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要旨

可視光に感受性(致死)の大腸菌変異株について、主として分子遺伝学的な手

法により、変異株の性質を解析すると共に、光感受性のメカニズムを研究した。

最初に分離されたvisA変異株は、可視光照射下で生存できず、蛍光灯を光源

として、約75001xの光線にさらした場合、 2時間後には生存率が約1/10とな

る。塩基配列の比較により、 visA遺伝子は、ヘム生合成の最終段階で、プロト

ポルフイリンIXをヘムに変換するフエロケラターゼをコードすると予想した。

本研究では、 visA遺伝子を欠失した変異株の解析により、 uおA遺伝子がフエロ

ケラターゼをコードするという確証を得た。また、欠失株から分離した光抵抗

性の復帰株を解析し、ほとんどの変異がヘム生合成系の遺伝子であることを明

かにした。このことから、 visA変異株の光感受性はフエロケラターゼの基質で

あるプロトポルフイリンIXが細胞内に蓄積する為であると結論しだ。

また、 visA+/vおA+部分2倍体より、新たに光感受性を示すuおB変異株を分

離した。 visB変異株は均A変異株に比べて弱い光感受性を示す。 uおB遺伝子を

クローン化して塩基配列を決定した後、予想されたアミノ酸配列を解析して、

VisB蛋白質がFADを含むモノオキシゲナーゼであると推測した。 visB遺伝子

は大腸菌染色体の63分付近にマップされたが、この付近に位置する遺伝子の内、

ubiHがフラピンを含むモノオキシゲナーゼであると考えられていたので、 visB

遺伝子を欠失した株を作成し、表現型がubiH株に相当することを確認した。

また、 ubiH株の表現型はuおB遺伝子によって相補できることも分かったので、

visBがubiHと同ーの遺伝子であると結論した。 vおA株と同様、 visB変異株の光

感受性についても、生合成の中間体の蓄積によるものと推測した。

visB遺伝子の直後には、アミノ酸レベルで約30%の相向性を持つ遺伝子(vおC)

が存在した。この遺伝子はユピキノン合成に必須ではないが、 visC遺伝子を欠

失した大腸菌はやはり光感受性を示した。



visA変異株もvおB変異株も酸素分子のない条件では光感受性を示さないので、

光照射によって何等かの活性酸素種が発生していると考えた。酸素分子から直

接発生する活性酸素としては、スーパーオキシド、過酸化水素、一重項酸素が

挙げられる。光照射を受けたuお変異株の細胞中でどの分子種が発生するかを調

べるため、前の 2者によって誘導を受ける遺伝子が光照射によって影響を受け

るかどうかを調べた。しかし、どの遺伝子に関しでも特異的な誘導は観察でき

なかった。このことから、これらの光感受性株では、 一重項酸素が致死の原因

になっているのではないかと考えられる。
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<序論>

第I章 序論

光合成によって蓄積される光のエネルギーは、生物にとって根源的なエネルギ

ー源であり、ごく僅かな例外を除けば、生命活動は全て光のエネルギーによって

まかなわれている。また一方で、光は主要な感覚の媒体となり、行動の指針を与

える。さらに進化した生物には、自らの目的のため発光するものさえある。

すでに、生命の発生する時点において、太陽光の照射により引き起こされる様々

な反応が化学進化に重要な役割を果たしたと考えられている。また、その後の生

物の進化にも、光を有効に利用する方向へと進む流れがつねに存在してきたのは

明かである。しかしながら、生物にとって光は常に優しい存在だったわけではな

い。いったん誕生した原初の生命にとって、光線により引き起こされる化学反応

は致死的なものであったと考えられ、致死的な影響を避ける方法を発達させた現

在でも、光線による障害を完全に防ぐことは成功していない。むしろ、光合成に

しても、視覚にしてふもともと細胞内で自然に起きる(多分有害であったであ

ろう)光化学反応を、長い年代をかけ、有効な手段として進化させてきた結果獲

得できたものに違いない。

光合成や視覚に関する研究は、光生物学、特に可視領域の分野で常に主流とな

るテーマであろう。確かに、高度に発達した光受容系と、それに呼応する機構は

興味深く、しかも重要な研究テーマである。しかし、生物の光受容は複雑に発達

した機構を常に必要とするものではない。様々な生物において、各々の光受容の

必要性や体制の複雑度に応じた光受容器官が存在する。そのような、種々のレベ

ルの光受容について知見を得ることは、高度な光受容を理解する上でも役立つに

違いない。

大腸菌の様に、なんら特殊な光受容機構を持たないと考えられている生物でさ

えも、可視光を照射した際に普段とは異なる鞭毛運動を示すことが知られている

ので、(Taylorand Koshland， 1975， Taylor et a 1.， 1979)、光照射を行動に結び付け

るなんらかの機構が存在するのは確かである。また一方では、大腸菌の呼吸鎖の

電子伝達が、光照射によって活性化されるという報告 もある(Tiphlovaand 
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<序論>

Karu，1990)ので、大腸菌の光応答機構を知ることは、視覚や光合成など、 高等

生物のもつ光受容機構のプロトタイプを知ることにつながるのかもしれない。

大腸菌の光応答のメカニズムを知ることを 目的として、本研究を始める にあた

り、まず最初に考えたことは、可視光の有無によって発現量の変化するような遺

伝子を大腸菌ゲノムから分離することであった。そこで、光を当てた条件と当て

ない条件で転写量の異なるようなプロモーターを含むDNA断片のクロ ーニ ング

を試みた。その結果、光によって活性が抑制されるような転写活性をもっDNA

断片を、 2クローン分離することができた(表1-1)。これらのDNA断片(ls-lとls-

17)は染色体上の86分、 8分に由来し、図1-1に示したように、前者からの転写活性

は480nm付近の青色光によって顕著に抑制されることが分かった。

しかし、どちらの断片からの転写活性も極めて弱いものであったため、 活性調

節の機構等について詳しい研究を行うには困難が予想された。そこで、 転写活性

が上昇し、かつ光感受性を失っていないような変異の分離を試みた。目 的のよう

な変異の分離そのものでは満足のゆく結果を得られなかったが、この過程で非常

に興味ある変異(visA変異)株を分離することができた。 visA変異を持つ大腸菌は、

強い可視光の存在下では全く増殖することが出来ない。この変異が、光感受性の

転写活性に直接関係したものであるかどうかは明かではなかったが、このような

変異を起こす遺伝子について研究することが、光による転写活性の調節や、さら

に進んで運動(鞭毛運動)の調節などを理解する糸口になる可能性があると考えら

れた。この現象は極めて明白に観察できるものであり、非常に扱いやすいこと も

分かったので、まずこの株の光感受性の解析を行うことにした。

比較的単純な生物が、強い可視光を浴びて死滅することは、この例が始めてで

はなく、以前から知られている。例えば、光合成細菌(Rhodopseudomonas， 

Chromatium)、好塩菌(Halobacterium)、藍藻(Anacystお)、緑藻(Ch10 rella， 

Chlamydomoηas)等の光合成を行う単細胞生物が、可視光によって死ぬことがあ

ると報告されている(Abeliovichand Sh ilo， 1972， Dworkin， 1959， Dundas and 

Larsen，1963)。また、光合成を行わず、従って光とはあまり 縁がない細菌

(Myxo coccus， Cory nebacterium)についても同様の現象が観察されている

(Burchard and Dworkin， 1966， Mathews an d Sistrom， 1959)。高等生物ではあ
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<序論>

まり例がないが、遺伝的あるいは後天的な人間の光過敏症も、細胞レベルで見れ

ば同じような現象と言えるであろう。

ここに挙げた例全てに共通することは、内在性、あるいは外部から加えた色素

が光増感物質として働いた結果、障害が起きること、酸素の存在下でのみ起きる

ことであり、このことから、 「光酸化による死(photooxidativedeath)J と呼ば

れている。しかし、人間の光過敏症に関する研究を除けば、これまで光感受性に

ついて行われた研究は顕微鏡的な観察や生化学的なものばかりで、分子遺伝学的

な研究はない。

visA変異株の光感受性を相補する遺伝子の塩基配列は既に決定されており、

VisA蛋白質は320アミノ酸からなるペプチドであることが明らかになっていた

(Miyamoto et a 1.， 1991)。最近になって、酵母(Saccharomyces cerevisiae)の

HEM15遺伝子の塩基配列が報告され(Labbe-Bois，1990)、その産物がVisA蛋白質

と約280/0 の相向性を示すことが分かった。 HEM15遺伝子は酵母ミトコンドリア

に存在し、ヘム合成の最終段階でポルフイリン環に鉄(II)イオンを挿入するフエ

ロケラターゼをコードするので、 visA遺伝子も大腸菌のフエロケラターゼをコー

ドしている可能性が強く示唆された。

本論文第ITI章、実験結果の第 1節では、 visA遺伝子の機能を解析すると同時に、

visA変異株が光感受性を示す機構についても、分子遺伝学的な解析を行った結果

を示す。

第 2節では新たに分離した光感受性株について、 visA株の場合と同様の解析を

行った結果を示した。

最後に、第 3節では両変異株の光感受性と酸素の関係についの解析結果を示し

た。
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表1-1 転写活性の光による阻害

Plasrnid 

pLY223-2 

pLY223-2-~22 

pLYls-1 

plYls-17 

表 1-1の説明

s-ガラクトシダーゼ活性

0.18 

0.25 

0.21 

Dark 

31.8 

0.16 

1.32 

0.72 

<序論>

各プラスミドを持ったCA274(lacZa m t中am)株をM9グルコース培地中、 2S
0

Cで培養し、対数増殖

期に達した時点で、最終濃度~mMのisopropyl-βD-thiogalactoside(1PTG)を加え、さらに1805テ培

養を続けた。トルエン処理の後、 s-ガラクトシダーゼの活性を測定した。

pLY223-2; pUC18にゼニゴケ葉緑体由来のアンバーサプレッサーtRNA遺伝子をつないだプラスミ

ド(Nakahigashiet α1.， 1990)であり、ラクトースプロモーターによりサプレッサーが発現

する。

pLY223-2d22; pLY223-2からラクトースプロモータ一部分を欠失して作成した。

pLYLs-1; pLY223-2d22のtRNA遺伝子の上流にLs-1断片をつないだプラスミドである。 Ls-1断片か

らの転写によりサプレッサーが発現する。

pLYLs-17; pLY223-2d22のtRNA遺伝子の上流にLs-17断片をつないだプラスミドである。 Ls-17断

片からの転写によりサプレッサーが発現する。
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図 1-1 Ls--1断片からの転写活性の各波長の光線による阻害

<序論>

pLYLs-1で形質転換したCA274(laca m trpa m)をM9ラクトース培地中で対数増殖期まで増やし、

2mlづっ小型のペトリ皿(35xl白nm)に分注した。 30KWキセノンランプからの光線を大型スペクト

ログラフ装置(OkazakiLarge Spectrograph， Watanabe et al.， 1982)によって、単色光に分光し、

減光フィルターを挿入して各波長とも1.5x1015光子/an-2s-1が照射されるように調整して、大腸菌

サンプルに6時間照射した。この問、培養は25
0

Cで行われた。照射後、 LB培地上にサンプルを広げ、

37
0

C、暗所で一晩培養した後、コロニー数を数えた。横軸は照射した光線の波長を、縦軸は非照

射のコントロールを100とした菌数の比を示す。

照射によって転写活性が阻害される波長ではサプレッサー活性が減少するため、非照射のコント

ロールに比べて増殖が遅くなる。
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<材料と方法>

第11章 材料と方法

a) 大腸菌株

本研究で使用した大腸菌株を表 lに示す、これらは全てE.coli K12株由来であ

る。 VS011，VS111， VS551はP1トランスダクションにより、 CmRをマーカー

として、 QC772からCA274，VS 101， V S550にsodA'-' la cZ遺伝子を導入した株

である。 VS200はCA274のvisA遺伝子の一部を欠失した株であり、 VS201-----

VS216は、 VS200を親株として分離した光抵抗性変異株のうちの 一部である。

V S5 60， V S 561は、 KmRをマーカーとして、 VS005から、 CA274，AN385に

L1vおB:KmR遺伝子をP1トランスダクションにより導入した株である。 VS600

はP1トランスダクションにより、 KmRをマーカーとして、 VS006からCA274

にL1visC:KmR遺伝子を導入した株である。 VS005， VS006はJC7623のuおB，

visCをL1visC:Km R， L1visB: Km Rで置き換えて作成した。なお、 AN172，

AN385はI.G. Young博士から分与された株である。

表 11-1 大腸菌株

A) 既に分離されていた株

菌株 遺伝子型 文献

CA274 lacZa m tγPam (Russell et al.， 1970) 

AN172 ubiH434 (Young et al.， 1973) 

AN385 ubiA420 SmR (Alexander and Young， 

1978b) 

(12772 sodAぺ'lacZCmR (Carlioz and Touati， 1986) 

JC7623 recB21 recC22 sbcB15 sbcC201 +持 (Kushner et al.， 1971) 

持 thr-lara-14 leuB6 d.(gpt-proA)62 1αcYl tsx-33 supE44 galK2 rac-hisG4 rfbDl mgl-51 rpsL31 
kdgK51 xyl-5 mtl-l argE3 thi-l 
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、、 <材料と方法>

B) 本研究で作成した株

菌株 関連した遺伝型、表現型 その他の遺伝型

VSOll sodA '-'lacZ CmR laca m tγPam 

VSI01 ばsAl 以下表不のない限り同様

VSlll visAl sodA' -'lacZ CmR 

VS200 L1vおA

VS201 L1visA hemA 

VS206 L1visA hemA 

VS215 L1visA hemA 

VS217 L1visA hemA 

VS202 L1visA hemB 

VS203 L1visA hemB 

VS216 L1visA hemB 

VS207 L1visA hemC or hemD 

VS281 L1visA hemin permeable 

VS550 visBl03 

VS551 visBl03 sodA'ー'lacZCmR 

VS560 L1visB: KmR 

VS561 L1visB: KmR ubiA as AN385 

VS600 L1visC: KmR 

VS005 L1visB: KmR as JC7623 

VS006 L1visC: Km1ミ as JC7623 
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<材料と方法>

b) プラスミド

b1) pUCl18 

ベクタープラスミドとしては、王にpUCl18(Vieiraand Messing， 1987)を用いた。

b2) pHA1 

hemA遺伝子(Liet al.， 1989)とその近傍を含む約1300-bpのDNA断片を、 CA274株

由来のDNAから、 5'プライマー(CAACGTTGGTATTATTTC)、及び3'プライマー

(GCAACGATAGAAGGCTTCAT)をもちいてPCRで土普中高し、 pUCl18のSmaI音5{立

にクローンイ七したプラスミドである。

b3) pVPシリーズ、 pVKシリーズ

入visB1に含まれるHindIII断片をPstIあるいはKpnIで、分解し、各制限酵素断片を

pUCl18の対応するサイトにクローン化した。 pVPはPstI断片、 pVKはKpnI断片を

含み、挿入された断片が長いものからJll真に1，2，…と命名した。

b4) pVB274 

vおB遺伝子とその近傍を含む約1900-bpのDNA断片を、 CA274株のDNAから5'プ

ライマー(CTTTCTTTATGCATGGCCTT)、及び3'プライマー

(AACAGAGTGATATCTGAGCA)をもちいてPCRで土普中高し、 pUCl18のSmaI音M立

にクローンイヒしたプラスミドである。

b5) pKT1033 

katG'ー'lacZ融合遺伝子をプラスミドベクタ -pACYCl84(Changand Cohen， 1978) 

に挿入したプラスミドである(Taoet al.， 1989)0 

b6) pHI201 

5'の調節領域を含んだnfo遺伝子の一部を、 pMC1403(Casadabanet al.， 1983)に挿

入したプラスミドである。なお、 pKT1033とpHI201は米井修治博士から分与され

たものである。

-8-



<材料と方法>

c) 入ファージ

c1)λgt-入C、Charon28

大腸菌ライブラリーの作成には、ベクターとして入gt-入C(Thomaset al.， 1974)、

およびCharon28(Rimmet al.， 1980)を用いた(III-2参照)。

c2) 入visA

大腸菌染色体上約11分に由来し、 visA遺伝子を含む3.5KbのEcoRI断片を入gt-

λCのEcoRI部位の lつに挿入したファージである。

c3) 入visB1

1II-2参照

c4)その他の入ファージクローン

その他に使用した入ファージクローンは全てKoharaらのライブラリー(Kohara

et al.， 1987)に由来する。

d) 培養条件

通常、完全培地としてはLB培地を、最小培地としては、 M9培地を使用した

(Sam bro ok et al.， 1989)。硝酸イオンやフマル酸を電子受容体にする培地

(N03培地、 Fumalate培地)はIngledewとPoole(lngledewan d Poole， 1984) 

に従って合成した。また、培地には0.20/0のグルコース、 0.2%のラクトース、

0.6%のコハク酸ナトリウム、各20μg/mlのアミノ酸、 100μg/mlのふアミノ

レプリン酸(ALA)、10μg/mlのヘム塩化物(ヘミン)を必要に応じて加えた。

プレートの光照射は、 40W蛍光灯の下15an (約75001x、visA株の場合)ある

いは7.5cm(vおB株の場合)にプレートを置くことによって行った。液体培養

への照射はHoya-Scho仕(株)の"ColdLight"照射装置(HLS2151)を使った。

暗所でのコントロールサンプルはアルミホイルで包み、同じ場所で培養を行っ

アこ。
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<材料と方法>

嫌気的条件での培養には、試験官をシリコンゴムで密栓し、注射針を通して窒

素ガスを送り込む事によって空気を完全に置換した。

他に記述がない限り、培養は370C、好気的条件、暗所で行った。

e) 大腸菌遺伝子の部位特異的な欠失、破壊

e 1) 入ファージによる方法

プラスミド上で目的のDNA部分を欠失させ、 att音s位(pop')を持たない入ファー

ジベクター(入gt-入C)に欠失遺伝子を再度クローン化した。この組換えファージ

を、挿入断片と染色体との相同組換えによって大腸菌に溶原化させた後、溶原

菌から熱パルス法によってファージをキュアした。ファージを失った菌から欠

失遺伝子のみ残している株を選抜した。

e2) JC76231朱(recBrecC sbcB)を用いる方法

プラスミド上で目的のDNA部分をTn903由来のカナマイシン耐性(KmR)遺伝

子(Okaet al.， 1981)で置き換えた。プラスミドからKmRを含む大腸菌DNA断

片を切り出し、直鎖状態でJC7623株にトランスフォームした。生じたカナマ

イシン耐性菌から、ゲノムDNAが導入したDNAで置き代った株を選抜したo

JC7623由来の株から目的の株へはP1ファージを用いて導入した。

e3) 欠失部位

実際に欠失に用いたDNA断片と欠失部位は図11-1の通りである。 L1visA株はe1) 

の方法で、 L1visBとL1visC株はe2)の方法を用いて作成した。

全ての欠失変異はPCRによって確認した。

f) 入ファージクローンによる大腸菌変異の相補

入ファージ、液(>109p.f.u./ml)をLBプレート上に線状に引き、ファージ液が

乾いた後、大腸菌一夜培養液をそれに交差して選択条件で培養を行った。
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<材料と方法>
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visA及び、visB-visC遺伝子付近の制限酵素地図の下に、各欠失変異を分離した際に使用したDNA断

片と欠失させた部分を示した(太線で示した部分を使って染色体DNAとの交換を行った)。

.1visA; visA遺伝子を含む3.5-kbのEcoRI断片のうち、 406--bpのEcoRV-NaeI断片をプラスミドクロ

一ン上で欠失し、改めて入gt-入Cにクローンした後、本文el)に示した方法でクロモソームと

置き換えた。

.1visB; visB遺伝子を含む4-kbのPstI断片から、 662-bpのKpnI-SalI断片を欠失し、代りにカナマイ

シン耐性遺伝子を挿入した後、プラスミドベクターから切り出して本文e2)の方法でクロモ

ソームと置き換えた。

.1visC; visC遺伝子を含む2-kbのKpnI断片から、 243-bpのEcoRV-StyI断片を欠失し、代りにカナマ

イシン耐性遺伝子を挿入した後、プラスミドベクターから切り出して本文e2)の方法でクロ

モソームと置き換えた。

各欠失変異の欠失部位図 II-l
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<材料と方法>

。ポリアクリルアミドゲル中でのSOD活性の検出

対数増殖期後期の培養液から、 Touati(Touati， 1983)に従って粗抽出液を調整

し、熱処理を行わずに、非変性条件の10%ポリアクリルアミドゲルで電気泳動し

た。泳動後、 Elroy-Steinら(Elroy-Steinet al.， 1986)に従ってNBTとリボフラピン

による染色を行った。ゲル上でSOD活性を持つ蛋白質が存在する部分はNBTが青

色に変化しないことからSODのバンドを検出できる。

h) シーケンシング

塩基配列の決定はstepwise-deletion法(Yanish干erronet al.， 1985)によって作成し

た欠失プラスミドを用いる方法、及び、プライマーを合成して行う方法を併用し

た。 PCRによって増幅した断片の場合、 PCRによるエラ ーを防ぐため、独立に増

幅したDNAに由来する最低2つのクローンを混合してシーケンシング反応を行っ

た。反応にはSequenase™ Ver.2 Kit.(United states Biochem. Corp.)を用いた。

i) その他の方法

カララーゼ活性の検出は、菌イ本に直接300/0の過酸化水素水を滴下し、発生する酸

素ガスを観察した。

N-メチル-N'ーニトロ-N-ニトロソグアニジン(NTG)による突然変異の誘発、 P1フ

ァージによる形質導入、 s-ガラクトシダーゼ活性の測定等はMiller(Miller， 1972) 

に従った。

大腸菌からのゲノムDNAやRNAの分離はAusubelら(Ausubelet al.， 1987)に従っ

た。

クローニング、 PCR、プライマーイクステンション他、 基本的な遺伝子操作は

Sambrookら(Sambrooket al.， 1989)に従った。
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<実験結果>

第111章 実験結果

第1節 visA変異株の解析

a) visA株の光感受性

始めに分離された一連の光感受性株は、全てvisA変異に属し、感受性の強さ

には僅かな差が見られるものの、どの株も蛍光灯下15αn(約75001x)に置かれた

場合に全くコロニーを形成しない。代表的なvisA株(VS101)の光感受性を後に述

べる株の感受性と共に図III-1、III-2に示したo visA変異株は光照射下で、増殖が出

来ないだけでなく、照射するに従って生存率が低下していく。

b) visA遺伝子のヘム生合成への関与

酵母のフエロケラターゼ(HEM15遺伝子産物)と、 visA遺伝子の産物が高い相

向性を示すことは、 visA遺伝子が同じ機能を持つ酵素をコードすることを強く

示唆する。また、大腸菌のフエロケラターゼの遺伝子(hemH)が、 visA遺伝子が

マップされている11分の付近にマップされている(Bachmann， 1990， Cox and 

Ch arles， 1973)ことも、この仮定を支持する。

フエロケラターゼが失われた場合、大腸菌はヘムを合成できないと考えられ

るので、ヘムを補欠分子として含む蛋白質は全て機能を失うはずである。そ こ

で、代表的なヘム蛋白質である、シトクロム類やカ タラ ーゼの活性の有無につ

いて調べてみた。シトクロムの存在の指標と しては酸素呼吸能(コハク 酸を唯一

の炭素源とできるかどうか)を用い、カタラーゼについては菌体の活性を直接調

べた。ところが、どのvisA株もこれらの活性を 有 しており、ヘム合成能は(少な

くとも完全には)失われていなかった。これらの株はVisA活性を部分的にしか

失っていない可能性があるので、 visA遺伝子の一部を欠失して、機能を全く失

ったと思われる株(VS200)を作成した。 VS200株はそれまでに分離されていた

visA株に比べて、光照射をした 際の生存率の低下はゆっ くりしているものの(図
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<実験結果>

III-2b))、感受性を示す光の強度は同等であった。 (光源からの同程度の距離で

光感受性が現れた)。また、極端に増殖が遅 く、 0.1%のグルコ ースを加えたLB

培地での分裂間隔は約80分であり、細胞濃度が約2x108cells/mlで、定常状態に

達する。

増殖速度からも予想、されたが、 L1visA株は酸素呼吸能を完全に失っており、カタ

ラーゼ活性も全く検出できなかった。次に、これが細胞内のヘム欠損によるも

のかどうかを調べることにした。

通常、大腸菌は細胞外からヘムを取り入れる事ができないが、突然変異によ

ってヘムを取り込めるような株が出現する (Liet al.， 1988， Sasarm an et al.， 

1968)。そこで、 NTGによって突然変異を誘発し、 VS200からヘム透過性株

(V S281)を分離した。図III-3に示したように、この株は培地中の ヘミン(ヘム 塩

化物)濃度が上昇するに従って活発に増殖するようになり、 10mg/mlで、野生株

とほぼ同様の増殖率に達した。この結果から、 VisA蛋白質がヘム 合成に必須で

あると結論した。また、 CoxとCharlesは、 hemH株にはフエロケラターゼの基

質であるプロトポルフィリンIXが細胞内に蓄積し、コロニーが赤色を示すと報

告しているが(Coxand Charles， 1973)、L1visA株は通常の大腸菌に比べ明かに強

い赤色味を示すこともvisAがれmHと同ーの遺伝子であることを支持する。
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<実験結果>

図llI-l 均株の光感受性 l

LBプレート上に、白金耳を用いて各株の一夜培養液を扇状に広げ、 37
0

Cで一晩培養 した。培養は、

a)暗所、 b)蛍光灯下15an、c)蛍光灯下7.5cmで行った。

1) CA274(vis+)、2)VS101(visAl)、3)VS550 (visBI03)、4)VS560(d.visB)、5)VS600(d.visC)、

6) VS551(visBI03 sodA-) 

a) VS560が増殖が遅い以外は差は見られない。

b) CA274， VS600は殆ど影響を受けていないが、 VS550，VS551は僅かに見られるのみであり 、

VSI01， VS560は全く増殖していない。

c) CA274に影響は見られないが、 VS600はかなり 増殖を阻害さ れ、他は全く増殖 していない。
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<実験結果>
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CA274 (wild) 

一--l:r-一一 VSI01 (νisA1) 

ー一一-0-一一一 VS550 (ν臼B103)

• VS560 (t1visB) 

• VS561 (L1visB ubiA ) 

一一-cト一一 VS600 (L1visC) 

企 VS200 (t1νisA) 

3 

各株の一夜培養液を適当に希釈してプレートに広げ、一定の時間、蛍光灯下15cmにさらした後、

暗所でコロニーを作らせた。横軸には照射時間を、縦軸は(照射時間Oの値を100とする)生存率を示

した。

a)野生株とvisA株visB株を比較した。

b) visA株とt1visA株を比較した。

c) visBI03株、 t1visB株、 t1visC株を比較した。
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<実験結果>
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図 III-3 L1visAヘム透過性株のヘムに依存した増殖

各株の培養液をヘミンを添加したLB培地中で、 ODωが0.01になるよう希釈した。6時間培養を行

ったのち、再び、ODωを測定し、培地のヘミン濃度に対してプロットした。

・， CA274 (vis+);・， VS281 (.dvisAヘム透過性);A， VS200 (.1 visA) 

VS200株はVS281に比べ、ヘミンを加えない場合にも増殖が遅いが、これは一夜培養液の段階で活

性が落ちているためと考えられる。また、 1∞陀/mlでわずかに増えているのは、通常の株 も高濃

度では多少ヘミンを取り込むためと思われる。
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<実験結果>

c) L¥visA株からの光抵抗株の分離とその解析

光感受性の機構を明かにする目的で、 visA株から新たな変異によって光非感

受性になるような株を分離し、その変異の解析を試みた。真の復帰変異や遺伝

子内サプレッサ一変異を避けるため、親株としてvisA遺伝子を欠失したVS200

を用い、 NTG処理の後に、多数の光抵抗株を得た。このうち独立に分離した73

株を使用して以下の解析を 進めた。これらの光非感受性株は、イ可れも 親株であ

るVS200とほぼ同様の遅い増殖速度を示 し、またカタラーゼ活性も 持たないの

で¥ヘム合成能が回復していないのは明かである。また、 親株のVS200は、

visA遺伝子をクローン化したえファージ(入visA)を溶原化すること で呼吸能を回

復し、野生株と同様の増殖能を示すようになるが、分離した光抵抗株では、

入visAを溶原化しでも、どの株も 増殖に変化は見られない(図III-4 a))。このこ

とから、これらの株はvisAの他にも呼吸機能になんらかの関係がある遺伝子を

欠損していることが分かった。また、何れの株も VS200のような赤色を示さな

いことから、フェロケラターゼ以前のステップでヘム生合成に働 く酵素が欠損

しているのではないかと推測した。そこで、ヘム合成の中間体のうち、細胞膜

をよく透過する5-アミノレプリン酸(ALA)を培地中に加え、 再度入visAによる

相補実験を行った。図III-4 b)に一例を示したように、この条件では73株のうち

の株が増殖能を回復した。この結果から、これらの株がALA合成より前のステ

ップに機能するヘム合成酵素のうち、イ可れかを欠損していることものと推察で

きる。図III-5に大腸菌のヘム生合成経路と、各段階を触媒する酵素を遺伝子名

で示すが、これらの遺伝子群のうち、 hemA、hemB、およびhemCとれmDを

含むオペロンについては既に塩基配列が報告されている(Liet al.， 1989， Li et al.， 

1988， Sasarm an et al.， 1987)。そこで、染色体上にマップされた位置と 、塩基

配列から作成した制限酵素地図を基に、小原らの作成した大腸菌連関ライブラ

リーのうちから、これらの遺伝子がのったクローンを選び出した o hemA遺伝

子を含むクローン4D10と入visAを光抵抗株に共感染し、 2重溶原菌が増殖能を

回復するか否かを調べた。その結果、先の実験でALA依存性を示した48株中の

46株が増殖率を回復した(図III-4c))。 一方、ALA依存性を示さ なかった株の 中
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<実験結果>

にそのような株は存在しなかった。さらに、その中から無作意に 2株を選び、

4D10に含まれるゲノム DNAのうち、 hemA遺伝子部分のみをクローン化したプ

ラスミド(pHA1)で形質転換したところ、フラスミドを持つ菌は入visAのみの溶

原化によって増殖率を回復した。従って、これらの株の新たな変異部位は

hemA遺伝子で、あると結論した。一方、 hemB遺伝子を持った8F10、hemC-

hemDオペロンを持った12G1ファージを用いて同様の実験を行った場合、 ALA

依存性を示さなかった株のみから各々16株、 31.朱に増殖率の回復が見られたので、

これらの株の新たな変異部位は各クローンに含まれるhemBあるいはれmC-D遺

伝子にあると考えられた。

尚、残りの6株のうち2株については、現在までにクローン化されていないhemE

遺伝子の変異であるという有力な証拠を得ている。 これらを合計すると、光

感受性のL1visA株から分離した73株の光抵抗株のうち、少なくとも 67株について

は、その新たな変異部位は何れかのhem遺伝子にあることが分かった(図III-5)。

このことからも細胞中のヘムの存在と光感受性には関係がないことが示唆され

る。また、これらの遺伝子産物の機能が失われた変異株が光抵抗性を示す理由

としては、フェロケラターゼが触媒する反応(プロトポルフィリンIXからヘム)

以前でヘム生合成が停止した結果ではないかと考えられる。

L1visA hemAの2重変異株は、培地中にALAを加え、 HemA蛋白質の機能をバ

イパスした条件では光感受性を示すという結果もこの仮説を支持する。
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(a) (b) (c) 
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VS217 

VS206 

VS215 

VS247 

VS216 

VS202 

VS203 

VS207 

VS2∞ 
A 

入visA 入visA 入visA 入visA 入VlsA
+4D10 +12G1 +8F10 

図llI-4 光抵抗性、復帰変異株の Aフアージクローンによる相補

VS200 (L1visA)とそれから分離した一連の光抵抗株に対して、 visA及びhemj宣伝子を持つ Aフ
ァージクローンを交差し、呼吸欠損が相補できるかどうか調べた。分離した73の抵抗株のうち、 6
株についてのみ示す。

a) visA遺伝子を含む入visAのみを交差した。
b) a)と同じ条件だが、 LBプレートに100時/m1のALAを加えたo

c) λvisAと他のhem遺伝子を含むファージを混合して交差した。
入visAと共感染した小原ファージのうち、 4D10はhemA遺伝子、 8F10はhemB遺伝子、 12G1は
hemCとhemDのオペロンを含む。
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図 III-5 ヘム生合成経路と光抵抗性復帰株の変異部位

大腸菌におけるヘム生合成経路とともに各ステップを触媒する酵素を遺伝子名で示 した。さら

に、光抵抗性復帰株うち、これらの遺伝子の変異 と考えられたものについて、その数を示 した。

?を付けたものについては、まだはっきり分かっていない。

中間体の正式名称は、 GSA，glutamate-l-semialdehyde; 5-ALA， 5-aminolevulinic acid; 

PBG， porphobilinogen; HMB， hydroxymethylbilane; UROGEN III， uroporphyrinogen-III; 
COPROGEN III， coproporphyrynogen-III， PROTOGEN III， protoporphyrinogen-III; 
PROTO IX， protoporphyrine-IXである。また、酵素の名称、は、

GltB-G1tD， glutamyトtRNAsynthetase; HemA， glutamyトtRNA dehydrogenase; 
PopC ?， GSA aminotransfcrase (この酵素をコードする遺伝子についてははまだは っき り分かっ

ていない);HemB， ALA dehydratase; HemC， PBG deaminase; HemD， urogen cos戸1thase;

HemE， UROGEN III dehydratase; HemF， COPROGEN III oxidase; 
HemG， PROTOGEN III oxidase; HemH(=VisA)， ferrochelatase 
持 5-ALAで相補できる48株の内、 hemA変異でない2株については、この変異である可能性が高い。

十 5-ALAを加えることによって変異が相補できる株。

土 (NishimuraK. et al. personal communication) 
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<実験結果>

第2節 visB変異株の解析

a) visB変異株の分離

VS101株が分離された後、 NTGを用いて光感受性の大腸菌変異株を多数分離

したが、それらの株は何れも visA遺伝子を含むプラスミドやフア』ジによって相

補され、 visA遺伝子の変異株であることが分かった(Miyam oto et al.f 1991)。こ

れまで分離されたvisA変異は全て劣性であるから、 visA遺伝子が2倍体になった株

を作成し、この株から新たな変異株を分離すれば、別の遺伝子の変異によって光

感受性になった株を得る確率が高くなるはずである。そこで、 CA274株に入visA

を溶原化し、 visA遺伝子の部分2倍体とした大腸菌を親株と して、 NTGによる突

然変異誘発を行い、光感受性株の選抜を行った。その結果、 visA遺伝子によって

相補することのできない変異を1株得た。この株をVS550、変異を支配する遺伝

子をvisBと命名した。

VS550の光感受性は、いくつかの点で一連のvisA変異株とは異なっていた。

最も重要な違いは、この株を完全に死滅させるにはvisA株の場合より強い光を必

要とすることである。プレート上で培養する場合、蛍光灯下150nでは、これま

で分離したvisA株は全くコロニーを形成できないのに対して、 VS550では僅かに

増殖が見られた(図III-1)。そのため、パックグラウンドを完全に無くすには、通

常の培養を蛍光灯下7.5onで行う必要があった。蛍光灯光によるVS550の致死

曲線を代表的なvisA株(VS101)と共に図III-2a)に示した。

VS550の紫外線耐性や熱耐性についても調べたが、野生株との違いは見られな

かった。

b) visB遺伝子のクローニング

visB遺伝子をクローン化する目的で、 CA274株のゲノムライブラリ 』を作成 した。

ベクターとしては入gt-AC及びCharon28を用い、それぞれEcoRIとHindIIIにより完
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<実験結果>

全分解したゲノムDNAを使って105r107の独立 したクロ】ン を得た。こ れらのク ロ

』ンのうちにvisB遺伝子を含むものがあれば、 VS550株に溶原化した場合に光感受

性を相補するはずである。しかしながら、これらのベクタ ーは何れも単独で溶原化

できないため、実際にはVS550にヘルパ』として野生型の入フア』ジを溶原化し、その

溶原菌にライブラリーを追感染した。その結果、Charon28でイ乍成した ライブラ リ

ーから目的のクローンを数個得ることができ、このうち1つ(入visB1)を以後の解析

に使用した。

c) visB遺伝子の染色体上の位置

入visB1は約12-kbの大腸菌DNA断片を含んで、いた。この断片の一部をプロ}ブと

して、小原らの作成した大腸菌整列クローンのサブセットに対するハイ ブリダイ ゼ

ーションを行ったところ、染色体上約63分に相当するクローン、 22H4(468)，5E11(469)，

10B4(470)にシグナルが認められた。さらに、入visB1に含まれるDNA断片の制限

酵素地図を作成して小原らのものと比べたところ、両者はよく 一致する事が分か

った。次に、この領域を含む小原らのファージクロ』ン22H4-6C5(468-472)で

VS550の光感受性を相補できるかどうか調べてみたところ、 10B4(470)のみにこの

活性がみられた。ハイブリダイゼーション及び相補実験の結果を図III-6a)に示したo

visB変異株の相補実験によって、 visB遺伝子は10B4のみに含まれ、両脇の5E11や

1A2には含まれない狭い領域に存在することが明かとなったので、 KpnI及び、PstIを

使って入visB1上のDNA断片をプラスミドにサブクローニングし、より 短いDNA断

片を用いて相補実験を行った。図III-6b)に示す通り、 KpnIでは約2-kbの断片上に、

PstIでは約4-kbの断片上にvisB遺伝子があることが示唆された。
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<実験結果>
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図III-6 visB遺伝子のマッピング

a) 染色体62~63分部分の制限酵素地図(中段)と、小原クローンに含まれるDNA断片が由来する部

位(下段)を対応させた(Koharaet al.， 1987を改変)。 制限酵素地図中、網目で示したHindIII断片

が入visB1に含まれていた。 Aクローンのうち、実線で示したものは入visB1と共通する配列を含み、

太線で示したクローン(10B4)はvisB変異株の光感受性を相補することができた。

b)入visB1由来のHindIII断片上のKpnI、PstI切断部位(上段)と、各切断断片を含むプラスミドによ

るvisB変異株の相補を示した。実線で示した部分のDNAを含むプラスミドのうち、太線で示した

ものはvisB変異株の光感受性を相補することができた。

H， HindIII; K， KpnI; P， PstI 
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<実験結果>

d) visB遺伝子近傍の遺伝子構成

visB遺伝子の一次構造を調べるため、 2-kbのKpnI断片について塩基配列を決定

し、この断片中のオープンリーデイングフレーム(ORF)をネ食索したが、 2つのリー

デイングフレーム(各々、 5'末端と3'末端が断片上には含まれていなかった)が存

在したのみで、その他には蛋白をコ』ドすると思われるような完全なORFは発見

できなかった。しかしながら、塩基配列の決定の際に用いた欠失プラスミドや

PstI断片による visB株の相補実験から、 5'末端を欠いた 1)-デイングフレームがvisB

遺伝子である可能性が高いと判断した。そこで、 KpnI断片の周辺についても更に

塩基配列を決定し、 2つのリーデイングフレ』ムがORFであることを確認した。野

生株に由来し、 visB遺伝子と思われる ORF部分のみを含んだプラスミド

(pVB274)は、予想、どうり、 VS550株を光抵抗性にする活性を持っていた。以上

の結果から、このORFがvisB遺伝子で、あると結論した。さらに、 VS550株の

DNAをクローン化し、 visB領域の塩基配列を調べたところ、 103番目のコドン

(GGA)が(AGA)に置換していることが分かった。これにより起きるアミノ酸置

換(グリシンからアルギニン)が光感受性変異の正体と思われた(図III-7，III-9参

照)0(以後、この変異をvisBI03と表記する)

塩基配列を決定した約5-kbの領域中には、既に述べた2つのORFの他にも、

より 5'方向に2つのORFが続色合計4つの遺伝子がオペロン(以下、 visBオペロン

と呼ぶ)をなしていると考えられた。後で述べる知見も含め、この領域の塩基配

列と遺伝子の配置を図III-7に示した。 visBオペロンを構成する遺伝子について簡

単に説明する。

最も上流にあり、 194アミノ酸からなるORFについては、遺伝子産物について

の知見は得られていない。しかしながら、後で述べる転写開始点の直後のAUG

コドンから始まり、このORFの終始コドンの次にあるAUGコドンが次のpepP遺

伝子のものであることから、何らかの機能を持つ遺伝子ではないかと考えている。

2番目のORFの産物についてデータベースとの検索を行ったところ、大腸菌のプ

ロリンアミノペプチダーゼII(PepP)の配列(Yoshimotoet al・， 1989)と完全に一致
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<実験結果>

した。改めてDNAレベルで検索したところ、 Yoshimotoらによって報告された

PstI-KpnI断片の塩基配列は、 pepP遺伝子のみでなく、上流部、下流部においても

今回解析した塩基配列と完全に一致することが分かったため、 2番目のORFは

pepP遺伝子であると結論した。既にクローン化されていたにも関わらず、 pepP遺

伝子はこれまでゲノム上にマップされていなかったので、この遺伝子が染色体の

63分にあることが本研究で始めて明らかになった。

先に述べた通り、 3番目のORFはvisB遺伝子であることがわかった。 pepP遺伝

子の3'末〈己主GC:;aiT6滋)とvisB遺伝子の5'末(ATGAGCG..…)は己記援金治滋GCGとい

う形で4塩基重複している。

4番目のORFの産物(400アミノ酸)とVisB蛋白質(396アミノ酸)にはアミノ酸レ

ベルで約30%の相向性が見られるので、このORFをvis<ごと命名した。この遺伝子

についてはまた後で述べる。

さらに、 visBオペロンの5'方向にあるPstI切断部位から上流は、 6sRNAの遺伝子

(ssr)を含むPstI断片の塩基配列(Hsuet al.， 1985)と一致している。 ssが宣伝子は反

対鎖、にコードされている。

e) プロモータ』のマッピング

visBオペロンの転写開始点を解析するため、 ORF194、pepP、visB遺伝子の5'末端

部に相補的なオリゴDNAを合成し、大腸菌野生株から調製したRNAを鋳型とし

てプライマ』伸長反応を行った。 pepPやvisBのプライマ』を用いた反応、では転写

開始点と思われるシグナルは発見できなかったが、 ORF194のプライマ』を用い

た反応、では、開始コドンの22塩基上流にシグナルが見られた(図III喧 8)。この部分

からさらに6塩基はなれて大腸菌のプロモーター共通配列に似た領域(5' TGGTCC-

1 7 bp-TAGCAT3 ，)が存在することから、この部分がmRNAの5'端に相当すると

考えられる。
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図 III-8 ORF194上流のプライマー伸長反応

ORF194の5・末端から27---46番目の塩基に相補的なオリコroNA(TCA:廿rCGITGTAACCAGGC)を

プライマーとし、大腸菌CA274株由来の全RNA、 50時を用いてプライマー伸長反応を行った。サ

イズマーカーとして、同じプライマーを用いてシーケンス反応を行い、共に6%アクリルアミド尿

素ゲルで電気泳動後、オートラジオグラムをとった。
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<実験結果>

。VisB蛋白質の機能

VisB蛋白質の機能を推定するため、アミノ酸デ』タベ』スに登録された蛋白質 と

VisB、VisC蛋白質のホモロジーを検索した。その結果、双方ともにPseudomonas

fluorecensの4-ヒドロキシベンゼンヒドロキシラーゼC4-hydroxybenzoicacid-3-

monooxigenase， EC 1.14.13.2、以下HBHaseと略)(Weijer et al.， 1982)と約200/0の

相向性があることが分かった。 3者のアミノ酸配列の比較を図III-9に示す。

Pseudomonas属の細菌は各種の芳香属炭化水素を炭素源として生育できるが、

炭素源として4-ヒドロキシ安息香酸を利用する際にはHBHaseが多量に誘導され

るため、この酵素はフラピンを含む酸化還元酵素のモデルとしてよく研究されて

いる(Entschet al.， 1976， Hosokawa and Stanier， 1966， Howell et al.， 1972)。

HBHaseは次に示す反応を触媒し、一分子あたり lつのFADを補欠分子に持つ。

H航。OH+NAD…++ 02__'_HOOC-Q-OH叫 DP++同0

この酵素は、 X線解折により、高次構造も決定されているので(Hofsteengeet al.， 

1980; Wierenga et al.， 1979)、VisBやVisCと比較したところ、よく保存されてい

るのはモノヌクレオチド結合ドメイン(Rossmannet al.， 1975)を始めとするFAD結

合領域であることが分かった。しかし、大腸菌は4-ヒドロキシ安息香酸を炭素源

にできず、しかも、これまで知られている代謝経路にはこれに相当する酵素が存

在しないと思われたので、 VisBやVisCはHBHaseそのものではなく、よく似た機

能を持つ酵素である可能性が高いと考えた。

大腸菌染色体の62---63分には比較的多くの遺伝子がマップされているので

(Bachmann， 1990)、これらの遺伝子の中にvisBと同じものがある可能性があると

考えた。そこで、この中にFADを含む酸化還元酵素をコードする遺伝子があるか

どうか調べたところ(Clarkand Cronan JR， 1980; Lovet and Clark， 1985; Stauffer 

et al.， 1986; Tobey and Grant， 1986; Knoelt 1981; Young et al.， 1973)、ubiHがこれ

に該当すると考えられていることが分かった。UbiHはユピキノン生合成の中間

段階で、 2-octaprenyl-6-methoxyphenolから、 2-octaprenyl-6-
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<実験結果>

methoxy-1，4-benzoquinoneへの反応を触媒する(Younget al.， 1973)。この反応に

はNAD(P)Hが必要とされており、以下のような反応と考えられる(Alexander

and Young， 1978a， Knoell， 1981b)o (R=octaprenyl基)

R R 

/-、 ;t ~ /一一ー、
}-OH+ NAD(P)H + H+ O2一'らく_f=0 + NAD(P共同0+同

、OCH
3

'OCH3 

この反応、は基質の形状などもHBHaseによく似ているので、さらに詳しく visBと

ubiHの関係を調べることにした。

UbiH蛋白質の機能が完全に失われ、ユピキノンが細胞中に存在しない場合、大

腸菌は酸素呼吸欠損になり、好気的条件下では非発酵性培地上で生育できなくな

るはずである。しかしながら、最初に分離したvisBI03株(VS550)はコハク酸を炭

素源にして生育でき、呼吸能を保持している事が分かった。そこで、染色体上の

visB遺伝子の一部をKmR遺伝子で、置き換えたL1vおB株(VS560)を作成したところ、

この株はコハク酸を炭素源にできず、酸素呼吸能を欠損していることが分かった。

この結果はvisBがubiHと同じ遺伝子であるという予想を支持する。また、 Aば5B株

はVS550株よりも強い光感受性を示すことも分かった(図llI-1c))。

visBがubiHと同一遺伝子であることを最終的に確認するため、既に分離されて

いるubiH株を入手し、クローン化したuおB遺伝子によってこの変異が相補できる

かどうか調べてみた。入手したubiH424株(AN172)(Young et al.， 1973)は協B遺伝

子を持つ Aファージ(入visB1あるいは10B4)を溶原化することによってコハク酸

を利用できるようになった。また、このことはvisB遺伝子のみを持つプラスミド

(pVB274)で、も確認できたので、 UおB遺伝子がubiH遺伝子と同じものであることが

はっきりした。さらに、この株由来のDNAのvisB遺伝子付近をPCRで増幅した後、

クローン化して塩基配列を決定したところ、 9番目のコドンが(GGC)から(GAC)

に置換することにより、グリシンからアスパラギン酸への変異を起こしている事

が分かった(図Ill-7，III-9参照)。この部分のアミノ酸残基はモノヌクレオチド結合

ドメインの中でも最も相向性の高い部分の lつである(Hofsteengeet al.， 1980)。
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<実験結果>

。ぴsB株の光感受性のメカニズム

visB遺伝子がユピキノン生合成に働いていることが明らかになったので、細

胞中のユピキノン欠損が光感受性の原因かどうかを調べた。 visB株以外のユピ

キノン欠失株について光感受性を調べてみたが、テストしたubiA株、そして

ubiH424株のいずれについても、光感受性は観察できなかった。

そこで、 visA変異からの復帰変異の場合のように、ユピキノン生合成をUbiH

蛋白質が働くより前のステップで停止した場合、光感受性に変化が見られるか

どうか調べた。大腸菌のユピキノン生合成経路を図III-10に示すが、 UblR424株

はここに示した中間生成物のうちIV，V， VIを細胞内に蓄積していると報告され

ている(Younget al.， 1973)ので、 IVの生成以前に機能する遺伝子とvisBの2重

変異株を作成して感受性を調べる事にした。 AN385株(ubiA)のゲノム上のvisB

遺伝子の一部をKmRと置換し、 ubiA L1visBの2重変異株(VS561)を作成した。

図III-1c)に示したように、この株はCA274株(Ubl+)由来のL1visB株(V5560)と違い、

ほとんど光感受性を示さなかった。この違いがubiA変異以外の遺伝的バックグ

ラウンドによるものではないことを確認するため、小原ライブラリーから、

ubiA遺伝子を持つクローンを選択してV5561に溶原化させた。このファージが

溶原化してubiA+となった場合、 V5561は予想通り光感受性を示した。

h) visC遺伝子の機能と光感受性への関与

viぽご遺伝子はvisB遺伝子と共に転写されると考えられ、しかもその産物はアミノ

酸レベルで約30%もの相向性があることから、 VisCはVisBと機能的になんらか

の関係を持っているのではないかと考えた。そこで、viS(ご遺伝子の欠失変異株

(V S600)を作成し、その表現型を調べた。しかし、 L1visB株と違い、この株はコ

ハク酸を栄養源にできる事が分かったので、呼吸能は失っていない。従って、

vis(ご遺伝子は少なくともユピキノンの合成に必須ではないと思われる。しかし

ながら、L1visC株も弱いながら光感受性を示す(図111-1，III-2 c)) 0 visC遺伝子につ

いては今後さらに詳しい解析が必要であろう。
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<実験結果>
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図III-l0 大腸菌のユピキノン生合成経路

大腸菌におけるユピキノン生合成経路とその中間体の構造式を示した(Bentleyand Meganathan， 

1987)。矢印の上には通常の条件において各反応を触媒する酵素の構造遺伝子名を示した。各中間

体の名称、を以下に示す。

1， chorismic acid; II， 4-hydroxybe回 oicacid; III， 3-octaprenyl-4-hydroxybenzoic acid; 
IV， 2-octaprenylphenol; V， 2-octaprenyト6-hydroxyphenol; VI， 2-octaprenyl-6-rnethoxyphenol; 
VII， 2-octaprenyl-6-rnetho巧ーl，4-benzoquinone;VIII， 2-octaprenyl-3-rnetyl-6-rnethoxy-1，4-
benzoquinone; IX， 2-octaprenyl-3-rnetylふ hyoroxyーらrnethoxy-1，4-benzoquinone;X， ubiquinone 
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<実験結果>

第 3節 光感受性と酸素

a) 酸素分子の必要性

序論で述べたように、これまでに知られている光感受性の例では、障害を起こ

すのに光線だけでなく酸素が不可欠で、ある(Abeliovichand Shilo， 1972， 

Burchard and Dworkin， 1966， Dworkin， 1959， Mathews and Sistroffi， 1959)0 vお

変異株の光感受性も同様の現象であろうと考え、光感受性と酸素の関係について

調べた。

液体培地中で光感受性をテストする際、試験官中の空気を窒素ガスで完全に

置換したところ、 visA株、 visB株ともに光感受性は見られなくなった。しかしな

がら、この実験は完全培地を用いて行ったので、大腸菌はおもに発酵によって

エネルギーを得ていると考えられ、ヘムやユピキノンの生合成が不活発である

ことが光感受性の現れない原因であるとも考えられる。この可能性を排除する

ため、嫌気的呼吸を行うような条件で調べてみた。大腸菌は酸素の他にも多く

の分子を最終電子受容体として呼吸を行う能力を持つが、主として硝酸イオン

やフマル酸を用いる電子伝達系が使われる (Ingledewan d Poole， 1984)。非発

酵性のグリセロールを炭素源にし、硝酸イオンやフマル酸を電子受容体にして

増殖するような条件で実験を行ったところ、どちらの培地においても光感受性

は観察されなかった(表III-1)。この結果からむか変異株が感受性を示すには、酸

素分子が存在しなければならないことがわかる。
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、、 <実験結果>

表III-l 嫌気的条件での光感受性

* LB 恥19glucose Fumalate N03 

菌株
+02 -02 +02 -02 +02 ーα 十02 -02 

十

4: vγild + + + + + + + + 

visA + + + + 

visB + + + + 

持 LB，LB培地、 M9glucose， M9 glucose培地、 Fumalate，フマル酸培地、 N03，N03培地 を使用

した。

十 +02，好気的条件、ー0乙嫌気的条件

土Wild，CA274株、 visA，VS101株、 visB，VS550株

10ml小試験管に5mlの液体培地を分注し、 OD6ωが約0.01になるよう一夜培養液を加えた。嫌気

的条件、好気的条件の各々について暗所と明所で培養し、 24時間後に再びODωを測定した。暗

所ではどのサンプルもよく増殖したが、各条件によってODに差があるので、明所で増殖が観察さ

れたものを+で示し、明所で全く増殖しなかったものを.で示した。+で示した条件では、どの例も

"明所でのOD/暗所でのOD"の値が0.7よりも大きく、ーで示した条件では、明所では全く増殖して

いなかった。
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<実験結果>

b) visA， vおB株で、発生する活性酸素種

酸素が生体に対して有毒に働く場合、酸素分子が直接、標的物質と反応する

のではなく、酸素分子が活性酸素と呼ばれる 一群の分子種に変化した後に各種

の生体物質と反応する例がほとんどである。活性酸素には色々な分子種が含ま

れるが、酸素分子から直接発生すると考えられているのは、 酸素分子が還元さ

れてできるスーパーオキシド(02-)や過酸化水素(H202)、通常の酸素分子(三重項

酸素F302)が励起されてできる一重項酸素(102)の3種類である(Nakan 0 et al.， 

1988)。そこで、光照射した際に、この 3つのうちとeれがvisA株やvisB株の細胞

中で発生しているのかを調べることにした。

高温などによるストレスを受けた場合に誘導される蛋白の一群が存在するよ

うに、スーパーオキシドや過酸化水素によるストレスを受けた場合にもそれぞ

れ一群の蛋白が誘導 される (Christmanet al.， 1985， Greenberg and Dem ple， 

1989， Walkup and Kogoma， 1989)。この適応応答の機構に関しては、 最近の研

究により、スーパーオキシドについても、過酸化水素に よる誘導についても 、

特異的な転写アクテイベーターの働きで各々のレギュロンに属する遺伝子が活

性化されることが分かつてきた(Christmanet al.， 1989， Greenberg et al.， 1990， 

Tao et al.， 1989)。一重項酸素に対してはこのような適応応答は知られていない。

スーパーオキシドによって活性化を受ける遺伝子 としては、マンガン含有ス

ーノてーオキシドディスムターゼ(Mn-SOD)をコードするsodAやエンドヌクレア

ーゼIVをコードする nfoが、過酸化水素により活性化を受ける遺伝子としてはカ

タラーゼ1 (大腸菌のカタラーゼはヒドロペルオキシダーゼ活性も持つため、

HP1と略される)をコードするkatGについてよく研究されている(sodA;Takeda 

andAvila， 1986， Touati， 1983，1988. nfo; Chan and Weiss， 1687， 

Cunningham et al.， 1986. katG; Loewen et al.， 1985， Triggs-Raine et al.， 1988)。

これらの遺伝子は大腸菌の生育に全く影響のない程度の微量な活性酸素にも鋭

敏に反応するので、細胞内に発生するスーパーオキシドや過酸化水素をモニタ

ーするには、これらの遺伝子の活性化を調べる のが最も簡単かつ有効な方法で

ある。
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<実験結果>

遺伝子の発現量を調べる方法としては、各々の遺伝子のコード領域の途中に

lacZ遺伝子を結合した融合遺伝子を使い、 s-ガラクトシダーゼ活性を指標とす

る方法を用いた。なお、 sodA'-'lacZ融合遺伝子は染色体のsodAと置き換えたも

の、 nfo'ー'lacZ、katG'ー'lacZの場合はプラスミド上のエクストラコピーの発現

を解析した。

光による活性化の有無を調べる前に、活性酸素ストレスによって各融合遺伝

子がどういう挙動変化を示すか調べてみた。

野生型、 visAl、visBI03の3種類の株について、平常状態と弱い活性酸素ストレ

スをかけた状態とで s-ガラクトシダーゼ活性を測定したものが表III-2である。

全体的に見た場合、どの融合遺伝子も、増殖に影響の無い程度の活性酸素スト

レスに対してもよく活性化を受けることが分かる。

各株を比較した場合、 katGに関しては大きな差はみられないのに対して、 sodA

については非常に興味深い違いがある。 visA株で、は実験的に加えたパラコート

によるスーパーオキシドストレスのない状態でも非常に高い活性が見られ、逆

にvisB株は野生株に比べ低い活性しかない。同じくスーパーオキシドによる誘

導をうける nfoで、は、 sodA程はっきりはしないものの、 visA株;で、は同じような{頃

向がみられる。しかしvisB株に関しては野生株と差がない。

この実験で使用したsodA'-'lacZ融合遺伝子を持つ株は、 Mn-SOD活性を失っ

ているため、融合遺伝子は通常とは違う挙動を示している可能性がある。そこ

で、直接Mn-SODの活性を比較することにした。大腸菌はMn-SODの他に鉄を

含むSOD(Fe-SOD)を持つので、両者を電気泳動により分離した後で各変異株の

SOD活性を較べたものを図III-llに示す。 visB株で、はMn-SODのバンドが殆ど見

られず、融合遺伝子の実験を裏付ける結果となったが、 visA株で、は野生株とあ

まり差は見られず、むしろ先のnfo融合遺伝子の結果と一致している。
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<実験結果>

表 llI-2活性酸素による指標遺伝子の誘導

遺伝子型*

wild 314 801 

visAl 911 1439 

visBl03 106 193 

P-ガラクトシダーゼ活性

融合した遺伝子

ば2
+ 

545 1095 

1199 2218 

761 2229 

katG 

85 

83 

89 

待 測定した株の遺伝子型、 sod A '-'la cZの測定には各々、 wild， VSOll株;visAl， 

VS11l株;visBI03， VS551株を使用し、 nfo'-'lacZとkatG'ー'lacZの測定には wild， 

+ 

190 

253 

162 

CA274株;visAl， VS101株;visBl03， VS550株をpHI201，pKT1033で形質転換したものを用

いた。

十 万通常の状態 +，増殖に影響のない程度に活性酸素ストレスを与えた場合

sodAとnfoに対しては10μMのパラコートを、 katGには 50μMの過酸化水素を培地中に加

えた。

各株の一夜培養液をLB培地で 1000倍に希釈し、約5x108ce 11 s Imlまで(約 4時間)培

養した。表に示した最終濃度になるよう薬剤jを加え、更に45分間培養 を続けた後、 s-

ガラクトシダーゼ活性を測定した。活性の単位は Millerに従った(Miller，1972)。
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<実験結果>

PQ 

""111( Mn-SOD 

""111( Fe-SOD 

a) 、E
E

，〆
・h
u

図llI-ll vお変異株のSOD活性

各株をLB培地中、約5x108cells/ml程度まで培養し、 10mlづっ 2本の試験管に分注した。 一方

に最終濃度10凶fのパラコートを加えた後、更に45分培養を続けた。各培養液から蛋白質粗抽出液

を分離したo a) 1陀を電気泳動し、クーマシー染色を行った。マーカーとして1時のウシSOD

(Sigma 5-2515)を用いた。 b)50μgを電気泳動し、 SOD活性で染色した。マーカーとして0.01時の

ウシSODを用いた。大腸菌のマンガン含有SOD(Mn-SOD)はプロードなバンドとして、欽含有

SOD(Fe-SOD)は単一のバンドとして観察できる。
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<実験結果>

必ずしも通常の状態を反映はしていないものの、 融合遺伝子が僅かな活性酸

素にも反応することが確認できたので、光照射により活性化が起 きるかどうか

をしらべてみた。いくつかの強度の光を当てて調べてみたが、 表III-3に示 した

ように、どちらの株についても、またどの融合遺伝子についてもパラコートや

過酸化水素を加えた場合のような特異的な活性化は観察できなかった。この結

果から、 visAについても visBについても光照射によるス ーパーオキシドや過酸化

水素の特異的な増加はないものと思われる。

c) vis変異株の光感受性に対する抗酸化剤の効果

酵素による防御系以外にも、生体内に存在する各種の低分子化合物が抗酸化

的に働いて、活性酸素により起きる生体物質の酸化を防いでいる。 実際、 序論

で示したような単細胞生物の光感受性は、殆どの場合、抗酸化機能をもっカロ

テノイドが細胞から失われた為に起きることが分かっている(Dworkin，1959， 

Ma thews and Sistrom， 1959)。このような抗酸化剤を外部から加えることで光

感受性を押えることができるかもしれないと考え、抗酸化剤として知られてい

る尿酸、還元型グルタチオン、 pカロチン、アスコルピン酸、 トコフエロール、

尿酸、マンニトールなどを培地中に加えて光感受性を調べた。 その結果、ア

スコルピン酸を加えた場合にのみ、 visB株の光感受性が打ち消されることが分

かった(図III-12)。アスコルピン酸の防御効果は培地中の濃度が約 2mMで最

もよく現れた。 visA株に関してはこのような効果は全く見られなかった。
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¥、 <実験結果>

表 111-3 光による指標遺伝子の誘導

遺伝子型 誘導による s-ガラクトシダーゼ活性の上昇率*

活性酸素十 500 1 x 2000 lx 5000 lx 

a) sodA' -'[acZ 

wild 

visAl 

visBI03 

b) nfo'ー'!acZ

wild 

visAl 

visBI03 

~visB 

c) ka tG'ー'[acZ

wild 

visAl 

visBI03 

2.55 

1.58 

2.01 

1.85 

2.93 

1.93 

2.23 

3.05 

1.82 

0.85 1.43 

1.21 1.06 

0.75 

0.82 

N.D. 

N.D. 

0.94 

1.04 

1.18 

N.D. 

0.95 

0.99 

1.04 

0.97 

1.01 

1.04 

1.05 

持 各遺伝子、各株で通常の状態の値(表 III-2の"ttの値)を 1として示した。

十表 III-2の"+"と同様に処理した。

N.D.，実験を行わなかった。

1.16 

0.94 

0.96 

1.08 

1.15 

0.96 

1.13 

1.33 

1.23 

基本的に表III-2と同様の実験を行ったが、光照射については薬剤と同じ時点で始め、同じ時

間だけ照射した。活性測定に使用した株も表III-2と同様であるが、低い活性しか示さなかった

visBI03株についてはsodAの測定は行わず、 nfoの笑験ではvisB103だけでなく L1visB株(V5560) 

についても守子った。
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図 III-12 visB株の光感受性に対するアスコルピン酸の効果

<実験結果>

図 III-2と同様の実験を行ったが、光源はプレート上75cmに設置した。 VS550については2rnM

のアスコルピン酸を加えたLBプレートと加えないプレートについて調べた。

・I CA274 (vis+); ・I VS550 (visB)ーアスコルビン酸; 口I VS550 (visB) +アスコルビン酸
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第IV章 考察

第 l節 visA変異

a) VisA蛋白質の機能

以下の理由により、 visA遺伝子がフエロケタラーゼをコードしており、以前

にマップされたhemHと同ーの遺伝子であると結論した。

1， visA遺伝子はヘム生合成に必要である。

2， visAの染色体上の位置は、以前hemHがマップされている位置に非常に近

u、。

3， VisA蛋白のアミノ酸配列は酵母のフエロケラターゼと高い相向性を示す。

4， LlvisA変異株のコロニーは赤色を示すが、これはフエロケラターゼの基質

であるプロトポルフイリンIXが細胞内に蓄積する為と考えられる。

フエロケラターゼは酵母の他、ウシ、ラット、ニワトリ等のミトコンドリア

から精製されており、何れも分子量約40000と報告されている(Carnadroan d 

Labbe， 1988， Dailey， 1982b， Hanson and Daile)ぅ1984，Taketani and 

Tokunaga， 1981)。これに対して、光合成細菌(Rho do pseu do m 0 na s spha eroides) 

由来のものは115000と報告されている(Dailey，1982a)。大腸菌の酵素は、酵母

と全域にわたって相向性を示し、分子量は36152と計算される事からも、光合

成細菌よりもミトコンドリア由来の酵素によく似ている。フェロケラターゼの

アミノ酸配列が明らかになったのは酵母に続いて 2例目なので、改めて酵母と

配列を比較したところ、興味深い事実を見いだした(図IV-1)。各種の試料から

精製したフエロケラターゼを用いた実験によって、近接する 2つのフリーな

SH基が鉄(II)イオンに結合するというモデルが提唱されている(Dailey， 1984)。

しかし、酵母と大腸菌のフエロケラターゼには保存したシステイン残基が全く

存在せず、しかも、酵母において結合領域の可能性を指摘されている、 2個の

システインが連続した領域(Labbe-Bois，1990)に対応する部分で数アミノ酸が

欠失している。大腸菌のフエロケラターゼでは何か別のコンポーネントによっ

て鉄(II)イオンとの結合機能を維持しているのかもしれない。
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b) visA株で、光増感斉IJとなる物質

visA株の光感受性はフエロケラターゼの機能欠損、あるいは低下によるもの

であることが分かった。しかし、それによって起きる細胞内のヘム欠乏が原因

ではない。これに関しては、 visA株が新たにヘム合成の、より初期段階にある

酵素の活性を失うことで光非感受性にもどることが、最もはっきりした証拠で

ある。また、同じ結果から、 VisA欠損によってヘム生合成の中間体が細胞に

蓄積することが原因ではないかと推測される。すなわち、有害な中間体が合成

されるより以前で生合成がストップした場合、光感受性は現れない。株により

多少の濃度変化はあるものの、 .1visAだ、けでなく、他のvisA株もCoxとCharles

の分離したhemH株同様に赤色を呈し、細胞内にプロトポルフィリンIXが蓄積

していると思われるので、光感受性の原因物質はプロトポルフイリンIXである

可能性が極めて高い。

プロトポルフィリンIXが原因となって光感受性になる例は他の生物でも知ら

れている。粘液細菌(Myx OCOCCU s xa nthu s)は暗所で形成したコロニーを明所

に移動するとコロニーの中心音防=ら溶菌することが観察されているが、これは

細胞中に蓄積するプロトポルフイリンIXが原因と考えられている(Burchard

and Dworkin， 1966)。また、骨髄性プロトポルフィリン症(以下EPPと略)と呼

ばれる人間の遺伝病では、プロトポルフイリンIXが血中などに多量に蓄積し、

表皮近くでは光を受けて溶血などの有害な現象を引き起こすために光過敏症と

なる(Buettnerand 0民 rley，1979， Krasn ov sk予1979)。粘液細菌中に存在す

る状態、で、プロトポルフイリンIXは425nmに吸収極大を持っと報告されてい

るが(Burchardand Dworkin， 1966)、大腸菌の吸収波長を直接測定した場合、

visA株に特有のピークが420nm付近に表れるので、これがプロトポルフイリ

ンIXの吸光と思われる。このように細胞中でのプロトポルフイリンIXの吸光は

420nm付近にあるのに対して、 EPPの場合、光過敏を最も強く起こすのは約

400nmと言われており、また、粘液細菌では410nmに溶菌作用のピークがあ

ると報告されている (Burchard et al.， 1966)。一方、山A株の場合、特定波長

を透過する干渉フィルターによって蛍光灯光を遮り、各々の波長で光感受性を
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調べたところ、 460nm付近の光線が最も効力を持つという結果を得ている。

プロトポルフイリンIXの吸光と有効な波長の差、また各生物種での有効な波長

の差がどういう原因によるものかはっきりしないが、干渉フィルターの実験は

光の透過率等のファクターが考慮に入れられていないので、これに関しては更

に詳しい実験が必要と思われる。

原因物質が同じばかりでなく、 EPPはフエロケラターゼの機能低下により起

こると考えられている点でも visAと同じである。 1II-3で述べたように、多くの

生物で観察される光感受性は、防御物質であるカロテノイドが失われたことに

より起きるのに対して、この 2例は細胞内の光増感剤が増加する事により起き

る点でユニークである。 EPPに対応するような変異は、他の生物からは見つか

っていないので、 uおA株で、起きている現象はEPPのモデルになると考えている。
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第 2節 visB変異

a) VisB蛋白質の機能

visBについては、遺伝子産物の通常の機能はユピキノン生合成である事が明

らかになった。大腸菌のユピキノン生合成については、生合成能力を失った変

異株の解析により、通常の好気的条件下では図III-10に示したような経路をた

どるとされている(Bentley an d Megana th an， 1987)。しかし、嫌気的条件で

は同じ反応に別の酵素が使用されることや(Alexander an d Younら 1978b，

Knoell，1981a)、図III-10に挙げられた以外にもユピキノン生合成に関与する

と考えられる酵素が存在する (Bar-Tanaet al ・， 1980， Howlett and B ar-Tana， 

1980， N on et et al.， 1987)など、まだ分かっていない事も多いo visB (=u biH)は、

ユピキノン生合成系の遺伝子として、配列が明らかになった最初の例であるが、

この株からの復帰変異を解析すれば、 visAの場合と同様、ユピキノン生合成に

関与する遺伝子についても新たな知見を得ることが出来るであろう。

b) visB株で、先増感剤になる物質

visB株に光感受性をもたらす機構についてもvisA株と同様なプロセスで考察

を進めることができる。すなわち、

1.ユピキノンが細胞から失われでも大腸菌は光感受性にはならない。

これは、既に分離されていた幾つかのubf株が光感受性でないこと、 ubiAと

~visB の 2 重変異株は光感受性でないことから明かである。

2. visBl03あるいは~visB変異によって蓄積するユピキノン生合成の中間体が原

因ではないかと考えられる。

やはり ubiA~visB の 2 重変異株は光感受性でないことが理由として挙げられる。

しかし、以前に分離されていたubiH424変異株は光感受性を示さないので、
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visBI03やL1vおB変異株に蓄積する中間体はubiH424変異株 とは異なるのか もし

れない。

YoungらはubiH424変異によって細胞に蓄積するユピキノン生合成の中間体を

解析しており、 UbiHの基質である2-octaprenyl-6-methoxyphenol(図ill-10に示

した中間体VI、以後、全ての中間体を図III-10中の番号で示す)以外に、 VやIVが

蓄積している事を明かにした。しかも、 最も多量に存在するのはIVであり、 Vや

VIは僅かしか蓄積しない(Younget al.， 1973)。

一方、 Knoellは、中間体IVからユピキノンを合成する活性を持つ酵素複合体を細

胞膜分画から分離しているが(Knoell，1979)、この複合体による反応が活発で、ない

条件では、複合体に中間体IVが結合した状態、で生合成が停止していると報告 して

いるほnoell，1981 a)。従って、 ubiH424変異は図IV-2b)のように複合体全体の活性

が停止していると考えるのが自然だろう。これに対して、 L1visBのようにUbiH蛋

白を全く失った場合は、図IV-2c)に示すように中間体VIが自由に酵素複合体から

離脱できると考えれば、中間体VIが蓄積するはずで、ある。また、図IV-2d)のよう

に、渡された中間体VIがVIIに変化せず、すぐ解離してしまうような変異体であ

れば、やはり細胞中に中間体VIが蓄積すると思われるので、 visBI03はそのような

変異ではないだろうか。今後、 visB株に蓄積する中間体を実際に同定することが

必要であろう。

c) visC変異

VisC蛋白の機能についても、 L1visC株の光感受性についても、現時点では詳

しく議論できるだけのデータを得ていない。しかし、遺伝子の配置からいって、

visBとuおCはなんらかの関係を持った遺伝子である可能性が高いとおもわれる。

先に述べたようにユピキノン生合成にはまだ不明の点も多いので、 VisC蛋白

はユピキノン生合成に(必須ではないが)関連があるのではないかと考えている。
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d) 

図 IV-2 visB (ubiH)株に蓄積する中間体のモデル

visB (ubiH)株に蓄積する中間体のモデルを示した。楕円はユピキノン生合成後期に機能する酵

素複合体を示し、ローマ数字入りの多角形は図III-l0と共通番号で生合成の中間体を示す。

a)野生株、複合体が正常に機能しているので中間体は蓄積しない。

b) ubiH424株のモデル、 UbiH424蛋白質に中間体VIが結合したままになり、複合体全体の機能が

なくなるので、複合体に取り込まれる直前の中間体(IV)が多く蓄積する。

c) L1visB株のモデル、 UbiH蛋白質が存在しないが、その他の酵素は機能するので、中間体VIが作

られ、そのまま複合体から解離してゆく。

d) visBI03株のモデル、 UbiH蛋白質と中間体VIのアフイニテイが低下しているため、反応が起き

る以前に多くのVIが解離してゆく。
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第 3節 光感受性と活性酸素の関係

プロトポルフイリンIXの光化学反応によって発生し、 EPP患者に光過敏症を引

き起こす原因となる活性酸素種は、一重項酸素であるという説が有力である

(Lamola et al.， 1973， Dubbleman et al.， 1978)。しかしながら、 一重項酸素の生成

を物理化学的に証明するのは極めて難しいため、はっきりは分かつておらず、ス

ーノてーオキシドや過酸化水素が関与するという報告もある(Hsuet al.， 1971， 

Buettner and Oberley， 1979)0 visA変異についても、 EPPと同様、プロトポルフイ

リンIXを蓄積する原因になると思われることから、同種の活性酸素が生成してい

ることが予測される。融合遺伝子を用いた実験では、スーパーオキシドによって

活性化されるsodAやηfoにも、また過酸化水素によって活性化されるkatGにも、

光照射による特異的な活性化は観察できなかった。従って、この 2種の活性酸素

は、少なくとも大腸菌の生存に影響を与える程には発生していないと考えられる。

消去法ではあるが、のこる一重項酸素の発生が光感受性をもたらしている可能性

が高い。

visB株の場合に発生する活性酸素種に関しても、光による指標遺伝子の誘導で

は泌A株と同様の結果を得ている事から、やはり一重項酸素ではないかと考えら

れる。

アスコルピン酸は各種の活性酸素と反応するが、一重項酸素も効率よく消去す

るという報告がある(Bodannesand Chan， 1979， Chon and Khan， 1983)ので、

visB株の光感受性が、アスコルピン酸の存在下で抑制されるという結果は融合遺

伝子の系で得た結果と矛盾しない。協A株の場合にはこのような現象は見られな

いが、一重項酸素の寿命はスーパーオキシドや過酸化水素に比べると極めて短い

ので、一重項酸素を有効に消去するためには発生場所のごく近傍に消去剤が存在

せねばならない。アスコルピン酸は水溶性なので、他の脂溶性一重項酸素消去剤

(sーカロチン、 トコフエロール等)に比べて多量に培地中に存在することができる

が、細胞膜を通して拡散できないので、 vおA株で一重項酸素の発生する場所は、

アスコルピン酸の到達できない様な環境にあるのではないかと考えられる。
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visA株とvisB株はEiJdA遺伝子の発現において正反対の性質を示す。しかし、

両者とも光による誘導は見られないので、この現象は光感受性とは関係がない

と考えられる o visA株では、 nfoでも同様に崎所明所を間わず発現量の増加が見

られるので、暗所でも生存に影響のない程度にスーパーオキシドの発生が増加

しているのではないかと考えられる o visB株の場合、 nfoは野生株と同様のパタ

ーンを示すので、 EiJdA特有の現象と考えられる。 sodA遺伝子はス ーパーオキシ

ドによる調節以外にも、欽取り込みレギュロン等の調節を受ける事が知られて

いるので、なにか別の要素が関与しているのかも知れない。
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<考察>

第 4節 まとめ

1. visA遺伝子はhemHと同ーの遺伝子であり、フエロケラターゼをコードし

ている。

2. visA株の光感受性はヘム生合成の中間体のプロトポルフイリンIXが細胞内

に多量に蓄積することが原因と考えられる。

3. 新たに光感受性を示すvisB株を分離した。 visB遺伝子はubiHと同 一の遺伝

子で、ユピキノン生合成の中間段階で、2-octaprenyl-6-m ethoxyphenolか

ら2-octaprenyl-6-m ethoxy-1，4-benzoqui non eへの反応を触媒する酵素を

コードしている。

4. visB株の光感受性はユピキノン生合成の中間体の蓄積が原因と考えられる。

5. visA株visB株ともに、細胞内に蓄積した生合成中間体が細胞内で光増感剤

として働き、発生した活性酸素が細胞に有害な働きをする。

6. 生成する活性酸素種は、一重項酸素(102)と考えられる。
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