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枯草菌sosﾚｷﾞｭﾛﾝの研究: sos応答に伴う細胞分裂の抑制磯構

遺伝情報の担い手であるｹﾞﾉﾑDNAは､生命が正常に営まれるために安走に維持され

帥ればならないoしかしDNAは､紫外線などの環境中の変異原､あるいは細胞の代謝

過程で生じる括性酸素などにより絶えず損傷を受けているoすべて･の生物はこうした状況

に対処するため､これらの損傷を修復しDNAを安走に保つための多様な機構を備えてい
る｡

そのような防御機構の-つであるsos制御系は､多くのﾊﾞｸﾃﾘｱが共通に持つｼｽﾃ

ﾑであり､紫外線や電離放射線を照射されたり､ある種の抗生物質やｱﾙｷﾙ化剤などの

処理でDNAが損傷を受け､ DNAの伸長が阻害を受けると誘導され､ DNA修復能の増加,

細胞分裂の抑制､突然変異の増加やﾌﾟﾛﾌｱ-ｼﾞの誘発など多様な現象を示す｡これらの

現象は大腸即こおいて特に詳しく研究が進められており､ LexA (ﾘﾌﾟﾚｯｻ-)により通

常その発現が抑制されているsos遺伝子群の発現粥を伴うことが知られている｡近年で

は､その全ｹﾞﾉﾑ配列情報を基盤とした研究が可能となり､ DNAｱﾚｲを用いた網羅的

な解析から､ -変異株や紫外線照如伴うsos誘導時の遺伝子発現ﾌﾟﾛﾌｱｲﾙが作成

され､新たに多くの遺伝子がsos応答により誘導されることが明らかになった｡こうした⊂m:ﾉﾌblｩ. L 7^ I r.p,_1._ __. ｰ′▼ｰ~▼ 'ｰql Jlヽ-O ヽ･-ﾉL/′し_

研究により､大腸菌では30嘩類以上のSOS遺伝子が見い出され､ sos制御系は多くの反

応からなる複雑なﾈｯﾄﾜ-ｸを形成することで､ DNA損傷に-る防御磯構として機
能していることが明らかになりつつある｡

枯草菌でもDNA損傷時にSOS応答が誘導され､大腸菌と同様な現象を示すoその誘導

機構も大腸菌と共通であり,いくつかのSOS遺伝子は両者で共通に見い出されている｡

しかしながら､枯草菌ではｱﾚｲなどを用いた解析はまだ行われておらず､その仝体像は

不明であり､また､大腸菌sos遺伝子で､損傷乗り越え修復やDNA合成の抑制に関与す

る-uDI SOS応答の抑制因子であると考えられているdinI,細胞分裂の抑制に関わるs.ulA
などは､その機能の重要性にも関わらず､相同遺伝子が見い出されないo特に､細胞分裂

の抑制に関しては､枯草菌lexAの破壊株で細胞の伸長が観察されることから､ LexAの制

御下に細胞分裂阻害因子が含まれていると予想されたoこのことは､大腸菌と枯草菌では､
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異なる遺伝子が同様な SOS機能を持つことを示唆しており輿味深い｡ そこで本研究では､

まず､枯草菌sosﾚｷﾞｭﾛﾝに属する全遺伝子を同走することでその仝体像を把撞し､さ

らに細胞分裂阻害機構を解明することで枯草菌におけるsos.制御系の特徴を明確にした
いと考えた｡

初めに､ DNAﾏｸﾛｱﾚｲによる解析により､枯草菌全sos遺伝子を同走することを

目指し､lexA破壊株で発現量の増加が認められる遺伝子を検索した.その結果, 153遺伝

子においてlexA破壊株で有意な発現上昇が見られた.そのうち38遺伝子(これまでに同

定された枯草菌sos遺伝子を全て含む)についてはﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-領域にLexAの結合配列

に類似した配列を含むことから､ LexAによる直接的な制御を受ける可能性が考えられた｡

これらの遺伝子の中には機能を予測することが困難な遺伝子が約半数あり､細胞分裂阻

害因子も含まれていると予想されたoその侯禰として､ IexA破壊株で非常に高い発現上昇

を示したyneAｵづﾛﾝ(yneA, yneB, ynzC)に注目し細胞分袈阻害への関与を検討した.

まず､ γneAｵﾍﾟ占ﾝとIexAとの二重破壊株を作製し観察したところ､ IexA破壊株で見ら

れた細胞の伸長は抑制され､野生株と同様な細胞長に戻った｡次にこの細胞伸長の抑制が

yneAｵﾍﾟﾛﾝを構成するどの遺伝子の欠失によるものかを確認するため､各遺伝子をそれ

ぞれ二重破壊株に導入したところ､ YneAを供給することで再びIexA破壊株と同様な細胞

の伸長が観察されたoまた､野生株でYneAを強制的に発現させることでも細胞の伸長は

誘導されたoさらに､叩eAの欠失はﾏｲﾄﾏｲｼﾝCによるSOS応答時の細胞伸長を減

少させたoこれらのことから, yneAはsos反応誘導時に細胞分裂阻害因子として機能す

ることが明らかになった.続いて､ YneAによる細胞分裂阻害機構の解明を目指した.

FtsZは細胞分裂の初期に分裂面で重合され､ﾘﾝｸﾞ(z-血g)を形成し､その後の収縮

･環形成を促す蛋自質であるo大腸菌sulAによる細胞分裂の抑制は､ FtsZの重合を阻害す

るためであり､これまでの解析から､ sulAの過剰発現によりz-ringは完全･8=消失するこ

と､また､酵母2ﾊｲﾌﾞﾘｯﾄﾞ法によりsulAとFtsZが相互作用することが報告されてい

るoそこで､ FtsZ抗体を用いた免疫顕微鏡観寮､および酵母2ﾊｲﾌﾞﾘｯﾄﾞ法による解析

を行ったolexA破壊株や野生株でのYneA過剰発現では､分裂面でのZ-ring形成頻度の減

少が観察されたoしかしながら､両者の相互作用は検出されなかった｡.そこで､ YneAが

収縮環上でのZ-ringの安走性に影響を与えてしﾅる可能性を考え､他の細胞分裂蛋白質との

酵母2ﾊｲﾌﾞﾘｯﾄﾞ解祈を試みたが相互作用は検出されなかった.また､ yneA抗体を用

いたｳｴｽﾀﾝ解析から､ yneAが膜蛋白質であることが示され､さらに､ YneA-GFP融

合殊を用いた細胞内局在の解析では､細胞の中央など分裂面に相当する位置において､主

に強いYneA-GFPの蛍光が観察されたoこれらのことから､ yneAはz-ringが形成される

前に分裂面を認識し､そこに局在することで､ FtsZの分裂面への局在を抑制している可能
性が考えられた｡
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Ⅰ序論

ﾄ1はじめに

遺伝情報の担い手であるｹﾞﾉﾑDNAが安定に保持されることは種が存続するため

に必須である｡しかしながら紳胞内のDNAは放射線､紫外線､環境中の変異原とい

った外的な要因､あるいは代謝の過程で生じる括性酸素などの内的な要因によって

常に損傷を受けていることも事実である｡こうした損傷はDNAの複製や転写を阻害

し､さらには細胞死や突然変異の原因となる｡人を含むすべてめ生物はこうした状

況に対処するため､これらの損傷を修復しDNAを安定に保つための多様な機構を備

えている｡

bNA修復の研究は1940年代にﾊﾞｸﾃﾘｵﾌｱ-ｼﾞにおいてその機構が発見され

たことに始まり､大腸菌などのﾊﾞｸﾃﾘｱを材料に､ ｢DNA損傷に対する生体防御

機構の解明｣を目的とする基礎的な研究が盛んに行われてきた｡ -方で､ ｢発癌の原

因としてのDNA損傷に対する防御機構の解明｣という目的から,他の研究分野に比

べ早くからﾋﾄ培養紳胞などを用いた応用的な研究も行われているo現在ではDNA

修復に閑わる遺伝子の欠損が､早期老化､発育遅滞,高発癌性､免疫異常など広範

囲な病気をもたらすことが認められ､さらには､こうした病気の原因遺伝子により

形成されるDNA修復機構も分子ﾚﾍﾞﾙで明らかになりつつある｡また､個々の修復

機構に対する解析だけではなく,複数のDNA修復機構間での相互作用についての研

究も進められている｡近年ではDNA複製あるいは転写と共役して行なわれる修復機

構の存在が明らかになり､さらには､紳胞周期のﾁｪｯｸﾎﾞｲﾝﾄ機構との相互作

用も認められている｡このようにDNA損傷に対する防御機構はDNA修復､転写､

組み換え,複製､細胞周期などの様々な反応系からなる複雑なﾈｯﾄﾜ-ｸを形成

しており､各反応間での相互作用を分子ﾚﾍﾞﾙで明らかにしていくことが重要な課

題となっている｡

ﾄ2 SOS応答反応

ﾄ2-1大腸菌SOS反応系の機構と制御

多くの真正細菌の間で保存されているDNA損傷応答機構であるSOS反応系は､

紫外線や電離放射線の照射,また､ある種の抗生物質やｱﾙｷﾙ化剤などの処理で

DNAが損傷を受け､ DNA,の伸長が阻害を受けると誘導され､ DNA修復能の増加､

細胞分裂の抑臥突然変異頻度の上昇やﾌﾟﾛﾌ･ｱ-ｼﾞの誘発など多様な現象を引き

起こす(Little and Mouht, 1982; Little, 1984; Freiedberg et al･, 1995; Koch and Woodgate,
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1998)｡これは､大腸菌を用いた研究によりその存在が始めて明らかにされたもので

あり､ ｢DNA損傷が起こると大腸菌はそれを認識し,克服するために必要な蛋白質

を誘導する｣･という考えから､ SOS遭難信号になぞらえsos仮説として提唱された

(Radman, 1974)｡その後,種々の変異株を用いた解析からSOS仮説についての具体

的なﾓﾃﾞﾙが生まれ､さらに様々な結果を総括し整理することで, SOS修復やsos

機能という考えと言葉が定着した(Gudas and Pardee, 1975; Witkin, 1976)oその当時の

ﾓﾃﾞﾙでは､ IexA遺伝子の産物がﾘﾌﾟﾚｯｻ-として､ bNA損傷の修復や突然変異

の誘発､また細胞分裂阻害などの機能を持つ遺伝子の発現を通常は抑制しているが,

DNAに損傷が起こるとrecA遺伝子産物が括性化され､ LexAの不活化を引き起こし,

抑えられていた遺伝子が-斉に発現すると考えられていた(SOSﾚｷﾞｭﾛﾝ)｡その

後､実際にこの制御系の鍵を握るrecAとIexA遺伝子がｸﾛ-ﾆﾝｸﾞされたことによ

り,遺伝学的な解析に加え､様々な生化学的解析も行われ､ RecAとLexA蛋白質の

詳紳な機能とその構造的な特徴が示され､ sosﾚｷﾞｭﾛﾝの発現制御の分子機構が

明らかにされていった(Freiedberg etal., 1995)｡

現在までに明らかにされているSOSﾚｷﾞｭﾛﾝの発現制御の分子機構は,先に述

べた当時のﾓﾃﾞﾙと大筋で-致するものである｡ SOSﾚｷﾞｭﾛﾝのﾘﾌﾟﾚｯｻ-で

あるLexAは､ sos遺伝子上流のﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-嶺域に共通に存在するSOS-box

(bxA-box)と呼ばれるｵぺﾚ-ﾀ-配列(5'-TACTGTATATATATACAGTA-3')に結合

することで､通常sos制御系に属する遺伝子群の発現を抑制している(Brent and

Ptashne, 1981; Little et al., 1981). DNAに損傷が起こると､それにより生じた-本鎖

DNAはRecAと相互作用することで複合体を形成し, RecAを括性化する｡この括性

型RecAはLexAと相互作用し､ LexAの持つ内在性のﾌﾟﾛﾃｱ-ｾﾞ括性を誘導する.

その結果､ LexAはN未端から糾番目のｱﾗﾆﾝと85番目のｸﾞﾘｼﾝの間で自己分

解を引き起こし､ DNA結合能を央いSOS遺伝子群の発現が誘導される(図Ⅰ-1)

(sassanfarand Roberts, 1990; Freiedberg et al., 1995; Koch and Woodgate, 1998).

ﾄ2-2大腸菌SOSﾚｷﾞｭﾛﾝ

現在までに大腸菌sosﾚｷﾞｭﾛﾝは30種類以上の遺伝子から梼成されるDNA損

傷に対する応答機構であることが明らかになっている(Kochand woodgate, 1998;

Fernandez De Henestrosa et al., 2000; Courcelle et al., 2001)｡ LexAにより発現制御され

る遺伝子の同定はKenyonとWalkerにより始めて行われた(Kenyon andW山ker, 1980)｡

その方法は,ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-を含まないβ-ｶﾞﾗｸﾄｼﾀﾞ-ｾﾞ遣伝子をDNAの端に持

つ欠損Muﾌｱ-ｼﾞを大腸菌染色体にﾗﾝﾀﾞﾑに組み込み,ﾏｲﾄﾏｲｼﾝ処理後

に転写が誘導される遺伝子を同定するというものである｡これらの遺伝子はDNA損

傷により特異的に誘導されることからdin ge血e (damage-iaducible gene)と呼ばれた(こ
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図Ⅰ-1 SOSﾚｷﾞｭﾛﾝの発現制御機構

こではSOS達伝子とする)｡その後､ SOS遺伝子の発現はLexAの制御下にあるこ

とがIexA.変具株を使った解析により示され,さらにIexAがｸﾛ-ﾆﾝｸﾞされると,

ぬAやrecAを含むSOS遺伝子のﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-付近に精製したLexAが結合すること

が順次確かめられていった｡多くの研究者による研究の結果､大腸薗では少なくと

も11達伝子についてLeⅩAによる直接的な転写制御があると確認された(Freiedberg el

al., 1995; Koch姐d Woodgate, 1998)｡また,近年ではその全塩基配列が明らかにされ

たことから､ SOS達伝子のﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-付近に共通に存在するLexA-boxを大腸菌ｹﾞ

ﾉﾑ上で検索することにより､新たなSOS達伝子が同定され(Lewis et al･, 1994;

Femandez De Henestrosa et al., 200),さらにはDNAｱﾚｲを用いた網羅的な解析も

行われ､ IexAやrecJlの変具株､また紫外蘇照射などに伴うSOS誘導時の達伝子発現

ﾌﾟﾛﾌｱｲﾙが作成された(CotJTCelle et al., 2001;臥il and Came血i-Otero, 2002).こ

のような解析により､現在では大腸菌sOSﾚｷﾞｭﾛﾝは30種類以上の達伝子から

構成きれる制御ｼｽﾃﾑであることが確認され,また,いくつかのSOS達伝子に閑

しては機能が詳紳に研究されている｡
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ﾄ2-3 SOS遺伝子の機能

主な大腸菌sos遺伝子とその機能について表Ⅰ-1に示した｡

表ﾄ1主な大腸菌SOS遺伝子

遺伝子機能
lexA

TleCA

dinl

uvr:A

uvrB

uvrD

r〟1/A

TuVB

poIB

umuD

umuC

dinB

sLllA

recN

ssb

himA

SOSﾚｷﾞｭﾛﾝのﾘﾌﾟﾚｯｻ-

LexAの不括性化､ DNA組み換え

SOS反応系の抑制

ﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ除去修復

ﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ除去修復, uⅥAの括性を促進

ﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ除去修復,へﾘｶ-ｾﾞ

DNA組み換え､ Holliday交叉点特異的結合蛋白質

DNA組み換え､へﾘｶ-ｾﾞ

DNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞⅡ,突然変異の誘発

DNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞⅤのｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄ､突然変異の誘発

DNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞⅤ､突然変異の誘発

DNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞⅠⅤ､突然変異の誘発

紳胞分裂の抑制

DNA組み換え

-本鎖DNA結合蛋白質

入ﾌｱ-ｼﾞの組み込み,ﾄﾗﾝｽﾎﾟｿﾞﾝの転移に必要な宿主因子

先に述べたように､ sosﾚｷﾞｭﾛﾝの発現調節因子として機能するlexA ､ rleCAは

それら自身がsos遺伝子であり(Little and Mount, 1982; Little, 1984; Freiedberg et al.,

1995)､また, RecAはDNA相同組み換えにおいても中心的な役割を呆たす多機能な

蛋白質である(Koch and Woodgate, 1998). dinIはRecAと相互作用し､括性型RecA

の形成を抑制することから､ sos制御系の抑制因子､あるいは以下に述べるUmuD,2C

ﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞによる損傷乗り越え修復の調節に閑与すると考えられている(Yasuda et

al･, 1998; Voloshin et al., 2000; Yasuda et al., 2001)｡ uvrA､ uvrB, uvrDはﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ

除去修復に関与するSOS遺伝子である｡ﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ除去修復系は塩基のないAP部

位(脱ﾌﾟﾘﾝ,脱ﾋﾟﾘﾐｼﾞﾝ部位)から､ｼｽﾌﾟﾗﾁﾝ付加物のような大きな障害

までの広い範囲のDNA障害を認識,除去することができ､この修復系は真核生物に

まで保存されている(Freiedberg etal., 1995; Grossman etal., 1998)｡また､ﾇｸﾚｵﾁ

ﾄﾞ除去修復系はTRCF (transcription-repair coupling factor)と協調して機能すること

で､転写鎖上の障害を修復する転写共役修復系としても働いている(Selby and Sancar,

1991; Selby and Sancar, 1993)o ruvA､ ruvBはI)NA組み換え反応の後期過程で､組み

換え中間体(Holliday構造)の交叉の移動に関与する(Shinagawa and lwasaki, 1996;
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West, 1997)｡突然変異の誘発に関与する因子としてはpoIB, umuDC､ dinBが知られ

ている.これらはいずれもDNA伸長反応の忠実度および継続度が低い損傷ﾊﾞｲ^oｽ

型のDNAﾎﾞﾘﾒﾗ-ｾﾞである(Wagner et al･, 1999; Tang et al., 1999; Napolitano et al.,

2000; Tang et al., 2000; Pham et al., 2001)｡また､これらのﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞでは認識する

損傷の種類や損傷をﾊﾞｲ/てｽする過程で誘発される変異に違いがあると考えられて

いる｡ UmuDに関しては､ LexAと同様に括性型RecAに依存した自己分解を受け､

UmuD'2C複合体の形でDNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞとして機能する｡加えて､括性型RecAに

よる分解を受けていないUmuD2C複合体がDNA合成の抑制に関与することも報告

されており,これはDNA複製の伸長を遅らせ､複製ﾌｵ-ｸがDNA障害に衝突す

る前にﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ修復などにより損傷部位を取り除くためであると考えられてい

る(Oppermanetal., 1999; Sutton andWaker, 2001; Sutton, et al., 2001)oまた､栄養飢餓

状態において誘導され,同-塩基の連続した箇所での-1のﾌﾚ-ﾑｼﾌﾄ変異を多

発する適応変異に､ DinBが閑与していることも報告されている(Kim et al., 1997)｡

UmuCとDinBは同-のﾌｱﾐﾘ-に属するDNAﾎﾞﾘﾒﾗｰｾﾞであり,このﾎﾟﾘﾒ

ﾗ-ｾﾞはﾋﾄを含む真核生物にまで高度に保存されており,ﾋﾄではその欠損が細

胞の癌化を導くことでも注目されている(Bridges, 1999; Gerlach et al., 1999; Freidberg

et al･,字000)｡ sulAは紳胞分裂の抑制に閑与する遺伝子であり､細胞分裂過程で中心

的な役割を果たすFtsZと相互作用することでFtsZの分裂面での重合を阻害し､紳胞

分裂を抑制している四iand Lutkenhaus, 1993; Trusca et al., 1998).この細胞分裂の抑

制機構に関しては､本研究のﾃ-ﾏでもあり､後で詳しく述べたい｡

このように､いくつかのSOS遣伝子に関してはその詳細な機能が明らかにされて

いる｡しかしながら､まだ多くの機能がわかっていないSOS遺伝子が存在している

ことも事実であり､今後の課題として､こうしたsos遺伝子の機能解明が残ってい

る｡

ﾄ2-4 SOS反応系の保存性

大腸菌での研究により明らかにされたsos反応系は,ｻﾙﾓﾈﾗ菌などいくつか

のｸﾞﾗﾑ陰畦細菌においても同様に備わっていることが報告されている｡ Barbeらは

大腸菌necAのﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-からRecA-LacZ融合蛋白質を発現させることができるﾌﾟ

ﾗｽﾐﾄﾞを30種のｸﾞﾗﾑ陰性細菌に導入し, DNAに損傷を与えた細胞と与えてい

ない細胞でのβ-ｶﾞﾗｸﾄｼﾀﾞ-ｾﾞ活性を比較することで､大腸菌以外のｸﾞﾗﾑ陰性

細菌でもrecAの発現がDNA損傷により特異的に誘導されることを見い出した

(Henestrosa etal･, 1991; Freiedberg etal., 1995)｡さらに彼等は､ｻﾙﾓﾈﾗやｼｭ-ﾄﾞ

ﾓﾅｽなどのIexA遺伝子のｸﾛ-土ﾝｸﾞも行い,それらのLexA蛋白質が大腸菌

LexA-boxと結合すること､また大腸菌RecAにより分解されることを確認した(calem
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gfαL1991；F血頭be曙gfαg．，1995）。また、グラム陰生細菌に限らず、グラム陽性細菌

である枯草菌においてもLexA／RecAによる制御系とその支配下にあるレギエロンの

存在が古くから知られている（Loveetal．，1985；Marreroand協sbin，1988；Cheoetal．，

1991；Raymond－DeniseandGui11en，1991）。近年では多くの生物種においてそのゲノム

塩基配列が決定されたことから、大腸菌RecAとの相同蛋白質は細菌だけでなく真核

生物にまで保存されていることが明らかになっている（図Ⅰ一2）。この真核生物型RecA

は、DNA二重鎖切断の修復、有糸分裂や減数分裂での相同組み換えに必要であるこ

とが報告されている（KochandWbodgate，1998）。また、LeⅩAと相同性を示す蛋白質

は寄生性の病原性細菌を除く30種以上の真正細菌で保存されていることがわかり、

光合成細菌である朗βゐあαCねr甲ゐαe和んお∫、結核菌である喝′CβあαCおrf招乃れめど汀〟わ血

放線菌である助甲わ椚γCe∫鋸血乃∫などでは、実際にLexAの制御下にある遺伝子の

同定が行われている（Dullabhanetal．，2002；Davisetal．，2002；Tbpiasetal．，2002）。真楔

生物においてもDNA損傷により誘導され早DNA修復遺伝子、あ笥いは細胞周期の

制御遺伝子は数多く存在しているが、SOSレギュロンのような包括的な転写調節は、

まだ確認されていない。

また、前項で述べた主な大腸菌SOS遺伝子に関しても相同性解析を行ったところ、

〟γd、抑畑、読vrβ、相川A、用Ⅴ臥　〟椚〟C、励βについては、幅広い生物種においてそ

の相同遺伝子が見い出された。これらの遺伝子機能はヌクレオチド除去修復、DNA組

み換え、損傷バイパス型DNAポリメラーゼであり、全てゲノムDNAの維持に関わ

る遺伝子である。一方で、SOS制御系を負に制御する成ガ、UmuCポリメラーゼの

サブユニットである〟椚比D、細胞分裂阻害因子である∫〟班の相同遺伝子は大腸菌の

近縁種であるγ－プロテオバクテリアでしか見い出されない。特に酵母を含む多くの

生物種でUmuC丑力nBファミリーに属するポリメラーゼは2つ以上保存されているに

も関わらず、，〟椚比Dはγ－プロテオバクテリアにしか保存されておらず興味深く思わ

れた。さらに卯虜に関しては、古細菌や酵母にまで保存されているにも関わらず、

真正細菌ではごく一部の生物種で保存されているだけで、枯草菌を含むその近縁種

では見い出されなかった。

このようにSOS制御系は大腸菌だけではなく、多くのグラム陰性紳菌、グラム陽

性細菌である枯草菌、さらには光合成細菌、結核菌、放線菌にも備わっている。ま

た、大腸菌LexAとRecAの相同性解析により、これらの蛋白質が30種類以上の真

正細菌で保存されていることが確認され、SOS制御系は真正細菌の間で共通のDNA

損傷に対する応答機構であることが推測された。その一方で、肋′、肋間紘D、∫〟軋ク〃鱈

はその機能の重要性に関わらず、一部の生物にしか保存されていない。このような

生物特有のSOS遺伝子の存在は興味深く、またSOS制御系を理解する上で、特定の

生物において研究を進めるだけでは不十分であることを示している。
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ﾄ2-5枯草菌SOS制御系の特徴

ｸﾞﾗﾑ陽性細菌の代表である枯草菌でも､大腸菌と同様に古くからsos制御系に

関する研究が行われている｡しかしながら,枯草菌sos制御系の発見は大腸菌と異

なり,外部からDNAを取り込み,それを相同組み換えにより染色体に組み込む能力

を持つｺﾝﾋﾟﾃﾝﾄ紳胞への分化に伴い､ﾌﾟﾛﾌｱ-ｼﾞが特異的に誘導されること

に起因する｡この現象が観察されたのと同時期に大腸菌で･SOS仮説が提唱されてお

り, Yasbinらはﾌﾟﾛﾌｱ-ｼﾞの自発的な誘導を説明するため､枯草菌にもsos制御

系が存在し,それがｺﾝﾋﾟﾃﾝﾄ紳胞において括性化されることを提案した(yasbin,

1977 a, b; Love and Yasbin, 1984; Love etal., 1985; Love et al., 1989; Yasbin et al., 1988)｡

この仮説を証明するため､ DNA損傷に対して感受性を示す変異株を用いた遺伝学的

解析が行われ､ DNA損傷によりﾌｱ-ｼﾞの誘発､突然変異頻度の上昇､細胞の伸長

など大腸菌と同様な現象が起こることが確認された(Loveand Yasbin, 1984; Yasbin et

al･, 1992)｡また,大腸菌Lex阜, RecAに対応するものとしてDinR､ RecE (現在では

LexA､ RecAに改名された)が見い出され(Marreroand Yasbin, 1988; Raymond-Denise

andGuillen, 1991),これらが, DNA損傷により特異的に誘導されるLtV,A､ uv,B, dinB

(大腸菌dinBとは異なるため,ここではBsdinBと記す)､ tagcの転写発現を調節する

ことがわか.り,枯草菌sos制御系の存在が明らかになった(Leve etal., 1985; Cheo etal.,

1991)｡

枯草菌sos制御系はDNA損傷時に観察される現象やsos遺伝子の発現制御機構

において犬腸菌sos制御系と多くの共通性を持つ｡ -方で､ ･枯草菌ではDNA損傷

時だけでなく､定常期ｽﾄﾚｽに対する適応反応であるｺﾝﾋﾟﾃﾝﾄ細胞への分化

の過程でも､ sos遺伝子が誘導されることから､ｺﾝﾋﾟﾃﾝｽ能(DNA受容能)を

持たない大腸菌とは異なる機構が存在していると予想された｡このことから,枯草

菌sos反応系の研究は､ｺﾝﾋﾟﾃﾝﾄ細胞におけるSOS遣伝子群の発現制御機構

の解明に向けられ,大腸菌とは異なる研究の特色を持つようになる｡現在では,こ

のｺﾝﾋﾟﾃﾝﾄ紳胞特異的なSOSﾚｷﾞｭﾛﾝの発現機構は､その大部分が説明され

ている｡まず､ｺﾝﾋﾟﾃﾝﾄ紳胞では染色体DNA上にｷﾞｬｯﾌﾟが生じ, -本鎖DNA

領域が形成される(HarrisandBarr, 1971). (この原因はよくわかっておらず,可能性

としては､ｺﾝﾋﾟﾃﾝﾄ細胞でのDNA取り込み能と高頻度なDNA組み換え括性に

俵存したものと考えられる)また,外来DNAも-本鎖DNAとして細胞に取り込ま

れる｡ -方､ｺﾝﾋﾟﾃﾝｽ特異的転写因子であるComKがnecAのﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-儀域

に結合することで, LexAの分解に俵存しない､ｺﾝﾋﾟﾃﾝｽ特異的な,ecAの発現

誘導が起こるo (Loveetal･, 1989; Haijemaetal･, 1996).そして､ｺﾝﾋﾟﾃﾝﾄ細胞で

特異的に誘導されたRecAは､細胞内に存在している-本鎖DNAと相互作用するこ

とで､ DNA損傷時と同様な括性型RecAを形成し､ sos遺伝子群の発現を誘導する
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と考えられている(Yasbin etal., 1992;Haijemaetal., 1996)oｺﾝﾋﾟﾃﾝﾄ細胞でのSOS

応答は､外来DNAをRecAに俵存して染色体へ効率よく取り込むと同時に､染色体

上の様々な箇所に突然変異を導入することで適応能力を高め､紳胞が生存して'u)く

ための手段として誘導されると考えられる｡

このように,枯草菌sos制御系の研究は､大腸菌にはない枯草菌特有な経路で誘

導されるSOSﾚｷﾞｭﾛﾝの発現機構を明らかにしてきた｡ -方で,大腸菌で行われ

ているDNAｱﾚｲなどを用いた､網羅的な解析はまだ行われておらず､報告され

ているSOS遺伝子は先に述べた6遺伝子だけであり,~その全体像は不明である｡ま

た,枯草菌sos遺伝子であるtagC (機能末知遺伝子)やﾇｸﾚｱ-ｾﾞ阻害因子と相

同性を示すBsdinBとの相同遺伝子は大腸菌では見い出されない.このことは,枯草

菌においても特有なsos遺伝子が存在していることを示しており､ SOS反応系の多

様性を知る上でも,その全体像を把握することが不可欠であると思われる｡

ﾄ3 SOS応答と細胞分裂

DNA損傷に伴い誘導されるSOS反応系は､ DNA修復に関与する遺伝子群を発現

させる｡さらに､正確なｹﾞﾉﾑ情報を子孫に伝えるため､修復する間,細胞分裂を

抑えておく措置もとる｡この細胞分裂の抑制因子として大腸菌ではsulAが存在して

おり､ sulAは細胞分裂蛋白質の-つであるFtsZと相互作用し､ FtsZの機能を阻害す

ることで細胞分裂を抑制している｡

FtsZは現在までに報告されている紳胞分裂蛋白質の中で､最も初めに分裂面に局

在する蛋白質であり､多くの原核生物種において幅広く保存されている(Rothfield et

al･, 1999; Margolin, 2000; Harry, 2001).1ｸﾞﾗﾑ陰性および陽性細菌からﾏｲｺﾌﾟﾗｽﾞ

ﾏ､古紳菌にも存在し,･紳菌における紳胞分裂の中心的な役割を担っている｡この

FtsZは真核生物のﾁｭ-ﾌﾞ1)ﾝと･､蛋白質全体としては高くないが､ GTP結合部位

で部分的にｱﾐﾉ酸配列の相同性がみられる｡そして､その立体構造において両者

が高い類似性を示すことから､ﾊﾞｸﾃﾘｱ型のﾁｭ-ﾌﾞﾘﾝと呼ばれている(L｡w｡

andAmos, 1998; Nogales etal･, 1998).これまでの研究から, FtsZは紳胞の中央部の分

裂部位に特異抑羊局在化し､ﾁｭ-ﾌﾞﾘﾝと同様なGTP加水分解能に依存した重合

を行うことで,紳胞分裂面にFtsZ収締環(z-ring)を形成することが明らかにされ

ている(Harry, 2001; Scheffers and Driessen, 2002)｡このZ-ringにFtsAなどの細胞分裂

に関与する蛋白質群が､次々と局在化していくことで､成熟した収締環が形成され

る｡その後､この収締環の収締が起こり､細胞は中央部でくびれながら隔膜を形成

し二分裂する｡このようにFtsZはz-ringへと重合されることで,･隔膜が形成される

べき時機と位置を決定し､.細胞分裂を誘導している｡しかしながら, DNA損傷によ

りsos応答が誘導されると､ sulAによりz一血gの形成は阻害され､その結果として
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細胞分裂は抑制される｡

sulA (sjiA)は､ sos応答に伴う紳胞の伸長を抑制する変異として同定され(George

et al･, 1975)､その後の解析により､ sulAがsos応答で特異的に発現すること､そ

の発現がLexA収ecAに直接俵存していることが明らかにされた(Huisman and D,Ari,

19.81; Mizusawa etal･, 1983; Huisman etal., 1984)oまた､生化学的および遺伝学的解析

からsulAによる紳胞分裂の抑制は､ sulAがFts写と直接相互作用することで､ FtsZ

の持つGTPaseの括性を阻害し,分裂部位でのその重合を抑制するためであることが

確認されている(Bi and Lutkenhaus, 1993; Trusca et al., 1998)｡

⊥方,枯草菌でも大腸菌と同様なSOS応答に伴う紳胞分裂の抑制が観察される

(Love and Yasbin, 1984; Yasbin etal., 1991).しかしながら,その原因遺伝子であるsulA

ゐ相同遺伝子は見い出されない.また, DNA損傷時にSOS応答が誘導されない柁CA

変異株を紫外線で照射しても紳胞の伸長が観察されたため,枯草菌での細胞分裂の

抑制はLex〟RecAに俵存していないと考えられていたが､その機構は不明なままで

ある｡また､枯草菌のlexA被壊株で特異的な細胞伸長が観察されるという報告もあ

り(Haijema et al･, 1996)､実際にはLeⅩAの制御下に細胞分裂阻害因子が存在してい

る可能性も考えられた｡

ﾄ4本研究の目的

DNA損傷に対する防御機構であるSOS制御系は,大腸菌においてその研究が最も

進められており,現在までに30種類以上のSOS遺伝子から構成される反応系であ

ることがわかっている｡ -方､枯草菌でもその研究は古くから行われており､ sos

機能やその誘導機構は基本的に大腸菌と同じであり､いくつかのSOS遺伝子は両者

で共通に見い出されているoしかしながら､枯草菌ではｱﾚｲなどを用いた網羅的

な解析はまだ行われておらず､ sosﾚｷﾞｭﾛﾝの全体像は不明である｡また､大腸

菌sos遺伝子であるdinI､ umuD, sulAなどはその機能の重要性にも閑わらず､枯草

菌では見い出されないo特に､細胞分裂の抑制に関しては､枯草菌lexAの破壊株で

細胞の伸長が観察されることから､ LexAの制御下にも細胞分裂阻害因子が含まれて

いると予想された｡そこで本研究では､枯草菌sosﾚｷﾞｭﾛﾝの全体像を把握し､

さらには細胞分裂阻害機構を解明することで枯草菌におけるSOS制御系の特徴を明
確にしたいと考えた｡

まず､ DNAﾏｸﾛｱﾚｲによる解析により､ IexA被壊株で発現量の増加が認めら

れる遣伝子を検索した｡さらに, IexA被壊株で有意な発現上昇を示した遣伝子につ

いてLexA-box-の有無を確認することで,LexAによる直接的な制御を受ける可能性

を持う38遣伝子(これまでに報告されている枯草菌sos遺伝子を全て含む)を見

い出したoその中からlexA被壊株で非常に高い発現上昇を示すyneAｵﾍﾟﾛﾝ(yneA,
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yneB, ynzC)の機能解析を行い､ YneAが細胞分裂阻害因子として機能することを明

らかにした｡

さらに､ yneAによる細胞分裂阻害機構の解明を目指し､ FtsZ抗体を用いた免疫蛍

光顕微鏡観察により､lexAの欠失によるYneAの発現と野生株(lexA')での人為的な

YneAの発現がz-ring形成へ及ぼす影響を調べた｡また､ yneA-GFP融合蛋白質やyneA

抗体を用いたyneAの細胞内局在性を検討した｡さらには,`酵母2ﾊｲﾌﾞﾘｯﾄﾞ法

を用いYneAと細胞分裂蛋白質との相互作用の有無の解析を行った｡その結果､ yneA

は分裂部位を含む紳胞膜全体に存在することでFtsZの分裂部位での重合化を抑制し､

分裂面でのZ-ring形成を抑制している可能性が考えられた｡
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ⅠⅠ枯草菌SOSﾚｷﾞｭﾛﾝの解析

Ⅰﾄ1はじめに

SOS制御系は多くの真正細菌の間で保存されているDNA損傷に対する応答機構で

あり､ -群のSOS遺伝子により構成されている(SOSﾚｷﾞｭﾛﾝ)｡ SOSﾚｷﾞｭﾛ

ﾝの発現誘導は､ DNAが損傷を受け､ DNAの伸長が阻害を受けると起こり､ DNA

修復能の増加､細胞分裂の抑臥突然変異頻度の上昇,またﾌﾟﾛﾌｱ.-ｼﾞの誘発な

ど様々な現象が観察されるようになる(Littleand Mount, 1982;Little, 1984; Freiedberg et

al･, 1995; Kochand Woodgate, 1998).こうしたsos遺伝子の発現制御機構は大腸菌で

の研究により明らかにされており､ sosﾚｷﾞｭﾛﾝのﾘﾌﾟﾚｯｻ-であるLexAと

その不括性化に必要なRecAの機能に俵存している.通常LeⅩAはsos遺伝子上流

のﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-額域に共通に存在するLexA-box (SOS-box)に結合することでSOS遺

伝子の発現を抑制している(Brent andPtashne, 1981; Little etal., 1981)｡しかし, DNA

に損傷が起こると,それにより雀じた-本鎖DNAとRecAが相互作用し複合体(括

性型RecA)を形成する｡この括性型RecAは､ LexAの持つ内在性のﾌﾟﾛﾃｱ-ｾﾞ

括性を誘導し,その結果としてLexAの自己分解が起こりSOS遺伝子群の発現が誘

導される(Sassanfarand Roberts･ 1990; Freiedberg et al･, 1995; Koch andWoodgate, 1998)｡

大腸菌sosﾚｷﾞｭﾛﾝはその研究の初期段階では11種類のSOS遺伝子が同定され

ていた(Freiedberg et al･, 1995; Koch and Woodgate, 1998) ｡近年,大腸菌や枯草菌を含

む多くの生物種でｹﾞﾉﾑの全塩基配列が明らかにされたことから､新たな研究が可

能となったo大腸菌では､LexA-boxをｹﾞﾉﾑ配列上で検索することによ-り､新たな

sOS遺伝子が同定され(Lewis et al･･ 1994; Fernandez De Henestrosa et al., 1994)､ 31遺

伝子がLexAに直接制御されるSOS遺伝子であることが明らかになり,さらには･DNA

ｱﾚｲを用いた網羅的な解析も行われ(courcelle et a!., 2001)､現在では大腸菌sos

ﾚｷﾞｭﾛﾝは50種類以上の遣伝子から構成されると予想されている｡
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-方､他の細菌におけるSOS制御系の研究はあまり進んでおらず､ DNAｱﾚｲな

どを用いた網羅的な解析はまだ行われていない｡大腸菌と共に長いSOS制御系の研

究の歴史を持つ枯草菌においても,その研究の中心がｺﾝﾋﾟﾃﾝﾄ細胞への分化に

伴うsos遺伝子の発現制御機構に向けられていたため､lexA, recA. uvrA. uvrB. tagC,

BsdinB (大腸菌dinBとは異なる)がsos遺伝子として報告されているにとどまってい

f= ''(Leve it al･･ 1985; Marreroand Yasbin, 1988; Cheo et al･, 1991; Raymond-Demiseand

Guillen, 1991)｡そこで,我々は枯草菌ｹﾞﾉﾑ上でLexA-boxと類似した配列を検索し､

その下流に存在する遺伝子の発現を野生株とIexA破壌株で比較することにより, yhjD,

apT:X, xkdA､ yorB､ yopT. yoID, yq7'W. yq7'Hを枯草菌sos遺伝子の候補として同定

してきた(Kawai, 2000)｡また, Lovettらは枯草菌ｹﾞﾉﾑ上で見い出されたLexA_b｡x

と類似した配列をﾌﾟﾛ-ﾌﾞとした､精製LexA蛋白質によるｹﾞﾙｼﾌﾄｱｯｾｲを行

い､ ydgG､ ydiOなどのSOS遺伝子の候補を新たに見い出している(このSOS遺伝

子の候補については考察で詳しく説明する) (Dubnau and Love仕, 2002)｡しかしなが

ら､大腸菌と比べてまだその数は少なく,他にも多くのSOS遺伝子が存在している

と予想された｡そこで本研究では,枯草菌ではまだ行われていない､ DNAﾏｸﾛｱ

ﾚｲ用いた網羅的な解析を行うことで､枯草菌sosﾚｷﾞｭﾛﾝに属する新たな遺伝

子の同定を試みた｡
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Ⅰﾄ2材料と方法

Ⅰﾄ2-1菌株とﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞおよび使用したﾌﾟﾗｲﾏ-

DNAﾏｸﾛｱﾚｲ解析で使用した菌株､およびIexA菌株の作製に使用したﾌﾟﾗｽ

ﾐﾄﾞと合成ﾌﾟﾗｲﾏ-を表ⅠⅠ-1に示した｡

表Ⅰﾄ1本研究に使用した菌株､ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞお■よび合成ﾌﾟﾗｲﾏｰ

菌株遣伝子型菌株の由来と参考文献

B. subtilis

168

YKOO l

tTPC2 Pasteur lab. stock

trpC2 lexA::spec本研究(II-2-2)

ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ作製方法とﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞの説明参考文献

pJ62ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-を含むｽﾍﾟｸﾁﾉﾏｲｼﾝ耐性遣伝子の増幅に用いたLeDeaux and Grossman (1995)

ﾌﾟﾗｲﾏ-配列aｹﾞﾉﾑ上での位置b

1exA-F l

lexA-R l

lexA-F2

1exA-R2

specF

specR

CCACTGTrC CCATGTTGG

ggaggatccTTC GTCAI - rl Tl rrCGCACC

gaagaatccTCCmACG GAGAGGGGG

AAGGAATCAATCACTrGC

gaagaatccCAAAAATIATATG GAGATCTGTATAAT

ggaggatccCACMÅAAGTAATWGC G

1918435-1918418

1917458-1917475

1916810-1916793

1915882-1915899

a配列中の下線は制限酵素の認識配列を表しており､dinR-RlとspecRではBamHIを､dinR-F2とspecF

ではEcoRIをそれぞれ示している｡

b数字はsubtiListﾃﾞ-ﾀﾍﾞ-ｽ(http://genolist･pasteur･肘SubtiList/index.html)に登録されている枯草

菌168株のｹﾞﾉﾑ配列上での位置を示している.

Ⅰﾄ2-2 lexA破壊株の作製

まず,枯草菌168株のｹﾞﾉﾑDNAを鋳型として, 1exAFl二1exARlと1exAF2_1exAR2

ﾌﾟﾗｲﾏ-ｾｯﾄを用いたpcR反応によりk加上流､下流の額域をそれぞれ約500bp

増幅し､得られたPCR産物をEcoRII BamHIでそれぞれ切断した｡次に､ pJ62ﾌﾟﾗ

ｽﾐﾄﾞを鋳型として, specF-specRﾌﾟﾗｲﾏ-ｾｯﾄを用いたpcR反応を行い､

Staphlococcus aureus由来の､ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-嶺域を含むｽぺｸﾁﾉﾏｲｼﾝ耐性遺伝

子を増幅し, EcoRL BamHIで切断した.調製した3つのDNA断片をDNAﾘｶﾞ-

ｾﾞで結合した後,二重交差により枯草菌168株の染色体に導入し,ｽﾍﾟｸﾁﾉﾏｲ

ｼﾝ耐性の形質転換体を選択した｡
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Ⅰﾄ2-3使用した培地

枯草菌の培養にはLB培地【10gn Bacto Tryptope (Difco), 5gn Bacto Yeast Extract

(Difco), 5g/1NaCl]を用いた｡寒天平板培地作製には, 15g/1のagarを培地に加えた｡

Ⅰﾄ2-4塩基配列の決定

目的とする配列をpCRにより増幅し,それを鋳型にABI社のBigDyeTM Teminator

Cycle Sequencing Ready Reactionを用いて反応を行い､ 310型あるいは3100型ｼ-ｹ

ﾝｻ-で塩基配列を決定した｡

Ⅰﾄ2-5枯草菌の形質転換

枯草菌の形質転換はKunstらの方法(Kunst et al., 1994)に従い,形質転換体の選

択はｴﾘｽﾛﾏｲｼﾝ(0.5llg/m)を含むLB寒天培地で行った｡

Ⅰﾄ2-6 DNAﾏｸﾛｱﾚｲ

a枯草菌RNAの調整

Igo and Losickの方法に従って枯草菌から全RNAを抽出した(Igo and Losick｡ 1986).

まず､細胞をLB培地で培養し,集菌した｡その菌体に0.55mlのLETS buffer [100mM

LiCl, 10 mM Tris-HCl (pH 7･4), 1% (w/v) SDS】､少量のｶﾞﾗｽﾋﾟ-ｽﾞ(直径o.35-0.5 mm)､

0･5mlの水飽和ﾌｪﾉ-ﾙを加え, 4分間ﾎﾞﾙﾃｯｸｽを用いて激しく撹拝し､細胞

を破砕した｡遠心後､上清に等量のphenouchloroform/isoamylalcohol (25:24‥1)を加え

撹拝し,遠心して水膚を回収した｡この溶液に1/20量の4M LiCl, 2.5倍量のｴﾀﾉ

-ﾙを加えて核酸を沈殿させ,遠心により集めた｡風乾後, 300 mlの0.1%DEPC

(diethylpyrocarbonate)処理水に溶解し, 3倍量の4M NaOAc (pH 6.0)を加え-20℃で1

時間放置した後､遠心することにより耶Aを回収し,滅菌水に溶解したo完全にI?NA

を除くため､調製したRNAをDNaseI (Amersham PharmaciaBiotech) 20 Uで37℃､ 15

分間処理した｡その後､ DNaseIを除くために､ 100mMEDTA50plと10% SDS2pl.

さらに等量の水飽和ﾌｪﾉ-ﾙを加え撹拝した｡遠心後､上清に等量の

phenol/chloroform/isoamylalcohol (25‥24:1)を加えて撹拝し,再度遠心して水層を回収

した｡水層に2･5癖容のｴﾀﾉ-ﾙと1/10啓の3MNaOAcを加え, RNAを沈殿させ

た｡遠心により回収したRNAを70%ｴﾀﾉ-ﾙで洗浄後風乾し､ 10LLlの滅菌水に

溶解した後, 260nmの吸収を測定して､その濃度を求めたo得られたRNA 2pgをｱ

ｶﾞﾛ-ｽｹﾞﾙ電気泳動で泳動し､ｴﾁｼﾞｳﾑﾌﾞﾛﾏｲﾄﾞ染色することによりDNAが

混在していないことを確認した｡
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b　マクロアレイ用プローブの作成

調整したRNA3帽と、枯草菌の全遺伝子に各々対応するプライマーの混合液

＠・SubtiliscDNALabelipgprimers，SigmaGenosis）を含む水溶液15plを90℃で2分間処

理した後、55℃で20分間放置してRNAとプライマーをアニーリングさせた。次に、

あらかじめ55℃で5分間暖めた逆転写反応溶液1叫1を加え、55℃で2～3時間反応

させた。33pでラベルされたcDNAをNICKSpinカラム（AmershamPharmaCiaBiotech）

を用いて精製した。

逆転写反応溶液

1×ReverseTranSCriptaseBufftr

333p′MdArP

33叫MdGTP

333pMdTTP

【α－33P］dCTP（2000T3000Cihmol）（10Ci小1）

ThemoScriptTMRT（GIBCOBRL）（15U小1）

これらを混和し滅菌水で1叫1に合わせた。

6担

叫1

叫1

叫′1

2担

2担

G　ハイプリダイゼーションとシグナルの検出

枯草菌全遺伝子がスポットされているDNAマクロアレイメンプレン（PanOramaB．

SubtilisGeneAmys，SigmaGenosys）をハイプリグイゼーションバッファー（5×SS陀

［0・9MNaCl，50mMsodium，Phosphate（pH7．7），5mMEDTA】，2％SDS，5×Denhardt・s

（0・1％Ficoll，0・1％polyvinylpym01idone，0・1％BSA），100pghnldenaturedsalmontestes

DNA‡5mlに浸し、42℃で1時間プレハイプリグイゼーションを行った。ハイプリ

グイゼーションは熱処理したプローブを混和した3mlのハイプリグイゼーションバ

ッファー中で、42℃一晩行った。メンプレンを、室温、5分間、洗浄液（1×SS陀，0．2％

SDS）で2回処理した後、■さらに、68℃で20分間、2回洗浄した。フジイメージグプ

レートに室温で1時間および2時間露光し、フジBAS－5000でシグナルを検出した。
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Ⅰﾄ3結果

DNAｱﾚｲはｹﾞﾉﾑ上にｺ-ﾄﾞされている全遺伝子の発現を網羅的に解析できる

手段である｡こねま,すでにｹﾞﾉﾑ配列が明らかにされている枯草菌においても利

用可能となっている｡そこで,枯草菌168株の全遺伝子のｺ-ﾄﾞ額域がﾅｲﾛﾝﾒ

ﾝﾌﾞﾚﾝ上にﾌﾞﾛｯﾄされているﾊﾟﾉﾗﾏｱﾚｲ(sigmaGenosys)を用いることで､

枯草菌sosﾚｷﾞｭﾛﾝに属する全遺伝子の同定を試みた｡

Ⅰﾄ3-1 lexA破壊株の遺伝子発現ﾌﾟﾛﾌｱｲﾙの作製

本研究では枯草菌の全sos遣伝子を-挙た同定する方蔭として, SOSﾚｷﾞｭﾛﾝ

のﾘﾌﾟﾚｯｻ-をｺ-ﾄﾞする- leA遺伝子をｽぺｸﾁﾉﾏｲｼﾝ耐性遺伝子と置き換

えたlexA破壊株を用いた｡lexA破壌株では恒常的にsos遺伝子の発現が誘導される.

後に述べるように,作製した枯草菌IexA破壊株はLB培地, 37℃の条件下において

野生株と同様な増殖速度を示した｡

そこで､野生株およびlexA被壊株をLB培地､ 37℃でOD6m=0.4まで培養後､集菌

し,その全RNAをそれぞれ調製した○このNA 3pgを鋳型として､枯草菌全遺伝

子のmRNAを逆転写可能なﾌﾟﾗｲﾏ∵混合液により､ 【α-33p】dCTP存在下で逆転写

反応を行い, 33p標識cDNAﾌﾟﾛ-ﾌﾞを合成した｡合成されたﾌﾟﾛ-ﾌﾞとﾏｸﾛｱﾚ

ｲﾒﾝﾌﾞﾚﾝとのﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ-ｼｮﾝを行い､ BAS5000ｼｽﾃﾑによりｼｸﾞﾅ

ﾙを検出し､AnayGaugeを用いて各ｽﾎﾟｯﾄ(遺伝子)のｼｸﾞﾅﾙ強度を定量したo

2種類のﾌﾟﾛ-ﾌﾞ間における標識効率の補正臥ﾒﾝﾌﾞﾚﾝ上たﾌﾞﾛｯﾄされている

枯草菌ｹﾞﾉﾑ.DNA (全12ｽﾎﾟｯﾄ)のｽﾎﾟｯﾄの平均値が等しくなるように値を

標準化したoAmay Gaugeではｽﾎﾞｯﾄのｼｸﾞﾅﾙ強度を表す任意の単位としてPSL

を用いている｡

まず,ﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ-ｼｮﾝに伴う測定値の振れを検討するため､野生株から

作成した同-のﾌﾟﾛ-ﾌﾞを用い, 2回ﾏｸﾛｱﾚｲ解析を行った｡ 2回の実験で得ら

れた各遺伝子のｼｸﾞﾅﾙ強度を比較した対数ｸﾞﾗﾌを図Ⅱ-ﾄAに示した｡得られた

結果から､ 1回目の解析で1±0･05PSLのｼｸﾞﾅﾙ強度を示した･50遺伝子について､

2回目の解析結果に対するｼｸﾞﾅﾙ強度の比を算出し,その標準偏差を求めたところ､

o･89であった｡これはｼｸﾞﾅﾙ強度が1PSL程度の遺伝子では1.78倍まで実験に測

定値の振れが生ずることを示している｡同様な解析を､ｼｸﾞﾅﾙ強度が2､ 3､ 4､ 5､

10､ 50, 100PSL程度の遺伝子について行ったところ,■ｼｸﾞﾅﾙ強度が2PSL以下の

遺伝子では約2倍までの振れが見られたが､ 4 PSL以上の遣伝子では1.3倍以下にお

さまっていた(図I=-1-B)oこの結果､ｼｸﾞﾅﾙｸﾞﾅﾙ強度が4PSL以上の場合には

ﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ-ｼｮﾝに伴う測定値の振れが少なく､高い再現性を示すことが確
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認できた｡

A 168vs.168

0.01 0.1 1 10 100 1000

Spot intensity (PSL)

B

測定値伊SL) 1 2 3 4 5 10 50 100

標準偏差o.89 0.1 0.31 0.28 0.27 0.19 0.27 0.27

図Ⅰﾄ1ﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ-ｼｮﾝが測定値に及ぽす誤差範囲の検討

A野生株での各遣伝子のｼｸﾞﾅﾙ強度の対数軸ﾌﾟﾛﾂﾄ

野生株から抽出したRNAよりcDNAﾌﾟﾛ-ﾌﾞを合成し,同じﾌﾟﾛ-ﾌﾞを用いて2回のﾏｸﾛｱ

ﾚｲ解析を行った｡検出したｽﾎﾟｯﾄｲﾒ-ｼﾞをAmyGaugeを用いて数値化した後､ 2回の

解析結果を標準化し､対数軸にﾌﾟﾛｯﾄした｡

Bｼｸﾞﾅﾙ強度とその標準偏差

各測定値伊SL)付近における､ 50遺伝子のｼｸﾞﾅﾙ強度の比から算出した標準偏差

野生株およびlexA被壊株から作成したﾌﾟﾛ-ﾌﾞを用いて､ DNAﾏｸﾛｱﾚｲ解

析を行い､両株での各遺伝子の発現を,対数ｸﾞﾗﾌにﾌﾟﾛｯﾄし,比較した(図ⅠⅠ-2)｡

より正確な結果を得るため,野生株およびIexA破壊株のRNAから合成したcDNA

ﾌﾟﾛ-ﾌﾞとﾒﾝﾌﾞﾚﾝを新たに用意し, 3回解析を行った. 3回ともにlexA被壊株で

ｼｸﾞﾅﾙ強度が4PSL以上であり､ ･かつ野生株と比較して1.5倍以上の変化がある遺

伝子を検索したところ, 270遺伝子が見い出された｡その内､ 153遺伝子ではIexA破

壌株で発現量の増加が見られ､ 117遺伝子では発現量の減少が見られた｡これらの遺

伝子とその機能分類は付録としてII-4項の最後に付録として示した. 117遣伝子で発

現量の減少が確認されたことから考えても､このように多くの遺伝子発現に変化が

見られたの札IexAの欠失による二次的な影響が含まれていると考えられた.
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168 vs. lexA破壌株

′'~■■ヽ

J
【/)

ei
>

･3
E妻
O
J■■■■

【]
∴訂

ち
Eg7
∽

1 000

100

10

0.01 0. 1 1 10 100 1000

Spot intensity (PSL)

図Ⅰﾄ2野生株と1exA破壊株でのｼｸﾞﾅﾙ強度の対数軸ﾌﾟﾛﾂﾄ

野生株■とIexA被壊株から合成したcDNAﾌﾟﾛ-ﾌﾞを用いﾏｸﾛｱﾚ

ｲ解析を行った｡再現性を得るため､野生株およびIexA披壊株の

ﾌﾟﾛ-ﾌﾞ,ﾒﾝﾌﾞﾚﾝ共に新しく用意し3回同様な解析を行た｡

Ⅰﾄ3-2 LexA-boxのﾉ検索

通常の条件下でSOS遺伝子の転写が抑制されているのは､遺伝子上流のﾌﾟﾛﾓ-

ﾀ-額域に存荏するｵぺﾚ-ﾀ-配列(LexA-box, 5, -CGAACjTmGTTCG _3,)に

LexAが結合しているためである(Cheo and Yasbin, 1991; Dubnau and Lovett, 2002)｡そ

こで､ LexAにより直接的な転写制御を受けている遺伝子を同定するため､ DNAﾏ

ｸﾛｱﾚｲによる解析からlexA破壊株で発現量が増加していた遺伝子について,そ

の上流のLexA-boxの有無を確認した｡ subtilistﾃﾞ-ﾀべ-ｽ

( http://genolist･pasteur･fr/SubtiList/index.htmi)を用い, 5'-CGAACAI斌rGTTtG_3,をｺ

ﾝｾﾝｻｽ配列として､ 4塩基までの達いを許した条件で検索を行ったところ, 38

遣伝子のﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-額域にLexA-boxとして機能していると考えられる配列が存在

しており(表ⅠⅠ-2)､これら38遣伝子の中にすでに報告されている枯草菌sos遺伝

子(lexA､ recA, 〟v血uvrB, tagC, dinB)が全て含まれていた(lexAは除く)｡し

たがって､残る33遺伝子は本研究により新たに見い出された､枯草菌sosﾚｷﾞｭ

ﾛﾝに属する遺伝子の候補である｡

この33遺伝子の中には､我々がこれまでに明らかにしたsos遣伝子, yhjD, xkdA､

yorBも含まれていた｡ -方, aprx､ yopTl yOIDl yq7･W. ･yq7･Hは含まれていなかった｡

これに関しては考察でも述べるように､ IexA破壊株でのﾉ-ｻﾞﾝﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ-
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ションとこれらの遺伝子のプロモーター下流にあgαβ遺伝子（耐熱性菌由来のβ－ガラ

クトシダーゼをコードしている）を組み込んだ株を用いた転写解析の結果から、ツ々p、

戯A、プ〃畑に比べて呼ば、y甲れγβ妙、γ由帆ッ脚ではプロモーターの活性が弱く、

発現畳も低いということが示されておりDNAマクロアレイによる解析では検出され

なかったと考えられる。さらに、これまでに報告されているSOS遺伝子とその候補

を整理すると、枯草菌SOSレギュロンは46遺伝子からなると予想された。また、

それらの機能は、ゲノムDNAの錐持（DNA修復、組み換え、複製、修飾）に関与

するもの、遺伝子の転写を制御するもの、蛋白質の合成あるいは修飾に関与するも

の、細胞分裂の制御因子（次章から説明するように、枯草菌では本研究で明らかに

なった）、アミノ酸・核酸などの小分子の合成と代謝に関与するもの、ファージやト

ランスポゾンに関係するものと様々であった（表Ⅱ－2）。また、機能解析が行われて

おらず、アミノ酸配列での相同性解析からも機能の推測が困難である遺伝子が9遺

伝子含まれていた。さらに、ファージなどに関係する遺伝子の中にも、機能が不明

であるものが6遺伝子含まれていた。

k血破壊株で特に高い発現上昇（10倍以上）を示した遺伝子として励β、γ〃媚、

ツβ畑、脚、叩虚、・叩ZCが確認されたが、この中には機能解析が行われている遺伝

はなく、d肋βはヌクレアーゼ阻害因子と、叩虚はトランスポゾンにコードされてい

る転位触媒酵素と相同性を示すのみで、他の遺伝子に関しては何も特徴は見られな

かった。
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丑Ⅰﾄ2 DNAﾏｸE)ｱﾚｲ解析によって同定された植辛菌SOSﾚｷﾞｭE)ﾝにJtするi&伝子の侯補

7.2

1.9 (2.3)

4,2 (7,O)

1.8

2.5

43

11.0

2.1

8.9

i]= ‖

1.7

2.2

1.9

l.9

2.0

3.1

2,0

6.9

1,8

2.8

1.9

7.4

10.0

31.1 (7.2)

3.5

6,2

yetG 2LO

yhjD 2&O

RjbD 7･3

yneA &肘B,y柁C ) 6.2(2011, 17L4)

yMA b■neB,ynzC )

y肘A blheB,ynzC )

CGÅAtATgcGTTCO

COAACATATGTraa

CGAACATATGaa?

CGAAC【r也GTTCG

aaAACAaAcGTTCG

CaAACAaATaTTCG

aGAggATATtTrCG

aGAACtcATGTrCG

CGAACAatamCG
COAtCtTATGaTaG

CGttaATATGmG

aGAgCATcTGTTBO

CGAgCATATGaTaa

tGAACATATGaTtO

CaAgCtTÅTGTaCG

CGAtCAgATcTTtG

CGAACAaATcTrat

CGAACATtTtscCO

CGgACATcTGTrat

ChAACAaAl)aTaCG

CtAACATATmCt
CkACATATGTcCa

aGAACAcAcGTTCO

tGAcgATATOTTCt

CtAAaAcATOrrCa

CaAAaAcfrGTrCG

&GAACActTGTTCc

CGAgCATATqgaJG

aGAACA&gGTTCt
CGAACgTATGTTtG

CGAAgAcATcTTtG

aGAACAaAcGTrCc

姐AA且ATATmCG

CGAACAaAdrTCc

gaAACgTtTGTrCG

CaAACATAgGTTCG

aOAACATAぬTTCG

CGAAgATtTqaCG

CtAAC【TATcTrCa

LeⅩAの不括性下､ DNA組み換え

Holllday交叉点の移動

ﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ除去修復
ﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ除去偉復
RNAへﾘｶ-ｾﾞ

DNAﾄﾎﾞｲｿﾒﾗ-ｾﾞⅠ型

ﾇｸﾚｱ-ｾﾞ阻宰Eg子

C18封l熟ｼﾖﾂｸ池伝子の転写抑㈱因子
DeoRﾌｱﾐﾘ-に属する転写制御因子

ﾘﾎﾞｿ-ﾑ蛋自賀Lll

ﾘﾎﾞｿ-ﾑ蜜白貿L19
ﾘﾎﾞｿ-ﾑ蛮白賀S4

Pep也dyl-tRNAの加水分解辞素

ﾌﾟﾛﾃｱ-ｾﾞ
anhferase
ferredoxin

phosph血dylse血e 8yndw

cysta血onine gamzELa lyiLBe

dihydrodipicolinate zdtlCtaSe

NADH dehydroBCmaBie

PBSX p4qPhageにｺ-ﾄﾞされている

他ISglycosykL8e

yneB:転位触媒辞素

a ()内Iまｵぺﾛﾝを形成していると予想される遭伝子｡
b野生珠での各遭伝子の発現量(pSL)とkn4破壊珠での発現皇の比を示している｡
cLexA_tx)xは, 5'-CGAACATATGTTCG･-3'をｺﾝｾﾝｻｽ配列として, 4塩基の達いまで許した

粂件で, Sub61istﾁﾞ-ﾀﾍﾞ-ｽ(叫://野nOlist.pastcur.frJSubdLisuindex･hhl)を用いて検索した｡
また,LeⅩA-bo7Lの検索は各遺伝子のｺ-ﾄﾞ髄域の上洗500bpの範囲で行った｡

各遺伝子の機能分類は色分けして示している｡

=ﾆﾆﾆﾆﾆｺ
L｢=
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Ⅰﾄ4考察
l†

Ⅰﾄ4-1枯草菌SOSﾚｷﾞｭﾛﾝに属する遺伝子の探索

SOS制御系の研究が最も盛んに行われてきた大腸菌では, 30種類以上のSOS遺伝

子がこれまでに報告されている｡また, Salmonella妙himu;iumやpseudomonas
ヽ･ヽ-

aeruginosaなどのｸﾞﾗﾑ陰性細菌や､光合成紳菌であるRhodobacter sphaenoides､結

･核菌であるMycobacterium tuberculosisなどでも, DNA修復に関与するものを中心に

いくつかのSOS遺伝子が同定されている(Kochand Woodgate, 1998; Davidov et al.,

2000; Brooks et al･, 2001; Vierling et al･, 2001; Ynang et al･, 2002; Tapias et al･, 2002;

Dullaghan et al., 2002)｡しかしながら､大腸菌以外の生物では,まだDNAｱﾚｲな

どを用いた網羅的な解析は行われておらず､ sosﾚｷﾞｭﾛﾝの全体像は見えていな

い｡そこで本研究では,枯草菌sosﾚｷﾞｭﾛﾝを明確にする目的でlexA被壊株を用

いたDNAﾏｸ.ﾛｱﾚｲ解析を行った｡

その緯果､ 153遺伝子でIeAの欠失により発現の上昇が見られ,また117遣伝子

では発現の減少■が確認された(付録表1､ 2)｡この153遺伝子の中には,転写制御

あるいは蛋白質の合成に閑わる複数の遺伝子が含まれているため､それに俵存した2

次的な影響により,発現量に変化が起こった遺伝子も含まれると考えられる｡今後,

ﾏｲﾄﾏｲｼﾝCや紫外線により､野生株でSOS応答を誘導させ,経時的に遺伝子

発現ﾌﾟﾛﾌｱｲﾙを解析し, recA変異株などのSOS応答が誘導されない株での遺伝

子発現ﾌﾟﾛﾌｱｲﾙと比較することで､ LexAによる制御ｶｽｹ-ﾄﾞとそれ以外の機

構で誘導される遺伝子の関係が明確になると思われる｡

LexAにより直接制御されるSOS遺伝子を同定するため,lexA被壊株で発現上昇

を示した遺伝子の中から､そのﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-額域にLexA-boxを持つ遺伝子を検索し

たところ, IexAを除く既知のSOS遺伝子(recA, uvrA, LIVrB, tagC, BsdinB)全てを含

む33遺伝子が卑い出された(表II-2)｡また,我々はDNAﾏｸﾛｱﾚｲによる解析

とは別に､枯草菌染色体上にあるLexA.-boxと類似した配列を検索し､その下流に存

在する遺伝子の発現をIexA被壌株で確認するという方法から､ yorB, yhjD､ xkdA､ aprX.

yopTl yOID, yq7'Wl yq7'Hをsos遺伝子の候補としてこれまでに見い出している(Kawai

2000)oこの内､ yorB, yhjD､ xkdAはDNAﾏｸﾛｱﾚｲによる解析でもIexA破壊株

での発現上昇が確認された｡ -方, apぼ, yopT､ yoID, yq7W､ yq7･Hの発現はDNA

ﾏｸﾛｱﾚｲでは検出されなかった｡ yhjD､ xkdA､ yorBに比べてaprX. yopT, yoID,

yq7'Wl yq7'Hではﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の括性が弱く､発現量も少ないという結果が得られて

おり(Kawai, 2000)､そのことが原因であると考えられる｡また､ Lovettらは枯草菌

26



ゲノム上にあるL諾A舟0Ⅹと類似した配列をプローブとし、精製bxA蛋白質による

ゲルシフトアッセイを行い、用血β、γあαg、頑G、画王O、γ如仇γ砂、カ鰐、ツ加乱

叩d、γβgC、押肋、γ昭エ、プ∂Z財、児卿∴膵好をSOS遺伝子の新しい候補として見い

出している（餌muandLov班，2002）。しかしながら、これらの遺伝子のSOS応答で

の発現誘導は確認されていなかった。我々がこれらの遺伝子について、k由破壊株

での転写解析PNAマクロアレイ、ノーザンハイプリグイゼーション、LacZアッセ

イのいずれかの実験による）を行った結果、γあαg、頭G、頭α仇y々鰐、y。JC、γ庇、

ydば、y野方の発現誘導は認められなかった。一方、和‘－通β、ツ砂、叩d、γ〃め、y威帆

においてはね血被壊株での発現誘導が認められ、我々の結果と一致するものであっ

た。また、〕ゆ仇ッた成は、まだ確認できていない。

我々の研究によって見い出されたSOS遺伝子の候補に関しては、今後実際にDNA

損傷時における発現誘導の確認やプロモーター嶺域にあるbxA－boxと似た配列と

bxA蛋白質との結合の有無を確認する必要はあるが、本研究の結果とこれまでの知

見を整理すると、枯草菌SOSレギュロンは46遺伝子（39転写単位）からなること

が予想され　これは大腸菌SOSレギュロンと同程度の規模であることが明らかにな

った。

Ⅰト4－2　枯草菌SOS遺伝子の機能

これらの遺伝子をその機能（予想される機能も含む）で大別したところ、ゲノム

DNAの維持（DNA修復、組み換え、複製、修飾）に関与するものが11遺伝子、遺

伝子の転写を制御するものが3遺伝子、蛋白質の合成あるいは修飾に関与するもの

が6遺伝子、細胞分裂の制御因子として1遺伝子（次章から説明するように、枯草

菌では本研究で明らかになった）、■アミノ酸・核酸などの小分子の合成と代謝に関与

するものが7遺伝子、ファージやトランスポゾンに関係するものが8遺伝子、機能

が不明であるもめが9遺伝子であった（図Ⅱ－2）。ファージなどに関係する遺伝子の

中にも、機能が不明であるものは6遺伝子含まれていた。

また、大腸菌SOSレギュロンとの比較を行い、両者の特徴と共通性についても検

討した（図Ⅱ－2）。大腸菌SOSレギュロンには以前から知られている31遺伝子に加

え（托m弧dezDeHenes加SagfαJ．，2000）、最近報告された野生株とJ朗AJ変異株（肋AJ

は活性型Re仏によるbxAゐ分解が起こらない変異であり、この変異抹ではSOS

遺伝子のDNA損傷による発現誘導が起こらない）■を用いた紫外線照射に伴う遺伝子

発現プロファイルの比較で予想されたSOS遺伝子も含めた（Coumdke亨d．，2001）。

合計で大腸菌SOSレギュロンは54遺伝子（表Ⅱ－3）となる。
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枯草菌
大勝菌

巨±iヨ　遺伝子の転写

Eニコ

r㌻「」細胞分裂

黄白賞の合成と修飾

ヒ：！コその他

ゲノムmの維持

小分子の合成と代謝

ファージ・トランスポソンに関係

践能不明

250 5 10 15 20

遺伝子救

国Ⅰト2　SOS機能の分類

枯草菌SOSレギエロンと大腸菌SOSレギエロンによるSOS機能を分類し、比較した。
枯草菌では亜遺伝子、大腸菌では瑚伝子を解析の対象としている。

枯草菌SOSレギュロンには、DNA修復や組み換えなどのゲノムDNAの維持に関

与する遺伝子が最も多く含まれており、これは大腸菌と同様である。また、枯草菌

SOS遺伝子のアミノ酸配列による相同性解析を行ったところ、枯草菌と大腸菌で共

通してSOSレギュロンに属していた遺伝子は、J餌A、柁d、r血、r抑訊以仇L∽γβ、

洞野（大腸菌助朋比Dあるいは成岬）および渦卿（大腸菌腑仙必あるいはゐ嘲であり、

ぬAを除くすべての遺伝子がDNA修復に関わる遺伝子であった。また、結核菌であ

る喝那加助摘㈹払加m血血でもⅣ血がh汰Aにより直接制御されるSOS遺伝子で

あることが報告されている。これらの遺伝子は、DNÅ組み換え、ヌクレオチド除去

修復、損傷バイパス型のDNAポリメラーゼとして機能しており、真核生物を含む多

くの生物種で保存されている（図Ⅰ－2）。これらがSOS制御系を持つ生物に共通した

SOS機能であると考えられる。また、枯草菌でも大腸菌と同様にUmuCDinBファミ

リーに属するSOS遺伝子が2種類（渦払y¢輌見い出されているが、両者ともに

大腸菌m皿Bとの相同性が高い。一方、大腸菌UmuCポリメラーゼのサブユニット

をコードする抑〟かの相同連伝子は枯草菌染色体上では見い出されない。また、大

腸菌で損傷バイパス塾のDNAポリメラーゼとして機能するタロ躇の相同遺伝子も枯

草菌では見い出されない。枯草菌ではY軸H、Y軸Wの解析はまだ行われておらず、
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$OSﾚｷﾞｭﾛﾝと大姓甘SOSﾚｷﾞｭﾛﾝ
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UmtICのｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄ

DNAﾎﾞ7)ﾒﾗ-ｾﾞ

清性型RccAと相互作用

DNA艶み換え

DNA組み挨え
ﾍﾘｶ-ｾﾞ

ﾍﾘｶ-ｾﾞ
ﾇｸﾚｱ-ｾﾞ

BSDNA糖合賓白質

AmCﾌｱﾐﾘ-に属する転写制御因子

細胞分裂蛮白賓

細胞分裂阻専因子
邸etyl CoA 8yEth8tBEBe

c8rbohy血8teS

ghtafedoxhl redox珊王yZELe

tELOlytdat8 mCtatX)h8血

枯草菌での敢字はそれぞれ､ 1油由破魂株を用いたﾏｸﾛｱﾚｲ(本研究). 2 ;k由故嶺梯でのﾉ-ｻﾞﾝﾊｲﾌﾟﾘﾀﾞｲｾﾞ-ｼｮﾝ
hdZｱｯｾｲによる転写僻軌3ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-周辺寵列(L既A-bot)をﾌﾟﾛｰﾌﾟとしたl.mA軍白貿でのｹﾞﾙｼﾌﾄｱﾂｾｲ
が行われていることを示している｡また､ hvEA, re亡A. 7Ly'JL. zmLB, ta8C. dLnBではDNA娩併時の発現誘導も確緒されている｡
大勝薗に関して臥野生株とLkxA変鼻株(sos応如雪勝尊されない株)を用いた照外線掃射時のﾏｲｸﾛｱﾚｲ解析によって,
最iE.見い出されたsos溝伝子の侯稀のみを4で示した｡また,点線枠内には爾生吻で共沌のSOS辻伝子を示した.
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今後の課題として残るが,大腸菌とは異なるDNAﾎﾞﾘﾒﾗ-ｾﾞによる修復経路が予

想され興味深い｡ｹﾞﾉﾑDNAの維持に関与する遺伝子の中で､枯草菌に特徴的のが,

topA､汐rA､ 'BsdinB (大腸菌dinBとは異なる)である｡ TopAはDNAらせん構造の

緩和酵素であるﾄﾎﾟｲｿﾒﾗ-ｾﾞⅠ型であり,これはﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ除去修復や損傷

ﾊﾞｲﾊﾟｽ型のDNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞによる修復の効率を高めているのではないかと考

えられるo- yprAとBsDinBは相同性解析からそれぞれ, RNAへﾘｶ-ｾﾞ､ﾇｸﾚｱ

-ｾﾞ阻害因子であると予想された｡

転写制御に関わる遺伝子としてはclass I熱ｼｮｯｸ遺伝子(h,cAｵﾍﾟﾛﾝ､

gnoELgroESｵﾍﾟﾛﾝ)の転写抑制因子であるhnA (Helmann et al., 2001)とDeoRﾌ

ｱﾐﾘ-に属する転写抑制因子と予想されるyiiEが見い出された.大腸菌ではsbs

と熱ｼｮｯｸ応答の間でも相互作用が報告されている.熱ｼｮｯｸﾚｷﾞｭﾛﾝに属

するgnDELやdnaKはLexAによる直接的な制御はないが､紫外線によるDNA損傷

で誘導される｡実際, Hsp60 (GroEL, GroES)とHsp70 (DnaK, DnaJ､ GrpE)ｼﾔぺ

ﾛﾝ複合体がsosﾚｷﾞｭﾛﾝの-員であるﾜpuC蛋白質(損傷ﾊﾞｲ′てｽ型DNAﾎﾟﾘ

ﾒﾗｰｾﾞ)のﾌｵ-ﾙﾃﾞｨﾝｸﾞを助けることが知られている(Donnellyand Walker,

1989, 1992; Kochand Woodgate, 1998').しかしながら､本研究での解析からは､ HrcA

による転写制御を受'ける遣伝子(hnAｵぺﾛﾝ, gnoELgnoESｵﾍﾟﾛﾝ) ･の発現誘導

を確認することはできなかった｡

次に､枯草菌では蛋戸質の合成や修飾に関わる遺伝子が多く含まれており､大腸

菌ではこれに類似する機能を持つ遺伝子は含まれていない｡特に興味深く思われた

のが､ﾘﾎﾞｿ-ﾑ蛋白質s4, Lll､ L19をそれぞれｺ-ﾄﾞしているrpsDl rPIK､ 7PIS

である｡これまでSOS応答とﾘﾎﾞｿ-ﾑ蛋自質の閑係は報告されていないが,枯草

菌ではｽﾄﾚｽ応答により誘導される遣伝子群の転写制御因子であるｼｸﾞﾏBの括

性化にLllが閑与していると報告されており(zhang et al･, 2001)､また､大腸菌で

も栄養が枯掲した条件下においてLllがRelAと相互作用し,環境への適応反応であ

る緊締応各(ｽﾄﾘﾝｼﾞｪﾝﾄﾚｽﾎﾟﾝｽ)を誘導することが知られている(cashelet

al･, 1998)｡こうしたことから,ﾘﾎﾞｿ-ﾑ蛋白質は細胞内ｽﾄﾚｽに対するｾﾝｻ

-として機能することで,必要に応じた遺伝子の発現を誘導し､細胞内環境の最適

化に責献していると考えられ､ DNA損傷に対する防御機構であるSOS応答にも関与

しているのかもしれない｡実際に-大腸菌での研究からﾘﾎﾞｿ-ﾑ蛋白質が熱ｼｮ

ﾂｸや低温ｼｮｯｸのｾﾝｻ-として機能する可能性は示唆されている(van
Bogelen and Neidbardt, 1990)｡

ｱﾐﾉ酸や核酸などの小分子の合成や代謝に関与するものは,遺伝子は同-では･
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ないが､枯草菌と大腸菌で共通に見られたo大腸菌ではsos応答と細胞内での代謝

反応との相互作用として､定常期におけるSOS遺伝子の発現誘導(Baquero etal., 1995)､

また､寒天培地上で大腸菌を生育させるとcAMP漉度の上昇に俵存してSOS応答が

誘導されることが報告されている(Taddei etal･, 1995)｡制御の分子機構は不明である

が､ sos応答はDNA複製伸長の阻害に対してだけではなく,生育環境や状態にも俵

存して誘導される｡小分子の合成や代謝に関与する遺伝子は紳胞内･外の環境への

適応のために必要とされているのかもしれない｡

■ DNAﾏｸﾛｱﾚｲ解析に用いた枯草菌株にはpBSXﾌｱ-ｼﾞとspβﾌｱ-ｼﾞが存

在しており,これらのﾌｱ-ｼﾞにｺ-ﾄﾞされている7遺伝子がsosﾚｷﾞｭ白ﾝに含

まれた｡ sos応答によりﾌｱ-ｼﾞが誘発されることはすでに知られており,その現

象と-致するものである｡これらの遺伝子の中では､ yocAがﾄﾗﾝｽｸﾞﾘｺｼﾗ-

ｾﾞをｺ-ﾄﾞしていると予想されたが,他の6遺伝子の機能は不明であった.また,yneB

はﾄﾗﾝｽﾎﾞｿﾞﾝにｺ-ﾄﾞされている転位触媒酵素と高い相同性を示した｡さらに､

枯草菌sosﾚｷﾞｭﾛﾝの中に.は､機能解析が行われておらず,ｱﾐﾉ酸配列での相

同性解析からもその機能を予測するのが困難な遺伝子が, 9遺伝子(ﾌｱ-ｼﾞにｺ-

ﾄﾞされている遺伝子も含めると15遺伝子)含まれていた.機能が不明な遺伝子の中

にはyorBl yhjDといったIexAの欠失で特に高い発現上昇を示す遺伝子が含まれてお

り(表ⅠⅠ-2)､これら機能未知遣伝子の機能解明は今後の課題として拳げられる｡
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ⅠⅠI yneAｵﾍﾟﾛﾝの機能解析

一細胞分裂阻害因子の同定-

ⅠⅠﾄ1はじめに

DNA修復と共に重要なsos機能として紳胞分裂の抑制が挙げられる｡細胞はDNA

損傷を修復する間,細胞分裂を抑えておくことで,正確なｹﾞﾉﾑ情報を子孫に伝え

ることが可能となる｡大腸菌ではsosﾚｷﾞｭﾛﾝの-貞であるSulA蛋白質が,細

胞分裂の開始を制御するFtsZ蛋白質と直接相互作用し､分裂部位へのFtsZの重合を

阻害することで細胞分裂を抑制している○ -方､枯草菌でも大腸菌と同様なsos応

答に伴う細胞分裂の抑制が観察されるが､ sulAとｱﾐﾉ酸配列が相同な遺伝子は存

在せず, RecAに依存しない細胞分裂抑制機構が提唱されていた(Leve-and Yasbin,

1984; Yasbin etal･, 1991)｡しかし,枯草菌のlexA破壊株で細胞伸長が観察されること

から,LeⅩAの制御下に細胞分裂阻害因子が存在しているとも考えられた(Haijemaet

al･, 1996)｡我々が作製したlexA破壊株でも細胞の伸長が確認された｡しかしながら､

本研究で明らかになった枯草菌sosﾚｷﾞｭﾛﾝの中には､その配列から紳胞分裂に

影響を与えると推定できる遺伝子は含まれていなかった｡ -方,その中には機能解

析が行われておらず,また,ｱﾐﾉ酸配列の相同性からの機能の予測が困難である

遣伝子が15･遺伝子も含まれていたことから､.その中に,細胞分裂阻害因子として機

能する遺伝子が存在している可能性が考えられた.そこで,lexA破壊株で非常に高

い発現上昇を示し､染色体上でIexAの隣に位置するyneA-yneB-ynzCｵﾍﾟﾛﾝに注目

し,その機能解析を行ったところ､ YneA蛋白質が大腸菌su仏と機能的に類似する

ことが明らかになった｡
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ⅠⅠﾄ2材料と方法

ⅠⅠﾄ2-1菌株とﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞおよび使用したﾌﾟﾗｲﾏ-

本研究で使用した菌株,およびﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞと合成ﾌﾟﾗｲﾏ-を表ⅠⅡ-1､皿-2.ⅠⅡ_3
に示した｡

表ⅠⅠﾄ1 本研究に億用した菌株

菌株遺伝子型 菌株の由来と参考文献

B. subtilis

CRK6000 purA16meLB5 hisA3 guaB

YKOO2 CRK6000lexA : :spec

YKOO3 CRK6000 yneA -yneB-ynzC: : tet

YKOO4 CRK6000 lexA : :spec yneA-yneB-yfLZC: : tet

YKOO5 CRK6000 amyE: : Pspac-yneA

YKOO6 cRK6000lexA::spec yneA-yneB-ynzC::tet amyE::Pspac-yneA

YKOO7 CRK6000lexA ::spec yneA-yneB-ynzC: :Let amyE: :Pspac-yneB

YKOO8 CRK6000lexA : :spec yneA-yneB-ynzC: :fet anE: :Pspac-ynzC

BG 190 tTPC2 TeCA::cat

YKOO9 CRK6000 TeCA : :cat

YKO I O CRK6000 recA : :cat yneA-yneB-ynzC: :tet

E.coli

C600 supLW4 hsdR thi-1 leuB6 lacY) tonA21

DH5 α supE44 AhzcU169 (¢ 80 lacZ △M15) hsdR17 recAl endAl

→;矢印左側に示した枯草菌株のｹﾞﾉﾑDNAを用いて,

表ⅠⅠﾄ2本研究に使用したﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ

ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ

pB EST3 07

pB R322

pDLT3

pB R322-yneA

pB R322-yneA -1el

pDLT3 -yneA

pDIJ3 -yneB

pDLT3 -yIZZC

作製方法とﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞの説明

ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-を含むﾃﾄﾗｻｲｸﾘ

Moriya et aL. (1990)

YKOO l -CRK6000

本研究(ⅠⅡ12-2-a)

YKOO2-YKOO3

本研究(ⅠⅡ-2-2-b)

YKOO4 -YKOO5

本研究

本研究

Gassel andAlonso (1989)

BG 1 90+CRK6000

YKOO9-YXOO3

研究室ｽﾄｯｸ

Thkara

右側の枯草菌株を形質転換した｡

入手先と参考文献

ﾝ耐性遺伝子の増幅に用いた

大腸菌で複製できる複製起点と､大腸菌での選択ﾏ-ｶ-として用いるｱ

ﾝﾋﾟｼﾘﾝ耐性遺伝子(b[a)をｺ-ﾄﾞしているﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ

大腸薗で複製できる複製起点と､大腸薗での選択ﾏ-ｶ-として用いる

b[a,枯草薗での選択ﾏ-ｶ-としてｸﾛﾗﾑﾌｪﾆｺ-ﾙ耐性遺伝子

(caf)､またIPTGで樹御できるspacﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-を含むﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ

yrzeAｵﾍﾟﾛﾝ破壊株の作製に用いたﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ
′

pBR322-yneAのXhoI部位にﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-を含むﾃﾄﾗｻｲｸﾘﾝ耐性遺

伝子が挿入されている

yne^発現制御株の作製に用いたﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ

yrzeB発現制御株の作製に用いたﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ

y･zzc発現翻御株の作製に用いたﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ
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Jtaya ( 1992)

研究室ｽﾄｯｸ

Modmoto et a[ (2002)

本研究(IIﾄ2-2-a)

本研究(ⅠⅠⅠ-2-2-a)

本研究(IIﾄ2-2-b)

本研究(Ill-2-2-b)

本研究(汀Ⅰ-2-2-b)



表Ⅰﾄ3本研究に使用したﾌﾟﾗｲﾏｰ

ﾌﾟﾗｲﾏ-配列a 枯草菌168株の染色体上での位置b

枯草薗変異株作製用

yneAIF J

yneA-R l

yneA-F2

yneA-R2

T3-yneA-F

T3-yneA-R

T3 -yneB -F

T3-yneB -R

T3 -ynzCIF

T3 -ynzC-R

tetF

tetR

a喝祖匹珪T℃CTCGTCTGGAGGAACC

ct曜王⊆担gGG∬CCÅl℃A:TAACCTCCAACAGG

ctcBiGgagGGCAJITATCGTAmCCTC

gg哩担AGCAjrJTGCCATACCGAC

aagaagdGCGAACAAACATTCCTGTTG

ggaEgakTTCmCTCTCmCC
aagaagGuCAACTGTAAGATAGAGAGGA

gga&ACAACTGATrCACTCTGCAG
a喝竣匹虻rGATCT:AGTACTATATAGAC

gga幽ACG爪TGCCGTATrCCTC

tccggAEagCAGGTCGJ11julGAACAGC

tcc脚TCTCCCAÅAGTTGATCCC

1917116…1917133

19)7619...1917602

1918916...Z918933

19Ⅰ9459… 1919442

1917589... 1917608

1917955... 1917974

1917919… 1917938

1918613...1918633

1918625... 1918644

1918926... 1918945

ﾉ-ｻﾞﾝﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ-ｼｮﾝでのﾌﾟﾛ-ﾌﾞ作製用

yneA-no-F

yneA⊥T7

yneB -no-F

yneB -T7

ynzC-no-F

ymzC-T7

GTCGGTCrGTTACAGTG

坤aGGÅrCACTAACTCATCAC
CAAAJ:AAAGAACAGCAGG

坤c撃CTCCAGTTCACCTCTXTG
TGAACTTGmGCCAAAGC

也吐軸CrGGTGmACATCATrGC

1917645... 19I7662

1917$82...1917865

1917982... 1917999

1918277...1918260

1918700... 1918717

191S$60...1918843

a配列中の下線は制限酵素の認識配列を表しており､ yneA-Fll T3-yneArF, T3-yneB-F､ T3-yn2C-FではH.･ndIIIを, yneA-R)

とyqeAIF2ではXhoIを､ yneA-R2､ T3-yneA-R - T3-yneB-R, T3-ynzC-RではBamHIをそれぞれ示している｡また､ﾉ-ｻﾞﾝ

ﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ-ｼｮﾝでのﾌﾟﾛ-ﾌﾞ作製用ではT7RNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞの認識配列を示している

b数字はsubtiListﾃﾞ-ﾀﾍﾞ-ｽ(hqp:Ngenolist･pa6teur･fdSubtiLisdindex･h叫)に登録されている枯草菌168 ･株のｹﾞﾉﾑ配列上での
位置を示している｡

ⅠⅠﾄ2-2枯革菌変異株の作製

a･ yneJｵﾍﾟﾛﾝ破壊株

枯草菌cRK6000株のｹﾞﾉﾑDNAを鋳型として､ yneAFl-yneARlとyneA円-yneAR2

のﾌﾟﾗｲﾏ-ｾｯﾄを用いたpcR反応により, yneAｵﾍﾟﾛﾝの上流､下流の額域を

それぞれ約500bp増幅したo得られたpcR産物の両端をHindHI-XhoI､ khoI-BamHI

によりそれぞれ切断し, -Ⅰ部位でDNAﾘｶﾞ-ｾﾞにより結合した後､ pBR322の

HindII-Bam-HI間に挿入した(pBR322-yneA)｡次に､ pBEST307ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞを鋳型と

して､ tetF-te瓜ﾌﾟﾗｲﾏ-ｾｯﾄを用いたpcR反応を行い,ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-僚域を含

むﾃﾄﾗｻｲｸﾘﾝ耐性遺伝子を増幅し､得られたpcR断片をxhoIで切断した.

このPCR断片をpBR322-yneA中のyneAｵﾍﾟﾛﾝ上流配列と下流配列の境界にある

xhoI部位に挿入することで,ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞpBR322-yneA-tetを作製したo得られたﾌﾟ

ﾗｽﾐﾄﾞをpstIとScaIで切断した後､相同組み換え(二重交差)により枯草菌cRK6000

株の染色体に導入し,叩eAｵﾍﾟﾛﾝをﾃﾄﾗｻｲｸﾘﾝ耐性遺伝子に置き換えたo
形質転換体はﾃﾄﾗｻｲｸﾘﾝ耐性により選択した｡
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b. yneJ発現制御株の作成

yneA発現制御株の作製にはpDLr3を用いた(Morimoto et al., 2002､図III-4-A)｡

pDLT3は, f･acIﾘﾌﾟﾚｯｻ-遣伝子とそれによって制御されるspacﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-

(Pspac)､さらに枯草菌形質転換体の選択ﾏ-ｶ-としてのｸﾛﾗﾑﾌｪﾆｺ-ﾙ

耐性遣伝子が､枯草菌dmyE遺伝子の内部に挿入された配列を持っている｡ CRK6000

株のｹﾞﾉﾑDNAを鋳型として､ T3-yneAFlｷT3-yneARlのﾌﾟﾗｲﾏ-ｾｯﾄを用

いたpcR反応を行い､ SD配列を含むyneA遺伝子全長を増幅し, pcR産物の両端

をHindm-BamH=こより切断した｡このDNA断片をpDI:T3のmndm-BamHI部位に

挿入することで, spacﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の下流にyneA遺伝子の融合ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞを作製し

た｡このﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ上のIacI-Pspac-yneAの配列を､ amyE遣伝子上流部と下流部の配

列ｾの相同組み換えに串り､枯草菌染色体上に導入し,ｸﾛﾗﾑﾌｪﾆｺ-ﾙ耐性

の形質転換体を選択した｡･ yneBl ynZC発現制御株も同様に作製した｡これらの発現

制御株では､培嘩中にIFrGを添加することにより､ spacﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の下流に置
いた遺伝子の発現を人為的に制御できる｡

ⅠⅠﾄ2丁3使用した培地

枯草菌の培養にはpAB培地【17･5gnAnfibiotic medium3 (Difco)】,また大腸菌の培

養にはLB培地【10gn Bacto Tryptone (Difco), 5gn Bacto Yeast Ex&act (Difco), 5gn

NaCl]を用いた｡ FAB培地にはcRK6000由来の枯草菌株が要求するｱﾐﾉ酸(ﾒﾁ

ｵﾆﾝとﾋｽﾁｼﾞﾝ) 30pg/hl,塩基(ｱﾃﾞﾆﾝとｸﾞｱﾆﾝ) 50pg/miを加えた｡寒

天平板培地作製には, 15gnのagarを培地に加えた｡

ⅠⅠﾄ2-4大腸菌の形質転換とﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞDNAの調製

大腸菌の形質転換はｴﾚｸﾄﾛﾎﾟﾚ-ｼｮﾝ法により行い,抗生物質(50pg/hlｱ

ﾝﾋﾟｼﾘﾝ､ 50pg/hlｶﾅﾏｲｼﾝ)を含むLB寒天培地で形質転換体を選択した｡

ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞの抽出には､大腸菌形質転換体を抗生物質を含むLB培地で1晩培養し､

ｱﾙｶﾘ法(sambrooketal., 1989)を用いた｡

王Ⅰﾄ2-5塩基配列の決定

II-214と同様に行った｡

ⅠⅠﾄ2-6枯草菌の形質転換

枯草菌の形質転換はKunstらの方法(Kunst et al･, 1994)に従い､形質転換体の選

択は､ｸﾛﾗﾑﾌｴﾆﾌ-ﾙ(5 pg/mi)､ｽﾍﾟｸﾁﾉﾏｲｼﾝ(100pg/mi),あ･る

いはﾃ･ﾄﾗｻｲｸﾘﾝ(10pg/mi)を含むpAB寒天培地で行った｡
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ⅠII-2-7生菌数(CFU, coJony-forming units)の測定

枯草菌株をpAB培地で培養した後､同じ培地で103-109倍に希釈した｡希釈した

菌液をFAB寒天培地に塗布し, 37℃で-晩培養後,ｺﾛﾆ-数を計測し,菌液1mi

あたりのｺﾛﾆ-形成数を算出した｡

ⅠⅠﾄ2-8 '枯草菌RNAの調整

Ⅱ-2-6と同様に行った｡

ⅠⅠﾄ2-9ﾉｰｻﾞﾝﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞｰｼｮﾝ

1%ﾎﾙﾑｱﾐﾄﾞ変性ｹﾞﾙを用いて2pgの､RNAを電気泳動により分離し,ﾅｲﾛ

ﾝﾒﾝﾌﾞﾚﾝHybondT" N. (AmershamPhamacia Biotech)にﾌﾞﾛｯﾄした｡紫外線照

射によりNAをﾒﾝﾌﾞﾚﾝに固定後,ﾒﾁﾚﾝﾌﾞﾙ-でﾘﾎﾞｿ-ﾑRNAを染色し､

泳動したNA量を確認した｡ﾌﾟﾛ-ﾌﾞには､以下のように作製したDIG標識した

RNAﾌﾟﾛ-ﾌﾞを用いた｡まず､ T7 RNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-配列を付加した

ﾌﾟﾗｲﾏ-を用いて､目的遺伝子のｺ-ﾄﾞ嶺域約300bpを増幅し､ｱｶﾞﾛ-ｽ電気

泳動により精製した｡この断片を鋳型とし､ Boehringer Mannheim社のDIG

(digoxigenin) LabelingKi･t (SPrr7)を用いて､ DIG標識したNTPを基質としてT7 RNA

ﾎﾟ■ﾘﾒﾗ-ｾﾞによる転写を行い､ DIG標識のRNAﾌﾟﾛ-ﾌﾞを作製した｡

DIG標識R恥ﾌﾟﾛ-ﾌﾞとﾒﾝﾌﾞﾚﾝ上のNAとのﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ-ｼ.sﾝは

Boehringer Mannheim社のDIG DetectionKitのﾏﾆｭｱﾙに従った｡ RNAﾌﾟﾛ-ﾌﾞの

ｼｸﾞﾅﾙの検出は､ AP (akaline phosphatase)棟識された抗DIG抗体を結合させ､ｱ

ﾙｶﾘﾌｵｽﾌｱﾀ-ｾﾞの蛍光基質cspD (C]SH20CIO7PNa2)からの蛍光をx線ﾌｲ

ﾙﾑに露光することによって行った｡
Iq

IIﾄ2-10蛍光顕微鏡による変異株の細胞形態および核様体の観察

枯草菌をLB培地を用いて37℃で培養し, o･D･600-0.3で集菌した｡その細胞を70%

のｴﾀﾉ-ﾙ中で4℃-晩処理し,固定した｡固定した細胞を10mMTris-HCl (pH7.5)

で3回洗浄後, 10 mM Tris-HCl (pH7･5), 10 mM MgC12緩衝液に懸淘し, poly-L-Lysine

処理したｽﾗｲﾄﾞｶﾞﾗｽ上に塗布した｡乾燥後､ DAPIで染色し,落射蛍光顕微鏡(ｵ

ﾘﾝﾊﾟｽ･BX50-FLA-PDH)で観察したoさらに､ｶﾗ-冷却･ccDｶﾒﾗ(C5810

Hamamatsu)を用いてｺﾝﾋﾟｭ-ﾀ-に取り込んだ｡
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＝ト3　結果

本研究により枯草菌SOSレギュロンは亜遺伝子により構成されることが明らか

になった。その中には機能解析が行われておらず、また、そのアミノ酸配列での相

同性癖折からの機能の予測が困難である遺伝子（機能未知遺伝子）が、15遺伝子も

含まれていた。我々はこの機能未知遺伝子の中から、ぬA破壊株でのマクロアレイ

解析で、非常に高い発現上昇を示した卿d、γ眠訊ブ畷C遺伝子に注目し解析を行っ

た（表Ⅰト2）。これらの遺伝子は、J既A遺伝子の隣に位置し、g既Aと逆向きの転写方

向を持つオペロンを形成していると予想される（図ⅠⅠⅠ＿2）。

DNAマクロアレイ解析から得られたこれらの遺伝子を含む飯域の、アレイメンプ

レン上の像を図ⅠⅠト1に示した。野生株ではシグナルが検出されず（青枠）、k瓜破

壊株で特異的にシグナルが検出されている（赤枠）。

野生株（1郎）t・、攣j′サー・こ

l　　　．速∴若し

J以A破壊株
l鳶’．苧∋
きノ靂－～法式・啓二鍾

l

！‘‾

t

ヽノ，・、■

■●
一■　　ブ

）J乃eβ

、一鶉i一、－
∫・ご‾i′縞．

痴惣．ごきや
∴欄ヰ　■

園ⅠⅠト1叩融、脚虜、叩Zβ随域のスポット億

野生株および由瓜破壊疎から作成した¢DNAブロープを用い、DNAマクロアレイ解析を行っ
た後、得られたプ彫んγ舶臥y柁C渡伝子を含む領域の像を示した。青枠さわ彫A、ブ伽玖ッ耽C
がプロットされているメンアレンの位置を示しており、野生株のプロヤプを用いた時は検出
されていない。赤枠iまぬA破壊株のブロープを用いた時の各遺伝子スポットを示している。
また、各遺伝子は2スポットで示されている。

Ilト3－1ノーザンハイプリダイゼーションによる脚d、抑e乱川～¢の転写解析

DNAマクロアレイでの結果を確認するため、ツ眠A、ツ眠β、γ畷Cについてノーザン

ハイプリダイゼーションによる転写解析を行い、ぬA破壊株での転写誘導と転写単

位の解析を行った。また、マイトマイシンCによるSOS応答時の転写誘導も同時に

検討した。

図ⅠIl－みAに示したように、野生株（1anel）ではγ眠A、ツ乃逓、y畷C、いずれのブ

ロープを用いても、その転写産物は検出されなかった。それに対して、J以A破壊株
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l．5－

1．0－

B

ぬA

y即Aプローブ　　　　　　y好βブロープ

1　　　2　　　　3　　　　　1　　　2　　　　3‥

●■－－　　－－

y柁Cプローブ

1　　　2　　　　3

●－－　■ト・■

－10（血A）　　　　　　　　－35（励A）
TrrrrmCmTrrrAAGAAGATrATAOmTGAmACAOTAC＾AACATAGGTrCGAAAAA

kA・h消（l）

ACAATTGACAGAAACGTmATATÅmTTATAAAAATGCGAACAAAC＾TTCCmom

一35αルd）　LexA・血（ユ）　－10αwA）

由尤A

1．Okb
13kb

Le又A・h消（3）

マ仙・．・l l・爪、月　　　　　Ⅷこく1

・■■－

y彫A

図‖ト2　ノーザンハイプリダイゼーションによる叩d、叩虜、仰の転写単位の確認

A　押d、y伽臥叩ZCブロープを用いたノーザンハイプリタイゼーションの隠果を示した。各1血ま、野生株
¢孤81）、k血破桝¢a批礼マイトマイシンql囲／血）存在下で部分憫瀾磯した野生榛¢a批3）、から醜した

m2帽をそれぞれ含んでいる。

B　画周辺飯域の遺伝子とその構造を模式的に示しており、矢印の向きは、
各遺伝子の転写方向を表している。また、ノーザンハイプリグイセーションで使用したプローブの位贋凌自で
示した。図中のDNA配列はk血とγlld聞の非コード前或を示しており，赤は1瓜A加xを、爾はk払およ輝
のプロモーター配列（シグマA瑚配列）を示している．

（1弧e2）では全てのプローブで約1．3kbの転写産物が共通に検出された。このこと

から、γ朋んァ肥β、γ乾Cはオペロンを形成しており、kAによりその発現が抑制さ

れていることが確認できた。また、叩虚プローブでは約1瓜bの転写産物が同時に

観察されたが、これは1．3kbの転写産物が分解されたものであると考えられる。さら

に、1鵬／血のマイトマイシンCにより、SOS応答を誘導させた野生株でもノーザン

ハイプリグイゼーションを行ったところ、ぬA破壊株で観察された約1．3kbの転写産

物と同じ／†ンドが検出され、叩dザ肥βザ町Cオペロンの転写は確かにSOS応答によ

り誘導されることが示された（1弧e3）。k山上流の飯域には、LexA蛋白質と結合す

ることが確認されている、3つのL訊A－bxがあり（Whb止血geJd．，1粥均Dubn如姐d

bv叫2∝め、y眠Aオペロンのプロモーター（シグマA認識配列）と予想される配

列が、2番目のbxA－bxと重なって存在していた（図m－2－B）。これらの結果は、叩d

オペロンがLexAにより直接制御される枯草菌SOSレギュロンの一つであることを

示している。
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ⅠⅠト3－2／e崩破壊株の紳胞形態

枯草菌168株は、細胞分裂後、紳胞が分離せずにチェーン状に連なりやすいため

（チェーン構造）、・細胞分裂に関する解析を行うのに不適切である。そこで、枯草菌

168株で作製したk瓜破壊株のゲノムDNAを用いて、チェーン構造を形成しにくい

遺伝的バックグラウンドを持つ枯草菌CRK6000株を形質転換し、．得られたkd破

壊株を以後の解析に使用した。

作製したkd被壊株は、払B碍地、37℃の条件下で野生株と同じ速度で増殖した

（図Ⅲ一3－A）。しかしながら、微分干渉顕微鏡で観察すると、その細胞長は野生株と

比較して約4倍にまで伸長していた（図Ⅲ－3－B，C）。また、この結果と一致して、kd

被壊株ではコロニー形成率（CFU）が野生株と比較して約1／10に低下していた（図

ⅠⅡ－3－C）。次に、エタノールで固定した対数増殖期の細胞をDAPI染色し、蛍光顕微

鏡を用いて観察したところ、肋A破壊により伸長した細胞でも、核様体は野生株と

同様な間隔で分布していた（図Ⅲ－3－B）。このことは、k血の欠失に伴う紳胞伸長が、

染色体DNAの複製や分配の異常によるものではなく、細胞分裂が抑制されているた

めであることを示しており、LexAにより制御される遺伝子の中に、細胞分裂阻害因

子が含まれていることを示唆している。

ⅠⅠト3－3　叩崩オペロンの欠失がJe崩破壊株の細胞形態に及ぼす影響

叩dオペロンの細胞分裂阻害への関与を調べるため、叩頭オペロン欠失の細胞伸

長に対する影響を解析した。まず、二重交差によりクロラムファニコール耐性遺伝

子と置き換えた叩dオペロン被壊株を作製した。yZdオペロン単独の破壊株では増

殖速度、細胞形態共に野生株と同様であった。次に、この叩dオペロン破壊株をk瓜

破壌株のゲノムDNAにより形質転換することでg朗Aザ柁dオペロンニ重被壊株を作

製した。

得られた二重破壌株の増殖速度を測定したところ、RÅB培地、37℃の条件下では、

野生株やJ以A破壊株と変わらなかった（図ⅠⅡ－3－A）。しかしながら、対数増殖期の

細胞をエタノールで固定した後、顕微鏡観察を行うと、ぬA†カdオペロンニ重破壊

株では、肋A被凄味で観察された細胞伸長が抑制され、野生株と同様な細胞長に戻

っていた（図Ⅲ－3－B，C）。また、板様体の分布も野生株と同様であった（図Ⅲ一3＿B）。

さらに、この二重破壊株ではJ朗A破壊株で見られたCFUの低下も回復していた（図

Ⅲ－3－A）。これらのことから、坪dオペロンの中には細胞分裂の抑制に関与している

遺伝子が含まれていることが明らかとなった。
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おいて、IPTG非存在下では細胞形態に影響が見うれなかったのに対して、IPTGの添

加により、Jg血破壊株と同様な細胞伸長が再び観察されるようになった（図ⅠⅠⅠ－4－B）。

一方、YneB、あるいはYnzCをIexA－yneAオペロンニ重破壊株に供給しても、その細胞

形態に影響は見られなかった（図ⅠⅠト5）。これらのことから、k血の欠失に伴う細胞

伸長はYneAの発現誘導に伴うことが明らかになった。

NoIPTG

Yne

YneB

YnzC

1mMIPTG

図ⅠⅠⅠ－5　各発現制御株の細胞形態

IPTGの存在下（lmM）、あるいは非存在で培養した　PAB培地、37℃）
γ〃eAオペロンを構成する各遺伝子の発現制御株を用い、対数増殖期の細胞
を顕微鏡で観察した。
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ⅠⅠﾄ3-5野生株におけるYneA過剰発現の影響

次に､ amyE嶺域にPspac-yneAが導入されたyneA発現制御株を用い､ YneA過剰発現

(lexA')の細胞形態への影響を解析した｡まず, yneAの発現がIPTGの添加により,

特異的に誘導されることを確認するため､ IPTG非存在下あるいはo.1 mM, 0.5 mMの

Ii汀G存在下で培養した対数増殖期のyneA発現制御株細胞からそれぞれRNAを調製し､

yneAﾌﾟﾛ-ﾌﾟを用いたﾉ-ｻﾞﾝﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ-ｼｮﾝを行った｡その結果, Ⅰ由■G

非存在下(1ane l)ではﾊﾞﾝﾄﾞは検出されなかったのに対して, 0.1血M(1ane2)､ 0.5mM

(1ane 3)のIPTG存在下では約1.3 kbのﾊﾞﾝﾄﾞが検出され､その長さは叩eA-lacZ'の転

写産物の長さの計算値とよく-致していた｡ (図Ⅲ-6-Ab)｡これらの条件下での細胞

形態を観察したところ､図Ⅲ-6-Bに示したようにIFrGの添加に伴い細胞の伸長が誘

導された｡また､ o.5ⅠIIM IPTG存在下で培養した紳胞の核様体の分布を､ DAPI染色に

より観察したところ,lexA被壊株､野生株と同様に核様体は等間喝に並んでいた(図

III-6-C, III-3-B)｡このように､野生株においてYneAq)みを発現させても細胞の伸長

が誘導されたことから,細胞分裂の抑制はYneAが特異的に持つ機能であることがわ

かった｡

ⅠⅠﾄ3-6 DNA損傷によるSOS応答時でのYheAの役割

以上の実験により､本研究で新たにSOSﾚｷﾞｭﾛﾝに属する遺伝子として同定さ

れたyneAは,紳胞分裂阻害因子として機能することが明らかになった｡ -方で､ necA

変異株を用いた解析から, SOS応答時には､ RecAに俵存しない細胞分裂の抑制が観

察されることも報告されている(Love and Yasbin, 1984; Yasbin etal., 1991)｡また､大

腸菌においても､ RecAに俵存しない細胞分裂阻害機構の存在が認められている(Liu

et al･, 2001)｡そこで､ DNA損傷で誘導される細胞分裂の抑制に, yneAの欠失が及ぼ

す影響を解析し､ yneAの役割を明確にした｡そのために, recAのｺ-ﾄﾞ額域にｸﾛ

ﾗﾑﾌｴﾆｺ-ﾙ耐性遺伝子を挿入したrecA破壊変異を(Gassel and Alonso, 1989)､

yneAｵぺﾛﾝ破壌株に導入した｡このrecA変異により､括性型RecAに俵存したLexA

の分解が起こらなくなり､ DNA損傷に伴うsos遺伝子の発現は誘導されなくなる｡

まず,野生株､ yneA破壊株, recA変異株およびyneA-recA二重変異株をpAB培地､

37℃の条件下でOD600=0･1まで培養した｡その時点で,ﾏｲﾄﾏｲｼﾝC (1pg/mi)

を加えて培養を続け､ o分､ 30分, 60分､ 90分後の細胞をそれぞれ集菌し､顕微鏡

観察を行い､その細胞長を測定した｡さらに培養を続けるとﾌｱ-ｼﾞの誘発による

細胞の溶解が起こり､解析ができなくなった｡対照として,ﾏｲﾄﾏｲｼﾝC非存

在下でも培養を続け､経時的に細胞を集菌した｡図ⅠⅡ-7-Aに示したように,ﾏｲﾄ
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amyE(bck) cat LacZ'lacI

b

kb 1 2 3

1.5-

amyE(front) 1.0一争4 ●■●

l.3 kb

No IPrG

0.5血M mG

0.l mMmO 0.5 mM IPTG

園lIﾄ6野生株におけるYneA過剰発現の細胞形態に及ぼす彰響

A (a)yneA発現制御株のamyE額域を模式的に示した｡矢印は各遭伝子の転写方向を表し,自は
ﾉ-ｻﾞﾝﾊｲﾌﾟﾘﾀﾞｲｾﾞ-ｼｮﾝに用いたyn8Aﾌﾟﾛ-ﾌﾟの位置を示す｡またIacZ'は大腸薗IacZ
の一部を示している｡ (b) )棚A発現制御林から御製したRNAとyneAﾌﾟﾛ-ﾌﾟによるﾉ-ｻﾞﾝﾊ
ｲﾌﾟﾘﾀﾞｲｾﾞ-ｼｮﾝ｡各ﾚ-ﾝはmG非存在下(lane l)あるいは0.1 nM(lane2)､ 0.5nM

Oane3)のmG存在下でOD600功･3まで培養qAB培地, 37℃)を行った後,嗣製したRNA 2鵬を

含んでいる｡

B yneA発現制御林をIPTG存在下と非存在下で培養した後,対数増殖期の細胞を顧微鏡を用い
て観察した｡
C yneA発現制御株を0.5mMのmG存在下で培養した,対数増殖期の細胞をｴﾀﾉ-ﾙ固定し
た後, DAP7染色を行い蛍光観徴鏡により観察した｡
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或
図＝ト7　y〃dオペロンの欠失によるS鵬応答に伴う細胞伸長への影響

A各枯草菌株をM培地、3丁℃でOD血孤1まで培養した後、1鵬／血のマイトマイシンC

（MMqを添加した培養液と加えない培養液に分けて、さらに卯分間培養を続けた。MMC
添加後、0、弧臥00分後の細胞を蘇微鏡で観察し、細胞長を計測した。縦柳お00細胞
以上から測定した平均の細胞長を示している。国中の点線枠内には、各シンボル（色）に
対応する枯草菌株をそれぞれ示した。
B MMC添加した後、00分後の細胞をDA門染色し、蛍光顕微鏡により観察した。
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ﾏｲｼﾝC存在下で90分間培養した野生株では､ﾏｲﾄﾏｲｼﾝC非存在下の細

胞と比較して､約2倍にまで細胞が伸長した｡ -方､ yneA破壊株では約20%の伸長

にとどまっていた｡また, recA変異株,.あるいはrecA-yneA二重変異株においても紳

胞伸長の抑制が観察された｡これらの細胞をDAPI染色し,その核様体分布を観察

したところ,ﾏｲﾄﾏｲｼﾝC存在下で90分間培養したyneA被壊株で臥無核細

胞や染色体の分断(ｷﾞﾛﾁﾝ効果)が高頻度で観察された(図Ⅲ-7-B).これらの結

果は, RecAによるLexAの不括性化(LexAの分解)を介したyneAの発現誘導が,

SOS応答による細胞分裂の抑制で中心的な役害陀担っていることを示している｡ yneA

被壊株やrecA変異株でも若干の細胞伸長が観察されたことから､ YneAに俵存しな

い細胞分裂阻害機構が存在する可能性も完全には否定できないが､その役割はあま

り大きくないと考えられる｡

46



ⅠⅠﾄ4考察

本研究では枯草菌で今まで不明であった, SOS応答時の細胞分裂の抑制機構を明

らかにしたいと考え､ DNAﾏｸﾛｱﾚｲ解析によりSOS遺伝子であることが新たに

見い出された､ yneAｵﾍﾟﾛﾝに注目し紳胞分裂阻害への関与を検討した｡その結果,

lexA破壊株での紳胞伸長はyneAｵぺﾛﾝの欠失により抑制され, IexA-yneA二重被

壊株にyneAを供給することにより再び細胞の伸長が誘導された.また､野生株で

YneAを強制的に発現させることでも細胞伸長は観察された｡さらにyneA破壊株で

はﾏｲﾄﾏｲｼﾝC処理によるSOS応答の誘導に伴う細胞伸長も抑制された｡これ

らのことは, yneAが枯草菌のSOS応答時における紳胞分裂阻害因子として機能し

ていることを明確に示している｡ YneAがどのようにして紳胞分裂を抑制するか､そ

の分子機構にういては次章で議論する｡

枯草菌と大腸菌ではsos応答時にRecA非依存の経路で紳胞分裂の抑制が起こる

ことが報告されている｡大腸菌ではそのｹﾞﾉﾑ配列上に､ mra額域と呼ばれるjisA､

jisZなど細胞分裂に閑わる多くの遺伝子がｸﾗｽﾀ-を形成している額域がある.

DNA損傷でDNA複製伸長が阻害を受けると,この額域にある遺伝子群の転写が抑

制され,その結果,細胞分裂も抑制されることがわかっている(Liu et al., 2001)｡枯

草菌では､その分子機構は不明であるが,紫外線を照射した定常期の11eCA変異株

(recE4, DNA組み換え能とLexAの分解能が欠失している)で紳胞の伸長が観察さ

れている｡本研究でのﾏｲﾄﾏｲｼﾝC処理による解析では対数増殖期のrleCA変異

株の細胞伸長は観察されなかった｡枯草菌では､ RecA非依存の細胞分裂の抑制は培

養条件や細胞の発達過程に依存した2次的な経路であると考えられる｡

また､ yneB､ ynzCに閲しては特にその機能解析を行わなかったが､ yneAｵぺﾛﾝ

破壊株と野生株で､ﾏｲﾄﾏｲｼﾝ.Cに対する感受性には違いが見られなかったの

で, DNA修復系に関与している可能性は低いと考えられる｡

大腸菌sos遺伝子であり,紳胞分裂阻害因子として機能するsulAはｸﾞﾗﾑ陰性細

菌であるγ-ﾌﾟﾛﾃｵﾊﾞｸﾃﾘｱの-部に保存されている(図Ⅰ-1)｡ YneA蛋白質は

N未端側に膜貫通ﾄﾞﾒｲﾝと予想される嶺域を,中央からc未端側にかけてはぺﾌﾟ

ﾁﾄﾞｸﾞﾘｶﾝとの結合配列と考えられているLysMﾓﾁ-ﾌを持つ｡ YneAの保存性

をMBGDﾃﾞ-ﾀﾍﾞ-ｽ(http://mbgd.genome.ad.jp/)を用いて,全ｹﾞﾉﾑ配列が決定

されている細菌について調べたところ,枯草菌と同じ低GCｸﾞﾗﾑ陽性細菌である

Listeria innocuaとListeria monocytogenesにのみ見い出され､ｹﾞﾉﾑ上の対応する位

置に完全な形で保存されていた(図III-8)｡ -方､他の細菌ではyneAは見い出され
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低OCｸﾞﾗﾑ陽性細菌

B〃cithLS Subtiぬ

Baci〟〟∫ hatodwaTLS

LLgLeTia innocua

Lぬrぬmonocy(oge榔

物hyhwoccus aurezLS

lexA yne^ yneB vTL:C tkE

･●- 1+jr-→｣■ -→

ｰ-◆------一喜→ >

ｰ-■-ﾄ- /ﾄ■-
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ｰ-■-◆ｰ/ﾄｰ■-

-血d加ZA-d･ -･ｲ- - ‡ + rL- ･

図Ilﾄ8 yneAii伝子領域の保存性

yneJl周辺額域の遭伝子とその構造を模式的に示した｡
失印の向きは転写方向を表している｡

なかった｡低GCｸﾞﾗﾑ陽性細菌においてIexAからtktの間のｹﾞﾉﾑ街域を比較する

と, BacilhLS haloduransでは,枯草菌でyneAが存在する位置に他の機能未知遺伝子

(Bacillus haloduransに特有な遺伝子)が挿入されており､ OceanobacilLus ihqensisでは

yneAだけが抜けた状態になっている｡ Streptococcus aureusではyneAとyneBが抜け

ており､他の機髄未知遼伝子(Streptococcusに特有な遺伝子)が1つ存在していた｡

また, y7WBの相岡遺伝子は低GCｸﾞﾗﾑ陽性細菌だけではなく､結核菌である

Mycobacterium tuberculosisや放線菌であるStreptomyces coelicolorなどでも保存されて

いたが,大腸菌近線種では見い出されなかった｡ ynzCはBacillus halodurans､ Lis(eTia

z'nnocua, Stqphylococcus aureus､ LaclocOCCuS lactis, Streplococcus agalactiae, Clostn'dium

acetobutylicumなど多くのｸﾞﾗﾑ陽性紳菌に保存されていた｡おもしろいことにYneB

はﾄﾗﾝｽﾎﾞｿﾞﾝにｺ-ﾄﾞされている転位を蝕媒する酵素と高い相同性を示す｡こ

れらのことから､ yneA-yneB-ynzCは進化の過程で外から獲得されてきた遺伝子であ

る可能性も考えられ､そのような遺伝子により重要なSOS機能が担われていること

は興味深い｡
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IV YneAによる細胞分裂阻害機構の解明を目指して

IV-1序論

IV-ﾄ1細胞分裂蛋白質とその分裂面への集合機構

細胞周期の基本的な流れは全ての生物で共通であり,染色体複製の進行に伴い核

様体が倍加し,それが分離,分配された後､細胞は2つの娘紳胞へと2分裂する｡

細胞分裂の研究は､細胞分裂は阻害されるがDNA合成は阻害されないjis

(filamentation temperature sensitive)変異株により行われてきた(de Boerand Rothfield,

1990; Lutkenhausand Mukhetiee, 1996)｡ jis変異株は,制限温度下で隔膜形成が正確に

行われず､多核(分離､分配された核様体が多数連なった状態)を持つ長いﾌｲﾗ

ﾒﾝﾄ状の細胞を形成する｡大腸菌､枯草菌などの梓菌を中心に､多くのjis変異が

同定され細胞分裂8て閑与する遺伝子が見い出されてきた｡ jtsZも同様な変異として同

定された遺伝子である｡

近年,紳菌における細胞分裂の研究は,新しい実験技術が導入されたことにより

急速に発展している｡ GFP融合蛋白質や免疫蛍光顕微鏡法により､多くの細胞分裂

に関わる蛋白質(細胞分裂蛋白質)の局在性が解析され∴FtsZ蛋白質が細胞分裂過

程で紳胞中央にﾘﾝｸﾞ状(z-dng)に集合することが大腸菌,枯草菌で明らかにされ

た四iand Lutkenhaus, 1991; Wangand Lutkenhaus, 1993)｡さらに､他の細胞分裂蛋白

質がz-ringを基盤として収締環に局在することも明らかにされた｡そして､枯草菌

や大腸菌では,細胞分裂蛋白質の発現制御株や温度変異株を用いた解析により､細

胞分裂蛋白質が分裂面へ局在化する順序も決められている｡例えば大腸菌でFtsA蛋

白質を枯掲すると､ FtsZの局在畔正常であるが, FtsWの局在は消失する｡このこと

から､ FtsAはFtsZの局在には必要なく､ ･FtsWが局在するには必須であると考えら

れる｡こうした解析から､枯草菌と大腸菌では図ⅠⅤﾄAに示した順に,細胞分裂蛋

白質は分裂面に局在化することが明らかになっている(Rothfield et al･, 1999; Margolin,

2000; Erringtonand Daniel, 2002)｡まず,分裂面に遊離のFtsZ･が重合しながらZ-ring

が形成され､その後FtsAなどの蛋白質が順次局在し､成熟した収締環となり最終的

に隔膜が形成される｡帝生物間で共通しているのが,収縮環形成過程の最初期にFtsZ

が分裂部位に局在化しz-ringを形成し,次にFtsAがz-ringに俵存して分裂面に局在

化することである｡続いて,枯草菌ではFtsAと同時期にZrringに俵存してEzrAと

ZapAが分裂面に局在するのに対して､大腸菌ではFtsAとzipAが同時期に分裂面へ

局在する?このEzrAとZapAは低GCｸﾞﾗﾑ陽性細菌に､ ZipAはγﾌﾟﾛﾃｵﾊﾞｸ

ﾃﾘｱにおいて俣存されている｡その後に分裂面に局在化する蛋白質では､ FtsW, FtsL､

PBP2B (FtsI)が枯草菌と大腸菌で相同な蛋白質であり､他は異なる.また､これらの

分裂蛋白質が分裂面へ局在化する機構にも違いがあり､図ⅠⅤﾄAで示しているよう
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図IV-1枯革菌と大腸薗での細胞分裂装置

A収緒環形成過程
B MlnｼｽﾃﾑにょるZ-ri喝形成の抑制
赤はMin複合体を､掛まz-dngをまた育は核様体を示している｡

に,大腸菌では明確な順序があるのに対して,枯草菌ではFtsL､ DivIB ､ DivIC､ PBP2B

がお互いに協調して分裂商に局在する｡これらの分裂蛋白質の機能はPBP2B (FtsI)が

ぺﾌﾟﾁﾄﾞｸﾞﾘｶﾝの合成に関与することを除いては,細胞分裂過程での正確な役割

はまだ不明である｡ただし,次項で述べるように､最近の研究からEzrAはz-ring形

成の負の制御因子であると考えられており,また, ZapAはFtsZﾌｲﾗﾒﾝﾄ間を

架橋していると予想されている｡

lV-ﾄ2 FtsZと直捷相互作用する糞白質

細胞分裂の研究において､最も注目されているのが, ｢紳胞質に存在するFtsZが､

どのようにして細胞膜上にある分裂部位に局在化し､ Z一血gを形成するのか?｣で

ある｡これまでのところ,この分裂部位でのZ･ring形成の制御機構は,不明であり､

FtsZより早く分裂部位を認識するような蛋白質は同定されていない｡現在までに､

FtsZと直接相互作用すると予想される蛋白質として,枯草薗ではFtsA, E2rA､ ZapA
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が,大腸菌ではFtsA, ZipAが報告されている(Levin et al., 1999; Rothfield et al., 1999;

Margolin,.2000; Erringtonand Daniel, 2002; Frederico et al., 2002).

FtsAは細菌の間で広く保存されており, Årp結合ﾄﾞﾒｲﾝを持つ｡その立体構造

において真核生物のｱｸﾁﾝと高い類似性を示し､ FtsAもFtsZ同様に自己重合化す

ると考えられ七いる(Feucht, 2001)｡また,既知の紳胞分裂に関与する蛋自質の中で

細胞質に存在しているのはFtsZとFtsAだけであり､その他の紳胞分裂蛋白質は全て

膜蛋白質である(Rothfleld et al･, 1999; Margolin, 2000; Erringtonand Daniel, 2002)｡大腸

菌では､ FtsA a)枯掲でZ-ring形成頻度に若干の減少が観察されることから, z-ring

の安定性に影響していると考えられているが､ FtsAの機能の詳細はまだ不明である

(Addinal1 etal･, 1996)｡大腸菌zipAに閑しても同様で､その枯渇によりZ,ring形成頻

度に若干の減少が見られることから､ Z-ringの安定性に影響していると考えられて

いる(Hale et al･, 1999)oまた, FtsAとzipAを同時に枯掲きせるとz-ringが形成され

る位置に異常が起こり, z-dngの形成頻度に大きな減少が見られることもわかって

いる｡枯草菌のEzrAでは､その枯掲により付加的なz-ringが観察され,また､ z-ring

形成に必要とされるFtsZ蛋自質濃度が下がることから､ FtsZの重合化を負に制御す

る因子であると考えられている(Levinetal･, 1999)｡また,最近報告されたzapAは､

単独で枯掲させても細胞分裂に影響は見られないが､ EzrAを同時に枯掲させると急

激に細胞分裂が抑制され､また､生化学的解析から, Fts_Zﾌｲﾗﾒﾝﾄ間を袈橋す

ることでZ-ringの安定化に閑与している可能性が示されている(Frederico etal., 2002)｡

IV-ﾄ3細胞分裂位置の決定機構

紳胞分裂の位置と時期はz-ringの正確な細胞中央への局在化により制御されてい

る｡枯草菌や大腸菌のような梓菌では､細胞中央での分裂部位を決定するための主

な機構としてMinｼｽﾃﾑとNucleoid occlusionﾓﾃﾞﾙ(核様体によるZ-ring形成の

阻害)が知られている(Margolin, 2000; Regamey et al･, 2000; Harry, 2001; Migocki et al.,

2002; Shapiro et al., 2002).

Minｼｽﾃﾑは大腸菌ではMinC､ MinD､ MinE､枯草菌ではMinC, MinD､ DivIVA

によって構成されており,両生物間ではいくつかの違いがあるが,共に紳胞極での

Z-ringの形成を阻害することで,紳胞分裂部位の特定に貢献している｡遺伝学的な

解析から､大腸菌や枯草菌では細胞の中心と両極付近の3ｶ所に分裂部位があると

考えられているが､ min変異体(minEl divI悦は除く)では､細胞の両極付近でも

細胞分裂が行われ､高頻度でﾐﾆｾﾙ(通常より非常に小さい細胞)や無核細胞(核

様体を持たない細胞)が出現する.大腸菌､枯草菌で共にMinCが実際に細胞分裂

を抑制する因子であり,このMinCはMinDにより括性化される｡しかしながら､MinCD

を細胞極に誘導する機構は両細菌で異なっている｡大腸菌M血Eは､ zｲing形成前の

細胞の中央に局在化しﾘﾝｸﾞを形成し､またMinCD複合体と相互作用するoMinE-ring

は細胞の中央から極への移動を繰り返すことで､ MinCDを両極へと集中させる｡そ
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の結果,紳胞内でのMinCD量は両極付近では高く､紳胞中央で最も低いといった濃

度勾配が生じ,両極でのZ-ringを抑制し､細胞中央でのZ-ring形成を促す(図IV-1-

B,右)｡ -方､枯草菌におけるMinEの機能的ﾎﾓﾛｸﾞ(配列の相同性は認められな

い)であるDivIVAは,収締環の形成に依存して細胞中央に局在化し､ MinEのよう

な動態は観察されない｡その後､分裂が完了してもｱﾝｶ-としてそこにとどまり､

両極にMinCDを引き寄せることで､そこでのZTring形成を阻害する(図IV-1-B.,左)｡

Nucleoid occlusiomは,核様体が紳胞内の空間を占額することで,細胞分裂装置の

形成を抑制するという機構であり､複製が終了した染色体が分離した後の間隙に隔

膜が形成されることから､大腸菌で提唱された(wol¢ringhetal･, 1991)｡また,同様

な機構の存在は､枯草菌でも報告されている(Harry, 2001)｡

このように, Minｼｽﾃﾑ､ Nucleoid occlusionによる細胞分裂の阻害機構は細胞

の中央以外でのZ-ring形成を抑制することで,紳胞分裂の位置を規定している｡

IV-ﾄ4研究の目的

我々はyne4がsos応答に伴う紳胞分裂阻害因子として機能することを明らかに

した｡大腸菌でのSOS応答に伴う細胞分裂の抑制は, sosﾚｷﾞｭﾛﾝに属するSulA

がFtsZと直接相互作用することで､ FtsZの持つGTPaseの括性を阻害し, T分裂部位

でのFtsZの自己重合化を抑制するためであることが明らかになっている'(Biand

Lutkenhaus, 1993; Trusca et al., 1998)｡ YneAとSulAのｱﾐﾉ酸配列では相同性は認め

られず, yneAはｱﾐﾉ酸配列のN未端側に膜貫通額域を持つことから､細胞膜に

存在する蛋白質であると考えられ､紳胞質に存在するSulAとは異なる細胞内局在性

を示すことが予想された｡また､枯草菌ではlexAを欠央しても紺胞の増殖速度には

影響が見られなかったが､大腸菌では′lexAの欠失は､ sulAの発現誘導に伴う細胞伸

長のために致死性を示すことが報告されている(Friedberg etal., 1995; McKenzie etal.,

2000)｡そのため､大腸菌ではsLtlAに変異を導入し,その機能を抑制しなければlexA

破壊株は作製できない｡さらに､枯草菌と大腸菌では､細胞分裂に閑与する蛋白質

群とそれらの分褒面への集合機構にも達いがある.こうしたことから､ YneAとSulA

は異なる機構で細胞分裂を抑制している可能性が考えられた｡

そこで､本研究ではyneAによる細胞分裂の阻害機構の解明を目指し､lexAの欠

失によるYneAの発現誘導と野生株での人為的なyneAの発現がz-ring形成へ及ぼ

す影響をFtsZ抗体を用いた免疫顕微鏡観察により解析した｡また､ yneA-GFP融合

蛋白質やyneA抗体を用いたyneAの細胞内局在性を検討した｡さらに臥酵母2ﾊ

ｲﾌﾞﾘｯﾄﾞ法を用いⅦeAと細胞分琴蛋白質との相互作用の有無も確認した｡これ

らの解析により, YneAは分裂部位を含む紳胞膜全体に存在することでFtsZの分裂

部位での重合を抑制し､ z-dng形成を抑制している可能性が考えられた｡
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IV-2材料と方法

IV-2-1菌株とﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞおよび使用したﾌﾟﾗｲﾏｰ

本研究で使用した菌株,およびﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞと合成ﾌﾟﾗｲﾏ-を表Ⅰvl, ⅠV2, ⅠV3
に示した｡

表IV-1本研究に使用した菌株

菌株遣伝子型菌株の由来と参考文献

B. subtiLis

CRX6000

YKOO2

YKOO3

YKOO4

YKOO5

YKOO6

gG?-jtd

YKOl l

YKO12

YKO13

YKO14

YKO15

YKO16

YKO17

YKO18

YXO19

YKO20

E. coli

C600

DH5 α

S. ceTleVisiae

PJ69-4 a

PJ69-4 α

pul:A16 metB5 hL'sA3 guaB

CRK6000lexA : :spec

CRK6000 yneA-yneB-ynzC: :tet

CRK6000lexA : :spec yneA-yneB-ynzC: : tet

CRK6000 amyE: :Pspac-yneA

CRK6000leA: :spec yneA -yneB-ynzC: :tet amyE: :Pspac-yneA

tTPC2 apTE: :gh,-jisZ (spec)

CRK6000 aprE: :gh?-jtsZ (spec)

CRK6000 apIE: :gか-jisZ (cat)

CRK6000 apT:E: :gG,-jisZ (cat) leA : :spec

CRK6000. aprE: :gh,-jhZ (cat) yneA-yneB-ynzC: :tet

CRK6000 aprE: :g&-jtsZ (cat) lexA : :spec yneA-yneB-ynzC: :tet

CRK6000 aprE: :gh,-jtsZ (spec) amyE: :Pspac-yneA

CRK6000 yneA-g&

CRK6000 yneA-g&lexA : :spec

CRK6000 yneA -g炉yneA-yneB-ynzC: :tet

CRK6000 yneA -g& lexA : :spec yneA -yneB-ynzC: : tet

supE44 hsdR thi-1leuB6 lacYl tonA21

supE44 △lacU169 (¢ 80 lacZ △M15) hsdR17recAl endAl

MATa trpl-901 leu2二3 112 m3-52 his3-200 ga14 A ga180A

L,YS2 : : GAL) -HIS GAL2-ADE met2 : : GAL7_lacZ

MA α trpl-901 leLE2-3 112 una3-52 his3-200 ga14A ga180A

LYS2 : : GAL･) -HIS GAL2-ADE met2 : : GAL,7-lacZ

Moriya et al. (1990)

YKOO l →CRK6000

本研究(2-2-a-2)

YKOO2→YKOO3

本研究(2-2-a-3)

YKOO4ｰYKOO5

研究室ｽﾄｯｸ(朝井)

gG1-jtsZ-CRK6000

本研究(2-2-a-5)

YKOO2ｰYKO 1 2

YKOO3-YKO 1 2

YKO13.YKO14

YKOO5.YKO l l

本研究(2-21a4)

YKOO2→YKO 1 7

YKOO3.YKO17 '

YKOO2→YKO 1 9

研究室ｽﾄｯｸ

Takara

Cl ontech

Cl ontech

→;矢印左側に示した枯草菌株のｹﾞﾉﾑDNAを用いて､右側の枯草菌株を形質転換した｡
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表nト2　本研究に使用したプラスミド

プラスミド　　作製方法とプラスミドの説明

pBR322　　大腸菌で複製できる複製起点と、大腸菌での選択マーカーとして用いるア

ンビシリン耐性遺伝子仏血）をコードしているプラスミド

pα112　　pB鮎訟由来のプラスミドで、枯草菌での選択マーカーとして（劇）を持つ

pα112「痴　pα112に含まれている＆〃刑部位の下流に痴をコードしている

pCP‖叫融頑仁卿正成融合株の作製に用いたプラスミド

酵母2ハイブリッド用プラスミド

入手先と参考文献

触

研究室ストック

研究室ストック

＿本研究（Ⅳ・2－ね）

pGAD司24

pGBTや

pGBlこK

pGB叫
pGBT叩d，

pGB叫
pGB顆Z

pGB糎
pGⅣり触Ⅳ

pGB下軸エ

pGB瑚止，

pGBⅧ甘

pGB棚，
pGBW
pGBW
pGBTク卸2β

pGB旭
pGB制
pGBT桝加C

pGBT椚血β

p餌画
p皿画，

pGAh叩A

pGAD堪
p叫
pGAD二郎W

pGAD㊥エ

pGAD二郎エ’

pGAMl戯

pGAD一掴，

pGÅD一蹴C

pGAM〟C

p叫如2β
pGAD一佗J鳴

pGAD一成〟l勿

pGAD一助C

酵母と大腸菌で複製可能な複製起点また伽4活性化ドメインとロイシン合成系

遺伝子、大腸菌での選択マーカーとして地をコードしているプラスミド

酵母と大腸菌で複製可能な複製起点また伽4DNA結合ドメインとトリプトファ

ン合成系遺伝子、大腸菌での選択マーカーとして地をコードしているプラスミド

p00T9にコードされている肋をカナマイシン耐性遺伝子に置き換えたプラスミド

pGBT9の良知M－ぬ劇Ⅰ間に叩d全長が挿入されているプラスミド

pG首rRの蝕Ⅲ－ぬ椚Ⅲ間に膜貫通債域を除く叩dが挿入されているプラスミド

pGBTKの励‘，Ⅲ棚間に叫班全長が挿入されているプラスミド

pGBTKの肋RI助HI間に脚Z全長が挿入されているプラスミド

pGBTKの放du亜椚m間に朋全長が挿入されているプラスミド

p伽TKの政du勘所Ⅲ間にβⅣ全長が挿入されているプラスミド

pGBTKの政〃Ⅲ一助椚HI間にカ止全長が挿入されているプラスミド

p00TKの蝕，Ⅲ勘所打Ⅰ間に膜貫通領域を除くβⅣが挿入されているプラスミド

pG8TKの＆〃Ⅲ朋間に助畑全長が挿入されているプラスミド

・p00TKの且瘍剛一朗間に膜貫通領域を除く助畑が挿入されているプラスミド

pGBTKの助成Ⅰ助HI間に血忙全長が挿入されているプラスミド

p00TXの血戊Ⅰ収用m間に膜貫通額域を除く朗Cが挿入されているプラスミド

pGBTKの助仇m一蹴間に舟視全長が挿入されているプラスミド・

pGBlこKの及〃和一助椚HI間に佗d全長が挿入されているプラスミド

昨BTXの放〃和一M間に刷全長が挿入されているプラスミド

挿肛Kの血刀RI助HI間に仇加C全長が挿入されているプラスミド

pGBTKの＆戊Ⅰ棚間に椚血D全長が挿入されているプラスミド

pGAM別の放〃Ⅲ也椚Ⅲ間に坪d全長が挿入されているプラスミド

pGAD棚4の助劇亜椚Ⅲ間に膜貴通領域を除くγ〝dが挿入されているプラスミド

pGAD戒4の励du一助間に叩4全長が挿入されているプラスミド

pα句紺の脚Z断片を切り出しpGAM4の助鳳助鯛Ⅰ間に挿入したプラスミド

p00T狗4の即断片を切り出しpGAD吸4の血β和一β珊＝Ⅰ間に挿入したプラスミド

pG即り鮎Wの舟Ⅳ断片を切り出しpGAM4の血d払助㈹Ⅲ間に挿入したプラスミド

p00瑚止の即断片を切り出しpGA別封の＆切払此血m間に挿入したプラスミド

p伽丁狗⊥’の劇止，断片を切り出し〆封瓜叫24の助，Ⅲ収用HI間に挿入したプラスミド

pG瞥rd加閻の掴断片を切り出し西AD4初の肋Ⅲ朋間に挿入したプラスミド

p蝕柑亜’の摘，断片を切り出し挿AM24の助州側間に挿入したプラスミド

pG首nd局rの伽C断片を切り出しpGAD4初の血〃Ⅲ一風抑Ⅲ間に挿入したプラスミド

p鎚下血C’の朗C断片を切り出しpGAD一捌の肋Ⅲ棚間に挿入したプラスミド

p磁極辱詔Cの舟遁断片を切り出し岬AM4の助椚Ⅲ一蹴間に挿入したプラスミド

p朝地頭の乾山断片を切り出しpGAM24の肋Ⅲ功鯛Ⅰ間に挿入したプラスミド

p鎚W例の前職断片を切り出しp仙D一物の肋和也〟間に挿入したプラスミド

pG首n仇血Cの血C断片を切り出しpGAD一物の肋Ⅲ一助戚旧聞に挿入したプラスミド

〆遷汀壷融通の朋加β断片を切り出しpM一似の助Ⅲ一助′劇間に挿入したプラスミド
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Clontech

Clon短C血

Y由血imum（2001）

本研究（表2づ）

本研究（表2→3）

本研究（表2，3）

Y醜血inⅦm虎αJ

侮himumg′d

Y加血imumgJ〟

Ⅵ）ShimumααJ

Ⅵ）Sbimum〟d

Ⅵ）血imum〟d

Ⅵ）血imum〟d

Y玩血imⅣa〟d

lbshimum〟〟

1b5himu伯dd

lb血imumgJd

lb血imumdd

lbshimumピJ〃J

lね血imⅣa〟d

本研究（衰2j）

本研究（表2－3）

本研究（表2，3）

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究



表IV-3 本研究に使用したﾌﾟﾗｲﾏｰ

ﾌﾟﾗｲﾏ-配列a

y neA-gfp-F gaaEAakTCGCACCTCAAA ACGTCGAT

yneA-gfp-R wTCTTACAGTTGCTAATTCAT:ATGC

酵母2ﾊｲﾌﾟﾘｯﾄﾞ用ﾌﾟﾗｲﾏ-

AD-yneA-F gaagaattcATGATCATGAGTAAAGAATC

AD-yneA IR ggagga tccc7XT-ACAGTTGCrAATrCATATGC

AD-yneA '-F gaaB-GAGCTrA∬CAGTATGTTAAAATA GA

ADIZaPA-F gaaE迎tkTTGTCTGACGGCAAAAAAAC

AD-zapA-R ggaE@JVCCmCmAAGCTGAC

枯草菌 168株の染色体上での位置h

1917695･...J917714

19177$7...1917806

1917615...1917634

1917932...191795$

1917711…1917736

2924965...2924946

29247 1 1...2924602

a配列中の下線棚限酵素の認識配列を表しており､ yneA-gfp-F､ yneA-gfpIRI AD-yneA-F､ AD-yneA･-F

AD-zapArFではEcoRIを､ AD-yneA-RとAD-zapA-RではBamHIをそれぞれ示している｡

b数字はsubtiListﾃﾞ-ﾀﾍﾞ-ｽ(hup:"genolist.pasteur･fr/SubdLisdindex･html)に登録されている枯草菌

168株のｹﾞﾉﾑ配列上での位置を示している｡

ⅠⅠﾄ2-2祐草菌変異株の作製

a･ yneJ-dp融合株

yneA-gh,融合株の作製には､'当研究室で作製されているpBR322由来のﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ

であるpcpl12-grp (ｸﾛﾗﾑﾌｪﾆｺ-ﾙ耐性遣伝子が挿入されている)を用いた｡

cRK6000株のｹﾞﾉﾑDNAを鋳型として, yneA-gfpFとyneA-gfpRのﾌﾟﾗｲﾏ-ｾｯ

ﾄを用いたpcR反応により､●ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-額域とyneA遺伝子全長を増幅した｡得

られたpCR産物の両端をEco和により切断し､このDNA断片をpcpl12一釧こｺ-

ﾄﾞされているg&遺伝子上流のEcoRI部位にDNAﾘｶﾞ-ｾﾞにより挿入することで､

ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞpcpl12-yneA-gかを作製した｡このﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞを相同組み換え(-重交差)

により枯草菌cRK6000株に導入し, yneA廟融合株を作製した｡形質転換体はｸﾛ
ﾗﾑﾌｪﾆｺ-ﾙ耐性により選択した｡

b･ gfp-ftsZ融合株

当研究室の朝井により作製されたgrp-jtsZ融合株は枯草菌染色体上のaprE債域に

伽Zｵﾍﾟﾛﾝのﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-､ sD配列とgfp-PsZ融合遷伝手が挿入されている｡ま

た､ dp-jisZ融合株では本来の位置のjhZ遺伝子も残されているoこのdp-jisZ融合

株は形質転換体の選択ﾏ-ｶ-として用いたｽぺｸﾁﾉﾏｲｼﾝ耐性遺伝子(spec)

がamyE部位に導入されているが､それをｸﾛﾗﾑﾌｪﾆｺ-ﾙ耐性遺伝子(cat)
に置き換えたgrp-jisZ融合株を必要に応じて用いた.
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IV-2-3使用した培地

Ⅲ-2-3と同様に行った｡

IV-2-4大腸菌の形質転換とﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞDNAの調製

ⅡⅠ-2-4と同様に行った｡

IV-2-5塩基配列の決定

II-2-4と同様に行らた｡

IV-2-6祐革菌の形質転換

ⅠⅡ-2-6と同様に行った｡

IV-2-7酵母の形質転換

酵母の形質転換はclontechのYeast Protocols Handbookに従い行った｡

IV-2-8筆光顕微鎮による変異株の細胞形態および核様体の観察
ⅠⅡ-218と同様に行った｡

IV-2-9膜蛋白質画分の調製

対数増殖期の培養液50 mlから菌体を集め, 4miの50 mMTris-HCl (pH7.5)に懸濁

した｡以後すべての操作は氷上で行った｡この細胞を超音波破砕機により被砕し､

遠心(6000 rpm, 10min, 4℃)を行い,その上清を細胞抽出液とした｡この細胞抽出

液をさらに超遠心(40･000 rpm, 30 -, 4℃)し､上澄み溶液(可溶性画分)と沈澱

物(不溶性画分)に分画した｡この可溶性画分を細胞質蛋白層分､また不溶性画分
を膜蚤白質画分とした｡

ZV-2-10ｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛﾂﾃｲﾝｸﾞ

a.使用した抗体

pET System (Novagen)により精製したFtsZ-His6蛋白質を用いたFtsZ抗体(ｳｻｷﾞﾎﾞ
ﾘｸﾛ-ﾅﾙ抗体)の作製は取karaに俵頼した｡

yneAぺﾌﾟﾁﾄﾞ抗体の作製はsigma ･Genosysに俵頼した｡抗原としてYneAのC未端

額域に相当する93-105番目のｱﾐﾉ酸額域(KKHQDAⅧ LATVR)を用いたo得

られたｳｻｷﾞ血清は､ ELHｶﾗﾑ吸収後,槻着画分をyneAﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞ固相ｶﾗﾑ
を用いて精製した｡
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b.試料の調製

対数増殖期の培養液1miから菌体を集め､ 1 mg/miのﾘｿﾞﾁ-ﾑを含む10%sucrose,

50mMTris-HCl溶液48 plに懸濁し､37 ℃で5分間処理した.その後､50plの2Ⅹ sample

bu飴r (5% glycerol, 2% SDS･ 0･01% BPB, 2 mM DTT )を加えて沸騰水浴中で5分間処理

し､ sDS-ﾎﾞﾘｱｸﾘﾙｱﾐﾄﾞｹﾞﾙ電気泳動の試料とした｡

c.ｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛﾂﾃｲﾝｸﾞ

調製した試料中の蛋白質を10-20%のSDS-ﾎﾟﾘｱｸﾘﾙｱﾐﾄﾞｸﾞﾗﾃﾞｨｴﾝﾄｹﾞ

ﾙを用いて電気泳動し､分離した｡ coomassie Bri11iant Blue (G250)を用いて蛋白質を

染色し,泳動した蛋白質の量を確認した｡分離した蛋白質をpⅦF膜HybondTMp

(Amersham Pharmacia Biotech)にﾌﾞﾛｯﾄし､ﾌﾞﾛｯｷﾝｸﾞ溶液(5%ｽｷﾑﾐﾙｸ,

30mM､ Tris-HCIpH7･4, 200mMNaCl)で処理した｡その後､ -次抗体､続いて二次

抗体と反応させた｡ -次抗体は､枯草菌FtsZに対するｳｻｷﾞ抗体､あるいはyneA

に対するｳｻｷﾞ抗体を使用し､二次抗体にはHRP標識抗ｳｻｷﾞIgGｲｷﾞ抗体(Bio-

Rad)を用いた｡また,ｼｸﾞﾅﾙの検出にはECL+Plus (AmershamPharhacia Biotech)を
使用した｡

川-2-11免疫蛍光顕微鏡観察

a.試料の調製

枯草菌株をpAB培地, 37℃で培養した後,対数増殖期の培養液1miを集菌し, pBS

で洗浄した後､ 100plのGTE (50 mM Glucose･ 20 mM Tris-HCI pH 8, 10mM EDTApH

810)に懸濁した｡この懸濁液に冷ﾒﾀﾉ-ﾙ(DAP=染色のための試料については70%

ｴﾀﾉ-ﾙを用いた)を1ml加え撹拝した後, -20℃で3時間(4℃で-晩)放置し,

細胞を固定した｡固定後､集菌し, pBSで洗浄した後､ﾎﾟﾘ-しﾘｼﾞﾝでｺ-ﾄした

ｽﾗｲﾄﾞｶﾞﾗｽに塗布し, -晩乾燥させた｡ 1 mg/miのﾘｿﾞﾁ-ﾑを含むGTE溶液

をｽﾗｲﾄﾞｶﾞﾗｽ上の細胞に重層し,室温で20秒間処理した｡その後､ｱｽﾋﾟﾚ-
ﾀ-で吸引しながらpBSを洗浄した｡

b.抗体反応

ﾘｿﾞﾁ-ﾑ処理を行った細胞に､ 5%BSAを含むpBS (BSA-PBS)を重層し､室温

で1時間放置した｡ pBSで洗浄した後, 10,000倍に希釈したFtsZ抗体(ｳｻｷﾞ血清)

あるいは3,000倍に希釈したyneA抗体(ｳｻｷﾞ血清)を含むBSA-PBSを細胞に重

層し､室温で4時間放置したo次に. pBSで洗浄後, 3,000倍に希釈したcy2 (Amersham

phrmacia)で標識された抗ｳｻｷﾞ抗体を含むBSA-PBSを細胞に重層し.､室温で1時

間放置した(暗所)oその後､抗体をpBSで洗浄し､室温で乾燥させた｡
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C．蛍光顕微鏡による観察

調製した細胞に、滅菌水を2pl重層し、カバーガラスを被せ、蛍光顕微鏡（DMR♭HC；

bica）を用いて目的蛋白質の局在を観察した○コンピューターヘの画像の取込みは

CCDカメラ（1300YtRoperScientib）を使用し、画像処理は加旺汀AMORPH（Umiversal

Lmag加g）を用いた。

Ⅰト2－12　蛍光顕微鏡による肝P融合蛋白質の局在観察

枯草菌株を■押通培地、30℃で培養し、対数増殖期の細胞叫をアガロースコート

したスうイドガラスに塗布し、観察した。用いた顕微鏡等はⅣ2－10－Cと同様である。
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IV-3結果

IV-3-1 YneAの発現が及ぼすZ-ring形成への影響

FtsZは細胞分裂過程の最も初期に細胞の中央部に特異的に局在化し､ﾁｭ-ﾌﾞﾘ

ﾝと同様なGTP加水分解能に俵存した自己重合を行うことで,細胞分裂面にFtsZ収

締環(z-ring)を形成する(Harry･ 2001)｡大腸菌sulAによる紳胞分裂の抑制はこの

z-ring形成を阻害するためであり, FtsZ抗体を用いた免疫蛍光顔微鏡法による解析

により, sulAの発現に伴いZ-ringが完全に消失することが報告されている(Mukhedee

et al･･ 1998)｡枯草菌の細胞分裂阻害因子であるYneAもsulAと同様にz-ring形成を

抑制している可能性が考えられ､ yneAの発現が及ぼすz-ring形成への影響を､ a) FtsZ

抗体を用いた免疫蛍光顕微鏡法とb) GFP-FtsZ融合蛋白質を用いて解析した｡

a一免疫蛍光顕微鏡法によるFtsZの局在性の解析

FAB培地､ 37℃で培養した､対数増殖期のIexA被壊株とyneA発現制御株の細胞

をﾒﾀﾉ-ﾙで固定した後,免疫蛍光顕微鏡法による解析を行った｡ yneA発現制御

株では､ yneAを人為的に発現させるため培地中にo･5 mMのIPTGを加えて培養し

た｡図Ⅳ2-A-aに示したように､野生株では細胞の中央で特異的にz-ringが観察さ

れる｡ ⊥方､lexA破壊株では野生株と比較してZ-ring形成頻度に減少が見られた(図

IV-2-A-b)｡leA破壊株でZ-ringの減少が見られた原因として､lexA被壊株ではFIsZ

蛋白質量が減少している可能性が考えられたので､ FtsZ抗体を用いたｳｴｽﾀﾝﾌﾞ

ﾛｯﾃｲﾝｸﾞにより確認した｡その結果,leA破壊株と野生株でFtsZr蛋白質量には

差がないことがわかり,lexA破壌株で見られたz-ringの減少がFtsZ蛋白質量の変化

によるものではないことが示された(図=v-2-B)oまた､ IFXA破壊株でのZ-ring形成

の異常はyneAｵﾍﾟﾛﾝの欠失により抑制され､野生株と同様に紳胞中央で特異的にち

z-ringが観察された(図Ⅰv2-A-c)｡さらに, IPTGの添加による野生株での人為的な

yneAの供給でも､lexA破壊株と同様にz-ringの形成が抑制された(図IV-2-A-d)｡

このように､ FtsZの蛋白質量には変化が見られないにもかかわらず, yneAの発現

に俵存して､Z-ring形成頻度の減少が観察されたことかう,大腸菌sulAと同様にyneA

もFtsZに作用している可能性が考えられた｡ -方で,大腸菌sulAについて報告さ

れているようなz-ring形成の完全な抑制は見られず､ yneAはz-ringの安定性に影
響を与えていることも考えられる｡
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園IV-2免疲蛍光顕微鏡法によるFt8Zの局在観察

A PAB培地, 37℃で培養した対数増殖期の細胞でFtsZの局在を免疫顕微鏡法により

観察した｡赤失印はZ-dngを示している｡
B FtsZ抗体を用いたｳｴｽﾀﾝﾌﾟﾛﾂﾃｲﾝｸﾞ1BLnel;野性珠, 1ane2; lexA破壊株
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b．GFP－FtsZ融合蛋白質による解析

当研究室で、廓戎のプロモーターと融合した痴卿を枯草菌染色体上の卸店領

域に組み込んだ、妨卿融合株が作製されている。そこで、感，卿融合株に、kd

破壊株、叩d発現制御株、k血ザd三重変異株のゲノムDNAを導入し、‰eAの

発現による乙血g形成に対する影響を、G押融合蛋白質によっても解析した。払B

培地、30℃で培養した対数増殖期の細胞を蛍光顕微鏡により観察しところ、図Ⅳ3＿

aに示したように野生株では細胞の中央で乙血gが観察された。次に、肋A破壌株の

Zdngの局在を観察したところ、予想に反してZdngの形成に影響はほとんど見ら

れず、野生株と同様な局在性を示した（図Ⅳ3－b）。そこで、細胞長を計測したとこ

ろ、平均細胞長が野生株では4・2匹mであり、k血被壊株では叫mと2倍以上の伸長

が起こっているのに対して、G汗罰sZを持つ′以A被壊株では6．3岬と細胞の伸長も

抑制されていた。この現象については考察で議論するが、虚相成融合株では本来の

βぼ遺伝子も機能しており、G押－F臨Z融合蛋白質の発現の結果、FbZ蛋白質量が増

加したためと考えられる。また、kdサ乃d二重破壊株では、細胞中央で特異的な乙

血gが観察された（図Ⅳ3－C）。一方、叩d発現制御株ではmGを含まない培地で

は、野生株と同様なZTringが観察されたのに対して、1mMIPTG存在下で培養する

と、免疫蛍光顕微鏡法による解析結果と一致して、乙血gの形成頻度に減少が見ら

れた．（図ⅠV3－d）。

kd破顔株ではG罰トf也Zが供給されることで、乙血gの形成異常が抑制され野生

株と同様なZ血gの局在が観察されたが、野生株で人為申にⅦ。Aを供給した時に

は免疫蛍光顕微鏡法による結果と一致して乙血gの形成頻度に減少が見られた。従

って、G押－Ft戊融合蛋白質による解析からも、甑eAの発現は乙血gの形成、ある

いは安定性に影響を与えているという結論が支持された。

Ⅳ3－2　酵母2ハイブリッド法によるⅤ眠Aと相互作用する蛋白質の探索

甑eAの発現により乙血gの形成頻度に減少が見られたことから、甑eAはF短Zと

相互作用し、細胞分裂を抑制している可能性が考えられた。また、大腸菌S山Aでは

酵母2ハイブリッド法によっても、FtsZとの相互作用が確認されている作iand

L地e血s，1993；恥虻aβfαい998）。そこで、‰eAと馳Zの相互作用の有無を酵母

2ハイブリッド法により解析した。また、‰eAが他の細胞分裂蛋白質（Z一血g形成

後、分裂面に局在する蛋白質；FbA，FbL，F珊DivIB，DivIC，PbpB，EzrA，ZapA、お

よびZ－血gの局在性に影響を及ぼす蛋白質；DivⅣ礼Mi嶋M旭）と相互作用する

ことで、乙血gの安定性や局在性に影響している可能性も考えられたため、同時に
これらの蛋白質とYneAの相互作用も解析した。
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a.野生株

c. lexA-yneA*J< t) >
二重破壊株

平均細胞長(

野生株

IexA破壊株

gh'-PsZ,野生株

gh'-PsZ, lexA破壊株

4.0±0.9

9.3土4.7

4.2± 1.0

6.O j: l.7

園IV-3 GFP-FtsZ融合蛋白質の局在観察

pAB培地, 30℃で培養した対数増殖期の細胞からFtsZ-GFPの局在を観察した｡

また､各枯草菌株の平均細胞長を表に示した｡
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まず,各蛋白質をｺ-ﾄﾞしている遮伝子をpGAD424 (Ga14転写活性化ﾄﾞﾒｲﾝ

と選択ﾏ-ｶ-としてﾛｲｼﾝ今成系の逮伝子を持つ)およびpGBT9 (Ga14 DNA

結合ﾄﾞﾒｲﾝと選択ﾏ-ｶ-としてﾄﾘﾌﾟﾄﾌｱﾝ合成系の遺伝子を持つ)にｸﾛ

-ﾆﾝｸﾞした｡次に作成したpGAD424由来のﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞを酵母PJ69-4a株(a type)

に, pGBT9由来のﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞを酵母PJ69-4a株(αtype)にそれぞれ形質転換した｡

得られた酵母株を用い, yneA遺伝子を含む株と細胞分裂遺伝子を含む株の接合

(Mating)を行い､ﾄﾘﾌﾟﾄﾌｱﾝとﾛｲｼﾝを含まないSD寒天培地で､形質転換

体を選択した｡得られた形質転換体を, 1 mMの3År (ﾋｽﾁｼﾞﾝの競合阻書剤)と

Ⅹ-a-galを加えたﾄﾘﾌﾟﾄﾌｱﾝ,ﾛｲｼﾝ,ﾋｽﾁｼﾞﾝを含まないSD寒天培地で.

培養し,その増殖能(Hisﾚﾎﾞ-ﾀ-の発現)とⅩ-a-galの分解による育色の呈色(hcZ

ﾚﾎﾞ-ﾀ-の発現)を指標に蛋白質間の相互作用を評価した｡また､ｺﾝﾄﾛ-ﾙ

として.辞母2ﾊｲﾌﾟﾘｯﾄﾞ法による相互作用の検出が報告されているMinC-MinD

とFtsA-EzrAも実験に加えた(Marston eE al., 1998; Yoshimura, tnpublish) (図IV-4)｡

-Trp, -Letl, -H18, +1 mM 3AT, +Ⅹ-cc-gal

A..B

合♂㌔♂♂i8i8㌔㌔ yQ才才♂♂ii@㌔㌔㌔

合♂♂♂鮮s9♂♂ vQ♂ ♂ eA邸巌声♂♂

BT

YneA

YneA'

MillC

園IV-4酵母2ﾊｲﾌﾞﾘﾂﾄﾞ法による輩白賞間相互作用の解析

A AD･YneAと各BT一細胞分裂茸白質の相互作用
B BT-YneAと各AD一細胞分裂蛋白質の相互作用
写真は各組み合わせの形質転換体をsD寒天堵他(上-Trp, ･Leu, -His, +1 mM 3AT, +X-α-gal

,下;-Trp, -Leu) ､ 30℃で10日間培養したｺﾛﾆ-を示している｡ ADはGa14転写括性化ﾄﾞ
ﾒｲﾝ, BTはDNA結合を表している｡線枠はすでに相互作用が検出されている蛋白質であ
り､ｺﾝﾄﾛ-ﾙとして用いた.また, yneA',DIVIB',DivIC',FtsL'は涙貫通嶺域を除いた
蛋白質である｡
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培養を開始して10日後のﾌﾟﾚ-ﾄを観察したところ､まず､ MinC-MinDとFtsA_

EzrAでは,融合するGa14ﾄﾞﾒｲﾝの組み合わせに関わらず､確かにｺﾛﾆ-が形

成され､青く呈色していた(図Ⅰv4-A, B赤枠)oまた､ DNA結合ﾄﾞﾒｲﾝと融合さ

せたFtsZでは,転写括性化ﾄﾞﾒｲﾝと融合させたyneAおよびyneA, (N宋端側の

膜貫通ﾄﾞﾒｲﾝと予想される債域を除いた蛋白質)との組み合わせで小さいｺﾛﾆ

-が形成されたが､ｺﾝﾄﾛ-ﾙとして用いたｲﾝｻ-ﾄを含まないﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞと

の組み合わせでも同様なｺﾛﾆ-が形成された(図Ⅳ4-A, B育枠)｡さらに,より

選択性の強いﾄﾘﾌﾟﾄﾌｱﾝ,ﾛｲｼﾝ､ﾋｽﾁｼﾞﾝ､ｱﾃﾞﾆﾝを含まないSD寒天

培地ではｺﾛﾆ-が形成されなかったことから,これはﾊﾞｯｸｸﾞﾗｳﾝﾄﾞであると

判断した｡また､他の蛋白質においても､ yneAあるいはyneA,との相互作用は検出

されなかった(図Ⅳ4-A,B)oこのように､酵母2ﾊｲﾌﾞﾘｯﾄﾞ法による解析では,

yneAはこれまでに報告されている全ての細胞分裂蛋白質との相互作用は検出されな
かった｡

yneAと既知の細胞分裂蛋白質の相互作用は確認されなかったが,やはり相互作用

する蛋白質の同定が､ yneAの機能理解への重要な鍵となる｡まだ知られていない未

知の細胞分裂に関わる蛋白質と相互作用する可能性も十分に考えられたので,枯草

菌ｹﾞﾉﾑDNAをﾗﾝﾀﾞﾑに切断し､その断片をGa14転写括性化ﾄﾞﾒｲﾝと融合さ

せることで作製した枯草菌ｹﾞﾉﾑﾗｲﾌﾞﾗﾘ-を用いて､酵母2ﾊｲﾌﾞﾘｯﾄﾞ法に

よるｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞも試みた｡このﾗｲﾌﾞﾗﾘ-を酵母pJ69-4a株に,またpGBT-YneA

を酵母打69-4α掛こそれぞれ導入し､得られた形質転換体を接合させた｡その後､ Ⅹ-

α-gal-を加えた､ﾄﾘﾌﾟﾄﾌｱﾝ,ﾛｲｼﾝ､ﾋｽﾁｼﾞﾝ､ｱﾃﾞﾆﾝを含まないSD

寒天培地で培養し､ yneAと相互作用を示すｺﾛﾆ-を選択した｡その結呆､得られ

た48個のｺﾛﾆ-に含まれていた枯草菌ｹﾞﾉﾑの断片の塩基配列を決定したところ､

9種類の遺伝子を同定することができた(図Ⅰv5-A)｡しかしながら,各遣伝子破壊

株の細胞形態を顕微鏡により観察したが,全て野生株と同様な細胞長を示し､これ

らの遺伝子の細胞分裂への関与は否定的であると思われた｡

このように,細胞分裂に開与する蛋白質との相互作用解析および枯草菌ｹﾞﾉﾑﾗ

ｲﾌﾞﾗﾘ-壷用いたｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞからは､ yneAによるz-ring形成の抑制を説明で

きる因子を見い出すことはできなかった｡なお､ yneAはN未端側に膜貫通ﾄﾞﾒｲ

ﾝと推定される額域を持つことから,膜蛋白質であることが予想される｡ｹﾞﾉﾑﾗ

ｲﾌﾞﾗﾘ-のｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞで同定されたDNA断片のはとんどが､膜貫通ﾄﾞﾒｲﾝ

をｺ丁ﾄﾞしている部分であり(図Ⅰv5-B)､ YneAはこのような疎水性の蘭域に結合
する傾向が見られた｡
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上yneAとの相互作用が認められた遭伝子とその機能

下相互作用を示した各池伝子のｱﾐﾉ敢構造
線枠Iま疎水性の額域を表しており､膜貴通ﾄﾞﾒｲﾝと予想される｡
また､育線をまyncAとの相互作用が蕗められた位置を示している｡

IV-3-3 YneA蛮白賞の細胞内分布

YneAは105ｱﾐﾉ酸から構成される約12 kDaの蛋白質であり,その特徴として

は, N末端側に膜貫通ﾄﾞﾒｲﾝと予想される飯域を持ち,また中央からC未端側に

かけては､細胞壁分解辞素で確認されるぺﾌﾟﾁﾄﾞｸﾞﾘｶﾝとの結合に閑与すると考

えられているLysMﾓﾁ-ﾌを持つ(囲IV-6-A)｡これらのことからYneAは細胞膜

あるいは紳胞壁に存在していることが予想された｡そこで､YneAぺﾌﾟﾁﾄﾞ抗体(sigma

Genosis)を用い, YncA蛋白質の細胞内分布を解析した｡

FAB培地, 37℃で培養した対数増殖期のId破壊株を集菌し,超音波破破砕によ

り細胞抽出被を調製した｡この抽出液から細胞質画分および膜画分を調整し､ｳｴ

ｽﾀﾝﾌﾞﾛﾂﾃｲﾝｸﾞによる解析を行った結果,予想した通りYneAは膜画分で検

出された(図IV161B左,1ane3)｡また,細胞膜との結合の強さを確認するため,
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囲ZV-6 YneAの細胞内分布

A YneAのｱﾐﾉ酸構造を示した｡
B Yn8Aぺﾌﾟﾁﾄﾞ抗体を用いた､ｳｴｽﾀﾝﾌﾟﾛｯﾃｲﾝｸﾞを行った｡
右はTris-Hcl擦液中に10 mM EmA, 0.5 M NaClを加えて調製した｡
Iane l,細胞抽出汲､ Iane2,細胞質画分, 1ane3,膜画分

10 mM EDTAと0.5 M NaClを含む50 mM TrisIHCl溶液中で調製した紳胞抽出液を用

いて,同様な解析を行ったBその結果､この粂件でもYneAは膜画分で検出された

ので(図IV-6-B右, lanc 3)､ YneAは細胞膜に強く結合し,細胞膜に挿入されている

ことが示唆された｡また､細胞表層にY皿eAが存在している可能性も考えられたの

で､細胞を4% SDSを含む溶液中で10分間煮沸し,遠心することで得られた上澄み

液を用tlて,ｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛｯﾃｲﾝｸﾞを行ったが, yneAは検出されなかった｡

IV-3-4 YneA蛮白箕の局在観察

YneAが膜蛋自質であることが示唆されたので､次に細胞膿全体に存在するのか､

あるいは分裂面など特徴的な位潰に局在するのかを, a) YneAIGFP融合蛋自質, b)

yn¢A抗体を用いた免疫蛍光顕微鏡法により解析した｡

a. YneAIGFP触合費白窯の局在解析

yneAのC末端側にgh,遺伝子を融合させたyneA-gG?融合株を作製し､このgh,融

合株にIexA破壊株のｹﾞﾉﾑDNAを形質転換することで得られた枯草菌株を､臥B

培地､ 30℃で培養し,対数増殖期の細胞を蛍光顕微鏡により観察した｡その鈷果,

ｺﾝﾄﾛ-ﾙとして用V)たyneA-gh,融合達伝子を持たないIexA破壊株では蛍光が見

られなかったのに対して, YneA-GFPが発現しているぬA破壊株では,紺胞全体に

わたって蛍光が見られ(YneAが膜蛋自質であることから細胞膜上の蛍光であると思

われる),また､多くの紳胞で強い蛍光を示すfociが観察された(図IV-7-A)｡このfoci

はyneA-GFPの局在を示していると考えられたので,その細胞内位置を100個の細
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胞から詳しく調べると,やはり紳胞全体で局在化が認められたが､紳胞中央および

両極付近において局在化する傾向が見られた(図IV-7-B)｡また,同時にDAPI染色

を行い､核様体との位置関係についても解析したところ, YneA-GFPのfociは核様

体間あるいは核様体の端で多く観察された｡

b･免疫蛍光顕微鏡法によるYneAの局在解析

次にyneAぺﾌﾟﾁﾄﾞ抗体を用いた免疫蛍光顕微鏡法による解析を行った｡ 37℃､

FAB培地でOD6.0=0･ほで培養し､ 70%ｴﾀﾉ-ﾙで固定した細胞を用いて観察した｡

まず､ IexA-yneA二重被壊株をｺﾝﾄﾛ-ﾙとして観察したところ,いくﾌかの細胞

で,細胞中央および両極付近にfociが見られた(図IV-8-A)｡これは､ yneA抗体と

非特異的に反応する蛋白質の蛍光であると考えられたので､ｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛｯﾃｲ

ﾝｸﾞにより確認したところ､図IV18-Bに示したようにlexA被壌株でYneAと考えら

れる分子量約12kDaの顕著なﾊﾞﾝﾄﾞが検出されたのに加えて､分子量50kDa付近に

複数のﾊﾞﾝﾄﾞが検出され(lane 2)､また,これのﾊﾞﾝﾄﾞはlexA-yneA二重被壊株でも

検出された(1ane 3)｡そのため,本研究で使用しているYneAぺﾌﾟﾁﾄﾞ抗体は免疫

蛍光顕微鏡法による解析には適していないことも考えられたが､ IexA被壊株で特徴

･的な蛍光が観察される可能性を考え解析を進めた｡その結果,lexA破壌株ではlexA_

yneA二重破壌株とは異なり紳胞全体にわたって強い蛍光を示すfociが観察された(図

IV-8-c)｡これは, yneA-GFP融合蛋白質で観察されたyneAの局在と類似しているよ

うに思われる｡

YneAが膜蛋白質であることと, yneA-G由融合蛋白質とyneA抗体を用いた免疫

蛍光顕微鏡法による解析から, yneA -は細胞膜全体に渡って存在する傾向があるよう

に思われた｡このことから､ yneAは分裂部位も含めた細胞膜に存在することで, FlsZ

の分裂部位での重合を阻害し,細胞分裂の抑制をもたらしている可能性が考えられ
た｡
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園1V－8　免疫蛍光顕微鏡法によるYneÅの局在

AJ飢A－y呪A二重破壊株での免疫蛍光顕微鏡解析
B YmeA抗体を用いたウエスタンブロツティング
赤矢印はYneAを、黒矢印は非特異的に検出されたと思われるバンドの位置を
示している。1a肺1，野生株、1a眠乙kd破壊株、Ia眠3，奴A－y把A二重破壊株
C PAB培地、37℃で培養した対数増殖期のkd破壊株での解析
dは位相差、核様体、YneAのfbciを全て重ねあわせた像
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IV－4　考察

本研究では、DNAマクロアレイによる解析から見い出されたSOS遺伝子の1つで

ある坪dが、細胞分裂阻害因子として機能することを明らかにした。しかしながら、

その機構は大腸菌の細胞分裂阻害因子であるSulAによる機構とは異なっているよう

に思われた。まず、大腸菌では桓4甲欠失は致死的であり、その被壊株を作成する

ことはできない。これは∫〟仏の発現により紳胞伸長が誘導されるためであり、k由一

su仏二重変異株では生育可能となる（Friedbergetal．，1995；McKenzieetal．，2000）。一

方、本研究で示したように枯草菌では肋A単独の披壊株でも生育可能であり、Y血eA

が発現しても細胞分裂は完全に停止することはない。枯草菌J既A破壊株での細胞伸

長は、野生株に対して2倍から4倍程度であり、また、RAB培地、37℃の条件下で

は生育速度にも影響しない。こうした現象は、Z－dng形成の抑制能の違いとも一致

しており、大腸菌SulAを襲制的に発現させた細胞では、Z－ringが完全に消央するの

に対して（Mukheてieeetal．，2000）、枯草菌ではYneAを発現させても、まだZ－ringは

部分的に形成される。

免疫蛍光顕微鏡解析で見られたkd被壊株でのZ－ring形成頻度の減少が、GFP－FtsZ

嘩合蛋白質を持つk血被壌株では抑制されたが、これはg炒卿融合株では本来の押

遣伝子も機能しており、GFP－FtsZ融合蛋白質の発現の結果、FtsZ蛋白質量が増加し

ているためであると思われる。今後FtsZ・を人為的に発現制御できる株を用い証明す

る必要はあるが、野生株で人為的にYneAを供給した時には免疫蛍光顕微鏡法によ

る結果と一致してZ，ringの形成頻度に減少が見られており、YneAの発現はZ－ringの

形成、あるいは安定性に影響を与えているという結論が支持された。

SulAによる細胞分裂の抑制は、SulAがFtsZと直接相互作用することで、FtsZの

持つGTPaseの活性を阻害し、分裂面での自己重合化を抑えるためである（Biand

Lutkenhaus，1993；取uscaetal．，1998）。一方、本研究ではYneAが細胞膜に特異的に存

在していることが明らかになった。FtsZは膜貫通額域を持たないことを考えると、

YneAが細胞質蛋白質であるSulAと同様な機構で細胞分裂を抑制しているとは考え

にくい。実際、酵母2ハイブリッド法による解析でSulAとFtsZの相互作用が確認

されているのに対して（BiandLutkenhaus，1993；Ⅱuscaetal．，1998）、YneAとFtsZの

間では認められなかった。今後、免疫沈降法などにより枯草菌内でYneAとFtsZの

相互作用の有無やYneAによるFtsZのGTPase活性への影響を検討する必要はある

が、YneAによる細胞分裂の抑制は、SulAとは異なるように思われる。また、他の

細胞分裂蛋白質との相互作用を介したZ一山ngの安定性に影響を与えている可能性も、
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酵母2ﾊｲﾌﾞﾘｯﾄﾞ法で相互作用が確認されなかったため現在のところ考えにくい｡

･そこで､ YneAが膜蛋白質であることから､分裂部位への関与について検討した｡

現在までに､紳胞中央での分裂部位を決定するための機構としてMinｼｽﾃﾑと

Nucleoid occlusion (核様体によるZ-ring形成の阻害)が提唱されている(Ⅵわ1dringh ei al.,

1991; Margolin･ 2000; Regamey et al･･ 2000; Harry, 2001; Migocki et al･, 2002; Shapiro et al.,

2002)｡しかし､これらの機構は細胞の両極での分裂を抑制するものであり､細胞中

央での正確なz-ring形成を説明することはできず､ z-ringを細胞中央の分裂部位へ

と局在化させる蛋自質あるいは構造が存在していると考えられる｡ yneAがこうした

蛋白質や構造に作用してZ-ringの形成を抑制している可能性は十分にある占YneAは

膜蛋白質であり､細胞全体に渡って分布するoさらに､特走の賓自質との相互作用

が見られないo -方で､膜貫通ﾄﾞﾒｲﾝをｺ-ﾄﾞしている領域との親和性が高いこ

とから考えると､ yngAは分裂部位を含む膜構造に変化を与えることで､ FtsZの局在

化に必要な未知の賓自質に影響を及ぼし､この蛋自質とFtsZとの相互作用を弱める

ことで､間接的にZ-ringの重合化を抑制している可能性が考えられる.これは､ yneA

の発現で､ Z-ringが局在する位置には特に影響は見られず､ z-ringの形成額度にのみ

減少が見られた結果と-敦するものである(図Ⅳ2, Ⅳ3)｡

これらのことから予想された, yneAによる細胞分裂阻害機構のﾓﾃﾞﾙを図IV-9

に示した｡通常, FtsZは細胞膜上の分裂部位に局在し, GTPase括性に俵存した自己

重合を繰り返すことでZrringを形成し,細胞分裂を誘導している｡しかしながら､DNA

に損傷が起こるとSOS応答が誘導され､叩eAの発現も誘導される｡このYneAは細

胞全体に渡って細胞膜上に存在することで､分裂部位を含む膜構造に変化を与える｡

その結果, FtsZとFtsZを分裂部位へとつなぐ蛋白質との相互作用が弱まり､ FIsZの

Z-ringへの重合は阻害され､細胞分裂も抑制きれる｡
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V本研究のまとめと今後の課題

多くの真正紳菌に保存されているSOS制御系は､ DNA損傷により誘導され､ DNA

修復能の増加､突然変異の誘発､さらには紳胞分褒の抑制をもたらす｡大腸菌では

SulAがsos応答時に細胞分裂阻害因子として機能する｡枯草菌においてもこのSOS

制御系の存在は知られており, DNA損傷で細胞分裂の抑制が観察される｡しかしな

がら,その分手機構はこれまで不明であった｡また,大腸菌では30種類以上のSOS

遺伝子が報告されているのに対して､枯草菌では6遺伝子が報告されているにとど

まっていた｡そこで､本研究では枯草菌sosﾚｷﾞｭ占ﾝの全体像を明らかにするこ

と､さらには細胞分裂阻害の分子機構の解明を目的に研究を行った｡

まず､lexA被壊株を用いたｱﾚｲ解析を行い､lexA.の欠失により発現誘導される

遺伝子を網羅的に解析した｡また､lexA破壊株で発現上昇を示した遺伝子について

LexA-boxの有無を確認することで､ LexAにより直接制御されると予想される遺伝

子を検索した｡その結果､これまでに報告されているSOS遺伝子を加えると,枯草

菌sosﾚｷﾞｭﾛﾝは46遺伝子からなることが予想された｡これらの中には､紳胞

分裂に関与しているものは含まれていないが､機能未知遺伝子が15遺伝子含まれて

いたので､我々はその中の1つ､yneAについて細胞分裂阻害への閑与を検討した｡lexA

破壊株での細胞伸長はyneAｵぺﾛﾝの欠失により抑制され,lexA-yneA二重破壌株

にYneAを供給することにより再び細胞の伸長が観察された｡また､野生株でYneA

を強制的に発現させることでも紳胞伸長は誘導された｡さらにyneA･被壊株ではﾏｲ

･ﾄﾏｲｼﾝC処理によるSOS応答の東導に伴う細胞伸長も抑制された｡これらのこ

とから､ YheAがsos応答時の細胞分裂阻害因子として機能していることが明らか

になった｡さらに､ yneAによる細胞分裂阻害の分子機構の解明を目指し､ yneAの
J

発現が及ぼすz-ring形成への影響, yneA-GFP融合蛋白質やyneA抗体を用いたyneA

の細胞内局在性の観察､さらには,酵母2ﾊｲﾌﾞﾘｯﾄﾞ法による相互作用解析を行

った結果､ tneAは分裂部位を含む膜構造に変化考与えることで, FtsZの局在化に必

要な未知の蛋白質に影響を及ぼし､この蛋白質とFtsZとの相互作用を弱めることで,

間接的にZ-ringの重合化を抑制している可能性が考えられた｡今後, FtsZを分裂部

位へと導く蛋白質の発見が期待される｡

SOS制御系を持つ生物に普遍的な機能と考えられる細胞分裂の抑制が､枯草菌と

大腸菌では,異なる遣伝子により,別の機構で誘導されるのは興味深い｡大腸菌sulA
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の相同遺伝子はｸﾞﾗﾑ陰性細菌であるγ-ﾌﾟﾛﾃｵﾊﾞｸﾃﾘｱの-部に､また枯草菌

yneAの相同遺伝子はｸﾞﾗﾑ陽性紳菌であるﾘｽﾃﾘｱにのみ保存されている｡これ

ら以外の生物種における､ SOS応答時の細胞分裂の制御はどのようにして行われて

いるのであろうか?その機構の解明が期待される｡

大腸菌で重要な機能を持つSOS遺伝子umuDI POIBl dinIは, sulAと同様に枯草

菌には保存されていなし)''｡ UmuDはu-cﾎﾞﾘﾒﾗ-ｾﾞのｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄであり､ poIB

はDNAﾎﾞﾘﾒﾗ-ｾﾞとしてDNA損傷乗り越え修復系に関与している｡また､ DinI

は括性型RecAと相互作用することで､LeⅩAの不括性化とumucﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞの御

御に開わると考えられている｡枯草菌sosﾚｷﾞｭﾛﾝでは､ ⅦHとⅦwが

umucn)inBﾌｱﾐﾘ-に属する蛋白質として含まれているが､両蛋白質は共に大腸

菌DinBとの相同性が高い｡これらのことから,枯草菌と大腸菌では損傷ﾊﾞｲ/てｽ型

のDNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞによる修復経路に違いがあると考えられる｡また,枯草菌では

ﾘﾎﾞｿ-ﾑ蛋自質をｺ-ﾄﾞする遺伝子がsosﾚｷﾞｭﾛﾝに含まれている｡今後, DNA

損傷時における発現誘導の確認や,精製LexA蛋白質を用いたｹﾞﾙｼﾌﾄｱｯｾｲな

どにより､LexAによる直接的な制御の有無を確認する必要はあるが､枯草菌にはﾘ

ﾎﾞｿ-ﾑ蛋白愛によるSOS機能が備わっている可能性が考えられる｡

このように枯草菌のSOS制御系には､大腸菌とは異なる興味深い機構が備わって

いるようであり､その機構解明は今後の課題として挙げられる｡また､機能が不明

なsos遺伝子も多く残っており,その機能を解明することも､まだ知られていない

新しいSOS機能の発見につながるかもしれない｡
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