
Title 生体内ポリリン酸の遺伝子転写制御に関する研究

Author(s) 堤, 香織

Degree Grantor 北海道大学

Degree Name 博士(工学)

Dissertation Number 甲第5502号

Issue Date 2001-03-23

DOI https://doi.org/10.11501/3182333

Doc URL https://hdl.handle.net/2115/51500

Type doctoral thesis

File Information 000000399915.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP



自暉画i睡
N1，一．．一A一



圏L

’
し

　　　　　　　　　　学位論文題名

「生体内ポリリン酸の遺伝子転写制御に関する研究」

北海道大学大学院工学研究科　分子化学専攻

　生物機i能化学講座　生体高分子化学分野

堤　香織

票

雛一鷲騰 懇 　　　　　　　。霞
．　灘　灘灘if



　　ah．一e）”一一一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　目次

第1章　序論

1－1ポリリン酸について

　　1－1．1　はじめに

　　1－1－2　生体内におけるポリリン酸の局在

　　1－1－3　ポリリン酸の機能

1－2　ストレス応答性遺伝子について

　　1－2－1rpoS遺伝子について

　　1．2．2SOS応答について

1－3　本論文の研究目的

1－4参考文献

第2章　ηpoS遺伝子転写におけるポリリン酸の影響

2－1緒言

2－2実験方法

　　2－2－1使用した菌株及びプラスミド

　　2－2－2　使用した培地及び試薬

　　2－2－3　過酸化水素感受性試験

　　2－2－4β一galactosidase　assay法

　　2－2－5Starvationの条件

　　2－2－6exopoly（P）ase活性測定法

　　2－2－7その他の操作方法について

　　2－2－8装置

2－3結果及び考察

　　2－3－1過酸化水素感受性

　　2。3－2　kOtE遺伝子発現量への影響

灘

1
　
1
璽
且
　

1

　．灘
難灘



■臨一一一■一＿．＿＿＿

　　2－3－3ポリリン酸分解酵素高発現株におけるRpoSタンパク含量

　　2－3－4rpoS遺伝子発現量への影響

　　2－3－5rpoS遺伝子を過剰発現させた際のkOtE遺伝子発現量への影響

　　2－3－6GrowthによるrpoS遺伝子転写量の変化

　　2－3－7RpoS依存性遺伝子の転写への影響

　　2－3－8　ポリリン酸分解酵素高発現系の菌体への影響

2－4結言

2－5参考文献

第3章　SOS遺伝子群の発現におけるポリリン酸の影響

3－1緒言

3－2実験方法

　　3－2－1使用した菌株及びプラスミド

　　3－2－2　使用した培地及び試薬

　　3－2－3MMC感受性及びUV感受性試験法

　　3－2－4recA・mRNA量の定量法

　　3－2－5　菌体内ポリリン酸の定量法

　　3－2－6その他の操作方法について

　　3－2－7装置

3－3　結果及び考察

　　3－3－1MMC及びUV感受性試験：

　　3－3－2recA遺伝子転写に及ぼすポリリン酸の影響

　　3－3－3u〃zuDC遺伝子の転写に及ぼすポリリン酸の影響

　　3－3－4RecA活性化に及ぼすポリリン酸の影響

　　3－3－5　1exA欠損株におけるu〃zuDC転写誘導効率への影響

　　3－3－6　PPK発現によるrecA遺伝子転写誘導効率への影響…

　　3－3－7　ポリリン酸による大腸菌遺伝子転写制御の特異性についての検討

鑛醐 “灘灘難



111LL
　　mPt一「■L一一一一一一一一　一一一一

3－4結言　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　62

3－5　参考文献　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　64

第4章　ポリリン酸とRNA　polymeraseの相互作用とポリリン酸によるRNA　polymerase

の安定効果

4－1緒言

4－2実験方法

　　4－2－1使用した菌株及びプラスミド

　　4－2－2使用した培地及び試薬

　　4－2－3　タンパク安定効果試験

　　4－2－4鎖長約65のポリリン酸の調製法について

　　4．2．5exopoly（P）ase反応について

　　4。2－6Ge1－shift　assay法について

　　4－2－7Native－PAGE法について

　　4－2－8　菌体内ポリリン酸の定量法

　　4－2－9その他の操作方法について

4－3　結果と考察

　　4－3－1in・vitroにおけるポリリン酸とRNA　polymeraseの相互作用

　　4－3－2ポリリン酸によるRNA　polymeraseの安定効果

　　4－3－3∫η卿。におけるポリリン酸とRNA　polymeraseの相互作用の確認

4－4結言

4－5参考文献

第5章　総括



　　一tiS．．一v－L．

第1章　序論

1．1ポリリン酸について

1－1．1　はじめに

　ポリリン酸（inorganic　polyphosphate［poly（P）］はリン酸（Pi）が数個から数千個直

鎖状に高エネルギーリン酸結合した化合物である。自然界においては、バクテリア

などの原核生物から酵母のような真核生物、更にはほ乳類に至る様々な生物でその

存在が確認されている（Kornberg　1995；　Kornberg　1999；Kulaev　l　g7g；Kulaev　and

Vagabov　1983；　Wood　and　Clark　1988）　o

　　　o
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　　　　　　　　　　　　　Fig．1－1ポリリン酸の構造

　歴史的には、ポリリン酸は19世紀初頭に青色の塩基性色素にピンク色に染まる微

少な粒子として観察され、「volutin」と呼ばれていた（Meyer　l　904）。ポリリン酸が核

酸内に多く存在し、また、負電荷を帯びていることからしばらくの間は核酸と間違

えられることが多かったが、電子顕微鏡の精度の向上によりこの粒子が高い屈折率

を有する物質であり、また、電子銃照射下で消失するものであることが分かり「ポ

リリン酸」として同定された。これを契機に、その後多くのバクテリアでポリリン

酸の存在が確認されるようになった。1940年代に入ってからは生化学的にも着目さ

れ、「酸化的リン酸化の際、どのようにpiはADPと無水結合するのか」という問題

と関連づけられて議論されるようになった。更に、1990年代の大腸菌ポリリン酸リ

ン酸化酵素（P・lyph・sphate　kinase；　PPK）（Ahn　and　K・mberg　l990；Akiyama　et　a1・1992）

ポリリン酸分解酵素（exopolyphosphatase；PPX）（Ndyama　et　al．1993）の発見に伴い、

ポリリン酸の生理的な機能が着・目を浴びるようになった。近年では、ポリリン酸が

広く様々な生物に存在し、その生物内で様々な生物学的な役割を果たしていること

1
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が徐々に明らかになり、ポリリン酸が生物において非常に重要な役割を担っているこ

とが分かりはじめてきた。

Fig．1－2細胞内でgranule状に観察されるポリリン酸

1－1－2　生体内におけるポリリン酸の局在

　生体内におけるポリリン酸の局在は様々である。バクテリア細胞内においては膜、

細胞質ともに存在しているが、真核生物では核付近に最も多くのポリリン酸が存在し

ている。また、酵母においては液胞に大腸菌の100倍ものポリリン酸を蓄積してい

る。ほ乳類においても、あらゆる臓器に存在していることが分かっているが、特に活

動の活発な脳や心臓、また、胎児において多くのポリリン酸を蓄積していることが分

かっておりエネルギー貯蔵庫としてのポリリン酸の可能性が示唆されている。

1－1－3　ポリリン酸の機能

　近年徐々に明らかになってきたポリリン酸の機能を以下に記す。しかしながら、現

在分かっているポリリン酸の機能は、ポリリン酸の持つ多くの機能のうちの極一部で

ると考えられる。ポリリン酸の機能の多くは未だ未解明であり今後より多くの機能が

解明されていくものと思われる。

1－1－3－1ATP及びエネルギー供与体としての機能

　ポリリン酸の代謝には、ポリリン酸リン酸化酵素PPK（Ahn　et　al．1990；Akiyama　et

al．1992）、ポリリン酸分：解酵素PPX（Akiyama　et　al．1993）、poly（P）一AMP

phosphotransferase　（PAP）　（Bonting　et　al．　1991；　Kornberg　1995，　Shiba　et　al．　2000）．

2
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polyphosphate　glucoki　nase（Hsieh　et　a1．1993）、　endopolyphosphatase（PPN）などの様々

な酵素が関与している。PPKはATPを基質としたポリリン酸の重合反応（1式）を

触媒する。この反応は可逆的であり、合成されたポリリン酸（poly（P）n）はADP存

在下において分解しATPとポリリン酸（poly（P）n－1）となる。PAPはMyrococcus

xanthasの膜画分から単離され（Komberg　1995）、下記1－2式の様にポリリン酸と

AMPからADPを合成する反応を触媒する酵素である。また、　ADKは1－3式の様に

AD　PからATP及びAMPを合成する反応を触媒する。Myrococcors　xanthasではこの

PAPとADKの働きにより菌体内でのATPの再生を行っている（Komberg　1995）。ポ

リリン酸は上記の様にATPを生成する能力を有し（1－1式，1－2式，1－3式）、また、分

子内に豊富に高エネルギーリン酸結合を持つという構造から、ポリリン酸はATPの

貯蔵庫あるいはエネルギーの貯蔵庫として働いていると考えられている。また、細

胞内のATP濃度は5～10mMの間で一定に保たれていることから、ポリリン酸は

ATPの貯蔵庫として働きながら細胞内のATP濃度を一定に保っていると考えられ

る。

olv（P＞synthetic　reactt　iQp一；一RIIISL1zegptignti　on’PPK　reacti　on

　　　　　　　　　　　　く

P・ly（P）n－1＋ATP自P・ly（P）n＋ADP 1－1式

PAP　reaction

　　　　　　　　　ハア
poly（P）n＋AMP一一一一一一●レ　　poly（P）n－1＋ADP 1．2式

ADK　reaction

　　　　　ADK
2ADP　一　ATP＋AMP

1．3式

1－1－3－2　リン酸供与体としての機能

　多くのバクテリアでは、リン酸は代謝や成長に非常に重要な役割を果たしている。

ポリリン酸はリン酸が直鎖状に結合した化合物であることより、ポリリン酸は分子内

3
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に多量のリン酸を蓄積している。ポリリン酸はポリリン酸分解酵素や酸加水分解に

よって容易に分解しリン酸を放出することから、ポリリン酸は細胞内においてリン

酸貯蔵庫として働いていると考えられている。ポリリン酸を末端から分解するPPX

はEcoliやPseudomonas　aerugi’nosa、その他のバクテリアにおける主要なポリリン酸

分解酵素である（1－4式）。GpPA（guanosine　pentaphosphate　phosphohydrolase）は

PPPGpP（guanosine－5’一diphosphate－3’一triphosphate）をPPGpP（guanosine－5’一diphosphate－3’

diphosphate）に分解する酵素であるが（1－5式）・これもまたポリリン酸分解活性を持

つことが解っている（Keasling　et　al，1993）。PPNはSaccharomyces　cerevisiaeの液胞か

ら単離された酵素でポリリン酸を合成または分解する反応を触媒する酵素である

（Kumble　and　Korberg　l996，1－6式）。バクテリアではこれら酵素の働きによりポリリン

酸からリン酸を供給し、Pho　regulonと共に細胞内のリン酸濃度を程良く保っている

と考えられる。また、この様なリン酸貯蔵体としてのポリリン酸の機能は活性汚泥

の中の有害な有機リン酸の除去に役立っている。活性汚泥の中のバクテリアには汚

泥の中のリン酸をPPKの働きによりポリリン酸として蓄積する機能を有するものが

存在する。

po！ya）sigpo！ygmpeqptutRRpapt

　　　　　　　　　
poly（P）n　一一　poly（P）n－1＋ATP

olv（P）depolyme．mit　reaction　U A　reacti　on

1－4式

　　　　　　GppA
poly（P）　n　D　poly（P）　n－1　＋　ATP 1－5式

PΩ幽meric　reaction　I　PN　reactlon

　　　　　　　　
P・ly（P）・一P・ly（P）n－k＋P・ly（P）k 1－6式

1。1．3．3　カチオンキレ一刀ーとしての機能

　ポリリン酸はFig．1－1に示す様に負電荷を帯びた分子である。この構造から・ポリ

4
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リン酸は重金属イオンの強いキレーターとしての機能を有する。環境中に存在する

有害な重金属をポリリン酸がキレートして無害にしている可能性が考えられる（van

Veen・et・al．　1993；Archibald　and　Fridovich　1982）。また、多くの生体内代謝反応はMg2＋

やCa2・要求性であることから、ポリリン酸がこれらカチオン濃度を調節することに

より代謝反応を間接的に制御している可能性が考えられる。

1．1．3．4　アルカリイオンに対する緩衝剤としての機能

　酵母の様な真菌は液胞に多くのポリリン酸を蓄積している（Pick　and　Weiss　l991）。

細胞がアルカリpHにさらされるとアミンが液胞内に入りポリリン酸の加水分解に

よって放出されたプロトンがこれを中和すると考えられている。

1－1．3．5DNA取り込みのチャンネルとしての機能

　バクテリアにプラスミドを導入する際のコンピテント細胞の作製には広くカルシ

ウムセル法が用いられている。しかしながら、プラスミドが導入されるには高電荷

のDNA分子が細胞を取り囲んでいる脂質二重層を通過しなければならず、プラスミ

ドが導入される詳細な仕組みについては

未解明な点が多い。

　R．euschらはEcoli戸〆分からpoly（P）一

Ca2’　一poly－B－hydroxybutyrate複合体を単離

した（Reusch・et・al．1988）。この複合体は

外側にpoly－B－hydroxybutyrate（PHB）、内

側にポリリン酸、それらを結合する形で

Ca2’が存在するdouble。helix構造をとっ

ていると考えられている。コンピテント

セル中ではこの複合体の形成が増加し、

DNAが容易に膜内に侵入できるようにし

ていると思われる（Huang　and　Reusch

1995；　Castuma　et　al．　1995）o

（． 浮mg

（ttStlOofkg．．．．．A／tpoiy（p）

　　　　　　ぐ一●Ca2＋

　
＆
Y
。

B
＼
ぐ
勉
ぴ

囲
　
曳
食
－
Fig．1－3　poiy（P）一Ca2＋一PHB複合体のモデル図
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1－1－3－6　NDKとしてのPPKの機能

　Kurodaらは、　PPKの働きとしてADKとしての働きの他に、ポリリン酸とGDP

やその他のNDPsをNTPsに変i呈するnucleotide　diphosphate　kinase（NDK）としての

働きが有することをE　coliとPseudomonas　aeruginosaにおいて確認した（Kuroda　and

Komberg　1997，　Shiba　et　a1．2000）。反応基質の特異性はADP＞GDP＞UDP，CDPの順

である。これによって、ポリリン酸がヌクレオチド代謝に広く関わっていることが

示唆された。さらにPPKは、　PPPPGやPPGpPをポリリン酸と作用させることで

GDPに変換する能力を有すること、また、　PPPPGはPPXによって分解されてGTPと

Piにとなることなども彼らによって同時に確認された（Kuroda　and　Komberg　1997）。

1．1－3－7　ストレスに対する調節因子としての機能

　E．・coliにおけるPPPGpPとPPGpP（以下、両者を合わせて（P）PPGpPと記す・）はアミ

ノ酸飢餓等に対する緊縮応答因子としてよく知られている（Nystr6m　1998）。細胞が

アミノ酸飢餓に陥ると細胞内の（P）PPGpP濃度が急激に上昇し、この（P）PPGpPの蓄積

はいくつかのストレス応答遺伝子発現のシグナルとなる（Nystr6m　1998）。これに

よって発現する遺伝子はストレス環境下において生存するために必要なタンパク合

成に関与するものが多く、これらの遺伝子の発現によって細胞はアミノ酸飢餓状態

においても生きながらえることができる。飾pAは前述の通りPPPGpPをPPGpPに分

解する酵素であると同時にポリリン酸分解活性を有する（Keasling　1993）。近年の研

究により、アミノ酸飢餓において（p）ppGppが蓄積すると（p）ppGppがポリリン酸と競

合してPPXによるポリリン酸分解活性が低下し、これによって高濃度のポリリン酸

が蓄積することが明らかとなった（Kuroda　et　al．1997）。この効果は特にpppGppにお

いて強く観られたことからPPX活性が細胞内のpppGpp濃度によって制御されてい

る可能性が考えられている（Kuroda　et　al．1997）。これらのことから、各種緊縮応答

因子（Stringent　factor）と生体内ポリリン酸の関係が示唆された。

　　また、大腸菌ポリリン酸リン酸化酵素欠損株（ppk　mutant）では、　stati　onary　phase

で生き残っていく耐性が見られず、更には過酸化水素、浸透圧ショック、熱ショッ

クに対する耐性を欠く（Rao　and　Komberg　l996）。ppk変異株にみられる熱感受性の向

上は、菌体内にストレス応答遺伝子の一つであるRpoS（stat三〇nary　phaseに特異的に

6
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働くRNA　polymeraseシグマ因子の一つ）を高発現させることで回復したことから

（Rao　and　Komberg，　A．1996）、　ppk変異株における各種ストレス耐性低下にはRpoSが

関与しているものと考えられている。また、rpoS遺伝子の転写は緊縮応答因子であ

る（P）PPGpPの蓄積がシグナルとなっていることが知られていることから（Lange　et

al．1995；Gentry　et　al．1993）、ポリリン酸が緊縮応答因子の蓄積に影響を及ぼしている

可能性も考えられる（Ault－Rich6　et　al．1998）。これらのことから、ポリリン酸とスト

レス耐性の関連性が考えられている。

1－2　ストレス応答性遺伝子について

　バクテリアやその他多くの生物は、様々な環境に適応するための機能を有し、そ

れによって生物は劣悪な環境下においても生存することができ種を保存することが

できる。Bacillus、　Clostridium、　S碑ρ∫o醒ycθ5、　Myrococcusの様なバクテリアでは、強

靱な胞子を形成することにより各種環境ストレスから身を守っている。また、E．　coli

をはじめとする多くのバクテリアではstati　onary　phaseや栄養飢餓、酸素ラジカル、浸

透圧ショック、熱ショック、DNA損傷物質等の各種ストレス環境下にさらされる

と、それに応じて特異的な各種遺伝子を発現し、それらから身を守ることが分かっ

ている。前述しf」　rpoS遺伝子もその一つであり、　stationary　phaseやアミノ酸飢餓の

際に特異的に発現してそれらストレス環境下においても生存できる様に働いている。

また、SOS応答はDNAが損傷した際に働く救急応答でありここにも多くの遺伝子発

現が関与しておりrecA遺伝子はその最も重要な遺伝子の一つである。rpos遺伝子、

recA遺伝子は特に本論文において重要な遺伝子であるので以下にそれぞれについて

記述する。

1。2－1　rpoS遺伝子について

　RpoSはRNA　polymeraseのσサブユニットの一つであ’り、rpoS遺伝子によって産

出される（村松正実，1997；　Hennge－Aronis　1993）。通常遺伝子の発現はRNA

polymeraseσサブユニットの中でもσ70によって発現が制御されているが、　stationary

phaseやアミノ酸飢餓状態にさらされるとRpoS（♂8）が主として機能するようにな

り、ストレス環境下における生存に必要な各種遺伝子の発現を誘導する（Hennge一

7
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Aronis　l　993）。一方、　rpoSの遺伝子の発現はRelAまたはSpoTを介してできるPPGpP

濃度の増加がシグナルとなっているζとが分かっている（Nystr6m　1998）。（P）PPGpP

は緊縮応答を上流で制御しているシグナル分子である（Nystr6m　lg98）。

1－2－2　SOS応答について

　自然界にはUVやDNA損傷の原因となる多くの物質が存在し、大腸菌をはじめと

するほとんど全ての生物はその環境下で損傷したDNAを修復しながら生存してい

る。大腸菌におけるDNA修復には、　a）光修復、　b）除去修復、　c）組換え修復、　d）

SOS修復、　e）適応修復の5種類があり（野島博1996）、それぞれDNAの損傷具合や

重度によって臨機応変に機能している。SOS修復はDNAの損傷がシグナルとなって

緊急処置として働く修復機構で、umuDC遺伝子やrecA遺伝子などのSOS応答遺伝

子がここでは重要な役割を果たす（Walker　1984）。　SOS修復によるDNA修復機構は

エラー頻度が高いのが特徴である。大腸菌の緊急時に働くこの修復機構では複製の

正確さよりも細胞分裂を重要視することによって大腸菌を生存へと導き、種を保存

　　　　　　Phosphate　Starvation
　　　　　　Nitrogen　Starvation
　　　　　　（）Xkdati　ve　Starvation

　　　　　　Osmotic　Starvation
　　　　　　　　　　　わむむ　

　　　　　　　　ゐ

　　　　　　RNA　polymerase

，
rpoSe　RpoS　（03S
　　　　　寸

　　　　　cr38
　　　RiNA　polymerase

Osmotic　Stress　Oxi　dative　Stress

Sunival　genes　Survival　genes
Glycolysisgenes　Stasis　Survival　genes

Fig．1．4　RpoSによる遺伝子発現制御機構のモデル図
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しょうと働く。SOS応答とは、大腸菌がUVやDNA損傷物質にさらされたときに活

性化されたRecAタンパクがSOS　regulonのレプレッサーであるLexAタンパクを分

解し、それによってSOS　regulonの転写が誘導される一連の応答のことである。　SOS

応答は種の保存にとって非常に重要な救急応答機構であると言える。

1－3　本論文の研究目的

InaqCt?ｉ?VA≠狽?ｄ　 wDLI．ivag11！！sg！：Adema　e

　　　　NNX，，，h，

　　　　　の　　　　　　　　Activated
　　　　　　　　RecA

　　recA　一　le　A　十　uvrA　一　um　uC

D　l！O　ED　i　lla／

　　　　　　　　　　　A　　O

　Fig．1。5　大腸菌SOS　regulonの発現機構

前述の様に、ポリリン酸は種々の生理機能を有しているにも関わらず、その詳細

未解明なままである。本論文では、大腸菌におけるポリリン酸の機能の一つであ

ストレス応答に関係する遺伝子の発現制御に焦点をあて、そのメカニズムを明確

することを目的として研究を行った。

大腸菌ppk欠損株は過酸化水素や浸透圧ショック、熱ショックに対する耐性が低

することからポリリン酸がこれらストレス環境下での生育に重要な役割を果たし

いると考えられる（Crooke　et　a1．1994；Rao　and　Komberg　1996）。そこで本論文で

、ポリリン酸がストレス応答遺伝子の発現に何らかの影響を及ぼしている可能性

考え、ポリリン酸の遺伝子転写制御因子としての機能を解明することを試みた・

羅羅難購懸翻灘鍵懸難難i灘1灘醗 醐　　難魏　　　r雛懇．
　　　、選・巳



　lll　　　　そのために、ストレスとして栄養飢餓及びUV、マイトマイシンC（MM　C）を使用

し、それらに関係する遺伝子脚＆アθ薇等の発現を観察した。また、大腸菌〃ん欠

損株はその表原型が不安定であることから（Rao　and　Komberg　1996）、ストレスとポ

リリン酸の関係をより安定に観察する方法を構築した。

本論文におけるこれらの試みは今後ポリリン酸の遺伝子転写制御因子としての機

能を明らかにする上での足がかりとなるものである。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し{論文は5章から構成される。各章毎に研究を行うに至った背景及び研究の目的

を緒言としてまとめ、以下実験方法、結果、結言を記述した。

第1章では、序論としてポリリン酸の機能及びポリリン酸に関する既往の研究成

果について記述し、また本研究の目的を明らかにした。

第2章では、η：フ03遺伝子転写におけるポリリン酸の影響について観察した。

第3章では、SOS遺伝子群の転写におけるポリリン酸の影響について観察した。

第4章では、ポリリン酸とR．NA　polymeraseの相互作用の可能性について検討した。

第5章では、本研究で得られた成果を総括した。

Table　l．1本論文に関わる主なタンパク質及び遺伝子について

タンパク質　　遺伝子　　　　　　　　　　　　　　　　機能

PPK　　　　〃ん　　　　ポリリン酸リン酸化酵素

PPX　　　　ρρx　　　　ポリリン酸分解酵素

RpoS（♂8）　脚∫　　　RNA　polymeraseのサブユニットの一つ。　stationary　phaseやアミノ酸飢餓状態にお

いて発現する遺伝子の転写制御因子。

KatE　　　　肋慮　　　　過酸化水素分解酵素（HPII）

Fic　　　　愈　　　　　cAMPにより誘導されるmamentaion誘導タンパク質。遺伝子はσ38依存性。

RccA　　　　red　　　　SOS遺伝子群の一つ。活性化RecAはSOS遺伝子群のリプンッサータンパク質であ

るLe魚を特異的部位で切断して不活化する。

UmuD　　　ε4η1雇D　　　SOS遺伝子群の一つ。活性化UmuDはRecA、　UmuCとともにDNA　polymerase　HI

と複合体を形成し、損傷DNAの修復に貢献する。

UlnじC　　　：4〃川C　　　SOS遺伝子群の一つ。　RecA、　UmuDとともにDNA　polymerase　IHと複合体を形成

し、損傷DNAの修復に貢献する。

LexA　　　　1“d　　　　SOS遺伝子群の一つ。　SOS遺伝子群のリプレッサータンパク質。

LacZ　　　　1αcZ　　　　匹galactosidase，ラクトースをグルコースとガラクトースに分解する酵素。
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第2章　rpoS遺伝子の転写におけるポリリン酸の影響

2－1　緒言

　E．　coli　Pρk変異株は、過酸化水素、浸透圧ショック、熱ショックに対する耐性が大き

く減少することから、ポリリン酸とストレス耐性との関係が考えられてきた（Rao　and

Komberg　1996）。また、PPk変異株にみられる熱ショック耐性の低下は菌体内にrpoS遺

伝子を高発現させることで回復することから、ポリリン酸とストレス耐性の関係に

rpoSが関与している可能性が示唆されてきた（Rao　and　Komberg　l　996）・しかしながら・

ppk変異株の表現型は非常に不安定であり各種耐性試験：においても一週間程でwild　type

並にストレス耐性のあるsmall　colonyが現れてくるため（Rao　and　Komberg　1996）、大

腸菌ストレス耐性とポリリン酸の関係を解明することはこれまで困難であった。そこ

で、ppk変異株を使用せずに菌体内のポリリン酸濃度を減少させる方法として・大腸菌

菌体内にポリリン酸分解酵素を高発現させる方法を考えた。本章では、まずポリリン

酸分解酵素高発現系の構築を行った。酵母ポリリン酸分解酵素scPPX1は非常に活性が

高く、大腸菌の約40倍の比活性を持つことから（Wurst・et・al．1995）、ここでは大腸菌

菌体内への酵母ポリリン酸分解酵素の導入を試みた。本章では、ここで構築したポリ

リン酸分解酵素高発現系を利用して過酸化水素耐性試験：を行った。大腸菌カタラーゼ

にはKatG（HPIカタラーゼ）とKatE（HPIIカタラーゼ）の二つが存在する（Mulvey　et

al、1988）。　KatEは主としてstationary　phaseで作用し、　KatGは主としてlog　Phaseで作

用する。stationary　phaseで作用するKatEの発現は、　stationary　phaseに特異的な遺伝子

発現を制御しているRpoS（♂8）に依存している。また、　R．poSタンパクをコードする

rpoS遺伝子の発現は、緊縮応答因子である（P）ppGPPのシグナル的な濃度上昇に依存す

ることから（Nystr6m　1998）、過酸化水素耐性におけるポリリン酸の影響を明らかにす

るためにはこれらの因子に与える影響をそれぞれ観察する必要がある。本章ではそれ

らについても検討し、ポリリン酸と過酸化水素耐性の関係及びこれらに関わる遺伝子

発現との関連性を明らかにすることを目的として研究を行った。
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2－2　実験方法

2．2－1使用した菌株及びプラスミド

　本章で使用した大腸菌株及びプラスミドをTable・2－1に示した。　KTlOO8EL株はkOtE－

lacZ転写fusion遺伝子をゲノムに持つ大腸菌株であり東京大学田中寛助教授の御好意

により分与して戴いたものを使用した（Tanaka　et　al．1997）。rpoS－lacZ転写fUsion遺伝

子をゲノムに持つKTIOO8SL株は以下の様に構築した。rpoS遺伝子のpromoter領域1．4

kb　clal－dral断片をプラスミドpRS551（Simons　et　al．1987）に挿入してηpoS－lacZ転写

fusion遺伝子を作製し、これをλRS45に導入した後KTIOO8株へtransductionした

（Takayanagi　et　al．　1994）o

　酵母ポリリン酸分解酵素高発現プラスミドpTrcPPXIは、1484　bpのPPX1をコー

ドする遺伝子を含むBamHI断片をvector　pTrcHisB　（ilvitrogen）のmulticloning　siteに

導入したものである（Wurst　et　al．1995）。

　pLGPPXl及びpSUPPX1は以下の通り構築した。　PPXI遺伝子の全領域及び、　lacf

遺伝子、trc　promoterを含むpTrcPPX1の3．O　kb　Sphl－Bglll断片を、それぞれpLG339

及びpSU2719のSphl　一BamHZ（消化部位に挿入した・pLGHisB及びpSUHisBは、

pLGPPXl及びpSUPPX1からPPXノ遺伝子を含むBαmHI断片を欠損させたcontrol

vectorである。

　プラスミドpBS．1－poSはpT7のmulticloning　siteに組み込まれたη：70S（大阪大学牧野

耕三助教授の御好意により分与して戴いた）の全領域を．￥bal　一・Hindlll：で切り出し、

このDNA断片をpBluescriptll　SK（＋〉（Stratagene）のlac　promoterの下流・￥bal　一　HindHI

siteに挿入したものである。

　不活性なPPX1を合成するプラスミドpTrcDPPX　Iは以下の通り構築した。599～1299

領域の700　bp　Ba〃IM－FSpl　rPPX／DNA断片を調製した。　vector　pTrcHisB　（Invitrogen）

はEcoRJで消化した後にT4　DNA　polymeraseでbluntingし、再びBamHIで消化した。こ

れに先のDNA断片を挿入しpTrcDPPX1とした。このプラスミドが合成するDPPXlは、

PPXIのN末端232アミノ酸残基をコードしている。

2－2－2　使用した培地及び試薬

　通常の培養はLuria－Bertani（LB）培地（DIFCO）（Sambrook　et　al．1989）を使用した。
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M9最小培地（Sambrook　et　al．1989）は、　NH、C1未添加のものに16　mM　glucose、0．2

％casamino　acid、　l　mg／ml　thiamineを添加したものを使用した。　MOPS培地（Neidhardt

et　al．1974）は、16mM　glucoseと2．4　mM　K2HPO4を添加して使用した。

　DNA修飾操作にはTakara　Shuzo（Kyoto）またはNew　England　Biolabs．の試薬を用

いた。［32P］orthophosphate（［32P］Pi）はAmershamのものを使用した。　Polyethyleneimine－

cellulose薄層クロマトグラフィー（PEI－TLC）プラスチックプレートはMerckのもの

を使用した。抗RpoS抗血清は東京大学田中寛助教授の御好意により分与して戴いた

ものを使用した（Tanaka　et　al．1993）。

2－2－3　過酸化水素感受性試験：

　各大腸菌株をLB培地でover　night（0／N）培養し、1　mM　isopropyl　B－D－

thiogalactopyranoside（IPTG）を添加して更にlhr培養しポリリン酸分解酵素の発現を

誘導した。このstationary　phase　cultUreをwashした後0．15MNaClに懸濁して

OD6。。＝5．0となる様に揃えた。42　mM　H20、を添加し、25℃でincubationした。時間

分にサンプリング後直ちに0．15MNaClによって1σ1から1　O’7倍に希釈した。：LBプ

レートに播種し37℃で一晩incubationした後コロニー数をカウントし、処理時間O

minのものを100％として生存率を計算した。

2－2－4∬一galactosidase　assay法（Sambrook　et　al．1989）

　B－galactosidaseはラクトースをグルコースとガラクトースに加水分解する酵素で

あり、アリール及びアルキルーB・・D一ガラクトシドが基質となる。大腸菌ではlacZ遺

伝子にコードされており、単量体当たりの分子量は約116，450Daであり四量体で活

性を示す。目的遺伝子のプロモーターの下流にこのlacZ遺伝子を連結してB－galac－

tosidaseの発現量をその活性によって観察することで、間接的に目的遺伝子の転写

活性を確認することができる。本章の実験では以下の手順で操作を行った。

　assayに使用するサンプルは全てサンプリング後直ちに液体窒素で凍結し、一・80℃で

保存した。各サンプルの調製方法についてはその都度記載した。凍結保存したサンプ

ルは使用直前に解凍し、50　mM　2－mercaptoethanol、40　mM　NaH2Po、、60　mM　Na．H：PO、

、10mM　KCI、lmM　MgSO、を含むZ－bufferに10一　100　Pt1添加した。これにIO　！il　tolu一
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eneを添加してvortex・mixerで10sec撹拝し、37℃でtolueneが蒸発するまで振とうした。

toleneの蒸発後、28℃で4mg／ml　2－nitropheny1－B－D－galactopyranoside（ONPG）を添加

した。黄色に発色したところで1MNaCO3を添加して反応を停止し、420　nm及び550

nmの吸光度を測定した。　B－galactosidase活性を2－1式に基づいて計算した。

　　　　　　　A420　一　（　1．75　×A550
　　　　　　　　　　　　　　　　　　×　1000activity（Unit）＝wwtvxA600 2．1式

　A42。：420nmにおける吸光度（AB　S）

　A55。：550nmにおける吸光度（AB　S）

　A6。。：600nmにおける吸光度（AB　S）

　　　　　　　　T：反応時間（min）

V：反応に用いたサンプルの容量（ml）

2－2－5　Starvationの条件

　大腸菌のストレス応答遺伝子（rρoS、　kOtE）は大腸菌が栄養飢：餓状態になった際

に特異的に発現する遺伝子である（Stoker　et　al．1982；Chandler　1　gg　1；Akiyama　et　al．

1993）。本方法では、栄養培地であるLB液体培地で生育した菌を最小培地に移すこ

とによって人工的に窒素飢餓の状態をつくり、これらの遺伝子の発現を誘導した。

操作方法は以下の通りである。

　大腸菌をLBでlog　phase（OD6。。＝03）まで培養した。これを集菌後M9最小培地ま

たはMoPs最小培地でwashした後再び1／10量のM9最小培地またはMOPS最小培地

（本章実験方法参照）に懸濁して濃縮した。37℃で振とうし、各時間毎に菌液を採取

し直ちに0℃で保存若しくは液体窒素で凍結した。

2－2－6　exopoly（P）ase活性測定法

　各大腸菌lysateのexopoly（P）ase活性は以下の方法で測定した。それぞれの株をLB

培地でlog　phaseまで培養iし、　l　mM　rPTGを添加後3hr振とう培養した。集菌・洗浄

後20　mM　Tris－HCI（pH　7．5）に懸濁し氷上でsonicationした。15000　rpmで60　min遠心

し上清を得た。このlysateのexopoly（P）ase活性を測定した。それぞれのlysateまたは
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contro1として使用した37．8　unitsの精製Eco1／PPX1（Ahn　and　Komberg　1990）を

［32P］poly（P）と混合後20　mM　Tris－HCI（pH　7．5）・100　mM　NH4COOH・4mM　MgCl、条件

下37℃で30min処理し、［32P］poly（P）を［32P］Piに加水分解した（Wurst　l994）。反応液

を0．75MKH2PO、（pH　3．5）を展開溶媒とした薄層クロマトグラフィーで展開し

［32P］poly（P）と［32P］Piを分離した。展開したT：LCをイメージングプレート（rP）に露

光し、放射能をradio－image　analyzer（BAS2000，　FU∫IX）で処理することにより視覚化

した。

2－2－7　その他の操作方法について

　タンパク濃度はBIO－RAD　protein　assay　kitを用いたBradfbrd法により測定した

（Bradfbrd　l　976）。SDS－PAGE、　westem　blotting・各DNA操作に関してはMolecular

Cloning（Sambrook　et　al．1989）及び「バイオ実験　イラストレイテッド」（西方，中山

1997）を参考にした。

2－2－8　装置

分光光度計：HITACHI「U2001形ダブルビーム分光光度形」

Radio－image　analyzer　：　FUJIX　fBAS2000J

2－3　結果と考察

2－3－1　過酸化水素感受性

　大腸菌ppk変異株では、過酸化水素感受性が高くなることが分かっている（Crooke

eta1．1994）。そこでまず、Pρk変異株に見られるこの感受性の上昇がポリリン酸高発現

系においても観察されるか否かを確認した。本実験では、CSH7株及び、　NYOOI株、

UM　l　78株にそれぞれpTrcPPX　lまたはpTrcHi　sBを導入した株を使用し、過酸化水素感

受性試験は本章実験方法に示した方法で行った。その結果、大腸菌菌体内にポリリン

酸分解酵素を高発現させて菌体内のポリリン酸濃度を極度に低下させた場合（以下

P／）X！と記した。）、wild　typeでは約10倍の過酸化水素感受性の上昇が観察された（Fig．2－

lA）、特にkatG変異株においては、　PPXIにおける過酸化水素耐性がvectorプラスミド

の入ったcontro1と比較して約1000倍低下した（Fig．2－IB）。一方、　katE変異株では、wild
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typeとほぼ同程度の感受性の向上がみられた（Fig2－1C）。　kOtG変異株ではHPHカタ

ラーゼであるKatEのみが機能していることから、本実験により菌体内ポリリン酸が

KatEの活性若しくはKatEの安定性、若しくはkOtE遺伝子の発現に関与している可能

性が示唆された。

2－3－2　katE遺伝特発現量への影響

　次に、菌体内ポリリン酸濃度が極度に低い状態におけるkOtE遺伝子の転写量を観察

した。本実験では、kOtE．lacZ転写fUsion遺伝子をゲノムに持つKT　I　OO8EL株にpTrcPPX1

またはpTrc：HisBを導入し、これらをearly－log　Phaseまで培養した後に直ちにM9最小

培地で窒素飢餓状態にし、その際の転写誘導を各時間毎に観察した。転写量はB－galac－

tosidase　assayにより観察した。その結果、　vectorプラスミドを含む株では速やかにkOtE

遺伝子の転写が誘導されたのに対し、ポリリン酸分解酵素を高発現させた株PPXIでは

kOtE遺伝子の発現誘導が起こらず、5hr後の転写量がcontro1の約1／3程度に留まった

ことから、katE遺伝子の発現誘導にポリリン酸が必要であることが分かった（Fig．2－

2）。この結果より、Fig．2－1にみられたPPXIの過酸化水素感受性の向上は、　hatE遺伝

子の転写誘導効率の低下によるものであると予想された。

2．3。3　ポリリン酸分解酵素高発現株におけるRpoSタンパク含量

　kotE遺伝子の発現はRNA　polymeraseのσ因子の一つであるRposタンパク（σ38）

に依存している（Hennge－Aronis　l　993）。このことから次に、ポリリン酸がkOtE遺伝

子の転写をさらに上流で制御しているRpoS発現量に及ぼす影響を観察した。本実験

はFig．2－2と同様の株を用い、また、　Fig．2－2と同様の方法でサンプルを調製した。

発現量の観察には抗RpoS抗血清を用いたwestern　blottingを用い、発色はアルカリ

フォスファターゼを用いた発色反応を利用した。その結果、窒素飢餓状態にすると

controlでは時間経過とともに菌体内のRpoSタンパク含量が増加するのに対して、

P1ら￥ノではstarvation開始後4hrが経過してもRpoSタンパク含量の増加がほとんどみ

られなかった（Fig．2－3）。このことより、ポリリン酸がRpoSタンパクの安定化また

はrpos遺伝子の発現を転写レベルあるいは翻訳レベルで制御している可能性が示唆

された，
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2－3－4　rpo、∫遺伝子発現量への影響

　次に、ポリリン酸がη：70S遺伝子の発現を転写レベルで制御している可能性を考えて、

rpoS遺伝子の転写誘導を観察した。本実験では・KT　1008SL株を使用し・Fig・2。2と同

様の実験条件でM9最小培地によってstarvati　onをかけた。発現量はB－gal　actosidase　assay

により観察した。その結果、ポリリン酸分解酵素を菌体内に高発現させるとkOtE遺伝

子同様rρoS遺伝子の転写誘導も抑制され、　control　vectorを含む株の1／3程度となった

（Fig．2－4）。この結果より、Fig．　2－2にみられたkOtE遺伝子転写誘導効率の低下はrpoS

遺伝子の転写誘導が抑制されたことによる二次的なものである可能性が示唆された。

更にこれを確かめるために次に以下の実験を行った。

2－3－5　ηpoS遺伝子を過剰発現させた際のkatE遺伝子発現量への影響

　大腸菌菌体内にポリリン酸分解酵素を高発現させた際にみられるkOtE遺伝子転写誘

導効率の低下がrpoS遺伝子転写誘導効率が低下したことによる二次的なものである可

能性を確かめるために、菌体内にrρoS遺伝子を高発現させた際のkotE遺伝子の転写

量を観察した。本実験では、Fig．2－2で用いた株にそれぞれrpoS遺伝子高発現プラス

ミドpBS－rpoSを導入した株を使用した。転写量はB－galactosidase　assayにより観察した。

この状態では菌体内に充分量のRpoSタンパクが存在するため、　kotE遺伝子の転写が

ポリリン酸によって直接制御されているのであれば、RpoSタンパクの有無に関わらず

katE遺伝子の転写誘導抑制が起こるはずである。しかしながら、Fig．2－5に示すように、

大腸菌菌体内にrpoS遺伝子を高発現させることにより菌体内のRposタンパクを過剰

にした場合、恒常的なkolE遺伝子の転写誘導が観察された（Fig．2－5）。この結果より、

ポリリン酸分解酵素を高発現させた際にみられるkOtE遺伝子転写誘導の減少がrpoS遺

伝子の転写誘導効率が低下したことによる二次的なものであることが示された。

2－3－6GrowthによるrpoS遺伝子転写量の変化

　rpoS遺伝子はstationary　phaseに特異的に発現する遺伝子である・そこで・ポリリン

酸分解酵素高発現株におけるrpoS遺伝子転写量を各growth毎に観察した。転写量の変

化はB－galactosidase　assayにより観察した。本実験では・特にstarvationをかけることな
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くLB培地を用いて培養した。その結果をFig．2－6に示した。　P．PX1及びvector　control

を含む株のgrowthはほぼ同速度であるにも関わらず、両者におけるrpoS遺伝子の転写

量には大きな差があった。vector　controlを含む株においては12　hrの培養で約5倍に転

写量が増加しているのに対して、PPXIでは2倍弱の転写誘導効率の増加がみられたの

みであった。この結果より、stationary　phaseにおけるrpoS遺伝子の転写誘導は菌体内

におけるポリリン酸含量によって制御されている可能性が示唆された。

2－3－7RpoS依存性遺伝子の転写への影響

　これまでの結果により、stationary　phaseにおけるrpoS遺伝子の転写誘導が菌体内に

おけるポリリン酸含量によって制御されている可能性が示唆された。RpoSは各種スト

レス応答遺伝子の発現を制御している。菌体内ポリリン酸濃度の減少によるkOtE遺伝

子転写誘導効率の低下もrpoS遺伝子の転写誘導効率が低下したことによる二次的なも

のであった。よって次に、katE遺伝子以外のRpoS依存性遺伝子の転写への影響として

ガ。遺伝子の転写へ及ぼす影響を観察した。本実験では・KT　1008株にfic－lacZ　fusion遺

伝子を持つプラスミドpAL　1（Kawamukai　l　989）を導入したものに更にポリリン酸分

解酵素の高発現プラスミドpSUPPXI（Shiba　et　al．1997）またはcontrol　vectorプラスミ

ドpSUHisB（Shiba　et　al．1997）を導入した株を使用した・両株をlog　Phaseまで培養し

た後MOPS最小培地によってstarvationをかけた。その結果、菌体内にポリリン酸分解

酵素を高発現させると、fic遺伝子の転写量がcontrolと比較して恒常的に低下した（Fig．

2－7）。本実験により、ポリリン酸がkOtE遺伝子、ガ。遺伝子のみならず、その他のRpoS

依存性遺伝子の転写を制御している可能性が示唆された。

2－3－8　ポリリン酸分解酵素高発現系の菌体への影響

　最後に、本章で用いたポリリン酸分解酵素高発現系が菌体に及ぼす影響を観察した。

これまでの実験により、菌体内にポリリン酸分解酵素を高熱現させることによりrpos

遺伝子の転写誘導効率が低下することが示された。しかしながら、これが菌体内にポ

リリン酸分解酵素が高発現したことによるストレスに基づくものである可能性が考え

られるため以下の実験を行った。不活性なPPX1を合成するプラスミドpTrcDPPX1は、

PPXlのN末端232アミノ酸残基をコードしている（本章実験方法参照）。これを大腸
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菌KTIOO8Sしに導入し、　rρoS遺伝子の転写誘導を観察し、不活性なタンパクDPPXIの

高発現によってもηpoS遺伝子の転写誘導抑制がみられるか否かを確認した・発現タン

パク量はwestem　blotting、転写量の変化はB－galactosidase　assayにより観察した。また、

exopoly（P）ase活性は本章実験方法の通り測定した。その結果、　DPPX1はexopoly（p）ase

活性を示さず（Fig．　2－8）、且つPPXIと同レベルで発現しているにも関わらず（Fig．2－

9，lanes　2　and　lanes　4）、pTrcDPPX1導入株ではcontrol　vector導入株とほぼ同程度のrpoS

遺伝子の転写誘導が観察された（Fig．2－10）。また、この時pTrcPPXI導入株ではFig．

2．4同様転写誘導はほとんどみられなかった。この結果より、菌体内での酵素の高発現

自体がrpos遺伝子の転写誘導効率に影響を及ぼしている可能性を否定することができ

た。
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Fig．　2－2　Expression　of　the　katE－lacZ　transcriptional　fusion　by　B－galactosidase

activity．　KTIOO8EL　cells　harboring　either　plasmids　with　the　PPXI　gene

（pTrcPPXI）　or　the　control　vector　（pTrcHisB）　were　starved　in　a　M9　minimal

medium．
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Fig．　2－3　Levels　of　RpoS　in　KT　I　OO8EL　cells　harboring　either　plasmids　with　the

PPXI　gene　or　the　control　vector　during　starvation．　KT　I　OO8EL　cells　harboring

either　plasmids　with　the　PPXI　gene　（pTrcPPX　1）　or　the　control　vector　（pTrcHisB）

were　starved　in　a　M9　minimal　medium．　Proteins　were　subj　ected　to　western

blotting　with　anti－RpoS　antiserum　and　visualized　with　an　alkaline　phosphatase－

conjugated　second　antibody．
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Fig．　2－4　Expression　of　the　rpoS－lacZ　transcriptional　fusion　by　B－

galactosidase　activity．　KTIOO8SL　cells　harboring　either　plasmids　with

the　P1）X／gene（pTrcPPXI）or　the　control　vector（pTrcHisB）were

starved　in　a　M9　minimal　medium．
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Fig．　2－5　Expression　of　the　rpoS－lacZ　transcriptional　fusion　in　RpoS

overproducing　cells　by　B－galactosidase　activity．　KTIOO8SL　cells

harboring　either　plasmids　with　the　PPXI　gene　（pSUPPXI）　or　the

control　vector　（pSUHisB）　were　transformed　again　with　pBS－rpoS

（carrying　the　rpoS　gene）．　Cells　were　starved　in　a　MOPS　minimal

medium．
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Fig．　2－6　Expression　of　the　rpoS－lacZ　transcriptional　fusion　by　B－

galactosidase　activity．　KTIOO8SL　cells　harbored　either　plasmids　with

the　1）PX／gene（pTrcPPXl）or　the　control　vector（pTrcHi　sB）・Expres－

sion　of　the　rpoS－lacZ　fusion　was　tested　during　growth　in　LB．
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Fig．　2－7　Expression　of　the．fic一一lacZ　transcriptional　fusion　by　B－

galactosidase　activity．　KTIOO8　cells　harboring　either　plasmids　with　the

PPXI　gene　（pSUPPX1）　or　the　control　vector　（pSUHisB）　were　trans－

formed　again　with　pNl　（caaying　thefic－lacZtranscriptional　fusion

gene）．　Cells　were　starved　in　a　MOPS　minimal　medium．
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Fig．　2－8　Poly（P）ase　activity　ofDPPXI．　KT　I　OO8SL　cells　harboring　the

indicated　plasmids　were　cultured　to　mid－logarithmic　phase　in　the　presence　of

lmM　IPTG　at　37℃　．　Cells　were　harvested　by　centrifugation　and　sonicated，

then　centrifuged　again．　The　resultant　supernatant　（crude　extract）　was　col－

lected，　artd　the　protein　concentration　was　measured　using　a　B　IO－RAD　protein

assay　kit　（BIO－Rad）．　Aliquots　of　the　crude　extracts　containing　1．9　pg　of

protein　were　incubated　with　［32P］poly（P）　at　370C　for　30　min．　After　the　reac－

tion　［32P］Pi　and　［32P］poly（P）　were　separated　by　PEI－TLC　plates．　Lane　1，

［32P］poly（P）　standard；　lane　2，　reaction　containing　purified　scPPX　I；　lane　3，

reaction　containing　KT　I　OO8SL／　pTrcHisB　cell　lysate；　lane　4，　reaction　con－

taining　pTrcPPX　I／KT　I　OO8SL／cell　lysate；　lane　5，　reaction　containing

pTrcDPPX　1／KT　I　OO8SL　cell　lysate．
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Fig．2－9　Expression　level　ofPPXI　and　DPPXI．　KT　I　OO8SL　cells　harbor－

ing　the　indicated　plasmids　were　cultured　to　mid－logarithmic　phase　in　the

presence　of　l　mM　IPTG　at　37℃．　Aliquots　of　the　crude　extracts　containing

8．5　pg　ofprotein　were　separated　by　12．50／o　SDS－PAGE　and　the　proteins

were　visualized　by　Western　blotting　with　the　alkaline　phosphatase　conjugate

Ni－NTA　for　detection　of　6　×　His－tagged　proteins．　Lane　1，　purified　PPX　I；

lane　2，　pTrcDPPX　I／KT　I　OO8　extract；　lane　3，　pTrcHisB／KT　I　OO8　extract；　lane

4，　pTrcPPX　1／KT　l　OO8　extract．
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Fig．2－10　Effect　of　overproduction　ofD／）PX／onηワoS　expression・

KTIOO8SL　cells　harboring　the　indicated　plasmids　were　cultured　to

mid－logarithmic　phase　in　the　presence　of　1　mM　IPTG　at　37℃　．　rpoS－

lacZ　expression　was　monitored　in　KTIOO8　cells　harboring　the　follow－

ing　plasmidsi　pTrcPPXI　（closed　circular　symbols），　pTrcHisB　（open

circular　symbols），　and　pTrcDPPXI（open　square　symbols）．
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2－4　結言

　本章では、大腸菌におけるポリリン酸とストレス耐性の関係をより安定に観察する

ために大腸菌菌体内に活性の高い酵母ポリリン酸分解酵素をプラスミドによって高発

現させることにより菌体内のポリリン酸濃度を極度に低下させる方法を試みた。その

結果、ppk変異株の場合と同様にポリリン酸分解酵素高発現株では過酸化水素に対する

耐性が大きく減少した。この感受性の向上はkOtG遺伝子欠損株において顕著にみられ、

kOtE遺伝子欠損株と比較して生存率が1／100に低下した（Fig．2－1）。この結果より、ポ

リリン酸は主にカタラーゼHP　IIをコードするkOtE遺伝子の制御範囲に影響を及ぼして

いると考えられた。hatE遺伝子の発現を観察したところ、菌体内ポリリン酸濃度の低

下によってkatE遺伝子の転写誘導効率が低下していることが分かった（Fig．2－2）。kOtE

遺伝子の転写はRNA　polymeraseのサブユニットの一つであるRpoS（♂8）に依存する

ことから、栄養飢餓状態におけるRpoSの発現についても観察した。その結果、菌体内

ポリリン酸濃度の低下によってRpoSタンパクの発現量が低下した（Fig．2－3）。その際、

RpoSの発現は転写レベルで低下していた（Fig2－4）。菌体内ポリリン酸濃度の低下に

よるkotE遺伝子転写誘導効率の低下は、rpoS遺伝子の転写誘導効率の低下による二次

的なものである可能性が示唆された。またこの可能性は、大腸菌菌体内にプラスミド

によりrpoS遺伝子を過剰発現させるとhatE遺伝子の発現が恒常的となり（Fig・2－5）・

control　vectorを含む株とPPXl高発現株との間に発現の差がなくなることによっても

裏付けられた。rpoS遺伝子はリン酸、アミノ酸、窒素飢餓の際・あるいはstatiOnary

phaseなどの緊縮状態において蓄積する緊縮応答因子・グアノシンヌクレオチド

（PPPGpP及びPPGpP）の存在がシグナルとなって発現する（Lange　et　al．1995；Gentry　et

al．1995）。そのため、ポリリン酸分解酵素高発現株におけるrρoS遺伝子転写誘導効率

の低下が、（P）ppGPPの蓄積が阻害されたことに起因する可能性も考えられる・しかし

ながら、本研究室における研究において、ポリリン酸分解酵素高発現株における菌体

内（P）PPGpP濃度に差がみられなかったことからその可能性は否定された（Shiba　et　al・

1997）。また、cAMP濃度の上昇もみられなかった（Shiba　et　al．1997）。ポリリン酸分

解酵素高発現株の菌体内でrpoS遺伝子を高楼現させると、過酸化水素に対する耐性が

回復した，この結果より、大腸菌菌体内にポリリン酸分解酵素を高発現させた際、あ

るいはE．　coli　ppk変異株にみられる過酸化水素耐性の低下は菌体内ポリリン酸濃度が低
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下したことによるrpoS遺伝子転写効率の低下によるものである可能性が示唆された。

ポリリン酸は直接的にrpoS遺伝子の転写を制御していると同時に、　stati　onary　phaseに

特異的に発現するRpoS依存性の遺伝子の発現をも間接的に制御していると考えられ

た。hatE遺伝子以外のRpoS依存性遺伝子としてガ。遺伝子の転写への影響を観察した

ところ、ポリリン酸分解酵素高発現株ではか0遺伝子転写量が垣常的に低下した（Fig．

2－7）o

　菌体内へ酵素を高発現することがrpoS遺伝子の転写誘導効率へ影響を及ぼしている

可能性を考え、ポリリン酸分解酵素活性を持たないDPPX1を菌体内に高発現させた際

のrpoS遺伝子の転写誘導を観察した。その結果、　controlと同レベルでrpoS遺伝子の発

現が誘導されていたことから、ポリリン酸分解酵素高発現株にみられるrpoS遺伝子転

写誘導効率の低下が確かにポリリン酸の影響であることを確認することができた。

　本章により、ポリリン酸と大腸菌の過酸化水素耐性獲得の関係を明らかにすること

ができた。また、ポリリン酸によるηpoS遺伝子の転写制御因子としての働きを示すこ

とができた。
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第3章　SOS遺伝子群の発現におけるポリリン酸の影響

3－1　緒言

　前章では、ppk欠損株が過酸化水素、浸透圧ショック、熱ショックに対して高感

受性となることに着目し（Rao　and　Komberg　1996）、ポリリン酸と大腸菌ストレス耐

性の関係を考察してきた。その結果、菌体内にポリリン酸リン酸化酵素を高発現さ

せることにより菌体内のポリリン酸濃度を低下させると、ストレス応答遺伝子の一

つであるrpos遺伝子の転写誘導効率が低下することが確認された。またこの際・緊

縮応答因子（P）PPGpP濃度への影響は観察されなかったことから（Shiba　et　al　1997）、

ポリリン酸がストレス応答遺伝子の転写を制御している可能性が示唆された。

　本章では、ポリリン酸がrpos遺伝子以外のストレス応答遺伝子の転写制御因子と

しても働いている可能性を考え、SOS遺伝子群の転写への影響に着目した。　SOS遺

伝子群はUVやDNA損傷試薬によってDNAが損傷した際に発現する遺伝子群であ

り（Walker　l　g84）、　umuDC及びrecA遺伝子はその中の代表的な遺伝子の一つである。

特に、recA遺伝子産物であるRecAの活性型はSOS遺伝子群のレプレッサーである

LexAを野鴨する働きを有することからrecA遺伝子はSOS遺伝子群の中でも特に重

要な遺伝子ある。本章では、DNA損傷試薬であるmitomycin　C（MMC）及びUVで

大腸菌を処理し、その際の生存率をポリリン酸分解酵素高発現株（PPX1）及び

control　vectorを含む株の両者で比較した。また、ポリリン酸がSOS遺伝子群の転写

誘導効率へ及ぼす影響を観察するために、recA遺伝子及びu〃iuDC遺伝子の転写量を

B－galactosidase　assay及びRT－PCR法により観察した。また・菌体内へのポリリン酸リ

ン酸化酵素の発現誘導がrecA遺伝子の転写誘導へ及ぼす影響についても検討した。

更に本章では、ポリリン酸がストレス応答遺伝子のみならず全ての遺伝子の転写に

関与している可能性を考え、10cZ遺伝子転写誘導に対するポリリン酸の影響につい

ても検討した。

　本章では、ポリリン酸によるSOS応答遺伝子群及びlacZ遺伝子の転写制御に関し

て観察することでポリリン酸による遺伝子転写制御の特異性を検討することを目的

として研究を行った。
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3－2　実験方法

3－2－1使用した菌株及びプラスミド

　本章で使用した大腸菌株をTable・3－1に、使用したプラスミドをTable　3－2に示した。

　KTIO71株はGW2730の1exA：：Tn5をKTIOO8株にtransductionすることにより作製し

た。

　pRSRecAは以下の通り構i築した。プラスミドpTM2（H：orii　et　al．1980）0．1μ9を鋳

型としてE．　coli　recA　promoter領域一179～109（Sancar　et　al．1980）をPCR法（94℃fbr

45sec，　at　58℃for・30・sec，　and　at　72℃fbr　90　sec）により増幅した。増幅プライマーには

PO（5’　・一　AAGAATTCGTCGGCACCGTCTGGTTTGC－3’）及びP1（5L

AAGGATCCGTTTCTCAATCTGGCCCAGT－3’）を使用した。増幅DNA断片をEcoRI及

びBamHIで消化しpRS551（Simons　et　al．1987）のEcoRI－BamHI消化部位に導入した。

　プラスミドpMWPPKは以下の通り構築した。プラスミドpTrcPPK（Ishige　et　a1．1998）

をSph　Iで消化し、得られたE．　coli　PPk断片をプラスミドpMWI　l　9（Bemardi　and　Bemardi

1984）Sph　I消化部位に挿入した。

3－2－2　使用した培地及び試薬

　通常の培養はLuria．Bertani（LB）培地（DIFCO）（Sambrook　et　al．1989）を使用し

た。Davis最小buffer（Kato　et　al．1980）は40　mM　K2H：PO4、15mM　KH：2PO4、75　mM

（NH4）2SO4、2mM　Na－citrate、0．8　mM　MgSO4を添加したものを使用した。　MOPS最小

培地（Sambrook　et　al．1989）は、20　mM　glucose、1mM　K2HPO4、0．1％casarnino　acid

を添加したものを使用した。抗UmuD血清は大阪大学岩崎氏の御好意により分与して

戴いたものを使用した。DNAの修飾酵素はTakara　Shuzo（Kyoto）の試薬を使用した。

3－2－3　MMC感受性及びUV感受性試験法

　MMC感受性試験：は以下の通り行った。　LB培地でearly－10g　Phaseまで培養した大

腸菌株に0．2μ9／m1　MMC及びlmM　IPTGを添加し、その後更に37℃で1　hr振とう

培養iした。集菌後Davis最小bufferでwashし、その後再びDavis最小bufferに懸濁

した。各濃度のMMCを添加し4℃でincubationした。各時間毎にサンプリング後直

ちに0．15MNaClによってIO－iから10・7倍に希釈した。希釈した菌液をLBプレート
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に播種した。37℃で一晩incubationした後コロニー数をカウントし、処理時間Omin

のものを100％として生存率を計算した。

　UV感受性試験は以下の通り行った。　LB培地でearly－109　Phaseまで培養した大腸菌

株を0．15MNaClによって約2×104　cells／mlとなるように希釈してLBプレートにi播

種した。これにクリーンベンチのUV灯を各時間照射した後37℃で24　hr　incubation

した。生じたコロニー数をカウントし、処理時間Ominのものを100％として生存率

を計算した。

3－2－4　recA　mR：NA量の定量法

　RT－PCRは以下の通り行った。各サンプルのTotal　RNAをPromega　SV　Total　RNA

Isolation　System（promega）により調製した。逆転写反応は「逆転一発」（TOYOBO）

を用いて60℃で60min行った。　recA遺伝子のpromoter領域93　bpの増幅には、　PRE　1

（5，一AACTGCAGCCGGTATTACCCGGCA－3’）及びPRE2（5’一AAGGATCCGTTTCTCAA

TCTGGCCCAGT－3）の二つの特異的プライマーを使用した。　PCR法による増幅は94

℃×60sec－56℃×90　secの条件で行い、10、15、20、25サイクル毎にサンプリン

グした。内分標準としては16S　rRNAを使用し、二つの特異的プライマーPRN1（51－

GCCTCTTGCCATCGGATGTG－3’）及びPRN2（5’一CTTCGCCACCGGTATTCCTC－3’）

はrecA遺伝子増幅用と同一反応液に混合した。増幅したDNAは6％ポリアクリル

アミドゲルで電気泳動した後画像解析ソフト（NIH　image）によって増幅DNA濃度

を定量化した。recA・mRNA量は16S　rRNA基準とした相対値として計算した。

3－2。5　菌体内ポリリン酸の定量法

　Early－log　phaseまでLB培地で培養した大腸菌をMOPS最小培地（Sambrook　et　al

1989）に培地交換し、その際に7．4×107　Bqの［32P］orthophosphateを添加し37℃で1

hr振とう培養した。　l　mM　IPTG及び2μ9／ml　MMCを添加することでPPX1及びSOS

応答遺伝子群の発現を誘導した。時間毎に採取して集菌した。菌体内ポリリン酸は

Glassmilk（BIOIOI）を使用して調製した　（Ault－Rich6　et　al．1998）。調製したポリリ

ン酸は精製された37．8・unitsのPPXI（Wurst　and　Kornberg　1994）で処理することによ

りPiに分解し、ポリリン酸であることを薄層クロマトグラフィーにより確認した。
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PPX1による処理条件及び薄層クロマトグラフィーの展開及び検出条件は第2章実験

方法と同様の方法で行った。

3－2－6　その他の操作方法について

　タンパク濃度はBIO－RAD　protein　assay　kitを用いたBradfbrd法により測定した

（Bradfbrd　l　g76）。B－galactosidase　assay法は第2章実験方法に記した方法で行った。

SDS－PAGE、　western　blotting、　DNA操作に関してはMolecular　Cloning（Sambrook・et・al．

1989）及び「バイオ実験　イラストレイテッド」（西方，中山1997）を参考にした。

3－2－7　装置

分光光度計：HITACHI「U2001形ダブルビーム分光光度形」

PCR装置：PE　ApPleid　Biosystems「GeneAmp　PCR　System　9700」

Radio－image　analyzer　：　FUJIX　［BAS2000］

3－3　結果及び考察

3－3。1　MMC及びUV感受性試」験

　大腸菌MMC耐性及びUV耐性に対するポリリン酸の影響を観察した。本章におい

ても、菌体内のポリリン酸濃度を低下させる方法として菌体内にポリリン酸分解酵

素PPX　Iを高発現させる方法を用いた。大腸菌KTIOO8株にプラスミドpLGPPXIま

たはcontrol　vector　pLGHisBを導入し、このMMC及びUV感受性を観察した。両感

受性試験は実験方法に記載した方法により行った。その結果、MMC未処理のサンプ

ルではほとんど生存率は変化しなかったにも関わらず、5μ9／ml　MMC処理後のPPX1

における生存率は30minでvector　controlの約1／40倍となった（Fig．3－IA）。また、

UV感受性についても同様にPPXIにおける生存率がcontrolと比較して減少したこと

から（Fig．3－IB）、本実験により菌体内のポリリン酸の濃度が低下するとMMCまた

はUVに対する耐性が低下することがわかった。

　次に、この結果が確かに菌体内ポリリン酸濃度の低下によるものであることを確

認するために、ポリリン酸分解酵素高発現株に更にプラスミドpTrcPPKを導入する

ことによって菌体内にポリリン酸リン酸化酵素を高発現させた際のMMC及びUV感
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受性について観察した。その結果、菌体内にポリリン酸分解酵素を高発現させるこ

とで減少したMMC及びUVに対する耐性が、ポリリン酸リン酸化酵素を高発現させ

ることによって回復していることを確認することができた（Table　3－3）。特に、　UV

感受性に関してはポリリン酸リン酸化酵素の高発現によって生存率がほぼ100％に

まで回復した。この結果より、MMC及びUVに対する耐性獲得にポリリン酸が重要

な役割を果たしていることが示唆された。

3－3－2　recA遺伝子転写に及ぼすポリリン酸の影響

　前章においてポリリン酸がrpos遺伝子の転写を制御している可能性が示唆された

（Shiba　et　a1．1997）。また、　Fig．3－1A及びFig．3－IB、　Table　3－3によってポリリン酸と

MMC及びUV耐性の関係が示唆された。これらの結果より、MMC及びUV耐性獲

得とポリリン酸による遺伝子転写制御の関連性が考えられる。SOS修復は、大腸菌

がMMCやUVにさらされた際のDNA修復機構でありまた大腸菌の救出機構である。

ここではポリリン酸がこのSOS修復において重要な役割を果たす遺伝子であるrecA

遺伝子の転写誘導効率へ及ぼす影響について観察した。本実験では、re・cA・一lacZ転写

fUsion遺伝子を導入したKT　1008株にpLGPPXIまたはpLGHisBを導入し、これらを

early－log　Phase（OD6。。＝0．2）まで培養した後2μ9／ml　MMCを添加することでrecA遺

伝子の転写を誘導した。転写量はB－galactosidase　assayにより測定した。その結果、

controlではMMC添加後50　minで約3倍まで転写量が増加したのに対してPPX1では

ほとんど転写誘導がみられなかった　（Fig．3－2）。この結果よりポリリン酸がrecA遺

伝子の転写を制御している可能性が示唆された。

　このことを更に確認するために、ポリリン酸とrecA遺伝子転写誘導の関係をrecA

mRNAレベルで測定した。　recA　mRNA量はRT－PCR法により測定した。本実験では

更に、菌体内にポリリン酸リン酸化酵素を高発現させた際のrecA　mRNA量も合わせ

て測定するためにKTIOO8株にpLGPPXまたはpLGH：isBを導入したものに更に

pTrcPPKまたはpTrcHisBを導入した株を使用した。指墨をearly－log　Phase（OD60。＝

0．2）まで培養した後2μ9／ml　MMCを添加後3hr培養した。これらよりtota1　RNAを

調製した後本章実験方法に記載した方法によりRT・PCRを行った。その結果をFig．3－

3に示した。Fig．3－3Aに示す様に、　PCR増幅サイクルが15の際がDNAの増幅が飽
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和しておらず、定量に最も適していると考え、電気泳動写真の増幅サイクル15のバ

ンドを解析ソフトNIH　imageを用いて解析し、その結果をFig．3－3Bに示した。その

結果、PPX1ではB－galactosidase　assayによる結果同様にrecA遺伝子のmRNA量が

VeCtOr　COntrOlを含む株と比較して少ないことが分かった。また、菌体内にポリリン酸

リン酸化酵素を高発現させるとrecA・mRNA量が増加することを確認することができ

た。これは、PPXI株にポリリン酸リン酸化酵素を高発現させた場合も同様であり、

Table　3－2で観察されたポリリン酸リン酸化酵素の導入によるMMC及びUV耐性の回

復が、recA・mRNA量の増加によるものであることを確認することができた。また、

実際にこの株における蓄積ポリリン酸濃度を測定した結果をFig．3－5に示した。これ

より、contro1ではMMC処理後50　minで菌体内のポリリン酸濃度が上昇しているの

に対して、PPX1では確かに菌体内のポリリン酸濃度は検出限界以下に留まっている

ことを確認出来た。また、両株ともポリリン酸リン酸化酵素の導入によって菌体内

に数十㎜ol／mg　Proteinものポリリン酸を蓄積していることを確認することができた

（Fig．3－4）。この結果より、ポリリン酸リン酸化酵素導入によるMMCまたはUV耐

性の向上及びrecA　mRNA量の増加が確かに菌体内ポリリン酸濃度に依存しているこ

とを確認することができた。

3－3－3　umuDC遺伝子の転写に及ぼすポリリン酸の影響

　以上の結果より、ポリリン酸がSOS遺伝子群の発現を制御している可能性が示唆

されたことから、次にポリリン酸がSOS応答遺伝子の一つであるu〃zuDC遺伝子の転

写誘導に及ぼす影響を観察した。本実験では、KT1008株にu〃iuC－1acZ　fUsion遺伝子

を持つプラスミドpSKMF　I　O（Shinagawa　1983）を導入したものに更にポリリン酸分

解酵素の高発現プラスミドpSUPPXI（Shiba　et　al．1997）またはcontrol　vectorプラスミ

ドpSUHisB（Shiba　et　a1．1997）を導入した株を使用した。これら両株をearly－log　phase

（OD6。。＝0．2）まで培養した後2μ9／ml　MMCを添加してumuCの転写を誘導した・そ

の結果、control　vectorでは転写誘導後3hrで50倍まで転写量が増加しているの対し、

PPX！ではcontro1と比較して約1／9程度の転写誘導がみられたのみだった（Fig．3－5）。

本実験により、ポリリン酸が広くSOS応答遺伝子群の発現を制御している可能性が

示唆されたことから、ポリリン酸分解酵素の高発現によるMMC及びUV感受性の向
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上が菌体内ポリリン酸濃度の減少によってSOS遺伝子群の発現が円滑に行われな

かったためと考えられた。

3－3－4　RecA活性化に及ぼすポリリン酸の影響

　SOS遺伝子群の発現は、　RecAタンパクが活性化されてSOS　regulonのレプレッ

サーであるLexAが解離されることによって誘導される。よって、もしポリリン酸が

RecAの活性化に影響を及ぼしているとすると当然SOS遺伝子群の発現は誘導されな

いこになる。そこで、UmuDの直感を観察することよりポリリン分解酵素高寄現下

におけるRecAの活性化を観察した。本実験では、　trc　promoterの下流にu〃iuD遺伝子

の構造遺伝子をもつプラスミドpTrcUmuをKT1008株に導入し、これに更にポリリ

ン酸分解酵素高発現プラスミドpLGPPX　1またはそのcontrol　vector　pLGHisBを導入し

た株を使用した。目塞をearly－log　Phase（OD600＝0．2）まで培養した後に1mM　IPTG

及び2μ9／ml　MMCを添加してPPXI及びUmuDの発現を誘導した。　UmuDの解裂

（UmuD＊）はwestem　blottingによって観察した。

　その結果Fig．3－6に示す通りPPXI高発現株におけるUmuDの上裂はcontrol　vector

と同程度であった。このことより、ポリリン酸はRecAの活性化には影響を及ぼさ

ず、UmuDの解裂もしくはLexAの解裂には関与していないと考えられた。

3－3．5　1eXA欠損株におけるumuDC転写誘導効率への影響

　次に1exA遺伝子欠損株の菌体内にポリリン酸分解酵素を高発現させた際のumuDC

遺伝子の転写を観察した。lexA欠損株ではSOS遺伝子群のレプレッサーであるLexA

が欠損しているためSOS遺伝子群の転写が常に誘導されていると考えられる。本実

験ではKT　I　OO8の1exA遺伝子欠損株KT　1071にumuC－10cZ転写fUsion遺伝子をもつプ

ラスミドpSKMFIOを導入し、これに更にpSUPPXまたはpSUHisBを導入した株を

用いた。両株をearly－log　Phaseまで培養し2μ9／ml　MMCを添加することでSOS応答

遺伝子群の発現を誘導したところ、両株とも恒常的なumuDC遺伝子の転写が観察さ

れた（Fig．3－7）。
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3－3－6　PPK発現によるrec！4遺伝子転写誘導効率への影響

　ポリリン酸がrecA遺伝子の転写を制御していることの更なる確認のために、　recA

遺伝子の転写が、MMCやUV等のDNA損傷あるいはRecAによるLexAの解裂がな

くてもポリリン酸によって誘導されるか否かを確認した。その確認にはKT1008株ま

たは、バックグラウンドのRecAの影響を除くためにrecA欠損株であるKT　1009株を

使用した。KTIOO8株またはKTIOO9株にrecA－1acZ転写fUsion遺伝子をもつプラスミ

ドを導入し、これに更にポリリン酸リン酸化酵素発現プラスミドであるpMWPPKま

たはそのcontrol　vectorであるpMWI19を導入した。両株をearly－log　Phase（OD6。o＝

0．2）まで培養し、そこでlmM　IPTGのみを添加してppk遺伝子の転写を誘導した。

その結果、KTIOO8株（Fig．3－8）、　KTIOO9株（Fig．3－9）ともに、　MMCやUVの処理

がなくてもppk遺伝子の転写を誘導することで、　recA遺伝子の転写を150　minで1．5

倍にまで誘導することができた。すなわち、菌体内におけるポリリン酸の濃度上昇

がrecA遺伝子の転写を誘導したと考えることができた。　recA欠損株においてもこの

ことを確認することができたことから、菌体内ポリリン酸の蓄積とrecA遺伝子の転

写誘導の密接な関係を示すことができた。

3－3－7　ポリリン酸による大腸菌遺伝子転写制御の特異性についての検討

　これまでの実験により、η：？os遺伝子の転写やrecA遺伝子の転写など、ポリリン酸

の遺伝子転写制御因子としての可能性を更に明らかにすることができた（Shiba　et　al．

lgg7；Tsutsumi・et・al．2000）。本実験では、ポリリン酸による遺伝子転写制御が非特異

的なものである可能性を考え、大腸菌において通常時に発現する遺伝子である1acZ

遺伝子の転写への影響を観察した。本実験：では、まず、1acUV5－lacZ転写fUsion遺伝

子を用いてlac　UV5の遺伝子の転写量をB－galactosidase　assayにより観察した。　KT　I　OO8

株にlac　U　V5．lacZ転写fUsion遺伝子をコードするプラスミド（pUR290）を導入し、

それにさらにポリリン酸分解酵素高発現プラスミド（pSUPPX　1）またはcontrol

vector（pSUHisB）を導入した株をearly－log　Phaseまで培養し、そこでIPTGを添加す

ることでPPXIの発現を誘導した。その結果、　Fig．3－10に示すように両転写量の間に

ほとんど差はみられなかった。また次に、野生株MGI655（Hengge－Aronis1993）に

ポリリン酸リン酸化酵素（PPK）高発現プラスミドpBC29またはcontrol　vector
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pUC18を導入し、そのlocZの転写誘導をIPTG存在下及び非存在下において観察し

た。転写量はB－galactosidase　assayにより測定した。その結果、　PPK高発現株と

controlの間にlacZ遺伝子転写量の差は確認されなかった（Fig．3－11）。以上、　Fig．3－

lo及びFig．3・11の結果より、大腸菌におけるポリリン酸の遺伝子転写制御が非特異

的なものではなく、rpos遺伝子やrecA遺伝子あるいはその他のストレス応答性遺伝

子などに働く特異的なものである可能性が示唆された。
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Fig．　3－2　E£f；ect　ofpoly（P）　on　induction　ofrecA　expression．　KTIOO8

cells　harboring　the　plasmid　with　recA　一一lacZ　fusion　gene　（pRSRecA）

plus　either　a　plasmid　with　the　PPXI　gene　（pLGPPXI）　（closed　symbols）

or　the　control　vector　（pLGHisB）　（open　symbols）　were　exposed　to　2　ptg／

ml　of　｝LvlMC　in　the　presence　of　1　mM　IPTG　at　370C．
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Fig．　3－3　Cellular　levels　ofrecA　mRNA　in　the　presence　or　absence　of　poly（P）．　（A）　Quantita－

tive　PCR　ofrecA　mRNA．　KT　1008　cells　with　pLGHisB　and　pTrc99A　（vector　for　PPXI　＋

vector　forppk），　pLGHisB　and　pTrcPPK　（vector　for　PPXI　＋　ppk），　pLGPPX　I　and　pTrc99A

（PPXI　＋　vector　forppk），　or　pLGPPX　I　and　pTrcPPK　（PPXI　＋　ppk）　were　incubated　with　1

mM　IPTG　at　37　OC　for　3　hours．　Total　RNA　was　purified　from　cells，　and　RT－PCR　was　per－

formed　（see　Methods）．　The　amplified　DNA　bands　were　visualized　by　ethidium　bromide

staining　after　6　O／o　polyacrylamide　gel　electrophoresis．　（B）　Relative　amount　of　recA　mRNA．

DNA　bands　at　15　cycles　of　PCR　amplification　（lanes　2，　6，　10　and　14）　were　quantified　using

image－analyzing　software　（NIH－image），　and　the　relative　amount　of　recA　mRNA　was　calcu－

lated　by　comparison　with　the　amount　of　16S　rRNA　as　an　internal　control．
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Fig．　3－4　Recovery　ofpoly（P）　accumulation　in　cells　harboring　the　plasmid　with　the

PPK．　Early－logarithnic　phase　of　KTIOO8　cells　with　pLGHisB　and　pTrc99A　（open

square　symbols），　pLGHisB　and　pTrcPPK　（open　circle　symbols），　pLGPPXI　and

pTrc99A　（closed　square　symbols），　and　pLGPPXI　and　pTrcPPK　（closed　circle　sym－

bols）　were　labeled　with　1．85　MBq／ml　of　［32P］orthophosphate　for　1　hour　in　MOPS

minimal　medium，　and　IPTG　（1　mM　）　and　MMC　（2　ptg／ml）　were　added．　Cells　were

harvested　at　the　times　indicated，　and　poly（P）　was　extracted　from　each　sample　by

using　glassmilk　（see　Materials　and　methods）．
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Fig．　3－5　Effect　ofpoly（P）　on　induction　of　umuDC　expression．　KT　I　OO8　cells

harboring　the　plasmid　with　the　umuC－lacZ　fusion　gene　（pSKMF　l　O）　and

either　the　plasmid　with　the　PPXI　gene　（pSUPPXI）　（closed　symbols）　or　the

control　vector　（pSUHisB）　（open　symbols）　were　exposed　to　2　pg／ml　ofMMC

in　the　presence　of　1　mM　IPTG　at　37　OC．
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UmuD禽一一レ

Fig．　3－6　Effect　of　poly（P）　on　autocleavage　of　UmuD　protein　promoted　by　activated

RecA．　KT　I　OO8　cells　harboring　pTrcUmu　were　again　transformed　with　either　a　plas－

mid　with　the　PPXI　gene　（pLGPPX　1）　or　the　control　vector　（pLGHisB）　．　Production　of

UmuD　protein　and　the　activation　of　RecA　protein　were　induced　by　1　mM　IPTG　and　2

pg／ml　MMC，　respectively．　Samples　were　collected　at　the　indicated　cell　density　and

applied　onto　14　O／o　SDS－PAGE．　UmuD　protein　was　detected　with　anti－UmuD　serum

and　visualized　with　an　alkaline　phosphatase－conjugated　second　antibody．　Cleaved

UmuD　protein　is　indicated　as　UmuD“．
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Fig．　3－7　Effect　ofpoly（P）　on　induction　ofumuDC　expression　in　lexA　mutant

cells．　KT　I　O71　cells　harboring　the　plasmid　with　the　umuC－lacZ　fusion　gene

（pSKMFlO）　and　either　the　plasmid　with　the　PPX7　gene　（pSUPPXI）　（closed

symbols）　or　the　control　vector　（pSUHisB）　（open　symbols）　were　exposed　to　2

pg／ml　ofMMC　in　the　presence　of　1　mM　IPTG　at　37　OC．
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Fig．　3－8　lnduction　ofrecA　expression　by　PPK　overproduction．　KTIOO8

cells　harboring　the　plasmid　with　a　recA－lacZ　transcriptional　fusion　gene

（pRSRecA）　were　transformed　again　by　a　plasmid　with　the　ppk　gene

（pMWPPK，　closed　symbols）　or　the　control　vector　（pMWI19，　open

symbols）．　ln　early－logaritimiic　phase　cells　（OD，，，＝　O．2），　ppk　expression

was　induced　by　IPTG　（1　mM）．　The　B－galactosidase　activity　was

monitored　at　the　times　indicated．
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Fig．　3－9　lnduction　of　recA　expression　by　PPK　overproduction．

KT　l　OO9　cells　harboring　the　plasmid　with　a　recA－lacZ　transcrip－

tional　fusion　gene　（pRSRecA）　were　transformed　again　by　a　plas－

mid　with　the　ppk　gene　（pMWPPK，　closed　symbols）　or　the　control

vector　tpMW1　19，　open　symbols）．　ln　early－logarithmic　phase　cells

（OD，，，＝　O．2），　ppk　expression　was　induced　by　IPTG　（1　mM）．　The

B－galactosidase　activity　was　monitored　at　the　times　indicated．
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Fig．3－10　Effect　ofpoly（P）on　induction　of　lac（ノ’Vs　expression・

KTIOO8　cells　harboring　the　plasmid　with　the　lacUV5－lacZ　fusion　gene

（pUR290）　and　either　the　plasmid　with　the　PPXI　gene　（pSUPPXI）

（closed　symbols）　or　the　control　vector　（pSUHisB）　（open　symbols）

were　cultured　to　mid－log　phase　and　IPTG　was　added　to　the　final

concentration　of　1　mM．
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Fig．　3－11　Effect　ofPPK　overproduction　on　lacZ　expression．　MG1655　cells

harboring　the　plasmid　with　the　ppk　gene　（pBC29）　（closed　symbols），　or　the

control　vector　tpUC18）　（open　symbols）　were　cultured　with　（circles）　or

without　（squares）　IPTG．　IPTG　（1　mM）　was　added　at　OD600＝O．1．

（inset）　lacZ　e：　pression　in　cells　cultured　in　the　absence　of　IPTG．
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3。4　結言

　本章では、大腸菌ポリリン酸がrρoS遺伝子以外のストレス応答遺伝子の転写を制

御している可能性を考え、ポリリン酸がSOS遺伝子群の転写制御に及ぼす影響につ

いて観察した。本章においても前章同様に、菌体内にポリリン酸分解酵素を高発現

させることにより菌体内のポリリン酸濃度を減少させた。その結果、菌体内にポリ

リン酸分解酵素を高発現させるとUV及びmitomycin　C（MMC）に対する感受性が向

上した（Fig．3－1）。　SOS遺伝子群の転写誘導に対するポリリン酸の影響を観察した結

果、大腸菌菌体内にポリリン酸分解酵素を高発現させると、MMCの添加によるrecA

遺伝子の転写誘導効率がmRNAレベルで低下していた。本章の実験は全てrpoS遺伝

子の発現しないearly　log　phaseの大腸菌を使用していることから、菌体内ポリリン酸

濃度の低下によるrpos遺伝子の転写誘導効率の低下による影響は除外することがで

きる。また、ポリリン酸分解酵素高発現株にみられるUV及びMMCに対する感受性

の向上は、菌体内でポリリン酸リン酸化酵素を高発現させるとこによって回復した

（Table　3．2）。菌体内にポリリン酸リン酸化酵素を高発現させた際の菌体内のポリリ

ン酸濃度を測定したところ、分解酵素によって検出限界以下にまで減少したポリリ

ン酸濃度が100㎜ol／mg　Protein付近まで上昇していることを確認することができた

（Fig．1，Tables　2）。これらの結果より、MMC及びUVに対する耐性獲得に菌体内ポ

リリン酸の蓄積が関与している可能性が示唆された。

　ポリリン酸がRecAの活性化に及ぼす影響を観察した結果、ポリリン組分解像尊高

発現株においてもcontrol　vector導入株と同レベルにUmuDの解裂が観察された。

（Fig．3－6）。この結果より、ポリリン酸はRecAの活性化及びLexAの不活化には影響

を及ぼさないと考えられた。またrecA遺伝子の転写は、菌体内にポリリン酸リン酸

化酵素の発現を誘導することでUVやMMCによるDNA損傷の有無に関わらず誘導

された（Fig．3－8）。また、　recA遺伝子欠損株においてもこれと同様の結果が得られた

（Fig．3－9）。これらの結果より、ポリリン酸がRecA－LexAネットワーークに依存するこ

となくSOS遺伝子群≡の発現を制御している可能性が示唆された。

　recA遺伝子以外のSOS遺伝子としてumuDC遺伝子の転写への影響を観察したと

ころ、菌体内のポリリン酸濃度が低下するとumuDC遺伝子の転写誘導効率も低下す

ることが分かった（Fig．3－5）。これらの結果より、ポリリン酸がSOS遺伝子群の転
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写誘導にも関与していることが分かった。また、ポリリン酸が、大腸菌内すべての

遺伝子の転写誘導制御にグローバルに関わっている可能性を調べる目的で、ストレ

ス応答遺伝子以外の遺伝子であるlacZの転写誘導にポリリン酸が与える影響につい

て調べた。その結果、ポリリン酸の1acz遺伝子転写誘導への影響は認められなかっ

た（Figs．3－lo，3－ll）。これらの結果より、ポリリン酸による転写誘導の制御は大腸

菌すべての遺伝子に対する非特異的なものではないことが分かった。
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第4章　ポリリン酸とRNA　polymeraseの相互作用とポリリン酸によるRNA

polymeraseの安定効果

4－1　緒言

　これまでの章では、ポリリン酸がrpos遺伝子及びrecA遺伝子の転写制御に及ぼす

影響を検：討し、ポリリン酸の遺伝子転写制御因子としての働きを明らかにしてきた

（Shiba　et　al，　l　gg7；Shiba　et　a1．2000；Tsutsumi・et・al．2000）。本章では、ポリリン酸が如何

にして大腸菌遺伝子の転写を制御しているかについて、その可能性を検討した。ポ

リリン酸による遺伝子転写制御機構の可能性としては以下のものが考えられる。

Kusano　and　Ishihamaは、ポリリン酸がRNA　polymersaeとin・vitroにおいて物理的に相

互作用し、またこの複合体がσ7・を含むRNA　polymerasヒの転写をin・vin・oにおいて阻

害している可能性を示唆した（Kusano　and　lshihama　1997）。また、　B　l㎜らはポリリ

ン酸とポリリン酸合成酵素PPKがRNA　degradosomesと相互作用することにより

mRNAの分解に影響を及ぼしている可能性を示唆した（Blum・et・al．1997）。これらは

ともにポリリン酸による遺伝子転写制御機構解明の一助となるものと考えられる。

特に前者のポリリン酸とRNA　polymeraseの相互作用は非常に興味深い。本研究室で

は、ポリリン酸が線維芽細胞増殖因子（fibroblast　growth　factors，　FGF－2）の安定性を

高めることをin・vitroにおいて確認し　（Shiba，　T，　JPN　patent　1998、　Shiba，　T．　US　patent

1999）、また、　KurodaらはPPKが大腸菌におけるタンパク分解刺激に必要であること

を示した（Kuroda　et　al．1999）。これらのことはポリリン酸がタンパクと相互作用し

うる可能性を示している。つまり、ポリリン酸がRNA　polymeraseと相互作用するこ

とによりRNA　polymeraseの安定性に作用している可能性が高いと考えられる。

　本章では、ポリリン酸の遺伝子転写制御機構の一つの可能性として考えられてい

るポリリン酸とRNA　polymeraseの相互作用をより直接的に観察することでポリリン

酸による遺伝子転写制御機構の一部を明らかにすることをすることを目的として研

究を行った。
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4－2　実験方法

4－2－1使用した菌株及びプラスミド

　大腸菌はKT　1008（F一，　D（arg．1ac）U169，　araD139，　rps〃50，　ptsF25，77bB5301，　rpsR，　deo（）

を使用した。また、プラスミドはpTrc99A及びpTrcPPKを使用した（第3章実験方

法参照）。

4－2－2　使用した培地及び試薬

　通常の培養はLuria．Bertani（LB）培地（DIFCO）（Sambrook　et　al．1989）を使用し

た。［32Pjorthophosphate（［32P］Pi）はAmershamのものを使用した。　Polyethyleneimine－

cellulose薄層クロマトグラフィー（PEI。TLC）プラスチックプレートはMerckのもの

を使用した。RNA　polymeraseは国立遺伝学研究所石浜明教授の御好意により分与し

て戴いたものを使用した。

4－2。3　タンパク安定効果試験

　タンパクの安定効果試験は以下の通り行った。5μg／ml　RNA　polymerase　holoenyme

または5μ9／mlウシ血清アルブミン（BSA）に1mM　poly（P）65またはNa－phosphate

bufferを添加し、それぞれ0．7μg／ml　proteinase　Kを加えて0℃、または0．005％

trypsinを加えて37℃で処理、または0．2　mM　H202を加えて37℃で処理した。各時間

毎にサンプリングし、SDS－PAGE　sample　bufferを添加することで反応を停止し煮沸し

た。ただし、H202の場合はSDS－PAGE　sample　buffer添加後直ちに液体窒素によって

凍結した。12．5％アクリルアミドゲルでSDS－PAGEし、ウサギ抗RNA　polymerase抗

体または抗BSAモノクローナル抗体（CHEMICON　Intemational）を用いてwestem

blottingを行った。発色はアルカリフォスファターゼ活性を利用した発色反応を利用

し、残存するタンパク量を視覚化した。

4－2．4　鎖長約65のポリリン酸の調製法について

　本章で用いた鎖長約65のポリリン酸は以下の通り調製した。［32P］poly（P）を

［32p］ATPと精製E．　coli　PPK（Ahn　and　Kornberg　1990）を用いて合成した。合成した

［32P］poly（P）に20　mM　HC1を添加後70℃でlmin処理し加水分解した。反応は20　mM
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NaOHを添加し中和することで停止した。反応液を12．5％ポリアクリルアミドゲル

（泳動bufferTBE）により電気泳動した。平均鎖長65の標準ポリリン酸の移動度を参

照にして、鎖長打65付近のゲルを切り出し、細かく刻み50mM　Tris－HC1（pH　8．0）で

homogenizedした。50℃で15min処理することでゲルからポリリン酸を溶出した。

サンプルをspin　columnにのせ10，000　rpmで2min遠心し鎖氏姓65の［32P］poly（P）を抽

出した。

4－2－5　exopoly（P）ase反応について

　調製したポリリン酸の確認にexopoly（P）ase処理を行った。調製した応長約65の

［32P］poly（P）または精製前の［32P】poly（P）を37・8㎜itsの精製E・　coli　PPIX1（Ahn　and

Komberg，1990）で30　min　37℃で処理し［32P］Piに分解した（20　mM　Tris－H：Cl（pH　7・5）・

100mM　NH：，一〇Ac、4mM　MgC12）（Wurst　l994）。反応液を0・65　M　K：H2PO・（pH　3・5）を

展開溶媒とした薄層クロマトグラフィーで展開した。展開したTLCをイメージング

プレート（IP）に露光し、放射能をradio－image　analyzer（BAS2000，　FUJIX）で処理す

ることにより視覚化した。

4－2－6　Ge1－shift　assay法について

　［32P］poly（P）を用いたgel－shift　assayは以下の通り行った。　RNA　polymerase　holoen－

zymeまたはBSAを50　mM　Tris－HCI（pH　7・8　at　37℃）を用いて各濃度（0・0・1P9・l

P9、10P9、0．lng、1ng、10ng、100　ng・500　ng）に希釈した。調製した鎖長治65の

［32P］poly（P）を各濃度のRNA　polymerase　holoenzymeまたはBSAと混合し・37℃で5

min　incubationした。この混合液を12．5％ポリアクリルアミドゲル（TBE）で40　V－8

hr電気泳動し、　radio・image　analyzer（BAS2000，　FUJIX）によって視覚化した。

4－2－7　Native－PAGE法について

　本章におけるNative－PAGEは以下の通りサンプルを調製して行った。　KT1008株に

pTrcPPKまたはcontrol　vector　pTrc99Aを導入した株をLB培地でearly－log　Phaseまで

培養した。ポリリン酸を蓄積させるために2μ9／ml　MMC及び1mM　IPTGを添加し

た。37・Cで1hr培養した後集虚して20　mM　Tris一：HCI（pH　7．8　at　37。C）に懸濁した。
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sonication処理をした後菌体を15000　rpmで60　min遠心し上清を得た。上清は直ちに

液体窒素で凍結保存した。使用時にサンプルを溶解した後、6％ポリアクリルアミド

ゲルでNative－PAGEした。電圧は30　V、温度は4℃で行った。電気泳動後、ウサギ

抗RNA　polymerase抗体を用いたwestern　blottingを行いRNA　polymeraseの移動度を観

察した。

4－2－8　菌体内ポリリン酸の定量法

　Early　log　PhaseまでLB培地で培養した大腸菌培養液に2μ9／ml　MMC及び1mM

IPTGを添加した。37。Cでlhr培養した後集菌して20　mM　Tris－HCI（pH：7．8　at　37。C）

に懸濁した。sonication処理をした後菌体を15000　rpmで60　min遠心し上清を得た。

菌体内ポリリン酸はGlassmilk（BIOIOI）を使用して調製した　（Ault－Rjch・D．　et　al．

1998）。調製したポリリン酸はADP存在下でPPKと反応させることでATPに変換

し、ATP濃度を測定することでポリリン酸濃度を定量した。　ATP量は東洋ビーネッ

トATP発光キットLL一・1・OO・一　1を使用して測定した。

4－2－9　その他の操作方法について

　タンパク濃度はBIO－RAD　protein　assay　kitを用いたBradfbrd法により測定した

（Bradford　l　976）。SDS－PAGE、　western　blotting・DNA操作に関してはMolecular・Clon－

ing（Sambrook　et　a1．1989）及び「バイオ実験　イラストレイテッド」（西方，中山

1997）を参考にした。

4－2－10　　装置

　第2章及び第3章に準ずる。

4－3　結果と考察

4－3－1in　vitroにおけるポリリン酸とRNA　polymeraseの相互作用

　これまでの報告に、RNA　polymeraseとポリリン酸の相互作用を示唆するものがあ

ることから、ポリリン酸による遺伝子転写制御機構の一つの可能性としてRNA

polymeraseとポリリン酸の相互作用が考えられてきた。　Kusano　and　Ishihamaは・
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phosphocellulose　columnsで精製した大腸菌RNA　polymeraseがADP存在下でPPKと反

応してATPを生じることを示した（Kusano　and　Ishihama　1997）。このことは、　RNA

polymeraseにポリリン酸が強く結合していることを示唆している（Kusano・and

Ishihama　1997）。本実験では、ポリリン酸とRNA　polymeraseの相互作用をより直接的

に観察することにより、ポリリン酸とRNA　polymeraseの相互作用の可能性を明らか

にした。相互作用を観察するために、まず戸長約65の［32P］poly（P）を調製した（Fig．

4－1）。調製した座長約65の［32P］poly（P）は精製E　coli　PPX7で処理することで完全に

piに分解することから確かにポリリン酸であることを確認した（Fig．4－2）。この調製

した町長約65の［32P］poly（P）を各濃度のRNA　polymeraseと混合し電気泳動した。そ

の結果、0．l　ng～500　ng　RNA　polymeraseの範囲内ではウェル付近に［32P］poly（P）によ

るバンドが確認された（Fig．4－3）。この条件下では、　RNA　polymeraseはほとんど流

れずにウェル付近に留まることから、ウェル付近に観察されたバンドがRNA　poly－

merase｛32P］poly（P）複合体の形成を示すバンドであると考えることができる（Fig．4－

3）。しかしこれに対してBsAではBsA｛32P］poly（P）複合体の形成を示すバンドは観

察されなかった（Fig．4－3）。この結果より、ポリリン酸が確かにRNA　polymeraseと

相互作用しうることを直接観察することができた。また、この複合体の形成は非特

異的なものではない可能性が示唆された。

4－3－2　ポリリン酸によるRNA　polymeraseの安定効果

　Jishage　and　Ishihamaによると、ポリリン酸がRsdタンパクの安定性・またRsdと

σ・・の親和性を制御することで、転写の幅を制御している可能性が考えられている

（Jishage　and　Ishihama　l　ggg）。また、　KurodaらはPPKが大腸菌のタンパク分解に必要

である可能性を示唆している（Kuroda　et　al．1999）。更に本研究室ではポリリン酸が

繊維芽細胞増殖因子（fibroblast　growth　factors，　FGF－2）の安定性を制御している可能

性を確認した（Shiba，　T．　JPN　patent　l　998）。これらの観点より、ポリリン酸のタンパ

ク安定効果とポリリン酸とRNA　polymeraseの相互作用を考え合わせ、ポリリン酸に

よるRNA　polymerase安定効果を確認し・遺伝子転写制御との関連性を明らかにしょ

うと試みた。そのために本実験では、RNA　polymerase　holoenzymeまたはBSAにl

mM　poly（P）6，またはcontrolとして1　mM　Na－phosphate　bufferを混合し・それぞれを
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毎

proteinase　K、　trypsin、　H202で処理した（処理方法に関しては第4章実験方法参照）。

これらの分解をwestern　blottingによって観察した。その結果をFig．4－4及びFig．4－5

に示した。まずRNA　polymeraseに関してはB、　B’、σの分解が早いことからαに着目

して残存タンパク量をNIH：一imageにより解析した結果をFig．4－4Bに示した。その結

果、いずれの処理群に関してもpoly（P）65存在下におけるαの安定性がNa－phosphate

bufferの場合と比較して増加していることが分かった。また、過酸化水素で処理した

際のB及びB’、αに関してもpoly（P）6，存在下において安定性が増加した。一方、　BSA

に関しては逆にpoly（P）6，存在下の方がBSAの安定性が減少するという結果が得られ

た（Fig．4－5A，B）。これらの結果より、ポリリン酸はRNA　polymeraseに何らかの形で

相互作用しており、分解から保護している可能性が示唆された。また、BSAではポ

リリン酸による分解促進効果が観察されたことから、ポリリン酸がBSAとも相互作

用をしている可能性も考えられた。しかしながら、RNA　polypneraseには安定効果を

もたらすのに対して、BSAには分解促進効果をもたらしていることから、ポリリン

酸のBSAへの作用の仕方がRNA　polymeraseの場合とは異なるものと考えられた。す

なわち、ポリリン酸とRNA　polymeraseの相互作用は非特異的なものではない可能性

が高いと思われる。ポリリン酸とタンパクとの相互作用は特異的に起こっていると

考えられ、タンパクの安定化のみならず、分解を促進する場合もあることが考えら

れた。

4－3－3　in・vivoにおけるポリリン酸とR：NA　polymeraseの相互作用の確認

　Fig．4・3及びFig．4－4ではポリリン酸がin・vitroにおいて確かにRNA　polymeraseと相

互作用しRNA　polymeraseを分解から保護していることが示された。本実験では・ポ

リリン酸とRNA　polymeraseの相互作用が実際の大腸菌菌体内においても起こってい

る可能性について検討した。KTIOO8株にpTrcPPKまたはcontrol　vector　pTrc99Aを導

入した株をLB培地でearly－10g　Phaseまで培養した。ここでIPTG及びMMCを添加し

てポリリン酸を蓄積させた（Fig．4－6＞。その大腸菌lysateをNative－PAGEし抗RNA

polymerase抗体を用いてwesternblottingした結果をFig・4－7に示した。その結果・菌

体にポリリン酸合成酵素を高発現させた株のlysateの方にRNA　polymeraseの移動度

の増大が観察された（Fig．4－7　in・vivo）。また、これと同様の結果がin・vitroでpoly（P）65
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とRNA　polymeraseを混合してNative－PAGEを行った際にも観察されたことから

（Fig．4－7・in・vitro）、この移動度の変化はポリリン酸がRNA　polymeraseと相互作用した

ことによってRNA　polymeraseの電荷が極度に負に変化したことに起因するものであ

ると推測された。’η卿。における移動度の変化がin・vitroのにおける移動度の変化よ

りも大きいのはPPKによって合成される菌体内ポリリン酸の鎖長が、添加ポリリン

酸と比較して鎖長の長いため、相互作用によってより負に帯電するためと思われる。

本実験によって、ポリリン酸がin・vitro及びin・vivoにおいてもRNA　polymeraseと相互

作用していることを確認することができた。
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Fig．　4－1　Preparation　of　short　chain　poly（P）．　［32P］poly（P）　was

hydrolyzed　by　20　mM　of　HCI　at　70　for　1　min　（lane　1）　and

extracted　short　chain　poly（P）　（lane　2）　was　separeted　by　gel

electrophoresis　on　12．5　O／o　polyacrylamide　gel．
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Fig．　4－2　Extracted　poly（P）　was　checked　by　PPX　I　hydrolization．

Extracted　poly（P）　was　incubated　with　PPX　I　to　completely　hydrolyze

poly（P）　to　Pi．　The　reactions　was　analyzed　by　thin－layer　chromatogra－

phy，　O．75　M　KH，PO，，　and　the　radioactivity　was　visualized　and　quanti－

fied　by　a　radio－image　analyzer　（BAS2000，　FUJIX）．　lane　1　control　for

poly（P），　lane　2　poly（P）　incubated　with　MiliQ，　lane　3　poly（P）　incubated

with　PPX　1　．
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RNA　polymerase BSA

　　　　　　　　　　　　　protein　conc．

［32　Pl　poly（P）　一　RNA　一

polymerase　complex

O　500　ng

蜘・…

　　　　　　　■臨融騰、，．

O．1　pg　O　500　ng O．1　pg

ntS．SY…　．／A．’
．．．Sth／±S”X／1；；X．““／：f一・

［32P］poly（P）　一一一1）〉

Fig．　4－3　Interaction　ofpoly（P）　with　RNA　polymerase　in　vitro　was　determined　by

gel－shift　assay．　Diluted　RNA　polymerase　holoe岬me　and　bovine　albmin　ser㎜

（BSA）　were　incubated　with　［32P］poly（P）　（1　mM）　at　37　℃　for　5　min．　The　reaction

mixtures　were　electrophoresed　on　12．5　O／o　acrylamide　gel　and　were　visualized　by　a

radio－image　analyzer　（BAS2000，　FUJIX）．
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Fig．　4－6　Accumulation　of　poly（P）　in　PPK－overproducing　cells．　The　cells　were

grown　to　early－logarithmic　in　LB　medium．　The　cells　were　added　with　2　pg／ml

MMC　and　1　mM　IPTG　and　the　culture　vv’as　incubated　at　37　OC　for　1　hour．　Accu－

mulation　of　poly（P）　in　the　cells　carring　with　pTrcPPK　（closed　bar）　and　cells

carring　with　pTrc99A　（open　bar）．
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ヘヂ1二調らぐ詑

In　vitro

翼
’
三

In　vivo

Fig．　4－7　The　migration　ofRNA　polymerase　in　PPK－overproducing　cells　on

12．5　O／o　ofNative－PAGE．　The　cells　were　grown　to　early－logarithmic　in　LB

medium．　The　cells　were　added　with　2　pglml　MMC　and　1　mM　IPTG　and　the

culture　was　incubated　at　37　OC　for　1　hour．　The　cells　lysate　were　electro－

phoresed　on　6　O／o　acrylamide　gel　for　native－PAGE　at　4　OC　，　30　V．　After

separation，　western　blotting　was　carried　out．　lane　1　RNA　polymerase　with

Na　phosphate　buffer，　lane　2　RNA　polymerase　with　poly（P），　lane　3　Cells

carrying　with　pTrc99A，　lane　4　Cells　carrying　with　pTrcPPK．
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4－4　結言

　本章では、ポリリン酸による遺伝子転写制御機構の可能性の一つである、RNA

polymeraseとの相互作用をin・vitro及びin・vivoにおいて観察し・転写制御との関連性

を明らかにすることを目的として実験を行った。in・vitroにおける相互作用をge1－shift

assayによって観察した。［32Pjpoly（P）と混合したRNA　polymeraseの移動度を12・5％

ポリアクリルアミドゲル電気泳動によって観察した結果、［32P］poly（P）一RNA

polymerase複合体の形成が濃度依存的に観察された（Fig．4－3）。しかしながらBSA

との相互作用は観察されなかったことから、ポリリン酸とRNA　polymeraseの結合が

特異的であることが示唆された。ポリリン酸とRNA　polymeraseのin・vivoにおける相

互作用を観察するためにポリリン酸蓄積時のRNA　polymeraseをNative－PAGEにかけ

て移動度を観察した。その結果、菌体内にポリリン酸合成酵素を高発現させること

によってRNA　polymeraseの移動度が増加した（Fig．4－7）。ポリリン酸合成酵素の高

発現によって菌体内に蓄積したポリリン酸がRNA　polymeraseと相互作用しているも

のと考えられた。in・vitroにおいてポリリン酸とRNA　polymeraseを混合した際も、

Native－PAGEによるRNA　polymeraseの移動度がリン酸バッファーを混合した場合と

比較して増加した（Fig．4－7）。これらの結果から、ポリリン酸とRNA　polymeraseの

相互作用がin・vitroのみならず∫η卿0においても起こっている可能性が示唆された・

ポリリン酸のRNA　polymeraseに対するタンパク安定効果をin・vitroにおいて観察し

た。trypsin、　proteinaseK、過酸化水素で処理した結果・いずれの処理に対してもポリ

リン酸存在時に安定効果が観察され、ポリリン酸がRNA　polymeraseを分解から保護

している可毒性が示唆された。以上の結果より、大腸菌菌体内においてポリリン酸

は、RNA　polymeraseと相互作用することによってRNA　polymeraseの安定性を変化さ

せ、その転写活性に影響を及ぼしている可能性が示唆された・ポリリン酸によるタ

ンパク安定化効果の可能性はいくつかの論文の中でも報告されている。Jishage　and

IshihamaはRsdタンパクの安定性にポリリン酸が関与していることを報告している

（Jishage　and　Ishihama　1999）。また、本研究室ではポリリン酸が線維芽細胞増殖因子

の安定性を高めているとの結果を得ている（Shiba，　T．　JpN　patent　l　gg8、　Shiba，　T．　US

patent　application　number　384，384／09　Aug．27，1999）。　さらに、　KurodaらはE．　coli　hole

proteinの安定性がポリリン酸存在時に増加していることを示している（Kuroda　et　al・
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1999）。しかしながら、本章の結果より、ポリリン酸がタンパク安定作用のみならず

分解促進作用をも持つ可能性が示唆されたことより、ポリリン酸が様々なタンパク

と特異的に相互作用することによりそれらタンパクの安定性を制御している可能性

が考えられた。その一つとして、遺伝子転写制御においてはポリリン酸がRNA

polymeraseと相互作用することによりその安定性を制御し・RNA　polymeraseの

promoterの選択制に影響を及ぼしている可能性が考えられる。

1
｛
τ
ゆ
卑
・

鱒
盈
譜
」
暫
ノ
ー
も
面
墨
畢
三
寄
∬

學
｝
起

81

燈
詠
逐
幣
垂
｝
’
搾
　
諾
　
露
塵

抜
婁
ご
藝
欝
・

灘欝轟螺黙驚驚罫墾， 騨　朔　謬・　　欝圏

　　ル．㌔説越歯灘灘瀞　　　き　ぜ．

筆
ミ

白
丁
　
密

聯
野

灘
裏
、

氏一蟹
3

偶

　　隔蒐
蕊津聡議マ誌L



4－5　参考文献

Ahn，　K．　and　Kornberg，　A．　（1990）　Polyphosphate　Kinase　from　Escherichia　coli　」．　Biol．　Chem．

265：11734－11739．

Ault－Rich6，　D．，　A．，Fraley，　C．　D．，　Tzeng，　C・，　and　Kornberg，　A．　（1998）　Novel　assay　reveals

multiple　pathways　regulating　stress－induced　accumulations　of　inorganic　polyphosphate　in

Escherichia　coli．　」．　Bacteriol．　180：　1841－1847．

Bradford，　M．　M．　（1976）　A　rapid　and　sensitive　method　for　the　quantitation　of　microgram

quantities　of　protein　utilizing　the　principle　of　protein－dye　binding．　Anal　Biochem．　7：　72：　248－

254．

Blum，　E．，　Py，　B．，　Carpousis，　A．J．，　and　Higgins．　C．F．　（1997）　Polyphosphate　kinase　is　a

component　ofthe　Escherichia　coli　RNA　degradosome．　Molecular　Microbiology．　26：　387－398　．

Ishige，　K．，　Kameda，　A．，　Noguchi，　T．，　and　Shiba，　T．　（1998）　The　polyphosphate　kinase　gene　of

Pseudomonas　aeruginosa．　DNA　Research　5：　157－162．

Jishage，　M．　and　lshihama，　A．　（1999）　Transcriptional　organization　and　in　vivo　role　of　the

Escherichia　coli　rsd　gene，　encoding　the　regulator　of　RNA　polymerase　sigma　D．　1．　Bacteriol．

181：3768－3776．　・
Kuroda，　A．，　Tanaka，　S．，　lkeda，　J．，　Takiguchi，　N．　and　Ohtake，　H．　（1999）　Proc．　Natl．　Acad．

Sc　i．　USA　96　：　14264－14269．

Kusano，　S．　and　lshihama，　A．　（1997）　Functional　interaction　of　Escherichia　coli　RNA　poly－

merase　with　inorganic　polyphosphate　Genes　Cells　2：　433－41，

Sambrook，　J．，　Fritsch，　E．　F．，　and　Maniatis，　T．　（1989）　Molecular　Cloning：　A　Laboratory

｝ivlanual，　2nd　Ed．，　Cold　Spring　Harbor　Lab．　Press，　Plainview，　New　York．

Shiba，　T．，　Tsutsumi，　K．，　Yano，　H．，　lhara，　Y．，　Kameda，　A．，　Tanaka，　K．，　Takahashi，　H．，

Munekata，　M．，　Rao，　N．NL　．，　and　Komberg，　A．　（1997）　lnorganic　polyphosphate　and　the　induction

ofrpoS　expression．　Proc．　Natl．　Acad．　Sci．　USA　94：　11210－11215．

Shiba，　T．，　Tsutsumi，　K．，　lshige，　K．　and　Noguchi，　T．　（2000）　lnorganic　polyphosphate　and

polyphosphate　kinase：　their　novel　biological　functions　and　applications．　Biochemistry　（Mosc？

82

よ
「
も
　
．



65：　315－323．

Shiba，　T．　JZPN　patent　application　number　10－242416　（Aug．　28，　1998）

Shiba，　T．　US　patent　application　number　384，　384／09　（Aug．　27，　1999）

Tsutsumi，　K．，　Shiba，　T．　and　Munekata，　M．　（2000）　lnvolvement　of　inorganic　polyphosphate　in

expression　of　SOS　genes．　Biochim　Biophys　Acta．　1493：　73－81．

Yanisch－Perron，　C．，　Vieira，　J．，　and　Messing，　J．　（1985）　lmproved　M　l　3　phage　cloning　vectors

and　host　strains：　nucleotide　sequence　of　the　M　l　3mp　l　8　and　pUC19　vectors．　Gene，　33：　103－1　19．

村松正実（1997）分子細胞生物学辞典，東京化学同人

西方敬人，中山広樹（1997）バイオ実験イラストレイテッド第1－5巻，秀潤社

83



第5章　総括

　本論文では、ポリリン酸とストレス耐性の関係を、ポリリン酸の遺伝子転写制御

因子としての働きに着目して明らかにすることを目的として研究を行った。以下に

本論文で得られた結果をまとめた。

第2章

　大腸菌菌体内にポリリン酸分解酵素を高発現させることにより菌体内のポリリン

酸濃度を極度に低下させると、過酸化水素に対して高感受性となった。これは菌体

内ポリリン酸濃度の低下によってrpos遺伝子の転写誘導効率が低下し、それによっ

てkOtE遺伝子の転写誘導効率が低下したことに起因するものであった。菌体内ポリ

リン酸がストレス応答遺伝子の発現制御因子であるrρoS遺伝子の転写を制御してい

ることを明らかにすることができた。

第3章

　大腸菌におけるポリリン酸の遺伝子転写制御因子としての可能性を更に広げるた

めにSOS遺伝子群の転写に与えるポリリン酸の影響を観察した。菌体内ポリリン酸

濃度の低下によってMMC及びUVに対して高感受性となった。菌体内ポリリン酸濃

度の低下によってrecA遺伝子の転写誘導が減少し、また、菌体内でのポリリン酸リ

ン酸化酵素の高発現によってrecA遺伝子の転写が誘導された。この結果より、ポリ

リン酸がSOS遺伝子牛の転写誘導に関与している可能性が示唆された。しかしなが

ら、ポリリン酸の10cZ遺伝子転写誘導への関与は認められなかった。ポリリン酸が

遺伝子の転写を特異的に制御している可能性が考えられた。

第4章

　ポリリン酸の遺伝子転写制御機構の一つの可能性として考えられているポリリン

酸とRNA　polymeraseの相互作用について観察した。その結果、　in・vitroのみならずin

vivoにおいても相互作用を示す結果が得られた。また、ポリリン酸によるRNA

polymeraseの分解保護効果も観察されたことから、ポリリン酸がRNA　polymeraseの
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安定性に作用することでRNA　polymeraseのpromoterの選択1生に影響を与え、それに

よって遺伝子の転写を制御している可能性が示唆された。

poiy（9）　K

RNA　polym 裂se
start　transcription

　　　　　　　　　　　　　　　s」　寄　う

　　　　一35　一10　一1

：Fig．5－1生体内ポリリン酸による遺伝子転写制御のモデル図

pm　ssDNA

　本論文により、大腸菌におけるポリリン酸の遺伝子転写制御因子としての機能を明

らかにすることができた。ポリリン酸の存在は広くバクテリアからほ乳類に至るまで

確認されていることから、大腸菌以外の生体内においてもポリリン酸が転写制御因子

として機能している可能性が大きい。今後更に多くの生物でポリリン酸に合成や分解、

あるいはその他の代謝に関わる遺伝子がクローニングされることにより、ポリリン酸

と遺伝子転写制御の関連性が解明されていくものと期待される。本論文で得られた成

果は、今後ポリリン酸の遺伝子転写制御因子としての機能を明らかにする上での足が

かりとなるものである。
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