交換せずに栄養飢餓後16hrからは暗黒下で培養を行った

場合には、子実体形成が認められた（C）。よって、栄養飢餓後16hrに培養液の交換

を行い、その後暗黒下で培養すると子実体形成が認められないのは、培養液の交換

による影響であることが示された。一方、栄養飢餓後16hrに培養液を交換した後

stigmoloneを添加して暗黒下で培養を行うと、子実体の形成が認められた（D）。よっ

て、集合が形成された後においても、子実体形成の誘導にはstigmoloneが必要である

ことが示唆された。

集合体が形成された後に培養液を交換し、その後暗黒下で培養した場合には、一

度形成された集合体が消失することが観察された（Fig．2－3－2b）。よって、集合体を

形成した後にも、その保持にはstigmoloneが必要であることが示唆された。

胞子形成の条件

子実体形成と胞子形成の関係を明らかにするため、胞子形成の誘導機構を解析し

た（Table2－3－1）。栄養増殖下では、光照射下と暗黒下どちらの場合でも胞子形成は

認められなかった。よって、胞子形成は子実体形成と同様に、栄養飢故によって誘

導されることが示された。栄養飢餓条件下では、子実体の認められない暗黒下での

培養においても、光照射下の12％の胞子形成が見られた。よって、子実体形成を経由

せずに一部の細胞が胞子を形成することが明らかとなった。

また、栄養飢餓濾紙上に細胞を接種し、培養液の交換を行いながら培養を行った

ところ、光照射、暗黒下どちらの場合においても、胞子形成は誘導されなかった。

－63－

j

弓

∃

…■

：＝

【

・書

【



0
l

A

B

C

D

E

F

TimeafterStarvation（hr）
16 24

Exchangeof

CPS Medium

light

light

tight

light

light

∽

q〉

こ5

0
【工】

く⊃）

⊂
－●・・・・■

＝〉
」

u＿

ち
】」＿

（D
．工）

∈
＝i

Z

200

100

0

light

dark

da隼stigmolone

light

A B C D E F

＋

＋

Fig．2－3－3a　集合形成後におけるstigmoloneの効果
2×108／5い1の細胞を濾紙培地上に接種し、30℃、24hrの培養を行い、
子実体を計数した。バーは標準偏差を示す（n＝3）。集合形成後におけ
るstigmoloneの効果の検討のため、3．5いmOlm－2s－1の強度の白熱光照射下
で培養後、栄養飢餓後16hrに下降式クロマトグラフィーによって、培地
の交換を行った（A－C）。培地の交換後、光照射下（A）、暗黒下
（B）、もしくは2×10－9Mのstigmoloneを涼加し暗黒下（C）において培
養を行った。D－Eは培地の交換を行わずに、栄養飢餓後0－16hrまで集合

形成後におけるstigmoloneの効果光照射下で培養後、栄養飢餓後16－24
hrは暗黒下（D）、集合形成後におけるstigmoloneの効果24hr光照射下
（E）、及び24hr暗黒下（F）で培養を行った。
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2×108／5JJlの細胞を濾紙培地上に接種し、30℃、24hrの培養を

行った。3．5pmolmJ2s‾1の強度の白熱光照射下で栄養飢餓後16hrに

培養液を交換し、暗黒下で培養した（a、F短．2－3－3aのBにあたる）。

培養液の交換を行わず、24hrの3．5vmolm．2s▼1の強度の白熱光照射

下（b、Fig．2－3－3aのE）、または暗黒下（c、Fig．2－3－3aのF）で同

様に培養を行った。バーは500Jlmを示す。
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Table2－3－1∫．〟〟r〟〃r～αC（7の胞子形成条件

Sporu1ation（％）a

Conditions LightC Dark

VegetativeGrowth

24hrAfterSarvation

StarVation

＋MediumExchangeb

＜0．1　　　　＜0．1

100　　　　　12

＜0．1　　　　＜0．1

a Heatstable，SOnicationresistantsporeswerecountedin

eachconditions．Numberofsporesof24hrafterstarvation

inthelightwassetaslOO％．

b Culturemediawereexchangedbydescending

ChromatographyuslngCPSmediumaseluate・Descending

Chromatographywasperformedevery2hrn－Om12－22hr
afterstarvation．

C Cellswereculturedin3・5いmOlm－2s－10fincandescent

light．
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GMP、isoeugenitineによる子実体形成の誘導

S．auI71ntiacaにおける、GMPによる子実体形成の誘導機構とstigmoloneとの関連性を

解析した。6×10，5－2×10－3MのGMPを添加し、栄養飢餓条件下で培養することによ

り、暗黒下においても子実体形成が誘導された（Fig．2－3－4）。このとき形成された

子実体の数は、光照射下で誘導される子実体の数の半数以【‾Fであった。この子実体

形成の誘導がstigmoloneの生産・分泌の誘導を介して行われているのかを調べるため

に、GMPの添加時に生産・分泌される子実体形成誘導活性を測定した。10‾3MのGMP

の涼加により、光照射下の約1／2の子実体形成誘導活性が回収された（Table2－3－3）。

よって、GMPは、Stigmoloneの生産・分泌を不完全ながら促進し、それによって子実

体形成が誘導されることが示された。

暗黒下で0．5－1日ghnlのisoeugenitineを添加することにより、光照射下の70％程度の

数の子実体形成が誘導されることが報告されているが（Fudoerれ1997）、0．5－1

ughllのisoeugenitineの添加によって文献通り暗黒下で子実体形成が誘導された。この

子実体形成の誘導がstigmoloneの生産・分泌の誘導を介して行われているのかを調べ

るために、isoeugenitineの漆加時に生産・分泌される子実体形成誘導活性を測定した。

1いg巾11のisoeugenitineを添加し暗黒下で培養した場合は、添加しなかった場合と同程

度の量のstigmoloneしか生産・分泌されていなかった（Table2－3－3）。よって

isoeugenitineは、Stigmoloneの生産・分泌誘導を介さずに子実体形成を誘導することが

示された。このことより、isoeugenitineは、子実体形成の情報伝達経路において、

stigmoloneの作用点よりも下流を誘導するか、Stigmoloneとは独立の子実体形成誘導経

路を持つことが考えられた。

2－3－4　考察

S．aumntjacaの栄養飢餓培養にstigmoloneを添加すると、本来集合の見られない暗黒

下の培養においても集合が促進されることから（Plagaetal．，1998）、Stigmoloneによ

る子実体形成の誘導は、集合の促進によるものと考えられている。確かに、

stigmoloneの生産・分泌は、集合体の形成が起きる以前に始まるが、最大量に達する

のは集合が形成される時間帯と同じか少し後であることより（第2章第l節）、集合

が形成された後もstigmoloneが必要であると考えられる。本研究により、培養液の交

換によって一度形成された集合が消失し（Fig．2－3－2）、Stigmoloneの漆加によって子

実体形成が回復することが示された。よって、Stigmoloneは、集合の形成後も集合の

保持に必要であることが示唆された。粘液細菌の子実体形成において、集合は走化

性によって促進され、誘因物質が集合の保持を行う理論が示されている（Stevens，

1995）。Stigmoloneは、集合の促進と保持に必要であったことから、走化性に関与す

る可能性が示された。しかし、S．aumntiacaにおいて、集合がstigmoloneの存在下で保

持されることは示したが、Stigmoloneが誘因物質となり集合の保持を行うかどうかは
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Table2－3－2GMP及びisoeugenitineの添加時
に生産・分泌される子実体形成誘導活性

FruitingActivlty

Treatment　　　　　（TU／109cells）

Lighta

Dark

Dark＋10－3MGMP

Dark

＋1Llg／mlIsoeugenitine

36

7

16

7

a cellswereculturedin3・5いmOlm－2s－10f

incandescentlight．

－69一

山



明らかではない。Stigmoloneによってどのように集合や子実体形成が誘導されるかを

理解するには、さらに、Stigmoloneのレセプターや、Stigmoloneによって変化する生理

現象の特定、及び誘導される遺伝子の同定が必要であると考えられる。

また、Stigmoloneによる集合の促進、保持の後に、集合体が子実体へ形態分化する

機構は明らかではない。粘液細菌と同様に、単細胞が集合し多細胞の子実体を形成

する細胞性粘菌β．ds。Oi血mは、CAMPによって集合が誘導、促進されるが、集合体

からの形態形成の誘導には形態形成因子DIF－1が必要である（AubryandFirtel，1999）。

5．∂U∫Ⅵ血∂C∂においても、形態形成にはこのような別の因子が必須かもしれない。

低細胞密度の培養では光照射下においても子実体は形成されないが、Stigmoloneの

添加によって子実体形成が誘導された（Fig．2－3－1）。また、Stigmoloneの生産量は細

胞数に依存することが示された。Stigmoloneは細胞密度非依存的に生産・分泌される

が、細胞はその濃度依存的に反応することから、結果的にstigmoloneによって誘導さ

れる子実体形成は細胞密度に依存すると言える。このような濃度依存的に現象を誘

導する細胞間シグナルとして、グラム陰性細菌において広く認められる

quorum－SenSingを行うホモセリンラクトン類がよく知られている（Nealson，1999）。

Quorumとは会議の成立に必要な定足数の意であり、液体培養液中に蓄積したホモセ

リンラクトン類の濃度が開催以上に達すると、細胞が集団として生物発光、痛原性

などの生命現象を引き起こす。ホモセリンラクトン類の生産は細胞数に依存し、培

養液中の濃度は細胞密度に依存するため、結果として細胞密度を測定するシグナル

として働く。S．a。17］ntIacaの子実体形成は集団としての現象であり、また、Stigmolone

は細胞数依存的に生産・分泌され、濃度依存的に感知されるため、Stigmoloneは

quorum－SenSingを行うタイプの細胞間シグナルであると言える。

胞子形成は栄養飢餓によって誘導されたが、栄養飢餓条件下において培養液を交

換し培養液中に蓄積した物質を除去すると胞子形成は誘導されなかった。このこと

より、培養液中に何らかの胞子形成誘導因子が存在する可能性が考えられた。しか

し、この因子がstigmoloneであるかどうかは明らかではない。

GMPは光やstigmoloneと同様の作用を示すことが報告されていたが（Stephensand

White，1980）、Stigmoloneの生産・誘導の促進を介して子実体形成を誘導することが

明らかとなった（Table2－3－2）。しかし、GMPの漆加によって誘導されたstigmolone

の量と形成された子実体の数は、光照射と比較すると不完全であった（Fig・2－3－4、

Table2－3－2）。Stephensらの研究ではGMPのほかに、CGMP、GDP、GTPにも集合の促

進を誘導する活性があることが報告されている（StephensandWhite，1980）。数々の

グアニン化合物が集合に効果があることから、GMPそのものがstigmoloneの生産・分

泌誘導合成経路を活性化するかどうかは不明である。また、GMPは不完全ながら光

照射のかわりとなったが、GMPと光照射との関係は明らかにはならなかった。GMP

と光照射の関係の解明には、光照射によって5．∂U∫Ⅵ血∂C∂細胞内のグアニン化合物の
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濃度に変化がみられるかを測定する必要があると考えられる。

第2章の結果より、次のような子実体形成経路が考えられた（Fig．2－3－5）。∫．

auI即tjacaは栄養飢餓によってstigmolone生産・分泌能と感受性を獲得し、光照射によっ

てstigmoloneの生産・分泌をさらに促進する。光シグナルは活性酸素種を介して

stigmoloneの生産・分泌を促進する。GMPは、Stigmoloneの生産・分泌を促進するが、

光との関係は明らかではない。栄養飢餓、光照射、高細胞密度によりstigmoloneの濃

度が開催以上に達すると、Stigmoloneによって集合の促進、保持が行われ、子実体形

成が誘導される。
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第三章　子実体形成の分子生物学的解析

第1節　子実体形成におけるreノA遺伝子の解析

3－1－1序

多くの原核生物はアミノ酸飢餓により、RNA合成の低下などの多面的な反応を引

き起こす緊縮応答を行うことが知られている。この応答は、RelAタンパク質によっ

て制御されており、RelAはアミノ酸の欠乏によりGTPとATPを基質としてグアノシン

5’－＝（三）リン酸3’一ニリン酸（【p）］ppGpp）の合成を触媒する。（P）ppGppはアミノ酸飢

餓により蓄積することから、緊縮応答における細胞内飢餓シグナルと考えられてい

る（Casheleta）．，1996）。

ル久ズ∂〃班u5においては、栄養増殖期に且co〟由来のJ℃班を過剰発現させることによっ

て、子実体形成の初期に誘導される遺伝子群の発現が認められることが知られてい

る（SingerandKaiser，1995）。また、reL4欠損株では、集合、子実体形成は認められ

ず、栄養飢餓によって誘導される遺伝子の発現も誘導されなかった（Ha汀iser∂J．，

1998）。よって、ル久ズ∂月班ugにおいてRelAは子実体形成の初期の反応を制御すること

が示され、栄養飢餓の認識に関与すると考えられている。さらに、ル上ズ∂〃班ugの子実

体形成の初期には（p）ppGppの蓄積がみられ（ManoilandKaiser，1980）、また、1eL4欠

損株では栄養飢餓による（P）ppGppの蓄積が欠損していたことから（Harriseta）．，1998）、

多くの原核生物同様に、Mxanthusの飢餓応答はRelAを介して合成される（P）ppGppの

蓄積によって行われると考えられている。

S．auImtiacaの子実体形成は、栄養飢餓によりstigmoloneの生産・分泌、及び

stigmoloneへの感受性が誘導されるが、その栄養飢餓認識経路については明らかでは

ない。ここでは、栄養飢餓条件下において化仏を欠損させることによる細胞の変化を

解析することにより、5．別∬甜宜由c∂の子実体形成における陀仏の役割を解明した。

3－1－2　材料と方法

ゲノムDNAの調製

S．aurantjacaのゲノムDNAの調製は、StarichとZissler（StarichandZissler，1989）の方

法を改変して行った。第1章の方法に従って5．∂UJⅥ血∂C∂の栄養増殖細胞を調製し、そ

の培養液40mlより、8，000gXlOminの遠心分離によって細胞を回収した。細胞の洗浄

のため、ペレットを5mlSTE（100mMNaCl，10mMTris－HCl，PH7．6，5mMEDTA）に

懸濁し、8，000gXlOminの遠心分離を行った。上清を除去し、ペレットを3．6nllSTE

に懸濁し、0．4mlの20％ラウリル硫酸ナトリウム溶液を添加して70℃、30min保温し

た。0．4mlのフェノールークロロホルムで抽出したのち、水屑を等量のイソアミルアル
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コール＿クロロホルムで2回抽出することで除タンパク操作を行った。得られた水屑に

1mlのイソプロピルアルコールを漆加し、生じた沈殿をイエローチップの先で回収し

た。得られたペレットを70％エタノールで洗浄し、TE（10mMTris－HCl，PH7・6，5

mMEDTA）に溶解させた。溶液にRNaseA（終濃度100いghll）を添加し、室温で4hr

静置し、mAサンプルとした。また、M．ズ∂〃伽5のゲノムmAについても同様に調製

した。

5．∂U∫Ⅵ∫】由c∂のゲノムDNAライブラリーの構築

5いgのS．aunmdacaゲノムINAを50いlの系で、0・1USau3AIによる、37℃、45minの

制限処理を行った。反応液を氷上に置き、0．25MEDTAを1いl添加した後に、65℃、

15mi。で保温することによって反応を停止させた。この反応液を0．8％アガロースゲル

電気泳動で分離し、6－12kbpのサイズのDNAを回収した。このDNAO・4いg分に1い1の

ZAPExpress vector（Stratagene）、1い1の5×ライゲーションバッファー、0・5い1のT4

rNAligase（Gibco）を添加し、5い1の系で4℃で二晩反応させた。この反応液を4い1と

り、パッケージングエキス（GigapackIIIXL，Stratagene）と混和して22℃、2hr処理し

た後、0．5mlのSM緩衝液（50mMTris－HCl、0．5MNaCl、7mMMgCl，，0・01％Gelatin）、

20い1のクロロホルムを加えた。この反応液をE・COllXLl－BlueMRFに感染させプレー

ティングし、力価を測定した。5．∂UJ召血∂C∂のゲノムサイズは約10Mbpと見積もられ

ており（Ne。mannetal．，1993）、平均のインサートサイズが5kbpのライブラリーが得

られたとするとゲノムを7回カバーするには1．4×104必要である。上の操作で充分量

である3×106pfuのライブラリーが得られたため、1／10量を1回増幅してスクリーニン

グに用いた。

陀仏遺伝子とその周辺配列の解析

MxanthusのTeL4の配列（Harriseta）．，1998）をもとに、F－myXrelA－557（5T－ATCTAG

cGCCGCTGGCCCAAC）、及びR－myXrelA－1082（51－CTrGTACTTCCAGTGCGCGGC）

の2つのプライマーを設計し、MxanthusのゲノムDNAを鋳型にPCRを行った。得ら

れた0．5kbpのPCR産物の塩基配列を確認し、アルカリフォスファターゼ標識（Alkali

phosphataseDirect，Amersham）を行って、プローブとして用いた。1・2×104pfuのS・

∂U∫Ⅵ血∂C∂ゲノムmA人ファージライブラリーをスクリーニングし、陽性のプラーク

に関して二次スクリーニングを行った。陽性のプラークよりRapidExcision Kit

（Stratagene）を用いて1nvjvoexcisionを行い、得られたプラスミド人Stg－261及び人

Stg－243の塩基配列の決定を行った。

陀仏欠損株の作製

s．a。I71ntiacaへの遺伝子導入には、Beyerらの方法（Beyere［a］・，1999）を改変して胴

いた。人Stg－261由来の約IkbのBamHI，XhoI断片（IeL4149－1116）をpcR2・1クローニ

ングベクター（Invitrogen）に導入し、PYM201を作製した。このプラスミドをE・CO［i

SCSllO（Stratagene、TPSL，（StrJ’），d7r，1eu，［hi－1，kzcY，galK，ga］7Hlq伽A，［sx，dhm，Ckm，
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叩朗4△仲cザrα岬＝F・細βj6βrOAβ㌦z△加りj］）で増幅させ、プラスミドを得た。

2mlのS．a。∫召ntiaca栄養細胞を500mlの三角フラスコに入れた100mlの液体peptone培

地（1％casitone，0．1％MgC12，P＝7・4）に接種し、30℃、200rpmで振盗培養を行った。

OD66Oが0・3になるまで培養後、5，000×g，10min、25℃の遠心分離によって集菌した。

ボルテックスを用いて100mlの10％グリセロールに菌体を懸濁し、同条件の遠心分離

を行うことで洗浄を行った。菌体の洗浄は3度行った。その後、菌体を4℃に保温し、

1mlの20％グリセロールに懸濁した。こうして調製したコンビテントセルは、－80℃で

保存した。

8い1のH20に溶解させたベクターに5い1のplasmiddenaturingreagent（10mMTris－HCl

［pH7・5］，1mMEDTA，50％glycerol，50％ethyleneglycole）を加え、98℃，5minの熱変

成を行った。50いlのコンビテントセルに3直の熱変成させたベクターを加え、細胞を

0．1。mキュベット（BioRad）に注入し、GenePulser（BioRad）を用いて100f2，25pFの

ェレクトロボレーションを行った。その後、細胞を500mlの三角フラスコに入れた

100mlpeptone培地に接種し、30℃、200rpm、18hの振亜培養を行った。培養後、細

胞を5，000×g，10minの遠心分離によって集菌し、60いg巾－1のカナマイシンを含む固体

peptone培地に、軟寒天培地（0・5％agar）を用いて接種した。

得られたカナマイシン耐性株よりDNAを抽出し、PCR法によりベクター配列のゲ

ノム中への挿入を確認した。プライマーは、F－StgrelA－（－127）（5l－GTCCTAAAAACGC

GGGGTCAA）とM13－R（5一－CAGGAAACAGCTATGAC）、及びR－StgrelA－1841

（5一，GGCACGGGATrACAACAGCG）とM13－F（5．－GTAAAACGACGGCCAG）を用い

た。また、得られたPCR産物について塩基配列の確認を行った。

細胞の増殖

s．a。m。tjacaのカナマイシン耐性株の培養は、固体peptone培地、及びcasitone培地に

終濃度6叫g仙のカナマイシンを漆加して行った。ル久ズ∂月伽5の培養は、5・∂U∫Ⅵ扉ねc∂

と同様に行った。M．相加5は、味の素中央研究所の不藤亮介博士より御供与いただ

いた。

3－ト3　結果

陀仏相同遺伝子のクローニングとその周辺領域の解析

5．。U∫Ⅵ血。。。の陀仏遺伝子配列の決定のため、M．ズ∂血u5の陀仏の配列の一一部をプロー

ブとしてS．aulmtiacaのゲノムDNAライブラリーをスクリーニングし、6468bpの人

stg－261、及び6097bpの人Stg－243の2つのクローンを得た。8927bpをカバーするこれ

らクローンの塩基配列を決定したところ、5つの予測ORFが存在していた（Fig・3－ト1）。

oRF3より推定されるアミノ酸配列は、M．朋月伽5のRelAと87％の相同性を示した

（Fig．3－ト2）○よって、ORF3はteL4であると結論づけた。ORFlは、M・Xan［husのセ
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0〝T re班　　　d／朋

〃．ズa〃Iわu5

く＝＝コ 已〉

S．aura〃lfaca

orfT o／だ　　　Or稽　　Or材　Or彷

く＝＝コ Dく＝：コ

1kb

入Stg－261

PYM201

入Stg－243

Fig．3－1－1M．xanthus（Harriseta］・，1998）、及びS・aumntiacaのTelA
とその周辺遺伝子。得られたクローン人Stg－261、及びスStg－243がカ
バーする領域と、作製したプラスミドpYM201のインサート部分を
示した。
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S．ourvntioco MIRLNDILQRVASY脚E）P臥ロ‡IK隠AY

M．xonthus MWGNVAPPLVQSYD〔SSFDDSPERHPPTVSQ￥‖PDPDLDIIKKAY

VYSAKV咽咽LRKSGEPVLV脾L臣VA6ILA軋隠LDEAS‡VT6LLMDTIEDTLATAEELT匡

V￥S郁V昭電昭LRKSG巨PYLVHPL臣VA6‡LG軋軋D巨AS工VT6L川DT‡巨ロTLATE巨巨LT匡

LF6PEVSQLVD6VTKLS臆FSASATLSQEEKQAE悶FR瞳闇E‡AMAQD‡RV互LVKLADR丁目NM

LFGSEVAHLVD6VTKLSKFSASASLSQE巨臆QAE悶『剛椚I‡AMAQDIRV‡LV隠LADRTHNM

RTLD‖MS匠EKQARIAQETLDIYAPLA悶RLGIS甜IKTELEDLS悶開院PQDYFSLLEKLNR

RTL［けヨMS匠EKQAR‡Aq巨TLり‡YAPLA悶RLG互§Ⅴ陀KT臣L巨臥SFR関臆PQEFFβ山qAKL悶K

RKK巨陀臣KYE巨DTSTしVRS隠LE臣陀NLE6巨VS6RF闇1VYS‡￥臆KE撞AQ6王E柑Q計旧‡三晶F隠

RKKER巨柊YI巨DT〔DLIRSKLA医院GLKG巨VS6RF臆HVYS‡YK隠‡KSQ6‡DFDQ訃旧‡三晶FR

LLMPTVPSeVEAL6LVMQL開KPVP6RF（ミDFIAI靴PN附QSL汀「nm詫滞L鮎脚躇

ⅠIAPTAPSこ￥EAL6LVHEMも肱PVP6陀FKに肝‡A‡P隠WQSLmI3：6PLS匡陀VEVQIRT

PDMNKVA旺E6IAAト潤AY臆E眺ALI5EⅧDEKFA附し閥岬暇畷郡L闊PKEFLETVKVDLFT

S帥HKIÅ∈E6IAAWK臣6闘VⅡS隠田D巨KFA甜L陀qLMEW唱QE軋隠田P陪臣FL臣T∀KVDLFT

11トけミトーーー：‾・トK　トiて：ニ・、－「‥一二：∴、イ・．・仁二∴・ニGi－・．・●∴、、■・－．仁ご：、l・－、．・．、i・－〔：M㌧∵

［・ごJい；．ト：：l－R＿し：や∴、二！ミ：：；・、l＝＿－・、・．N仁一　二　、し：：－‥：し：い∴・こ、・T　■二、

LTSPQAHPSKmLTFVKTSR蝿QRI陀NFIK（氾Q陀DKSLQL6RELAERELKRYQLNLNRLL

LT5PQQMPSKDWLTFVKT§R風Q堺IRGFIKQQQ陀E隠SLQL6R巨LADREL臆陀FQL緋朝礼L

KN6巨L隠隠AAEVLGYRV臣四βLLVAI6Y6KVT畷LLQ陀VAP－DKV－－T－GEDREPLPSAPA

KS6匠MKKAAVDL6FRV匠DDMLVA王6Y6臆VT弼氾LSHRLVPQEKLNAAEAGGRADANPAAT

AHE6N6ASMLP6LSRVTDLA8（臥VGRQS陀S6VQ瓦66VDDVLV陀F6R仁e闊PVP6DPIV6FI

l－SGごA、・N Vし卜l、三；い∴F－∴二、F、SN∵・こ、し！・・・、：町＝－、：ト：；ニー∴：、、、：：・巾、●Aニト

TR6陀6VTVHTDK〔E馳L風T［きPE隠RVDVAWDI陀6EY臆RPVTLRILSADRP6MLSO‡T柑TFS

T陀6R6mmG∈医院風LATDPER陀VDVSWDV陀6DFKRPVTLRVLTADRP6LLAD‡T悶TFS

KK甜N‡SQAN∈鮎丁6D即浪V悶TF巨VT‡各組臆乱丁EL悶RSI巨RIQGVqSV巨R‡

KK6VN‡§QAN〔RATGE）D陀風VNTFEVI王5日L隠凱TDLMRT三ERLQ6VYSVERI

Fig．3－1－2　S．aumntiaaと〟．xanthus（Harrisetal．，1998）のRelAの

アミノ酸配列のアライメント。赤字は同一アミノ酸を表す。
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リン／スレオニン型キナーゼPkn3遺伝子（Inouyee［al．，2000）と相同性を示し、ORF2

はM．ズ∂〃伽sの陀仏の上流に存在する機能未知の予想ORF、ORF4は〃．ズ∂Jl〟川5の陀仏の

下流に存在するdhAと相同性を示した（Harrise［al．，1998）。ORF5の推定アミノ酸配

列はPse。domonasstutzeIlのcoppertransportATP－bindingprotein（Zumfteta］・，1990）な

どのABCタンパク質と相同性を持っていた。

陀仏欠損株の作製

5．創∬甜宜由c∂の化仏遺伝子の機能の解析のため、肥仏遺伝子の欠損株を作製し、その

解析を行った。pCR2．1ベクターに陀仏の部分配列を導入したプラスミドpY～佗Olを、

プラスミド上のゲノム相同配列とゲノム上の配列の間の一回交叉によって5・

∂U∫召血∂。。のゲノムmA中に挿入した（Fig．3－1－3）。得られた形質転換株について、

ベクターが挿入された場合のみ増幅されるプライマーを用いてPCRを行なったところ、

予想される長さのDNAの増幅が見られた。また、PCR産物の塩基配列の決定を行っ

たところ、増幅が予想される配列と一致した。よって、得られた形質転換株にはベ

クターが挿入されていると判断し、以降本菌株を、陀仏欠損株と呼ぶことにした。

妃仏欠損株における子実体形成

妃仏道伝子の集合、子実体形成における役割の解析のため、陀仏欠損株を固体CPS

培地に接種して培養を行った（Fig．3－1－4）。光照射下で培養することにより野生株

は子実体を形成するが、陀仏欠損株では光照射下において集合、子実体形成は認めら

れなかった。また、暗黒下においては、ridgeの形成も誘導されなかった。よって、

relA遺伝子は集合、子実体形成、及びridge形成に必須であることが示された。IelA欠

損株にstigmoloneを添加しても、集合、子実体形成は認められなかった。よって、

IeL4遺伝子は、Stigmoloneの感受性に必須であることが示された。また、IeL4欠損株に

stigmoloneを添加することにより、スポットした細胞集団の表面が波打つ現象

（rippling）が見られた。よって、reL4欠損株においても、細胞のripplingに関しては

stigmoloneに対する受容能を保持していることが示された。

IelA欠損株におけるstigmoloneの生産・分泌

TeL4遺伝子のstigmolone生産・分泌への役割を検討するため、IeL4欠損株より培養液

を回収し子実体形成誘導活性を測定することにより、Stigmoloneの定量を行った

（Fig．3－1－5）。IeL4欠損株では、光照射下、暗黒下どちらにおいてもstigmoloneは全

く検出されなかった。よって、IeL4遺伝子は、Stigmoloneの生産・分泌においても必

須であることが示された。

陀仏欠損株における胞子形成

妃仏遺伝子の胞子形成への役割を解析するため、陀仏欠損株における胞子形成を検

討した（T。bl。3－l－1）。栄養飢餓条件下で培養を行った細胞の胞子を計数したが、

陀仏欠損株では光照射下、暗黒下ともに胞子形成は認められなかった。よって、胞子
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F短．3－ト3　re仏欠損株の作製

pYM201を5．aL肌肌ぬCaに導入することによってre仏欠損株を作製し

た。得られたカナマイシン耐性株について、ゲノムDNAをテンプレー

トとしたPCRを行い、挿入配列の確認を行った。カツコ内の数字は、

re上Aの開始コドンからの塩基数を示す。
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ng．3－1－4　re仏欠損株の栄養飢餓応答

2×108／5FLlの細胞を2miの固体CPS培地に接種し、3・5fLmOlmJ2
s－1の強度の白熱光照射下、もしくは暗黒下で30℃、24hrの培養を行っ

た。また、暗黒下の培養に、2×10‾9MのStigmoloneを添加し、暗黒

下で同様に培養した。バーは200J‘mを示す。
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Fig．3－1－5J℃ノA欠損株における子実体形成誘導活性
5．∂UJ讃〃rノ肛∂野生株（□）と代豆A欠損株（こ二三）を、濾紙上に2×
108／5い1の密度で25スポット接種し、3．5いmOlm－2s－1の強度の白
熱光照射下、及び暗黒下）で30℃、24hrの培養を行い、回収さ
れた子実体形成活性を示した。バーは3回の独立した実験より得
られた標準偏差を示す。
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Table3－1－1It？1A欠損株における胞子形成

Strainsand

Treatments

Sporulationa（％）

Lightb Dark

WildType

△J℃ノA

△化ノA，

＋2×10－9MStigmolone

100　　　　　12

＜0．1　　　　＜0．1

＜0．1　　　　＜0．1

aHeatstable，SOnicationresistantsporeswerecounted

ineachconditions．Numberofsporesof24hrafter

StarVationinthelightwassetaslOO％．

bCellswereculturedin3・5LlmOlm－2s－10f

incandescentlight．

－82－

J



形成においても、J℃班は必須であることが示された。また、陀仏欠損株における胞子

形成の欠損は、光照射下、暗黒下ともにstigmoloneの涼加によって回復しなかった。

3－1－4　考察

栄養飢餓は、Stigmoloneの生産・分泌、及びstigmoloneへの感受性を誘導する（第2

章第1節）。TeL4欠損株では子実体形成条件下においても、Stigmoloneの生産・分泌は

認められなかった（Fig．3－1－5）。また、TelA欠損株にstigmoloneを涼加しても、TeL4欠

損株の集合、子実体・胞子形成は回復しなかった（Fig．3－1－4）。従って、栄養飢餓

によるstigmoloneの生産・分泌、及びstigmolone受容能の獲得には、IeL4が必須である

ことが示された。Re）Aは多くの原核生物において栄養飢餓シグナルである（P）ppGpp合

成酵素であり（Casheletal．，1996）、また、粘液細菌MxanthusL＝おいてもRelAを介し

て合成される（P）ppGppの蓄積が栄養飢餓シグナルとなることが示唆されている

（Harriseta］．，1998）。S．auImtjacaの栄養飢餓応答にIeL4遺伝子が必須であったこと

より、S．auImtjacaの栄養飢餓も（P）ppGppの蓄積を介して認識されることが示唆され

た。

ル久ズa〃伽5の子実体形成では、栄養飢餓後、集合の開始より少し前の時期から集合

が行われる時期に、細胞集団がうねを形成するripplingが観察される（Shimketsand

Kaiser，1982）。Ripplingは子実体形成時に観察され、いくつかの子実体形成欠損株に

おいては観察されないことから（S¢gaard－Andersenetal．，1996）、子実体形成と密接

に関係していると考えられている。IeL4欠損株においても、細胞のripplingに関しては

stigmoloneに対する受容能を保持していた（Fig．3－1－4）。このことより、IeL4欠損株

は、集合、子実体形成に対する感受性は失われているものの、Stigmoloneのレセプター

は保持している可能性が示唆された。J℃出欠損株は、5．∂U差汀】ぬc∂の栄養飢餓認識機構

のみならず、Stigmoloneのレセプターの同定に役立つかもしれない。
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第2節　子実体形成におけるc軍A遺伝子の解析

3－2－1序

粘液細菌肱ズ∂月伽5では、子実体形成機構の解析は主に遺伝学的方法により行われ

ており、いくつかの細胞間シグナル欠損株が単離されている（Hagenetal．，1978）。

そのなかのひとつc軍変異株は、集合、及び子実体形成能が欠損している。細胞間シ

グナルの同定のため、C瑠変異株の欠損を相補する活性を有する〃・相加5の野生株由

来の17kDaのペプチドが単離され、CsgAと命名された（KimandKaiser，1990a，b）。

CsgAの配列とc瑠変異株の変異遺伝子より予想されるアミノ酸配列の一部が一致した

ため（ShimketsandAsher，1988）、CsgAはMxand7uSの細胞間シグナル伝達系路に関

与していると考えられている。また、CsgAは短鎖アルコールデヒドロゲナーゼ

（SCAD）との相同性が指摘されており（LeeandShimkets，1994）、子実体形成誘導

活性に酵素活性が必要なことが示唆されている（LeeandShimkets，1994、Leeetal．，

1995）。SCADは一般に二級アルコールとケトンの変換反応を触媒するが、CsgAの基

質は未だ明らかにはされておらず、CsgAがシグナルとして働いているのか、C－シグ

ナルの合成を触媒しているのかは未解決である。また、5．∂UJ召血∂C∂においてもc軍A

遺伝子が存在し、また不括化することにより子実体形成に影響があると言われてい

るが、その詳細は明らかではない（Schairer，1993）。

肱脚伽5においては、CsgAは栄養飢餓後発硯が誘導され、その濃度は集合の後期

に最大に達する（KimandKaiser，1990a）。一方、S．auImtiacaの細胞間シグナルであ

るstigmoloneも栄養飢餓によって誘導され、その濃度は集合の後期に最大に達する

（第2章第1節）。また、肱ズ∂月伽ぶのc軍A変異株では、細胞は不規則な峰であるridge

を形成することが観察されているが（KimandKaiser，1990b、S¢gaard－Andersenetal．，

1996）、S．auTantiacaにおいては、暗黒下の培養において細胞はridgeを形成し、その

原因は、Stigmoloneの不足であることが示唆されている（第2章第1節）。

このように、CSgA遺伝子とstigmoloneは共通の特徴をもっており、また、Stigmolone

にはSCADの基質となりうるケトンを分子内に有することから、S．auL7mtjacaにおける

stigmoloneの生産・分泌とcsgAとの関係に着目した。Mxanthusにおいては、C軍A遺伝

子が子実体形成において集合の促進と胞子の誘導という主要な情報伝達系路に関与

することから（S＠gaard－Anderseneta］．，1996）、S．aurmtiacaにおけるcsgAとstigmolone

の関係の解析により、Stigmoloneと子実体形成の情報伝達経路との関連性が解明でき

ると考えられる。ここでは、Stigmoloneの生産・分泌を中心として、S・aut7mtiacaの

csgA遺伝子の機能を解析することにより、Stigmoloneを中心とした子実体形成経路の

解明を行った。
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3－2－2　材料と方法

c軍A遺伝子とその周辺配列の解析

5．∂UJⅥ血∂C∂のc軍Aは、プロトポルフィリノーゲン酸化酵素遺伝子力e〝】G相同配列を

含むクローン人Stg－123に偶然含まれていた。力emG相同配列を含むクローンは、〃．

xanthusのhemGの配列（DaileyandDai）ey，1996）の一部をプローブとして選別した。

MxanthusのhemGの配列をもとにF－myXhemG－4（5’－CACCACATGCCGAGGACA）、

及び良一myXhemG－1416（5一－CTACGGGGCGTGGGAGGT）の2つのプライマーを設計し、

MxanthusのゲノムDNAを鋳型にPCR反応を行った。得られた1．4kbpのPCR産物の塩

基配列を確認し、アルカリフォスファターゼ標識を行い、プローブとして用いた。

c軍A変異株の作製

c軍A欠損株の作製のため、人Stg－123を月加ⅥHIにより処理し、C軍Aのコード領域を

含む1．5kbpの断片をpcR2．1ベクターのBamHIサイトに導入しpYMlO3を得た。

pYMlO3をC脂Ⅰ及びSacIで処理し、CSgAの開始コドンより－22bpから484bpまでを含む

0．5kbpの断片（csgA－22－484bp）をpcR2．1のHindIII，SacIサイトに導入し、PYMl12

を得た。pYM113をエレクトロボレーション法により5．∂UJ召血∂C∂に導入してカナマイ

シン耐性株得た。得られたカナマイシン耐性株よりDNAを抽出し、PCR法によりベ

クター配列のゲノム中への挿入を確認した。プライマーは、R－StgCSgA－552

（5．－CTACCAGGGCACCTCGCGGCC）とM13－Fを用いた。また、得られたPCR産物

について塩基配列の確認を行った。

c軍A恒常発現株の作製のため、pYMlO3を（搬Ⅰ及び5∂CIで処理し、C軍Aの開始コドン

の上流27bpから484bpまでを含む0．5kbpの断片（csgA［－22］－484bp）を得た。この断

片を、pCR2．1ベクターに、C軍Aがねcプロモーターの下流に正の方向に導入されるよ

うXbaI，SacIサイトに導入し、PYMlllを得た。PYMlllをエレクトロボレーション法

により5．別∬甜宜ねc∂に導入することによってカナマイシン耐性株を得た。得られたカ

ナマイシン耐性株よりmAを抽出し、PCR法によりベクター配列のゲノム中への挿

入を確認した。プライマーは、R－StgCSgA－552とM13－Rを用いた。また、得られたPCR

産物について塩基配列の確認を行った。

ノーザンハイプリダイゼーション

フェノールーSDS法によりRNAの抽出を行った。S．aumntiacaの栄養細胞1．2×109を

8，000gXlOminの遠心分離により回収し、0．5mlの溶液A（0．5％SDS，20mMsodium

acetate，10mMEDTA，PH5．5）に懸濁した。懸濁液に0．5mlの飽和フェノール溶液（20

mMsodiumacetate，10mMEUrA，PH5．5）を漆加し、60℃、5min振直した。反応液の

12，000rpm，3minの遠心分離を行い、上層に×2．5容量のエタノールを加え、12，000

rpm，5minの遠心分離を行った。上清を除去し、ペレットを70％エタノールで洗浄後

400い1の溶液Aに再懸濁した。エタノールによる同様の沈殿洗浄操作を3回行い、100
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い）の溶液Aに溶解させて仝RNA試料とした。栄養飢餓状態の細胞からのRNAの抽出は、

菌体1．2×109を固体CPS培地よりかき取り、同様の操作を行った。

5いgのRNAをホルムアルデヒドゲル（1×MOPSbuffbr、0．66Mホルムアルデヒド、

1％アガロース）電気泳動により分離し、臭化エチジウムによる核酸の染色を行って

写真を撮り、20×SSC（0．33MNaCl，0．33Msodiumcitrate，PH7．0）を用いてナイロン

メンプレン（Nylonmembranepositivelycharged，BoehringerMannheim）へトランスファー

した。トランスファー後、メンプレンを乾燥させ、UVクロスリンカー（GSGene

Linker，BioRad）で150mJのUVを照射し、RNAを固定した。ハイプリダイゼーション

と検出は、DIGシステムキット（BoehringerMannheim）に従って行った。プローブは、

pYMlllを鋳型とし、DIGRNAラベリングキット（BoehringerMannheim）により標識

したものを用いた。

3－2－3　結果

c軍Aとその周辺配列の解析

hemG相同配列を含む6kbのラムダフアージクローン人Stg－123のうち、5166bpの塩

基配列を決定した。決定した配列には4つの予測ORFが存在しており（Fig．3－2－1）、

ORF2の配列は、データベース上に登録されている5．∂UJⅥ血∂C∂のc軍Aと100％－一一一致した。

また、ORF2の配列より推定されるアミノ酸配列はMxanthusO）CsgAと52．6％の相同性

を示した（Fig．3－2－2）。また、ORF3は肱ズ∂月伽gのc軍Aの下流に存在するどタミンB6

生合成系酵素であるビリドキサミンリン酸酸化酵素遺伝子㊥班と相同性を示した

（Harrisetal．，1998）。ORF4は、ABmbacteTlumtumefhcIenceのグリコーゲン合成酵素

脚と相同性を示した。

ORFlは、Mxanthusのプロトポルフィリノーゲン酸化酵素遺伝子（hemG）（Dailey

andDailey，1996）と相同性を持っていた。Mxan班usの光受容体はプロトポルフィリ

ンⅠⅩであり、プロトポルフィリノーゲン酸化酵素によりその合成が触媒されるが、

第2章第2節において、S．aut7mtiacaの光によるstigmolone生産、及び子実体形成に活性

酸素種が関与しており、ル久ズ∂Jl血舶の光受容経路と共通の光受容経路が存在する可能

性が示唆されたため、5．∂UJⅥ血ac∂のわemG相同遺伝子であるORFlについての解析を行っ

た。ORFlを且coノブのプロトポルフィリノーゲン酸化遺伝子力emGの欠損株LG285（京

都大学井口八郎先生より御供与、Naritaetal．，1999）に導入し発現させたところ、

LG285のムe〃1Gの機能が相補された。よって、5．∂UJ召血∂C∂のORFlは、プロトポルフィ

リノーゲン酸化酵素遺伝子（力emG）であることが明らかとなった。そこで、5．

∂UJ胡ぬc∂の子実体形成におけるわemGの機能の解析を試みた。ベクター上のわemG遺伝

子相同配列の－一一部と、5．∂UJⅥJlぬc∂ゲノムDNA上の力e〝】Gとの一回交叉により5．

∂UJⅥ血∂C∂の毎mG欠損株の作製を試みたが、形質転換体を得ることはできなかった。

よって、ムemGはぎ．∂UJⅥ血∂C∂においては必須遺伝子である可能性が高く、その欠損株
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Fig．3－2－1M．xanthus（KaiserandShimkets，1999）とS・aur∂血acaのcsgA及
び周辺遺伝子。得られたクローン人Stg－123がカバーする領域と、作製し
たプラスミドpYMlO3、11l、113のインサート部分を示した。
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Fig．3－2M2　S．au上顎】tia毘とM．xanthus（KimandK由ser，1990a）

のCsgAの配列のアライメント。赤字は同一アミノ酸を表す。＊は

SCADの保存配列（Perssonetalリ1991）を示す。
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の作製には条件不活性化株の作製が必要であることが示唆された。
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c軍A欠損株の作製

5．∂U∫即血c∂のc軍Aを不括化させることにより、C新道伝子の子実体形成、及び

stigmoloneの生産・分泌への影響を検討した。CSgA遺伝子の－22－484bpの領域を含む

断片をpcR2．1に導入したpYMl12を、ベクター上のゲノム相同配列とゲノム上の配列

の間の一回交叉によって5．∂UJ召血∂C∂のゲノムDNA中に挿入し、C瑠A遺伝子の破壊を

行った（Fig．3－2－3）。得られたカナマイシン耐性株について、一回交叉によってベ

クターが挿入された場合のみ増幅されるプライマーを用いてPCRを行なったところ、

形質転換体のみでDNAの増幅が見られた（Fig．3－2－3）。よって、形質転換体ではS・

∂UJⅥ血∂C∂のゲノム中にべクターが挿入されていることが示された。

形質転換体におけるc軍A遺伝子の転写産物の欠損を確認するため、ノーザンハイ

プリダイゼーションによってcsgA遺伝子の発現を解析した（datanotshown）。形質

転換体では、栄養増殖下、栄養飢餓下どちらにおいてもc堵A転写産物は検出されな

かった。よって、得られた形質転換体が、C軍A欠損株であると結論づけた。

c堵A欠損株の解析

c軍A欠損珠の子実体形成、及びstigmoloneの生産・分泌への影響を検討したo csgA

遺伝子の不括化は子実体形成に影響があることが報告されているが（Schairer，1993）、

c軍A欠損株は、光照射下においても子実体形成を誘導しないことが確認された。

csgA欠損株にstigmoloneを添加し暗黒下で培養したところ、子実体形成の回復がみら

れた（Fig．3－2－4a，b）。よって、CSgA遺伝子は、Stigmoloneの感受性には影響しない

ことが明らかとなった。

c軍A遺伝子の欠損により光照射によっても子実体形成が誘導されなかったため、

c軍A欠損株に活性酸素を添加することによって、C軍A遺伝子の光情報伝達系におけ

る影響を解明した。栄養飢餓培養において、C軍A欠損株にH202を添加し暗黒下で培養

したところ、子実体形成は回復しなかった（Fig．3－2－4a，b）。よって、C軍Aは子実体

形成情報伝達経路において、活性酸素種の下流を活性化することによって子実体形

成を誘導することが示唆された。

csgA遺伝子の欠損はstigmoloneの感受性には影響しなかったため、CSgA遺伝子の欠

損によるstigmolone生産・分泌における影響を検討した。CSgA欠損株では、光照射下

で培養を行っても、子実体形成の誘導に必要な量のstigmoloneが生産・分泌されてい

なかった（Fig．3－2－5）。よって、CSgAの欠損により、光照射によるstigmoloneの生産・

分泌の増加が誘導されないことが示された。このことより、C軍A欠損株では光照射

下、及び　H202の涼加によって子実体形成が誘導されなかったのは、充分な量の

stigmoloneが生産・分泌されていないためであることが示唆された。また、C軍A欠損

株では、光照射下、暗黒下ともに、野生株の光照射下の約1／10量ながらstigmoloneの

生産・分泌が認められた、よって、C離はstigmoloneの生産・分泌に必須ではないが、

子実体形成を誘導する量を促進するのに必要であることが示唆された。
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ng．3－2－3　c5gA欠損株の作製

pYMl13をS．aura血ねCaに導入することによってC5gA欠損株を作製

した。得られたカナマイシン耐性株について、ゲノムDNAをテンプレー

トとしたPCRを行ない、挿入配列の確認を行った。カツコ内の数字は、

csgAの開始コドンからの塩基数を示す。
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Fig．3－2－4a c軍A欠損株の子実体形成
5．∂U∫Ⅵ血∂C∂野生株（ロ）とc堵A欠損株（田）を、2×108／5い1の密度
でCPS培地に接種し、3．5いmOlm－2s－1の強度の白熱光照射下、もしくは

暗黒下で、30℃、24hrの培養を行った。Stigmoloneは2×10－9M、H202

は10－4M涼加した。バーは標準偏差を示す（n＝3）。
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暗黒下で、30℃、241汀の培養を行った。Stigmoloneは2×10‾9M、H202

は10」M添加した。バーは200〝mを示す。
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Fig．3－2－5　c5gA欠損株における子実体形成誘導活性
5．∂UJⅥ血∂C∂野生株（□）とcggA欠損株（田）を、濾紙上に2×108／5

い1の密度で25スポット接種し、3．5いmOlm－2s－1の強度の白熱光照射下、

もしくは暗黒下で、30℃、24hrの培養を行い、回収された子実体形成
活性を示した。バーは3回の独立した実験より得られた標準偏差を示
す。

－93－

J

l



c堵A恒常発現株の作製

5．∂UJ召扉ねc∂に過剰量のc堵Aを発現させることにより、C瑠A遺伝子の子実体形成、

及びstigmoloneの生産・分泌への影響を検討した0リボソーム結合配列（RBS）を含

むcsgAの（－22）－484bpの領域をpcR2・1ベクターのhcプロモーターの支配下においた

pYMlllベクターを、ベクター上のゲノム相同配列とゲノム上の配列の間の－一回交叉

によってS．aumntlacaのゲノムDNA中に挿入した（Fig．3－2－6）。得られたカナマイシ

ン耐性株について、一回交叉によりベクターが挿入された場合のみ増幅されるプラ

イマーを用いてPCRを行なったところ、形質転換体のみでDNAの増幅が見られた

（Fig．3－2－7）○よって、形質転換体のゲノムmA中には、ベクターが挿入されてい

ることが示された。

形質転換体におけるc軍A遺伝子の発現が恒常的に行われているかどうかを確認す

るため、C軍A遺伝子をプローブとしてノーザンハイプリダイゼーションを行った

（Fig．3－2－7）0ル上ズ創宜血張においては、C堵Aは栄養飢餓により発現することが知られ

ているが（Kim。ndKaiser，1990a）、S．auI71ntjacaの野生株においても、CSgA遺伝子は

栄養飢餓によって発現が誘導された。形質転換体では栄養増姐‾F、及び栄養飢餓条

件下でc軍A遺伝子の発現が認められた。よって、得られた形質転換体は、C軍A遺伝

子恒常発現株であると結論づけた。

c軍A恒常発現株の解析

csgA恒常発現株の子実体形成、及びstigmoloneの生産・分泌への影響を検討した0

野生株は光照射下のみで子実体形成を行い、暗黒下での子実体形成は認められない

が、C堵Aを恒常発現させた株では、光照射下に加え、暗黒下においても子実体形成

が誘導された（Fig．3－2－8a，b）。よって、C啓4の恒常的な発現が、光照射のかわりと

なることが示された。

c軍A遺伝子の恒常的な発現により、本来光照射においてのみ誘導される子実体形

成が認められたため、C軍A恒常発現株において光照射の下流であることが示唆され

ている活性酸素種（第2章第2節）とc軍A遺伝子の関係を解明した。栄養飢餓条件下

でヒドロキシラジカルの消去剤n－PrOPylgallateを添加し、光照射下で培養を行ったと

ころ、野生株では子実体形成が阻害されるのに村し、CSgA恒常発現株ではn－prOPyl

gallateの添加に関わらず子実体形成が誘導された（Fig・3－2－8a，b）。よって、CSgAの

恒常的な発現が、活性酸素種のかわりとなることが示唆された。

野生株では、栄養飢餓と光照射によってstigmoloneの生産・分泌が誘導、促進され、

それによって子実体が形成されることが示唆されているため（第2章第1節）、C堵A

遺伝子の恒常的な発現がstigmolone生産・分泌に与える影響を検討した。CSgA恒常発

現株では、暗黒下においても、野生抹の光照射下とほぼ同じ量のstigmoloneが回収さ

れた（Fig．3－2－9）○よって、C堵A遺伝子の恒常的な発現により、暗黒下においても

stigmoloneの生産・分泌が促進されることが示された。このことより、CSgA恒常発現

株が、暗黒下、あるいはn－PrOPylgallateの存在下においても子実体を形成するのは、

stigmoloneの生産・分泌が光非依存的に促進されているためであることが示唆された。
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F短．3－2－6　c昭4恒常発現株の作製

pcR2．1の1acプロモーターの下流にcsBAのリボソーム結合部位

（RBS）を含む部分配列を導入した。カツコ内の数字は、αgAの開始コ

ドンからの塩基数を示す。
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a

b

VeCtOrSequenCe

CoIEl

△c＄gA LacZTC（FIoriKmr Ampr on　触RBS＋CSgA

二エコ＝か　　　■1＝ユ嗜紅二二二＝ン
十　　　　　　イト

M13－F c呼んR

m KmR

イ10．6kbp

KmR

O　　　8

…編仙毒

′　‾　L二］

Timeaf（er

Starvatk）n（hr）　0　8

C副

rRNA

－800nt

ng．3－2－7　c碍A恒常発現株の解析

pYMlllをS．au花ば】比和に導入することによって得られたカナマイ

シン耐性株について、ゲノムDNAをテンプレートとしたPCR（a）を行

い、挿入配列の確認を行った。形質転換体のC5gA恒常発現株の確認の

ため、栄養増殖下、及び栄養飢餓後8hrの細胞よりmを抽出し、

αgA遺伝子の転写産物をブロープとしたノーザンハイプリグイゼー

ション（b）を行なった。
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Fig．3－2－8a c瑠A恒常発現株の子実体形成
5．∂Um血∂C∂野生株（□）とc∫gA恒常発現株（田）を、2×108／5い1の

密度でCPS培地に接種し、3．5いmOlm－2s－1の強度の白熱光照射下、もし

くは暗黒下で、30℃、24hrの培養を行った。n－PrOPylga11ateは、2×10‾5
M添加した。バーは標準偏差を示す（n＝3）。
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ng．3－2－8b csgA恒常発現株の子実体形成

5．auraJ止ね毘の野生株、及びc瑠A恒常発現株を2×108／5〝1の密度で2ml

の固体CFS培地に接種し、3．5ymolm－2s‾lの強度の白熱光照射下、もしくは

暗黒下で．30℃、24hrの培養を行った。n－prOpylgal1ateは、2×10‾5M添

加した。バーは200〝mを示す。
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Fig．3－2－9　c5が恒常発現株における子実体形成誘導活性
5．飢∬別宜ねc∂野生株（口）とc5gA恒常発現株個）を、濾紙上に2×

10り5いlの密度で25スポット接種し、3・5岬01m－2s－1の強度の白熱光照

射下、もしくは暗黒下で、30℃、24hrの培養を行い、回収された子実

体形成活性を示した。バーは3回の独立した実験より得られた標準偏差
を示す。
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また、CSgA恒常発現株の光照射下では、回収されたstigmoloneの量は、暗黒下の培養

よりも増加していた。このことより、C軍A恒常発現株においても、光による

stigmoloneの生産・分泌の促進機構は保持されていることが示唆された。

c軍Aの発現パターンの解析

csgAはstigmoloneの生産・分泌の促進を行うことが示唆されたが、Stigmoloneは栄養

飢餓と光によってその生産・分泌が誘導、促進されることから（第2章第1節）、栄

養飢餓、及び光と、C瑠A遺伝子の発現との関係を解析した。ノーザンハイプリダイ

ゼーション法によりc堵A発現パターンの解析を行ったところ（Fig・3－2－10）、野生株

において、栄養増殖下ではバックグランドレベルのc軍A遺伝子の転写産物しか検出

されなかったが、C堵Aの転写産物は、栄養飢餓後2hrに増加し、4－8hrに高いレベル

で検出され、栄養飢餓後12hrに減少し、栄養飢餓後16hrには消失した。よって、栄

養飢餓によってc軍Aの発現が誘導されることが示された。子実体形成、及び

stigmoloneの生産・分泌を誘導する光照射の時間帯は栄養飢餓後12－20hrであるが

（第2章第1節）、この時間帯においては、光照射下と暗黒下におけるc堵A遺伝子の

発現量に大きな差は見られなかった○よって、C堵Aの発現と子実体形成を誘導する

光照射との間に相関は見出されなかった。

stigmoloneの生産・分泌は栄養飢餓により誘導されることから、栄養飢餓による

c軍A遺伝子の発現誘導機構の解析のため、陀仏欠損株におけるc堵A遺伝子の発現を解

析した。J℃班欠損株では、C瑠A遺伝子は栄養飢餓後2hrに認められたが、栄養飢餓後4

hr以降は野生株と比較するとc軍Aの発現は抑制されていた。よって、C軍A遺伝子の発

現と肥仏の間の関係は明らかにはならなかった○

3－2－4　考察

M．ズ甜伽5の子実体形成に重要な役割を果たしているc軍Aについて、5・∂U′即ぬc∂に

ぉける子実体形成やstigmoloneとの関係を明らかにしたo csgAの欠損によって、光照

射下においても子実体形成は誘導されなかった（Fig・3－2－4）。よって、C軍Aは光照

射を介した子実体形成に必須であることが示された。C軍Aの恒常的な発現により、

ヒドロキシラジカルの消去による子実体形成の阻害が回復した（Fig・3－2－8）。また、

c瑠Aの欠損によって、＝202による暗所での子実体形成が誘導されなかった（Fig・

3－2－4）。これら活性酸素種は、光受容からstigmoloneの生産・分泌の間の情報伝達系

に関与していることが示唆されている（第2章第2節）。よって、C軍Aによる

stigmoloneの生産・分泌は情報伝達系路において、光照射、及び活性酸素稗よりも下

流であることが示唆された。

csgA欠損株にstigmoloneを添加したところ子実体形成の回復がみられたため（Fig・

3－2－4）、CSgA遺伝子は、Stigmoloneの感受性には影響しないことが明らかとなった。
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Fig．3－2－10csgA遺伝子の発現パターン
5．∂UJⅥ血∂C∂野生株、及び陀仏欠損株を2×108／5い1の密度でCPS培地に接

種し、3．5いmOlm－2s－】の強度の白熱光照射下、もしくは暗黒下で、30℃の
培養を行った。栄養飢餓後0－16hrよりRNAを抽出し、CSgAの発現パターン
を解析した。
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csgAを恒常的に発現させることにより、光非依存的にstigmoloneの生産・分泌が認め

られた（Fig．3－2－9）○また、CSgAの欠損により、Stigmoloneが生産・分泌される量が、

野生株の約1／10に減少した（Fig．3－2－5）。これらのことより、CSgAは、Stigmoloneの

生産・分泌に関与することが示唆された。

Mxand7uSにおいてCsgAが酵素活性を持ち、S・auImtjacaにおいてcsgAがstigmolone

の生産・分泌に関与することが示唆されたことから、CSgAがstigmoloneの合成に関与

することが期待された。しかし、CSgAの欠損によっても、わずかながらstigmoloneが

生産・分泌されていたことから（Fig．3－2－9）、CSgAがstigmoloneの生合成に直接関与

するかどうかはわからなかった。CSgA欠損株によるstigmoloneの生産が非特異的な反

応によって生成する可能性を考えると、CSgAは、Stigmoloneの合成に関与する可能性

が考えられる。また、CSgA欠損株によるstigmoloneの生成が特異的な反応によるもの

であるとすると、Stigmoloneの生産・分泌は、栄養飢餓によって誘導され、光照射に

ょって更に促進されることから（第2章第1節）、CSgAは、Stigmoloneの生産・分泌の

更なる促進に関与する可能性が考えられる。CSgAの機能を解析するには、Stigmolone

の生合成経路の解明や、CsgAタンパク質の機能の解析が必要である。

csgAの欠損により、光によるstigmoloneの生産・分泌の促進が行われず（Fig・3－2－5）、

また、C堵Aの恒常的な発現によって、光、及び活性酸素種が存在しなくとも

stigmoloneの生産・分泌は促進された（Fig・3－2－9）。これらのことより、C5gAの発現

が光により制御されていることが予想された。しかし、C軍Aの発現と子実体形成を

誘導する光照射との間には相関は見られなかったため、光によるstigmoloneの生産・

分泌の促進は、C堵Aの発現誘導とは別の機構により行われていると考えられた。

第3章より得られた結果より、Fig．3－2－11に、Stigmolone、及び第3章で解析を行った

2つの遺伝子に関する子実体形成経路を示した。Stigmoloneの生産・分泌の誘導と感

受性の獲得は、陀仏を介して行われる。C堵Aの発現は栄養飢餓によって誘導され、

stigmoloneの生産・分泌の促進に関与する。光照射とcsgAの発現、及びIeL4とcsgAの

関係は明らかではない。
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Fig．3－2－115．∂U柑血∂C∂の子実体形成経路
第3章において明らかとなった5．∂UJⅥ血∂C∂の子実体形成経路を示した。

Stigmoloneの生産・分泌の誘導と感受性の獲得は、It，t4を介して行われ
る。CSgAの発現は栄養飢餓によって誘導され、Stigmoloneの生産・分泌の
促進に関与する。J℃JAとc瑠Aの関係は明らかではない。
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本研究は、まず5．∂UJⅥ血∂C∂の子実体形成誘導因子の実体を明らかにすること、さ

らにその分子と、環境要因あるいはM・ズ∂血u5で見出されている子実体形成遺伝子群

との関係を解析することより、粘液細菌の形態形成経路を明らかにすることを目的

とした。

第l章では、子実体形成誘導因子の構造決定を行ない、培養液中に生産・分泌され

たS．auTandacaの子実体形成誘導因子を5－（R，S）－8－hydroxy－2，5，8－trimethyl－4－nOnaOneと決

定した。

第2章では、Stigmoloneと栄養飢餓や光との関係、及びstigmoloneの機能を解析した。

stigmoloneは、栄養飢餓によって生産・分泌が誘導され、光照射下においてさらに促

進されることを明らかにした○さらに、集合、子実体形成に光照射が必要なのは、

stigmoloneの生産・分泌を促進するためであることを示唆した。また、活性酸素種と

グアニン化合物は、Stigmoloneの生産・分泌を誘導することが示された。このことよ

り、活性酸素種やグアニン化合物が光シグナル伝達系路の下流に位置することが示

唆された。しかし、光照射とグアニン化合物の関係は明らかではない。

stign10loneへの感受性は、栄養飢餓条件下において獲得されることを明らかにした。
これらのことより、S．auImdacaは、栄養飢餓と光という環境情報をstigmoloneという

物質に変換し、それを受容することにより形態形成を制御している可能性が強く示

唆された。

stigmoloneは、集合を促進することにより子実体形成を誘導するが、さらに、

stigmoloneが集合の保持に必要であることを示した。また、Stigmoloneが細胞密度を感

知するタイプのシグナルであることを示唆した。子実体の内部は胞子に分化するが、

子実体形成が認められなくても胞子形成が行われることから、集合・子実体形成、

及び胞子形成の経路は分岐していることが示唆された。

第3章では、肱ズ∂血u5で見出されている子実体形成に関与する遺伝子と、5・

autⅥ血acaの子実体形成、及びstigmoloneとの関係の解析を行った。Stigmoloneの生産・

分泌の誘導、及びstigmoloneへの感受性の獲得は栄養飢餓によって誘導されるが、こ

れら2つの現象は、原核生物において広く認められている飢餓シグナル（P）ppGpp合成

酵素である陀仏に依存的であることを示した。また、子実体形成と同様に栄養飢餓条

件下において誘導される胞子形成が陀仏依存的であることを明らかにした。

M．ズ。〃伽5の子実体形成に重要な役割を果たしていることが知られているc堵Aにつ

いて、解析を行った。C軍Aは、光によるstigmoloneの生産・分泌の促進に必須である

ことが示された。Stigmoloneは栄養飢餓により生産・分泌が誘導され、光によってさ

らに促進されるが、C堵A遺伝子の発現はそのうちの栄養飢餓により誘導されること

が判明した。また、子実体形成、及びstigmoloneの生産・分泌の促進に光照射が必要

な時間帯におけるc瑠Aの発現量と光照射との相関は見出されなかった。よって、光

照射とc瑠Aの発現誘導との関係については明らかではない。
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以上の結果より推定された∫．飢∬別宜ねc∂の子実体形成情報伝達経路をFig・9に示す。

S．auImtjacaは栄養飢餓状態になると、RelAにより合成されるppGppによって、

stigmolone生産・分泌能と感受能を獲得し、CSgA遺伝子の発現が誘導される。

Stigmoloneの生産・分泌はc堵A遺伝子の発現、光照射、及びGMPによって更に促進さ

れる。光のシグナルは活性酸素種を介して伝達される。高密度の細胞により生産・

分泌されるstigmoloneの濃度が閥値に達すると、集合の促進と保持により子実体の形

成が誘導される。
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