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要旨

大腸菌の mini-Fプラスミドの複製開始蛋白質 RepEはプラスミド自身に

コー ドされ、プラスミド複製開始頻度の制節において鍵となる役割を担う。

すなわち、 RepEダイマーは repE遺伝子のオペレーターに結合し自己転写抑

制を行い、 RepEモノマーは複製オリジンに結合し DNA複製を開始する。本

研究は、 mini-Fプラスミド複製調節機構を RepEの機能とtiti主の関述に着目

し解析を行った。

mini-Fの複製オリジンは RepEの結合配列である 19bpのイテロンが4つ

直列に並んでいる。イテロンに結合した際に DNAに与える影響を調べたと

ころ、 RepEの結合によってイテロン当たり約50度の DNAペンデイングが起

こる事が分かった。イテロンのペンディングがオリジンに局次構造変化をも

たらし、二重鎖開裂とそれに伴う DNAヘリカーゼ誘導の契機となることが

示唆された。

次ぎに RepE蛋白質の機能ドメイン解析を行った。オリジンのイテロン

はrepE遺伝子のオペレーター(逆向き繰り返し配列)と共通する 8bpの配列

を持つ。まず、オリジンとオペレーターの認識に関わる DNA結合ドメイ ン

を解析した。欠火変異を用いた解析から、 N末端の33残恭以上あるいはC末端

の7残基以上を欠失すると、オリジン・オペレータ一両万の DNAに結合でき

なくなる事が分かった。 しかし、repE遺伝子全域に変異を導入しオリジン結

合活性を失ったアミノ酸置換変異 RepEを分離したところ、変異はC末端領域

(168・242残基)に集中していた。これらはオリジン結合効率が去しく減少して

いるのみならず、オペレーターへの結合も観察されなかった。この事から

RepEのC末端領域がオリジンとオペレーターへの結合で主要な役割を果たす

DNA結合ドメインを形成し、双方に共通する 8bp配列の認識に関わってい

る事が示唆された。

RepEは非常に安定なダイマーを形成し抜製開始頻度を低く抑lえてお



り、複製開始型であるモノマーには分子シャペロンによって変換される。次

に、 RepEの機能調節の鍵と なるダイマー形成ドメインの同定を試みた。

RepEダイマーはリプレッサーとして倒jく。リプレッサー活'性が低;下し、オペ

レーター DNAに特異的に結合できなくなった変異体をスクリーニングする

事で、ダイマー形成能が欠損した変異体の分離を試みたo 変異は RepE蛋白

質の中央領域(111・161残基)から8個、 C末端領域(195・208残基)から5偶得ら

れたが、そのうち Sl11P(111番目のセリンがプロリンに置換ぉ独立に2個分

離された)は、精製蛋向質のオリジン結合効率が約500倍上昇し、オペレータ

ー結合効率が1/100以下に落ちていた。吏に、ゲル減過および架結実験から

S111 Pはダイマーが形成できず、モノマーとして安定に存在することが分

かった。他の変異体はオペレーターへの DNA結合効率が低下しているもの

の、ダイマー形成は可能であった口しかし RepEの111・161残基は、以前同定

されたプラスミドのコピー数が上昇しシャペロン要求性がなくなる変異(ダ

イマー形成効率が落ちていることを示唆する)の集中する領域(93・135残基)

と笠なっていた。さらに、 その巾の変異，の一つ R118P (118番目のアルギニン

がプロリンに置換)はS111Pと同様ダイマーが形成できないことから中央領

域、とくに111番目と 118番目の残基がダイマー形成において中心的役割を果

たしていることが示唆された。また、 N末端42残基あるいはC末端57残基を欠

f、 失 してもダイマーを形成できる事も、中央領域がダイマー形成ドメインであ

ると いう考えを支持した。

RepEのN末端領域の機能についてははっきり分からなかったが、 N末端

33残基の欠失によって DNA結合活性が失われた事、同じく 42残基の欠失に

よってダイマー形成の効率がやや低下した事から、 N末端領域が副次的にこ

れらの活性に関与する事も示唆された。

RepEに類似する複製開始蛋向質を検索しホモロジーの認められたもの

をアラインメントしたところ、これらのドメイン併造がプラスミドの複製開

始蛋("1質問で保存されていることも示唆された。
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序論

説は、 Jacobcl aJ. (1963)によって提唱されたレプリコン

仮説で基本が示された。これは、 DNAよの特定の位置(複

製オリジン)に複製開始因子が結合し DNA複製が開始す

る、自律複製単位(レプリコン)における正の調節機備を

想定したモデルである。レプリコン仮説が大筋において正

しいことは、その後多くの系で証明され、 Bramhill& 

Kombcrg (1988)はこのモデルを発展させ複製開始因子の
遺伝梢報の複製は生命の桜本をなす事象である。多く ・

持つ三つの機能を提示した。すなわち、複製オリジンの認
の生物は DNAを遺伝情報の担体としており、 DNA複製俊

誠、オリジン内の局所的な二重鎖開裂、そして蛋白質ー蛋
備の解明は生命現象の理解には欠かせない。例えば細胞

複製において、必要な遺伝情報は発現の量・時期・場

所・活性の調節などが厳密に制御されているが、その際

に染色体 DNAの複製も厳密に制御されていることは容易

に想像される。笑際に、これまで調べられたところ生物

は緩めてね巧な調節俊仰によって染色体 DNAを培帽・維

持していることが明らかになってきた。

DNA複製の過程は複製開始、新生鎖合成伸長、複製終

結の三つの過程に分けられる(以下、包録的な総説とし

白質問の相互作用を通じた複製関連因子の誘導であり、こ

れらの要素は原抜・其核生物を問わず DNA複製開始の調

節彼仰を考える上での基礎となっている (Fig.1)0 DN A複

製の開始段階の理解は未だ不十分であり、現在もなお桜々

なレプリコンを用いて、複製開始の調節彼構の解析が行わ

れている。

mini.Fプラスミドは大腸菌F因子由来のプラスミド

て、 Kornberg& Baker， 1992; DePamphi1is ，1996)0 DNA複
で、細胞周期のある特定の時期に複裂が起こり、細胞あた

製の伸長過程については、 DNAへリカーゼ、一本鎖結合

蛋白質、プライマーゼ、そして DNAポリメラーゼ等の一

連の蛋白質因子が DNA鎖の一定方向に効率よく合成を進

めること、その際に生じる DNA損傷は修復システムと協

調して修復されることなどが明らかとなってきた。ま

た、 DNA複製の終結段階においては合成反応を停止させ

ると共に、倍加した染色体DNAを分裂していく細胞に正

般に分配する機械が働く。 一方、 DNA複製の初期段階に

おいては複製開始反応の場所と頻度の調節が特に重要で

ある。染色体 DNAの不特定の位置や無秩序な頗度で按製

開始が起これば、細胞あたりの遺伝情報の安定な維持、

調和を保った発現が乱され正常な細胞培地制御が出来な

くなるからである。複製開始機構の解析における作業仮

説は、 Jacobet aJ. (1963)によって提唱されたレプリコン

5 

り1-2コピーで安定に保たれる。プラスミド複製にはシス

因子である後製オリジン (ori~りの他に幾つかのトランスに

働く蛋白質因子を要求する。 mini.Fプラスミドにコードさ

れる RcpE蛋白質 (251残基、 29kDa)の他に、宿主因子で

ある分子シャペロン (DnaK，DnaJおよびG中E)(haki Cl aJ ， 

1989; Kawasaki et aJ.， 1990) 、大腸菌染色体の複製開始因

子である DnaA蛋白質 (Kline el aJ.， 1986; Hansen el aJ.， 

1986; Murakami el al. • 1987)、DNAヘリカーゼ DnaBとそ

の活性調節を行う DnaC(我々の未発表データ)そしてヒス

トン線蛋白質 HU(Ogura c( a1.， 1990; Wada cl aJ. 1988)など

が必要である。

mini.Fプラスミドの解析においては通常自律複製可能

な蔽小単位を用いている (Fig.2)。ミニ Fプラスミドの最
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複製オリジン

オリジンの認識 複製開始因子

ぐ-=>-

DNA二重鎖の巻き戻し

一ζ二二〉ー

複製に必要な因子の誘導

Fig. 1 Bramgill & Kombcrg (1988)の提唱した複製開始蛋白質の機能のモデル。複製開始国手が持つと考えら

れる3つの彼能、オリジンの認議、二重鎮開裂、そして複製蛋白質の詰導が示してある。 Difflcy(1996)より改

変し転救した。

小単位は複製オリジン (ori.り、 rcpE遺伝子および薬剣耐性 配列特異的に ori2の DR(Tokino clal.， 1986)と rcpE遺伝

遺伝子から偶成され、コピ一致を負に調節する incC領域 子の IR(Masson and Ray， 1986)に結合することで発河iされ

を欠いているためコピー数が細胞あたり 10-15コピーに る。さらに、この2つの機能は RepEの2つの異なるフォー

上昇している (Kawasakiel al.， 1991)0 ori2はDnaA蛋白質 ム、モノマーとダイマーによって分担されている。つま

の結合配列である DnaAbox (2偶)、アデニンまたはチミン り、RepEモノマーがオリジンの DR~こ結合(イテロンあた

もこ富む配列(A[f'rich領I立)、大脇白オリジン oriCの 13mcr りモノマー1分子}することで DNA複製が開始され、 RepE

と相同な 13bp配列(13mer)、4個の 19bpイテロン配列が ダイマーが rcpE遺伝子のほに結合することで転写を抑制l

直列に並んだ direclrepeal (DR)からなる。また、 rcpE遺伝 する (Fig.2， J shiai c181.， 1994) 0 RepEはダイマーとして非

子のプロモータ領減にはイテロンと共通する 8bp配列が ?れこ安定であり(角幸雄?有数は 0.3nM程度、Jshiaiel81 

逆向きに配Eをした mvcrledrepωl (IR)があり、オペレータ 1994)、かつ repE遺伝子の転写を抑制し担製開始因チであ

ーとして概能する (Fig.2)。 るRcpEの発現を抑えることから、 RcpEダイマーは DNA

RepE蛋白質は mini-Fプラスミ ドの桜製の頻度調節の 複製に関しては強力な負の制御肉子であるといえる。ま

鍵となるこつの重要な機能を持ち、プラスミドの複製開 た、ダイマーから複製開始型であるそノマーへの変換は分

始(イニシエーター)、および repE過伝チ自身の転写抑制 子シャペロン (DnaK，DnaJおよび G巾E)によって促進され

(リプレッサー)を行う(Kline， 1985; Muraiso el a/.， 1987; ることが inVllrOの実験で明らかになっている(我々の米

Wada C( 81.， 1987)。それぞれの機能は RepE蛋白質が広基 発表データ)。

6 
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Fig.2 mini-Fプラスミドの情造および複製調節のそテソレ因。複製オリジン (oriZ)は、 2つの DnaA蛋白質結

合サイト (DnaA加 xcs).A!T rich rcgion (A斤)，大腸rg複製オリジン oriCの 13mcr配列に似た 13bpの配列

(13mer)，4つの 19bpイナロン (direclrepeal， DR)からなる。その右隣の repE遺伝チのプロモーター/オペレー

ター領成(P/O)には、 invertcdrc(冗at(lR)が存復する。 DRには RepEモノマーが、 IRにはダイマーが結合し

(fshiai el aJ.， 1994)、それぞれ DNA複製開始および rcpE遺伝子の転写抑制を行う。 lつ自のイテロンと、 IR

の塩基配列を示した。下線はl巧者に共通する 8bp配列である。

質と mnu-Fプラスミドのオリジンとの問でも起こるのか

米解明であった。本研究ではまず、 RepEがオリジンに結

ぶ研究では、 mini-Fプヲスミドの彼製開始機併を理解 合することでペンデイングが起こるかどうかを調べた。

する上で不可欠な、機能と情i1iとの関連を軸に解析を進 イテロンと invcTledrcpcalは共通する 8bp Ae列を持つ

o めた。 ており (Fig.2)、この配列が RepE蛋白質の DNA結合の特

複製開始因子がオリジンに結合することによって DNA 異・牲を決めていると考えられる。しかし、この二つの

の湾幽(ペンデイング)を引き起こすことが、大腸菌の DNA配列の全体締造は異なり、オリジンのイテロンが直

oriC (Schaper & Messer， 1995)， ，¥ファージ (Zahn& 列に並んでいるのに対して、埼ベレーターである lRはパ

B1allncr， 1985)，プラスミド R6K(Mukhcりce el aJ.， 1985)， 1)ンドローム桜の榊迭を持つ。 RcpE蛋白質のどの領域が

pT181 (Koepsel & Khan， 1986)， PI (Mukhopadyay & これら DNA配列の結合に関わっているのか、それが単一

Chanoraj， 1993)および SV40ウイルス (Fanning& の領成であるのかを明らかにするため、 RepEの DNA結合

Knippcrs， 1992 の総説を参照)において明らかになってい ドメインの同定を試みた。また、先に述べたようにオリジ

る。複製開始蛋白質によって引き起こされるべンデイン ン・オペレーターへはてつの異なる形態の RepEが結合す

グはオリジン領域の高次初追を変化させ、 DNA二重鎖の る(それぞれモノマーおよびダイマー)。そして、非常に安

1m裂が起こると考えられている。問機のことが RepE蛋白 定な RcpEダイマーは分子シヤペロンによってそノマーに

7 
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変換される。この形態の違いによる椴能調節に重要な役 オリゴマーは 5二GCTCTAGA.CTGTGACAAA TTGCCCTCA. 

割を果たすダイマー形成ドメインの解析も行った。 GTCGACGC.3・と 5・.GCGTCGAC.

さらに、コンピューター解析による RepE鎖似蛋白質 TGAGGGCAA 1TIGTCACAG. TCT AGAGC.3・をアニーリング

の検索や高次構造予測、あるいは RcpEとオリジン ONA し作製した(両端に XbaIと SalIの認織配列を合U)o RcpE 

複合体の結晶情造解析や原子問力顕微鏡による観察を行 蛋白質のN末端にヒスチジンが6個付加した His6・RcpEを

ぃ、遺伝・化学的アプローチ以外から複製俊併に迫る試 産生するプラスミド pKV7202は、 repE遺伝子の 5・側に

みも行った。 BamHI.3・側に HindllIを付加するように作製したプライマ

略語

IPTG， isopropyl-l ・thio・s-O・galacloside;X.gal， 5・Bromo.4-

chloro-3-indolyl. s・O.galacωside;SOS・PAGE，sodium

dodecyl sulfatc.polyacrilamide gel clec町ophoresis;BSA， 

凶 vinescrum albumin; Mcs， 2-(N-morpholino)・

ethancsulfonic acid; DSP， dithiobis(succimidylpropionat巴)

材料と方法

箇4朱、ファージ、プラスミド

ーを用い pKV7190をテンプレートにして repE事長t或を PCR

1~帽し、 pQE9 の BamHI.HindOl サイトにクローニングし

作成した (Fig.3)。 ヒスチジンタグのない RepEを発現す

る pKV7203の作製は、 pKV7202の EcoRI.SmaI領域を、

ヒスチジンクラスタ一部分を欠失する形でPCR増幅したも

のを、 pKV7202の対応するサイトに再度クローニングす

ることで作製した (Fig.3)。これらのプラスミドを持つ菌

の培養液に lPTGを加えると改変されたファージ TSのプ

ロモーター (E.coJiのRNApolymeraseによって読まれ

る)から His6.RepEまたは His6のない RepEの発現が誘

導される。プラスミド pRep4は pKV7202 または

pKV7203と共存でき、 Jacl遺伝子を持つことで非誘導時

の RcpEの発現を抑制する。 pKV81SはファージT7のプロ

モーター下に rcpE遺伝子を持ち、菌株 BL21(OE3)中で、

本研究で使用した大脇菌株、ファージ、プラスミドを IPTGにより RepEの発現が誘導される (Studier el al.， 

合わせて Table1に示 した。菌抹 KYI461は HI2017 1990)0 t.Nll， t.N17 の精製には、 pBK819，pBK820 

(H irano el a1.， 1987) にPlトランスダクシヨンによって (Kline el aJ.， 1992)を用いた。変異 RepE蛋白質の精製、ま

的y+ 遺伝子を導入することで作製した。 KY1462 と

KY1463 11 KYI461 に、 KY1464は MC4100に).P repE-

JacZを浴原化し作製した。融合遺伝子 Para8・OR2-JacZを

持つ Aファージは、 pMS434の HindfUサイトにオリジン

の OR配タ1)を逆向きに 2つ配し、 in v;vo recombinalion Iこ

より).pF13へ移し作製した(Hirano el aJ.， 1987)。ペンデ

イングアッセイ周のプラスミド pKV720SはpBend2(Kim 

el aJ.， 1989)の XbaI.SaIIサイトに 19bpイテロン配列を含

む合成オリゴマー DNAをクローニングし作製した。合成

8 

たはそれを含む細胞粗抽出液の調裂に際しては必要に応

じ、変異 repE遺伝子の XmaI.BcoRV断片をそれぞれ

pBK81Sまたは pKV7203の聖子生型 repEの対応する部位と

入れ替えた。pKV7204はpKV718と同線 ori2プラスミド

で、 トランスに補われる R巴pE壷白質に依存して複製す

る。作製は、 cal遺伝子を持つ mini.Fプラスミド(我々の

未発表データ)の repE遺伝子の Smal.EcoRV領成を欠失す

る事で行った。新たに作製したプラスミドの得造はシーケ

ンスによって確認した。



Table 1. Bacterial strains， phage， and plasmids 

Strain， phage， or plasmid 

Strains 

KY1461 

MC4100 

KY1462 

KY1463 

KY1464 

BL21 (DE3) 

M15 

KD1087 

Phage 

A pF13 

λParaB・DR2-lacZ

入PrepE-lacZ

A DE3 

Plasmids 

pKV7190 

pMS434 

pQE9 

pRep4 

pKV7202 

pKV7203 

pBK815 

pBK819 

pBK820 

pLysS 

pKV531 

pKV718 

pKV7204 
pBend2 

pKV7205 

¥ 

Relevant genotype 

F-t:.(ara-Ie叫697t:.(Iac-pro) thi trpA38(Oc) 

F-t:.(argF-lac)U169 rpsL relA flbB deoC ptsF rbsR 

KY1461 (A PrepE・lacZ)pRep4 

KY1461 (A PrepE-lacZ) 

MC4100 ( A PrepE-lacZ) 

F-ompT( A DE3) 

F-lac ara gal mtl 

F-mutD5 o(tonB・trpA，町leuargE hls spcA 

imm21 ParaB-lacZ 

j庁1汀121ParaB-DR2・lacZ

imm21 PrepE-lacZ 

imm21 lacl phage T7 RNA polymerase 

or~pMB1) cat trpR repE 
or~CoIE1) b匂 ParaB-lacZ

or~CoIE1) bla 
or~p15A) neo lacl 
or~pMB 1) bla His6・repE

or~pMB1) bla repE 

or~pMB1) repE 

or~pM 8 1) repE.1N 11 

or~pM 81) repE.1N 17 

or~p16A) cat phage T7 Iysozyme 

mini-F ori2 bla repE602 

mini-F ori2 bla 

minトForiヨcat

ori (pMB 1) bla 

ori (pMB 1) bla iteron 

) 

Reference or source 

this work 

Casadaban， 1976 

this work 

this work 

this work 

Studier et al.， 1990 

Beckwith， 1963 

Degnen & Cox， 1974 

Hirano et al.， 1987 

this work 

Kawasaki et al.， 1991 

Studier et al.， 1990 

Kawasaki et a人1991

Hirano et al.， 1987 

QIAGEN 

QIAGEN 

this work 

this work 

.Kawasaki et al.， 1992 

Kline et al.， 1992 

Kline et al.， 1992 

Studier et al.， 1990 

Ishiai et al.， 1992 

Kawasaki et al.， 1991 

thiswork 

Kim et al.， 1989 

this work 
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Fig.3 RepE発現プラスミド pKV7202，pKV7203の構造及びおもな制限酵点サイトの位置。 pKV7202はN

ぷ端にヒスチジンタグの付いた RepE(His6・RcpE)を発現するのに対して、 pKV7203は本来の RepEを発現

する。 His6・RepEはN末端側に16残基の付加がある:(M)RGSHHHHHHGSIEGR， EGRが RcpEの二番目のコ|

ンに続く。 rcpE遺伝子の下に示した4つの互いに重なる scgment(1 -4 )は、 DNA結合能欠損変異体(TahJc~ 

を分離する際に PCRで変異を導入した単位を示す。

培地 TGGAAGTGA T ATCGCGGA.3・を用いて pKV7203~こ対する

凶のJt;義は L.broth(Wada et al.， 1986). mcdium E (Vogel PCRを行い、できた断片を Nde!および EcoRVで切断、

& Bonncr， 1956) 5upp1cmcnlcd Wilh 0.2% glucose， 0.5Qも pBK815の対応する制限酵京サイトにクローニングするこ

casamino acid and 2μ g/mllhiaminc または MacCONKEY とで作製した。 C末端からの欠失変異 (602.701，dC10. d 

AGAR (DIFCO)を用いた。プラスミドを持つ菌株の選択の C57および dC148)はpKV7190をもとに作成した。

ために、 50μ g/m1ampicl1m， 20μg/m1 ch10ramphcni∞1. RepE602は以前に我々の研究室で分縫されたフレームシ

フト変興ーで、 C末端の6残基が欠失、かわりにイソロイシ20μ g/ml kanamycinを適宜培地に加えた。

ン・プロリンの2残基が付加している(Ishiaiel al.， 1992)。

欠失恋.nRcpEの作成 RepE701 (C末端の7アミノ般を欠トロイシンが付加)お

N~織から 33， 68 または 103~.JUき欠失した変異 RιpE よぴdC57(C末端の57アミノ般が欠失)は、 Xbalリンカー

(dN33， dN68およびdNI03)はpKV7202をもとに、適 (CTCT AGAG) :をそれぞれr叩Eの E∞RVまたは PvuOサイ

当なこつの制限酵素サイト問(それぞれ BamHlと SmaI， ~ Iこ州入し作製した。 RepEdCIOはアンバーコドンを合

NruJ 'または Nacl)の DNA断片を欠失する事で作製した。 むプライマーを用いた PCRにより作製した、C末10アミ

開始コドンの次に rcpE遺伝子の43昏自のコドンが来る d ノ酸欠失変異である。 dC148は NaeIとHpaIサイトの問

N42の 作製は、プライマーとして 5・. の断片を欠失し作製した。

GGAA TTCCAT ATGGTTGACCAGATCAGA.3・および 5'.

10 
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リプレッサー活性欠航 RepEの分離 MacCONKEY AGARを用い、 repE遺伝子の発現は特に話導

変具体分離は、変貝導入の方法、月lいた菌妹、プラス がされていない。 Cではトリプトファン抜きの midiumEプ

ミド、インデイケータープレートの組み合わせを変え、 レート (60p g/ml X gal)を用い、 rcpE遺伝子の発現が誘

三通りに(以下 A，Bおよび C、Fig.9書照)行った。スク 導される (mcdiumE汲体府地で RcpEの発現量を比較した

リーニングは以下のように4つのステップから成る。 場合、 トリプトファンの量が Oμ g/mlの時は 50μg/mlの

(1) A， Bでは repEを持つプラスミド (A.pKV7190 ; B， 時の約5ff{高い、 Kawasaki，1992)。

pKV531)を mulD5変買を持つ KD1087中で複製させるこ 8タイプスクリーニングで RepEを発現するプラスミド

とで変異・を導入した。また、 Cでは pKV7203に対しプラ として用いた pKV531(mini-Fプラスミド)はC末織を6ア

イマ-Y-ATCGTCCAGTCAAACGACCTCACT-3'および 5・- ミノ般欠いた RepE602に復裂を依存している為にコピー

T AA TT AAGCTTTCCACTGAGCGTCAGA-3・を用い問'pEの 数が野生型の70% にmちている。これは、コピー数を~

XmaI・EcoRVを含む領峨に対してエラープローンな PCR しく上昇させる変異が導入された場合にオーパーイニシエ

(後述)を行い、 J.l~帽断片を XmaI-EcoRV 切断の後、 ーシヨンによる宿主のi~嫡阻害が起こるのを防ぐためであ

pKV7190の対応する部伎に伸入することで、変異を導入 る(Ishialel al.， 1992)。プレートからの選択後は、 repEの

した。 XmaJ-EcoRV断片を発現ベクターの対応する部位に入れ仔

(2) A. Bでは KY1463、Cでは KY1464に対し、変異.を え C木綿ぽ野生型にt起した。

導入したプラスミドをトランスフ才 一ムした。インデイ 8の pKV531は自身の持つ rcpE産物に復裂が依存して

ケータープレート上で 37t、一晩インキユベートした おり、 Cでは前述のようにイニシエータ活性を持っている

後、 p-galacLOsidase活性を発現し発色しているコロニー ことをスクリーニングの条件とした。これに対して、 Aで

をピックアップした。 はイニシエーター活性の有無は問わなかった。

(3)各コロニーをシングJレコロニーアイソレーシヨン

によって府裂したあと、それぞれの細胞中で発現する

rerE遺伝子産物をイムノプロッティングで硲認し、欠失

あるいは野生型よりも鼠の少ない RepE蛋白質を発現して

いるものを排除した。 Cの場合さらに pKV718( or;2プラ

スミド)の複製をサポートできるか否かを織べ、イニシエ

ーター活性を持たない物は排除 した。

(4)それぞれの変異 rcrE遺伝子産物を含む細胞粗抽出

液を捌挫し、これを用いたグJレシフトアッセイを行いオ

リジン・オペレーターDNAへの結合活性を調べた。その

結果、オリジンへの結合効率を野生型と同程度かそれ以

上に保ち、かつオペレーターへの結合効率が著しく低下

したものを、ダイマー形成能欠航変具体の候補として選

択した。

インデイケータプレートとしては AおよびBでは

11 

RepE蛋白質の精製

!rf生型 RepEの1布製法は基本的に文献の記載に従い

行った (Kawasakie181.， 1992; Ishiai e181.， 1994)。若干の

変更点は、陰イオン交換カラムとして、 MonoSHR515の

代わりに、 HiTrapSP(Pharmacia)を用い、カラムに吸着し

たRcpEを450，600， 750 mM KC1で段階的に洛出したこと

である。 RepEは ωOmMKCIの分画に浴出された。本研

究で特られた S111P以外の変異体蛋白質はすべて野生型

の場合と同じく、大量発現後に集菌しソニケーション・遠

心すると沈般分画に回収され、野生型の場合と同格に精裂

がtl:H~ t.ニ。 S111P は約40%が上清に、残りは沈殿分画に回

収された。よ清からは良巴pE54と同級に(ただし DEAEカ

ラムの過程は省いた)、沈殿分画からは野生型と同級に粉

裂を行ったが、いずれもイオン交換カラム、サイズカラム
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における溶出パターンに追いはなかった。精製蛋白質を

用いた実験には沈殿分画から初製したものを用いた。

また、より航便な方法で純度の高い按白質を高収量得

るため、 DNA総合ドメイン解析における欠失変異 RepE

(RepE602を除く)はヒスチジンクラスターとの融合蛋白

質として Ni2+ -nilTilotriacclic acid (NT A) resin (QIA cxprcss 

syslem; QJAGEN)を用いて精製した。 pKV7202(または変

異 repE遺伝子を持つ派生プラスミド)およびpRc凶を持

つ MIH米をアンピシリン、カナマイシンを含むし底地

l∞ml 中、 30tで対数i~砲後期まで培獲する。 l mM

lPTGを加え 4時間発現誘導 したのち集曲、 10mMp-

mcrcapLOclhanol. 1 mM phenyune山ylsulfonylfluoride 

(PMS町を加えた 5ml Buffer A (100 mM  NaH 2P04・10mM

Tris. 6 M guanidine hydrochloride. pH adjusled 10 8.0)中で l

時間浴菌する。上治を Ni 2+-NTA column (0ふnl)に吸

;省、 BufferA 18 mMイミダゾーJレで洗かした後 BuCferA 1 

40mMイミダゾーJレで洛出し、得られたフラクションを

MES-O.5M KCI /<'ッファー (20mM  MES-KOH. pH 6.0.0.1 

mM  EDTA. 500 mM KCl. 10 mM p-mercaploelhanol. 10% 

glycerol) に対し 5時間透紙、 50%glycerolの状態で・20'1:

保存した。消裂は室温で行い、この結果 0.5・1mgの RepE

蛋白質が 90%以上の純度で得られた (SOS・PAGE後の、ク

ーマシー・プJレー染色で判定)。

細胞粗抽出法の銅製

グJレシフトアッセイに用いた細胞粗摘出液の潟裂は

pKV7203 (またはその派生プラスミド)を持つ KY1462

か、 pKV7190(またはその派生 プラスミド) を持つ

たのち集荷した。集菌後は 1mlの Buffer1 (20 mM HEPES 

[N・2・hydroxyclhylpi戸 raunc-N'・2-cthanesulrollicacid; pH 

8.0). I∞mM NaCI. 2 mM  EOT A. 7 mM  p -mcrcaplochlano1. 

1 mM PMSF， 10% glyccrol. Zcrbib el a/.， 1987参照)にリサ

スペンドし、ソニケーシヨンで浴菌したあと遠心(14，0∞
x g for 15 m凶)、上清を試料と し・20'1:で保存し、適宜-gs

をグJレシフトに用いた。細胞:m抽出液中の RepEの漉J.l[

は、精製 RepEを書照にしイムノプロッティングで測定し

た(抽出液中の他の蛋白質は測定に影官を与えなかった、

データ提示せず)。抽出液中の RcpEiI度は 0.09・0.18

mg/mlで、ゲJレシフトでは RcpE特異的な ONAとの複合

体のみが観察され、精製 RepE蛋白質と変わらない程度の

結合効率を示した。

PCRによる突然公然導入

repE遺伝子への盗さき置狭変異導入は PCRを利用した

(Leung c( a/.. 1989)0 Taq ONA po1ymerase (Wako Chemical) 

を用い、 100μlの反応液 (10mM Tris-HCI [pH 8.8]. 50 

mM KCI. 1.5 mM MgCI2， 0.1 % Triton X・100)に1サし、 ONA

結合ドメイン1tH庁の際は 0.1mM  MnCI 2・ダイマー形成ド

メイン解析の際は 25μMまたは 50μMMnCI 2を反応液

に加えた。各 200μMのdATP.dTTP， dGTP， dCTPを加え、

94t 130秒-50'1:ハ分-70t 12分を l サイク Jレとし、 ù~

2Sサイク Jレ反ゐした。得られたDNA断片は両立貨を適当な

制限酵素で切断し、対応する領戚をあらかじめ除去してお

いた pKV7203または pKV7190へライゲーシヨンした。

ONA結合能のグJレシフトアッセイによる判定

ゲJレシフトアッセイは、オリジンの direClrcpea凶 (OR，
KYI464で行った。前者の組み合わせの場合、対数ig地後

130 bp )またはオペレータである invcrtedrepeat (lR， 180 
期のほ養液 (L借地 5ml)に0.1mM  IPTGを加え1.5時間発

現誘導したのち集聞した。後者の場合、 ovemighlculrure bp)の断片を 32pで末端ラベJレしたものをプロープとし、

をmediumE 培地(10μ g/mlindolc acrylic acid ，町yplophan Kawasaki el a/.， (1992)に記載の方法でおこなった。 RcpE

Crcc)にイノキュレート、 37tで対数iiU直後期まで培援し は綿製蛋白質、または細胞J姐抽出液をもちいた。反応i伎の

12 
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組成1120mM  Tris・HCI(pH 7.5)，40 mMトJaCl，10 mM  

MgCJ2， 0..1 mM  EDT A. I mM  dllhlO山rcitol.0..1 mg/m1 

BSA.Io.μg/ml poly(d1-dC)である。 20.μl反応液に 5fmol 

のプロープ DNAと、綾後に RcpE蛋白質、もしくは RcpE

を合む細胞粗抽出液を加え、 3o.tで30.分インキユベート

のf炎、 2μlのダイを加え 10.%ポリアクリ Jレアミド・グJレ

で泳動した。ゲJレは乾燥後にバイオイメージ・アナライ

ザー伺AS2o.OO.Fuji)で解析した。

ONAペンデイングアッセイ

オリジンへの RcpE蛋白質鮎合によるペンデイング

は、基本的}こは KimeC aJ. (1989)に記載の方法に従った。

Syslem)o 250・5∞μg/mlの蛋白質を l∞μlアプライし、

後出は 280.runの吸収で行った。

精製 RcpE蛋白質の架僑実験

OSP (Pierce)を用い、基本的にはサプライヤーの指示に

従い精製 RcpE蛋白質の架線を行った。 DSPのストック液

は 10.mg/mlの波度で dimcthylsulfoxide (OMSQ)に溶かし

作成した。祭場反応は PBSバ yファー (20. mM sodium 

phosphatc. 150. mM NaCI. pH7.5) 50.μl 中、 80.nM RcpE蛋

白質、 5μ g/mIOSP(段後に加えた)の条件で行った。 DSP

を加える直前(0.umc)と、))(中でインキユベート開始後、

10..20..40.分の各点で 10.μlのサンプjレをとり lμlの 1M 

プラスミド pKV72o.5の DNAを Mlul，Nhel. XhoI， EcoRV. Tns (pH 7.5)を加え反応を停止した。各サンプルは等量の

Smal， Nrul， Rsalまたは 8amHIの各制限酵素で切断する 2x samplc buffer (125 mM Tris-HCI. pH 6.8，0..65% SOS. 

と、一定長 (140.bp)の ONA1ffr.J.i・中のさまぢまな位置にイ 15% glycerol， 0..0.0.5% hromophcnol blue)を加え、 2分間

テロンを持つ断片が切り出される (Fig.4)01μsの各断片 ボイ lレの後 12.5%SDS-PAGEで展開した。泳動後にグルを

と1.7pmolの精製 RcpEllr白質を 15μlのグJレシフトパッ ニトロセルロース・メンプレンに転写の後、 ECLWcslcrn 

ファー中で混ぜ、 3o.tで 3D分間インキユベートした。反 blolling syslcm (Amcrsham)によってRcpE蛋白質を検出し

応終了後ダノを加え、 10.%ポリアクリ Jレアミド・ゲJレ た。

中、 4t、10.V/cm以下の定也庄で泳動した。ゲJレはエチ

ジウムブロマイドで染色の後、イメージアナライザー

(POI)で解析した。ペンデイングの角度は、 Thompsonand 

しandy(1988)に記載の関係式、 μM/μE=∞sσIHこ従っ

て算出した。ここで、 μM !立DNA断片の中央に蛋白質が

*b'合した場合の泳動度、 μEは ONA断片の端に蛋由貿が

粘合した場合の泳動度、そして。はペンデイングの角度

である。

t，~~ RepE 蛋白質のゲlレ1I~過'よ験

サイズカラム Supcrdex75HRIQβ0. (Phannacia) を用

い、 20.mM Mes (pH 6.0.).0..5 M KCl， 0..1 mM  EDTA. 10. mM 

p -mcrcaptoelhanol. 10.%以yccrolのバッファー中、室温、

0..5 mVminの流速でクロマトグラフを行った (TOSOHPしC

13 

その他の方法

閣株・ファージの取り扱い、 ONA、蛋自の取り扱い、

SDS-PAGEなどは標準的な方法によった (Sambrooke/ a/.， 

1989)。シーケンスは、 dyclcnninalor cycJe s巴quencingIul 

および ABI373A scqucnccr (Perkm Elmer) を用い~Tった。

結果

RepE蛋白質のベンデイング活性

RcpE蛋白質がオリ ジンbこ払合した際に、オリジンにペ

ンデイングを引き起こすのかどうかを検定した。一定長
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RcpE-イテロン複合体のペンデイングアッセイ。 (A)プラスミド pKV7205のペンデイングアッ

セイに関わる領域。制限僻素サイト及ぴ RepEの結合配列 (19bpイテ円ン)が示しである。 (8)プラス

ミド pKV7205DNAをi九仙11，Nhel， Xhol， EcoRV， SmaI， Nrul， RsaIまたは BamHlで切断して出来た、イ

テロンがさまさ'まな位置にある 140bp DNA断片を RcpEとインキュペートし、 10%ポリアクリ jレア

ミド ・グJレで電気泳動後エチジウムブロマイド染色した{詳細はN!4とノゲ必診照)0(C) RcpE・DNA複合

体の泳動度を 140bp断片中のイテロンの位置に対してプロットした。 RelardalIonralioは DNA単独

(Frcc)に対する RcpE・DNA複合体(Bound)の泳動度の比である。
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(140 bp)の DNA断片の様々な位置に RepE蛋白質の結合

部位であるオリジンの 19bpイテロンが配置される検に

し、この DNAとRepE蛋白質とのグJレシフトアツセイに

よってペンデイングの有無を判断した(詳細は材科と方法

に記載)。ベクターの XbaI-Sallサイトにイテロンを一個抑

入したプラスミド DNAを、 AイluI，NheJ， XhoI， EcoRV， 

SmaI， NruJ， Rsalまたは BamHIで制限酵素処理することに

よって 140bp DNAの様々な位置にイテロンが挿入された

断片ができる (Fig.4A)。この DNAと野生型 R巴pE蛋白質

とをインキュベートし、ポリアクリルアミド ・グJレで電

気泳動したところ、 DNA単独の場合は全て 140bpの長さ

に相当する泳動度を示した。これに対して RepE・DNA複

C末端 (221-242残基、 Bexet aJ.， 1986)の2箇所にヘリック

ス.ターン.ヘリックス・モチーフ様の配列が存在すると報

告されていたが、 DNA結合への関与は明らかでなかった。

DNA結合ドメイン同定のため、まずN末端、 C末端両側か

ら幾つかの欠失変異を作成し invivoのイニシエーター活

性とリプレッサー活性、さらに DNA結合活性を調べた。

欠失変異体の蛋白質の精製を容易にするため、ヒスチジン

6残基のクラスターをN末端に付加する形(His6-RepE)で作

製した。野生型 RepEはヒスチジンを付加しでも、 m叫vo

におけるイニシエーター活性、リプレッサー活性をうたわ

ず、また inviLrO においても DNA結合活性に影響は見ら

れなかった(データ縫示せず)。

合体の場合は、イテロンが DNA上のどの位置にあるかに N末端からの欠失が 33，68あるいは 103アミノ酸残基

よって異なる泳動度を示した (Fig.48， C)。泳動度はイテ まで欠失すると invivoでイニシエーター活性、リプレッ

ロンが DNA断片の中央付近にあるとき段も小さく、織の サー活性がともに失われ、 invilroでもオリジンの dir∞l

方にあるほど大きかった。これは RcpEの結合によって repeat (DR)，オペレーターである invertcdrcpcal (IR)それぞ

DNAのペンデイングが起り、その際 DNA上にイテロンの れの DNAに結合できなくなる事が分かった (Fig.5)。ー

存在する位置の違いからRepE-DNA複合体の形状に差が出 方、 N末端から 17残泰欠失した場合、 invivo におけるイ

たためと判断できた。 Thompsonand Landy， 1988に記載 ニシエーター活性は失われるが、オリジン 田オペレーター

の関係式により、 RepE蛋白質がイテロンに引き起こすべ 双方に対する DNA結合能は保持していることが以前に報

ンデイングの角度を推定したところ、約50度であった。 告されている(Kline eC al.， 1992)。これらの結架から、

オリジンにはイテロンが 4つ存在し、それぞれに RepE蛋

白質が結合する。各イテロンに RepE蛋白質が結合するこ

とでオリジン領織の高次構造変化が起こり、 二重鎖開裂

RepE蛋白質のN末端 17・33残基にかけて、直接あるいは

間接に DNA結合に関与する領域があると考えられた。

C末端を6残基欠失した場合 (RepE602)、jnvivoでのイ

とそれに続くへリカーゼの導入の契機になると考えられ ニシエーター活性、リプレッサー活性は野生型 RepEと伺

，・.，、。 程度で、 inv;Lroでもオリジンあるいはオペレーター に対

する結合能への影響はわずかであった。これは、以前の

我々の結果とも一致している (Ishiaiet al.， 1992)。欠失が

10残基あるいはそれ以上に及ぶと (sCIO，sC57およびA

DNA結合ドメインの解析 C148)、Jnνivoで活性を失うだけでなく、 invilro におい

ても DNA結合活性を失っていた (Fig.5}0C末端が7残基

N末端、C来立諸問側からの欠失はともにDNA結合 欠失した RcpE701の場合は mνivoの活性は完全に失われ

箭怜に影縛する ていたが(細胞蛋白質量に差はない)、オリジン・オペレー

これまでに RepEの63・82残基 (Masson& Ray， 1986)と ターに対する invitroの結合活性は保持していた (Fig.5)。
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Fig. 5 (A) RepEのN末およびC末端領域欠失変異の位置と活性。イニシエーター活性は RepEをトランスに

捕った際の ori2 プラスミド (pKV718 または pKV7204) のコピー数により測定した (Kawr!~::ki .~! &1.. 19y 1)。

リプレッサー活性はオペロンフュージョン遺伝子 PrepE・lacZから発現される {J.ガラクトシダーゼ活性(トラ

ンスに捕われる RepEによって転写が抑制される)により測定した(Kav.は~~\.i CI a/.. 1991)0 in vivoの活性は

ヒスチジンタグ付さ(企N33，d N68， d N103およ びdNI48)または無し (602，701，dC10およびdC57)の

RcpEを発現する幽紘を用いて測定した。 JnVI仰 の DNA結合活性は RcpE602を除き、ヒスチジンタグ付き

の状態で精製した掻白質を用いた。結合効率は、 50%結合に必要な RcpE量を野生型 (WT)と比較した。黒

捻りの部分が欠失した領域である。 ND，nOl deleCled (or;2プラスミドのトランスフォーマントが待られな

かった)0(8)グJレシフトアッセイの例(実験条件の詳細は材科と方法に記載)。それぞれ 3pmolの His6.RepE

16 

を用いた。 DR，dLrccl rcpcal; IR， inverled repeal. 
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Fig.6 野生型及び RepE701のグルシフトアッセイにおいて非保設 DNAを用いた鋭合実験。実験条

件は、非原設の dlrCCIrCpCal (DR)またはInVCrlcdrCpCal (1 R)を図に示した最加えた以外は、 Flg.5と

同織に行った。原必 DNAの全体畳のうち、精製 RcpE!長自質(野生型および RcpE701)と結合したも

のの割合を、加えた非保総 DNA量に対してプロットした。非探検 DNAを加えない場合の野生型の*t
合効率を 100%とした。

この矛応ーの原因を知るためにゲルシフト・アッセイにお ンへ結合できなくなった変異 RcpEを直接スクリーニング

いて妓合実験を行った。その結果、 RcpE701<T) DNA結合 した。この目的のために、 ori2のイテロンに結合できない

が不安定になっていることがー囚として挙げられた。過 変異 R巴pEをlacZの発現によってモニターする系を作成し

剰なの;l1，~.思議 DNA をコンペティターに用いゲルシフト・ た(Fig.7) : araBプロモーターと lacZ仰造遺伝子の間に

アッセイを行うと、 RepE701・DR複合体は野生型 RepE. ori2のイテロン(オリジンの DRを2組逆向きに計8個のイ

DNA複合体3こ比べ妓合されやすくなっていた (Fig.6A)。 テロン、 DR2)が帰入された倣合遺伝チを持つ Aファージ

一方 RepE701・IRの方は、野生別と般会の程度に関しては を KYI462に浴原化し、それに対して RcpE蛋白質がプラ

大きな追いはなかったが、結合効率の面で RepE701は野 スミドからトランスに捕われた。この系で野生型 RepE蛋

生型の約半分であった (Fig.68)。以との事から RcpEのC II質が備われた場合はイテロンに結合し araBプロモータ

ぷ総領域は DNA 結合にm~な働きをしている事が明らか ーからの転写は阻害され、 lacZの発現が抑制される。それ

になった。 しかし、久失変究を用いた解析からは DNA結 に対して、 DNAに結合できない生異 RepEが供給された場

合に雪t~な領械の情報はこれ以上43られなかった。 合はβ・ガラクトシダーゼの発現が起こる。 araBプロモー

ターを0.05%アラピノースによって訴導する条件下、マ γ

DNA結合能力の低下した変nHCDEの分段 コンキー・プレート上で野生型 RepEを産生するコロニー

つぎに DNA結合に特民的に影瞥を与えるアミノ酸置 は白色コロニーを、 DNA結合能久掠変異 RepE(企C57 ま

娘変民 IミcpEを分離するために、オリジン (ori2)のイテロ たは6C10)を産生するコロニーでは赤色コロニーが形成

17 
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Fig.7 DNA結合能欠損 RepE変異体を分離する系。変異を導入した rcpE scgmenlを持つプラスミド

pKV7203の DNAをKYI462(A P araB・DR2-JacZが漆原化しており、プラスミド pRep4を持つ)にトラ

ンスフォームする。 lPTGまたはラクトースによって発現が誘導された RcpEが正常な場合はイテロン

配列(DR2，8つのイテロン)に結合し araBプロモーターからの J:ICZの転写を抑制する。それに対して、

トランスに供給される RepEがイテロンに結合できない場合は lacZの転写がおこる。

されることが儲かめられた。 ピックアップした。各断片について約1，000個程度のトラ

変異導入には PCRmutagencsis法を用いた (Lcungel ンスフォーマントをスクリーニングし、 scgment1から 16

al.， J 989)。これは、反応液中の Mn2+ イオン波度に依存 個、 scgmcnl2 から8個、 scgmcnけから39個、児島ment4

して TaqDNA polymeras巴の忠実度が下がり塩基置換が導
から別個の赤色コロニーが得られた。

入される1jJを利用する方法である。特定の領域内にのみ

DNA結合活性欠指変異はC末端領域に集中した
変異を導入できる点、変異導入効率が非常に高く係りが

上記のスクリーニングで符られた各クロ ーンについ
比較的少ない点で有効である。材科と方法に記載した条

て、抗 RepE血清を用いたイムノプロッティングによって
件下、 repE遺伝子を互いにオーパーラップする 4つの

repE遺伝子産物の大きさと量を線認した。多くのクロ-
segment (Fig. 3参照)に分けf恐怖した。得られた各 DNA断

ンは欠失した RepEまたは、野生型より孟の少ない RcpE
片の両端を制限酵素処理し、プラスミド pKV7203の対応 Y 

を産生しており、これらは排除した。残った28個のクロ
する部位へクローニングした。その結果得られたプラス

一ンはC末端に集中していた (segment1は O個、 segment2 
ミドを上述の系の菌株KY1462にトランスフォームし、

はl個、 segmcnl3は5個、 segment4は22伺)。次に、これ
30'Cでインキュベート、 18時間後赤くなったコロニーを

ら変異体の変異導入があった segmenlに関しシーケンスを

18 
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Flg. 8 (A)細胞;但抽出液を用いたゲJレシフトアッセイの例。dircCIrcpcal (DR)または invcrledrepeatαR) 

の DNA断片をプロープとして用いた。示された量の細胞粗抽出減をmぃ、 .tt科と万法の記載に従って反

応を行った。 (B)イムノプロッテイングによる細胞粗抽出液中の RcpEiJi白質定量。各レーンとも野生型

(Wl) または変J\.~の抽出液 0.25μl にリファレンスとして 3 1.6 ngの精製 RepE6C57を加えた。抽出液

中の Wl，KI841，し209Pおよび L224Pの浪度は、それぞれ 0.13，0.10，0.16および 0.18mg/mlである。抽

出液中の RcpEと6C57の位置が示してある。
("'¥ 

これらの変異は168.242残基の範囲内に集中して起とに、行い変異.の位置を決定すると共に、細胞粗抽出液を用い

こっていた。たゲJレシフトアッセイによって DR，IRに対する DNA結合

Mれの変)~.~もオリジン・オペレーター双方への DNAこれらの変異体の殆どは期待された通り、能を調べた

そのうち8つはオペレ結合幼殺がZしく低下していたが、オリジン・オペレータ一政方への結合:こ欠損が見られた

ーターへの*b合は倹出されなかったのに対し、弱いながら(Fig.8にグJレシフトアッセイの一例を示した)。

もオリジンへの結合が観察された。 RepEはモノマーがオDNA 総合能が欠損した変異体に閃しその変異の様子を

ダイマーがオペレーターに結合することから、リジンに、まとめたのが Tablc2である。これら変異の位置は何れも

これらの変異がダイマー形成に関与している可能性も考えC末端 (scgmcnl3とscgmcn(4)に集中しており、多くは1

られたが、オリジン・オペレーターへの結合活性が大きく

ダイマー形成への関与はあったとし結ちていることから、

19 

ア ミ ノ酸訟j失盆)~.であった(少なくとも 10個の独立な変

フレームシフト変異もlつあった。興味深いこ異)。また、
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Table 2. DNA-binding delective RepE mutants with amino acid alterations 

Mutant RepEa Amino acid (codon) change(s) Segment no.b DNA binding activityC 

DR IR 

S168P S(UCC) P(CCC) 3 <1 <1 

K1841 K(AAA) I (AUA) 3 21 <1 

1188N I (AUC) N(AAC) 3 <1 <1 

0193し O(CAG) し(CUG) 4 21 <1 

M201T M(AUG) T(ACG) 

L194P し(CUG) P(CCG) 3 5 <1 

し194P L(CUG) P(CCG) 4 <1 

S197R S(AGU) R(AGA) 4 7 <1 

M201T M(AUG) T(ACG) 4 <1 <1 

S225P S(UCA) P(CCA) 

R207P R(CGC) P(CCC) 4 <1 <1 

F208し
. 

F(UUC) し(CUC)-. 
L209P し(CυG) P(CCG) 4 <1 <1 

N217D N(AAC) D(GAC) 4 5 <1 

T236S T(ACU) S(UCU) 

L224P し(CUC) ー 砂 P(CCC) 4 3 <1 

F240S F(UUU) S(UCU) 4 3 <1 

F242S F(UUC) S(UCC) 4 9 <1 

FS219・247d Frameshift (219・247) 4 <1 く1

a Mutant RepEs are designated by a codon number (111 lor AUG) flanked by one letter amino acid codes 01 wild type (Ieft) and the mutant (right). Those with asterisks 

were lound simultaneously with another mutant (shown immediately above) in the same clone; the DNA binding activities 01 the double mutants are presented. 

b The numbers reler to those indicated in Fig・3.

C The DNA binding activity was determined using several dilutions 01 crude extract， and ∞rrected lor the amount 01 RepE in the extract used. Values are presented 

as % 01 the wild type RepE. Averages 01 two experiments are shown. DR， direct repeat; IR， inverted repeat. 

d The predicted amino acid sequences 01 the C-terminal end (Irom residue 219) are: Wild type:…RTPMRLSYIEKKKGRO丁THIVFSFRDITSMTIG(251 residues)， 

Mutant:…KLOCASHTLRKRKAARRLlSYFPSAISLP (247 residues) 
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ても副次的と考えられた。オリジン・オペレ ーター双方

に全〈結合の観察できなかったのは、 lアミノ酸置換変異

では S168P(168番目のセリン政基がプロリンに置換、以

下rdH主)，1l88Nおよび L209Pの3つであった。これらアミ

ノ般残恭は、 DNA結合に緩めて重要な働きをしていると

考えられる。

Table 2 Iこ掲較していない変具体としては、 6アミノ酸

欠失変異 (PνuIIサイトにまたがる 191番gのチロシンから

196帯包のセリンを欠失)が7つあり、これも DR，IRへの

結合は観察されなかった。また、{氏補のなかに DR，IR両

万に対しtJ'生型 RepEと同程庄の結合活性を示す物が

segment 2から 1{園、 segmcnt3から l個、 segment4から2

偶取れたがこれらの原因に閲しては分からない(データ提

示せず)。

以よの結果と、欠失家具体を用いた結果(Fig. S)を合

わせて、 RcpE 蛋白質のC末端-;.fI~ (アミノ酸残基 168・242)

蛋白質においてN末鴻領域にロイシン.ジッパー・モチー

フ棋の配列があるが (RepEでは21・SS残基、 Gira1do c( aJ.， 

1989)、プラスミド pPS10のイニシエーター蛋白質 RepA

ではこの配列内のロイシンを別のアミノ般に置換するとダ

イマー形成総が下がるとの報告があった (Garciade Yiedma 

e181.， 1996)。また、プラスミド R6Kではイニシエーター

蛋白質 πのN末端側半分でダイマー形成可能なことも分

かっている(Levchenkocl 81.. 1994)。前速の DNA結合ド

メインに加え、次に RepE蛋白質のダイマー形成ドメイン

の同定を試みた。

RcpEダイマーは rcpE遺伝子のオペレーターに結合し

1)プレ 'Jサーとして働くのに対して、モノマーにはこの微

伎はない。従ってリプレ yサー活性を失った変異.体を分説

すればその中Jこはダイマー形成能を失った物が含まれると

期待される。 rcpE遺伝子のプロモーター/オペレーター領

域と lacZ術造遺伝チとの倣合遺伝子である PrcpE・lacZを

がオ 1)ジンのイテロンだけでなく、オペレーターへの結 持つ Aファージを KYI461または MC4100に溶房、化し(そ

合にも、極めて重要な働きをしている事が示唆された。 れぞれ KYI463および KY1464)、プラスミドからトラン

ただし、他の領成の関与も否定はtl>たない。 スに RepE蛋白質を摘うことでリプレッサー活性を測定し

ダイマー形成ドメインの解析

リプレッサー活件争失った;~~休のう子総

以前、我々の研究容で mUli-Fの彼裂にシャペロンの

~求性が無くなった変異体を分縦したところ、イニシエ

ーター活性の上昇を示した RcpE変災体が多数分離され、

それら変異は R巴pEの9313S践恭に集中していた (Ishiaiel 

a/.， 1992)。コピー数上昇の説明のーっとしては、 RepE蛋

白質がダイマー化しにくくなった可能性が挙げられ、実

際その中の RepES4(R 118P)は全〈ダイマー形成が出来な

くなっていた。一方、 RcpEを合む按数のイニシエーター
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fこ。野生型 RcpEが術われた場合は lacZの転写が抑制され

るが、リプレッサー活性を失った変異 RepEがトランスに

州われた場合は転写抑制が起こらず、 p-ガラク卜シダー

ゼ活性を発現し、マツコンキープレートでは赤色コロニー

を、 medlumE， X-galプレートでは背色コロニーを形成す

る(Fig.9)。リプレッサー活性を失った変異体はイムノプ

ロッティングによって repE遺伝子産物を確認し、欠失し

た RcpEまたは野生型に比べて世の少ない RepEを発現し

ていた変異体は排除した。伐った変然体の細胞;祖摘出液を

調製し、これを用いたグlレシフトアッセイで DNA結合活

性を測定した。そのうちダイマー形成能欠鼠変呉ーに期待さ

れる性質を示した変異体、すなわちオリジン結合能を野生

砲と同じかそれ以上に保持し、かっオペレーター結合活性

が欠出している物に関して、吏に解析を進めた。

このスクリーニングはダイマー形成能の有無を直接見
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pKV7190 or pKV531 

number 01 
Screening type straln plasmid mutagenesls Jndicator plate isolated mutants 

A KY1463 pKV7190 mut05 MacCONKEY 6 

8 KY1463 pKV531 mut05 MacCONKEY 2 

C KY1464 pKV7190 PCR Medlum E， X-gal S 

~ 

Fig.9 リプレッサー活性を失った変笑・ RcpEの分縫五法。融合ll!伝チ PrepE・lacZを持つ Aファージの浴原

菌では、 トランスに野生型 RepEが供給された場合、オペレーターに結合することで lacZの転写が抑制§

れる。それに対してダイマーを形成できない変異 RcpEが供給された場合は転写が抑制されず、マツコンキ

ープレートでは赤色のコロニーを、 mediumE， X-galプレートでは青色のコロニーを形成する。変異を導入

したプラスミド (pKV7190または pKV531)を大腸留にトランスフ芳一ムし、インデイケーター-プレート

上で発色しているトランスフォーマントのみを選択した。下部に示したように、スクリーニングはプラス

ミド、ストレイン、変択導入の万法、インデイケーター・プレートの組み合わせを変えて3通りに行った。

gl・細はノド文及び材科とみ泌を怠n君。

ているわけではない。バイアスを出来るだけ下げるため 豆IJs.変異の位情決安

に、スクリーニングはストレイン、プラスミド、変異導 得られた変異の位置をシーケンスによって決定した。

入の方法、インデイケーター・プレートの組み合わせを 前述のスクリーニングにおける、細胞犯嫡出液を用いたゲ
fヘ

変えて三通り (A，Bおよび C)に行った (Fig.9、詳細は

M科と方肢を容照)。ここまでの段階で、 Aタイプ・スク

リーニングでは約104の細胞をスクリーニングし6俗、 8

では約105の細胞から2側、 Cでは105の細胞から5個の依

補が得られた。

なお、途中で排除したオ 1)ジン・オペレーター双万へ

の結合が欠損している変異 RcpEは、 Aタイプ・スクリー

ニングでは12側、"では2個、 Cでは5l凶あった。

Jレシフトアッセイの結果とあわせて Tぬle3に示した。独

立な 13側の依~ln の変異はいずれも 1 .t1~基盤換変異であり、

その変異によって RcpE蛋白質上の11t直所にわたってlア

ミノ俄置換が起こっていると拡定された(SIIIPとT154A

は同じ変異の物が独立に2個づっ分縫された)。これらの変

異位置は2つの領域、すなわち中央領域(111-161残基)と

C末治領成(195・208残基}に集中していた (Table3および

Fig.16)。中央旬域は、オリジンへの結合が著しく上昇し

ている変異体 (S111PとFl12S)が見られる点、先に述べ

たシャペロンの袈求性を無くしたコピー数上昇-変異が多数
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Table 3. Amino acid alterations and DNA-binding activities 01 autoregulation delective RepE mutanls 

Relative DNA-binding actvityC Screening typeb 

IR 

<0.1 

0.6 

<0.1 

<0.1 

<0.1 

<0.1 

<0.1 

<0.1 

<0.1 

<0.1 

<0.1 

DR 

>50.0 

12.2 

1.8 

1.3 

2.6 

1.3 

3.5 

3.0 

0.8 

1.8 

2.9 

B&C 

A 

A 

A&B 

A 

A

C

C

A

C

C

 

Amino acid (codon) change 

S(tct) 中(cct)

F(ttt)屯(tct)

L(ctc)→F(ttc) 

T(aca)→A(gca) 

E(gaa)→G(gga) 

Y(tat)→C(tgt) 

P(cct)→S(tct) 

R(cgt) 桝 (cat)

M(atg)司(acg)

D(gac)→A(gcc) 

F(悦)→L(ctc)

Mulant RepEa 

S111 P 

F112S 

L135F 

T154A 

E156G 

Y161C 

P195S 

R200H 

M201T 

D203A 

F208L 

aMutant RepEs arc dcsignated by a codon number (1 for AUG) flanked by山conc-Icttcr amino acid cωes of thc wild typc (Ieft) and lhc muωnl (righl). 

bS∞lexl and Fig. 9 for details of Lhr∞scr巴eninglypes (A， B and C). 

CDNA-binding aCliviues determincd with crude extracts. RelaLive activitics LO lhosc of wild typc arc pr岱 entcd.DR， dircct rcpeat; IR， invCrlcd rcpcal. 



分離された領域(93・135残基、 Ishiaiet al.， 1992)とオーバ 酸残基にも変異が起こっていたが、極性のあるアミノ酸枝

一ラップする点で注目された。尖際L135Fは共通してみ 基と政水性のアミノ舷残ぷとの間の也換が全体の半分を占

られる変異だった。また、 C~織にマップされた変異休の めていた (51J lP， Fl125， T154A， P1955および M201T)。

うち、 M201TとF208しは DNA結合能欠損変異として取 また、三つのスクリーニング・タイプの差はとくに見られ

られたものと同じ変異(この場合は他の変異とのダプJレ変 なかった。

典、 Tab1c2)であった。アミノ般位換の4王子については、

融水性・ 4歪性・酸性・塩基性、いずれのタイプのアミノ

(a) [Dlrect Repeatj (c) [Inverted Repeat] 

1001 f 100 
Wlld type' L 135F 

801 R118Pg _/ rT E156G 80 
_ --1 S111P 、。n t_ i 60; ， I F 112S I i 60 

("'¥ 

豆偲 1 02m Z 
~ 40 ~ It) 

20 1 j!  /.-R200H 

o 
.001 01 1 t 10 100 0.01 0.1 1 10 100 

RepE (pmol) RepE (pmol) 

(b) (Dlrect Repeat) (d) (InveパedRepeat] 

-iiil 
234 2 3 4 5 6 

℃ C 

~ ・e ...、.，~凶 ， コ

凶，'''
- 10 3 

tIIWw w 凶匂】】凶~ -~ 

Fig.1O変異 RcpEの綿製蛋白質を用いたグルシフトアッセイ。 32pで係議した 5fmolのdlrCCIrepeal (DR) 

または inv巴rtedrcpcal (1 R)の DNA断片をプロープに則いた。 (aおよび C)用いた RcpEm. (モノマーとして算出

した茸)に対し、 トータ Jレのパンド中 RcpEの結合によってシフトしたバンドの割合をプロットした。水平紬

は対数プロットである。 (bおよび d)ゲlレシフトアッセイの一例。実験によってバンドの移動度が若干異なる

場合があったが、野生型4こ対する相対的な移動度に速いはなかった。また、使用した IRのプロープには僅か

にDRが混じっており、 5111PはIRとの複合体の他に DRとの複合体も借かに見られる (dのレーン3)0Lane 

1， no RepE; lane 2， wlld lypc (1.2 pmol for DR胡 d10 fmol fur IR); lane 3， 5111 P (3 0 fmol for DR and 2.5 pmol 

for IR); lane 4， FI125 (17 fmol for DR and 44 fmol forIR); lanc 5， EI56G (1.6 pmol for DR and 0.4 pmol for IR); 

lane 6， R200H (2.9 pmol for DR and 0.7 pmol for IR) 
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細胞担抽出液を用いたグJレシフトアッセイでオリジ

ン・オペレーター双方への結合が低下していたためスク

リーニングの過程で排除された DNA結合欠煩変異のう

ち、 Aタイプと8タイプのスクリーニングから分島監された

14仰についても同級に変J~1~世の f!iJ定を行った。変異はN

ぷ総領域 (27・94残基、 8例の変異体)とC末端領域(166・

230妓1I:、6個の変異体)の、 2つの領I釦こマップされた(す

べてl塩基置換)0C末織の変異のうち3個は以前 DNA結合

欠鼠宏氏として分殺された物と同じ変異か、同じ位置へ

の変穴ーであり(しJ94P，S197Gおよび R207C、Tab1e2 )、 C

米端領械が DNA 結合にt.~な役割を来たしていることが

待係認された。しかし、 N求総領域の変異体はこのスクリ

ーニングで始めて分離された。これらの変異体が RepE ~こ

うえる影響については、なお研究を要する。中央領織か

らは DNA結合能欠鼠変穴は見つからなかった。

組~変異 ReoE 益向質の llliA ili令j1;件

符られた変異体の内、 SIIIP，F112S， Ll35F， E156G， 

P195S， R2似lHおよび D203A.こついては蛋白質をM裂

し、改めてオリジン (DR)、1ベレーター (IR)へのDNA結

合活性をゲJレシフトアッセイによって凋ぺた (Fig.10)。

t占千子効5干さはグラフからプロープ DNAが 50%シフトするの

に~する RepE 蛋白量を読みとり、野生型の50%結合に必

要な泣 (DRには 1.3pmo1、IR，こは 20fmo1)と比較するこ

とで行った。 50%シフト iこ辻》ない変異休の場合は、最

大限シフトするのに必要な議白Eを野生型と比較した。

Icl:も目立ったのは SIIIPで、先に述べたダイマー形成で

きない RcpE54(R I 18刊と同品、オリジンへの結合効目与が

約500倍上昇していた。また、オペレーター結合効恕も

RI18Pと向織に著しく低ドしていた。ただし、 Rll8Pの

場合はオペレーターへの結合は観察されなかったのに対

し、 SIIIPは弱いながらもオベレーター結合能は残って

おり、野生型の1%以下の効おで結合した。後述のように

SIl1Pはダイマーを形成できないが、 S11JP蛋白質のご
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〈一部がダイマーを形成していてオペレーターに結合した

か、あるいはそノマーが恨のハーフシーケンスに結合し

たと診えられる。 SlllPの阪の変異 Fll2Sもオリジン結

合効L鮮がかなりよ芥しており、野生型の約50倍の効準で

お3合し、逆にオペレーターへの結合効率は野生型の1/5に

洛ちていた。し135FとEl56Gのオリジンへの結合効率は

野生型とほぼ同程度、オペレーター結合はそれぞれ7%と

2.5%1.ごった。また、 P195S，R200Hおよび D203Aは細胞

粗抽出減で得られた結果と~なりオリジンへの結合効率が

~や引の25%以下に洛ちており、オペレーター結合効京

は野生型の1%以下でゐった。モノマーがオリジンに、ダ

イマーがオベレータに結合する RcpEiJ(白質の性質から、

オリジンへの結合が上昇し、オベレーターへの結合が低下

している変異体、特}こ SI1lPはダイマー形成が出来なく

なっていることが期待された。

~辿到による精製変異 RCIlE併向管のダイマー/モ

ノマ-:-111主

次に、これら変異ili白貨の形態を直接謁べるために、

仏製蛋白質を用いてゲル泌過による形態決定を行った。サ

イズカラム (Superdcx75)を用いると野生型の精製蛋白質

は約20.5分( サンプJレ注入後のカラム保持時間) の位置

に、それに対して R118PM製蛋白質は約24分の位置にm

-のピークが検出された (Fig.日)。分子豆マーカー蛋白

質、 CrCallnCkinase (81 kDa)， BSA (66 kDa)， carbonic 

anhydrdsc (29 kDa)そして RNascA(13.7 kDa)を用いた検京

総で浴Jむされる分子の大きさを推定すると、野生型が約

60kDa， R118Pが約 30kDaに相当 し、野生型 RepEはダ

イマーとして、 Rl18Pはそノマーとして存在していると

いう以前の結果 (lshiaIet 81.， 1994)を符確認できた。向坊

に SI11P，FI12S，し135F，TI54A， E156G. R200Hそして

D203Aの綿製蛋白質をサイズカフムにかけ、その形態を

推定した。その結来、 5111PはRI18Pと同才革モノマーに

相当する位置(約24分)にピークを作ることが分かった。
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Fig.11 変f<.RcpEのグル泌過による形態決定。初:.:!RcpE蛋白質をサイズカラムにかけ、 サイズマー

カーを用いた役最紘から分子量の判定をhった。 RcpE費白質をアプライしてからのカラム保持時間

(Relenlion Timc) 二対して、各 RepE蛋白質の 280nmの吸収パターンを垂Q合わせてプロッ卜した。

BSA (66kDa)， carbonlc anhydrasc (29kDa)のピークの位置が上，こ示してある。

しかし、そのほかの変jX.体は、野生型と同じく約21分の とが報告されている (Klimユcla/.， 1992)。

位世に・浴出され、大部分がダイマーであることが分かつ 以上の実験で、 RcpEの111及び118番目のそれぞれセ

た(Fig.11、Ll35F，T154Aおよ び D203Aについてはデー リン、アJレギニン技法がプロリンに置換することでダイマ

タ提示せず)。なお各変異#:とも、 280nmの吸収におい ー形成能に重xな欠績を与え、ダイマー形成能が殆ど出米

て、モノマーあるいはダイマーのいずれかに対応する!r. なくなる!j!が分かった。 一方、他の霊異はダイマー形成能

ーのピークしか倹出できなかった。次に、 RepE蛋白質の に大きな影響は与えていないことが分かった。しかし、こ

N末端からの欠失変異11'6NII，6Nl7 (それぞれ11および れらの変異はオペレータ ーへの結合が下がると同時にオリ

17アミノ酸残基欠失、 KIinc cl 81.， 1992)および、 C末端か ジンへの結合が上手干していることから(特に FI12S、Fig.

らの欠失変異体 R巴pE701(7アミノ酸残基欠失、以下企C7) 10)、野生型に比ベダイマー化 しにくく なっている可能性

をゲJレ議過にかけた。これら変買休は約21分の位置に洛 が考えられた。また、欠失変異を用いた結果からN求総の

出され、ダイマーを形成しているがが分かった (Fig.11、 17残1fs 、 C末端の7残~Ij.ダイマー形成に必要でないこと

6Nl1と6N17についてはデータ提示せず)0 6Nl1とA が分かった。

N17については既に双方ともダイマーを形成しているこ
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変異 ReoE~者向管の契係主験

変異 RcpEの性質及び RepEのN末・ C末両端のダイマ

ー形成への関与を更に詳しく調べるために精製 RcpE蛋白

質を用いた架矯実験を行った。 DSP は homobifunclional 

NHS.Eslcr Crosslinkerで、第一級アミンを持つ二つのアミ

ノ般政基問(主にリジン) をJtイf結合で架矯する(詳細は

Plcrceの説明を参照)。野生.H，'IRepE とDSPを反応させ

SDS.PAGEを行うと、約 60kDaの位置に然僑された産物

が現れた (Flg.12)。梨僑は主としてダイマーを椀成する

プロトマ一間のみで起こっているとみられ、三立体ある

いはそれ以上の架僑産物は制続きれなかった。また、ダ

たとしても、 SlllPや Rl18Pの岐に極端なものではない

と」号えられた。 FI125，L135F. T154A. EI56Gおよび

YI61Cに関 しては、それぞれの変異 RepEを プラスミド

pKV7190の lrpプロモータ ーから蚊大限に発現すればリプ

レッサー活性が現れることから(データ提示せず)、 ;nvj切

においてもダイマー形成が可能であると考えられた。

RepE 蛋白質のNÂ(~省およびC末端領~のダイマー形成

への関与を見るために、D.NI7.D. N42， D.C7およびD.C57

(それぞれN末端の17または42践巻、あるいはC末端の7ま

たは57技基欠失)の精製蛋白質を用いて架嶋実験を行つ

た。その結果、これら欠失変 y~.体はダイマーを形成するこ

イマー化できない RcpE54(R 1181')はダイマーに相当する とが可能であり、 N末の429.民訴およびC末の57残基はダイ

夜橋産物は観察されず、ほとんどがモノマーのまま存在 マー形成に必要ではないことが分かった (Fig.12)。ただ

していた (Fig.12)。従って、梨4脅i主主として二つのプロ

トマー間に特異的に起こっており、非特異的な架備はほ

とんど起こっていないととえられた。

前述のゲJレ減過実験でダイマー化出来なくなっている

ことが分かった 5111Pを調べると、やはり梨織されたこ

庇体先物は後出きれず、モノマーとして安定であること

が分かった (Flg.12)。この明からも、 111番目のセリン及

び118昏 自のア Jレギニン残ぷへの変災がダイマー形成ドメ

インに並大な筋書を与え、 RcpEi任白質がダイマー化でき

なくなっていることが明らかになった。他の変具体、

FI 12S. LI35F， TI54A， EI5品G，Y1品IC，R200Hそして

D203Aについては、すべて士:-f正体:こ相当する産物が観察

された (Fig・12たどしし135F.T154A， EI56G. YI61Cおよ

び D203Aについてはデータ此示せず)。この架情実験は、

グJレ泌過の際の約 lハ∞の抵白浪肢である 80耐1の RcpE

を用い行ったが、オリジン払合効事が501告上昇していた

FI125も含め、これら変呉氏cpEの二量体の梨僑効率は野

生.I\~ RepEと大きな差は見られなかった(然備の効率は実

験によってやや撮れたが、インキユベーション40分後に

10%以下の蛍白がモノマーとして倹出される点で差はな

かった)。ダイマー形成能へのこれらの変異の影響はあっ
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し、ロイシン・ジッパ一段配列が中断されたD.N42はダイ

マー形成効率が野生型や他の変異体に比べてやや悪いこと

から (Fig.12)、ロイ シンジッパー伐の配列がダイマー形成

に.MJ助的に関わっている可能性があると考えられた。

なお、精製したD.C57蛋白質には欠失による短い産物

が伍Itか!こ含まれ、この欠失D.C57のホモダイマーあるいは

D.C57とのヘテロダイマーと思われるバンドが、 D.C57ホ

モダイマーのバンドの下に見られた。また、 D.N42は一部

が紙j(;し大きな複合体を形成していたと思われ、ゲJレの最

上部にもバンドが見えている (Fig.12)。

本研究で分かった事実は、 RcpEのダイマー形成に111

昏自のセリンと 118番目のアルギニン残基を中心とする

RcpE蛋白質の中央領i去が緩めて重要であり、 N末端およ

びCぷ織を欠いてもダイマー形成が可能であることを示し

た。 RcpEの中央領域にダイマー形成ドメインが存在する

ことが強〈示唆された。
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Fig.12 DSPによる変異 RepEの架橋実験。反応は -IJ:rtとみ・肢の記依に従い行った。反応液にサンプJレ・

ローデイング/'¥ツファーを力日ぇ、 SDS-PAGE:(;炎、 ゲlレをニトロセ Jレロースメンプレンに幸三写した。 RcpE

fli白質の検出は ECし・WCSlemblolling syslem (Amersham)によった。 (a)wild lype， RcpE54 (R 118P)および

他のアミノ 骸置換変異 RcpEo (b) N末端およびC末端欠失変'J<.RcpE。各蛍白質について4つのレーンは左

から、 DSPを加える直前 (Olimc)、加えてから 10，20および40min 後の順である。 ECLシステム用の分子

、マーカーのパターンを左に示した。
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Fig. 13 RepE および他の類似桜製開始蛋白質のア ミノ酸配列アラインメント。ホモロジ一般>~によって RcpE と類似性が認められた6つの複製開始蛋白質を並べた。アスタリスク
は、同ーまたは頬似のアミノ酸残務(太字で苦かれている)が7つの蛋白質の内5つ以上で忍められた箇所を示す。白抜きの四角と影の付けられた四角で問われた部分はそれぞれコピ

ー数上昇変異の分経される領主主と ONA結合に関わる領主義である(考祭参照ふ矢尻は ONA結合欠損変異の位況を示す σablc2書照)0a， RcpE (mini-F， E.∞Ii [M urOISU el 81.， 198))); b，π 

(R6K， E.∞li [Gennino & Bastia， 1982]); c， R叩A(pSC101， E. C()/i [Ann.strong et 81.， 1984]); d， ORF239 (pCU1， E.∞li 1 K.rishn釦 etal.，19如));e. RcpA (pPS 1 O. Psudomonas s.戸ngae[Nicto et 3/.， 

1992]); f. 39K basic protein (pFA3. Neisseria gono庁加eae[Gilbridc & Brunton. 1990)); g， RepB (pGSH5∞.κlebsiella pneumoniae [03 Silva-TatJey & Stcyn， 1993])0蛋白質によってはN末織また

はC末端の配列を省いてある。
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RepE蛋白質のコンピューター解析

ス ・モチーフ (63-82残基および221-242残基の2箇所)およ

び、ダイマー形成ドメインとして知られるロイシンージッ

)~ー・モチーフ (2 1 -55残基)との相向性が指摘されていた

が、これらを含め既知の俄能ドメインとのホモロジーは見

つからなかった。

R巴pE蛋白質のコンピューター解析を国立遺伝学研究 つぎに、複数の二次構造予測法の結果からコンセンサ

所生命情報研究センタ ーの西川建教授との共同研究によ スを取るジョイン卜法 (Schulzel al.， 1974)により RcpE蛋

り行った。まず、 RepEとアミノ酸配列のホモロジーが認 白質の二次構造予測を行った。 Fig.14に示したように、

められる蛋白質をデータベースに対して倹索した。 RepE RcpEのN末端領域(1・89残基)は q ヘリックスに比較的宮

蛋白質は幾つかのプラスミド複製開始因子と相同性を示 むが、それ以外は σヘリックス、 βストランド、コイル摘

したが、そのうち RepEと97%の相向性を示し RepEの突 進の入り交じった併遣を取っていると予測された。多くの

然変異体であると思われるプラスミド R27の ProlcinEを DNA結合蛋白は、 DNAのメジャーグループに σへリック

除き、 RepE蛋白質と30%前後のホモロジーが認められた スが入り込む形で盗基を認識することが知られている

プラスミド複製開始因子をアミノ酸配列の類似性に従っ (Suzuk.i el al.， 1996の総説参照)。しかし、RepEにおいて

て整列させた (Fig.13)。これら複製開始蛋白質の問に DNA結合に関与・しているとみられるC末端領域(168-242

は、全アミノ酸配列にわたって良〈保存されたアミノ酸 技基)には、 σヘリックスを形成していると予想されるま

残悲が多数見られ、蛋白質全体の精進としては近縁関係 とまった残基は 224-229残基のみで、 eヘリックスによ

にあることが示唆された。先に述べたように RepEで DNA る DNA認織が RepEにおいても当てはまるのかどうかは

結合 ドメインとして知られるヘリックス・ターン・へリツク 分からないままである。

20 40 60 80 

MAETAVINHKKRKNSPRIVQSNDLTEAAYSLSRDQKRMLYLFVDQIRKSDGTLQEHDGICEIHVAKYAEIFGLTSAEASKDIRQ 

士号一←竺ト;てつ) 陪:Jt--:J)

1∞ 120 140 160 
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1) ~ 
180 2∞ 220 240 251 

LCQYRKPDGSGIVSLKIDWIIERYQLPQSYQRMPDFRRRFLQVCVNEINSRTPMRLSYIEKKKGRQTT81VFSFRDITSMTTG 

三三苫 阻a.
aヘリックス 。ストランド コイ}し

Fig.14 RcpE 蛋白質の二次~i~造予測。ジョイ ン ト法( 5，;hl山ぷ;，1).， 門司)によって得られた二次構造

予測の結集を RepEのアミノ酸配列の下に示した。
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蛋白質の構造解析の結果、一次構造で相向性が認めれ よる RcpE蛋白質の立体構造決定を試みた。結晶化には高

なくても立体機造では高い類似性を持つ例が知られてき 汲度のRcpE蛋白質を用意する必要があるが、野生型の

ている (ReizcrC{ 81.， 1993)。そこで、蛋白質の立体併造デ RepE蛋白質は凝集しやすく、充分な濃度まで纏綿するこ

ータベースに対して未知蛋白質の一次情造を重ね合わ とが出来なかった。そこで、蛋白質の凝集が起こりにく

せ、適合する物がないか検索する 30-10法 (Bowie el a1.， く、ダイマー形成ができないためオリジンへの結合効率が

1990)をRepE蛋白質で行った。しかし、 RepE蛋白質と通 約500倍上昇している変異体RepE54を用いて結品化を試

合する立体情造を持つ蛋白質は見つからず、現時点では みた。精製にはヒスチジン・タグつきの RcpE54(His6・

RcpE蛋白質の高次構造予測は殺しいことが分かった。 RepE54)を用い Ni2+・NTAカラムによって精製した(詳し

mini-Fプラスミド複製の物理化学的ア

プローチによる解析

遺伝学、生化学的アプローチ以外にも物埋化学的側面

から mini-Fプラスミドの複製調節俄併の角ヰ明を試みた。

京都大学大学院理学研究科化学専攻生物情造化学務座

の三木邦夫教授のグJレープとの共同研究で、 X線結晶学に

くは.u利?と方法に記載)0His6・RepE54は俵大 50mg/m1ま

で濃縮が可能であり、蛋白質の単独結晶およびオリジンの

イテロン配列を含む:;j'1)ゴマ-ONAとの共結晶の両方を試

みた。前者では現在の見rrx線回折実験可能な結晶は出来て

いないが、オリゴマー ONAとの共結品は良好なものが得

られ (Fig.15)、X線を照射したところ分解能3.0A以上の

回折が得られた。現在、多重向型置換法での結晶僻造解析

を行うために、この共結晶に重原子化合物をソーキングさ

せた誘導体結晶の翻裂が試みられている。

Fig. 15 His6-RepE54とオリゴマー ONA(イテロン)との共結品。結品の一辺は約 0.1mm。写真提供は、京都

大学化学専攻生物機造化学講座三木教授グjレープ。
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また、;;~.(J，S大学総合人 IUJ学部生物・地球圏環境論講座

の竹玄)6夫教授のグループとの共同研究では、原子問力

顕微浪 (AFM.alOnllC forcc microぉ∞pc)を用いた複製開始

構造体の制祭を ~Jtみている。原チ間b顕微鏡はマイカプ

レートにIムげたサンプJレに対し後小のチップをタップし

ていさ、高分子の立体偽造の凹凸{まを直接得る方法であ

る (Engcl.1991 宰!問。 tnlnJ・Fプラスミドの複製オリジン

節減を合む DNAとRcpE!It白貨との複合体を直接観察

し、政型初JUJ段階のぬ fを断析しようと現イ主試みてい

る。

考察

RepEのDNAペンデイング活性

設つかのレプリコンで、限裂開始fを白質の結合によ

るオリジン領lf(q)ペンデイングが級告されており、その

結果起こるオリジン初出のお次桃i主変化が ONA二重鎖の

聞裂のJ;;(tAIになると巧-えられている(総iおとして lくornbcrg

& Bakcr. 1992)。イ;:{i)f究で、 I円川川1¥川¥1川n川¥1卜.Fプラスミドにおいても

f、;;l ，ソjジン (οnnげn2勾')(/のJイテ IげTンγ l伏t何巳判1

によつて約50川l股立のベンテデ.インクグ.が起こることが明らかに

〈なtつた (σFi氾品..t付)令 ori1にはイテロンがi立列:こ4つ並んでい

るが (Fig.2)、スペーサ -n~9IJの長さから4つのイテロン

は DNAの穴なる側!偏に!l'f..んでいると予fE.される。従っ

て、 RcpE4{ ~1 質4分子とその}，~J りを DNA が誼い包む単純

なヌクレオソーム叫の桃i主を取るとは考えにくい (Flg.

17c)。尖際 RcpE単独で;よオリジン DNAの二重鎖開裂は

起こらず、 )$A白のヒストンff<蛋白質である HUが同時に

イ[:.(1:してみJめてオリジンの 13mcr-vJll~からの特買がJな二

if~jll 1m裂が，lS乙り、さらに DnaA1ft白質が加わってAffに

宮む~M去に ml裂がjぶがる'j!が分かっている (Kawasaki cl 

al.， 1996)0 DnaA i託1;，11'1分子はlつの DnaAbox Iこ結合し

約40:'えのペンデイングを引き起こし (Sch辺peret al.. 

1995)、HU蛋白質もやはり DNAに結合しペンデイングさ

せる働さがある (Dr1ica& Rouvlcre. Yaniv. 1987の総説参

照)。これら蛍自質がそれぞれ m1l1i・Fオリジンに結合し

DNA!託肉質!~合体を作り、 ONA のペンデイングを合むお

次偽造が{守られることで、 1リジン ONAの二重鎖が開裂

するととえられる。この際に蛍白質問の相互作用が重~で

あることも予想される。
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DNA結合ドメイン

本研究において、 RepEのCぶ治領域(168・242残基)

が or;2の4つのイテロン (dlrCCIrepeal. DR)とオペレーター

(in、crlcdrcpcal. IR) I九万のね'合に重要であることが明らか

となった。こ)CA、~~.兵l~がイテロンと IR に共通する 8

bpの配列 (TGTGACAA，Flg. 2 宰~)をd議していることが

;J'唆された、 R6Kプヲスミドの π蛋白質は、オリジンの

瓜列配;;11と」ペレーターである逆向き反複配列の問で共通

する配91Jをむjaすることが分かっている (Germino& 

BaSlia. 19R3; l¥lcEachcrn cl 11/.， 1985)。一方で、 mini.Fの

場合 DRと1Rの DNA配列の令休柿誌は3もなり、それぞれ

に結合すゐ RcpEのフ 4ームも異なる:le:列に並んだ DR

のイテ uンにはそノマーフォームが、逆向き反復配列であ

る IRIこriダイマーフ Aームが結合する( Ishiai e( al.， 

1994)， }l.!!こ、既にi!べえように ori2，こRcpEモノマーが

結合した助合f.iDNAのペンデイングが起こり (Fig.4)、

DnaA， IIU蛍f'H'tと協調して DNAのニiR鎖を開裂させる。

それにj.tしてオベレーターにダイマーが結合した場合は

RNAポリメラーゼの*1，合またはその彼能を妨げ repE遺伝

(.の'Pl:/手を抑制する。従って 19bpイテロンにおいてオペ

レーターと共通な 8bp以外の部分は、 RcpEモノマーが組

以fJfJ始を行う上で~T民的な俄能、例えばペンデイングに!fi.



~である可能性がある。

RcpEのCJミ総領域内にヘリックス・ターン・ヘリッ

クス・モチーフ品の自己列があると tfH'(されているが (221-

242技法、 Hcxct <11.， 1986)、現ゐ:のjll比からすればこの配

列がヘリックス.ターン.ヘリックス偽造を取っている可能

性は低い (Dodd&εgan，1990)。また、 DNA結合に欠行iを

ぶした変穴 H~はC ;k端領域の~おじの古刷、~~こ集中することは

なかった (Tahlc2および Fig.l3) コンビュータ -1fl析で

もこの領岐に既知のDNA結合モチーフと煩!以する配列11

>~つからず、み;研究で明らかになった RcpE の 16R・242 妓

ぷの領域は、 ~~IIのものとは iてなゐ↑''1.11を持つ DNA$，.，令

ドメインである可能性のあることが示唆された。一方、 C

米総領域とは別の位置.こへ )γ クス.ターン‘へ jックス・

モチーフ ~Jの nèダリのあることカfffr摘されている (63-829~

l妻、 Massonand Ray， 1988)。実際、へ')ックスーターンヘ

リックス・モチーフ問で{'r"']:f1_の治jいアミノ般~!V，去の安

1{. (A6RR)は t川 町、'0ぺおけるイニシエータ -15十t.リプ

レッサ-ilit'rを災い、また inVllroにおける DNA*!.合活

性が若しく {Ifドしていた(データ提示せず)0RcpE q)CA~ 

銭領域とこのも~I ほとの附で担任作JIJがゐることによる間

接的効果か、あるいは直接 DI'!Aj"合にmう-している可能

性がある。ぶ研究および Klclnct :11 (1992)の結栄は、

RcpE の NAょ~~~句ï!&c1)久夫がけから33叫ょにに及ぶと DNA

結令指刊の{!たわれるこ ζ を司王した (Fig 5および}くhnc ct 

3/.， 1992)( 乙の予M或は R叩Eと!也の俊民間始閃子nlJで良〈

保存されていると向時に (Fig.13 、 RcpE の 18・39政)~)、

ロイシン.ジッパ-tr.ðè.~IJ (21 ・55~~)J，:)にかかっている。

ダイマー形成ドメイン解析の際に科られたリプレッサー

活性を;たった丞:YHI~のうち細胞すIIfllltl~ 泌を用いたグルシ

フトアッセイで DNA払合欠航俊民とぷめられた物が、 N

Aミ持領域 (27-949~)主)から少なくとも 8つ分殺されたこと

もこの官'iliXn{fcr1らかの形で D!¥'A.t.'，合に関与-することをi1'

唆した。しかし、 lミcpEとアミノ限配列の相阿性をぷす

R6Kプラスミドの π髭白質 (305列J.&)はN;tミ綿の1/3の官i
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i去を DNAn;合に必要と Lない (Fig.13， Germino & Baslla， 

1984}0 RcpE o>NAミ総領域がどの棋な侃能を果たしている

のかは、今後さらに解析を必定とする。

pSClOlプラスミドの彼裂開始悶{-RcpA!託白質 (316

段歩}は mlnlFプラスミドと向仏、オリジン領域の直列配

列にはそノマーが結合し、 rcpA遺伝子のオペレーター領

域のパリンド 11ーム配列にはダイマーが結合すると tfHりさ

れている (Mancn c( al .. 1992)。また、 RcpAの場合C人tぬ

から89H)S欠尖しても D!¥'Aj:，今能l.i.)，之われないが、欠止

が 1059~JS~二 AAA: と DNA ~こはね令できなくなることが 111

v;lmの'よ!践で分かっていゐ (Mancnct 111， ， 1992)0 RcpA 11i 

~] 1'iにおけるCふ凶の89および105政処欠失を Fig.13のア

ラインメントてすLると、 RepEifrFl質のCぷ端のそれぞれ4

および209.v，~の久失に相当し、本研究で明らかになったC

末端の久失公民の特製と jミ〈ー設する (Fig.5)0 R6Kプラ

スミドの控f..:lfb¥:は mini-Fや pSCIOIとはややf{.なるが

(1:" iI:: Ál1の場合 RcpE と異なりオリジン・オペレータ - f~j

}iにダイマーでね令することがぷ唆されている、 Yorkct 

al.，1993)、ヤはり πイニシエーター従1311も二つの倣能

を持つ rオリジン(空列配列)に結合した場合は提出を

開始させ、オベレーター(逆向さ反復配列)に結合した場

令はほTj'O)リプレ γサーとして保能する。この π蛋白質の

DNA *，1;令ドメインi.i117・2789U(ょの領域!こ存在するが

(Gcrmln() & HJ、lIa.19S-I:Grccncr CI:lI..1990}、やはり

RcpE ill-~ 111 で t!~ られた結果とよく 立する (Fig.13) 

ダイマー形成ドメインm析の過A?でリプレッサー活

性欠航変}'{{ドのスクリーニングを行った際、細胞羽1抽出訟

を用いたグJレシフトア yセイでオリジンとオペレーター以

方へのね'合幼本が減少し、ダイマー形成能ではなく DNA

*，';1'ì íj~ に欠引があるとみられた訟)'(11、が1!) られた。これら

のうち少なくとも6つなC米山官11主に支持が存在していた

( 1 66-2309U'D。 また、細胞~Jl仙 ili放を用 ω たゲルシフト

でオペレーター結合相性が特w的に糸らているように見え

たC未消の変)'(.1.1.5つあったが、これら変異のうち少なく
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とも3つはF自立蛍白質を用いて再度 DNA結合活性を沼ペ ドを分離した (Kawasakiet a/， 1991: Ishiai et al.， 1992)。

た場合、オリジンとオペレータ一双}iへの結合活性が低 その際に符られた rcpE変異はすぺてlアミノ酸置換変穴

下しており、この場合もダイマー形成でなく DNA結合に で、中でも RcpE54(R 118P) 変Y~li S111Pと同様の DNA

欠絹があると分かった。これらの仏果は、 C末端~J! t訟が 結合活性を11'し、ダイマー形成できなくなっていた (Flg.

ONA 結合 bこおいて極めて.!fr~な働さをしているという考 10，11，12および Ishiai cl a/.， 1994)。また、 SI11P変異が

えを支持した。 mini-Fプラスミドの repEに導入された場合、 R118Pと向

9 ~染にシャペ n ン(叫変酬においてもプラスミドの似

が可能となる(データ託示せず)。このちIrは、複製開始捌節

ダイマー形成ドメイン においてシャペロンが RcpEダイマーをモノマーへ変換す

RcpE liダイマーが自己転71抑制限能を持つので、リ る事の ïf[ 寝t'I'を 1~ì <示唆している。尖際、 illvilmでは

プレツサ一1前百fit'判11を失つた変呉 Rc叩pヲ氾Eを分k縦tすることでダイ シヤペロンによる Rω川c叫叩2勾中pEダイマ一のモノマ一への変j換灸がt制Jl t 

マ一形成能に欠托船iのaあbる変異{休ドをfれ科:ヰ;ようと悶式えみた。，リJプ 祭されている a絞えh の3未長発司衣長デ一タ)0。中5炎た領i減或の他の変y只{ 

レツサ一括

(υ11け1-16引lげP技長よぶt勺)とCAぷミ総領域(195・208政l1:;.)に集中して分総 グル媛過・然愉実験いずれも、これらの変異体がダイマー

された (Tab1c3および Fig.16)。中火予~{域に落ちた変穴休 を形成すゐ能力を十分に保持していることを示唆した

の一つ S111 1>はオリジン結合効14:が野生~'!の約500j~:こ上 (Fig. 11およド 12)門しかし、これらの変異体もダイマー

芥し、オペレーターへのどi合幼!t!~i n生型の1%以下で

あった (Fig.10)ι また、ゲ Jレ泌i也・然.j{~:X験では SIII 1'

のそノマ一分子しか検出されず、ダイマー化できなく

形成能力f欠如した女具体に期待される性質を示した。すな

わちオリジンへのが，令効本が上昇ーまたは野生型と同特JIl

で、オペレーターへの結合効飛が4~'R的に下降していた

なっていることが分かった (Fig.1Iおよび 12).，以前波々

はシャペロン欠航~でも複製 lIJ能な変興 mint-F プラスミ

(Tab1c 3および Fig.10)。符!こ FI12Sはオリジンへの結合

能が約50fZ上昇しているのに汁し、オベレーター結合効

M201T 
D203A 
F208L 

刊
苛

Z

d

DNA-binding 

21 55 93 161 168 242 251 

RepE protein (251 residues， 29kDa) 

Fig.16 RcpE蛋白質の械能m造モテソレ。')プレッサー活't't欠損変民体 (R118を含む)のアミノ酸置倹

;，m位と欠失変J~ N.6.42および C企57 の求総の位低を示したの :Hいパーは以前シャペロン:長求性のなく

なったコピー・アップ京民が分泣きれた領i;Iでゐる。ロイシンジ.-;I~ -Al配列および、ダイマー形成と

DNA*h合にかかわるとど唱えられる領域の位慨を影つきの四角で不した。
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:tHi野~I:.!.'!の 1/5であった。そして Sl11P を含めこれらの

変異が分泌された領域(111-161叫ぶ)li 、ヒ述のシャペロ

ン要求↑生が熊くなる変異の分紙された-pJj域 (93・ 135伐)t~)

と重なる (Fig.16)。これらシャペロン要求性のない変Y?

休はイニシエーター活性が上昇しており (Kawasakict 01.， 

1991; Ishlai ct 01.， 1992)、本研究で何られた変異体と同級

(実際し135F は共通する変穴.である)オリジンへのが，合効

本が上昇すゐとJt¥こオペレーターへの結合効率が減少し

ていた (Kawa..aklct 01..1992; Ishlal ct 01.. 1994)。本研究

では 5111PとRI18Pしかダイマー形成能の欠鼠は検出で

きなかったが、これら二つの旬以を令わせた93-161残庄

がダイマー形1式首こ閃与していることが示唆された。

Jonc父&Thnrnlon (1995)は Brookha、'cnPr01CIn Dala 

Bankにな$Jされたホモダイマーを形成する1ii:白質の立外

偽造をmい、そのダイマー形rll<.~ß似のtU'ìを，;f，~べた。そ

の結果、ダイマー形成蔚には、~水t生の残Æ I.ごけでなく

仮性やチ守ージのある銭基も好まれていた。このこと

は、疎水性.HIf(イ十月jだけでなく、水深;*t，合や塩僑もダイ

マー形成Lこlfr躍でゐること示している 今回ダイマー化

出来なくなるアミノ酪世換の起乙ったア Jレギニン・セリ

ン両県)/，Ii、ともにダイマー形成illiにLばLば見られる

妓基であり、このi両政庄が RcpE のダイマー形成に íR~ な

働きをしているという結果に良くあう。これら変}\~に

のセグメントがダイマー形瓜向の大部分を占め、プロトマ

ー問で水ぷ引J令やI伝統を多〈形成している(1ones& 

Thornl<ln， 1995}0 R叩ε蛋白質では111およ び118硲日の投

Aを中心とした筑械が、ダイマー形成l舗の中心となってい

ると推定される。

先に DNAMi合ドメインのJJiで冷じたように、 C--k耳目

の変異は DNA*:j合に関与しているものばかり分縛され

た。ただし、 CAミ鋭から分$:1'された DNA結合能欠絹変民

体は、オペレーター結合(ダイマーが給合する)におい

て、より強〈欠航の効果が出ていた (T油 lc2)。二畳体を形

成する DNA払令iIt白質では、 DNA払合ドメインとダイマ

ー形成ドメインか3次元協i左上で近い位置にあることがし

ばし:ごある(j)~!¥'l(t.)な例として、 hclix・lurn-hclix.baslc 

Icucinc・I.lppcr，ba~lc hciJx.loop-hcltxドメインを持つ議白

質}oCみのゐゐ ól~分が、 士ぞみ:Jcl的iiiで見た場合にはダイマ

ー形成ドメインの近f去に毎夜している、ゐるいはダイマー

形成面のー-~ßを tllihにしている可能性は否定できない。

プラスミド R6Kのπ蛋白質はNぷ側半分でダイマー

形成可能であることが分かっている伺中でも中火旬i去は

mini-Fと向uコピ一致のコントロール.こ関わっており、

蛍白質問。)1fllf.作用!こ問わるモチーフ (RGD、RcpEにl主役:

イEしない)を'1'心とした領域が庁ダイマーの形態調節に問

わっていると考えられている(York & Filtowicz. 1993書

よってそノマー化した埋白としては、プロ jンへのほ換 照)。ー方、n-.;t肉質やプラスミド pP510のイニシエータ

によってダイマー形成ドメイン.二蛍みが生じ、プロトマ

一間でダイザー形成tIiiの相fl1i1tが:たわれたか、あるいは

これら政訴がブロトマー間を ~~j 叫にti; びつける水紫t，'，令

や猛僑の形成 1':'1刈わっている可能性が#えられる。な

お、ゲルシフト~験におけるバンド・シフトのパターン

が野川1担と 91iどがlじであること、てつの変然体はイニシ

エータ -iM~1:を l.'i っていることなどから、プロリンへの

置換によって母白質全体への利純な偽造変化がおきた可

能性は低いと与えられる。ダイマーj形成i(ijlま複数のペプ

チド・セグメントから形成されており、その中でも判定
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ー蛋白質 RcpAをはじめとして、 mlnl・F:JiI以のプラスミド

の佐製lilWii延山貨において、 N--ki，iJ付近にロイシン.ジッパ

-AJ配列がゐゐ (Giraldo cf 11/・， 1989)0π 蛋白質において

U、経れたサイトに-*li合したr，{ji白1'tnlJの相互作刈にこの

領i去が1'(J.'jしていることが分かつており (Miron& BaSlId. 

1992)、ま 1・pPSIOの RcpA蛋CI11においては、ダ fマー

形成や、オリジンのイテ口ンへの協同的結合、宿主凶チと

の得B}乍月i に閃ヲ・していることがt~~うされている (Garcla

dc Vicdm3 Cl ，1/.， 1996)。これらのイニシエータ一夜(]質と

RcpEはアミノ限配列にホモ口ジーがあり (Fig.13)、また



(' 
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ロイシン.ツッパ一線配列を欠くb.N42の架橋効率が野生 なったダイマー形成ドメインがこれに重なることは大変典

型に比ぺ若干滋ちることから (Fig.12および Fig.16 )、 味深い。

州の中央領域だけでなく N末端にあるロイシンジツパ S 
-様a~91J もダイマー形成に関わっている可能性は考えら

れる。 N末端領域の機能については、今後も解析が必要で 構造面から見た他の複製因子との類似性

ある。 Fig.13は、 RepEとホモロジーのあるプラスミド複製

何れにせよ、本研究で明らかにしてきたデータは 開始蛋白質のアミノ酸配列をアラインメントした物であ

RepE蛋白質の中央領減、特にアミノ酸残基111番目のセ

リンおよび118番目のア lレギニンを中心とした領域がダイ

マー形成において中心的な役割を来たしており、ダイマ

ー形成ドメインの主要な部分をなすことを強〈示唆して

いる。

その他の機能ドメイン

る。先に述べたように、 mini-Fの R巴pEとR6Kのπの問

で DNA結合ドメインが良〈一致し、またC末端領域の欠

失によって DNA結合に影響を与える範囲が pSC101の

RepAとも一致する。この他に、これら3つの蛋白質問で

はコピー数上昇変異の分縫される位置が一致する。コピー

数上昇は複製開始因子の形態変化によると考えられ、少な

くとも RepEとπではこの中央領域はダイマー形成に関

わっている。これらイニシエーター蛋白質は、類似の高次

DNAの新生鎖合成には DNAポリメラーゼに先立ちこ 偽造をとり、 DNA結合ドメインあるいはダイマー形成ド

霊鎖を巻き戻していく DNAヘリカーゼが必要であり、大 メインも共通の傍造を取っている可能性が高いと考えられ

腸菌では主に DnaBへリカーゼがこの役割を担っている る。

伽 nberg& Bは山肌鳩菌染色体およびプラス ミ 5 
ドR6Kの複製開始因子(それぞれ DnaAおよび π)はこの

DnaBへ 1)カーゼと直接相互作用することが分かっている 構造面から見た mini-Fプラスミド複製

(Marszalek et a/.， 1994; Ratnakar et a/.， 1996)。また、 Aフ 開始調節のモデル

7ージの複製開始因子 0蛋白質は P蛋白質を介して DnaB

と相互作用することが分かっている (MaJ lory el 8/.， 

1990)。複製開始蛋白質はオ リジン結合によ って生じた二

重鎖開裂部位に Dna8へリカーゼを誘導し、 DNA合成を

開始させると考えられている。mini-Fプラスミドの RepE

にDnaBへリカーゼ誘導につながるドメインがあるのか興

味が持たれる。なお、 DnaAもoげ2に結合すると思われ、

DnaBの誘導に関わる可能性がある。また、 RcpEダイマ

ーは分子シャペロンによってそノマーに変換されるが、

これらの蛋白質問の相互作用ドメインの同定も今後の謀

題である。すでに RepEの中央領減とシヤペロンが相互作

用するという予備的な結果があり、本研究で明らかに

分子量 5，000-3，000 Daの蛋白質の露出表面積 Asは

蛋白質の形状に関係なく分子量 Mrの関数( As = 0.111 

M，2./3)で表されるとの報告がある (ChOlhia，1984参照)。

また、球状蛋白質の体績は 0.75cm3/gで表されるとの報

告もある (Freifcldcr.1982参照)。低角レーザー光散乱法で

RepEの分子量を測定した際に、 RepEが球状であると仮定

して矛盾の無かったこと (Ishiaiet a1.， 1994)、RepEをトリ

プシンにより部分分解したとき僅かなアミノ酸残基の久夫

しか観察されなかったこと(我々の未発表データ)、あるい

は静止期の細胞中で観察される RepEの分解産物はN末端

部分が17残器分解された物であった事から (Klineet al.， 
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(a) 

(b) 

(c) 

亡今

DnaB，DnaC 

HU 

DnaA 

L一一一一JLー」
A庁 13mer

モ戸コ

RepE 

Fig.17.造面から見たm.ini-Fプラスミド複製開始調節のモデル図.(8)イテロン DNAとRepEモノマーの複

合体.RepEの結合によってイテロンは約50度ペンディングする.(b) RepEダイマーとオペレーター(1R).複

製オリジン {α均の隣にある repE遺伝子の転写は R句Eダイマーの Rへの結合によって抑制される (Fig.2参

照).(c)複製開始初期段階における問2の高次楊造モデル.実際は、さらに蛋白質問の棺互作用、 DNAの超

らせんを考慮する必要があると考えられる.4つのイテロンへのRepEの結合、 DnaAbo.xへのDnaA蛋白質の

結合、そして即蛋白質の結合が d 領蟻にペンディングを伴う高次情造をとらせ 13merとAtrに富む領

域 (A汀)の開裂が起こると考えられる.二重鎖開裂部位には DnaAあるいは RepE蛋由貿との相互作用によっ

てDnaBへリカーゼとその調節蛋白質であるDnaCの鵠導が起こると予想される.(8)と(b)において、太い白

抜きの矢印はそれぞれイテロン及びRを、細い黒矢印はイテロンと Rに共通する 8bp配列を示す.DNAの

直径は20A、1ピッチの長さは34A、またRepEの直径は50Aとして描画した(本文参照).
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1992)、ここで RepEを琢状蛋白質であると仮定する。球 に関与する蛋白質ドメインの同定を合め、今後の課題であ

体の表面積 (4π(2)および体抜・ (4/3斤(3)から RepEの直径 る。

を試算するとそれぞれ58Aおよび41Aとなる。これらの

中間値50AをRepEの直径としてRcpE-DNA複合体を箔薗

したのが Fig.17である。

オリジンのイテロンには RepEモノマーが結合する

が、その際約501.監のペンデイングの起こることが明らか

になった。オリジン領域の DNAとRepEを用いた DNascI

フットプリント実験において 19bpイテロンは、中心の1・

5塩基がハイパー・センシティプになる以外はプロテクト

された (Masson& Ray， 1986)。このことは、 RepEの結合

によってイテロンの中心部分がペンデイングすることを

示唆している (Fig.17a)0 また、 rcpE遺伝子のオペレータ

ーであるほには RepEダイマーが私合する。 IRの単位配

列は間に 9bpのスペーサーを{えんでいる (Fig.2多照)

ここで、前述のように RepEを直任50Aの琢状蛋白質と仮

定すると、 RcpEが恕殺していると予想される IRの 8bp 

配列と RcpEプロトマー問との距舗はおおむね妥当な関係

を示す (Fig.17b)。しかし、 IRはAリプレ yサー結合配列

と違い、単純な対称係造ではない。:k擦にどの棋な形で

結合が起こっているのか興味が持たれる。 DnaA1分子の

結合によってlつの DnaAbox (9 bp)は約40度ベンデイン

グする (Schaper& Messer， 1995)0 mlOl Fの ori2にR叩 E

および DnaA蛋白質がもたらすべンデ イングを加味した図

が Fig.17cである。 ori2の2つの DnaAboxは端の 1bpが

重なるほど近接している事、 2つのうちlつは欠失可能な

事からこの闘では DnaAはl分チが結合すると仮定した。

また、 DNAの起らせんは考慮していない。RepE，DnaAお

よぴヒストン4議後白質 HUが ori2にもたらす高次情造変

化は 13merから A庁に富む領域のこ.!11:i.l'tを開裂させ、

OnaBヘ リカーゼなどを誘導すると予想される。オリジン

の高次構造形成・ヘリカーゼ話専の過程で蛋白質問の相

互作用は筏めて重要な働きをしていると考えられるが

mini-Fプラスミドでは未だ明らかになっていない。これ
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