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オペ ロ ン プ ロ モ ーター
の塩 応答

Q 林奈々 絵，小野比 佐好，室岡義勝 〔阪 大院 ・工 ・応生 ）
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伝 子 の 解 析
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　好塩 性細 菌 Hatomercas 　eiortgata の 浸 透 圧 適合 溶 質 エ ク トイ ン は 2，4−
diaminobutyric　acid 　aminotransferase 〔ectB ）、2，4−diaminobutyric　a ⊂etyl −
t・unsferase （e・tA）、　 eCt ・i・ c　sy ・ th・ ・e （ectC ） の t｝種 の 酵 素反応に よ つ て 、
aspartic −fi−semialdehyde か ら生合成され 、こ れ ら遺伝子群 （ectABC ）はオ
ペ ロ ン を 成 して い る ．本 研 究 で は エ ク トイ ン オペ ロ ン の プ ロ モ

ーター領域
の 塩ス トレ ス に よ る 発 現 調節 を調 べ る こ と を 凵的 と した。こ の エ ク トイ ン

オ ベ ロ ン の 5
’

i二流 領 域 の種 々 の欠 失 断 片 と 、リポ
ー

ター遺伝子 で あ る コ

レ ス テ ロ
ー

ル オ キ シ ダ
ー

ゼ 遺 伝 子 を 連 絡 させ 、広 宿主 城 ペ ク タ ー
pBBRIMCS2 に 挿入 後、接 合伝達法を 用 い て H ．　t，torcgat（t　OUT30018 （RiF ）
に 導入 し、5

’
上流域の 塩 ス トレ ス に 対 す る発 現 特性 を 調 べ た ．塩 濃度 を

1．5％ か ら 1（肺 に シ フ トした 時の GhoA 活 性 を調べ た 結 果、プ ロ モ
ーター

領 域 が 2 個所 （上 流側 か ら順 に P1、　P2）存在 した 。　Pl は構成的に 発現す る
が 、プ ロ モ

ー
タ
ー

活性は 微弱 で あった cP2 は 塩 ス ト レ ス 応答型の プ ロ モ
ー

タ
ー

で あ る が 、P2 領 域 だ け で は 低 塩 ス トレ ス 下 で の 活性 が相 対 的 に 高く

なった。さらに 、P且を 含む 70bp 領 域 の 欠失 断片 の 解析 よ 0本領域 に は発
現抑 制機 構 が あ る と 考 え られ た．

　中等 度好 塩 性 細 菌 Halomena 〒etongata ，（）［JTseo18 は 広 範囲 の 塩 濃度

（NaGIO ．E 〜24 ％）環境 で 生 育
．
可能 で あるが、高塩濃度 下 にお い て も細胞

内塩 濃度 は低 い と見 なされ 、こ の 面1塩性獲得 に は Na ＋
排 出系 が 重 要 な 役 割

を担 っ て い る と考えられ る。そ こで 当研 究室 では H ．　etortgata の Nu ＋
排 出

系を 明 らか にす るた ab、H ．　elongata の ゲ ノム ライ ブ ラ リーよ り Na
＋
感受性

を相補す る遺伝 子群 の ク ロ
ー一

ニ ン グを行 い pBRS22 を ベ ク ターとす る ライ

ブ ラ リ
ーか ら 1 株 〔STF21 ）取得 し、今 凵 こ の 挿入 断 片の解析 を行 っ た。

　STF21 の 挿入 断片の 全塩基配列 を 決定 した 結果 、全長 716Sbp 中 に 6 つ

の ORF 〔上流側 より ORFI 〜6 と命名 ｝を見 出 し、そ れ らは オ ペ ロ ン を形

嘆して い ると考 え られ た。こ れ らは Psuedomona ∫ aeruyinosa の ゲ ノム プ ロ

ジ ェ ク トに よ り推定 され る 6 つ の 連続 した ORF と高い 相同 性を 示 し、同

様 な相 同性 を見 11
．
1し た他 種 生 物 の 遺 伝 子 情 報 よ り、ORFI （2814bp）、

C〕RF3 〔1509bp）は NADH 　dehydrogenaseを ，ORF2 （345bp）は 膜 貫通 タン

パ ク質 をコード して い る と予 想 された、　ORF ・d，ORF5 ，0RF6 は 機能不 明 で

あるが、ORF5 を除 く ORF は疎水
・1生ア ミ ノ酸含有率 が 高 く （60 〜70％）、

STF21 は これ ら を含む 6種 類 の 遺伝 子 産 物 の 複 合 体 と して 呼 吸 鎖 と連動 し

た タ イプ の Na ＋1H ＋
ア ンチ ボ

ー
タ
ー

を コ ードして い る可能性が 高い 。
　STF21 の細胞膜 よ り調 製 した 反転膜小 胞 を 用 い た キ ナ ク リ ン 蛍光消光法
に よ リア ル カ リ性 pH 域 （

〜9．O）で の Na ＋

〜H
＋

ア ン チポ ー
ト活性が確認

きれ た。
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【日的】生物 の 生 存に不 可欠な．元 素で ある リン は、自然環壇中で は しば しば

欠乏 する ．その た め か 、微 生物は リン を獲得す る た め の 手 段 を 永 い 進 化 の

過 程で 工 夫 して きた。Enterobactm・ctoacae は リン 酸 欠 乏 状態 に曝 され る と リ

ン 酸に 対 する 正 の 走化 性 を 誘 導 し、リン酸 の探 索 ・集 積応 答 を示 す ．こ の

リ ン 酸走化性 に は リン 酸特 異的膜 輸送系（Pst＞の 存在が 必須 で あ る こ とが示

されて い る が 、リン 酸 走化性 の 誘 導機構や リン酸 の 感 知機 構 は未 だ不 明 で

ある。本研 究で は ．リン 酸 走化性 を 支え る分 子 機 構 の解 明 す る こ とを 日的

として い る．本発 表で は 、リン 酸走化 性 を欠 失 した トラ ン ス ガ ゾ ン 変 異株
σ）取得 と解析 の 結果 に つ い て 報告 する。
【方法・結 果】研究の 対象 とし

．
〔 E、ctoacaor　IFOS320 株 を用 い た。Tni7．57KH

を用い て 作成 した トラ ン ス ポゾン 変異株約 2〔1〔〕〔X］株 に つ い て リン 酸 走 化性

を調 べ 、4 株 の リン 酸 走化性欠失株 を得 た．これ ら変異 株 はべ プ トン に は

止 常に 走化性 を示 す こ と か ら 、リン 酸 走化 性 に特 異 的 な変 異株 で あ る こ と

が 示 され 鵡 S〔｝uthern 解斫 を行った結果、4 株の うち 3 株は Pst　t．ベ ロ ン

の 変異株 で あ った．残 り 1株 の 変異 点を分析 した とこ ろ 、IFOSS20 株 が保

持 して い るプ ラ ス ミ ドpE（：01 に TnlB7KH が挿入 して い た 。親株 IFOSS20
株 の pECC｝1 キ ュア リン グ株 は リン 酸走化 性 を示 さな か った nま た 、pECOI
に カナ マイシ ン 耐性遺伝子 を挿 入 した

一
連の プ ラ ス ミ ドpECOLI

〜S を作
成 して キ ュア リン グ株 に 導入 し た と こ ろ、pECOI ．1 と pEGOI 、2 の 導入 に

よ ワリン 酸走化性 は復帰 し た。こ れ ら の こ とか ら、pECOI の約 O．7kb の領

域 は リン 酸走化性 に必須で ある こ とが示 され た ．現 在 こσ）領 域に 存在す る

遺伝 了に っ い て 解析 を進 め て い る。

【目的】枯 草菌 は栄養源 の 枯 渇により胞子形成 をす る。多糖脱ア セ チル 化酵
素 ホ モ ロ グ で あ る YbaN は 胞 T一形成 に影響す る こ とが 判 明 して い る （前年
度 報告）。今回、さらに 詳細な YbaN の 機能 の 解 明 を試 み た 。
【方法お よ び結果】｝

1δαN 破壊株 を用 い て胞子 形成 を させ た と こ ろ 、形 成 し

た胞 了
．
は 9：1 の 割 合で phase

−darkの 胞 子 （不 成 熟な 胞 子 ） と phase
．brighr

の 胞 子 （成熟胞子）が 存 在 した、．こ れ らの 胞子 を密度勾配 遠心 に か け た と

こ ろ 、phuse−dark の 胞 子 は phasc
−brightの 胞 子お よび 野 生 株 の 胞 子 と比

べ 、比 重が小 さか っ た。こ の こ と か ら胞 T一内の成分 に変 化 が 生 じ てい る と

予 測 し 、胞 丁
一
中に 多量に 蓄積する ジ ピ コ リン 酸 の量 を測 定 した．そ の 結果、

phase−dark の 胞子 で は全 くジ ピ ＝1J ン酸 が蓄積 して い ない こ とが 判明 し

た ．次に 、こ の 原 因を擽 る ため に よ り詳細 な実験 を試み た ．胞 子 の J 一ト

タ ン バ ク につ い て SDS −PAGE を行 っ た結果 、コ ートタ ンパ クは 存 在 す る も

の の 野生 株 と異 なるプ ロ フ ァ イル を示 した ．また 、この 胞 子 を走 査 型 プ ロ ー
ブ 顕微鏡 で 観察 し た とこ ろ 、野 生株 と は異 な り胞 子 が 潰れ た よ う な状態 で

あ っ た。こ れ らの こ とか らYbaN は 胞 了
．
の 構造 に多大な影響を 学 えて い る

と言 え る。YbaN は 多糖 （キ チ ン ）脱 ア セ チル 化酵素 ホモ ロ グで あ る の で 、
実 際 は胞 子 コ ル テ ッ クス で 機能 し て い る 可能性が考え られ る．現 在、胞 子

の 構成成分で ある コル テ ッ ク ス の 含有量を 測定 して い る。ま た 、YbaN の

局在、作用す る基質に つ い て 検討 して い る。
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