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要旨

我々は、ゲノム配列決定によって見いだされた枯草菌新規遺伝子の破壊変異株バ
ンク作成中に、新規2成分制御系YycFGが細胞の増殖に必須であることを見いだし
た。YycFGは、Staphylococcusaureus，StTqtOCOCCuSPneumOnjaeなどの病原性を示すグ
ラム陽性菌にも保存され、同様に細胞の増殖に必須であることが示されており、グ
ラム陽性菌に広く保存している重要な制御系である。本研究においては、〝C和2
成分制御系遺伝子が制御する遺伝子群を明らかにすることにより、その細胞増殖の
調節機能を詳細に解析することを目的とした。

2成分制御系遺伝子〝CfGは、枯草菌の複製開始点から60kb離れた位置にあ
り、レギュレーター遺伝子（〝C巧、センサー遺伝子（〝Cqに加えて4個の遺伝子
（〝明りおよび〝ズA）がオペロンを形成していると推定された。センサー蛋白
質YycGは、N末端部分に2回の膜貫通部位を含んだ外界シグナルを感知するドメ
インを有し、C末端側は2成分制御系センサー蛋白質に高度に保存されるヒスチジ
ンキナーゼであると推定された。レギュレーター蛋白質YycFは、2成分制御系レ
ギュレーターに高度に保存されたリン酸基の受容部位をN末端側に、DNA結合部位
をC末端側に持ち、転写因子として働くと考えられた。
この〝CβG遺伝子の発現時期とオペロン構造の解析のため、枯草菌仝RNAを用い

てノーザンハイプリダイゼーションを行ったところ、〝C尺プ月〃および〝ズA遺伝子
は1つのオペロンを形成し、対数増殖期に発現することがわかった。機能解析のた
め、各遺伝子の破壊変異株の作成を試みたところ、オペロン下流に位置する
〝増員J及び〝ズAの4遺伝子については容易に破壊変異株が得られたが、2成分制
御系遺伝子である〝CダG両遺伝子については破壊変異株を得ることができなかっ
た。そのため〝Cf、〝CG遺伝子のプロモーターをLacI蛋白質により制御可能な
P甲∂Cプロモーターの支配Fにおいた条件破壊変異株を作成した。
〝Cf条件破壊変異株，〝CG条件破壊変異株は、P甲∂Cプロモーターが誘導される
IPTG存在下の条件でのみ野生株と同様の生育を示した。IPTG無添加の条件では、
センサー遺伝子”CG条件破壊変異株では生菌数の低‾下が見られたoJγCGの上流に
位置するレギュレーター遺伝子〝CFの条件破壊変異株では、IPTG無添加の条件では
培養開始2時間で菌体濁度の増加が停止し、その後生菌数が急激に減少するといっ
たより顕著な生育阻害が観察された。さらに、細胞をDAPI染色した後、顕微鏡に
よる観察を行ったところ、IPTG無添加の条件では、”CFおよび〝CG遺伝子の両条
件破壊変異株で、染色体および細胞質の失われた細胞が観察された。プロトプラス
ト培養培地においても同様の細胞が観察されたため、単純な細胞壁合成阻害等によ
る増殖停止ではなく、細胞増殖サイクルの基本的な過程に障害が生じていると考え
られた。”Cf遺伝子全長を組み込んだマルチコピープラスミドを導入したYycF蛋白
質過剰発現株についても顕微鏡観察を行ったところ、細胞の極での分裂により生じ
たminicellが野生株に比べ40倍の頻度で観察された○さらに、YycF蛋白質過剰発現
株では平均細胞長が短くなり、小さな細胞の分布が増加していることが明らかにな

り、過剰な細胞分裂が起きていると考えられた。これらの結果は、YycF蛋白質が細



胞分裂を正に制御する制御因子として働くことを示唆している。

この乳YycF蛋白質の発現が細胞分裂遺伝子の発現制御に関与している可能性を
考え、その発現量により細胞分裂の頻度が規定され、細胞増殖に必須な細胞分裂遺
伝子鮎AZの転写に対するYycF蛋白質過剰発現の影響を調べた。斤5AZ上流には、対
数増殖増殖期の主要なシグマ因子である♂A依存性のPlおよびP3プロモーターと胞
子形成の初期過程の転写制御を担う♂H依存性のP2プロモーターの計3つのプロ
モーターが同定されている。これらのプロモーターからの転写量を測定するため

に、それぞれのプロモーター配列をノ∂ばレポ一夕一道伝子に結合し、枯草菌∂〃頭蓋
伝子部位に挿入した株を作製し、YycF蛋白質を過剰発硯させた条件でのB－ガラクト
シダーゼ活性を測定した。その結果、P2およびP3プロモータ活性は、YycF蛋白質の
過剰発現によって変化は見られなかったのに対し、Plプロモーター活性について

は、YycF過剰発現により野惟株の4倍以上の増加が見られた。このことから、YycF
蛋白質がPlプロモーターの制御を介し、細胞分裂遺伝子鮎AZの発現を促している
ことが示唆された。この制御がYycF蛋白質の直接の制御であるかを調べるために
YycF蛋白質を精製し、鮎AZのプロモーター領域に対する結合能をゲルシフトアッセ
イおよびDNaseIフットプリントにより解析したところ、YycF蛋白質はftsAZPl上流
領域（－102～－34bp）に特異的に結合することがわかった。この鮎AZPlプロモーター
の機能を調べるために、鮎AZPl欠失変異株を作成したところ、正常な細胞分裂周
期が失われ細胞の伸長が見れたが、細胞増殖速度への影響は見られなかった。この
ため、YycFGが他の細胞の増殖に必須である遺伝子の転写制御に関与する吋能性が
示唆された。

そこで、マクロアレイを用いた仝転写産物の解析を行い、YycFG制御ネットワー
クの解明を試みた。その結果、YycF蛋白質の過剰発現により、D－リボースリン酸化
酵素をコードするrbsK，Surfactin生産酵素群をコードするsr付ペロン，ABC輸送蛋白
をコードする鮎gおよび桝d宣伝子など8遺伝子のシグナル強度の増加、細胞壁合成
に必須な遺伝子と予想されるD－alanin：D－alaninligaseをコードするddL4など2遺伝子の
シグナル低下が検出された。rゎざgおよび魚広遠伝子については、その制御領域に
YycF蛋白質が、結合することを確認した○そして、fbAZPl，rbsKmsE遺伝子およ
びの5r付ペロン制御領域から、YycF蛋白質の認識配列と予想される6塩基からなる
繰り返し配列を見いだした。

Srf＊ペロン内にコードされるComS蛋白質は、MecA－CIpC複合体の分解を介して細
胞の運動性を負に制御していることから、YycF蛋白質過剰発現株の細胞の運動性を
調べた。その結果、YycF蛋白質過剰発現株では、細胞の運動性が著しく低－－－卜するこ
とがわかった。これより、YycFGはcoms遺伝子の誘導を介して、細胞の運動性を負
に制御する可能性が示唆された。一一方で、YycFGにより転写が誘導される，bsオペロ
ン、封ナオペロンおよび鮎£遺伝子は、いずれも破壊可能な遺伝子である
YycFGにより誘導されるftsZlrbsオペロン，STf＊ペロンおよび無慮遺伝子

○

の

ま

は、細胞膜表層機能に関係するという－一一般的な共通性がみられるだけであり

た、
機能に

YycFGが細胞においてどの様な役割を担っているか、その全体像は今後の研究課題
として残された。マクロアレイの解析では、約2000の遺伝子のシグナルは検出され
ず、この中にYycFGが転写制御を行う必須遺伝子が存在する可能性も考えられる。
枯草菌では、配列特異性の低いDNA結合蛋白質であるAbrBやヒストン様蛋白質Hbsu
が、対数増殖期の転写制御においても重要な役割を持っているoYycFGもAbrBや
Hbsuと同様に、特定の増殖に必須な遺伝子の発現を制御するのではなく、グローバ
ルな転写制御因子として機能している可能悼も推測された。今後、本研究により同
定されたYycF結合配列に基づいたゲノム上のすべてのYycF結合配列の同定により、
YycFGによる細胞機能制御の全容が明らかにされると考えている。
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1．序論

1．1．2成分制御系の普遍性と多様性

現存するすべての生物は、絶え間なく変化する過酷な環境の中で、その変化に対

応しながら生存している。この環境応答は生体膜を介した情報の伝達機構により行

われている。この情報伝達機構の一つとして細菌に広く保存されている2成分制御

系（Two－ComponentSignalTransdactionSystem）が知られている（Parkinsonetat．，

1992）。2成分制御系はセンサー蛋白質とレギュレーター蛋白質から構成され、セン

サー蛋白質は、外界あるいは細胞内のシグナルを受け自己リン酸化した活性型とな

り、特異的にレギュレーター蛋白質をリン酸化する。レギュレーター蛋白質は、リ

ン酸化により立体構造が変化することで活性型蛋白質となり、その多くは特異的な

DNA配列への結合能を変化させ、一群の遺伝子の転写を直接に正あるいは負に制御

する（図1）。

グラム陰性細菌としてよく研究されてい

る大腸菌には、その全ゲノム配列から32の

レギュレーター遺伝子と23のセンサー遺伝

子が存在することが明らかにされている

（Mizuno，1997）。その代表的なものとして

は、浸透圧の変化を感知しポリン蛋白の発

現制御を行うEnvZK）mpR（Aibaetal．，

1990）、リン酸の欠乏条件でアルカリホス

ファターゼの発現を誘導するPhoR／PhoB

（Wanner，1995）、嫌気性と好気性の遺伝子

発現のスイッチングを行うArcB／ArcC

（Iuchie上れ1995）などが知られている。ま

た近年、グラム陰性の有柄細菌である

C加止め鋸鹿rc作gC即餌5では、レギュレーター

細胞頑

環境シグナル

↓

田

ゐ
レギュレーターま自責

染色体DNA

センサー蛋白賞

Hisこ：ニ

q■夏

Asp・P－OH

IA印・呈勺日

用■　一　1　■　一一■　一　1■　－　■■　　＝■＝

図1．2成分制御系によるシグナル伝達

蛋白質CtrAとセンサーキナーゼCckAが細胞の増殖に必須であり、細胞周期の制御

において中心的な役割をもつことが明らかにされつつある（Domiチnefれ1997，Jacobs

eJ慮，1999）。さらに、2成分制御系は細菌にとどまらず、酵母や′ヵビ、植物などの

真核生物にも存在することが見いだされている。酵母ではセンヰー蛋白質SLNlが、

浸透圧応答と関連した情報伝達系で機能している（Otaerれ1993）。シロイヌナズナで
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は、センサー蛋白質ETRllがエチレン応答情報伝達系において機能している（ChangeE

れ1993）。このように、二成分制御系は多くの生物に共通の制御機構であり、種を

超えて多面的な環境応答機構として保存されていることが明らかにされている。

本研究で対象とするグラム陽性細菌の枯草菌では、2成分制御系を中心としたリ

ン酸転位反応が、細胞分化の原型といわれる胞子形成の初期過程を制御しているこ

とが知られている（E汀ington，1993）。さらに、その全ゲノムの塩基配列の決定によ

り、38の2成分制御系センサー遺伝子と34のレギュレーター遺伝子が同定された

が、その8割（センサー遺伝子：30／38，レギュレーター遺伝子：26／34）は実験的解

析がなされておらず機能未知であった（Kunste∫れ1997）。

我々はゲノム機能解析プロジェクトの一環として、枯草菌複製開始点近傍の機能

未知遺伝子の破壊変異株バンクの作成中、新規2成分制御系をコードすると考えら

れる〃′CFおよ叫γCG遺伝子がが、対数増殖期に発現し、細胞の増殖に必須であるこ

とを見い出した（K．Fukuchi，Y．Kasahara＆N．Ogasawara，InternationalConferenceon

Bacilli，Japan，July，1998，Fukuchieta）．，2000）。同様の報告は、すべての枯草菌2成分

制御系遺伝子破壊株作成を試みたFabretらのグループによっても行われた（FabreteE

al．，1998，Fabretetal．，1999）。最近、PatricらおよびJohnらのグループにより、刀′CFG遺

伝子は、ぶ嘲OCOCCU5a〟爬U5，5呵加OCCぴ5押印m仇ねeなどの病原性を示すグラム陽

性菌にも保存され（図2）、同様に細胞の増殖に必須であることが示されており、グ

ラム陽性菌に広く保存された重要な制御系であると考えられている（PatricK．M．et

a）．，1999；John，P．T．etat．，2000）。しかしながら、YycFGによる具体的な細胞制御の

Two－Cαml氾鴨ntSigれ山Tr抑血don5ysum

β8CfJ山∫∫〟如JJf∫

β〃CJJ山∫加わ血相〝∫

加鳴弧血りmt出血I111y

卿′（托叩闇値＝呵弾1出Or）カ℃G（箪n狛r肋）　　　刀町〟　　　　ガ亡J　　　ガ〟　　　　ガ山

方げ（78％）　　刀町C（49％）　　　　　　ガ亡〟（2Z％）　　ガ亡J（2陥）ガ〟（占7％）　）叫（51偽）

）ツCFP5％〉　　　㌦（亜傷）　　　　　　即〟（I8免）　　ガ亡J（24％）　　ガ亡∫（別偽）

扉d！（刀偽）　　vir〟（42％）　　　　叩g⊥　刀忙〝　　　）ツrJ（お％）　ガd（55制

Vir尺（7【悌）　　　〟亡〟（44％）　　山r∬（55％）

〝〃2（67％）　　　址02（44％）　vJr∫（55％）

∫坤わわc∂亡仁山d〟作〟∫

助辞和COCC〟∫βgcαJf∫

∫Jr甲Jo仰CC那pγクgg乃g∫

∫け甲J∝OCC揖p乃g〟〝∽乃fde

図2．ケツ℃fGオペロン構造の比較　数字はアミノ醸配列の同一性を示している。
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機構については未知のままである。本研究では、このゲノム配列から新たに同定さ

れた2成分制御系遺伝子を含むオペロンの機能解析を行った。

l．2．YycFGオペロンの構成とその保存性

㌦漣伝子は、枯草菌の複製開始点から00kb離れた位置にあり、レギュレー

ター蛋白質（YycF，237aa）、センサー蛋白質げycG，611aa）に加えて3つの機能未知黄

白＃uycH，455aa；YycI，280aa；YycJ，268aa）とセリンプロテアーゼげyxA，400aa）を

コードする6遺伝子がオペロンを形成していると予想された（図2）。この2成分制

御系遺伝子脚を先頭とするオペロン構造は、ゲノム配列解析が進行中あるいは報

告された6種のグラム陽性細菌で保存されている（図2）。

YycFは、枯草菌のゲノム上に見いだされた14個の叩ファミリーに属するレギュ

レーター蛋白質であり、N末端部分には、センサー蛋白質からリン酸基転位反応を受

けるアスパラギン酸残基を中心としたレシーバードメインが保存されている。ま
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rrOユ＿8■　　130　Ⅰ〉8Rp

Ty8■＿8▲　18ク

ーy（】■＿⊃E　　180

；‡：；：：；壬；写
Vlo員＿8y l争5

rrO】＿81　190

甘　口　　0　　　回国E

▲ゆ巾巾Ⅷ創型些堅甲胚
Ⅳゆ巾叫ゆ　ロー爛川Ⅷq
茸回田■■回　申ゆゆVE

R国目　℡頚r回国国R
R回田　国Qy国▲　Q

▲

○ⅣⅤ℡

qム
t■
Ⅴ℡翫
t上‖疇▲

図3．レギュレータ蛋白質Yyげのアミノ酸配列の比較　3つの蛋白質で同一のアミノ酸配列を黒

で示した。同じ極性のアミノ酸配列を灰色で示した。アミノ酸配列の比較は、アミノ酸配列儒析

プログラム：CLUSTALW（httpJ／clustarw．germ，ad．jp／）により行った（Thompson，JLD．，et

れ1994）。傍線部と破線蘭は、既知のレギュレータ蛋白質との比較から推測されるレシー
バードメインとDNA結合ドメインをそれぞれ示している。矢印は、すべての2成分制御系レギュ

レータ空白賞に保存され、センサー蛋白質によりリン酸基転移を受けるアスパラギン酸残基を示

しているくSA；S【ap～わcoccusaureus．BS；8acJ山ssubtIb，BH：Bacil山sha／odurans．EF：

Enterococcusf5ecahs．Sy；SIrgtococCuSPyOgeneS，Sn；S亡rg）Iococcuspr7eumO川∂e
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た、そのC末端側にはmモチーフDNA結合ドメインが保存されている（図3）。

センサー蛋白質YycGは、そのアミノ酸配列から、N末端側に疎水性アミノ酸に富

む2つの膜貫通領域を持つと予測された（図4）。このYycGの2回の膜貫領域は

及氾仙∬血血血椚m，嘲Omaは柁購および血ぬW揖血e戚由でも保存されてい

る0一方で、ぶ卿亡び〝閉ぶ卿卯仇mα】加のYy沌と考えられる

VkKおよびHk似では、膜貫通領域はN末端側に1ケ所のみ予測された。興味深いこ

とに助甲加0∝郁卿m血館では、レギュレーターをコードするd児遺伝子のみが細

胞の増殖に必須であり、センサー蛋白質をコードする址α遺伝子は破壊可能で細胞

の増殖に影響しないことが報告されており、シグナル感知の領域と予想されるN末

端構造の変化と何らかの関係があるとも考えられる（John，P．T．離れ2000）。既知

の蛋白質との比較において枯草菌のYycGは、枯草菌2成分制御系センサー蛋白質
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図4・センサー蛋白ギYy嘘のアミノ配列の比較　3つの蛋白ギで同一のアミノ酸配列を黒で、同

じ極性のアミノ酸配列を灰色で示した。アミノ酸配列の比較は、アミノ酸配列解析プログラム：

CLUSTALW（httpJ／clustahN・germ・adJp／）により行った（Thompson，J．D．，etaL，1994）。
TMは、アミノ酸配列解析プログラム：TMPm

（http：／／www・Ch・embnet・Org／software〝MPm＿form．html）によって予測された疎水性領域を

示している（HofrTlamlK．＆StoffeIW．，1993）。H，N，D，F，Gで示した領域は、大部分のセンサー

蛋白質に保存されているアミノ酸配列で、リン酸基転位反応において必須な領域を示している。
矢印は、自己リン酸イヒされるH薩残基を示している。
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図5．センサー蛋白質YycGとMのアミノ酸配列の比較　同一のアミノ酸配列を黒で、同じ極性のア

ミノ酸配列を灰色で示した。アミノ酸配列の比較は、アミノ酸配列解析プログラム：

CLUSTALW（httpJ／clustalw．genome，adJpnにより行った（Thompson，J．D．，e【aL，1994）。

M（枯草菌YycGとのアミノ酸配列の同一性；30％）と外部シグナルを関知すると考

えられるN末端側のレシーバードメインを含めて高い相同性を示す（図5）。

センサー蛋白質Mを活性化するの直接のシグナルはわかっていないが、シトク

ローム蛋白質をコードするc‘孔4（SuneJd．，19邦）およびぬβ遺伝子（uu＆T血r，

1朔）、嫌気条件下で機能する転写因子をコードしている血遺伝子（CnほR∬m旭創

れ1995）、亜硝酸還元酵素をコードする几姐D遺伝子（0卵Wae＝れ1995；Nakamαd．，

19粥）などの好気および嫌気条件下での呼吸に関与する遺伝子群の発現制御を行っ

ている（N血mo，M．NLeL如．，2000）。YycGのC末端部分には、2成分制御系セン

サー蛋白質特有のリン酸基供与を行うトランスミッタードメイン（別称；ヒスチジ

ンキナーゼドメイン、図4；mFGbox）が保存されている（Whmmれ止1995；

Sけ那hefaJ．，1992）。

YycH，YycIおよびYycJは、機能既知の蛋白質とは有意な相同性は見られず、機能

の予測は困難である。YycJについては2成分制御系YycFGが保存されている6種の

グラム陽性細菌すべてで脚遺伝子下流にコードされ、非常に高いアミノ酸配列

の保存性を示すことから（図2）、その機能が細胞増殖に必須であるYycFG制御系

との強い相関性があるとも考えられる。一方で、YycJは、YycFGが見いだされてい

ないグラム陰性細菌のα血町da細dαmぬや古細菌の叫amad如血umにも

保存されており、重要な機能が種を超えて保持されている可能性もある（図6；
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園6・枯草菌Yyc」とその相同蛋白ギとのアミノ酸配列の比較

5つの生白質で同一のアミノ酸配列を煮で、同じ極性のアミノ酸配列を灰色でしめした。SA；

S一画ゆ00C蝕5∂〟佗喝BS；飴c仙5∫〟b鴫B＝；飴c仙5肋血帽喝EFか細COCCU5触晦

Sy；S亡reptococcuspypgenes・Sn；Strwtococcuspneumonjae，CP；Chlamydjapneumoniae

PAlO12は殆eu血爪0〃∂ざ∂e叩加ざ∂PAOl、TA－474はme仰叩血洲∂∂C叫仙mのそれぞれ
のゲノム上から見いだされた機能未知蛋白質。

Stephens・R・S・etat・・1998；Ruepp，A・，eta）”2000）o

YyxAは、細菌から人まで広く保存されているセリンプロテアーゼHtrAファミ

リーに属する（Pallen，M・J・＆Ponting，C・R・1997）o HtrAファミ1）－セリンプロテ

アーゼは、ミスホールドした蛋白質の分解に関与し、分子シャペロンとしての機能

があることが報告されている。枯草菌ゲノム上にはYyxAと高い相同性を示す2つの

肋Aファミリーセリンプロテアーゼ、＝ぬおよびYkdA、が同定されている。その

うち、Ⅶ仏はヒートショックにより誘導されることが報告されているが、セリンプ

ロテアーゼとしての具体的な機能についてはわかっていない（Noone，D．eJれ
2000）。
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1．3．本研究の目的

本研究では、機能未知2成分制御系YyFGによる細胞機能制御ネットワークの全容

を明らかにすることを目的とした。まず、（1）仝RNAを用いたノーザンハイプリダイ

ゼーションにより、JγC吾ナγCG，〝C〃，〝C上〃′CJおよび刀′嵐A遺伝子のオペロン構造

および発現時期の解析を行った。（2）各遺伝子の破壊変異株の作成を行い、これらの

遺伝子が枯草菌の増殖に必須であるか検討した。（3）遺伝子が破壊可能の場合、その

影響について調べるために、各変異株の生育、胞子形成能、蛍光顕微鏡を用いた細

胞形態及び核様体の分布の観察を行った。（4）破壊変異株が得られず、枯草菌の細胞

増殖に必須であることが明らかになった2成分制御系遺伝子〝CβGについては、その

発現をIPTGにより誘導可能なP甲aCプロモーターの制御‾Fにおいた条件破壊株を作成

し、〃′C戸G遺伝子の発現が抑制された場合に起こる生育、生菌数および細胞の形態の

変化を調べた。（5）2成分制御系YycFGは、細胞の増殖に必須な遺伝子の転写制御を

行っていると考えられ、その制御下にある遺伝子を同定を試みた。このため、野生

型YycF蛋白質および常時活性型YycF蛋白質の過剰発現株を作製した。（6）YycF蛋白質

過剰発現による細胞形態への影響を顕微鏡観察により調べたところ、細胞長の減少

が観察されたたことから、2成分制御系YycFGは細胞分裂遺伝子の発現を制御して

いることが予想された。このため、枯草菌の細胞分裂の中心的な役割を担っている

ftsAZ遺伝子の転写制御における2成分制御系YycFGの関わりを詳細に解析した。

（7）YycFGによる転写制御の全容を明らかにするためにYycF過剰発現株の全転写産物

を全遺伝子を対象とした枯草菌マクロアレイを用いて解析した。

これより以下のことが明らかになった。l）6つの遺伝子（〝CfG打〃および〝ズA）

には、3つの転写単位があり、その一一つは6遺伝子をオペロンとして転写し、対数

増殖期初期に発現する。加えて2成分制御系”C尺プ遺伝子は、対数増殖期初期から

対数増殖期後期まで独自に転写される。オペロン最後尾の〝ズA遺伝子はシグマ因子

♂Fにより、胞子形成期にも単独で転写される。2）2成分制御系遺伝子〝CfGは、枯

草菌の細胞増殖に必須の遺伝子であり、両遺伝子の発現が抑制されることによって

細胞の増殖は停止し、急激な菌体濁度および生歯数の低下が引き起こされる。3）枯

草菌細胞分裂遺伝子鮎AZの上流に同定されている3つのプロモーターの内、対数増殖

期の発現を担っているPlプロモーターの発現はYycF蛋白質の過剰発現により4倍に

増加した。さらに、精製YycF蛋白質を用いたゲルシフトアッセイおよびDNaseIフッ

トプリントによってYycF蛋白質がftsAZ遺伝子P170ロモーター上流（Plプロモーター

転写開始点上流－102～－34bp）に直接結合することが確認された。4）枯草菌マクロア

レイを用いた解析では、8遺伝子（5r仇β，如月，∫r班A，ぶr夙β，γムeJ，ズた就中JCrわ5g）の

シグナル強度が2倍以上に増加し、2遺伝子（γズズG，ddJA）のシグナル強度が半減す
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ることがわかった。この枯草菌マクロアレイの解析結果に基づき、5rfオペロン，rわ5

オペロンおよび鮎£遺伝子について、プロモーター配列とねcZ遺伝子の融合した配列

を∂汀け£遺伝子部位に導入した株、あるいはプロモーター下流にねcZ遺伝子を組み込

んだ株を用いて転写解析を行い、YycFGによって転写を‾iEに制御されることを確認

した。さらにDNAseIフットプリント解析によりfisE遺伝子およびrbsオペロンの制御

領域のYycFの結合領域を決定したところ、両オペロンの制御領域にはftsAZPlプロ

モーター領域およびsrfオペロンの制御領域にも存在する繰り返し配列（TGAAAA－

n（5－6）－TGAAAA）が見いだされた。

ComS蛋白質は、YycFの過剰発現によって誘導されるsrfオペロン内にコードされ、

MecA－CIpC複合体の分解を介して細胞の運動性を負に制御していることから、YycF

蛋白質過剰発現による細胞の運動性への影響を調べた。その結果、YycF蛋白質過剰

発現株では、細胞の運動性が著しく低卜することがわかった。これより、YycFは、

co〃15遺伝子の誘導を介して、細胞の運動性を負に制御することも明らかになった。

本研究によりYycFGは、対数増殖期に複数の遺伝子の転写制御に関与しており、

その転写制御を介して細胞分裂、細胞の運動性の制御に関与していることが明らか

になった。しかし、YycFGによって転写制御を受けるftsE，rbsオペロンおよびsrfオペ

ロンは、いずれも破壊可能な遺伝子であった。さらに、斤5AZPlプロモーターについ

ても欠失株が作成可能であることから、YycFGの下流にある必須遺伝子は見いださ

れていない。また、YycFGによって転写制御を受けることが明らかになったftsAZオ

ペロン，rわ5オペロン、如月遺伝子および5げオペロンについては、細胞膜表層機能に関

係するという一般的な機能の共通惟があるだけであり、YycFGが細胞内でどの様な

役割を担っているのか、その全体像は今後の研究課題として残された。マクロアレ

イでは対数増殖期の細胞において約2000の遺伝子のシグナルは検出されず、この中

にYycFGが転写制御を行う必須遺伝子が存在する叶能性も考えられる。一方、配列

特異性が低いDNA結合蛋白質であるAbrBやヒストン様蛋白質Hbsuが、枯草菌の対数

増殖期の転写制御においても毛要な役割を持っている。YycFGも、AbrBやHbsuと同

様に、増殖に必須な特定遺伝子の発硯を制御するのではなく、グローバルな転写制

御因子として機能している可能性も、興味深いモデルとして考えられる。今後、本

研究で同定したYycFの結合配列に基づき、仝ゲノム上のYycFの結合部位を同定する

ことでYycFGによる細胞機能制御の全容が明らかにされると考えられる。
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2．材料と方法

2．1．枯草菌使用菌株

本研究に用いた枯草菌株および大腸菌株を表lに示した。UOT－1850は、朝井計博

士（埼玉大学）より頂いた。MO179，MO179，MO718およびMOlO27はStragier博士

（InstitutdeBiologiePhysico－Chimique）より頂いた。SjgD－］acZ株は小倉光雄博七（東

海大学）より頂いた。LAB295株は、Zuber博士（オレゴン大学院）より頂いた。

2．2．使用したプラスミド

本研究に用いたプラスミドを表2に示した。また、プラスミドに組み込むDNA断片

の増幅に用いた合成DNAプライマーの配列を表3に示した。

・PMutinT3（Vagner，V，1998；図7）

pMutinT3は枯草菌染色体組込み型プ

ラスミドであり、ファージSPOl由来

のプロモーターに大腸菌LacI蛋白質の

結合配列を付加した5p∂Cプロモーター

と、それを制御するために枯草菌で発

現するようにN末端の配列を改変した

大腸菌J肛J遺伝子、同様にN末端の配

列を改変した対象遺伝子の発現量の測

定のためのβ－ガラクトシダーゼをコー

ドする大腸菌ノ∂CZ遺伝子、プラスミド

が枯草菌染色体上に組み込まれた際、

5P∂Cプロモーターへの余分な転写の流

れ込みを押さえるための人ファージ由

来のターミネーターTOおよび大腸菌

〃mβ由来のターミネーターTlおよび

T2、枯草菌での選択マーカーとしてエ

リスロマイシン耐性遺伝子、大腸菌で

の選択マーカーとしてアンピシリン耐

性遺伝子をそれぞれ持っている。

Ermr′華

Ampri

罰闇艶巴肖

PMutinT3

8834bp

／（化IZ

orfq】㌔㌧、、、・1■－■′／

／〟CJ

図7．枯草菌染色休組込み型プラスミドpMutinT3の

構造

Psp∂CSP∂Cプロモーター、由cZ：βガラクトシダー

ゼ遺伝子、／ac上大腸菌由来IacオペロンのDNA結合

型抑制蛋白質をコードするJ∂C／遺伝子、0〟：

PBR322由来複製開始点（Sutcliffe，J．G．1979）、

Amp「：β－ラクタマーゼをコードしているアンピシリ

ン耐性遺伝子、Erm「：エリスロマイシン耐性遺伝

子、TO：ラムダフアージ由来ターミネーター

（Szybalskietal．，1979）、Tl，T2：大腸菌rmBig

伝子由来ターミネーター（Brosiusetal．，1980）
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表1．使用した菌様

様の名前　　　　　　　　　　　　　　　遺伝型と説明　　　　　　　　　　　作成方法又は文献★

且∫〟如よJf∫

168

NIS8033

NIS8032

NIS8031

NIS8030

NIS8029

NIS8028

NIS5000

UOT－1850

MO179

MO1781

MO718

MOlO27

NIS5101

NIS5102

NIS5103

NIS5104

NIS5105

MO566

MO685

MO531

MOlO97

NIS5001

NIS5002

NIS5003

NIS5004

NIS5005

NIS5006

NIS5007

NIS5008

NIS5009

NIS5010

NIS5011

NIS5012

NIS5013

NIS5014

∫fgJ）－JαCZ

NIS5015

NIS5016

NIS5017

NIS5018

NIS5019

LAB295

NIS5020

g．c（7J～

c600

DH5α

BL21（DE3）pLysS

叩C2

〃pC2）ツCF

〃pC2）ツCG

〃pC2ッッc〃

叩C2）ツCJ

叩C2）ツCノ

J甲C2ッ頑

：：pKFOll（P岬dC－ガCFGg刑）

：：pKFO12（P岬dC一刀CGer〝l）

：：pKFOO3（△γツC〃e〃乃）

：：pKFOO4（△ガCナビm）

：：pKFOO5（△グッcノg〃乃）

：：pKfOO6（△ガユAgm）

〃アC2）ツC〃ザ叩A‥：pKfOO7（4ガC〃〃△ガスA，gr〝り

〃p（コ岬00〃△〃βけdノダんeAノ呼rgA3叩′せノβ叩r尺2

〃pC2タカeAJ岬0〃AC：‥血∽

〟pC2クんeAノ乎0〃GAβ：：血∽

叩C2タカdJ乎0〟JG：：血∽

〃pC2タカdJ岬0ル1侶：：gr〝‡

〃アC2岬00〃△HB

〃アC2岬0〃AC∴加〝

〃pC2岬0〃GAβ∴ノb〝

〃pC2叩0〃JG∴血〝

叩C2岬OJVβ∴gm

叩C2〆仏日α明通

叩C2〆敗Uα明通

〃pC2〝んdノα〝伊g

叩C2Jフカdノα／町方

〃アC2α椚ツg：館山Z

〃pC2α椚ツg：卿Z

叩C2α′り膚：卿Z

叩C2（‡椚γg：館山Z

〝pC2α椚γg：折dZ

叩C2α椚γg：館山Z

J甲C2（7∽ヅg：押出Z

叩C2（コ／り広：卿Z

〃アC2α／り膚：卸AZ

叩C2d朋γg：丞5AZ

叩C2α椚ツg：館山Z

叩C2‘Z椚ツg：卿Z

：押出Z PトJαCZc（7J

：押通Z P2－JαCZc（7J

：βdZ P3－JαCZc（フJ

：卿Z P123－JαCZcαr

PトJαCZc（プJ

P2－JαCZc（7J

P3－JαCZc（7J

P123－JdCZcαJ

Pl（－138to＋30）－JβCZcαJ

Pl（一130to＋30）一JαCZc（‡J

Pl（－118to＋30）－JαCZcαJ

Pl（一108to＋30）－JαCZcαJ

Pl（－92to十30）一JαCZcdJ

Pl（－77to＋30）－JαCZcdJ

Pl（－59to＋30）一わcZcαJ

Pl（－45to＋30）－JαCZc（汀

叩C2卿：：pKFO40（勾触A Pler／乃）

叩C2‘コ叩g：：りツCf－一占g（Zβc（汀

tTPC2sigD：：PMutinT3－SigD3’（sigD－lacZefm）

tTPC2sigD：：PMutinT3－SigD31（sigD－lacZenn）

叩C2α椚夕方：：r占∫尺P（－159to＋71）－JdCZc（ZJ

（rPC2jisE：‥PKFO43（Pspacji5Eerm）

叩C2脚g：：pKFO41（4β∫且g〃乃）

〃アC2西方：：pKFO42（勾触方〝刑）

PheAl頭）S仰‥＝Tn917－／acZ（SlプA－［acZerm）

叩C2頭＝脚：：Tn917－ねcZ（∫が4－JdCZgm）

叫咋朋1血脈血一ノJんr－ノJe〟β6JαC〃わ乃A2ノ

Pasteurlab．stock

pKFOll－－168

pKfOi2→168

pKFOO3→168

pKア004→168

pKFOO5→168

pKFOO6→168

pKFOO7一→168

Asai，e［a［．，1995

Shazand，etal．，1995

Shazand，etal．，1995

Sun，eJαJ．，1989

Kunkel，1990

168＋UOT－1850

168＋MO179

168＋MO1781

168＋MO718

】68＋MOlO27

Stragler

Stragler

Stragler

Stragler

168＋MO566

168＋MO685

168＋MO531

168＋MOlO97

pKFlOl→168

pKFlO2－→168

pKFlO3一→168

pKFlO4一→168

pKFlO5→168

pKFlO6→168

pKFlO7→168

pKFlO8→168

pKFO40→168

pKFlO9－→168

0gura，M．

168＋扇gβ一山cZ

pKFO44→168

pKFO43→168

pKFO4卜→168

pKFO42→168

NakanogJdJリ1991

168＋LAB295

1aboratorystock

SLq，朗4Alac U169（¢80lacZAM15）hsdlu7recAlendAIglrA961hi－1Takara

F‾ompThsdSB（rB－mB．）galdcm△（srl－reCA）306：：TnlOPE3）　Novagen

★→はプラスミドを用いた枯葦菌野生株の形質転換を行い樵を作成したことを示している。＋は変異株より抽出した

染色体を用いた枯草菌野生樵の形質転換を行い株を作成したことを示している。
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表2．使用したプラスミド

説明　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　文献

枯草菌遺伝子変異株作成用のプラスミド　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Vagneretal．（1998）

FTml・FKROOlプライマーにより増幅した〝CF遺伝＋の内部配列234bp（24～257）をpMudn3のBamHl部本研究
位に組み込んだプラスミド。

FKFOO2－FKROO2プライマーにより増幅した〝CG遺伝＋の内部配列487bp（24～510）をpMutin3のBamHl部本研究
位に組み込んだプラスミド。

FKFOO3－FKROO3プライマーにより増幅した〝CH遺伝＋の内部配列425bp（23～447）をpMutin3のBamHI部本研究
位に組み込んだプラスミド。

プラスミド名

pMu血T3

PKfOOI

PKFOO2

pKf003

PKF004

PKF005

pKf006

pKR）椚

PKFOll

pKfO12

pRB373

pRBYycF

pRBYycFD54H

PDL2

pDL’

pKFlOO

pKFlOI

PKFlO2

pKF103

pKFlO4

pKflO5

pKFlO6

pKFlO7

pKflO8

pXfO40

pET15b

pETYycF

pNO41

pNOYycF

pKfO41

pK用42

pKFO43

pKfO4年

FKFOO4－FKROO4プライマーにより増幅した”CI遺伝子の内部配列349bp（23～371）をpMutin3のBamHI部
位に組み込んだプラスミド。

FKFOO5－FKROO5プライマpにより増幅したyYCJ遺伝＋の内部配列360bp（17～377）をpMutin3のBamHI部
位に組み込んだプラスミド。

FKFOO6－FKROO6プライマーにより増幅した”A遺伝＋の内部配列526bp（10～555）をpMutin3のBamHI

新語謁駕認諾㌫崇濫詔品這詣孟是讐難字貿ヂ農伝十上流5捌pおよび伊A
FKFO‖－FKROOlプライマーにより増幅したSD配列および”CF遺伝＋の5闇順己列337bp（－80～257）を
pMuti刀3の〃加dⅡⅠ－ぬmHI部位に組み込んだプラスミド。

FKFO12－FKROO2プライマーにより増幅したSD配列および）γCG退1云＋の5’側配列539bp（－29、510）を
pMuti扇のβamHI部位に組み込んだプラスミド。

pBR322およびpuBllO由来のシャトルベクター

R（印21－FKFO22プライマーにより増幅したJγCF遺伝子全長とその上流の制御領域10購bp（一330～711）を
pRB373のβamⅢ部位に組み込んだプラスミド

YycF蛋白質の弱者目のアスパラギン駿をヒスチジンに置換する塩基置換変位を導入した〝C声道伝子を
pRB373のβamHl部位に導入したプラスミド。

pBR322に大腸菌由来の血cZ遺伝子と彷卒園の叫店遺伝子の5一例およぴ3■側の配列の一部を組み込んだプ

農芸逼欝㌫箭晋謂雛竃弟芳竺第警芸£芸Z是与妄言；苫アコードする柳腰伝子と彷草蔚

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

BruCkner（1992）

本研究

本研究

本研究

Yuane上山．（1995）

FKFlOO－FKRlOOプライマーにより増幅した”CF遺伝＋上流の制御領域321bpをpDL’のBamHI－EcoRI部位に本研究
組み込んだプラスミド。

FKFlOトFKRlOlプライマーにより増幅した允sAZのPlプロモーター領域
E00尺J部位に組み込んだプラスミド。

FKFlO2－FKRlOlプライマーにより増幅したfbAZのPlプロモーター領域
£coRI部位に組み込んだプラスミド。

FKFlO3－FKRlOlプライマーにより増幅したfbAZのPlプロモーター領域
放oRI部位に組み込んだプラスミド。

FKFlO4－FKRlOlプライマーにより増幅したfbAZのPlプロモーター領域
励o刑部位に組み込んだプラスミド。

FKflO5－mlOlプライマーにより増幅した′bAZのPlプロモーター領域
且∝りu部位に組み込んだプラスミド。

FKF106－FKRlOlプライマーにより増幅したfbAZのPlプロモーター領域
且刀RI部位に組み込んだプラスミド。

FKFlO7－FKR101プライマーにより増幅したfbAZのPlプロモーター節
点∝りU部位に組み込んだプラスミド。

RFlO8－mlOlプライマーにより増幅した允sAZのPlプロモーター領域
且刀RI部位に組み込んだプラスミド。

（－】38～＋刃）をpDL2のβamHト

（－130～十30）をpDL2のBaJ77HI－

（－118～＋30）をpDL2のβa爪Hト

（－108～＋30）をpDL2のβamHト

ト92、＋30）をpDL2のβamHト

（－77～＋30）をpDL2のβamHI－

（－59、十30）をpDL2のβamHト

（－45、＋30）をpDL2のBamHト

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

器詣謁：託訝F2呂詣1君㌶孟㍊霊還暦鮎詔霊葦与讐黙誓p（朋～‾110）お本研究
大腸菌糊胞内での黄白質過剰発現用ベクター。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Novagen

FKF301およびFKR301プライマーにより増幅したJγCF遺伝＋全長713bp（】to711）をpET15bのNdtI－XhoJ本研究
部位に組み込んだ。

pBR322およびpUB）10由来のシャトルベクター　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MoriyaeEal．（1988）

FKFO23－FKFO23プライマーにより増幅した”CF遺伝＋全長796bpをpNO41のBamHI部位に組み込んだプ　本研究
ラスミド

FKFl10－FKRlllプライマpにより増幅したfLsE遺伝＋の51側配列とそのSD配列240bp（－61～179）を　　　本研究
pMu血3の〟加dⅢ－βamHI部位に組み込んだプラスミド。

FKFl12－FKR112プライマーにより増幅したfbE遺伝＋の内部配列178bp（2～】79）をpMutiT13のHLndlIト　　本研究
βamHl部位に組み込んだプラスミド。

FKFl13－FKRl13プライマーにより増幅したfbX遺伝＋の内部配列219bp（4～223）をpMutin3のHb7dⅢ一　　本研究
βamHI部位に組み込んだプラスミド。

FKF‖5－ml15プライマーにより増幅したr如才ペロンのプロモーター領域（－159～＋71）をpDL2のβamHI一本研究
月coRI部位に組み込んだプラスミド。

1
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表3．使用した合成DNAプライマー
プライマー名　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　配列●　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　枯草菌染色体上の位置一一

FKFOOI

FKROOI

FKFOO2

FKROO2

FKFOO3

FKROO3

碓FOO4

FKROO4

FKFOO5

FKROO5

FKfOO6

FKROO6

KFOO7

FKROO7

FKFOO8

FKROO8

FKFOll

FKfO12

FKFO21

FKRO21

mO22

KFO22

FKFlOO

FKRlOO

FKflOI

FKflO2

FKFlO3

FKFlO4

FKFlO5

FKFlO6

FKFlO7

FKFlO8

FKR】01

FKF201

FKR201

FKF203

FKR203

FKF128

FKR128

FKF129

FKR129

FKfO23

FKRO23

T3F

T3T7R

FKF301

FKR301

pDLF

FKF204

FKR204

FKf‖1

FKRlll

FKFllO

FKfl12

FKRl12

FKFl13

FKR113

円（F‖4

日くRl14

FKfl15

FKRl15

CgaggC墾些少GTAGATGATGAAAAACC

CgaggC隻脚CTGAATCCTTAGCCGTC
Cgagg埋些鱒TCGATCCAAmAAGATTAC

CgaggCagatCtgaattd：ATACrCGCGACAACGTAG

CgaggC竺B邸GATATTAmACGGTAC

Cgagg嬰g旦些趣TATTCAAACGACTGATTAG

CgaggCAgQAATCTTCATCGTrGCC
CgaggCaBatCtgaattCACAAGTGCCTGAGCATCG

Cgagg唱g旦鱒GTACTTGCGAGCGGGAG

Cgagg亜g型鱒CCGCATCGTGGGAAACG
Cgagg幽CGAACGTGAGGAAGAAC
CgaggCagatCtgaattd：CCAGACTTCACmATCTGA
CaggaaaCagCtatgaCC⊆！⊆呈旦がAGCGTATGATCCGGCTTG

CCCCgC幽ACGACGAGTACCGTAAG
aagccg墾旺鱒TCCGCAGACCAATTAGG

CaggaaaCagCtatgaCC塾道雄TGTTAAGAAAACACGGCC

Cgagg亜CATTCmACATGGGCC
Cgagg哩些鱒AGAAACCCAGAACAGGAC

tgtaaaacgacggccagtz唱g旦蝉GCAAACATGAGGAGTG

CgaggC旦g旦鱒GGCATTAGTCCTGTTCTG

CCGTCmATTTGGGAGCATAATATGTAAAAGAATTAAATCAGGC

GCCrGAmAATTCmACATATTATGCTCCCAAATAAAGACGG

tgtaaaacgacggccagtaBB旦鱒GCAAACATGAGGAGTG
CaggaaaCagCtatgaCCg旦旦！⊆鱒CCGAATGACTrCAmC

ttttcggtga旦妙GCCACATTCATTGTATTGTTGTTCC

ttttcggtga基準年grrACACACTTGTAAAGCCACATTCATTGTATTGTTGTTCC

Cggtg覗些些TCTGTTGTTATrn「TGTTACACAC

Cggtgaぷ些些AAGCACATAAAAATATTCTGTTG

Cggtga鍵些AAACATAAAATGTGAAAAGCAC

CggtgZ哩些TnTCAATAAACATAAAATGTGAAAAGC

CggtgaB型！鱒GATATAACGAATATrTrCAATAAAC

CggtgaB些堕rATACATAGGATATAACGAATATrJTC

Cgagg幽ATTCTATGGCACCTCCTC
AAAAAAATGTGATATAAAAGAGG

AATGAATGTGGCmACAAG
GAAATGGTAmGmCCGG

AAATACAAGTCTACACCAAG

CCgCCg旦要蝮⊆gATATTATATTGGCAATAAGmAGC

Cggtga朗些些ATTGAAAATATTCGTrATATCC

Cggtg覗禦些ATCGAAATGTGAGGAGGTG

CCCCgC旦g些⊆CmCAGCTTGGTCAAACG

Cgagg亜CATTCmACATGGGCC
Cgagg哩望些鱒GGCATTAGTCCTGTTCTG

TGTAAAACGACGGCCAGmGTGAGCGGATAACAATTA

CAGGAAACAGCTATGACCTAATACGACTCACTATAGGGCGAGTGTATCAACAAGCTGGGGATC

tgtaaaacgacggccag亜TGGATAAAAAGATCCITGTAG
CaggaaaCagCta【gacc些選〆：ATTAGTCCTGTTCTGGG

tgtaaaacgacggccagtCTTGATAATAAGGGTAAC

CTTGCCGAGTGCrGGCAAGG

CGACAATTTATGACCCATTC

CggtgaB空蝉TTGCCGAGTGCTGGCAAGGATGTmTATGC

CCCCgCgB旦些担C11TATATACTllCCTTCATC

gccg墾g！迎AATGCATTCGAAGAGTATG

gccgccg室建rGATAGAGATGAAGGAAG

CCCCgCBB旦邸TAGAmACCTGCTCCGC

gccgccg妙TTAAAATTCTCGGGCGCC
CCCCgC腿些鱒TCCTGTGCCTTCTGATC

TGTTCAAGAAATCTTCATCC

TCCGAAGTTAGCAATAAAAATATC

Cggtga星型rGTTCAAGAAATCTTCATCCATAmG

CCCCgCBg筆！些AACGCCCGCCGCTCCGGCG

4153590…4153573

4153357…4153374

4152872…4152852

4152386．‥4152404

4】51048…4151031

4150624…4150643

4149694…4149678

4149346．．．4149363

4148835…4148818

4148476…4148493

4147967…4147950

4147423…4147443

4151623…4151605

4151023…4i51040

4146799…4146782

4146230…4i46248

4153693…4153676

4152924…4152906

4153943…4153927

4152898．．．4152916

4153429…4153473

4153473…4153429

4153943…4153927

4153629…4153646

1595797…1595822

1595783…1595822

1595766…1595790

1595750…1595772

1595734…1595755

1595726…1595753

1595712…1595737

1595704…1595730

1595872…1595854

1595680…1595702

1595809…i595790

1595493…1595512

1595565…1595584

1595524．．．1595548

1595733…1595712

1595844…1595862

1596066…1596048

4153693．．．4153676

4152898…4152916

（PMu血T3）

（pMu血T3）

4153610…4153589

4152901…4152918

（pDL’，pDL2）

3624788‥．3624769

3624629…362∠絡48

3624788…3624757

3624539．．．3624559

3624628…3624610

3624566…3624549

362朋40…3624458

3623885…3623867

3623667．．．3623684

3700287…3700306

3700413…3700390

3700287…3700313

★下線部は制限酵素の認識配列（BglH：AGATCT，EcoRl：GAATTC，XhoI：CTCGAG，mndIII：AAGCTT，
BamHI：GGATCC）を示している。太字は人為的に導入した塩基置換変異配列を示している。＊＊数字は枯

草菌ゲノムデータベース上の配列番号を示している（http：／／bac仙s．tokyo－Center．genOme．ad．jp／）。
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A

占gαβ

（●J叩七′

丘ツr、ぐpr
／ 00rJ

pDL’　主
1

－

㌧メ
back

βα椚Hプ■－■－ヽト
gcom cmr

B α〝γ且′

‾、：三．ニ

JαCZ pDL2

9891bp

芸慧プニ「ノα〝ひ且′
back

－

図8．枯草菌arTtyE遺伝子部位組み込み用プラスミドpDL一およぴpDL2の構造

ApDL’，bgaB：耐熱性バチルスBacillusstearotheImOPhiIusのβガラクトシターゼをコードするレポ一

夕一遇伝子、an7yEfront：枯草菌α－アミラーゼ遺伝子の5■側518bp、ar7VEback：枯草菌α－アミ

ラーゼ遺伝子の3一側1016bp、Orj：PBR32Z由来複製開始点（SutcIiffe，J，G．1979）、Ampr：βう

クタマーゼをコードしているアンピシリン耐性遺伝子、Cm「：クロラムフェニコールアセチルトラン

スフエラーゼをコードするクロラムフェニコール耐性遺伝子。

BpDL2一，／acZ：大腸菌由来βガラクトシターゼ遺伝子。

・PDL’（Yuan，G．＆Wong，S．L．，1995；図8．A）

pDL－は枯草菌a即応宣伝子部位組込み用プラスミドであり、耐熱性バチルス

（助c肋5舵am班em叩揖加）由来のβ－ガラクトシダーゼをコードする短∂月遺伝子を

プロモーター活性測定のためのレポ一夕ー遺伝子として持っている。また枯草菌で

の選択マーカーとしてクロラムフェニコール耐性遺伝子、大腸菌での選択マーカー

としてアンピシリン耐性遺伝子を持っている。

・PDL2（Fukuchi，Keta）．，2000；図8．B）

pDL2は1acZ遺伝子を含むpMutinT3のBamHI－SacI断片をpDLrのBamHI－SacI制限酵素

認識部位に挿入した∂叩更遺伝子部位組込み用プラスミドである。

・pRB373（Bruckner，R．etal．，1992；図9．A）

pRB373はStpphylococcusauTeuSのマルチコピープラスミドpuBllOとpBR322の融合

プラスミドであり、枯草菌内でのコピー数は50copy／genomeである。枯草菌での選択

マーカーとしてカナマイシン耐性遺伝子、大腸菌での選択マーカーとしてアンピシ

リン耐性遺伝子を持っている。
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・pNO41（Moriya，S．etal．，1988；図9・B）

pNO41もStpphylococcusauTeuSのマルチコピープラスミドpuBllOとpBR322の融合

プラスミドであり、枯草菌細胞内でのコピー数は染色体当たり50copyである。枯草

菌での選択マーカーとしてカナマイシン耐性遺伝子、大腸菌での選択マーカーとし

てアンピシリン耐性遺伝子とテトラサイクリン耐性遺伝子を持っている。

A

Ampr

Or言ゎBR322）

B

ーー　　　　　　　　　　　　　　　■■一

■■■■■■■■■■　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■■■■■一

≡‡三言≡≡≡：≡ミ≡

●　　　●

T】T2

pRB373

5813bp

Bmr

Orブ匝UBllO）。

乃eO

βα椚HI

Tetr

pNO41
7875bp

OrfbBR322）

Ampr

図9．枯草菌マルチコピープラスミドpRB373およびpNO41の構造

ApRB373，neO：ネオマイシンおよびカナマイシン耐性遺伝子、Bmr：ブレオマイシン耐性

遺伝子、Oh（PBR322）：PBR3Z2由来複製領域（Sutc＝ffe，J．G．1979）、Or＜pUB110）：

PUB110（GryczanTJ，et．aI．（1978）由来複製領域、Ampr：β－ラククマーゼをコードして

いるアンピシリン耐性遺伝子、TO，T2：ラムダフアージ由来ターミネーター（SzybaIskiet

∂⊥，1979）

BpNO4l，Tetr：テトラサイクリン耐性遺伝子
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2．3．PCRligationによる変異導入

YycF蛋白質リン酸基受容部位への変異導入（54番目のアスパラギン酸をヒスチジ

ンに置換）は、塩基置換変異（GAT→CAT）を導入したプライマーFKFO22および

FKRO22を用い、PCRライゲーション法（Bruceerれ1993）により行った（図10）0ま

ず、枯草菌168株の染色体DNAを鋳型とし、プライマーFKfO21およびFKRO22を用

いてPCRを行った（図10，PCRl）。別のチューブでプライマーFKFO22および

FKRO21を用いて同様にPCRを行った（図10，PCR2）。得られた2つのDNA断片を

TaKaRaRecotip（TaKaRa）を用いて精製後、これを鋳型として、再度プライマー

FKFO21およびFKRO21を用いてPCRによるライゲーションを行った（図10・PCRライ

ゲーション）。

▼phosph叩はtionsite

〝CF配列　141≡芸芸慧芸慧慧芸慧慧慧芸器器芸≡185

プライマーの配列≡；：≡芸芸慧慧芸慧芸慧慧芸芸冤器芸≡

。と。1榊郎l膵蒜yCG

yycF

▼　　　　PCR2
陀R醐，∵㌻†

Mコ＝■t2　－＝　　－・－・

l

PCRLi9at10n

▼

A⇒トーー…
＝・ヰコD

－一千＞
pR8373プラスミド飴mHl部位への組み込み

図10．PCRライゲーションによる変異導入

プライマーA：FKFO2l，B：FKRO2Z，C：FKFO22．D：FKRO21
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2．4．使用培地

実験に使用した培地を下記に示した。また、必要に応じて、高圧蒸気滅菌

（121℃，15分）後の培地にエリスロマイシン　0．5FLg／ml、カナマイシン1FLg／mlあ

るいは0．1～1mMⅡ）TGを添加して実験に用いた。

・LB培地

10gn BactoTryptone（Difto）

5g／1　　　BactoYeastExtract（Difto）

5g〃　　　　NaCl

寒天プレート培地を作成する際には、15gnのagerを加えた。

・胞子形成培地（Diftosporulationmedium）

16g／1　　　Diftonutrientbroth

2g／l KCl

O．5g／l MgSO4・7H20

高圧蒸気滅菌（121℃，15分）後、胞子形成培地1L当たり下記の溶液を添加した。

1．O ml

lml

lml

・CI培地

20mg／m1

140mg／m1

60mg／ml

lOmg／m1

5mM

O．5％

0．1％

50／∠g／ml

1MCa（NO3）2

0．1MMgC12・4H20

1mMFeSO4

（NIi4）2SO4

K2HPO4・3H20

KH2PO4

SOdiumcitrate・2H20

MgSO4

glucose

CaSeinhydrolysate

LTryptophan
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・CII培地

20mg／ml

140mg／m1

60mg／ml

lOmg／m1

5mM

O．5％

0．03％

10／∠g／ml

（NH4）SO4

K2HPO4・3H20

KH2PO4

SOdiumcitrate・2H20

MgSO4

glucose

CaSeinhydrolysate

L－Tryptophan

・グルコースーグルタミン合成培地（1L当たり）

200m1

20m1

5m1

50m1

2m1

2ml

lOml

5xMinimalsaltsolution（autoclaved）

20％glucose（autoclaved）

1％L－tryPtOPhane（nltration）

4％L－gulutamine（nltration）

FeC132mg／ml（nltration）

MgSO40．1Mg／ml（nltration）

100xtraceelement（autoclaved）

プレートを作成する際には、15g〃のagerを加えた。

・5xMinimalsaltsolution

57mM

310mM

220mM

17mM

4mM

K2SO4

K2HPO4・5H20

KH2PO4

Na－Citrate・7H20

MgSO4・7H20

10NNaOHを用いてpH7に調整した。

・100xtraceelernent

O．55g／ml CaC12

0．17g／ml ZnC12

0．043g／ml CuC12・2H20
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0．06g／ml CoC12・6H20

0．06g／ml Na2MoO・4H20

・SMMP培地

2xSMMと4xPABを等量混合した。

・2xSMM

342g／1　　sucrose

8．12g／l・　MgC12・H20

4．72g／1　　NaCl

lNNaOH溶液の添加によりpH6．5に調整した。

7g／100ml Bactopenassaybroth（Diftoantibioticmediumno・3）

・0．7％TBAB

O．7g／100mlTBAB（Difto）

2．5．大腸菌の形質転換およびプラスミドDNAの調製

プラスミドDNAはエレクトロボレーションにより、大腸菌C600，DH5αあるいは

BL21（DE3）pLysS株に導入した。形質転換体は、アンピシリン（50iLg／ml）を含む寒

天平板上で選択した。組換え体プラスミドDNAはアルカリ溶菌方法（Sambrooketal．，

1989a）で抽出した。

2．6．塩基配列の決定

プラスミド中の挿入DNAに変異がないことを確認するため、塩基配列の決定を

行った。まず、ABI蛍光プライマーの配列を5－末端に付加したプライマーによりプ

ラスミドに挿入されたDNA断片をPCRにより増幅し、PEG沈殿（Dunn＆Blattner，

1987）により精製した。得られたDNA断片を鋳型としてABIPRISMDyePrimerCycle

sequencingReadyReactionKitFS（PerkinELmer）を用いてCycleSequencing反応を行い、

ABI373S型シークエンサーで塩基配列を決定した。

2．7．枯草菌の形質転換

枯草菌の形質転換はAnagnostopoulosらの方法に従って行った（Anagnostopoulos＆
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Spizizen，1961）。形質転換には約1FLgのDNAあるいは100ngの枯草菌染色体を用い

た。形質転換体は抗生物質を添加したLBプレートで選択した。

・枯草菌の形質転換は以下の手順で行った。

枯草菌株をLBプレート上で、30℃で一晩前培養を行う。

5mlCI培地に細胞を懸濁し、定常期まで37℃で振とう培養を行う。

集菌後、2倍量のCII培地に懸濁し、30min振とう培養を行う。

培養液200FLlにDNAliLgまたは100ngを加え、37℃で1時間振とう培養を

行う。

適当な抗生物質を含むLBプレートにて一晩培養を行う。

抗生物質は以下の濃度で用いた。

エリスロマイシン　　　　0．5／ノg／ml

クロラムフェニコール　　0・5／∠g／ml

カナマイシン　　　　　　5／∠g／ml

また、必要な場合には、0．1～1mMIPTGを添加した。

2．8．枯草菌染色体DNAの調整

Marmurの方法（1961）に従い、枯草菌細胞から染色体DNAを抽出した。枯草菌を

LB培地にて37℃で振とう培養し、OD（600）が1．0の時点で集菌した。得られた菌体

をリゾチーム処理した後、フェノールークロロフォルム抽出を行った。染色体DNA

を含む水相にエタノールを加え、界面に析出した染色体DNAをガラス棒に巻き付け

て回収した。回収したDNAはエタノールで洗浄後、TE緩衝液に溶解し、DyNA

Quant200（AmershamPharmaciaBiotech）を用いてDNA濃度を測定した。

2．9．サザンハイプリグイゼーション（Southem，1975）

枯草菌染色体DNA500ngを制限酵素で消化後、エチジウムブロマイドを含む

1xTAE，1％アガロースゲルを用いて電気泳動し、DNA断片を分離した。分離した

DNA断片は変性・中和処理後、ナイロンメンプレンHybondN＋（AmershamPharmacia

Biotech）にトランスファーした後（Maniatis，etal．，1989－C）、80℃，3時間加温し、DNA

をメンプレンに固定した。ハイプリグイゼーション、プローブの標識及びシグナ

ルの検出は、ECLdirectnucleicacidlabe11inganddetectionsystems（ArnerShamPharmacia

Biotech）のマニュアルに従い行った。

26



2．10．ノーザンハイプリグイゼーション

2．10．1．RNAの抽出

枯草菌株を胞子形成培地でOD（600）＝0．01から培養し、経時的に200D（600）量の菌

体を集菌し、－800Cで保存した。得られた枯草菌細胞からIgo＆Losickの方法（1986）

に従い仝RNAを抽出した。凍結した菌体を0．55mlのLETSbufftr（0．1MLiCl，10

mMEDTA，10mMTris－HCIpH7．4，1％SDS）に懸濁した後、0．5mlのガラスビーズ

（井内盛栄堂BZ－04）および0．5mlの水飽和phenolを加え、4分間撹拝を行い、9000

rpmで5分間遠心した。上層0．4mlに、0．4mlのphenol／chlorofbrm／isoamylalcohol

（25：24：1）を加え、2分間撹拝した。遠心後、上層を0．3mlとり、別のチューブに移

し、4MLiClを15FLl、2．5倍量のEthanolを加え、14500rpm，10分間遠心した。沈殿

を1mlの70％ethanolで洗浄後、遠心（14500rpm，5分間）し、沈殿を真空乾燥した

後、300FLlの0．1％DEPC水に溶解し、3倍量の4MNaOAc（PH6．0）を加えた。試

料を－20℃で1時間以上放置した後、遠心し、沈殿を70％ethanolで洗浄した後、100

LLlの0．1％DEPC水に溶解した。回収したRNAはTE緩衝液に溶解した後、260nmに

おける吸光度を測定しRNA濃度を求めた。

2．10．2．電気泳動およびメンプレンへのプロット

1％ホルムアルデヒド・1％アガロースゲルを用いて10〃gの仝RNAを電気泳動によ

り分離した（Sambrooketal．，1989－C）。電気泳動により分離した仝RNAは、10xSSC溶液

（1・5MNaCl，0・3Mクエン酸ナトリウム，PH7．0）中でナイロンメンプレンHybond

N＋（AmershamPharmaciaBiotech）にプロットした（Maniatis，etal．，1989－C）。UVクロスリ

ンカーUVStratalinker1800（STRATAGENE）を用いてメンプレンにRNAを固定し

た。

2．10．3．ディゴキシゲニン標識RNAブロープの作製

デイゴキシゲニン標識RNAプローブおよびシグナルの検出の作製は、DIGLabaling

Kit（SP6rr7）（Roche）のマニュアルに従った。目的遺伝子の内部配列を組み込んだ

pMutinT3プラスミド（pKFOO卜006）を鋳型としてT3F－T3T7Rプライマーを用いて

PCR反応を行い、得られたPCR産物を鋳型としてT7RNARNAポリメラーゼを用て

逆転写反応を行い、デイゴキシゲニン標識RNAプローブの作製した。

2．10．4．ハイプリグイゼーションとシグナルの検出
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ハイプリダイゼーションおよびシグナルの検出は、DIG化学発光検出キット

（R。Che）に付属のマニュアルに従い行った。ハイプリダイゼーション溶液i5xSSC，

0．1％ラウロイルサルコシン・ナトリウム，0．02％SDS，2％ブロッキング試薬

（Roche），50％ホルムアミドl中，70℃で一晩ハイプリダイゼーションを行った。シ

グナルの検出にはDIG化学発光検出キット（Roche）を用いた。

Z．11．生菌数および胞子形成率の測定

Z．11．1．生菌数の測定

細胞をLB培地あるいは胞子形成培地（Difto）で培養を行った後、同じ培地で103～

109倍に希釈し、必要に応じて抗生物質およびIPTGを添加したLBプレートに植菌し

37℃で一晩培養後、得られたコロニー数を生菌数とした。

2．11．2．胞子形成率（耐熱性胞子数／生菌数）の測定

細胞を胞子形成培地（D舵0）で培養を行い、その培養液を80℃で10分間加熱処理し

た後、胞子形成培地（D舵0）で103～109倍に希釈し、抗生物質および必要に応じて

IPTGを添加したLBプレートに植菌し37℃で一晩培養した。得られたコロニー数を耐

熱性胞子数とした。

2．12．蛍光顕微鏡による細胞形態および染色体の観察

2．12．1．試料の調整

前培養した菌株を抗生物質及び必要に応じてIPTGを添加したLB培地に0．D600＝

0．01になるよう植菌し、37℃で振とう培養し、0．D600＝0．4に達した時点で、10倍希

釈し培養を続けた。対数増殖期（0．D600＝0．4）の培養液500／パから集菌し、10mM

Tris－HCl（PH7．3）で洗浄した後、100FLlの10mMTris－HCl（PH7・3）で再懸濁し、77％

のエタノールを1ml加え4℃で一晩固定処理した。

2．12．2．蛍光顕微鏡観察

固定後の細胞100FLlを集菌し、20FLlの10mMTris－HCl（pH7・3）に再懸濁した後、

Poly－Lysine処理したスライドグラス上に塗布し、DAPI（1FLg／mlin50％glycerol，150

mMNaCl）で染色した。細胞の形態および染色体の観察には位相差装置付き溶射蛍光
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顕微鏡BX50－FLA－PDH（オリンパス）を使用した。顕微鏡画像の取り込みはCCDカ

メラCCD5810（浜松ホトニクス）を用いた。細胞長の測定には、顕微鏡画像解析ソ

フトウェアMacSCOPEver．2．58（MITANI）を用いた。

2．13．βガラクトシターゼ活性の測定

Yangmanらの方法（Youngman，P．，etal．，1985）に従い細胞内のβガラクトシダーゼ

活性の測定を行った。

2．13．1．菌体の調製

LB培地あるいは胞子形成培地で培養した細胞を集菌した後、液体窒素で凍結し、

－30℃で保存した。

2．13．2．酵素反応

4－メチルウンベリフェリルーβ－ガラクトシド（MUG；Sigma）をβ－ガラクトシダー

ゼの活性測定の基質として用いた。MUGはβガラクトシダーゼにより加水分解さ

れ、4－メチルウンベリフェロン（4MU）を生産する。凍結保存された細胞を10鵬／ml

DNaseIおよび100Llg／ml卵白リゾチーム（SEIKAGAKUCORPORATION）を含む0．3～

1mlZbuffer（60mMNa2HPO4・2H20，40mMNaH2PO4H20，10mMKCl，1mM

MgSO4・7H20，1mMDTT）に懸濁した後、37℃、20分間の加温を行い溶菌した。遠心

分離（14000rpm，15分間）を行い、得られた上清50Ll＝こ10LLlの0．4rng／mlMUGを加

え撹拝した後、28℃で5～50分間反応させた。95℃，5分間の加温により反応を停止

した。4MU濃度は、LabsystemsFluoroskanII（大日本製薬株式会社）を用いて測定し

た。このアッセイ法では、菌体蛋白量1mgを用いた時、1分間で1pmolのMUGを

加水分解するβガラクトシダーゼの酵素活性を1単位とした。蛋白質濃度の測定に

は、ProteinAssayReagent（BioRad）を用いた。標準蛋白質として牛アルブミン蛋白

質（SIGMA）を用いた。

2．13．3．耐熱性βガラクトシダーゼ（BgaB）活性の測定

耐熱性βガラクトシダーゼBgaB活性の測定は、酵素反応温度63℃、反応停止温

度0℃（氷上）の条件で行った。他の操作についてはβ－ガラクトシダーゼの活性測

定と同様に行った。
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Z．14．蛋白質二次元ゲル電気泳動法

2．14．1試料の調整

PRB373，PRBYycFあるいはpRBYycFD54Hプラスミドを導入した枯草菌を10FLg／ml

のカナマイシンを含むLBプレート培地に植菌し30℃で一晩前培養した。1FLg／mlのカ

ナマイシンを含む10mlの胞子形成培地（D舵0）に0．D600＝0．01となるように植菌し

た。37℃で振とう培養を行い、0．D600が0．2に達した時点で1〃g／mlのカナマイシン

を含む胞子形成培地に10倍希釈し、再び0．D600が0．2まで培養した。この培養液10

mlを集菌し、10mMTris－HCl（PH8．0）に再懸濁し、10FLlの10mghnlリゾチームを加

え37℃で10分間加温した後、90FLlの可溶化バッファー（9MUrea，2．2％TritonX－

100，2．2％2－ME，0．9％Pharmalyte（pH3－10）：（Pharmacia），0．9mMPMSF）を混和し、遠

心後、上清を二次元電気泳動用の試料とした。蛋白質濃度の測定は、ProteinAssay

Reagent（BioRad）を用いて行った。また、試料は－80℃で保存した。

2．14．2．蛋白質二次元電気泳動

10FLgの試料を蛋白質二次元電気泳動に用いた。二次元電気泳動はAmersham

PharmaciaBiotechのMultiphorII－Dシステムを用いて行い、一次元目の等電点電気泳動

は、immobilineDryStripゲル（pH4－7）（AmershamPharmaciaBiotech）を用いた。電気泳

動は、300V，0．1mA，5Wで3時間、次に300V，1mA，5Wから5時間かけて2000V，1

mA，5Wに電圧を上げた後、さらに8時間行った。2次元目の電気泳動は、ExcelGel

XLSDS12－14（AmershamPharmaciaBiotech）を用い、電気泳動はstepl（1000V，20mA，

40W，35分間），SteP2（1000V，40mA，40W，5分間）およびstep3（1000V，40mA，40W，

120～160分間）の条件で行った。電気泳動終了後、Silverstainingkit（Amersham

PharmaciaBiotech）を用いて銀染色反応を行い蛋白質を検出した。

2．14．4．蛋白質スポットの同定

1．8mgの試料を用い蛋白質二次元電気泳動を行った後、セミドライブロッテイン

グ装置（NovaBlotキット；AmershamPharmaCiaBiotech）を用いてPVDF膜（Trans－Blot

TransftrMedium；BIORAD）にエレクトロプロットした。CBB染色キットPhastGelBlue

R（AmershamPharmaciaBiotech）で染色し、蛋白質スポットを検出した。メンプレン

からスポットを切り出し、アミノ酸シークエンシングシステム610A（ABI）によりN

末端アミノ酸配列を決定した。なお、蛋白質のアミノ酸配列決定は、宮崎医科大学

の中山建男教授、西良子氏に委託した。蛋白質の同定には、枯草菌仝蛋白質のデー

タベース（BSORF：http：仰aci11us．tokyo－Center．genOme．ad．jp：8008／BSORF－DB．html）を用
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いた。

Z，15．PETSYSTEM（Novagen）によるYycF蛋白質の精製

大腸菌BL21（DE3）pLysS株に、WCf遺伝子の全長を組み込んだプラスミドpETYycF

を導入し、アンピシリン（50日釘ml）を含むLB培地100ml中で30℃，280叩mの条件で

培養した。OD（600）が0．6に達した時点で終濃度1mMとなるようmGを添加した後、

3時間後に集菌した。PETSYSTEM（Novagen）のマニュアルに従い、得られた細胞か

らHis6－YycF蛋白質を精製した。まず、細胞をbindingbuffbr（0・5MNaCl，5mM

imidazole，20mMTris田ClpH7．9）で洗浄した後、25mlbindingbufftrに懸濁し、氷上で

超音波による細胞破砕を行った。得られた細胞破砕液を4℃，39000g30分遠心し、そ

の上清についてHis－Bindresin（Novagen）を充填したカラムによりHis6－YycF蛋白質の精

製を行った。カラムは10mlbindingbufftr，10mlwashingbufftr（0・5MNaCl，60mM

imidazole，20mMTris昭CIpH7．9）で洗浄した後、0．1～1MImidazoleを含むbinding

bu批rで目的蛋白質を溶出した。得られた精製蛋白質を含む画分は終濃度10％となる

ようグリセロールを加え、一80℃で保存した。試料中の蛋白質濃度の測定は、Protein

AssayReagent（BioRad）を用いて行った。

2．16．ゲルシフトアツセイ

プローブの作成とシグナルの検出はGelshif［assaykit（Roche）のマニュアルに従って

行った。ゲルシフトアツセイに用いたDNAプローブおよびその作成に用いたプライ

マーを表4に示した。PCRにより増幅した各DNAプローブは、TaKaRaRECOTIP

（Takara）にて精製後、末端をDIGLabelingKit（Roche）によりデイゴキシゲニン標識し

た。ゲルシフト反応は10LJlの反応液中で行い、20血01プローブDNAを0～24pmol精

製YycF蛋白質、0．5LJgPoly（dI－dC），50mMPIPES（PH6・1），200rnMNaCl，1mMEDTA，

4mMMgC12，4mMDTT，0．5％Tween20および10％グリセロール存在下で25℃，30

分間加温した。反応終了後、2LLlのloadingdye（0．1％キシレンシアノール、40％グ

表4．ゲルシフトアツセイに用いたブロープ

Size　　転写開始点

（bp）　からの位置

134　　　－168…－35

93　　　　－92…＋1

127　　　－149…－23

150　　不明

文献

Gonzy－TrebouleEaJ．，1992

Gonzy－Trebouleta）．，1992

0．ReillyM．，eta）．，1994

作成に用いた

プライマー

FKF20トFKR201

FKF203－FKR203

FKFl14－FKRl14

FKF204－FKR204

遺伝子と

プロモータの名称

乃∫A Pl

允sAP3

rbぶ尺

乃ぶg
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リセロール、22．25mMTris，20mMホウ酸、0．5mMEDTA）を加え、0．5xTBE，5％ポ

リアクリルアミドゲルで電気泳動した。電気泳動は、70V，4℃で4時間行った。電気

泳動終了後、10xSSC溶液中でナイロンメンプレンHybondN＋（AmershamPharmacia

Biotech）にプロットした（Maniatis，etal．，1989－C）。UVクロスリンカーUVStratalinker

1800（STRATAGENE）を用いて、メンプレンにDNAを固定した。シグナルの検出

は、Gelshiftassaykit（Roche）を用いて行った。

2．17．マクロアレイによる全転写産物の解析

YycFの制御下にある遺伝子群を明らかにするために、YycF過剰発現株の仝RNAを

鋳型としてcDNAプローブを作成し、枯草菌マクロアレイを用いて全遺伝子の転写解

析を行った。対象として、ベクターのみを挿入した野生株［168（pNO41）】から抽出した

全RNAを用いて同様の実験を行い、個々の遺伝子の転写量を比較した。

枯草菌のマクロアレイメンブランは、シグマジェノシスのPanoramaTMB．subtjlls

GeneArraysを用いた。PanoramaTMB．subtiljsGeneArraysは、枯草菌168株のゲノム上

に見いだされた4107の全遺伝子のコード領域（2kbを上限とする）をPCRにより増幅

し、その産物5ngを12x24cmのナイロンメンプレン上にスポットし、紫外線により

固定した枯草菌遺伝子DNAメンブランである。

Z．17．1．全RNAの抽出

枯草菌株を10mlLB培地，37℃浸透培養でOD（600）が0．01から培養し、OD（600）が

0．4の時点で37℃で予備加温した400mlのLBに全量を植菌し、37℃，280rpmで振と

う培養した。ODO．4の時点で40mlの培養液から集菌した後、10mMTris－HCIpH7．5

の緩衝液で細胞を洗浄し培地成分を完全に除いた。得られた細胞より、ノーザン解

析と同様に、Igo＆Losickの方法（1986）に従い仝RNAを抽出した。得られた仝RNA

溶液からDNAを除くために、DNaseIによるDNAの分解を行った。仝RNAlOLJgを

1xDNaseIbufftr（10mMTris－HCIpH8．0，5mMCaC12，10mMMgC12）中で20Uの

DNaseIlOU／LJl（AmershamPharmaciaBiotech）を加え、37℃，10分間加温後、フェノー

ルークロロホルム抽出を行った後、エタノール沈殿により仝RNAを回収した。

2．17．Z．33p標識cDNAの合成

DNaseI処理仝RNAを鋳型としたcDNAの合成には、枯草菌全遺伝子のコード領域

31末端に特異的なプライマーセット、B．subtjliscDNAlabelingprimer（SIGMA

GENOSYS）、を用い、逆転写酵素としてTHERMOSCRIPTTMRT－PCRSystem（GIBCO）

に含まれる熱安定性の逆転写酵素THERMOSCRIPTTMRT（GIBCO）を用いた。
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3日g仝RNAに4uIB．subdljscDNAlabelingprimer（SIGMAGENOSYS）を加え、全量

15日lとし、ヒートブロック上で90℃，2分間加温し、熱変性させた後、55℃まで徐々

に温度を下げさらに20分間保温した。55℃で予備加温した反応液‡2xcDNA

SynthesisBuffer（50mMTrisacetatepH8・4，375mMpotassiumacetate，40mMmagnesiun

acetate，Stabilizer）中に22．2mMdATP，22．2mMdGTP，22・2mMdTTP，20LJCi［α－

33P］dCTP（2000Ci／mmol），2UのTHERMOSCRIPTTMRTを含むiを加え、さらに55℃

で加温した。反応液添加後から一時間後に、2UのTHERMOSCRIPTTMRTを添加

し、さらに55℃で1時間反応した。その後、合成されたcDNAをNICKSpinColumns

（AmershamPharrnaCiaBiotech）を用い未反応の基質を除いた後、33p標識cDNAプローブ

として用いた。

2．17．3．ハイプリグイゼーション反応

ハイプリダイゼーションは、PanoramaTMB．subtjljsGeneArrays（SIGMA

GENOSYS）に付属のマニュアルに従って行った。

枯草菌マクロアレイメンプレンPanoramaTMB．subdlisGeneArrays（SIGMA

GENOSYS）をハイプリダイゼーションボトル70¢X300MM（ハイベイド）中にて

2xSSPE（0．36MNaCl，20mMsodiumphosphatepH7．7，2mMEDTA）によりリンスした

後、65℃で予備加温した40mlHYBRIDIZATIONSOLUTION（5xSSPE，2％SDS，5x

DENHARDT．SREAGENT＊，100LJg／mlsonicated，denaturedsalmontestesDNA）を加え、

シェイク＆スタックオーブン（ハイベイド）中で毎分6回転、65℃でプレハイプリダ

イゼーションを行った。1時間後、ボトル中の溶液を熱変性させた33p標識cDNAプ

ローブを含む10mlHYBRIDIZATIONSOLUTIONに交換し、約18時間ハイプリダイ

ゼーションを行った。

＊1xDENHARDT’SREAGENT（0．02％Ficoll，0．02％polyvinylpyrrolidone，0．02％BSA）

2．17．4．マクロアレイスポットの検出

ハイプリボトル中のHYBRIDIZATIONSOLUTIONを捨て、マクロアレイメンプレ

ンを40mlWASHSOLUTION（0．5xSSPE，0．2％SDS）により室温で3分間、2回洗浄し

た。その後、65℃で予備加温した100mlWASHSOLUTIONにより65℃20分間、2回

洗浄した後、バイオ・イメージングアナライザーBAS－5000（富士フイルム）によりマ

クロアレイスポットの検出を行った。

2．17．5．マクロアレイスポットの解析

マクロアレイスポットの解析はマクロアレイ解析ソフトウェアArrayGaugeVer．
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1．1（富士フイルム）により行った。得られたマクロアレイスポット画像をArrayGauge

により数値化し、仝スポット数値の総計に基づきその数値を標準化した。

2．18．DNaselフットプ］Jント

精製YycF蛋白質を用いftsA，TbsRあるいはs血A遺伝子上流の制御領域のDNaseI

フットプリントを行った。プローブとして用いたDNA断片とその作成に用いたプラ

イマーを表5に示した。

Z．18．1．T4Polynuc］eotideKinaseによる合成プライマーの32p標識

蝕A，rb5月あるいは5〟込A遺伝子上流制御領域の前後に作成したフォワードあるいは

リバースプライマー10pmoleについて、1xPhosphorylationBufftr（50mMTris－HCI

pH8．0，10mMMgC12，5mMDTT）中でT4PolynucleotideKinase（10U／Ul）1日l（TaKaRa）に

より5一一末端を32p標識した。基質として［γ－32P］ATP（222TBq，6000Ci／mmol，0．37

MBq／Hl）5ulを加え、10ulの反応液中で37℃，30分間反応を行った。その後、90℃、2

分間の加熱により反応を停止した。

2．18．2．PCR反応によるプローブDNAの作成

5リ2p標識プライマーと非標識のプライマーのペアを用いてPCR反応を行い、その

産物をNICKSpinColumns（AmershamPharmaciaBiotech）により精製した後、DNaseI

fbotprintingのプローブとして用いた。

表5．DNaselフットプリントに用いたブロープ

遺伝子名　　　　作成に用いた　　　　　Size　　転写開始点　　　文献

プライマー　　　　　（bp）　からの位置

fbA FKFlOl－FKRlO8　　　　198　　－138…＋30　　　Gonzy－Trebouleta］．，1992

TbsR FKFl15－FKRl15　　　　　294　　－149…＋121　　0’Rei11yM．，eEa）．，1994

ftsE FKFlll－FKRll1　　　　274　　不明

2．18．3．サイクルシークエンス反応によるシークエンスラダーの作成

5．－32p標識プライマーIpmoleを用い、非標識のPCR産物をテンプレートとしてサイ

クルシークエンス反応を行い、シークエンスラダーを作成した。サイクルシークエ

ンス反応には、TaKaRaTaqTMCycleSequenceKit（TaKaRa）を用いた。
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2．18．4．YycF－DNA結合反応およびDNaseJ部分分解反応

YycF－DNA結合反応は50日lの反応液中で行った。100fmol，約30000cpmプローブ

DNAを0～24pmol精製YycF蛋白質、0・5ugPoly（dI－dC），50mMPIPES（pH6．1），200

mMNaCl，4mMMgC12，4mMDTT，0．5％Tween20および10％グリセロール存在下

で25℃，30分間加温した。反応終了後、2UのDNaseI（FPLC精製、PharrnaCiaBiotech）

を加え25℃、1分間反応させた後、100日lの20mMEDTAを加えDNaseIを失括させた。

さらに、フェーノールークロロホルム抽出を行い、エタノール沈殿によりプローブ

DNAを回収した。

2．18．5．電気泳動とゲルイメージの検出

反応産物を5日lホルムアミド色素液（95％脱イオン化ホルムアミド，20mMEDTA

，0．05％BPB，0．05％キシレンシアノール）に溶解した後、8MUrea－6％ポリアクリ

ルアミドゲルにて電気泳動を行った。電気泳動は、2500V，25mA，45Wの条件で2時

間行った。泳動終了後、ゲルを3M濾紙上に置き、ゲルドライヤーで乾燥させた後、

BAS－2500IPプレートに一晩感光した。翌日、バイオ・イメージングアナライザー

BAS－2500（富士フイルム）によるゲルイメージの検出を行った。
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3．結果

3．1．遺伝子破壊によるJγCFGオペロンの機能解析の試み

新規2成分制御系をコードすると予想される〝C和とその下流の4遺伝子〝C旦

痢JγCJおよ伽A遺伝子の機能解析を行うために、オペロン構造および発現時期

の解析をノーザンハイプリダイゼーションにより行った。さらに、6遺伝子すべてに

ついて、破壊変異株作成を試みた。破壊株の得られた遺伝子については、遺伝子破

壊変異殊の胞子形成培地、LB培地およびグルコースーグルタミン合成培地における生

育を調べた。また耐熱性胞子形成率についても測定を行った。

3．1．1．刀忙FG〃Uおよび脚遺伝子のオペロン構造および発現時期の解析

脚よび刀伏A遺伝子のオペロン構造および発現時期を明らかにするため

に、ノーザンハイプリグイゼーションによる転写産物の解析を行った。まず、胞子

形成培地で好気的に培養した枯草菌168株を経時的に集菌し、得られた細胞より仝

RNAを調整した。仝RNAは、アガロースゲル変性電気泳動により分離し、ナイロン

メンプレンにプロットした後、ナγ拷q旦Jおよ呵γズA遺伝子の一部の配列をプ

ローブとしてノーザンハイプリグイゼーションを行った（図11）。

プローブとして”CFおよびJyCG遺伝子の配列を用いた場合、約7．4kbと約2．4kb

の転写産物が検出された（図11；B，C）。約7．4kbの転写産物は対数増殖期初期に検

出され（図11；B，C赤矢印）、約2．4kbの転写産物は村数増殖期から定常期初期にか

けて検出された（図11；B，C緑矢印）。約2．4kbの転写産物は、〝CF：G遺伝子の合計

のサイズ2．5kbより、若干小さい。このため、〝CG遺伝子の3－末端の配列をプ

ローブとして同様にノーザンハイプリグイゼーションを行ったところ、約7．4kbの転

写産物は検出されたが、約2．4kbの転写産物は検出されなかった（データは記載し

ない）。このことから、約2．4kbの転写産物は、〝CG遺伝子のC末端近くで終結して

おり、転写の途中終結が起こっているか、オペロン全長が転写された後に修飾を受

け切断されていることが示された。

〝正松よ狗γ〟遺伝子のプローブを用いた場合では、対数増殖期に約7．4kbの転

写産物のみが検出された（図11；D，E）。〃慣A遺伝子のプローブを用いた場合では、

対数増殖期の約7．4kbの転写産物に加え（図11，F赤矢印）、定常期後期に約1．4kbの

転写産物が検出された（図11，F育夫印）。

以上の結果から、JγC棚〃および〝A遺伝子は、一つのオペロンであり、村数
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増殖期に発現することがわかった。また、〝A遺伝子は、定常期（胞子形成開始時

期をTOとした場合T4）にも単独で発現することが明らかになった0
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図11．カ頑巧オペロンの転写単位と発現時期の解析結果
A枯草菌168株の胞子形成培地での生育曲線。培養は、37℃浸透培養で行った。数字は、枯草

菌168株からのMのサンプリング時期を示している。B00EFノーザンハイプリタイゼーショ

ンの結果、レーン眈マーカー、レーン1から10はAの数字で示した時期のMを各10日9を1％

7ガロースゲル変性電気泳動した。矢印は確認されたバンドを示している。8ブロープ：痢

Cブロープ：〝（屯ロブロープ：脚亡ブロープ：ル叫Fブロープ：即A
Gノーザンハイプリタイゼーションによる転写解析により明らかになった転写単位をヵがGオペ

ロンの図下に矢印で示した。ブロープとして用いた配列部位を傍線で示した。
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3．1．Z．遺伝子破壊変異株の作成

対数増殖期に発現が見られた〝鴎〝沌・〝瑠〝軋桝遁よび即A遺伝子が枯草

菌の増殖に必須であるかどうかを調べるために、これらの遺伝子の破壊を試みた0

そのためpMutinT3にそれぞれの遺伝子内部のDNA断片を挿入したプラスミド

pKFOOl（yycp）・PKFOO2（〝CG），PKFOO3（yycH），pKFOO4（”CD・pKFOO5

（〝誠およびpKF腑（〝血）を用いて枯草菌を形質転換し、プラスミド全長を染

色体DN址にキャンベル型の1重交差により組み込むことをにより、遺伝子破壊を試

みた（図12）。その結果、プラスミドpKFOO3（yycH）・pKFOO4（〝CD，pK珊5

（〝誹およびpKF腑（〝血）では、高頻度で形質転換体を得ることができたが、

プラスミドp肝001（〝粛およびpKf鵬（㌦）では形質転換体を得ることがで

きず、〝CFおよび㌦遺伝子は必須遺伝子である可能性が示唆された（表6）0得

られた形質転換体において予想される租換えが起こっていることは、サザンハイプ

リダイゼーションにより確認した（結果は記載しない）0

JαCJ

（）′J

・・、＝lPr

Emr

β．部め〟〃∫168

染色体

pKFOOl

T3

評

r－1、、IIF
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■■

‥′′ガCf漣伝子内部配列
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表6．各プラスミドを用いた場合の形

質転換効率

形質転換体数／ml
PはSmは

lPTGlmMIPTGfree

PKml
PKFM
PKFOO3

PKW
PKFM

PKFOO6

5　　　　5

15　　15

＞103　＞103

＞103　＞103

＞103　＞103

＞103　＞103

ガCf漣伝子破壊変異株

即Z．pM＝加¶を用いた遺伝子破壊変異株の作製

標的遺伝子の内部配列の一部をPM血¶に挿入し、得られたプラスミドを用いて枯鞘を形

賃転換し、相同組換えにより標的遺伝子内にプラスミドを挿入した。形質転換体は、0和g／mt

エリスロマイシンを含むはプレートで培養を行い選択した。
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”C〃，〝C壬〝正〃乱4遺伝子それぞれについての破壊変異株を得たが、これらの遺

伝子を同時に欠失させた場合の影響を調べるために、”C〃，”C上〝CJおよび〝ズA遺

伝子すべてを欠失した株の作成を行った（図13）。〝CfJの上流配列と即A下流の配

列を組み込んだプラスミドpKFOO7をXholで処理し、直鎖状にしたDNAを用いて、

枯草菌を形質転換したところ13の形質転換体を得た。得られた形質転換体の内4株に

ついて、ベクターをプローブとしてサザンハイプリグイゼーションを行ったとこ

ろ、4株すべてにプラスミドの挿入が確認された（結果は記載しない）。JγC月，

〝C上〝CJおよび〝血遺伝子の欠失を確認するために、得られた形質転換体の染色体

DNAを鋳型とし、各遺伝子内のプライマーを用いてPCR反応を行い生成物を1％ア

ガロースゲルで電気泳動した。その結果、4株中の1株において〃′C上りγC壬刀′CJお

よ伽A遺伝子同時欠失が確認された（結果は記載しない）。残りの形質転換体に
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図13．pM血nT3を用いたγγC枕ル叫ナγCJおよぴカ鵬遺伝子同時欠失株の作成

〝CG遺伝子の3■末端配列とmc尺遺伝子5－末端上流配列をpM＝加T3に挿入し、得られたプラスミ

ド畔FOO7を勅d処理し直鎖状にした。このmA断片を用いて枯草菌を形質転換した。2圭相同組

換えによりγγC〃Uおよび刀〝A遺伝子が欠損した変異株を得た。
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ついては、プラスミドの挿入が確認されたものの〝C間即A遺伝子が存在してい

た。これらの形質転換体では、枯草菌染色体上に環状のままのプラスミドが一重交

差により組み込まれたためと考えられる。以上の結果より、〝CβGオペロン下流の4

遺伝子は細胞の増殖に必須でないことが明らかになった。

3．1．3．γyC〃，JγCんケγCJおよび脚遺伝子破壊による増殖への影響

JγCガ；痢〃′CJおよび〝A遺伝子破壊による生育への影響を調べるために、各遺

伝子の破壊変異株の胞子形成培地、LB培地およびグルコースーグルタミン合成培地に

A
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図14．胞子形成培地における各変異株の成長曲線　胞子形成培地での各変異株の菌体濁度：

OD（600）の経時変化を示した。培養は、37℃好気条件で行った。
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ぉける生育を調べた。また、これらpMutinT3プラスミドの挿入により作成した破壊

変異株では、プラスミドの挿入位置より下流の遺伝子の転写が抑制されるため、

1mMI門G存在下でプラスミド上の5p甜プロモーターにより下流遺伝子の発現を促

した条件での生育も併せて調べた。

その結果、すべての遺伝子破壊変異株は、いずれの培地条件でも野性株とほとん

ど変わらない生育速度を示し、mの有無による影響も見られなかった（図14；LB

培地およびグルコースーグルタミン合成培地における結果は記載しない）0これよ

り、〝C和オペロン下流の4遺伝子の久夫は、対数増殖期における細胞の増殖速度に

は影響しないことがわかった○一方、定常期において〝C玖〝C戚壊変異株

仰S8031，N篤8030）および〝C〃Ⅳ〝A破壊変異株叩S5㈱）は、mGの有無によらず

野性株に比べ2割程度低い菌体濁度を示した（軌4ABE）oJγC〃および〝C濾伝子は

定常期における細胞の維持に何らかの機能を持っている可能性が示唆された0

3．1．4．〝A遺伝子の発現を促すシグマ因子の同定

枯草菌の胞子形成因子の発現は、跡Aポリメラーゼコア酵素に結合し、胞子形成

遺伝子のプロモーターを認識する6種類のシグマ因子（♂A，JH，♂F，♂E，♂G，♂

K）により行われている（Haldenwang，W・G・1995）06Aは主に栄養増殖期に機能す

WT △ロH　　　△αF

TO T2　T4　T6TO T2T4　T6TO T2　T4　T6

12　3　4　5　6　7　8　9
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△αE　　　　△αG　　　△JK

TO T2　T4　T6TO T2T4　T6　TO T2　T4　T6

141516171S19　202122　2324　25　26
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5．3‾■一

日野＋十

鵠

；良

二＿－‡≒一書」

l
『

図15，シグマ因子欠損株における〝加速伝子転写産物の解析

ノーザンハイプリタイゼーションのブロープとして〝融通伝子の内部配列を用いた。胞子形成培

地37℃の条件で培養した細胞より抽出したRNA各レーン5帽を1％アガロースゲル変性電気泳動

した。レーンり4：マーカー、レーン2～5＝WT（168咋C2），6～9：NIS5101（甲州〃遺伝子破

壊変異株）、10～13：N■S5102（印0朗侶伝子破壊変異株）、15～18：NIS5103（印0〃以β遺伝

子破壊変異株）、19～2Z＝N■S5104（乎0〃焔宣伝子破壊変異株ゝ23～26：NIS5105（叩0朋侶

遺伝子破壊変異削、レーン2，6，10，15，19，23‥胞子形成の開始をTOとし、TO時期の細胞よ

り抽出したRNA、レーン3，7，ll，16，20，24＝T2時期のRNA、レーン4，8・12，17・2l，

25：T4時期のRNA、L／－ン5，8，13，18，Z2，26＝T6時期のRNA、矢印はyyxA遺伝子の転写産物

を示している。
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雲

るシグマ因子であるが、胞子形成期にも、甲畑ち卿Ⅲ等の胞子形成遺伝子の転写

に関与する。胞子形成開始期では、まずα＝が発現し、ホスホリレ一系遺伝子の発現

を活性化した後、胞子柵胞ではJF，♂Gの順に発現が起こる0一方、母鵬では胞

珊胞での各々のシグマ因子の発現を認識して、♂E，♂Kの順に発現が起こる0こ

の際、母舶例の♂8♂Kは不活性型の匹シグマ因子として翻訳され、それぞれ

卿G埴0冊プロ≠ァーゼによるプロツセシングにより活性化される0また胞

瑚胞の♂軋S押通（血♂F）とS匹餌（細ti血♂F）により翻訳後の制御

を受けている0そこで、胞子形成期の〝d遺伝子の転写誘導に関与するシグマ因子

の同定を試みた0胞子形成期のシグマ因子祀げF，JE♂Gおよび♂Kをコードす

る呼曲印加C甲此舶，卿耶，叩Ⅳび遺伝子の破壊変異株について、胞子形

成培地で培養した定常期の細胞（胞子形成開始期を如した場合、¶・℃，T4，T6）

より抽出した仝卿Aを用い、〝血遺伝子のコード領域の一部をプローブとして、

ノーザンハイプリダイゼーションを行った（図15）0その結果、〝血道伝子を含む

約1．4kbの転写産物は、野性株、♂E♂Gおよび沌欠矢掛こおいて検出されたが、

♂Hおよびパ吹失株では検出されなかった0げ＝は♂柁コードする平助d紙子

の発現を促すため、川変異株ではJF蛋白質は生産されない0このため、”血遺伝

子は胞子形成期に♂Fにより転写されることが示された0実際、即A遺伝子上流には

予想された♂Fの認識配列と考えられる配列が見出された（図16）0

ATGAGA（GT亡T（GT＾TTてA〔くTCGu（ATTT小G（（AGG＾蒜許（y卜一：

野蒜蒜訂口訂揖附仙ひ¶抑打仙紬¶‾ul

TGTGA（GGGTGAGACATTTGAmATA⊂GACA⊂（GAT⊂⊂GAAGAAGGCCA－1OI

cT（（GmTGGCTGTATAATTTTT（TATGTAAAT⊂ATGACTATTCTAGGA r51

mcTAA（亡CACAATATAACCATATTAACmmGGAA函垂AT　－1

ATGGTGGATTA（GAA〔GTGAGGAAGAACATA（TACTCCTGAACAGCCAAA＋50

γγXAco血n幻且rl

数字はy仰のコドン開始点（＋1）からの距離仲P）を示している。下郷は¢Fの細配列と予想

される領域を示している。¢Fの認識配列を併せて示した。破線部はスぺ－サー鯛を示してい

る．H：AあるいはC，R：AあるいはG・X：TあるいはG
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セリンプロテアーゼをコードする〝A遺伝子は、胞子形成期にJFに依存したプロ

モーターにより発現するため、脚A遺伝子の破壊変異株の耐熱性胞子の形成率を測

定した。同時に即A遺伝子上流に位置し、対数増殖期にのみ発現が見られた3遺伝子

（〝（児叫の破壊変異株についても同様の測定を行った。各菌株は、胞子形成培地

（Diko）にて26時間培養した後、80℃、10分間加熱処理後、LBプレート培地に植菌し

一晩培養し、出現したコロニーを測定することにより、胞子数を計測した。また、

コントロールとして非加熱のサンプルについて同様の操作を行い、生菌数として、

耐熱性胞子形成率（胞子数／生菌数）を求めた。胞子形成能については、いずれの

変異株も野性株と同様に108血1の胞子を形成し、胞子形成率は、57～96％であった

（表7）。これより、対数増殖期に発現する〝C且〝C圭〝CJおよび胞子形成期に単

独の転写が確認された〃慣A遺伝子は、胞子形成に影響しないことがわかった。な

お、生菌数は、いずれの変異株も野性株と比べ5割から8割と低かった。このこと

は、刀昭昂Jγd破壊変異株が、定常期に低い菌体濁度を示すことと関係していると考

えられる。〝C旦〝CJ遺伝子だけでなく、〝〟および刀伏A遺伝子も定常期の細胞の

推持に何らかの機能を持っている可能性が示唆された。

表7．遺伝子破壊変異株の耐熱性胞子形成率

菌樵　　　　　　　　　生菌数　　　　耐熱性胞子数　胞子形成率

鼠SUb抑S168

△〝C〃（NIS8031）

△乃〝／（NIS8030）

A〝山（NIS8029）

△〝畑（NIS8028）

A乃¢〃UA〝舶（NトS5000）

4．5×108　　　2．8XlO8

3．OXlO8　　1．7XlO8

2．4XlO8　　　2．OXlO8

2．4XlO8　　1．7XlO8

2．9XlO8　　　2．1XlO8

2．6XlO8　　1．6XlO8

62．2％

56．7％

83．3％

70．8％

72．4％

96．1％

生菌数：細胞を胞子形成培地で26時間振とう培養を行い、その培養

液をLB培地に植菌し一晩培養を行い、得られた培養液1mlあたりのコ

ロニー数を示している。耐熱性胞子数：生菌数の測定に用いた同様の

培養液を80℃10分間加熱した後、LB培地に植菌して一晩培養し得ら

れた培養液1m鳩たりのコロニー数を示している。胞子形成牽：生菌

数／体熱性胞子数
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3．Z．条件致死変異株の作成による〝CFG遺伝子の機能解析

㌦レギュレーターおよび〝誼センサー遺伝子については、破壊変異株が得られ

なかったために、両遺伝子が必須遺伝子である可能性が示された0このため、両道

伝子をはⅠ蛋白質に制御されるプロモー叩坤わの制御下においた条件敦死変異株

3．Z．1．即FGおよぴ〝C篠件致死変異株の作成と必須遺伝子の確認

pM血正円に〝CFおよび㌦遺伝子のSD配列を含む遺伝子断片を挿入したプラ

スミドpK印11およびpKm12を作製した0これらのプラスミドで枯草菌を形質転

換した場合（図17）、即掩よび〝通泌須遺伝子であるならば、得られた形質転

換体の生育はⅠ耶依存性となる0予想通り、形質転換体はm無添加の条件では

得られず、1mMI耶を添加したときのみ10仙以上の雛で得ることができた0

得られた形質転換体において予想する組換えが起こっていることは、サザンハイプ

ねcJ

Ampr pKFOll　　加Z

肋一　軒

及川加地168染色体

111：l・L・F

〝前遍伝子致死変異童

＿昆．．．
（SD加作ダ

l
ねcZJ仇：J

t〉Y抽●

＋＋＋f‾感

lロ

即7．〝C何遍伝子条件致死変異株の作製

ル澗伝印珊列と5・末端配列の一計帥仙伽mプラスミドのβ州離に挿入したプラス
ミドPKmlを用い鴨車齢形賃転換し、㌦遺鮮を－mにより脚可眺卿プロモータ制

御下においた条件破壊株を作成した。
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リダイゼーション法により確認した（結果は記載しない）。〃でG条件致死変異株

が、mGの存在に依存して得られたことにより、〝CG遺伝子が必須遺伝子であるこ

とが確認された。一方、〝Cβの上流にプラスミドを挿入したナγCPG条件致死変異株で

は、ナγC相違伝子が同時に抑制されるため、レギュレーター遺伝子〝C且が単独で細胞

の増殖に必須であることは証明出来ていない。しかしながら、Fabretらは、WCf遺伝

子の塩基置換変異（アミノ酸配列置換（H215P）を引き起こす）の導入により温度

感受性変異株を単離することに成功している（Fabretetal．，1998）。この㌦温度感受性

変異株は、42℃で致死性を示すことから、〝C武豊伝子も細胞の増殖に必須である。

3．Z．2．条件致死変異株の肝TGに依存した生育

細胞の増殖に必須であることがわかった〝C戸および〝CG遺伝子産物の枯渇が細胞

の増殖へ与える影響を調べるために、両遺伝子の発現をmGにより誘導可能な軍∂C

プロモーター制御下においた〝CfG条件敦死変異株（MS8033）およ㌍〝CG条件致死

変異株（NIS8032）についてmGを除いた場合に生じる菌体濁度および生菌数の変

化を経時的に測定した。

wcFG条件致死変異株は、IPTGlOOFLMおよび1mMの培養条件では、野性株と同

様の菌体濁度および生菌数の増加を示した（図18．A，B）。それに対してIPTG無添

加の条件では、培養2時間後に菌体濁度の増加が停止し、その後5時間で0．2まで低

下した。生菌数は、菌体濁度が増加している培養1時間後に増加が見られなくなり培

養2時間後から急激に減少した。IPTG無添加の条件で、細胞壁の合成阻害が起こり

細胞が破裂することによりの急激な菌体濁度の低下が起こる可能性を検討するため

に、細胞壁を失った細胞を培養可能なプロトプラスト培養培地で細胞死が起こるか

を調べたが、同様にmG無添加条件で菌体濁度の低下がみられた（結果は記載しな

い）。さらに、この刀′C戸G条件敦死変異株のⅣTG濃度に依存した生育は、30～37℃

の好気条件下ではいずれの培地条件（胞子形成培地、合成培地：単一の炭素源とし

て、グルコース、フマル酸、マレイン酸、リンゴ酸あるいはグリセロールのみを添

加した場合、窒素源としてグルタミン酸、グルタミン、硫酸アンモニウムあるいは

カザミノ酸を添加した場合）でも観察された（結果は記載しない）。

〝CG条件敦死変異株は、IPTGlmMの前培養を行った場合、液体培養ではIPTGの

有無によらず野生株と同様の生育を示した（データは記載しない）。このため、前

培養としてIPTG無添加の液体培地でOD（600）が0．4の時点までの培養を行ったとこ

ろ、IPTGの有無による生育の変化が見られるようになったが（図18．C，D）、WCβG

条件致死変異株で見られた急激な菌体濁度および生菌数の低下は起こらなかった。

脚およ㌍〝CG遺伝子の発現制御に用いたP甲∂Cプロモーターは、LacI蛋白質によ
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A）生育曲線：Pspac”CFG（NIS8033）　　B）生菌数：PspacLyyCFG（NIS8033）
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図18．Jウ℃FG条件致死変異株のIPTGに依存した生育

細胞は、IPTGlmMを含むLB培地でOD600＝0．4まで培養を行った後、0～lmMIPTGを含むLB

培地37℃の条件で浸とう培養した。AC：生育曲線，BD：生菌数：C．F．U／mI（培養液1mlあたりのコロ

ニー形成数）の経時変化。時間はIPTG無添加の条件での細胞の培養時間を示している。

る抑制が完全ではなくmG無添加の条件でもわずかな転写があることが知られてい

る。このため、〝CG条件致死変異株は、mG無添加の条件でも細胞内でわずかに起

こる転写により発現したYycG蛋白質が機能することで、生育すると思われる。一方

で、JγCG条件敦死変異株は、1mMmG添加条件でも、生菌数が野性株の2割程度ま
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でしか増加しなかった。このことはmG無添加の条件での前培養が細胞の生菌数に

影響を及ぼしていることに加え、レギュレーター蛋白質YycFを伴わないP甲aCプロ

モーターによるセンサー蛋白質YycGの恒常的な発現が細胞の生育や維持に阻害的に

働くことが考えられる。

3，2．3．遺伝子破壊による細胞形態および染色体への影響

染色体の複製や分配あるいは細胞分裂に関与する遺伝子への変異は、無核細胞の

放出や染色体分配、細胞形態等のの異常を引き起こす。（Rowland，etal．，1997；

Hiraga，etal．，1989；Medhat，etal．，1997）また、染色体の複製や細胞分裂に関与するい

くつかの遺伝子は細胞増殖に必須であることが知られている（Beall，B．＆Lutkenhaus，

J・，1989；Moriya，S・，etal・，1990）。細胞の増殖に必須である2成分制御系YycFGは、

転写制御を介して染色体の複製や分配あるいは細胞分裂に関与する可能性も考えら

れる。そこで、ナγ♂G毘打および〝A遺伝子の変異株による細胞の形態および染色

体の分布への影響を調べた。顕微鏡観察には、LB液体培地で培養した対数増殖期［

OD（600）が0．4の時点］の細胞を用いた。

〝C声G条件致死変異株（MS8033）は、mG添加の条件では（図19．P甲aCづγC月G

mGlmM）、細胞の形態や染色体も野性株（図20．168）と同様だったが、培地か

らⅣTGを除去すると、染色体を失っている細胞や細胞質が抜け落ちた細胞が多く見

られた（図19．P甲aCづγC月GIPTGfree；自失印）。IPTGを除いた場合の菌体濁度およ

び生菌数の急激な減少は、これらの細胞の増加を反映していると考えられる。さら

に、染色体が保持されている細胞の中には、野生株にはみられない奇数個（3つ以

上）の染色体を持つ細胞もあり、DNAの複製に何らかの異常が生じていることとも

予想される（図19．P甲aC”CEUIPTGfree；黒矢印）。

〝CG条件致死変異株（MS8032）でも、mG無添加の条件で、染色体を失ってい

る細胞が低頻度で観察された（図19．P甲∂りγCGⅡ＞TG鮎e；自失印）。このことか

ら、センサー遺伝子〝CGは、その上流に位置するレギュレーター遺伝子〝♂と対に

なって機能していることが推測された。また一部の細胞で、細胞内での染色体位置

の偏りが観察された。

同時に、先に作成したJγC間〃伏A遺伝子の破壊株変異株についても解析を行った

ところ、Jγ♂Gオペロン下流の4遺伝子を同時に欠失させた変異株（MS5000）で

は、染色体を持たか一価胞や染色体の位置が偏った細胞が見られた（図20．4〝C月〃

△脚A自失印）。この染色体の位置の異常は、刀忙〟披壊変異株（NIS8031）では

IPTG無添加の条件で、JyCIおよびJサCJ破壊変異株（NIS8030，NIS8029）ではIPTG無
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図ZO．遺伝子破壊による細胞形態および核様体分布への影響（2）
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図ZO．遺伝子破壊による細胞形態および核様体分布への影響（S）
LB液体培地37℃で振とう培養した細胞をODが0・4の時点で集菌し、エタノール国定した

後、DAPL染色し、顕微鏡観廃置行った。培養は一PTGlmMあるいは肝TG無添加の条件で行つ

た。168：β．su抽168，卿C皿A〝頭：NIS5000，妙C酬IS8031・A〝CJ：NIS8030，

4〝CJ‥N■S80Z9・Ay蝉A州S8028

添加の条件だけでなくⅠ門GlmM存在下でも観察された（図20・A〝C〃，△〝C圭

如CJ自失印）0このため、染色体の細胞内の位置の異常は、〝C〃遺伝子の欠失

や発現抑制により生じると推測された0〝C月靭ズA同時欠失変異珠で観察され

た染色体を持たない細胞は、”C瑚脚A遺伝子単独の破壊変異株では観察され

ず、4遺伝子の同時欠失により失われる横能があると予想される。
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3・3・レギュレータ蛋白質YycF過剰発現株の作成

〝CPG遺伝子は破壊変異株を作成することができず、〝C和条件致死変異株では、

ⅣTG無添加の条件で、急激な菌体濁度および生菌数の低下が起こり、染色体及び細

胞質を失った細胞が観察される。このため、2成分制御系YycFGの制御下には、細

胞の増殖に関与する重要な遺伝子があると考えられ、その解析を試みた。

YycF蛋白質と高い相同性を示す大腸菌レギュレーター蛋白質TorR（アミノ酸配列

の同一性37％）は、嫌気性条件下でc型シトクローム蛋白質をコードする加CAヱ）オ

ペロンの発現を正に制御している（Iobbi－Nivol，C．，etal．，1994；Mqjean，V．，etal．，

1994）。このレギュレーター遺伝子わ戊は、マルチコピープラスミドに組み込み細

胞内で過剰発現することにより、通常転写の活性化が起こらない好気条件下でも

TorRの制御下にあるわ〃Mコ）遺伝子の発現が恒常的に誘導されることが報告されてい

る（SimonG・，etal・，1995；JourlinC・，etal．，1996）。枯草菌YycFGの制御系においても、

レギュレーター蛋白質YycFの過剰発現によって下流遺伝子の発現が誘導されると考

え、レギュレータ蛋白質YycFの過剰発現株の作製を行った。YycF蛋白質の過剰発現

は、枯草菌細胞内で自己複製するpUBllOプラスミドとpBR322の融合プラスミド

（pRB373あるいはpNO41）のBamHI部位に〝C声道伝子全長とその上流の制御配列

（pRB373の場合は〝C声道伝子コドン開始より300bp上流領域まで、PNO41の場合は

上流領域80bpまで）を組み込み、枯草菌細胞に導入した。

一方で、プラスミドの導入によりレギュレーター蛋白質が過剰に供給されても、

その制御下の遺伝子の誘導には、リン酸化が必要である可能性も考えられた。この

ため、レギュレータ蛋白質YycFに対し、センサー蛋白質YycGに依存せず、常時活性

型となる変異の導入を試みた。

3．3．1．活性型YycF蛋白質過剰発現椋の作成

レギュレーター蛋白質にはN末端部分にセンサー蛋白質からのリン酸基転位を受け

る特定のアスパラギン酸残基が存在し、このアスパラギン残基のリン酸化により、

特異的DNA配列への結合能が高まる（Parkinson，1992；VoIz，1993）。このアスパラギ

ン酸部位に変異を加えることにより、センサー蛋白質に依存しない常時活性型レ

ギュレーター蛋白質を作成することが可能であると考えた。実際、2成分制御系レ

ギュレーターOmpRでは、このアスパラギン酸残基（酸性アミノ酸）をグルタミン

（中性アミノ酸）に置換する変異を導入することで、センサー蛋白質に依存しない

活性型として振る舞うことが報告されている（KanamaruK＆MizunoT，1992）。

方、グルタミン酸（酸性アミノ酸）の変異の導入は、センサー蛋白質によってリン

酸化されず、常時不活性型となることも報告されている（KanamaruK＆MizunoT，

54



1992；QuonK・C・，erれ1996）。筆者は、このアミノ置換変異によって起こると予想

される蛋白質の2次構造の変化に、置換されたアミノ酸の荷電が重要であると予想

した。このため、YycF蛋白質のリン酸基転移を受けると予想される54番目のアスパ

ラギン酸を、極性の異なる塩基性アミノ酸、ヒスチジン、に置換した変異型YycF蛋

白質（YycFD54H）発現株の作成を行った。塩基置換変異を導入したプライマーを用

いてPCRライゲーション（材料と方法、図10・参照）を行い、得られた断片をpRB373

のBaniHI部位に組み込み、プラスミドpRBYycFD54Hを得た。

枯草菌細胞内で発現した変異型YycF蛋白質（YycFD54H）がセンサー蛋白質に依

存しない活性型として機能しているかを調べるために、その存在下でセンサー遺伝

子〝CGの破壊変異株の作成が可能であるかを調べた。このため、〝CG遺伝子内部配

列を組み込んだプラスミドpKFOO2を用いて、pRBYycFD54Hを導入した枯草菌細胞を

形質転換した。対照として、野生株および枯草菌マルチコピープラスミドpRB373，

pRBYycFを導入した細胞についても同様の形質転換を行った。その結果、

PRBYycFD54Hを導入した殊のみで、高頻度で形質転換体が得られた（表8）。得ら

れた形質転換体で、染色体上の〝CG遺伝子部位にプラスミドが挿入されたことは

PCRによって確認した。これより、

アミノ酸置換変異を導入した

YycFD54H蛋白質は、センサー遺伝

子JγCGの破壊変異を相補し、セン

サー蛋白質に依存しない活性型

YycF蛋白質として機能することが

示された。

OmpR蛋白質をはじめ多くのレ

ギュレーター蛋白質は、リン酸化

した活性型はダイマーを形成し

DNAに結合する（Harrison－

McMonagleetal．，2000）。細胞内で

YycFD54H蛋白質が野生型のYycF蛋

白質とヘテロのダイマーを形成

し、活性型として機能する可能性

が考えられた。このためYycFD54H

蛋白質が、野生型YycF蛋白質に依

存せず単独でYycFGの機能を相補す

るかを調べるためにJγCβG条件致死

変異株（MS8033）に

表8．pKFOO2プラスミドによる形質転換

菌株名（導入したプラスミド）　形質転換体数
CFU ml

168咋C2

168咋C2（pRB373）

168trpC2（pRBYycF）

5

2

0

168tpC2（pRBYycFD54H）　　　1．2XlO2

JγCG宣伝子の内部配列を組み込んだ

PKFOO2プラスミド1／∠gを用い形質転換し

た場合に得られた形質転換体数（培養液1ml

当たり）を示した。

表9r YycFD54H過剰発現によるP？PaりγCFG

（NIS8033）株の表現型の変化

LBプレート上での生育

菌株（導入したプラスミド）［PTGlmMIPTGfree

NIS8033

NJS8033（pRB373）

NJS8033（pRBYycF）

＋

＋

N（S8033（pRBYycFD54H）　　　　　＋　　　　＋
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pRBYycFD54Hを導入し増殖のIPTG依存性を調べた。対象としてpRB373あるいは

pRBYycFを導入した場合には細胞は、野生株と同様にIPTGに依存した生育を示した

が、pRBYycFD54Hを導入した場合にはIPTGに依存しない生育を示した。（表9）o

すなわち、YycFD54H蛋白質は野生型のYycF蛋白質に依存せず、活性型レギュレー

ター蛋白質として機能すること明らかになった。また、野生型YycF蛋白質の過剰発

現によってセンサー遺伝子〝C（プの欠失を相補できないことから、細胞の増殖には、

センサー蛋白質YycGによるYycFの活性化が必要であることが証明された0

3，3．2．蛋白質2次元電気泳動によるYycFおよびYycFD54H蛋白質の過剰発現の確認

細胞内で過剰発現したYycFおよびYycFD54Hを蛋白質2次元電気泳動により分離

し、アミノ酸配列の決定を行うことで両蛋白質の過剰発現を確認した。

仝可溶性蛋白質を2次元電気泳動で分離したところ、YycF過剰発現株では、YycF

蛋白質の分子量（27．4kDa）および等電点（pI5・06）から予想される泳動位置に蛋白

質の増加が確認された（図21・YycF）0この蛋白質のN末端アミノ酸配列12残基を決

定したところYycFのN末端配列（MMDKKILVVDDE）と一致した。過剰発現したYycF

蛋白質がリン酸化されているかを調べるために、YycFスポットを切り出し、飛行時

間型質量分析計（MALDI－TOF／MS）により解析したがシグナルが得られず、結論は

得られていない。YycFD54H蛋白質は、アミノ酸置換により等電点pI5・06からpI

5．19に変化すると計算できる。YycFD54＝過剰発現株では予想された泳動位置に蛋白

質の増加が確認された（図21・YycFD54＝）0この蛋白質についても、N末端アミノ

酸配列12残基を決定したところ、YycFのN末端配列と一致したoYycFD54H蛋白質

のN末端から54番目に位置するアミノ酸置換変異は、直接確認していないが、等電点
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図Zl．蛋白質2次元電気泳動によるYycF蛋白賃の過剰発現の確認

LB培地37℃で培養した対数増殖期【OD（600）＝0・4］の細胞の9Mウレア可溶性画分10帽を2次

元電気泳動により展開した後、Si■verstainingkit（AmershamPharmaciaBiotech）により銀染色反

応を行い蛋白質を検出した。
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の変化からYycFD54D蛋白質であると考えられる。

3．3．3YycFによるッγCFオペロンの自己制御の検討

ResD，SpoOA等の一部のレギュレーター蛋白質は、リン酸化され活性型の状態で自

己の転写制御に関与することが知られている（Hulett，M．，1995；Strauch，etれ1992－

b）。YycFが自己の転写を制御している場合には、YycFD54H蛋白質の過剰発現によ

りYycF蛋白質の発現量が変化すると予想される。このため、プラスミドのみを挿入

した野生株とYycFD54H過剰発現株の蛋白質2次元電気泳動におけるYycF蛋白質の

比較定量を行った。2次元電気泳動ゲル上の蛋白質のスポットの定量には、数値解

析用プログラムImageMaster2DElite（PhannaciaBiotech）を用いた。YycFD54H過剰発

現株での野生型YycF蛋白質は、マルチコピープラスミドpRB373のみを導入した野

生株に比べ、1．1倍とほとんど変化はみられなかった（図21，YycF）。

また、転写レベルでの発現制御を調べるために、野生型YycFおよびYycFD54H過
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図22．クγCFプロモータ活性測定株（りγCトムg∂β）作製

yyc日量伝子の上流の制御領域324bpをpDLフラスミドの8amHI部位に挿入し、得られたプラ；

ミドpKFlOOを、∫c∂tで切断し直鎖状にした後、相同組換えにより枯草菌∂JTγF遺伝子部位に組み

込んだ。
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剰発現株における〝♂プロモータ活性の測定を行った。そのため、〝CF上流の制御

領域の下流にレポ一夕一道伝子として耐熱性βガラクトシダーゼ遺伝子（り卵βノを

融合した配列（pKFlOO由来）を枯草菌∂叫腐宣伝子部位に組み込んだ株，

NIS5014（aIWE：P”CPl短aB），を作成した（図22）。このNIS5014株にpRBYycF，

pRBYycFD54Hを導入した株を胞子形成培地、37℃の条件で培養し、細胞内の耐熱性

βガラクトシダーゼ活性を測定した。その結果、〝CFプロモータ活性は、いずれの

株でも村数期初期に高く、後期には減衰する同じ傾向を示し、YycF，YycFD54H蛋白

質の過剰発現による変化はみられなかった（図23．A）。したがって、YycF蛋白質

は、自己の発現制御には関与していないと考えられる。
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図23．YycF過剰発現によるwcFプロモータ活性への影響

A〝Fプロモーター活性　胞子形成培地37℃で振とう培養した細胞内の耐熱性β－ガラク

トシダーゼ活性を測定した。B：その際の生育曲線を併せて示した。
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3．3．4．YycFおよびYycFD54＝蛋白質過剰発現による細胞形態への影響

YycFおよびYycFD54H過剰発現による細胞への影響を調べるために、蛍光顕微鏡

による細胞形態の観察を行った。顕微鏡観察には、〝CF遺伝子が発現している対数

期の細胞（OD600＝0．4）の細胞を用いた0

顕微鏡観察では、野生型YycFおよびYycFD54H過剰発現株において、ミニセル

（1．5岬以下の細胞）が観察された（図24・A，矢印）。ミニセルの頻度は、野生型

YycF過剰発現株では4・8％（細胞1020個あたりミニセル49個）、YycFD54H蛋白質過

剰発現株では2・9微細胞1080個あたりミニセル31個）であった0マルチコピープラス

ミドpRB373のみを導入した野生株では、ミニセル放出頻度は0・2％（細胞1074個あ

たりミニセル2個）であることから、YycFおよびYycFD54H蛋白質の過剰発現によ

りミニセルの放出頻度が、それぞれ24倍、15倍に上昇することが明らかになった0

さらに、顕微鏡写真を基に100個の細胞長を測定し、細胞長の分布および平均を求め

たところ、野生型YycFおよびYycFD54H過剰発現株では、野生株では見られない3

岬以下の細胞が20姐上存在することがわかった0また、野生型YycFおよび

YycFD54＝過剰発現株では、野生株の平均細胞長：5・6日mに比べ4・1岬であり、細胞
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図Z4．YycF蛋白実の過剰発現による細胞長への影響

A舶鏡の写真しB培地37℃で培養した対数増殖期［OD（600）＝0・4】の組胞を集菌し・エタノー

ル固定後、顕微簸で観察した。ミニセルを矢印で示した。

B細胞長の分布，100偶の組胞の長さを測定しヒストグラムで示した。細胞長の平均を矢印で示し

た。
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が全体に短くなっていた（図24．B）。

3．3．5．YycF蛋白質過剰発現様における托5月a宣伝子のプロモーター活性の測定

YycF蛋白質過剰発現により、ミニセルの頻度が上昇し細胞長が短くなることがわ

かった。ミニセルの頻度は、細胞分裂の正の因子であるFtsZ蛋白質の過剰発現発現

（WardJEJr＆LutkenhausJ．，1985）や細胞分裂の負の制御因子であるminCD遺伝子の

欠失によって上昇する（BiE．＆LutkenhausJ．，1990）。このため、レギュレーター蛋
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図25．YycF蛋白質過剰発現による触月Zプロモーターヘの影響

A触月Zプロモーター活性、LB培地37℃で培養した対数増殖期［OD（600）＝0．4］の細胞のβ－ガラ

クトシダーゼ活性を測定した。3回の測定を行いその平均値を棒グラフで示した。併せて標準誤差

を示した。

BftsAZオペロンの模式図とLacZアッセイに用いた各プロモーター領域を併せて示した。数字は

行ふ4ZPlプロモーターの転写開始点（＋1）からの距離（bp）を示している。
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白質YycFの発現量が細胞分裂遺伝子の転写に影響する可能性が考えられたた。そこ

で、細胞分裂において中心的役割を担っており（HarryE．J．＆WakeR．G．，1989）、

細胞の増殖に必須な因子でもある鮎AZ遺伝子の転写に対するYycF蛋白質過剰発現

の影響を調べた。

魚班遺伝子上流には、対数増殖増殖期の主要なシグマ因子である♂A依存性のPlお

よびP3プロモーターと胞子形成の初期過程の転写制御を担う♂H依存性のP2プロ

モーターの計3つのプロモーターが同定されている（図25．B；Gonzy－Trebouletal．，

1992）。これらのプロモーターPl，P2およびP3からの転写量を測定するために、魚血

道伝子プロモーター配列を鬼灯Z遺伝子と融合した配列を∂明石遺伝子部位に挿入した

株を用いて、YycF蛋白質を過剰発現させた場合の細胞内β－ガラクトシダーゼ活性を

測定した。β－ガラクトシダーゼ活性の測定は、LB培地で培養した対数増殖期

［OD（600）＝0．4］の細胞を用いて行った。

その結果、ftsAZP2およびP3プロモータ活性（図25，P2－1acZNIS5002，P3－

NIS5003）は、YycF蛋白質の過剰発現によって変化は見られなかったのに対し、Pl

プロモーター活性（図25．Pl－1acZNIS5001）は、YycF過剰発現により野性株に比べて

4倍以上の増加が見られ、蝕AZプロモーター全体の活性も約2倍上昇した（図25，

P123－1acZNIS5004）。このことから、YycFの過剰発現によりfisAZ遺伝子のPlプロ

モーターの発現が、特異的に誘導されることが明らかになった。

YycFD54H過剰発現株でも同様に、Plおよびプロモーター全体の活性が上昇した

が、活性型の変異をもたか－野生型のYycFの過剰発現株と同程度であった（結果は

記載しない）。これは、ミニセルの頻度や細胞長の変化も同程度であったことと一

敦している。

3．3，6．精製YycF蛋白質のPlプロモーターヘの結合能

レギュレーター蛋白質YycFの過剰発現は、蝕AZPlプロモーターを特異的に誘導さ

することが明らかになった。この転写の誘導が、YycFのPlプロモーター領域への結

合を介した直接の制御であるか、あるいは他の転写因子による間接の影響であるか

を調べるために、レギュレーター蛋白質YycFを精製し、そのfisAZplプロモーター領

域への結合能をゲルシフト法により解析した。

レギュレーター蛋白質YycF精製のために、WCF遺伝子全長をpET15bプラスミドの

購d一月塩mHI部位に組み込み、pET15bプラスミド上にコードされる6残基のヒスチジ

ンをN末端側に融合させた。得られたプラスミドpETYycFを大腸菌BL21pLysS殊に導

入し、LB培地で培養を行った。OD600＝0・6の時点で、1mMIPTGを添加しHis6－YycF

蛋白質の発現を誘導した。3時間後に細胞を集菌し、超音波により破砕した後、遠心
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図26．His6－YycF蛋白質の精製における各面分のSDS－PAGE
精製における各面分は15％アクリルアミドゲルで展開し、CBB染色した。レーン：1、マーカー

蛋白質（Bio一別）2．超音波破砕後の遠心分離により分画した上溝、3，フォロースルー画分、

4，1mMイミダゾール洗浄画分、5，30mMイミグゾール洗浄画分、6，100mMイミダゾー

ル溶出画分、7，200mMイミダゾール溶出画分、8，300mMイミダゾール溶出画分、10，

1Mイミダゾール溶出面分、100mMイミグゾール溶出画分（レーン6〉を精製Yyげ蛋白質画分と

してゲルシフトアッセイおよぴDNasdフットプリントアッセイに用いた。

分離により得られた可溶性画分から、ニッケルカラムを用いてHi喝－YycF黄白質を精

製した（図加）。ニッケルカラムからの恥YycF蛋白質の溶出は100ー1000InMイミ

グゾールにより行った。ゲルシフトアツセイには、精製YycF蛋白質として100mMイ

ミグゾール溶出画分（図加．レーン6）を用いた。

ゲルシフトアツセイのブロープには、蝕AZPlプロモーターー163～－35領域をPCR

反応により増幅し、3■末端をジゴキシゲニン標識して用いた（図㌘．Bブロープ

Pl）。また、腐乱AZp3プロモーター上流部分を対照のプロープとして用いた（囲㌘．

BプロープP3）。

その結果、12pmole以上のYycF蛋白質存在下で、蝕AZPlプロモーター領域のDNA

断片との複合体が検出された（図㌘．A複合体）。虎血Z担プロモーター上流DNA断

片は、凱pmleYycF存在下でも変化は見られず複合体を形成しなかった。このこと

から、蝕AZ遺伝子Plプロモータには、YycF蛋白質が直凍結合して転写の誘導がおこ

ると考えられる。

しかし、精製臨s6－YycF黄白質は蝕AZ遺伝子Plプロモータ＿領域との複合体の形成に

1000倍もの分子数が必要であり、そのDNA結合能は比較的低いこともわかった。こ
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図Z7．托sAZPlプロモーター領域への仰の結合能

A精製Yyげ蛋白質を用いた斤朗Z制御領域に対するゲルシフトアッセイ

ディゴキシゲニン標識した各ブロープZOfmokをOpmok（レーン1），3pmok（レーンZ），6

pmok（レーン3），1ZprnoIe（レーン4），18pmok（レーン5）．Z4pmole（レーン6，7）の精

YycF蛋白質とともに加温した。レーン7の反応液には20pmoreの非標識のPlプローブを加えた。試

料は5％非変性アクリルアミドゲルで展開し、D旧GdSh徹Ass町K托（Roc厄）を鱒いてシグナルを

検出した。

B托乱4Zオペロン構造　托5月Zオペロンの模式周とゲルシフトアッセイのブロープとして用いたプロ

モーター領域を併せて示した。数字は触AZPlプロモーターの転写開始点（＋1）からの距離

（bp）を示している○

れは、大腸菌内で精製したYycF蛋白質がYycGによりリン酸基転移反応を受けていな

い非活性型であるためと考えられる。このため、センサー蛋白質YycGの精製を行

い、リン酸基転移反応によるYycF蛋白質の活性化を試みたが、精魂したYycG蛋白質

はリン酸基転移活性を示さなかった（結果は記載しない）。また、活性型変異を導

入したYycFD54H蛋白質の精製を試みたが、可溶性のYycFD54H蛋白質を得ることが

出来ず、解析に用いることが出来なかった。
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多くの精製レギュレーター蛋白質は、アセテルフォスフエイトの存在下で自己リ

ン酸化し、DNAへの結合能が上昇するする（McClearyW．R．，1996；Cheng，H．P．＆

Walker，G．C．，1998；YamamotoH，etal．，2000）。このため、アセチルフォスフエイト

を添加した条件でのゲルシフトアッセイを行ったが、精製His6－YycF蛋白質のPlプロ

モーターへの結合能に変化は見られなかった（結果は記載しない）。この結果は、

YycF蛋白質と高い相同性をしめすPhoR蛋白質が、アセテルフォスフエイトの存在下

で自己リン酸化されないというHulettらによる報告と一致している（Liu，W．＆Hulett，

F．M．，1997）。

3．3・7．DNaselフットプリントによるYycF結合配列の同定

Plプロモーター領域のYycF蛋白質認識配列の同定を試みた。このために、精製

YycF蛋白質を用いてftsAZPlプロモーター領域のDNaseIフットプリント解析を行っ

た。プローブとしては、Coding鎖あるいはNoncoding鎖の5，末端を32p標識した

jtsA2Plプロモーター領域を含むDNA断片を用いた。32p標識したftsAZPlプロモー

ター領域を含むDNA断片100触oleを精製YycF蛋白質30～90pmole存在下で加温し

た後、DNaseIを添加し部分分解を行った。反応産物を、アクリルアミドゲルで展開

した後、BAS5000でシグナルを検出した。その結果、YycF蛋白質の添加により、30

PmOleYycF存在下では、Coding鎖とNoncoding鎖で共通の領域（－68～－34bp）が

DNaseI分解反応から保護された。さらに、Coding鎖では、60pmoleYycF存在下で一

102～－98bp，－95～－93bpおよび一84～－75bp領域がDNaseI分解反応から保護され、Pl

プロモーターには、親和性の異なる複数のYycF結合配列が存在することが明らかに

なった（図28）。また、ゲルシフトアッセイでは複合体形成にプローブDNAの1000

倍のYycF分子を必要であったのに村し、DNaseIフットプリントでは300倍のYycF存

在下でDNAへの特異的な結合が確認された。これは、ゲルシフトアッセイでは、電

気泳動によって分離する途中に、YycF－DNA複合体の崩壊が起こっている可能性が考
えられる。

3・3・8・ftsAZPlプロモータ→上流領域部分欠失によるYycF過剰発現による転写の

活性化に必要な領域の同定

Plプロモーター領域は、複数のYycF認識配列を含んでいることわかったoYycFに

よるPlプロモーターの誘導には、これらのYycF認識配列が必要とされるはずであ

る。このため、Plプロモーター上流の制御領域を上流から部分的に欠失させた配列

との血戊」餌sionを作成し、∂叩遭遇伝子部位に挿入した株（MS5012‥Pト138－J。。ろ

NIS5011：Pl－130－1acZiNIS5010：Pl－116－1acZ；NIS5009：Pl－108－1acZ；NIS5008：Pl－92＿
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ftsAZPlプロモーター上流を含

むDNA断片（198bp）のCoding

鎖あるいはNoncodjng鎖の5■東端

を3之p標識したブロープとして用

いた。各プローブ100fmoleをO

PmOle（レーン1，5），30pmole

（レーン2），60pmole（レーンー

3），90pmole（レーン4）の精製

YycF蛋白質とともに加温した

後、2UのDNaseほ加えDNA断片

の部分分儒を行った。反応産物は

5％アクリルアミドゲルで展開

し、βAS2500システムにより＿＿シ

グナルを検出した。数字は托sAZ

Plプロモータの転写開始点から

の距離（bp）を示している（園

29．B参照）。レーンACGT：タイ

デオキシ法により作成したプロ⊥

ブDNAのシークエンスラダー

Non－COding
A CQT　　12　34　　5

0　朗　0

30　卯　YycF（匹Ole）

0　60　　0

30　餅）

65



1500

＞ヽ
－■

．≧1
■・・・・J

（J

（ロ

くJ

－－・

O
q〉
⊂L
∽

q）
（乃
（8

：⊇
∽

空
くJ

．望
（8

？
qと

000

500

0

A

B

PlasmidinthecelJ

■一

口pRB373

囲pRBYycF

日日附臥。閣［国口目．
Pl（司5）　Pl（－59）　Pl（－77）　Pl（－92）　Pl（－108）Pl（－116）Pl（－130）Pl（－138）
一也CZ　　一由CZ　　－ね℃Z　　－ねCZ　　－ねCZ　　一ねCZ　　－ねcZ　　一也CZ

（NJS5005）（N［S5006）（NIS5007）（NIS5008）（N－S5009）（NIS5010）（NIS5011）（MS5012）

A⊂ATATGATGAAATGGTATTTGmC〔GGTTTmAATATTATATTGG⊂AATAAGTTTAG（匠正証GGAGT〔CATmGGT偏正面rGTATT－259
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払G⊂AGGTATATT⊂G⊂ATTTGGAGT〔AGATTATTT〔AGAATATAG〔（GTTAT〔AGAAGAAATCTACTAA〔AAAGTGGA〔T（m⊂TAAAAAAAATAAAAA－159
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A〔mA⊂GT〔AGTmGA（⊂T〔GGT＋66

図29．YycFによる転写誘導に必要な領域の同定

A各Plプロモーター領域一也cZ融合株のLacZ活性

LB培地37℃で培養した対数増殖期［OD（600）＝0．4］の細胞のB－ガラクトシダーゼ活性を示し

た。測定は3回行いその平均値を棒グラフで示した。併せて標準誤差を示した。

B　斤5月Z制御領域の配列

LacZアッセイに用いた各プロモーター領域を併せて示した。数字はftsAZPlプロモーターの転写

開始点（＋1）からの距離（bp）を示している。DNaseJフットプリント（図28）により明らかに

なったYycF蛋白質の結合領域を傍線（Coding鎖）と破線（Noncoding鎖）で示した。
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1acろNIS5007：Pl－77－1acZ；NIS5006：Pl－59－1acZ；NIS5005：Pl－45－1acZi図29．B）を作成し

た。これらの鮎AZPlプロモーターーJ∂CZ融合株にJγCF遺伝子全長を組み込んだ枯草

菌マルチコピープラスミドpRBYycFを導入し、YycF蛋白質の過剰発現による転写の

活性化を調べた。

その結果、YycF過剰発現による4倍程度の転写の活性化は、Plプロモーター上流＿

92bp（転写開始点を＋1とする）までの領域を欠失した株（図29．A，NIS5012：Pl＿138＿

1acZINIS5011：Pl－130－1acろNIS5010：Pト116－1acZiNIS5009：Pl－108－1acZ；NIS5008：Pl－

92－1acZ）で確認された。Plプロモーター上流－77bpまで欠失した株（図29．A，

NIS5007：Pl－77－1acZ）では、YycF過剰発現による転写の活性化は2倍弱まで低下し

た。このYycF過剰発現による転写の活性化は、それ以上の欠失した株（図29．A，

NIS5006：Pl－59－1acろNIS5005：Pl－45－1acZ）では、ほとんど見られなくなった。以上の

結果から、YycF蛋白質による転写の活性化には、ftsAZPlプロモーター上流－92bpか

ら－77bp領域が必要であることがわかった。この領域は、DNaseIフットプリント解析

により明らかになったYycF結合領域の一部（Pl－84～－75bp）を含んでいる。この領

域へのYycF蛋白質の親和性は、Pl－68～－34bp部分に比べて低いが、YycF蛋白質によ

る転写の活性化には重要な部分であることが示された。転写の活性化には、複数の

領域に結合したレギュレーター蛋白質同士は相互作用し、それに伴って生じるDNA

の立体構造が必要である（Carmona，M・，etal．，1997）。Pl－84～一75bp領域は、この相

互作用に必要であると予想される。さらに、Plプロモーター上流－35bpまで欠失し

た株では、プロモーターの活性は検出されなかった（結果は記載しない）。
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3．3．9．斤5月ZPlプロモーター欠失による細胞分裂への影響

YycF蛋白質はftsAZ遺伝子のPlプロモーター上流に結合し、正の転写制御を行って

いることが明らかになった。細胞の増殖に必須である鮎Z遺伝子上流には、Plプロ

モーター以外にも、村数増殖期に誘導されるP3プロモーターと胞子形成期初期過程

にJHにより誘導されるP2プロモーターが同定されており、Plプロモーターのみに

限定されるYycFGによるfisAZ遺伝子の転写制御が細胞の増殖に与える影響は未知で

あった。そこで、蝕AZPlプロモーターの役割を明らかにするために、蝕AZのPlプ

ロモーターの欠失株を作成し、生育および細胞形態への影響を調べた。

pMutinT3プラスミドのBamHI部位にPlプロモーター領域（－109～＋1）を欠失した

鮎AZ遺伝子制御領域（一319～＋224）を組み込んだプラスミドpKFO40を作成した（図

30．ApKFO40）。このプラスミドpKFO40を用いて枯草菌の形質転換を行い、相同組

み換えによりpKFO40を枯草菌蝕AZ遺伝子制御領域に組み込んだ（図30．ANIS5013

株）。NIS5013株では、ⅣTG無添加の条件では、P3およびP2プロモーターからの転

写によってのみ蝕AZ遺伝子が転写される。作成した蝕Aa宣伝子Plプロモーターの欠

失株は、mGの添加無添加によらず、野生株と同様の生育を示した（結果は記載し

ない）。これより、蝕AZPlプロモーターの欠失は、細胞の増殖速度に影響しないこ

とがわかった。この結果は、Gonzy－Treboulらによる結果と一致している（Gonzy－

Treboulerれ1992）。しかし、顕微鏡による細胞形態の観察を行ったところ、

NIS5013株はIPTG無添加の条件で細胞の伸長が観察された（図30．C）。平均の細胞

長から、月A42Plプロモーターの欠失により、細胞が2倍に伸長することが明らかに

なった。また、細胞長が10mm以上に以上に異常伸長した細胞も2割程度観察され

た。

Plプロモーターからの転写は、細胞が正常な分裂周期を保つために重要であるこ

とが示された。しかし、Plプロモーター欠失株は作成可能であり、YycFGが細胞の

増殖に必須である説明には至らなかった。これより、YycFGの制御系が、他の必須

遺伝子の転写制御にも関与している可能性が考えられた。
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図30．付録ほPlプロモーターの欠失による細胞形態への影響

AftsAZPlプロモーターの欠失株：NLS5013の作成法を模式図で示した。Vecter＝PMutlnT3

BLB培地37度で培養した対数増殖期［OD（600）＝0・4］の細胞の顕微鏡観察を行い各変異射00個の細胞長を測

定し、ヒストグラムで示した。矢印は、平均細胞長を示している。C細胞の画像、分裂面を自失印で示した。
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3．4・枯草菌マクロアレイを用いた全転写産物の解析によるYycFG制御ネットワーク

の全容解明の試み

ゲノムプロジェクトにより仝ゲノム配列が明らかになった枯草菌では、近年その

配列情報を基に作成されたマイクロアレイ、マクロアレイが利用可能となった。こ

れらアレイシステムにより、ゲノム上のすべての遺伝子の発現を網羅的に解析する

ことができる。我々は、2成分制御系YycFGによる転写制御ネットワークの全容を

明らかにするためにマクロアレイシステムを用いた全転写産物の解析を行った。枯

草菌のマクロアレイは、枯草菌168株の4109全遺伝子のコード領域がナイロンメンプ

レン上にプロットされたシグマジェノシスのパノラマアレイを用いた。

3．4．1．枯草菌マクロアレイを用いた全転写産物の解析

〝CP遺伝子全長を組み込んだ枯草菌マルチコピープラスミドpNOYycFを持つ菌株

168（PNOYycF）を、LB培地37℃で培養しOD600が0．4の時点で集菌し、得られた細胞よ

り仝RNAを抽出した。この仝RNAを鋳型として、逆転写酵素によって33p標識cDNAの

合成を行いマクロアレイのプローブとして用いた。プローブをマクロアレイメンプ

レンへハイプリグイゼーションを行った後、BAS5000システム（富士フイルム）に

てシグナルを検出した。スポットイメージを図31．Aに示した。比較の村象である

pNO41を導入した野生株の結果とシグナル強度の総和が等しくなるように値の標準

化し、得られた値を対数グラフに示した（図31．B）。また、マクロアレイの再現性

を調べるために枯草菌168株より抽出した仝RNAを用いてプローブを作成し、2回の

マクロアレイ解析を行ったところ、シグナルの検出された上位2050スポットの95％

が1．5倍の誤差範囲に収まった。さらに、仝スポット4109の99％以上も、2倍以内にの

誤差に収まったことから、マクロアレイの結果に高い再現性があることを確認し

た。

シグナル強度が12以上であり、その誤差が1．5倍以下と考えられる2050遺伝子の中

で、YycFの過剰発現によりシグナル強度が2倍以上変化した遺伝子を表10に示した。

YycF蛋白質の過剰発現により、8つの遺伝子（5創見観封朗A，血A旦カel成就

桝C止媒）のシグナル強度が2倍以上に増加していることが確認された。

シグナル強度の増加が確認された3遺伝子dAA，5dA月および5鋤かは、抗生物質

サーファクテンの合成酵素をコードしており、26kbpの巨大な扉オペロンとして転写

されている。虎遁遺伝子は大腸菌をはじめ多くのバクテリアで保存されているABC

トランスポータと予想される膜蛋白質をコードしているが、枯草菌において実験的

な解析はなされていない。大腸菌ではFtsE蛋白質が細胞の分裂に必須であり、カリ

ウムイオンポンプ蛋白質の膜への局在に関与していることが報告されている
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図31．枯草菌のマクロアレイを用いた全転写産物の解析

A枯草菌のマクロアレイイメージ

LB培地37度で培養した細胞より抽出した全RNAを鋳型として32p標識cDNAを合成し、枯草菌マクロ

アレイにハイプリタイゼーションを行い、シグナルをBAS5000（富士フイルム）で検出した。

Bスポット強度の対数軸プロット

検出したスポットイメージをマクロ7レイ解析ソフトウェアAmyGauge（富士フイルム）を用いて数

値化した後、／くックグラウンドを除いたスポット強度の総計が、野生株の結果と等しくなるように値を

標準化し、対数軸にプロットした。
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表10．YycF過剰発現によリシグナル強度が変化した遺伝子
Ratio

2回目　　　平均

161．9　　101．0

3．8　　　　3．0

3．4　　　　2．8

3．3　　　　3．3

3．2　　　　2．9

2．9　　　　3．0

2．8　　　　3．0

2．6　　　　3．0

2．4　　　　3．0

0．2　　　　0．3

0．5　　　　0．4

一回目

40．0

2．2

2．3

3．3

2．5

3．0

3．2

3．4

3．6

0．3

0．3

遺伝子名

、、Tt、J、

、′HJ寸

劇戒

、圧＝

∫脚β

、J′・ノ

．l・人（JJ

桓JC

rわ∫g

ツ∬G

d封A

Spotimage

WT（V）YycFOP

ロ蛋匹塁
開田
野蓬だコ
扉駅慧
膠摂好調
芭遭戯蓬
拉怒透
覇野田
『ロ笥江
田臼i
田駁l

Rati。：ベクターを導入した野生株‥168（pNO41）およぴYycF蛋白賞過

剰発現株：168（pNOYycF）で得られたスポット強度を標準化し、その

比を示している。またスポット画像を併せて示した。

WT（∨）＝168（PNO41），YycFOP‥168（pNOYycF）

（Salmond，G．P．＆PlakidouS・1984；Ukai・H・e血・1998；Leeuw，EeEat・・1999）。yheJ

遺伝子は機能未知の6・2kDaの小さな蛋白質を、ズよd∫遺伝子はファージ由来の機能未

知蛋白質をコードしている（KroghS，e血，1998）。々，∫C遺伝子はリボ蛋白質の一つで

糖の輸送に関与するABCトランスポータと高い相同性を示す蛋白質をコードしてい

るが、実験的な解析はなされておらず機能未知である。rb5だ遺伝子はD－リボースリ

ン酸化酵素をコードしており、リボースの輸送系蛋白質のコードしているrb5オペロ

ン（rb5RXpACB）内に位置している（0－ReillyM・，erれ1994，）0

また、2つの遺伝子（γズズGおよびddノA）は、YycF蛋白質の過剰発現により発現が

半分以下に低下することがわかった。γズズG遺伝子は機能未知の16kDaの蛋白質を、

ddlA遺伝子はD－alanine：D－alanineligaseをコードしているoDdlAは、ペプチドグリカン

の合成に必須な因子の一つであり恥垢菌肋0加edu那昭maf∫5では、d舶遺伝子の

変異が致死となることが報告されている（BelangerA・E，e血・2000）0枯草菌では、他

にD－alanine：D－alanineligaseをコードする遺伝子は見いだされていないため、必須遺伝

子の一つであると予想される0
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3．4．2．LacZアッセイによるマクロアレイ解析結果の確認

枯草菌マクロアレイを用いた仝転写産物の解析において、YycF蛋白質過剰発現に

より変化の見られた遺伝子の中で、血考査5昂ぶr仇A，5r仇月および封五軋D遺伝子につ

いて、鬼灯Zアツセイによる転写解析を行い、YycF蛋白質過剰発現による転写誘導の

確認を行った。

蕗g左道伝子を含むrおオペロンの上流の制御領域には、対数増殖期に誘導されるプ

ロモーターが同定されている（OTReillyM．，etal．，1994）。このTbsプロモーターを含

む制御領域（－159～＋71）を、レポ一夕一道伝子ねcZを持つpDL2プラスミドの放diI－

βaJ刀HI部位に組み込んだ。得られたプラスミドpKFO44を5c∂拠理により直鎖状にし

た後、相同組み替えにより枯草菌a叩腐宣伝子部位に組み込みNIS5016（Prb成一159～

＋71）を得た。

5dAA，封壬4βおよび封五軋D遺伝子を含む∬fオペロンの上流には、対数増殖期から定

常期にかけて発現し2成分制御系のレギュレーターComA蛋白質によって転写誘導さ

れるプロモーターが同定されている（Nakano，M．M．＆Zuber，P．，1991；Roggiani，M．＆

Dubnau，D．，1993）。このsrf＊ペロンの転写を測定するために、Nakanoらの作成した

ぶdAA遺伝子部位にトランスポゾンTn917一血広Zを組み込んだ株LAB295から染色体

DNAを抽出し、これを用いて野生株168を形質転換してMS5020株を得た。

鮎だ遺伝子は枯草菌において実験的解析がなされておらず、蝕E上流制御領域にお

けるプロモーターは末同定である。このため、ゲノム上の無痛遺伝子部位にpMutinT3

プラスミドを組み込み、プラスミド上にコードされるβ－ガラクトシダーゼの活性を

測定することで鮎古道伝子の発現量を調べた。そのため、蝕£遺伝子のSD配列を含む

5一末端配列をプラスミドpMutinT3のmndIIIrBamHI部位に組み込んだプラスミド
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図32．LacZアッセイによるYycF蛋白質過剰発現による転写誘導の確認

枯草菌菌株（NIA5016，N（S5020およぴNIS5017）にプラスミドpNO41あるいはpNOYycFを導

入し、対数増殖期［OD（600）＝0．4］の細胞のローガラクトシダーゼ活性を測定した。3回の測定を

行い平均値を棒グラフで示し、標準誤差を併せて示した。
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pKFO43を作成し、枯草菌の相同組み替えにより魚戒遺伝子部位にpKFO43を組み込み

こんだ株MS5017を作成した。このNIS5017株では、プラスミドの挿入により本来の

蝕E3宣伝子への転写が妨げられるため、培養はIPTGlmMを添加した条件で行いP甲aC

プロモータからの転写によって蕗広遠伝子の発現を誘導した。

この3株（MS5016、NIS5020およびNIS5017）にpNOYycFを導入し、対数増殖期

（OD600＝0．4）の細胞内P－ガラクトシダーゼ活性を測定した。その結果、YycF蛋白

質の過剰発現によって、rわ5オペロンのプロモーター活性は約3倍に誘導され、∬fオ

ペロンおよび允戒遺伝子の転写は約2倍に誘導された（図32）。これより、マクロア

レイで検出された転写の誘導が、実際に細胞内で起こっていることが確認された。

3．4．3．ゲルシフトアッセイによるIbsオペロンおよぴfts左道伝子制御領域へのYycF

蛋白質結合能の解析

LacZアツセイにより確認されたYycF蛋白質の過剰発現による転写の誘導が、DNA

への結合を介した直接の制御であるかを確認するために、血オペロンおよび棚遺

伝子上流の制御領域をプローブとして、精製YycF蛋白質によるゲルシフトアッセイ

を行った。精製YycF蛋白質として、ftsAZPlプロモーターの解析に用いた同じ画分を

用いた（図26．レーン6）。プローブとして用いた領域を図33．BDに模式図で示した。

その結果、His6－YycF蛋白質は、Tbsオペロンおよびfts丘遺伝子上流の制御領域と複合

体を形成することが確認され（図33．BD複合体）、血オペロンおよび蝕だ遺伝子

は、蝕AZ遺伝子と同様に、2成分制御系YycFGの直接の制御下にあることが示され

た。また、反応液中の20fmoleDNAプローブすべてがYycF蛋白質と複合体を形成す

るために必要なYycF蛋白質量は、fisg遺伝子制御領域に村し18pmole、Tbsオペロン

制御領域に対して30pmoleであった。ftsAZPl領域に村しては18pmoleであったこと

から（図27．A）、YycF蛋白質は、Tbsオペロン制御領域よりも、鮎だ遺伝子制御領域

および蝕AZPlプロモーター領域に親和性の高いことがわかった。
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図33．ゲルシフトアツセイによる血sオペロン、無痛遺伝子制御領域に対するYyぱ蛋白質の結合能の解析

へCゲルシフトアッセイの結果
ディゴキシゲニン標識した棚遺伝子上流の制御領域127b〆－149～－23）；Aあるいは触左通伝子上

流の制御領域150bp；Cを含むDNA断片ZOfmoleをプローブとして、Opmok（レーン1），6pmo［e

（レーン2），1Z卯10旭（レーン3），18pmok（レーン4），Z4pmok（レーン5），30pmde（レーン

6）の精製YycF空白≠とともに加温した。試料は5％非変性アクリルアミドゲルで展開し、DIGGelShjft

Ass町m（Roch可を用いてシグナルを検出したomゲルシフトアッセイのプローブとして用いた領域

を傍線で示した。

BJわ5オペロンの模式周

D托戯遺伝子のオペロンの模式図
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3．4．4．YycF蛋白質認識配列の推定

YycF蛋白質と高い相同性を示す枯草菌2成分制御系レギュレーター蛋白質ResD

は、9塩基の繰り返し配列が複数のResD結合領域より見いだされている（Nakano，M．

M．etal．，2000）。また、YycFおよびResDが属するOmpRファミリーの代表的なレギュ

レータ蛋白質であるOmpRやPhoB蛋白質は、活性型が2量体を形成し、約4塩基のス

ペースを挟んだ6塩基の繰り返し配列に結合する（Harrison－McMonagleetal．，1999）。

YycF蛋白質が結合する領域には、同様の繰り返し配列が存在すると予想される。こ

のため、YycF蛋白質が結合することが確認された血オペロンおよび蝕だ遺伝子の制

御領域に対してDNaseIフットプリント解析を行った。

Ibsオペロン制御領域294bp（－149～＋121）をPCRによって増幅し、Coding鎖の5’

末端を32p標識したDNA断片をDNaseIフットプリントのプローブとして用いた。同様

にして、血圧遺伝子制御領域274bpを含むDNA断片のCoding鎖あるいはNoncoding鎖の

5，末端を32p標識しDNaseIフットプリントのプローブとして用いた。その結果、Lbs

オペロンのCoding鎖では、プロモーター開始点から－88～－74，一69～－41bpが30pmole

YycF存在下で、－120～－32bpの広い領域が60pmoleYycF存在下でDNaseI部分分解より

保護された（図34）。このため、血オペロン制御領域には、YycFと親和性の高い2

カ所の領域を中心にYycFが広い範囲に結合することが予想される。村照的に、血石遺

伝子上流の制御領域では、狭い領域（Coding鎖36bp，Noncoding鎖27bp）にYycF蛋

白質が結合し、YycFの添加量の増加による変化も見られなかった（図35）。これら

のYycF結合領域が、YycF蛋白質による転写の誘導に必須であるかを調べるために、

現在、LacZアツセイによりYycF結合領域の部分欠失による転写活性への影響を解析

している。

DNaseIフットプリントにより明らかになった3つのYycF蛋白質結合領域の比較を

したところ、3つの領域すべてに5～6bpの間隔を保つ6bpからなる繰り返し配列

（TGAAAA－n（5r6）－TGAAAA）が見いだされた（図36）。さらに、LacZアッセイによ

る転写解析のみを行った∬fオペロンの制御領域にも、同様の繰り返し配列が見いだ

された（図36）。このことからも、この繰り返し配列がYycF蛋白質の認識配列であ

ると考えられる。
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園34．Yyばによる血オペロン制御領域のDNasdフットプリント

A血オペロン制御領域を含むDNA断片（Z94如）のCodh9鎖5■末

端を物しブロープとして用いた。プローブ100fmokを0

画e（レーン1，5），30pmok（レーンZ），∽pmok（レーン

3），犯pmok（レーン4）の特約CF蛋白質とともに加温した後、
‾2UD柚を加えDNA断並の部分分解局行った。就料は5％非変性

■アクリルアミドゲルで展開し、摘Z500システムによりシグナルを

検出＿した。レーンACGT：タイデオキシ法により作成したプローブ

DNAのシークエンスラダー

」ニ⊥≠薄やSオペロン制御領域の配列、数字は転写開始点（＋1）からの距離

‥．．（如）を示している0

一山‥＝札8Yyぱの涛加により、DNasdの部分分解反応から保護された頑
強を傍線で示した。

A Codhg

顎謡F
0　600

3090

B

TGTT⊂AAuÅlT⊂¶CAT（CAT▲lTGTGAAGACTTTGT〔AJA▲AAAGAGTG▲AAA〔⊂¶　TmCAATTATAATA TITACAATTAGA¶「CT

－10　　　＋1 L飢仏IdmrmeLy叫〉

－50

－120　　　　　　　　　　－88　　　－74・69

m仏m虎頭Å⊂汀⊂G以mT蘭敢†m励〟此W灯A亡仙¶〟旭TG　＋弘

一41　－35－32
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71＊

36＊

室：
国35．Yyぱによる托感直伝子制御領域の

DNasdフットプリント

C触鯛域を含むDNA断片（274bp）
のCodn9鎖あるいはNonco仙喝鍋の5’末端
を詑職しブロープとして用いた。ブロー

プ100fmokをOpmok（レーン1，5），30

PmOk（レーンZ），60pmok（レーン3），

90pmok（レーン4）の精製YycF空白葺と
ともに加温した後、2UDNasdを加えM

断片の部分分解を行った。試料は5％非変性

アクリルアミドゲルで展開し、M2500シ

ステムによりシグナルを検出した。レーン

ACGT：ダイデオキシ法により作成したプロ

ーブMのシークエンスラダー

D　旭制御領域の配列　数字はプローブに

用いたCod傾5’末端の配列を1として示し

た。

C，DYycFの添加により、DNasel部分分解反

応より保護された領域について、餌狛9鎖

領域を傍線で、Nonco鵬ng鎖領域を破線で
示した。

A Co血ng

Hね6－YycF

（pmole）

0　60　0

Noncodhg

0　60　0

30　90

B

CTTGMGCTGGCAmTGlmATGCCTTGACAATATGAATGAAAAGAAAeTGTAATAGTATTATGT⊂TÅ仙TTTGACGTATAATGAAGTGTAT lゼ吻

36　亜W仙…”“……棚…”川川棚”協　n

TGAWuGATlm〔ATCTTmACAAATGAATG6GT⊂ATAAATTGTCGAATGCATTCGAAGAGTATGAC⊂GTGTGATAGATAAAATGA Z◎◎

TATAAAAGATTA6GTGATITCATGATAGAGATGAAGGAAGTATATAAAGC

MetneGl鵬tLysGluV（llTyrLysAl

＝－　　　　　　　　　：＝＝：：＞

何方COdomsta止
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御P！ぶ仙“′′′∴隻ゴ拙AJ「こ’汀m析■∴■‾イ∴＝TⅦ一丁・Tム［mm（（G加丁仙TA鋸TAG揖TG＋1

小欄、∵、、、、＿＿＿　＿＿＿＿　　＿　　　←＿　．＿　　　　　　＿　1－．

御　仏TmmATG〔亘＝ごT「二≡芯訂二ご「二丁＿JL∴JJ土イ■㌧；L，J㌧」t　■ATGT（TAA＾mGA（GTATAATGAAGTGTATTGAAAんMTTT（AGATTTTTCAT（T‖T

∫脚A＿1糾聖彗TA¶G〔聖禦TA仙で聖霊m⊂皿T〔〔〔…TG此℃巴（（uTこ巴㌢mT仙舶Ⅲm払m…口皿附A＋1

B TGAAAA－∩（5J5）－TGAAAA TnTCA¶（5竜）一丁nTCA

図36．YycF結合領域の比較

ADNaselフットプリントによって明らかになったYycF結合領域を赤字で示した。赤緑部分は、

YycF蛋白質が低濃度で結合する領域を示している。数字は報告されているプロモーター開始点

（＋1）からの距離（bp）を示している。YycF結合領域に見いだされた6塩基の繰り返し配列Bを

矢印で示した。

3．4．5．遺伝子破壊による斤s6蓋伝子の機能解析

YycFG制御下の遺伝子であることが明らかになった枯草菌鮎E遺伝子は、実験的な

解析がなされておらず、機能未知であった。枯草菌FbE蛋白質と高い相同性（％）を

示す大腸菌FtsE蛋白質は、FtsX蛋白質と相互作用しカリウムイオンポンプ蛋白質の

細胞膜への局在に必要なABC輸送蛋白質であり、Na存在下、低カリウム濃度、低塩

濃度の条件では細胞の生存に必須であることがわかっている（血L既uW，E．ef扇．19卵

，Ukai，H．er扇．1998）。無痛遺伝子が、枯草菌で必須遺伝子であるかを調べるために、

無痛遺伝子の破壊変異株の作成を試みた。さらにオペロンを形成していると予想され

る乃5左道伝子についても同様の解析を行った。

血£あるいは蝕Ⅹ遺伝子の内部配列を組み込んだpMutinT3プラスミド（pKf錮2，

pKm3）を用いて、枯草菌168株を形質転換したところ、どちらのプラスミドを用

いた場合でも10ソ血以上の形質転換体が得られた。この形質転換体より抽出した染色

体を用いてmにより確認を行ったところ、鮎gあるいは丑5見遣伝子部位へのプラス

ミドの挿入が確認された。得られた蝕占および鮎ズ遺伝子破壊変異株（MS50柑，

NIS5019）は、LB培地および塩を含まないLB培地において野生株と同様の生育を示

した（結果は記載しない）。よって、枯草菌鮎βおよび鮎X遺伝子は、破壊可能であ

ることが明らかになり、また、その破壊は細胞の増殖、低塩濃度での生存に影響し

ないことがわかった。
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図37．打sE￥遺伝子破壊による細胞形態および運動性への影響

A顕微鏡写真

LB培地37℃で培善した対数増殖期［OD（600）＝0．4］の細胞を集菌し、エタノール固定後、顕微

鏡で観察した。

Bヒストグラム

100個の細胞長を測定し、ヒストグラムで示した。矢印は平均細胞長山m）を示している。

△斤sど：NIS5018，△斤5ズ：NIS5019
Cコロニーの写真

37℃8時間LB寒天培地で前培養した細胞を0．7％TBABプレート培地（0．3％アガー）上にス

ポットし、37℃で9時間培暮した。A触F：NIS5018，△触ズ：NIS5019

大腸菌およびグラム陰性梓菌である昂∂yOわ∂Cfeパリmノ0加50mbeでは、FtsE蛋白質の欠

失によって細胞の伸長が起こる（KempfM．J．＆McBrideM．J．，2000）。また、グラム陰

性球菌の＜kJ55e血go〃0汀加eaeでは、正常な細胞分裂が阻害され、細胞形態の異常が

観察される（BernatchezS．，er∂ノ．2000）そこで、枯草菌鮎£遺伝子破壊による細胞形

態への影響を調べるために、対数増殖期（OD600＝0．4）の細胞形態を顕微鏡により観
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察した。さらに、顕微鏡の画像をもとに100個の細胞の長さを測定しヒストグラムで

示した。その結果、ftsEおよびhs差遣伝子破壊変異株（NIS5018，NIS5019）ともに細

胞長が2割以上短くなっており、野生株では見られない2トLm以下の細胞が観察された

（図37．AB）。この結果は、蝕以遠伝子の破壊が細胞伸長を引き起すグラム陰性菌2

種（大腸菌，乃avoわac給血mノ血刀50乃加）の報告とは対照的である。

グラム陰性梓菌の昂aγ0わac血uJ刀ノ血刀5α血eは、鞭毛を伴わか－滑走性の細胞運動性

をしめす（Agarwal，S，etal．1997）。この細胞運動性は、ABCトランスポーターを

コードしている〆dA遺伝子や機能未知遺伝子〆dβCに依存していることが報告されて

いるが（Hunnicutt，D．W．＆McBride，M．J．2000）、その機構については未知の部分が多

い。この昂avoわac妃d日用ノ血刀ぶ血aeの細胞運動性は、蝕月ズ遺伝子の破壊によって失わ

れる。そこで、枯草菌における蝕互選伝子の細胞の運動性への関与を調べた。β5眉遺

伝子破壊変異株をLB寒天培地に植菌し、37℃で8時間培養した後、低濃度0．3％アガ

ロースを含む0．7％TBAB培地上で培養を行い、コロニーの広がりを野生株と比較し

た。その結果、蝕£および鮎ズ遺伝子の破壊変異株（NIS5018，NIS5019）では、どち

らも細胞の運動性が低下していた（図37．C）。これより、枯草菌でも允戒深遠伝子

が、細胞の運動性への関与することが示唆された。

3．4．6．YycF過剰発現による6Dの発現に対する影響

YycFの制御下にあると予想されるdオペロンの封五4β遺伝子内部には、46アミノ酸

からなる小さな蛋白質をコードしているco乃15遺伝子が存在する。このcom∫遺伝子

は、∬fオペロン上流のプロモーターからの転写によって転写されることから

（DTSouza，C．，1994）、YycF蛋白質の過剰発現株では、血オペロンの転写の誘導に

伴いComS蛋白質の発現も誘導さていると予想される。このComS蛋白質は、CIpCプ

ロテアーゼとMecA蛋白質の複合体に結合し、MecA蛋白質の分解を促す（Turgay，K．，

efaノ．，1998）。MecAはグラム陽性菌に広く保存されている蛋白質で、枯草菌ではコ

ンピテンス能の負の制御因子として働く一方で、JDの活性化に必要であることから

鞭毛の形成を正に制御する（Rashid，M．H．，etal．，1996）。このため、MecAを失った

細胞では、♂Dに依存したプロモーターの活性化が起こらず、細胞は運動性を失う

（LiuJ．andZuberP．，1998）。そこで、YycFGが、STfオペロンの転写制御を介して6

Dの発現を抑制し、その結果、細胞運動性を負に制御している可能性も考えられ、

YycF過剰発現による細胞の運動性への影響を調べた。

pRBYycFを導入した枯草菌細胞をLB寒天培地上で37℃で8時間培養した後、低濃度

0．3％アガロースを含む0．7％TBAB培地上に植菌した。37℃で9時間培養を行った後、

コロニーの広がりをpRB373を導入した野生株と比較した。その結果、YycF過剰発現
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株では、野生株に比べ顕著に細胞の運動性が低下していることがわかった（郎8・

A）。

YycF蛋白質過剰発現による細胞運動性の低下は、ComSの発現を介した6Dの不活

性によるものと予想されることから、5毎p遺伝子発現に対するYycF蛋白質過剰発現

の影響を調べた。まず、マクロアレイの結果を参照したが、5fgD遺伝子のシグナル

は検出されておらず、比較出来なかった○このため、東海大学の小倉光雄博士より

分与されたsjiD－］acオ融合株より染色体DNAを抽出し、そのDNAを用いて枯草菌168株

を形質転換し、NIS5015（SjiD－1acZ）を得た0このNIS5015株にpRBYycFを導入し、対

数増殖期の細胞内β一ガラクトシダーゼ活性を測定した（図38・B）0その結果、YycF

過剰発現株では、確かに毎p遺伝子の発現が20％以下に低下していることがわかっ

た。これより、YycFGによりComS蛋白質の発現が誘導され、6Dの抑制が起こり、

その結果、♂Dに依存した転写により促される鞭毛形成が低下すると考えられる。一

方で、YycFGによって転写が誘導される蝕占童伝子は、鞭毛構成成分の膜への輸送に

関与していると考えられる。細胞の運動性の低下は、♂Dの抑制により鞭毛構成成分

の発現が押さえられることにより起こったと予想される。細胞運動性において

YycFGが、なぜ正と負の両方の因子の発現に関与しているのかは不明である。

A

眠那価潮岬

！口重－－・＋i⊥
目

l■

＋＋††㌧∵∵∵

B

900∫fgβ一J∝Z

600

300

、一　l　■

168（PRBY匹り
NIS5015

（PRB373）

NIS5015

（PRBYycF）

図38．YycF過剰発現による細胞の運動性への影響

AYycF過剰発現株の細胞の運動性0・7％TBABプレート培地（0・3％7ガー）上に細胞をスポッ

トし、37℃、10時間培養した。

BsigDii伝子の発現プラスミドPRB373あるいはPRBYycFを導入したNIS5015株（SigE＞lacZ）
の対数増殖期［OD（600）＝0．4］の細胞のβ－ガラクトシターゼを測定した。測定は3回行いその平

均値と標準誤差を併せて示した。
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4．考察

4．1．刀忙FGは細胞増殖に必須な2成分制御系遺伝子である。

研究開始当初、センサー蛋白質とレギュレーター蛋白質からなる2成分制御系は

特定の環境応答に特化した細胞制御の機構であると考えられていた。このため、グ

ラム陽性の内胞子性梓菌である枯草菌に細胞増殖に必須である制御系Yyc印YycGが

存在することは非常に興味深い発見であった。近年、多くの細菌ゲノム配列の解読

がなされ、網羅的な遺伝子機能の解析が驚くべき早さで進められている。2成分制

御系に関しても同様であり、一つの細菌ゲノム上にコードされるすべての2成分制

御系遺伝子の破壊変異株を試みることで、細胞増殖に必須である2成分制御系がグ

ラム陽性陰性を問わず、普遍的に見られることが明らかになった。これまでに細胞

増殖に必須な2成分制御系が見いだされた細菌としては、グラム陰性細菌の有柄細

菌CbulobacteTCIt，SCentuS（Quon，etal・，1996）、根粒細菌Rhizoblummmoti（Oste，aS，et

al・，1995）、ピロリ菌HtllcobacteTAylod（Beier，D．＆Frank，R．2000）、グラム陽性細

菌の結核菌坤cobacteIiumtubeTCuIosjs（Zahrt，T．C．＆Dretic，V．2000）、そして

YycFGが保存されている6種グラム陽性細菌（BaclllusSubdljs，BacjlIushalodutans，

g呼坤OCOCCUgaUJ℃U5，月血観mcoccu5ねeca肋5頻々〆OCOCC日吉∂日代Ugおよび5坤わCOCCUg

卯eU〝】血∂e）が報告されている。しかし、現在でもその細胞制御の機構についてほ

とんどは未知のままである。その中で唯一α山0わ∂C妃rc佗5Ce乃加では、詳細な解析が

行われ、レギュレーター蛋白質CtrAが細胞周期の制御において、中心的な役割を

担っていることが明らかにされている（Shapiro＆Losick，1997；Domian，etal．，1997；

Laub，M・T・etal・，2000）。CtrAは、染色体DNAの複製開始を直接負に制御し、複製

の開始と終了に必要とされるDNAメテレース、分裂に必須なFtsZ、鞭毛形成因子

などをコードする遺伝子群の転写を直接正あるいは負に制御している（KellyA．J．

etal・，1998）。2つのセンサー蛋白質（CckA，DivL）がCtrAのリン酸化による活性型

に関与しており、さらにプロテアーゼによる分解により細胞内CtrAが量的に負の制

御を受ける。さらにCtrAを中心とした細胞周期制御には、もう一つの必須な2成分

制御系DivKJが関与している（Wu，J・etal．，1998）。CtrA温度感受性変異殊は非許

容温度で細胞周期制御が失われ、生菌数の増加が停止し、細胞分裂が阻害され伸長

した細胞が観察されるが（Quon，er∂い996）、〝C戸条件致死変異株の致死条件下

で観察されたような、急激な菌体濁度および生菌数の低下は起こらない。一方、

YycFGは、多分岐複製が起こる村数増殖期の細胞において、蝕AZの転写を介し細

胞の分裂を正に制御することが明らかになった。また、COm∫遺伝子の誘導を介し
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てJDの活性化を押さえ、鞭毛の形成等を負に制御している可能性が示された。こ

のことは、CtrA蛋白質がDNAの複製が起こらない遊走細胞にて、DNA複製とnsz遺

伝子の転写を負に、鞭毛形成の初期過程を正に制御するのとは対照的である。

また、既知の枯草菌2成分制御系との比較においてもその新規性は際立ってい

る。これまでの研究により、枯草菌では細胞が村数増殖を終了し、定常期に入ると

様々な2成分制御系によって細胞が生き残るための細胞制御がなされていることが

わかっている。すなわち、定常期の細胞では、胞子形成、形質転換能の獲得、鞭毛

運動、細胞外分泌酵素の生産、呼吸およびリン酸基の供給などが、2成分制御系に

よって制御されている。一方で、本研究で明らかになった〃′CfGオペロンの転写

は、対数増殖初期に誘導され、定常期には減衰する。この刀′CPGオペロンの転写時

期は細胞の増殖に必須であることと一致しており、既知の2成分制御系とは細胞機

能制御の時期が異なる。一方で、YycFGによって転写誘導されるstf＊ペロンのプロ

モーターには、枯草菌の形質転換能を制御するレギュレーター蛋白質ComAが結合

し、転写の誘導を行うことが報告されている（RoggianiM＆DubnauD．，1993）。ま

た、血オペロンの転写は、レギュレーター蛋白質SpoOAによって負に制御される

（0－ReillyM．，eraい994）。これらのことから、対数増殖期から定常期にかけて複

数の2成分制御系が状況に応じて絶え間なく細胞機能制御を行っていることが伺い

知ることができる。

4．2．ヵで〃Uおよび脚遺伝子の機能について

脚オペロンに含まれる〝C月〃および刀伏A遺伝子は、破壊可能であり、枯草菌

の増殖に必須でないことがわかった。しかしながら、これら4遺伝子が細胞の増殖

に関与していることを示すいくつかの結果が得られた。〝C間脚A遺伝子の破壊

株では、定常期に生菌数の低下が見られた。また、JγC〃が発現しないことにより、

染色体の位置の異変が観察された。YycJ蛋白質は、2成分制御系YycFGが保存され

ているグラム陽性細菌のすべてにおいて、高度に保存されている。興味深いことに

〝CJ遺伝子は、配列の相同性からは〝CfG旺〃遺伝子が見いだされない古細菌やグラ

ム陰性細菌の一部でも保存されている（Ruepp，A．，et．，al．2000；Stover，C．K．，et．，al．

2000）。また、カdが保存されているバクテリアの中で、グラム陽性細菌である

C乃ね叩γdね卯e日印血∂eおよびCわJ∂叩da舶C力oma由では、鮎離日同遺伝子とオペロン

構造を構成している（Kalman，S．etal．，1999；Stephens，R．S．etal．，1998）。ftsK遺伝子

は大腸菌でよく研究されてる細胞増殖に必須な遺伝子のひとつである。FtsK蛋白質

は、N末端側が細胞分裂因子として機能し、C末端側にはDNA結合ドメインを保

ち、染色体の位置決定と分離にも関与する（Begg，K．J．etal．，1995；Liu，G．etal．，
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図39．脚億伝子と周辺遺伝子の比較

数字はデータペース上の配列番号と一致している（http：／／mbgd．genorTRadjpn。

1998）。枯草菌では、鹿足の相同遺伝子である甲畑鱈が胞子形成期の染色体の移動

を担っている岬ath，J．，eta］．，2000）。枯草菌では、対数増殖期においてYycJはYycIと

相互作用し、染色体の位置決定や分離を担っている可能性も考えられる。

〝舶遺伝子は、〝C尺フォペロンとして対数増殖期に発現することに加えて、胞子

形成期に♂Fにより独自に発現することが明らかになった。おそらくセリンプロテ

アーゼとしてミスホールドした蛋白質の分解などの機能を持っていると予想される

が、耐熱性胞子形成への脚A遺伝子破壊の影響は見られなかった。ゲノム上に残り

2つのセリンプロテアーゼが存在することに着目し、多重破壊変異株を用いての解

析を行う必要がある。

4．3．YycFGは托sAZ遺伝子の転写誘導を介し細胞分裂を正に制御する

大腸菌では鮎Z遺伝子の転写は少なくとも6個のプロモーターによって制御されて

いることがわかっている。さらに、2つの転写因子（SdiA，RcsB）が允sZの転写調

節に関与している（Vicenteeta）．，1999）。一方、枯草菌のhsAZ遺伝子にはこれま

で、シグマ因子以外の転写制御因子は報告されていなかった。本研究により、2成

分制御系YycFGが対数増殖期の主なプロモーターである鮎AZPlプロモーターの制
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御を行っていることが明らかになった。このPlプロモーターの欠失によって、正常

な細胞分裂周期が失われ細胞の伸長が起こることから、YycFGは蝕AZ遺伝子の転

写制御を介して細胞分裂周期の正の制御因子として機能すると考えられる。

4．4，枯草菌fts左道伝子の機能とYycFG

蝕屈遺伝子は、その制御領域にYycF蛋白質が直接結合し、転写の誘導を受けるこ

とが明らかになった。蝕尼ズ遺伝子のコードする蛋白質は、ABCトランスポータと

考えられている大腸菌のFtsEX蛋白質高い相同性を示す（BernatChez，S．，etal．

2000）。大腸菌FtsEX蛋白質は、カリウムイオンポンプ蛋白質の細胞膜への局在に

必須な蛋白質であり、大腸菌蝕且r条件致死変異株は、非許容温度で極端な細胞伸

長を示すことから、FtsEXは細胞分裂に必須な因子の一つであると考えられている

（Ukai，H．etal．1998）。しかし、FtsE蛋白質の細胞分裂における機能については、

わかっていない。允癌Ⅸ遺伝子の破壊による細胞の伸長は、グラム陰性梓菌で鞭毛

を伴わない滑走性の細胞運動性をしめす昂∂yOわ∂C妃血〃り0加50血把でも報告されてい

る。さらにこの月ayoわac紐ガロmノ鵬那加∂eの滑走性細胞運動は丑戒ズ遺伝子の破壊によ

り失われる（Kempf，M．J．＆McBride，M．J．，2000）。淋病の病原菌として知られている

グラム陰性球菌の胸由5e血go乃Od】Oeaeでは、允戚宣伝子の破壊により不等割な細胞

分裂や隔壁合成阻害を引き起こす（Bematchez，S．，etal．2000）。本研究より、枯草

菌旭遺伝子の破壊は、大腸菌や月∂VOわac妃du可0血路α血eとは村照的に、細胞長の

減少を引き起こすことが明らかになった。また、枯草菌允戒X遺伝子破壊変異株

は、無塩条件下で野生株と変わらない生育を示すことからも、大腸菌鮎左方遺伝子

とは機能的に異なることがわかった。これは、枯草菌のカリウムイオンポンプ蛋白

質が、大腸菌FtsEXが輸送に関与するとされるカリウムイオンポンプ蛋白質とは相

同性示さないことと一致する。さらに、枯草菌乃戯遺伝子破壊変異株は細胞の運

動性が低下することがわかった。これらの結果から、枯草菌FtsEX蛋白質は、細胞

分裂、細胞壁合成および運動性などに関与する蛋白質の細胞膜への輸送を担ってい

る可能性が考えられる。

4．5．YycFGはcomぶ童伝子の転写誘導を介して5Dを不活化する

細胞の運動性を制御する6Dの活性は、アンチシグマ因子であるFliMやATP依存

性プロテアーゼCIpCを中心とするMecA－ComS－ComK蛋白質分解系によって制御さ

れている（Ogura，M・etal．，1999）。MecAはグラム陽性菌に広く保存されている蛋

白質で、枯草菌ではコンピテンス能形成の負の制御因子として働き、♂Dの活性化

を介し鞭毛の形成を正に制御する（Rashid，M．H．，eta］．，1996）。このため、MecA
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を失った細胞では、♂Dに依存したプロモーターの活性化が起こらず、細胞は運動

性を失う（Liu，J．＆Zuber，P．，1998）。MecAはN末端側がComSおよびComKに結合

し、C末端側がCIpCと結合能を示すが（Persuh，M・，etal・，1999）、ComSはこのCIpC－

MecA複合体に結合することで、MecAの分解を促す（Turgay，K．，etaI．，1998）。この

ComSは、YycFの過剰発現によって誘導されるstjオペロンのsTmB遺伝子内部にコー

ドされ、その転写は∬fオペロン上流の制御領域に存在するプロモータからの転写に

依存している（D－Souza，C．，1994）。YycFの過剰発現株では、細胞の運動性が低下

し、SなD遺伝子の転写も抑制されることから、YycFGはComSの発現制御を介して

細胞の運動性を負に制御していると考えられる。

6Dは細胞壁溶解酵素CwIB，CwIEの発現を誘導することが報告されている

（Rashid，M．H．etal．，1995；Rashid，M．H．etal．，1996；TokunagaT，etal．，1994）。これ

らの細胞壁溶解酵素は、嫌気条件や低温条件で細胞の溶解を引き起こす。YycFGは

♂Dの不活性化を介して、細胞壁溶解酵素の発現を負に制御していると予想される

ことから、タγC和が抑制された条件の急速な菌体濁度の低下は、♂Dによって誘導

される細胞壁溶解酵素CwIB，CwIEによって起こっているのかもしれない。

4．6．YycFGによる他の遺伝子の転写制御

YycFが正の転写制御因子として働くためには、♂因子との相互作用が必要である

と予想され、その相互作用のために転写開始点からの厳密な距離に認識配列が必要

であると予測される（MatsuyamaS・＆MizushimaS・，1987）。実際に、YycFの結合領

域は、YycFによって転写の誘導が確認された蝕AZPl，Tbsオペロン、STf＊ペロンの

転写開始点より上流－100～－34bp付近に限定されていた。この枯草菌血オペロン

は、大腸菌のリボースの取り込みに関与する遺伝子群と高い相同性を示すことか

ら、リボースの取り込みに関与する蛋白質をコードしていると考えられている

（0■Rei11y，M．，etal．，1994）。

Schumannらのグループにより、熱ショックにより誘導されるhpG遺伝子の転写制

御にYycFが関与するとの報告があり、坤（諦り御領域には本研究により予測された

YycF結合配列と同様の繰り返し配列が存在し、その一部がYycF蛋白質の結合に必

要であることが明らかにされた（図40；SaskaiVersteeg＆WolfgangSchumann，枯草菌

国際シンポジウム，立教大学，2001年1月）。熱ショック条件下でのYycFGの機能に

ついてはわかっていないが、転写開始点の前後にYycFの結合配列が存在することか

ら、筆者は、YycFGはhpG遺伝子の転写を負に制御し、熟ショックによりその制御

が失われ、転写の活性化が起こると考えている。また、転写の誘導については、他

の未知の転写因子によって起こると予想される。
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ATGAGAATGAGTGAGAAAAAGAGTGAAAA〔AAAT〔⊂AA〔TAATGTTAAAT

TTA〔ATATATATG〔AT〔TAT〔AAT〔TAA匝盃∈加TTGTCAT〔TTATGTG

忘愚ATG⊂届晶町［A⊂ATAATG訂彗評⊂GAT〔AAGA－1◎　　　　＋1

GTGG〔GAAAAAAGAGTTTAAAG〔AGAGT〔TAAA⊂G⊂TTG〔TGGATATGAT

VcllAIc！LysLysGluPheLysAloGluSerLysArgLeuLeuAspMe棚e

図40．わ申G遺伝子の制御領域

Schumannらが主張するYycFの結合に必要とされる領域を黒で示した。YycF蛋白質認識

配列と予想される繰り返し配列、TGAAAA－n（5－6）－TGAAAA、を矢印で示した。

マクロアレイの解析から、YycF過剰発現によってシグナル強度の増加が見られた

研d宣伝子は糖の取り込みに関与するABCトランスポーターと高い相同性を示す機

能未知蛋白質をコードしている。また、YycFの過剰発現によりdガA遺伝子とγ㍑G

遺伝子のシグナル強度が低下した。DdlAは、D－alanine：D－alanineligaseと高い相同性

を示し、ペプチドグリカンの前駆体であるUDP－N－aCetylmuramoyl－L－alanyl－D－

isoglutamyl－meSOJiaminopirnelyトD－alanyl－alanieの合成を行っていると考えられる（van

Heijenoort，J・，1996）。結核菌の類縁菌である恥垢菌MicobacteIjumsmqgmadsでは、

ddLA遺伝子の変異が致死性を示すことが報告されている（Belanger，A．E．，etal．，

2000）。この致死性は、庶糖や塩化ナトリウムの存在する浸透圧の高い条件では回

復することから、細胞壁の合成阻害によって引き起こされると考えられている。枯

草菌ゲノム上には、他にD－alanine：D－alanineligaseをコードする遺伝子は見いだされ

ていないことから、枯草菌d裏A遺伝子は、腫coわac血umm曙m∂血と同様にペプチ

ドグリカンの合成に必須であると想定される。2成分制御系YycFGによるddL4遺伝

子の負の発現制御が起こっているのであれば、YycFGが壁の合成にも関与している

可能性が考えられる。

4．7．YycFGの機能の全体像

2成分制御系YycFGは転写制御を介して細胞分裂、細胞の運動性を制御すること

が示唆され、マクロアレイの解析結果から、細胞壁合成、炭素源の取り込みなど対

数増殖期における幅広い転写制御に関わっている可能性も示された。しかしなが

ら、YycFGが細胞増殖に必須である説明には至らなかった。YycFGが転写制御を

行っていると予想される対数増殖期の細胞では、染色体DNAの複製や分配、細胞分

裂、細胞壁の合成、蛋白質の合成、転写およびエネルギーの生産などが連続して協

調的に起こっている0これらの細胞機能を担っている遺伝子の転写を調節するDNA

結合性の蛋白質が数多く存在する。このDNA結合性の蛋白質には、機能的に大きく
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2つグループに分類することが出来る。一つは、ある特定認識配列に結合し遺伝子

の調節を行う蛋白質であり、m制御蛋白質でグルコン酸解糖系卯オペロンの負

の制御因子GntRや、特定の環境シグナルに応答して遺伝子の発現を行う既知の2成

分制御系レギュレーター蛋白質も含まれる。もう一方は、DNA村数増殖期に必須な

遺伝子であるヒストン様蛋白質IiBsuや、村数増殖期の負の制御因子として知られ

るAbrBなどの配列の特異性が弱く非特異的にDNAに結合する蛋白質である。枯草

菌ではこの2つの蛋白質が、転写制御因子としても重要な役割を担っている

（Fernandez，S．＆Alonso，J．C．，1999；Strauch，M．A．，1993；Tapias，A．etal．，2000）。

そこで、YycFGもAbrBやHbsuと同様に、増殖に必須な特定遺伝子の発現を制御す

るのではなく、グローバルな転写制御因子として機能している可能性も、興味深い

モデ）L／として考えられる。今後、本研究で同定したYycFの結合配列に基づき、全ゲ

ノム上のYycFの結合部位を同定することでYycFGによる細胞機能制御の全容が明ら

かにされると考えられる。

それでは、YycF蛋白のリン酸化に必須であるセンサー蛋白質YycGは、どの様な

シグナルによって自己リン酸化し、レギュレーター蛋白質を活性化しているのだろ

うか？本研究においては、このYycGの関知するシグナルの同定に関する実験は

行っていないが、そのアミノ配列と他のグループの報告より、シグナルを推測する

ことが出来る。YycG蛋白質には2回の膜貫通領域と自己リン酸化に必要な386番目

のヒスチジン残基の間にPASドメインと呼ばれる領域が存在する（Lange，R．，etal．，

1999、図41．）。PASドメインとは、様々な細胞内信号伝達蛋白質に保存されてお

り、光、酸化還元電位、酸素、リガンドおよび細胞内エネルギーレベルなどを関知
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図41．枯草菌蛋白質のPASドメインのアミノ酸配列の比較　同一のアミノ酸配列を黒で、同じ極

性のアミノ酸配列を灰色で示した。アミノ酸配列の比較は、アミノ酸配列解析プログラム：

CLUSTALW（http：／／c（ustaJw・genOme・ad・jp／）により行った（Thompson，J．D．，etaL，1994）
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するドメインと考えられている（TaylorB．L．，etal．1999，TaylorB．L．＆ZhulinI．B．

1999）。これまでのところ、PASドメインに会合する4つの補因子（4－hydroxy－

cynnamoyl，hemeB，FAD，および2Fe－2S）が見つかっている（ZhulinI．B．et

al．，1997）。おそらくこれらの補因子に似た分子がYycGのPASドメインにも会合

し、直接のシグナルとして、あるいはシグナル感知の補助的な因子として機能する

と考えられる。YycG蛋白質は、嫌気条件で変化する細胞内外の因子を感知すると

予想されるセンサー蛋白質ResEと高い相同性を示し、さらに、ぶ呵坤〆OCOCCUぶaUJ℃U5

のJγCF温度感受性変異株は、致死条件下（41℃）でも、嫌気条件下においては細

胞の生育が部分的に回復することからも（PatricK．M．，1999）、好気条件下で存在

する酸素や酸化還元電位などを感知しているのではないかと予想される。
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