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重信 1 主主 ~童命

全ての細胞は、脂質二重層と種々のタンパク質から成る生体膜によって外界と区別さ

れることで、生命活動に必要な内部環境を獲得・維持している。また高等生物の細胞内

には生体膜によって区切られた各種のオルガネラが存在し、それぞれ独自の環境を作り

上げ、細胞全体としての効率のよい生命活動を行なっている。このように生体膜の第一

義的な役割は独立した環境をっくり出すための物理的障壁として機能するところにあり、

イオンをはじめとする低分子物質に対しても障壁性は保たれる。さらに生体膜は物理的

障壁性を損なうことの無い範囲で、膜の内側と外側との間での物質や情報のやりとりを

行なう機能を持たねばならない。生体膜を構成するタンパク質の中には、特異的な低分

子物質の取り込みにあずかる タンパク質や外界の環境変化を関知する受容体タンパク質

等が存在して、生体膜の選択的透過性や信号伝達機能を保障している。

細胞内のオルガネラ等にはそれぞれ特異的なタンパク質が存在し、生命活動を営む上

で中心的な役割を果たしている。こうしたタンパク質はオルガネラ自身の遺伝子から合

成される例外的なものを除けば、すべて細胞質内で合成されるので、生体膜を少なくと

も一回は横断して移動しなければならない。ここで、タンパク質という巨大分子が物理

的障壁性を持つ生体膜をいかにして透過するのかという、タンパク質分油(膜透過)機

構の問題が生じる。

タンパク質分強機構の問題は、いくつかの解決しなければならない重要なポイントを

内包している。すなわち、分誌のためのタンパク側の情報は何であるか、分泊は何らか

の細胞側の"装置"の働きを必要とするのか、またそうであればその実体は何か、エネ

ルギーは要求されるのか、等である。これらの問題の解決に一つの方向を与え、以後の

研究に大きく影響した考えとして、動物細胞の小胞体膜透過の研究から導かれた、

Blohelらによるシグナル仮説の提唱(1975年) 1)が挙げられる。シグナル仮説を端緒と

した一連の実験結果から、彼らは、 1)分泌の情報を担うシグナル配列の存在、 2)シ

グナル配列を認識してタンパク質を分泌経路に乗せるための細胞装置の存在、 3)翻訳
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と共役した膜透過 (co-translationaltranslocation) 、4}膜透過がタンパク質から

成る親水的な透過孔を通じて起こるという仮定、等の概念を提出した。後になって SRP

(Signal Recognition Particle) 2)や膜上の SRPレセプター 3.4)が発見され、シグナル

配列を認識する細胞側の因子の実体解明が進み、その重要性が明確になった。一方、大

腸菌や酵母などでは翻訳後にも膜透過し得る 5-11)ことがわかるなど、シグナル仮説の

全ての概念がそのまま一般性を持つものではないことが示されたが、膜透過研究の初期

にシグナル仮説の果たした役割は大きい(最近、大腸菌の 4.5SRNAの研究から、翻訳と

膜透過の共役の考えが再び唱えられ始めたは)}。シグナル仮説で提唱された「透過孔」

は、タンパク質が膜を横断する反応のキーとなる細胞装置であるが、その存否を含め実

体がわかっていない。この点、大腸菌では、後で述べるように、分秘に関与する膜内在

性タンパク質が複数(SecY・E.D. F)同定されており、その作用機構の研究が開始さ

れている。

大腸菌などのグラム陰性細菌の表層には、内膜(細胞質膜)と外膜という 2種類の膜

構造が存在している。これらの膜と膜聞のペリプラズム空間には種々の特異的なタンパ

ク質が局在しており、細胞と外部空間との間での物質や信号のやりとりを仲立ちしてい

る。こうした非細胞質空間に局在するタンパク質は、細胞質で合成された後に必ず内膜

を透過しなければならない。大腸菌には高等生物細胞にみられるような細胞質内の各種

膜系は発達しておらず単純な膜構造より成り立っているが、タンパク質が生体膜を透過

するという本質的な問題においては高等生物と同様の問題設定ができるのである。さら

に大腸菌が遺伝学的解析に適しているという利点によって、遺伝子レベルでの膜透過機

構の解析が進展することとなった。

分泌系に関与する遺伝子の同定は大きく分けて 2つのアプローチ、すなわちシグナル

配列を認識し得る因子を探索する試みと、分泌欠損変異株を分離する試みが行なわれて

きた 13)。ここでは詳述しないが、その結果として表 1に挙げられるような分法関連因

子が現在同定されている。なお、 「分強 Jとは本来タンパク質が細胞外に放出されるこ

とを指すが、大腸菌の系では「膜透過」の意味でこの言葉を用いる場合が多い。
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表 1 大腸菌の分諮問連因子

細胞内

局在性

細胞質

細胞質膜

分もち因子

SecB 

GroEL. S 

Ffs 

(表在性 )SecA 

(内在性) SecD 

SecE 

SecF 

SecY 

Lep 

Lsp 

prl 分子量

変異 ( kd) 

12 

63， 11 

prlD 102 

67 

prlG 13.6 

35 

prlA 49 

36 

18 

機能・ コメント

フォ ールディング制御・タ ーゲティング

フォ ールディング制御(Bla特異的 )

4.5SRNA (Bla特異的)

ターゲティング・膜透過

Translocation ATPase 

膜貫通部位6ヶ所

膜貫通部位3ヶ所

膜貫通部位6ヶ所

膜貫通部位 10ヶ所

リーダー (シグナル )ペプチダーゼ

リボタンパク質シグナルベプチダーゼ

分注因子は大文字で始まる遺伝子名で表わした。

大腸菌 におけるタンパク質分泊機構は、現在どこまで推定できているのであろうか。

分泊過程をいくつかの時間的・空間的に区切られたステップに分けて考えることができ

るだろう。 一般に分泌タンパク質はアミノ末端にシグナルペプチド (リーダー配列)を

持つ前駆体として、細胞質のリボソ ームによって合成される。前駆体が分泌経路に入る

ためにはシグナルペプチドが細胞装置によって認識される必要がある 。また膜透過可能

である必要条件のーっとして、前駆体は強く折り畳まれた構造をとってはならないこと

が明かとなっているは )0 SecBタンパク質・ GroELタンパク質は、前駆体を膜透過可能な

状態に保つための antifoldingfactorあるいは unfoldase としてこのステップに関

与する 15，16)。膜透過を開始するためには secA . sec Y . secE等の遺伝子産物の機能

が必要であろう。 SecAタンパク質は内膜の内側(細胞質側)に結合することのできる可

3 
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溶性細胞質因子であり 17)、ATP加水分解活性を持つ 18)0 SecY. SecEタンパク質は内膜

内在性タンパク質である 19，20)。いずれの遺伝子においてもシグナルペプチドの機能欠

損変異を抑制する allele(prl変異)が見いだされている 21，22)ことから、これら遺伝

子の産物とシグナルペプチドとの聞には物理的相互作用があると推定されている。前駆

体タンパク質の膜への挿入はループモデル 23)で提唱されたように、シグナルペプチド

のアミノ末端を細胞質側に残して開始され、シグナルペプチドと成熟体のアミノ末端領

域がループ状に膜を透過し始めると考えられる。分強タンパク質がどの様に膜を横断す

るかは、本質的に重要なステップであるにもかかわらず、よく分かっていない。内膜内

在性タンパク質である SecY.SecE. SecD. SecF24)が機能していると考えられるが、詳

細は不明である。シグナルペプチドの切断点がペリプラズム側に到達すると、 Leader

Peptidaseによる切断が起こる 25)。この切断反応は膜透過の簡便な指標として用いら

れている。それはシグナルペプチドの切断を行う LeaderPeptidaseの活性中心が内膜

のベリプラズム側に存在するからである 26)。切断反応そのものは膜透過を起こすこと

には必要ないことが分かっている 27)。ただしその切断がどのようなタイミングで起こ

るかは明確ではない。成熟体部分は膜透過後、膜から離れ、固有の形状に折り畳まれる。

本論文第 1部では、 secA . secY温度感受性分もさ欠損株では、許容条件においても分

油過程に遅れがみられることに着目して、膜透過途上にある中間体 (Processedimma-

ture form) の検出に成功したことを述べる。この中間体は成熟体と同じ一次構造から

なるが、成熟体とは異なりプロテアーゼ感受性のほどけたコンフォメーションをとって

おり、膜中あるいは細胞質にカルボキシル末端側が位置していると考えられる。中間体

から最終的な成熟体への転換にはエネルギーが必要であり、少なくともプロトン駆動力

が関わっていると結論した。これらの分泊欠損変異株で膜透過中間体が検出されること

は、 SecA.SecY両タンパク質が中間体から成熟体への転換、すなわち分泊タンパク質が

膜を実際に横断する反応において機能を果たしていることを示唆する。この解析結果を

もとにして大腸菌のタンパク質膜透過のモデルを提出する。

分泌のような複雑な反応の解析に以上のような生細臨を用いたアプローチは重要では

あるが、細胞内各種反応の因果関係を明確にするには限界がある。これを乗り越えるた

めの方法論としては、二つ考えられる。一つは試験管内の生化学反応に還元して行く方

4 
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向であり、他は遺伝学的解析をさらに徹底する方向である。我々は後者が前者の前提に

なるとの立場で、大腸菌における分泌関連遺伝子をさらに探求することに意義があると

考えた。

第 2部では、新しい分油関連遺伝子の分離の試みについて述べる。新たな試みとして、

大腸菌全染色体から系統的に、分泊欠損変異を多コピー状態で抑制する遺伝子(マルチ

コピーサプレッサー)を分離した。遺伝学的抑制(サプレッション)とは、ある変異

(遺伝子A) による表現型が他の変異(遺伝子B) によって変化(例えば機能欠損の回復)

する現象を意味し、遺伝子Aの産物と相互作用を持つ第二の遺伝子産物を同定する目的

で用いられる。これまでBeckwithらや Shibaらによって secA51，sec Y24変異に対する遺

伝子外抑制変異が多数分離されている 28-33)が、それらの中に直接分治に関与するとわ

かったものはない。マルチコピーサプレッションとは、ある遺伝子(遺伝子B) の細胞

内コピー数を増加させる(その遺伝子発現量が増加すると期待される)ことにより、他

の遺伝子(遺伝子A) に起きた変異を抑制する現象をさす。例えば、遺伝子Bの産物(性

質は変化していなくてよい)の温度が上昇することによって遺伝子Aの産物(変異によ

り機能が低下している)が機能し得るようになる場合が期待され、それらの遺伝子産物

聞の相互作用や共通の反応経路への関与が示唆される。また最近 「分子シャペロン機能」

34寸 6)を持つ熱ショックタンパク質GroEの過剰生産によって secA51やsecY24分泌欠損

変異の表現型が抑制されることが報告された 37)。マルチコピーサプレッサーの分離に

よって GroEのようなシャペロン機能タンパク質の新たなものが同定できるだろうとも期

待される。 secY24変異に対してマルチコピーサプレッサーを分離した結果、中性ヒス

トン様タンパク質H-NSと熱ショックタンパク質HtpGをコードする 2種の遺伝子に加えて、

これまで報告の無い酸性タンパク質をコードする遺伝子を同定したことを報告する。

5 
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主語 2 主主 爺吉 長良とヨ考 委実

第 1 音区 庫県 道重量畠中間¢本の者室主出に よる 毘莫 云重量歯

毛重歪其沼量産量平室 <z>倉寧本斤

京吉長畏

第 1節 膜透過中間体の検出

分泌タンパク質のほとんどはアミノ末端にシグナルペプチドを持ち、膜透過に際して

特定の部位(シグナル切断部位)で切断を受ける。シグナルペプチドの切断反応はしば

しば膜透過の簡便な指標として用いられる。それは、シグナルペプチドを切断する酵素

(Leader Peptidase)の活性中心が膜の非細胞質側(ペリプラズム側)に存在するから

である 26)。しかしシグナルペプチドの切断がどのようなタイミングで起こるかは明確

になっているわけではない。シグナル切断部位がベリプラズム側に到達すると同時に切

断が起 こる場合には、シグナル切断をもって膜透過の完了とすることはできない。成熟

体部分の膜透過はアミノ末端側から開始し、カルボキシル末端側へという方向で起こる

と考えられるから、シグナルは切断されていても成熟体部分の一部または大部分はまだ

膜中か細胞質側にある場合も想定できる(図 1)。この考えが正しければ、膜透過中の

中間体分子(シグナルペプチドは既に切断されている)が見つかってもよいはずである。

6 
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図 1 シグナルペプチド切断時点における分誌タンパク質の存在状態ー2つのモデル

A;既に膜透過が完了している場合

B;成熟体部分の膜透過が完了していない場合

大腸菌を 300Cで培養し、 [35S]メチオニンで 30秒間パルスラベルした後、非放射性メ

チオニンを加えてチェイスする。チェイス後各時点でサンプルを採取し、細胞をショ糖

存在下でリゾチームと EDTAによる処理を行ない、遠心操作によってスフエロプラストと

ペリプラズムに分画後、各分画に存在するマルトース結合タンパク質(MBP)を抗体沈

潰 .SDSポリアクリルアミド電気泳動(SDS-PAGE) ・オートラジオグラフィーによって

分析した。 MBPはベリプラズム空間に局在する分泌タンパク質である。野生株の大腸菌

では分誌の速度はきわめて速く、 30秒間パルスラベルした時点、でほとんど全ての MBP分

子はシグナル切断とべリプラズム空間への移行を完了している(図 2A，) 0 3種類の温

度感受性分鵠欠損変異株 (secA51，secY24， secYI00) においては前駆体分子がスフエ

ロプラスト分画に検出でき、 300Cという「許容条件下 J でもシグナル切断反応に遅れが

生じていることがわかる。さらにこれら sec変異株では、スフェロプラスト分画から成

熟体分子と同じ移動度を示す分子、すなわちシグナルが切断されている分子が検出でき

る(図 2B-D) 。デンシトメーターによる定量から、この分子の全MBP分子に対する相対

比はチェイス開始時点、で約 30........40%であり、チェイス時間の増加にともない減少し、か

わってベリプラズムの成熟体分子の割合が増加していることが示される(IQ85株につい

ては図 6A) 

7 
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図 2 MBPのラベリングカイネティックス

大腸菌を 300Cで培養し、 [35S]メチオニンで 30秒間のパルスラベルを行ない、さら

o に非放射性メチオニンを加えて図に示しである時間だけチェイスした。ラベルした細

胞は氷で急冷し、代謝阻害剤で処理した後にスフエロプラスト(奇数レーン)とペリ

プラズム(偶数レーン)に分画した。各分画のタンパク質を抗MBP抗血清で抗体沈癒

し、 SDS-PAGE'オートラジオグラフィーで分析した。

A; MC4100 (sec+ ) ，B; MM52 (secA51 ) ，C; IQ85 (secY24 ) ，D; KI330 ( secYl00 ) 

pとmはそれぞれMBPの前駆体とシグナル切断型分子を表わす。
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スフエロプラストから回収されるシグナル切断型分子が人為的なものである可能性は

ないであろうか。例えば細胞分画が不十分であるためペリプラズムの成熟体分子が混入

している、または sec変異によって蓄積した前駆体が細胞質において、あるいは実験操

作の途中で何らかのプロテアーゼによって切断を受けた、等の可能性である。これら二

つの可能性は以下の理由で排除できると考えられる。前者の可能性は、 1)チェイスに

おいてこの分子は経時的に減少する。分画不十分であるならば、ベリプラズムの成熟体

分子の増加にともない、存在比は多くなったり、サンプル毎に変動するはずである。ま

た野生株の場合にはこのような混入はみられず、分画方法自体には問題が無いと考えら

れる、 2)この分子はプロテアーゼに対する感受性が成熟体と異なっており、性質(高

次構造)の違う分子である(第 2節参照)、等の理由から考えにくい。後者については

前駆体の存在量とこの分子の検出量との間に量的な相闘がみられないことから排除でき

るであろう。実際、 secB変異株を用いた解析では、 secA . secY変異株に比べて多量

の前駆体 MBPが蓄積するが、スフエロプラストから回収されるシグナル切断型分子の量

は逆に少ない(第 6節参照)。

低温度のクロラムフェニコール存在下で secA51変異株を用いて上のパルスーチェイス

・分画の実験を行うと、前駆体MBP量が減少するが、スフエロプラスト結合型のシグナ

ル切断された分子の存在比は上昇し、チェイスにともなってペリプラズムの成熟体分子

へ移行することがより明瞭に観察できる(第 5節参照)。以上の考察から、 sec，ム S卸ecY

両変異株で新たに検出された分子種は、ペリプラズムに局在を完了していない分泊中間

体であると考えられ、前駆体からこの中間体をへて最終的な成熟体へと分油反応が進行

することが想像される。以後膜透過全過程のうち、シグナル切断を受けて中間体が生成

するまでの段階を膜透過初期フェーズ、それ以降を後期フェーズと呼ぶことにする。

第 2節 中間体MBPのコンブオメーションと局在

分強タンパク質は膜透過を行う前にかたく折り畳まれた構造をとってはならず 14)、

膜透過後に折り畳まれて固有のコンフォメーションをとる。 MBPをはじめとするベリプ

9 
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図3 中間体MBPのトリプシン sensitivityとトリプシンaccessibi li ty 
secY変異株IQ85(A; secY24 )とKI330(B; secYI00 )を30.Cで培養し、 [35S] 

メチオニンで30秒間パルスラベルを行なった。細胞をスフェロプラスト(奇数レ ーン)

とベリプラズム(偶数レーン)に分画した後、 100μg/mlのトリプシンを加えて O.Cで

1時間処理 した (レーン3-6)。レーン 5と6では同時に TritonX-100を1%となるよう

に加えた。レー ン1と2ではトリプシンのかわりに同容量の緩衝液を加えた。トリプシ

ン処理後、プロ テアーゼインヒピタ一存在下で抗MBP抗血清による抗体沈演を行ない、

SDS-PAGE.フルオログラフィーで分析した。 pとmはそれぞれMBPの前駆体とシグナル

切断型分子を表わす。

10 
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ラズムのタンパク質は、固有の高次構造に折り畳まれると高濃度のプロテアーゼに対し

でも耐性となることが知られている 38)。中間体MBP分子の高次構造を調べる目的でトリ

プシン消化実験を行った。 secY24またはsecYI00変異株を 300Cで培養し、 [35S]メチオ

ニンで 30秒間パルスラベル・分画し、非イオン性界面活性剤TritonX-l00存在下で各分

画をそれぞれトリプシン処理する。界面活性剤は膜を可溶化し、細胞質タンパク質にも

トリプシンが作用し得るようにするため加えた。ペリプラズム分画の成熟体MBP分子は

この温度のトリプシンには完全に耐性であり(図 3AとB:レーン 6) 、界面活性剤は成

熟体MBPのコンフォメーションには影響しないことがわかる。一方、スフェロプラスト

分画の前駆体は折り畳みが不完全であるため、完全に消化される。さらに中間体分子の

バンドも消失しており(レーン 1と5を比較)、中間体のコンブオメーションは成熟体と

は異なっていることが結論できる。

次に中間体分子の局在を調べるため、界面活性剤を加えずにスフエロプラストをトリ

プシン処理した。前駆体分子は膜が存在するため外側から加えたトリプシンの攻撃を受

けず、バンドは消失しない。一方、中間体分子のうちいくぶんかはトリプシンによって

分解を受けるが、無視し得ない量の中間体が分解されずに残っていることがわかる(

レーン 3) 。中間体のうち膜によってトリプシンの攻撃から守られる割合は、 secY24変

異株では約 30%、secYI00変異株では約50%におよぶ。 secA51変異株でも同様の結果が

得られた(データは省略)。

以上の結果は中間体の高次構造と局在場所が成熟体とは全く異なることを示している。

正常なスフエロプラストでのトリプシン処理で消化されなかった分子は、おそらく膜中

に深く埋もれた状態になっているのではないかと考えられる。シグナル切断を受けてい

るので少なくとも切断部位を含むアミノ末端部位はペリプラズム側にあると考えられる

から、このような分子はシグナル切断直後の状態にあるのであろう(図 4A) 。トリプ

シン消化を受ける分子はアミノ末端側を様々な長さだけ部分的にベリプラズムに露出し

ているか(B) 、膜の外側に結合した状態にあるか(C) のどちらかだと考えられる。

我々はこのような中間体を、プロセシング(シグナル切断)を受けているが来成熟な分

子という意味で、"Processed immature form"と命名した。(以下の文章中では簡単

のために、"Processed immature form"の意味で「中間体」と表現する場合がある。)

11 
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図4中間体の存在状態に関する 3つの可能性
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A; 成熟体部分のほとんどが膜中か、細胞質に存在する。

Periplasm 

Cytoplasm 

B;成熟体のアミノ末端側がベリプラズムに露出し、カルボキシル末端側は膜中

か細胞質に存在する

C;成熟体は完全に膜のべリプラズム側にあり、膜に結合している

第 3節 中間体~1BPと SecAタンパク質の相互作用

前節で明らかになったように、膜に深く埋もれた中間体MBPが存在する。この分子の

アミノ末端は肢の外側にようやく到達したという状態にあると考えられる。約20アミノ

酸残基あれば膜を横断できるから、この分子のカルボキシル末端側は細胞質内にあるこ

とが考えられる(図 4A) 。さらに中間体が膜横断の途上にあるならば、分もち装置を構

成する因子のいずれかと相互作用していることが期待できる。 SecAタンパク質は朕の細

胞質側に結合して働く分法因子であることがわかっており 17)、中間体が相互作用して

いる可能性が考えられる。そのような相互作用が示されれば、前節で述べた Processed

12 
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immature formの存在状態がより確かなものとなる。

secY24変異株を 300Cで30秒間 [35S]メチオニンでパルスラベルし、ホルムアルデヒド

を加えてタンパク質問土をクロスリンクした。ホルムアルデヒドは膜を透過できるクロ

スリンカーであり、低温で反応し得るため、生細胞に直接作用させることができるとい

う利点を持つ 39)。ホルムアルデヒドは重合すると同時にタンパク質のリジン残基の ε

アミノ基に共有結合し、このクロスリンクは高温で開裂する 40)。クロスリンク反応後

にタンパク質を TCA沈源させ、 370CでSDSに可溶化してから、抗SecA抗血清で抗体沈澱し

た。抗体沈灘物を等分し、一方を SDS sample buffer 中で煮沸することでクロスリン

クを解除し(クロスリンクを解除しない場合、 370CでSDS処理を行なう)、 SDS-PAGE.

フルオログラフィーで解析を行った。

クロスリンク処理をしていない細胞からのサンプルでは、抗体沈灘物の可溶化の際の

SDS処理の温度によって SecAのバンドの濃さが異なる(図 5 :レーン lと2を比較) 0 37 

。C処理ではSecAよりも分子量の高い位置にスメアー状のバンドが観察された(レーン 1)

これはこの温度ではSecAへの SDSの結合が悪いために、 SecAタンパク質のゲル上での

移動度が様々な程度に減少したためではないかと考えられる。クロスリンクしたサンプ

ルでは、 370CSDS処理でのスメアー状のバンドはより顕著になる(レーン 3) 。これらの

スメアー状のものはサンプルを煮沸した場合には消失し、 SecAよりも分子量の小さなバ

ンドが多数新たに出現する(レーン 4) 0 100
0C処理で出現したバンドを、クロスリンク

したものとしないものとで比較すると、前者のみに現われるバンドがいくつか見いださ

れた。これらのバンドはSecAと実際にクロスリンクしたものである可能性が高い。この

中には前駆体と成熟体のMBPに分子量が一致するバンドが含まれている(レーン 4と7を

比較)。また抗SecA抗血清のかわりに nonimmuneserumを用いた場合にはMBPに相当す

るバンドは現われない(データは省略)。パルスラベルに引き続いて 10分間のチェイス

を行なった細胞をクロスリンクした場合には、前駆体・成熟体MBPのどちらに相当する

バンドも認めることはできない(レーン 6) 。この培養条件(許容条件)下の secY24変

異株では、 10分間のチェイスによって、ラベルされた MBPは完全にペリプラズムへの局

在を終える。細胞質のMBP分子がSecAとクロスリンクされるならばパルスラベル直後に

のみ架橋を受けるであろうから、この結果はSecAとMBPの一過性の相互作用を示唆する。

13 
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図5 ホルムアルデヒドによる invivoクロスリンク
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secY24変異株 IQ85を300Cで培養し、 [35S]メチオニンで 30秒間パルスラベルを行

なった(ないしは引き続いて 10分間のチェイスを行なった)。菌体を KPibufferに

懸濁し、 1%となるようにホルムアルデヒドを加えて OOCで2時間反応させた。ホルムア

ルデヒドを除いた後にTCA沈澱によってタンパク質溶液を調製し、抗SecA抗血清を用

いた抗体沈澱を行なった。抗体沈澱物は 1000Cか37
0CでSDS処理し、 SDS-PAGEとフルオ

ログラフィーで分析した。 1000C処理・クロスリンク・チェイスの有無は図の中に

示しである。
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レーン 4で現われたバンドがMBP由来であることを確証するため、架橋をはずした抗体沈

澱物をさらに抗MBP抗血清による再抗体沈演で分析した。これにより前駆体と成熟体に

相当する MBP分子が検出された(データは省略)が、その量はきわめて少ない。おそら

く二段階の抗体洗演によるロスが大きいためだと思われる 。

以上の結果がSecAとMBPの物理的相互作用を示すものであるかは検討を要する 。おそ

らくクロスリンクの効率がきわめて低いことが原因で、クロスリンク産物のシグナルは

弱い。ただしホルムアルデヒド処理によって MBPを含む数本のバンドが特異的に出現し

ていること、これらは抗SecA抗血清に特異的に出現することは、これらがSecAとクロス

リンクされたものであることを示唆している。またチェイスすることで消失する事実は、

MBPの最終的な局在場所がSecAと異なることを考慮すると、この相互作用が一過性のも

のであり、単にクロスリンクによって分子量が増加したために抗体洗漬物に混入したも

のではない可能性が高い。

第 4節 Processed immature formの膜横断反応にはプロトン駆動力が要求される

タンパク質の膜透過にはエネルギーが要求されることが様々な膜系で実証されている。

大腸菌の場合、 ATP加水分解とプロトン駆動力の存在が必要であることがわかっている

u，uhこの要求性は膜透過反応全体を観察することで得られた結論であり、膜透過後

期フェーズにエネルギーが必要であるかは不明である。このことを調べる目的でエネル

ギー、特にプロトン駆動力の必要性を調べた。

secY24変異株を 300Cで培養し、 [35S]メチオニンで30秒間のパルスラベルを行なう。

チェイス開始と同時に脱共役剤 carbonylcyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP) 

を50μMとなるように加え、プロトン駆動力を解消させる。 CCCPを加えて 30秒以上たつ

と、前駆体・中間体・成熟体の 3者の割合は国定され、チェイス時間の増加によっても

変化し ない(図 6B) 。この温度の CCCPがプロトン駆動力を解消できることは、プロリ

ンの取り込みが完全に阻害されることで示した(図 8)。プロリンの能動輸送はプロト

ン駆動力に依存する 43)。このことから前駆体から中間体・中間体から成熟体の両方の

15 
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図6 MBPのラベリングカ イネティックスにおけるCCCPの影響

パルスーチェイス ・分画の方法は図 2と同じ。ただしBとCではチェイス開始時に

CCCPを50μMとなるように加えた。挿入しであるオー トラジオグラムをデンシトメ ー

ターにかけ、各バンドの濃度を測定した。前駆体と成熟体MBPに含まれるメチオニン

残基数の差を考慮して温度の補正を行ない、各チェイス時点、における全MBP分子の量

に対する前駆体(.6 ) ・中間体 (0 ) ・成熟体(・ )の割合をグラフで表わした。

A; IQ85 (secY24 ;オートラジオグラムは図 2C) 

B; IQ85， C; CU171 (secY24 uncA401 ) 
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転換にはそれぞれエネルギーが必要とされることがわかる。 secYI00 ・secA51変異株

を用いた場合も同様の実験結果が得られた(データは省略)。

ここで用いた secY24変異株はFl-FoATPase機能が正常(unc+)であり、プロトン駆動

力の減少はFl-FoATPaseを通じて細胞内のATP量の減少をもたらす 。従ってここで観察し

た効果にはプロトン駆動力だけではなく、 二次的な ATP量の減少に由来する効果が含ま

れる可能性がある 。ATP減少による効果を排除するため、 secY24変異に加えて、 Fl喧

FoATPaseの機能を失った凶cA401変異 44)を導入した二重変異株を作成し、同様の実験

を行なった。 uncA401を導入したことで secY24単独の場合より分法速度がわずかに遅

くなるが、膜透過カイネティックス全体に大きな影響は与えない(データは省略) 。二

重変異株の場合には 3つのMBP分子種の割合が固定されるのはCCCP添加後約1分たってか

らと、 secY24単独の場合よりもわずかに遅れるが、その後は転換が完全に限止されて

いる(図 6C) 。このことは膜透過後期フェーズにも初期フェ ーズと同様にプロトン駆

動力が必要であることを示している。

脱共役剤CCCP以外にもプロトン駆動力を減少させ得る薬剤としてアジ化ナトリウム

NaN3) が知られている 。secY24uncA401二重変異株を用いて NaN3 の効果を調べた 。

CCCPの場合と同様にチェイス時に 3酬の NaN3を加えると、前駆体MBP量は変化が無いが、

中間体はゆっくりと減少し、成熟体に転換していく(図 7)。すなわち、膜透過初期フ

ェーズの反応は完全に随害されるが後期フェーズはそうではない。 3mMの NaN3がどの程

度プロトン駆動力を減少させるかをプロリンの取り込みで調べると、正常状態の約半分

程度に低下しただけであった(図 8)。このレベルのプロトン駆動力の低下は、 25μM

温度の CCCPを用いることで実現できる(図 8)。このときの膜透過反応の阻害は部分的

であり、後期フェ ーズに限らず初期フェーズ(シグナル切断)でも、遅くはなっている

が反応は進行している(図 9)。以上の事実から NaN3の間害効果は次のように説明でき

るだろう。 1 ) 3mMの NaN3はプロトン駆動力を低下させ、膜透過後期過程の遅れを引き

起こす。しかし完全な阻害効果には至らない。 2)シグナル切断の完全な阻害は、プロ

トン駆動力の低下が原因であると言うよりも、 NaN3が膜透過初期フェーズに必要な細胞

装置の活性を直接姐害しているのではないかという可能性の方が高い。実際、最近にな

って NaN3がSecAのATPase活性を問書することが、 Oliverらによって明かとなった 45)。
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図 7 MBPの ラベ リングカイネティックスにおけるNaNsの効果

IQ85株 (secY24)を用いたパルスーチェイス・分画 ・分析の方法は図 2と同じ。た

F"-. だしチェイス開始時点でNaNsを3mMとなるよう に加える。

18 



~ 

8 
，園、、
E 
Q. 
o 

C 

も 6。
.珊， v幽・
ω × 、ー。、、~

a 
、-。
υ 
c 

4 
一
Q) 

c 
。
、ー

2 仏

sqμM CCCP トA
;a. 

工 ... σコ

o 0.'5 1 2 4 
(min) 

図8 プロリンの細胞内取り込みへのcccp.NaN3の効果

CU171株 (secY24uncA401 )を300Cで培養し、 [3H]prolinemixtureを加える。

30秒後に図中に示した謹度となるように cccPまたはNaN3を加え、表示した時間後に

一部分を採取し、ニトロセルロースフィルター上にスポット・淀過してフィルター

に残った放射活性をシンチレーションカウンターで計測する。
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凶 9 M.BPのラベリングカイネティックスにおける 25μMCCCPの彫響

6 

CU171株 (secY24uncA401 )を用いて図 6と同じ方法で解析した。チェイス開始

時点で CCCPを25μMとなるように加えた。

19 



n 

第 5節 目 cA51変異株におけるクロラムフェニコールの効果

secA51や secY24変異に対する遺伝子外抑制変異として、いくつかのタンパク質合成

系に起こったものが得られることが報告されている 28，30，32，33)。また secA51変異に

ついては、低濃度のクロラムフェニコールが同様の抑制効果を発揮することがわかって

いる 46)。一つの解釈としてこれらの現象は、分泌タンパク質の合成レートの低下によ

り分諸経路への流入量が減少するため、変異によって膜透過の capacityが低下した細

胞装置でも分泌を効率よく行えるようになったとの考えがある。ではタンパク合成速度

の低下は膜透過後期フェーズにも影響を与えるであろうか。

secA51変異株を 300Cで培養し、 1μg/m!となるようにクロラムフェニコールを加え、

20分後にパルスーチェイス・分画を行なった。 Lee，Beckwithが 38
0
Cで観察したように

クロラムフェニコール処理によって、シグナル切断反応は相対的に加速されており、膜

透過初期フェーズが見かけ上改善されたことがわかる(図 10 AとBを比較:定量結果は

Cの点線)。ところが中間体の割合はむしろわずかながら上昇し、そのチェイスにとも

なう減少 は薬剤処理の有無によっては変わらない(図 10 )。すなわち膜透過後期フ

ェーズにはクロラムフェニコールの効果が無い。 secA51変異による SecAの機能の低下

が本質的には膜透過後期フェーズの遅れに現われており、初期フェーズの遅れは二次的

であるため、分泌タンパク質の流入量減少によって回復するのかもしれない。言い換え

ると、 SecAタンパク質は膜透過後期フェーズに直接関わっているのではないかというこ

とである。

薬剤処理した場合、チェイス開始時点、では既に前駆体のプロセシングはかなり終わっ

ており、 ラベルされたMBPの大半は中間体として存在している。これはチェイスに伴っ

てペリプラズムの成熟体へと転換しており、膜透過後期フェーズの存在をよりはっきり

と示す結果である。
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secA51変異株でのMBPのラベリングカイネティックスにおける低漉度クロラム

フェニコール処理の影響

A，B; MM52株 (secA51)を 30
0

Cで培養し、図 2と同じ パルス巴チェイス ・分画実験

を行ない、フルオログラフィ ーで分析した 。Bではパルスラベルの 20分前に

クロラムフ ェニ コールを 1μg/m!となるように加えた 。奇数レーンはスフ エ

ロプラストを、偶数レ ーンはペリプラズム分画をそれぞれ表わす。

;フルオ ログラムをデンシトメ ーターにかけ、各MBPのバンドの謹度を測定

した 。チェイス各時点における全MBP分子に対する中間体MBPの割合をOと・

で、シグナル切断の割合を口 と・で表わした。 Oと口はクロラムフェ ニコー

ルで処理しない場合(A) を、 ・と・は処理した場合(B)の値を表わす。
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第 6節 secB変異株における中間体

secAとsecYの変異株で検出された中間体は、他の分泊欠損株においても 一般にみら

れるものなのであろうか。 SecBタンパク質は前駆体分子に結合して細胞質内でのフォー

ルディングを妨げ、膜透過可能な状態に保つ働 き15)や、前駆体を膜に導く働き 47)をし

ていると考えられている。この機能が低下した場合、膜透過の開始あるいは初期フェー

ズが影響を受けると考えられるが、後期フェーズにはどの様な影響を及ぼすのかを調べ

た。

A 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

MBP(に -・・・ -・・・・・ -・固ー -・・・

B 

何。
噂回d。
吻~ 50 
c o 

-噌ー岡，。、司
a. 
。‘-a.. 

。
0.5 1 2 4 

Chase (min) 

図 11 secB7変異掠におけるMBPのラベリングカイネテ ィックス

MM150株 (secB7 )を300Cで培養し、図 2と閉じ方法でパルスーチェイス ・分画実

験 を行なった。オートラジオグラムをAに示す。奇数レーンと偶数レーンはそれぞ

れ各チェイス時点でのスフエロプラストとべリプラズム分画を表わす。 Bでは全MBP

に対する前駆体(ム) ・スフエロプラストに存在するシグナル切断型分子 (0) 

成熟 体 (・ )の各割合を示した。
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secB変異を持つ株を 30
0Cでパルスーチェイス・分画し、 MBPの膜透過カイネティックス

を検討した。この株においては、シグナル切断の遅れが顕著にみられるが、スフエロプ

ラストに留まったシグナル切断型分子はチェイス開始時点、でも全MBP分子の約 10%程度し

か見られず、 secA . secY変異株に比べると非常に少ない(図 11 AとB) 。またこの量

はチェイスによってもほとんど変化しない。この分子に関してはこれ以上分泊反応が進

行しない 状 態 に な っ て い る ことが示唆される。 secY， secA変異株で見られた

Processed immature formは最終的には成熟体へと転換して行くが、 secB7変異株での

類似分子は「中間体 J としての性質(チェイスによる移行)を示していない。この意味

については考察で議論する。

第 7節 他のペリプラズムタンパク質の膜透過中間体

MBPの膜透過を詳細に検討することで膜透過中間体を検出することができたが、他の

ペリプラズムタンパク質においても同様の中間体を経て膜透過されて行くのだろうか。

Minskyらは β ーラクタマーゼ(Bla)の分泌を低温(15
0

C )で観察することで、シグナル

切断の起こったBlaがスフエロプラストに存在することを報告している 48)。彼らはこの

分子が外側から加えたプロテアーゼによって分解されることから、この中間体は膜透過

fス を終えた分子が膜の外側に結合しているものであり、この後ペリプラズムに移行する遊

離ステップがあるというモデルを提唱した。ここで報告された Blaの中間体は我々がMBP

で検出した Processed immature form と、スフエロプラストにおける局在性(プロテ

アーゼ感受性)を除いて非常によく似ている。 Bla膜透過における中間体の検出と性質

の検討を我々の系において行なった。

プラスミド pBR322を保持した野生株の大腸菌を 30
0Cでパルスーチェイス・分画し、 Bla

の膜透過カイネティックスを調べた。 Blaの膜透過は他の分油タンパク質に比べて遅く、

分法欠損変異株を用いないでも前駆体を検出することができる。また sec変異株におい

て MBPで見られたのと同様の膜透過中間体が明瞭に検出でき、チェイスによって緩やか

に減少した(図 12 A) 0 Blaの膜透過速度は初期フェーズのみならず後期フェーズにお
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図 12 Blaのラベリングカイネテ ィックスと CCCPの効果

MC4100 (seグ )/pBR322 (A) 、AN120( se♂ uncA401) /pBR322 (B)を300Cで

培養し、図 2と同じ方法でパルスーチ ェイス・分画の実験を行なった。 Bではチェイス

開始時点で 50μMとなるように CCCPを加えた 。抗体沈澱は抗Bla抗血清を用いて行な っ

た。挿入したオートラジ オグラムで、奇数レ ーンと偶数 レーンはそ れぞれ各チ ェイス

時点、でのスフ エロプラ ストとペリプラズム分画を表わす。グラフは全Bla分子の量に

対する前駆体(ム) ・中間体 (0) ・成熟体(・ )の割合を示す。前駆体Blaの定量

結果は、シグナルペプチドに含まれる余分のメチオニンの数を考慮して補正しである。
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いても緩やかであり、そのため野生株においても中間体が容易に検出されたものと考え

られる。次に中間体Blaの局在とコンフォメーションをプロテア ーゼ消 化実験によって

調べた。 Bla成熟体も MBPと同様にプロテアーゼ耐性構造をとることが知られている。 30

。Cで30秒間パルスラベルした細胞をスフエロプラストとベリプラズムに分画し、トリプ

シンを作用させた。図 13で明らかなように、ペリプラズム分画のBlaは消化を受けな

いが(レーン 4) 、スフエロプラストでは中間体が完全に消化を受ける(レーン 3) 。前

駆体は分解されていないので、膜構造は正常であることがわかる。この結果はMinskyら

の観察 48)と一致する。中間体Blaは完全に膜の外側に出ているか、アミノ末端部分を部

分的にペリプラズムに露出しているか(図 4参照)のどちらかであり、いずれの場合で

もフォールディングは不十分である。また非イオン性界面活性剤 TritonX-l00存在下

ではペリプラズムの成熟体Blaも消化を受けている(レーン 6) 0 BlaはMBPの場合(図 3

;レーン 6) とは異なり、界面活性剤に対するコンフォメ ーションの抵抗性が弱いので

あろうか。

さらに Bla膜透過のエネルギー、特にプロトン駆動力依存性を調べるため、 uncA401

変異株を用いて CCCPの効果を確かめた。チェイス時に 50μMのCCCPを加えると、前駆体

のシグナル切断のみならず中間体から成熟体への転換も妨げられた(図 12 B)。これ

から Blaの場合においても MBP同様にエネルギー、特にプロトン駆動力依存的な膜透過後

期フェーズが存在することがわかる。この結果は、中間体BlaはMBP同様に膜横断の途上

(¥  にあることを示唆する。

25 



ー p-
Bla ( 

m-

Trypsin 

Triton X-100 

1 2 

図 13 中間体Blaのトリプシンaccessibility

3 4 

+ 

5 6 

+ 
+ 

MC4100/pBR322を300Cで培養し、 [35S]メチオニンで 30秒間パルスラベルを行なった。

r-.. 細胞をスフエロプラスト(奇数レーン)とペリプラズム(偶数レーン)に分画後、

100μg/mlのトリプシンを加え、 。OCで1時間置いた (レーン 3-6)。レーン 1，2ではト

リプシンのかわりに同容量の緩衝液を加えた。反応後 proteaseinhibitor存在

下で抗Bla抗血清を用いた抗体沈積・ SDS-PAGE.フルオログラフィーを行ない、分析

した。 pとmはそれぞれ前駆体・シグナル切断型Bla分子を表わす。
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第 1節 MBPの膜透過中間体

大腸菌野生株においては、 MBPのシグナル切断はタンパク質の約80%が合成されれば起

こり得ることが示されている 6)。このような場合、シグナル切断を受けたポリペプチド

鎖のカルボキシル末端は細胞質にあるから、定義上膜をスパンした状態にあるはずであ

る。 Randallらのこの結果は、合成途上の MBP分子が内膜と結合した状態にあり得ること

を示しているが、このような分子はヘテロなサイズであるため、 V8プロテアーゼの限定

分解で長さを揃えたアミノ末端断片として微量にしか検出できず、その成熟体への転換

などの詳細な解析には用いることができなかった。その後ThomとRandallは、 15秒間パ

ルスラベルした野生株大腸菌の膜分画にシグナルペプチドを失った MBP分子を見い出し

49)、膜からの遊離ステップ直前の分子であろうという議論を行なっているが、そのよ

うな分子の存在の可能性を指摘するに留まっている。

我々は温度感受性分泌欠損変異 secA51・secY24・secYl00における MBPの膜透過を許

容温度で解析することによって、解析可能な量の膜透過中間体が検出されることを示し

た。これらの分泌欠損株は許容温度においては野生株と区別のつかない良好な生育を示

すので、変異による増殖異常の二次的な影響によってそのような現象が起こったとは考

えられない。中間体 Processed immature form には、外側から加えたプロテアーゼ消

化を受けないよう膜構造によって守られる種類のものが含まれる。 Randallらの見い出

した合成途上の中間体は同様の条件下でプロテアーゼ消化を受けるので 38)、我々が検

出した中間体はこれまで報告のない分子種を含んでいる。この分子はシグナル切断部位

がべリプラズム側に到達しており、また SecAタンパク質とクロスリンクされるらしいこ

とから膜をスパンした状態にあると考えられる。シグナル切断部位がペリプラズム側に

到達し、切断された以降の膜透過反応もこれらの sec変異により遅くなっているために、

このような分子が蓄積するのだろう。膜構進が存在しでもプロテアーゼによって消化を
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受ける分子種は、アミノ末端を様々な長さに外側に突き出した分子であるか、膜横断は

完全に終了して膜の外側に結合した分子かのいずれかであろう(図 4参照)。プロトン

駆動力を解消したとき には中間体から成熟体への転換が妨げられることを考えると、後

者も膜横断中の分子である可能性が高いと思われる。後に議論するように、タンパク質

が膜横断完了後に膜から離れる「遊離ステップ」の存在 48)は証明に乏しいと考える。

Taniらは、 invitro膜透過系での OmpAタンパク質の膜透過において、プロトン駆動

力を減少させた場合、シグナルペプチドが切断された状態で膜をスパンしている中間体

が蓄積することを報告している 50)。また最近Gellerはinvivoにおいて CCCP処理した

状態でパルスラベルを行なうと、 MBPの中間体が膜フラクションから検出されることを

報告している 51)。特に前者の報告は、 Processed immature form が膜横断の途上にあ

る分子であって、膜横断を完了した分子ではないとの、 MBPでの我々の解釈と一致する 。

第 2節 膜透過後期フェーズにおけるエネルギーの必要性

脱共役剤を用いた場合、膜透過初期フェーズと後期フェーズの反応は、どちらも阻害

を受ける。 ωcA401変異株を用いた解析から、少なくともプロトン駆動力がエネルギー

として必要であることが結論できる。本研究終了後、 Gellerによって報告された、プロ

f、 トン駆動力減少下でのMBP中間体の蓄積という結果 51)も、後期フェーズにおけるプロト

ン駆動力の必要性を支持している。一方、 Taniらによる invitro実験系でのOmpA中間

体の蓄積の場合、 OmpAタンパク質のカルボキシル末端側に起こる分子内ジスルフィド結

合が生じないような還元的条件では、プロトン駆動力が形成されない条件でも膜透過は

ゆっくりと完了することが述べられている 50)。また invitro実験系の場合、プロトン

駆動力は膜透過の効率を上昇させるが、必要不可欠ではないと考えられている 52)。プ

ロトン駆動力要求の絶対性については、 invivo とinvitroでは異なる結果が得られ

ているのである。この遣いが単に実験系の違いに起因するものかは即断できないが、

我々は invivoにおいて細胞の生育を支えるに十分な分治活性を発揮するためには、プ

ロトン駆動力の存在が必須であると考えている。
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大腸菌以外の膜透過系においては一般にATP(またはGTP)加水分解の必要性は認めら

れるが、プロトン駆動力要求性に関しては一般性が無い 53)。動物細胞の小胞体膜透過

系ではそもそも膜聞の電気化学的ポテンシャルは形成されていないと考えられており、

ミトコンドリアへのタンパク質輸送の場合は、タンパク質の透過の向きとポテンシャル

の向きは大腸菌の場合とは逆になっている。プロトン駆動力が果たす役割の詳細な理解

は今後の研究に残されている。

我々の結果では、プロトン駆動力は膜透過初期フェーズの進行にも必要とされる。膜

透過初期フェーズはシグナル切断が起こるまでの反応であり、シグナルペプチドと成熟

体のアミノ末端部分がループ状に膜に挿入される過程が含まれる。ポリペプチド鎖が膜

を横断する反応にプロトン駆動力が必要であると考えるならば、初期フェーズと後期フ

ェーズにおけるプロトン駆動力の必要性は統一的に解釈できるだろう。

我々の実験結果はATP加水分解が後期フェーズに必要であるかについては何も言えな

い。 Gellerの報告では、 MBP中間体の成熟体への転換は亜ひ酸(細胞内ATP量の減少をも

たらす)の添加によっては阻害されない 51)。また in vi tro実験系の結果でも、加水

分解を受けないATPアナログの阻害効果はシグナル切断を指標とした膜透過反応におい

てのみ見られ、シグナル切断を受けた中間体の膜透過には影響しないことがわかってい

る50)0 ATP加水分解は膜透過初期にのみ必要とされるのであろうか。

第 3節 膜透過後期フェーズに関与する細胞装置

中間体の蓄積が secAやsecY変異株に顕著に見いだされることは、両遺伝子産物が膜

透過後期フェーズに働く因子であることを示唆する。 SecYは内膜に深く埋もれた膜内在

性タンパク質であるから 19)、分泊タンパク質の膜横断反応に直接関与することは考え

やすい。 secY遺伝子に起こった別種の変異として 、シグナルペプチドの機能欠損変異

を抑制するprlA変異が知られている 21)。膜上でのシグナルペプチドの認識は膜透過初

期フェーズで起こるであろうから、 SecYは膜透過の初期と後期の両方に働く因子であろ

う。 SecAも膜透過中間体MBPとクロスリンクされることから、後期フェーズに直接関わ
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ることが示唆される。 SecAは内膜の内側に結合して機能するので、膜内在性因子と複合

体を作って機能すると考えられている。例えば、 SecAのATPase活性は前駆体タンパク質

とSecYを含む膜小胞の両方が存在したときに顕著に見られ、抗SecY抗体によって阻害さ

れるは}。ただし膜透過の後期フェーズにはATP加水分解が必要とされないとすれば、ま

たSecAのATPase活性を阻害する NaN3によって膜透過後期フェ ーズが阻害されないという

実験結果から考えると、膜透過後期フェ ーズにおける SecAの働きはATP加水分解をとも

なうものではない可能性がある。 SecAの場合にもシグナル変異の抑制を行なう prlDと

いう alleleが見つかっており 54)、またその局在性からも後期のみならず初期にも働く

因子であることが推測される。

SecBタンパク質は細胞質内で膜透過のごく初期に働く因子であるから、その変異株で

は中間体の蓄積はみられないと予想した。しかし量的には少ないとはいえ、スフエロプ

ラストからシグナル切断型分子が見いだされることは、 SecBが後期フェーズにも関わる

因子であることを示すのだろうか。 secB7変異株で検出される中間体の量はチェイスに

よっても減少しない。 SecBがMBP前駆体のフォールディングを妨げる因子である 15)こと

を考えると、 secB7変異株で見られる中間体は、膜透過を開始しながらもそのカルボキ

シル末端倒がフォ ールディングを起こしてしまったために途中で膜透過が停止した状態

になっているのではないかという可能性も考えられる(図 14 B) 0 Kumamotoは野生株

細胞内で形成された前駆体タンパク質と SecBとの複合体を、抗SecB抗体カラムによるア

f、 フィニティ ークロマトグラフィーで検出することによって、生体内での MBP前駆体と

SecBとの相互作用を示したが、同時にシグナル切断型MBPも複合体として微量に検出さ

れたことを報告している 55)。中間体においてもそのカルボキシル末端側のフォールデ

イングが膜透過の障害となり、 SecBによってそれが避けられていることが考えられる。

(図 14 A) 以上の観点に立てば、 SecBは膜透過後期フェ ーズそのものに直接関与する

というよりも、前駆体の高次構造を通して間接的に関わっているということができるだ

ろう。
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図 14 secB7変異掠におけるシグナル切断型MBP分子の存在状態- 1つのモデル

A; SecBが機能する場合-MBPのカルボキシル末端側に SecBが結合し、フォール

ディングを抑えている。膜透過反応は進行する。

B; SecBが機能しない場合-MBPのカルポキシル末端側はフォ ールディングを起

こしてしまい、膜透過反応はこれ以上進行しない。

第 4節 遊離ステップは実在するか?

Minskyらは、 150Cという低温でパルスーチエイス・分画することによって、スフエロ

プラストからシグナル切断型のBla分子を検出できることを報告している 48)。彼らはこ

の中間体が外側から加えたプロテアーゼによって消化されることから、 Blaポリペプチ

ド鎖が膜横断後に膜の外側に結合しており、それがフォールディングを起こした成熟体

になるためには、ベリプラズムへの「遊離ステップ」を経なければならないというモデ

ルを提出した。我々のMBPによる解析では、膜によってプロテアーゼから守られる分子

が存在することと、中間体から成熟体への転換にはプロトン駆動力が必要であることな

どの理由で、シグナル切断後の朕横断ステップの存在を明らかにした。また Blaにおい

ても彼らが見いだしたのと同じ中間体を検出した。 Blaの場合、中間体はすべて外側か

ら加えたプロテア ーゼによって消化を受ける点ではMinskyらの結果 48)と合致する。し

かしこの Bla中間体から成熟体への転換はMBP同織にプロトン駆動力に依存している。プ
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ロトン駆動力が膜の内側と外側との閣に形成されることを考慮すれば、 Blaの場合にも

中間体は膜横断途上の分子であると考えた方が合理的であろう 。プロテアーゼによる消

化実験の結果は、 Bla中間体が種々の程度に膜透過を完了していないため、ゲル上では

検出されない(図 4参照)と解釈可能である。遊離ステップが独立に存在するかどうか、

またそれがべリプラズムでのフォールディング反応と区別されるものかどうかなどにつ

いては何もわかっていないと言うべきであろう。

第 5節 膜透過モデルと sec遺伝子産物(図 15 ) 

MBPの膜透過中間体 Processedir且matureformの解析から、膜透過全過程を初期と後

期の二つのフェーズに分けて考察することが可能になった。

初期フェーズは細胞質での前駆体タンパク質合成・フォ ールディング阻害・シグナル

ペプチドの認識と膜への誘導・アミノ末端部分からの膜への挿入・シグナルペプチドの

切断といったステップが含まれるだろう。フォールディング阻害に働く因子としておcB

が知られている。 SecBは前駆体タンパク質のうち、少なくとも成熟体部分を認識して結

合し、フォールディングを抑えるらしい(antifolding機能) 15)。ただし SecBは全ての

分泌タンパク質に対して働くわけではなく、 secB変異の影響が現われないタンパク質

のサブセットもある 56，57)。後者のうち BlaはgroE変異株で膜透過が遅れるので 58)、

この場合には熱ショックタンパク質GroEがSecB同様の機能を果たしているものと考えら

れる。分泌タンパク質はこの後膜へと誘導されなければならない。このステップで機能

する因子はSecAであり 47，59)、SecBの関与を示唆する報告 47)もある。 SecAはシグナル

ペプチドと結合し得ることが遺伝学的・生化学的実験結果から推測されており 54，60)、

また膜の内側に結合する事ができる 17)0 SecAと膜との結合は、 SecYないしはその近傍

で起こるらしい 47)0 SecAは前駆体タンパク質と膜の共存下でATPase活性が著しく上昇

し、 SecY機能がそれに必要であるので 18)膜透過に共役した働きをしていると考えられ

ている。 Geller51)や我々の結果は、 ATP加水分解が必要とされるのは膜透過初期フェー

ズであることを示唆するが、 ATP加水分解で放出されたエネルギーが何に用いられるか

32 



" 

'" 

は明確ではない。

前駆体タンパク質は、シグナルペプチドのアミノ末端を膜の内側に残し、ループ状に

膜へ挿入される 。シグナルペプチドが膜内在性装置と相互作用する ことは、 prlA，prlG 

変異がそれぞれsecY，secE遺伝子内に起きる 21，22)ことから示唆される。最近Silhavy

らはprl/prr部分二倍体株における LamB-LacZ融合タンパク質 (prl変異で抑制される

シグナル変異を持つ)の鑑舞いを細かく解析した 61)。彼らの解釈では、シグナルペプ

チドはまずSecEと相互作用する。続いて SecYと相互作用し、その時点ではSecEとSecYは

複合体を形成していると考えられている。シグナルペプチドの切断点がペリプラズム側

に到達すれば、 LeaderPeptidaseの作用によってシグナル切断が起こる。

膜透過後期フ ェーズには、 成熟体部分のポリペプチド鎖の膜横断のステップ・ (もし

あるとすれば)膜からの遊離ステップ ・固有のコンフォメーションをとるためのフォー

ルデイングステップが含まれよう。外膜タンパク質の場合には聞に外膜へのソーテイン

グステップが加わるであろう。膜横断ステップでは既にシグナルペプチドは切断を受け

ていても反応が進行するので、シグナルペプチドの役割は初期フェーズで終わっている

のであろう。膜横断ステップで機能する細胞装置はSecA'SecYである。 SecE/SecY複合

体がシグナルペプチド認識時点で働くという Silhavyらの解釈 61)を考えると、膜横断ス

テップでも SecEが何らかの働きをしている可能性はあるだろう。このステップにはプロ

トン駆動力が必要とされる。また最近同定された膜内在性因子SecD'SecFは、ペリプラ

ズム側に大きなドメインを持つことから膜透過の後期過程に関わるという考えがある

24) 0 secD . secFの遺伝子内にはprl変異が見いだされておらず、少なくともシグナ

ルペプチドの認識が必要とされるステップには関係が無いのかもしれない。

遊離ステップの存在が今のところ実証に乏しいことは既に論じた。膜横断後のフォ ー

ルディングに特別の因子が必要であるかについては、大腸菌ではまだ報告が無い。真核

生物の小胞体に存在するシャペロン国子BiPは、膜透過後のフォールディング・分子集

合ばかりでなく、膜透過そのものにも積極的に関わることが最近明らかになった 62)。

大腸菌においてもこうしたシャベロン因子の必要性は解明されなければならないだろう。
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初期フェーズ;①前駆体の合成 ②SecBの結合によるフォールディング制御

③ SecAを介しての膜への結合と SP部分の挿入開始(SecEの関与?) 

@SP部分の膜横断の完了と、 LeaderPeptidaseによる切断(

SecA， E， Y の関与?) 

後期フェーズ;⑤成熟体部分大半の膜横断 (SecA，E， Y， D， Fの関与?) 

⑥成熟体分子の完成
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第 1節 secY24変異に対するマルチコピーサプレッサーの単離

新たな分泌関連遺伝子・シャペロン遺伝子を探索する目的で、 secY24に対するマル

チコピーサプレッサーを単離した。野生株W3110の染色体DNAを制限酵素Sau3AIで部分分

解する。 5-15kbの大きさに相当する DNA断片をアガロースゲルから切り出し、 pBR322の

レプリコンを持つ多コピープラスミド pN0157563)のBamHIサイトにクローン化して染色

体 DNAライブラリーを作製した。このライプラリーで secY24を持つ温度感受性変異株

IQ85を形質転換する。 IQ85株は高温(420C )では生育が悪く、 L培地ではつぶれたコロ

ニーを形成し、最小培地では生育できない 64)。形質転換株のうち、 M9最 小 培 地で 420C

での生育の良いものを選択し、高温耐性であることを確認し、約 120，000の形質転換株

から 27個の高温耐性形質転換株を得た。これらの株からプラスミドを調製し、再度IQ85

株を形質転換することで、 25クローンが抑制(サプレッション)活性を持つことがわか

った。ここでは遺伝学用語「抑制」を用いるが、細胞の増殖活性からみると 「回復」の

意味である。プラスミドにクローン化されたDNA断片の制限酵素切断パターンから、独

立なクローンは 18個であることがわかった。さらに制限酵素地図を制限酵素BamHI，

HindIII， EcoRI， EcoRV， BgII， KpnI， PstI， PvuIIの8種について作製し、 Koharaらに

よる大腸菌全染色体制限酵素地図 65)と対照することで、 18クローンのうち 12クローン

の染色体上の位置を推定した(図 16) 0 1クローン(pMSYll) はsecY自身を含み、こ

の場合には抑制というよりも相補活性によって選択されたことがわかる(このクローン

については作成した制限酵素地図と、既に決定されている secY周辺の塩基配列とを比
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図 16 全染色体制限酵素地図上でのマルチコピーサプレッサークローンの位置

Koharaらによる大腸菌全染色体制限酵素地図上での各ク ローンの位置を示す。プラ

スミド名のついた矢印の長さでカバーしている DNA領域を表わす。矢印の向きはベク

ター由来の lacプロモーターからの転写方向を表わす。制限酵素地図の各カラムは、

上から BamHI'HindIII' EcoRI' EcoRV' BgII' KpnI' PstI. PvuIIの各制限酵素切

断部位を表示している。 secYのクローン pMSYllは、対応する領域のKoharaらによる

制限酵素地図が不分明であるため、この中には含めていない。
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較してマップした 。) 0 11クローンはそれぞれ染色体上 11，23， 26， 27.5， 55， 97分

にマップされた。このうち 27.5分には独立な 6クローンが重複してマップできた。抑制

活性の程度を形質転換株の生育状態で判断すれば、 27.5分のクロ ーンが最も高く、 23分

・11分がそれについで高く、 26分・ 55分・ 97分のクローンは相対的に低い活性を示す

(表 2)。また 23分のクローンは培地にグルコースを添加すると抑制活性を示さない。

各クローンの位置に相当する遺伝子のうち、既にDNA塩基配列が報告されているものと

クローンの制限酵紫地図を比較すると、 11分のクローンが熱ショックタンパク質の一つ

をコードする遺伝子htpG66)を含むことがわかった(図 16 )。その他のクローンにつ

いては、報告されている塩基配列と明確に一致するものは見いだせなかった。塩基配列

の報告はト2kb内外のものが多く、制限酵素地図と対照するには小さすぎることも一因

であろう。

表 2 マルチコピーサプレッサーによる IQ85繰の増殖能の回復

プラスミド 300C 420C 

L M9Glu M9Gly L 

pMSY5(27.5) ++++ ++ ++ +++ 
pMSY12(27.5) ++++ ++ ++ +++ 
pMSY7(23) ++++ + ++ 
pMSY3(11) ++++ + + + 
pMSY15(26) ++++ N.T. + + 
pMSY1(55) ++++ + + + 
pMSY13(97) ++++ N.T. + + 
pNRK267 (groELS+) ++++ + + + 
pMSY11 (secY+) ++++ +++ +++ ++++ 
pN01575H ++++ (ー)a

M9Gluは炭素源としてグルコースを、 M9Glyはグリセロールを用いた最小培地。

(ー)a一一つぶれたようなコロニー

プラスミド名の後の()内の数字は、染色体上の位置 (min)を表わす。

N.T.= Not Tested 
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分泌レベルでの抑制活性を調べるために、外膜タンパク質OmpAのプロセシング速度を

パルスラベルによって確かめた。形質転換株を 300Cでアンピシリンを含むM9最小培地で

培養し、 420Cに培養温度を上げてから 2時間後に [35S]メチオニンで2分間パルスラベル

を行なう。標識されたタンパク質を抗OmpA抗体で抗体沈潰し、 SDS-PAGE.フルオログラ

フィーで分析した。ライブラリー作製に使用したベクタ-pN01575は lacプロモーター

からの転写を誘導すると下流の βーラクタマーゼ(Bla) を高発現し、 secY24変異株の

分泌能を低下させるという影響を及ぼす 67)ため、対照としてはそのような悪影響の無

いプラスミド pN01575Hを用いである。 pN01575Hはプラスミド上の lacプロモーターから

の転写の Bla方向への流れ込みを低下させるため、 lacプロモーターの下流にフレーム

シフト変異を導入してある。 pN01575Hによる形質転換株では前駆体OmpAの蓄積がみられ

るのに対し、 23分(pMSY7) と27.5分 (pMSY5，6，12，22，24) のクローンでは顕著なプロ

セシングの良化がみられる(図 17 )。これら 2種のクローンについてさらに詳しい抑

制活性を調べるために、パルスーチェイス実験を行なった。 pN01575Hを保持した IQ85株

はOmpAのプロセシングが遅くなっている。それに対してpMSY5( 27.5分のクローン)で

は、チェイス初期段階から成熟体OmpAの量の方が多く、 secYを含むクローンpMSY11よ

りもかえってプロセシングの初期速度が速くなっていることがわかる(図 18A，B)

pMSY7 ( 23分のクローン)では、 pMSY11よりも多少プロセシングの速度が遅いが、

pN01575Hよりははるかに活性が高い。ただしpMSYllではチェイス後4分の時点、では OmpA

の前駆体は全く見られないのに対し、 pMSY5や pMSY7では 2-3%の前駆体が観察でき、抑制

が完全ではないことが示される。

27.5分・ 23分は共にこれまで分泊関連遺伝子ないしはその抑制変異が見い出されてい

ない領域である。この 2種類のクローンが分泌レベルにおいても顕著な抑制活性を示す

ことから、これらを msyA (27.5分)、 msyB (23分)と命名し (msy = !!!ul ti -copy 

笠uppressorof secX24 )、 htpGと併せて詳細な解析を行なうことにした。
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図 17 各プラスミドを保持した secY24捺のOmpAプロセシング速度

図の下に表示した各プラスミドを保持する IQ85( secY24)株を 30
0
Cで培養し、 42

0
C

に培養温度をあげてから 2時間後に 2分間のパルスラベルを行なった。 TCA沈澱させた

タンパク質を抗OmpA抗血清で抗体沈積し、 SDS-PAGE・フルオログラフィーで分析した。

pとmはそれぞれOmpAの前駆体と成熟体を表わす。
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図 18 msyA. msyBによるOmpAプロセシングカイネティックスの影響

4 

pMSY5 (msyA )ないしはpMSY7(msyB )を保持する IQ85( sec Y24 )株をグルコース

( pMSY7の場合にはグリセロール)最小培地中にて 300Cで培養し、 420Cに温度シフトし

てから 2時間後に、 30秒間のパルスラベルとそれに引き続くチェイスを行なった。各サ

ンプルは抗OmpA抗血清による抗体沈演を行ない、 SDS-PAGE・オー トラジオグラフィ ー

で分析した。対照として、 pMSYll(secr )ないしはベクターpN01575Hを保持する

IQ85株でも同様の解析を行なった 。

A;オート ラジオグラム (pとmはそれぞれOmpAの前駆体 ・成熟体を表わす)。

B ;プロセシングカイネティックスの定量結果 (Aで示したオー トラジオグラムを

デンシトメ ーターで定量し、全OmpA分子に対するプロセシングを受けた分子

の割合を示す) 0 0はpMSY5を、 ・はpMSY7を、ムはpMSYllを、 企はpN01575H

をそれぞれ保持した IQ85株のパタ ーン。

40 



第 2節 他の分強欠損変異株に対する抑制効果

secY24変異に対して選択されたマルチコピーサプレッサーが他の分泊欠損株に対し

ても抑制効果を示すかどうかを検証した。高温感受性変異株KI200(rpl0215 {am}変異

を持つ)は、 420CでSecYタンパク質の発現量が減少し、分強欠損の表現型を示すことが

わかっている 68) 0 msyA . msyBはどちらもこの株の高温感受性増殖を抑制することは

できなかった。これら遺伝子のマルチコピー状態はSecYタンパク質の単なる量的減少に

は効果がないことがわかる。高温感受性ミスセンス変異 secYI00に対する効果を調べた

ところ、 htpG . msyAは高温での増殖を回復させた。それに対して msyBはsecYI00変

異には全く抑制効果がないという"allele特異性"を示す。高温感受性secA51変異に

対しては 3つのクローンはいずれも効果が無い。 secB変異として secB7変異とトラン

スポゾンによる挿入変異secB::Tn5の両株を選び、分溢レベルでの抑制効果を検証した

( secBは増殖必須遺伝子ではない)が、 OmpAのプロセシングゅはpN01575Hを保持する

菌と有意の差はみられない(データは省略)。分泊関連遺伝子の変異とは異なった機構

で分、泌阻害を示すと考えられる MalE-LacZ融合タンパク質の合成誘導による増殖阻害 69)

にも回復はみられない。

以上の結果は表 3にまとめた。 msyA とhtpGについては secYミスセンス変異(質的

変化)にのみ効果があり、 msyBはその中でも secY24変異を特異的に抑制することが明

n かとなった。

sccY24 sccYl00 rpl0215 sccA51 
8) 

scc87 scc8::Tn5 malE-lacZ 

表 3 分告さ欠損変異に対する

msyA . msyB . htpGの効果

表示してある各変異株の増

殖・分泊能の回復を調べた。

+印は抑制活性がある場合。

ーは無い場合。

しーマルトース感受性を調べ
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第 3節 目 cA51変異に対するマルチコピーサプレッサーの単離

Van Dykらの報告 37)によれば、熱ショックタンパク質 GroEL. GroESの過剰生産が

secA51変異と secY24変異を抑制できる。しかし我々のマルチコピーサプレッサーの探

索からはgroELSのクローンは選択できなかった(位置が来確定の 6クローンの制限酵素

地図は、既に塩基配列が決定されている groELSのものとは明らかに違う)。この結果

が使用した染色体DNAライブラリーの作成方法によるものであるのかを検証するため、

Van Dykらの報告にある secA51変異株に同じ選択方法を適用してみた。高温感受性変異

secA51を持つMM52株を前回用いたのと同一の染色体DNAライブラリーで形質転換し、 28

個の抑制効果を持つクローンを得た。制限酵素地図の作製から、このうち独立なクロー

ンは 13個であり、 7クローンは secA自身の遺伝子を、 6クローンはgroELSを含んでいる

ことがわかった。この結果から secY24変異のマルチコピーサプレッサーの選択に

groELS遺伝子が含まれていないことは、単なる実験上の問題と言うよりは、 GroEが

Van Dyk らの報告したような抑制活性を secY24に対しては持たない、または活性が非

常に低いのではないかという疑いが生じる。実際、 groELSのみをクローン化したプラ

スミド pNRK267は附52株に導入した場合には高温での増殖を顕著に回復させたが、 IQ85

株に導入した場合にはmsyA，B程の増殖良化は観察できなかった(表 2)。

第 4節 msyA遺伝子の同定・塩基配列の決定

msyAをコードする DNA領域を決定するため、独立なクローンpMSY5，6，12を選び、 DNA

断片のサプクローニングを行なった。これらのプラスミドの抑制活性を IQ85株の高温で

の増殖能を見ることで調べると、 SaII-EcoRI約 2kbのDNA断片上に msyAが存在すること

がわかった(図 19 )。

ところが、塩基配列決定のためにこの領域をプラスミド pUC119上にクローニングしよ

うと試みたが、 deletionが入りやすく、安定なプラスミドを構築できなかった。 msyA

の分離に用いたプラスミドに比べ、 pUC119は細胞内のコピー数が 10倍以上に上昇してい
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図 19 msyAをコー ドする領域の決定

Koharaらによる染色体制限酵紫地図の下に、サプクローニングした各プラスミドが

持つ DNA領域を矢印の長さで表わした。矢印の向きはベクター由来の lacプロモー

ターの転写方向を表わす。各プラスミドの右に抑制活性の有無を表示した。
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る70)。このDNA領域のコピー数をある限度以上に増加させると細胞にとって致死的なの

であろう。 pUCl19より低いコピー数で増殖し、塩基配列決定のための single strand 

DNA (ssDNA) をファージ M13に包み込んで調製できるプラスミド(pKY184と命名 )を新

たに構築し、再度クロ ーニ ングを試みた。 pKY184はpN01575と同じpBR322由来のレプリ

コンを持つが、マルチクローニングサイトと ssDNAの調製に必要な DNA断片(IG領域)

がpUC119由来のプラスミドである。プラスミドとしてのコピー数が低いにもかかわらず、

pUC119とほとんど変わらぬ量の ssDNA を調製できる(データは省略)。ベクタ -

pKY184にmsyAを含む 2.9kbのSalI断片を挿入し、組み換えプラスミド pKY185とpKY186を

得た(図 19 )。両プラスミド上で、 ExonucleaseIIIを用いたクローン化DNA断片の系

統的な deletionプラスミドを作製し、塩基配列決定のための鋳型 ssDNAを調製した。

2.9kbのDNA断片のうち、 msyAを含む領域については、 SeguenaseTH 71)を用いた

dideoxy chain termination 法 72)によって 1993bpの塩基配列を決定した。また 1ヶ所

については合成プライマーを作成して塩基配列の決定に役立てた。この領域内にはプロ

モータ ーと典型的な ρー非依存性ターミネーターを備えた 2つの転写単位が、互いに向

き合う形で並んでいる。大腸菌の連関地図上で時計四りに転写される転写単位にはDNA

塩基配列から 33キロダルトン(kd) のタンパク質をコ ードし得る open reading frame 

( ORF)が、反時計回りに転写されるものには 14.5kdのタンパク質をコードする ORFがそ

れぞれ単独に含まれている(図 20 A， B， 2 1 A) 0 33kdタンパク質の配列は荷電したア

ミノ酸残基に富み、カルボキシル末端側にはATP結合モチーフ (GlyjAla-X-X-X-X-Gly-

Lys-SerjThr) 73)が存在する(図 21 B;波線部)。タンパク質およびDNA塩基配列デー

タベースを検索しでも、 33kdタンパク質と有意にホモロジーのある配列は見いだせなか

った。これに対して 14.5kdタンパク質のアミノ酸配列は、大腸菌の中性ヒストン様タン

パク質として既に知られていた R申 NSタンパク質と一致した。 H-NSをコードする遺伝子

加 sは、以前大勝菌染色体上9.1分に存在すると報告され、 DNA塩基配列も発表されてい

る74)。我々の決定した塩基配列はORF内で3ヶ所の塩基の違いがみられるが、アミノ酸

配列には影響しない。なお、 msyA塩基配列決定中に他のグループが独立に 27.5分の領

域に H-NSの遺伝子があることを報告しており(塩基配列自体は来発表)、やはり H-NS構

造遺伝子内にアミノ酸残基を変えない 3つの塩基の違いがあることを述べている 75)。
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30 40 50 60 
:TGCAGAATGAGCAAAG♀A工企企♀GCGGGCTAAATTTGCA

-10 
90 100 110 120 

fGGTACTATCGTCGCCATTCGTATAAGTAATTGTCTTAA 

150 160 170 180 
fCAGAACTTAGCCCCTTCGGGGTGCTGATATACTGGGAT 

210 220 230 240 
GTTCAAAACACGAACAGTCCAGGA阜AATTTAAATGGCTG

SO HClAlaA 

270 280 290 300 
AAGCCGTTATCCCCGTTGCGGGATTAGGAACCAGGATGT 
ysAlaVall1cProVnlAlaG1yLcuGlyThrArgMctL 

330 340 350 360 
CGAAAGAGATGCTGCCACTTGTCGATAAGCCATTAATTC 
roLysGluMctLcuProLcuValAspLysProLcuIlcG 

390 400 410 420 
TTGCGGCTGGCATTACTGAAATTGTGCTGGTTACACACT 
lCA1aAlaG1yIlcThrG1uIlcValLcuValThrHisS 

450 460 470 480 
ACCACTTTGATACCAGTTTTGAACTGGAAGCAATGCTGG 
snHisPhcAspThrScrPhcGluLeuG1uAlaMctLeuG 

510 520 530 540 
TGCTTGATGAAGTGCAGTCTATTTGTCCACCGCACGTGA 
euLeuAspGluValGlnSerllcCysProProHisVa1T 

570 580 590 600 
~TCTGGCGAAAGGCCTGGGACACGCGGTATTGTGTGCTC 
lyLcuAlaLysG1yLcuGlyHisAlaVa1LeuCysAlaH 

630 640 650 660 
:GGTAGCTGTTATTTTGCCTGATGTTATTCTGGATGAAT 
，oValAlaVa1IlcLcuP，oAspValIleLeuAspGluT 

690 700 710 720 
~TAACCTGGCAGAGATGATCCGCCGCTTTGATGAAACGG 
spAsnLcuA1aGluMetllcA，gA，gPhcAspGluTh，G 

750 760 770 780 
へACCGGTTCCTGATGTGACCGCATATGGCCTTGTGGATT
1uP，oValAlaAspValThrAluTyrGlyValValAspC 

810 820 830 840 
:GGGTCAAAGCGTACCGATGGTTGGTGTGGTAGAAAAAC 

図20 msyA領域の塩基配列 ，oG1勺;;c山 lP12山 GIY2CMGluL;;;

A ; IトNSをコードする領域 CTAATCTCGCTATTGTGGGTCGTTACGTACTTAGCGCGG 
AsnLcuA1al1cVa1G1yArgTyrValLcuSerAlaA 

D; "33kd"タンパク質をコードする erAs_

領域 AAACJ詑CGωJZmmA::1ω口 CA:::

推定されるアミノ酸配列は塩基配列 ysThrProProG1YA1aG1YAspG1uI1eG1nLeuThrA

の下に表示した。プロモーター配列 990 1000 1010 1020 

(由35，-10) ・主な制限酵素切断部位にど話公認i32:::ii::;:;?:;:ic;::ijt;:;
は図中に示してある。向かい合う矢印 一 へ~い~八九I"Ý

1050 1060 1070 1080 
は invertedrepeatを表わす。 Bの図 TAGGTTACATGCAGGCCTTCCTTGAATACGGTATTCGTC

で波線部はこのタンパク質の ATP結合 euG1yTyrMetGlnAlaPhcValGluTyrGlyIleArgH

モチーフを示す(本文参照) 0 TTAぷ;;lGGCTTG;;;!AMぷ;;:Amぷ;;:
hcLysAlaTrpLouG1uG1uGluMctGlyIleLysLys・

1170 1180 1190 1200 
CACGAAACGGCGTTG~GCAATCGACCCCGTTTTTTTATA ー一一一ー圃・ー_，... ・

1230 1240 1250 
TTAAACCCGACAATAAAAAATCCCGCCCC 



'" 

( 図 20 msyA領域の塩基配列

A; H-NSをコードする領域

B; "33kd"タンパク質をコードする

領域

推定されるアミノ酸配列は塩基配列

の下に表示した。プロモーター配列

(ー35，-10) ・主な制限酵素切断部位

は図中に示してある。向かい合う矢印

は invertedrepeatを表わす。 Bの図

で波線部はこのタンパク質のATP結合

モチーフを示す(本文参照)。
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A 
10 20 30 40 50 60 

..Q.A企工ICTCGTAAACACAACTAATACAGAAGACTGAAGGTCGTCAGCCTACGATAATCTCC

EcoRI 
70 80 90 100 110 120 

CCATAAAATGTGACATGAATCAGGAAGTTTTAACCTCACGTGCTGCGAAATCATCGGTGT 

130 140 150 160 170 180 
AAATAGGGCTATATGCCGCGTCTTTTCTGGCTAATTTTATGAAAAGATATTTATTGGCGG 

190 200 210 220 230 240 
CACAAAATAAAGAACAATTTて♀AA工工♀CTTACATTCCTGGCTA工工♀♀M;AACTGAATTTA

EcoRI -35 
250 260 ・270 280 290 300 

AGGCTC工広日工TACCTCAACAAACCACCCCAATATAAGTT~包♀ATTACTACAATGAGC
由 10 SD MetSer 

310 320 330 340 350 360 
GAAGCACTTAAAATTCTGAACAACATCCGTACTCTTCGTGCGCAGGCAAGAGAATGTACA 
GluAlaLcuLysIleLeuAsnAsnIleArgThrLeuArgAlaGlnAlaArgGluCysThr 

370 380 390 400 410 420 
CTTGAAACGCTGGAAGAAATGCTGGAAAAATTAGAAGTTGTTGTTAACGAACGTCGCGAA 
LeuGluThrLeuGluGluMetLeuGluLysLeuGluValValValAsnGluArgArgGlu 

430 440 450 460 470 480 
GAAGAAAGCGCGGCTGCTGCTGAAGTTGAAGAGCGCACTCGTAAACTGCAGCAATATCGC 
GluGluSerAlaAlaAlaAlaGluValGluGluArgThrArgLysLeuGlnGlnTyrArg 

490 500 510 520 530 540 
GAAATGCTGATCGCTGACGGTATTGACCCGAACGAACTGCTGAATAGCCTTGCTGCCGTT 
GluMetLeuIleAlaAspGlyIleAspPrOAsnGluLeuLeuAsnSerLeuAlaAlaVal 

550 560 570 580 590 600 
AAATCTGGCACCAAAGCTAAACGTGCTCAGCGTCCGGCAAAATATAGCTACGTTGACGAA 
LysSerGlyThrLysAlaLysArgAlaGlnArgProAlaLysTyrSerTyrValAspGlu 

~ 620 630 640 650 660 
AACGGtGAAACTAAAACCTGGACTGGCCAAGGCCGTACTCCAGCTGTAATCAAAAAAGCA 
AsnGlyGluThrLysThrTrpThrGlyGlnGlyArgThrProAlaYalIleLysLysAla 

670 680 690 700 710 720 
ATGGATGAGCAAGGTAAATCCCTCGACGATTTCCTGATCAAGCAATAATCTTTTGTAGAT 
MctAspGluGlnGlyLysScrLeuAspAspPhcLeullcLysGln**窓

730 740 750 760 770 780 
TGCACTTGCTTAAAATCCCGCCAGCGGCGGGATTTTTTATTGTCCGGTTTAAGACAATTT ー・岡田一一--，

790 800 
AATAAGAATAAGCTATAAAA 

B 
10 20 30 40 50 60 

4旦旦必TGCGCTTGATG江♀旦IGCAGAATGAGCAAAG品工AACGCGGGCTAAATTTGCA
Sall -35 .-10 

70 80 90 100 110 120 
TTACCTGCTAATGTCGGCTGGTGGTACTATCGTCGCCATTCGTATAAGTAATTGTCTTAA 

130 1~0 150 160 170 180 
TTATGCTAACTCGCCTCCTTTTCAGAACTTAGCCCCTTCGGGGTGCTGATATACTGGGAT 

190 200 210 220 230 240 
GCGATACAGAAATATGAACACGTTCAAAACACGAACAGTCCAQ♀企♀AATTTAAATGGCTG

SD MctAlaA 

250 260 270 280 290 300 
CCATTAATACGAAAGTCAAAAAAGCCGTTATCCCCGTTGCGGGATTAGGAACCAGGATGT 
lalleAsnThrLysValLysLysAlaValllcProValAlaGlyLcuGlyThrArgMctL 

310 320 330 340 350 360 
TGCCGGCGACGAAAGCCATCCCGAAAGAGATGCTGCCACTTGTCGATAAGCCATTAATTC 
euPrOAlaThrLysAlaIleProLysGluMctLeuProLeuValAspLysProLeuIlcG 

370 380 390 400 410 420 
AATACGTCGTGAATGAATGTATTGCGGCTGGCATTACTGAAATTGTGCTGGTTACACACT 
lnTyrValValAsnGluCysIleAlaAlaGlyIleThrGluIleValLcuValThrHisS 

430 440 450 460 470 480 
CATCTAAAAACTCTATTGAAAACCACTTTGATACCAGTTTTGAACTGGAAGCAATGCTGG 
erSerLysAsnSerIleGluAsnHisPheAspThrScrPheGluLeuGluAlaMetLeuG 

490 500 510 520 530 540 
AAAAACGTGTAAAACGTCAACTGCTTGATGAAGTGCAGTCTATTTGTCCACCGCACGTGA 
luLysArgValLysArgGlnLeuLeuAspGluValGlnSerIleCysProProHisValT 

550 560 570 580 590 ~ 600 
CTATTATGCAAGTTCGTCAGGGTCTGGCGAAAGGCCTGGGACACGCGGTATTGTGTGCTC 
hrIleMetGlnValArgGlnG1YLeuAlaLysGlyLeuGlyHisAlaValLeuCysAlaH 

610 620 630 640 650 660 
ACCCGGTAGTGGGTGATGAACCGGTAGCTGTTATTTTGCCTGATGTTATTCTGGATGAAT 
isProValValGlyAspGluProValAlaVallleLeuProAspValIleLeuAspGluT 

670 680 690 700 710 720 
ATGAATCCGATTTGTCACAGGATAACCTGGCAGAGATGATCCGCCGCTTTGATGAAACGG 
yrGluSerAspLcuSerGlnAspAsnLcuAlaGluMetIlcArgArgPheAspGluThrG 

730 740 750 760 770 780 
GTCATAGCCAGATCATGGTTGAACCGGTTGCTGATGTGACCGCATATGGCGTTGTGGATT 
lyllisSerGlnllcMctValGluProValAlaAspValThrAlaTyrGlyValValAspC 

790 800 810 820 830 840 
GCAAAGGCGTTGAATTAGCGCCGGGTGAAAGCGTACCGATGGTTGGTGTGGTAGAAAAAC 
ysLysGlyValGluLeuAlaProGlyGluScrValProMctValGlyValValGluLysP 

850 860 870 880 890 900 
CGAAAGCGGATGTTGCGCCGTCTAATCTCGCTATTGTGGGTCGTTACGTACTTAGCGCGG 
roLysAlaAspValAlaProSerA、nLeuAlalleValGlyArgTyrValLcuSerAlaA

910 920 930 940 950 960 
ATATTTGGCCGTTGCTGGCAAAAACCCCTCCGGGAGCTGGTGATGAAATTCAGCTCACCG 
spIleTrpProLeuLeuAlaLysThrProProGlyAlaGlyAspGluIleGlnLeuThrA 

970 980 990 1000 1010 1020 
ACGCAATTGATATGCTGATCGAAAAAGAAACGGTGGAAGCCTATCATATGAAAGGGAAGA 
spAlaIlcAspMetLcuIlcGluLysGluThrValGluAlaTyrHisMctLysGlyLysS 

1030 1040 1050 1060 1070 1080 
GCCATGACTGCGGTAATAAATTAGGTTACATGCAGGCCTTCGTTGAATACGGTATTCGTC 
erHisAspCysGlyAsnLysLeuGlyTyrMetGlnAlaPheValGluTyrGlylleArgH 
¥ノ

1090 1100 1110 1120 1130 1140 
ATAACACCCTTGGCACGGAATTTAAAGCCTGGCTTGAAGAAGAGATGGGCATTAAGAAGT 
isAsnThrLcuGlyThrGluPhcLysAlaTrpLcuGluGluGluMetGlyIleLysLys* 

1150 1160 1170 1180 1190 1200 
AACATCCGTATCGGTGTTATCCACGAAACGGCGTTGAGCAATCGACGCCGTTTTTTTATA 
** 

ーー一ーー一一一--r 守一一ー一一ー一一ー

1210 1220 1230 1240 1250 
GCTTATTCTTATTAAATTGTCTTAAACCGGACAATAAAAAATCCCGCCGC 



msyA is an E. col/ hlstone-I/ke proteln・H-NS.
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図 2 1 msyAをコードする ORFの決定

A;サプクローニングしたプラスミドの抑制活性

Pは各転写単位のプロモーターを、 stemand loopの記号は ρ-非依存性

ターミネーターを表わす。各プラスミドの抑制活性の有無を図の右に表示

した。

B; OmpAのプロセシング

各プラスミドを保持した IQ85(secY24 )株を 30
0
Cで培養後、 42

0
Cに温度シ

フトしてから 2時間後に 2分間のパルスラベルを行なった。標識されたタン

パク質は抗OmpA抗血清を用いた抗体沈演後、 SDS-PAGE'オートラジオグラフ

ィーで分析した。
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図22 lDsyA領域を持つプラス ミ ドを用いた invitroタンパク質合成

pKY185. pKY186 (図 19参照) ・ベクタ-pKY184のDNA1μgをAmersha叫土の in

vitro発現キットを用いて転写 ・翻訳させた。タンパク質は [35S]メチオニン

を用いて標識し、 15%acry1amide-O.12% bis-13.5mM NaCl温度のSDS-PAGE.
オートラジオグラフィーで検出した。 pBlaは、ベクタ ー由来のBla前駆体タンパ

ク質を表わす。
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以上の 2つの ORFが実際にタンパク質に翻訳されることを、 invitro転写・翻訳系を

用いて確認した。 pKY185・pKY186を鋳型として転写・翻訳させると、ベクタ ー 由来の

Bla前駆体の他に約45kdと約 15kdのバンドが確認できる(図 22) 0 15kdのバンドはH-

NSの分子量によく一致するが、 45kdの方は予想される分子量 33kdよりもかなり移動度が

小さい(見かけの分子量が大きい)。またこのバンドの移動度は使用するゲル温度によ

っても変化し、 10%Laemmliゲルでは約40kdの移動度を示す(データは省略)。この移動

度の異常は、 33kdタンパク質が荷電したアミノ酸残基に富むことによると考えられる

(後述) 0 pKY185に比べて pKY186の場合の方が翻訳量が多いことは、 pKY186ではベク

ター上の la.cプロモーターからの転写の流れ込みと 33kdタンパク質の転写方向が一致し

ている事実とよく符合する。これらのバンドは2つのORFからの翻訳産物であると考えて

よい。

次に 33kdタンパク質と H-NSの どちらがmsyAであるのかを検証した。プラスミド

pMSY1205はH-NSのみを持つプラスミドで、 IQ85株の高温での増殖・分泊能を抑制できる

のに対し、 H-NSのカルボキシル末端側を削除すると抑制活性は失われる(図 21 A，B) 。

また塩基配列決定のために作製したpMSY535・536・537の抑制活性を調べると、 pMSY535

のみが IQ85株の高温での増殖を回復させた(図 21 A) 。これらのプラスミドはいずれ

も33kdタンパク質を正常に持つが、 pMSY536・537ではH-NSのプロモーターを欠いている

か(pMSY536) 、構造遺伝子のアミノ末端まで欠いている(pMSY537) 。以上の結果から、

msyAはH-NSの遺伝子であることが結論できる。

第 5節 msyB遺伝子の同定・塩基配列の決定

msyBをコードする DNA領域を決定するため、 3.3kbのDNA断片をサプクローニングし、

Sa.u3AI -EcoRIの約2.7kbに増殖レベルでの抑制活性があることを確かめた(図 23 A) 。

この領域が大腸菌染色体上23分に位置することを確認するため、 XhoI-BstEII約 O.8kbの

DNA断片をプロープとして Kohara整列ファージクローンとのフィルターハイプリダイ

ゼーシヨンを行なったところ、この位置をカバーするファージクローン 232と233でのみ
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図 23 IDsyB領域の決定

A;サプクローニングした各プラスミドが持つDNA領域を矢印の長さで表わす。矢印

の向きはベクター由来の lacプロモーターの転写方向を示す。各プラスミドの抑

制活性を右に表示した。 Koharaらによる染色体制限酵素地図の下に示した太い線

は、該当部分のDNAを保持する整列ファージクローンである。

B; sequencing strategy 

・印は合成プライマーを、矢印の向きは sequencing反応の向きを表わす。

232 

図 24 Kohara整列ファージクローンを用いたフィルタ ーハイプリ ダイゼーション

XhoI -BstEII約O.8kbのDNA(図 23参照)をプロープとしてフィルターハイプリ

ダイゼーションを行なった(方法については第 3章に詳述)。
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陽性のシグナルが検出された(図 23 Aと図 24) 。この 2.7kbのDNA断片をpKY184に再

クローニングして、サプクローニングと合成プライマーを用いて塩基配列を決定した(

sequencing strategyは図 23 B) 。その結果、この領域から 2つの完全な ORFと、それ

らの 5'側上流に不完全な ORF(カルボキシル末端側に相当)が見い出された(図 25 )。

2つの完全な ORF( 5'側から順番に ORF1，ORF2と命名した)の上涜にはプロモータ一様

の配列が、下流には ρ一非依存性ターミネーターとなり得る配列が存在するため、これ

らはオペロン構造をとっているものと考えられる。 ORF1と不完全ORFとの聞にはニ ヶ所

に invertedrepeatが存在する。 ORF1はアミノ酸残基数408(分子量44kd) の疎水性の

強いタンパク質をコードし、このタンパク質はハイドロパシー解析(Kyte-Dooli ttle 

の方法 76)による) ・膜貫通部位の検索(Klein-Kanehisaのプログラム 77)による)か

ら、 10ヶ所の膜貫通部位を持つ内膜タンパク質であることが予測できる(図 26 )。た

だし正の電荷を持つアミノ酸残基が膜の内側に来るようにモデルを考えると 78)、10ケ

所の内の 2ヶ所は実際には膜貫通部位としては機能していない可能性がある。タンパク

質データベースの検索では、 ORF1は大腸菌のトランスポゾン Tnl0やプラスミド pBR322

由来のテトラサイクリン耐性遺伝子産物とホモロジーを示す。 ORF2はアミノ酸残基数

124 (分子量 14kd) のうち、グルタミン酸が24、アスパラギン酸が 14も含まれるのに対

し、塩基性残基(リジン・アルギニン)は合計5個と、強い酸性タンパク質をコードす

る。不完全 ORFとORF2はともにデータベースの検索からは有意にホモロジーのあるタン

パク質は見い出せなかった。これらの ORFの転写方向は、 pMSY7上ではベクター側の la.c

プロモーターの方向と一致している。

msyBがORF1とORF2のどちらであるかを検証するため、様々なサプクローニングを行

い、 IQ85株の増殖と分泌欠損の抑制活性を調べた。両ORFを正常に持ちながらもターミ

ネーター配列を欠いたプラスミド pMSY702は抑制活性がなく、オペロン下流の構進が重

要であることを示唆する(図 27 )。正常レベルの発現量を保つためには下流領域の存

在が必要である例は、幾つかの遺伝子で知られている 79-81)。さらにORF1とORF2を単独

に持つどのプラスミドでも増殖レベルでの抑制活性は見い出せず、 ORF1とORF2の両方が

必要ではないかという疑いが出てきた。ところがこれらの形質転換株の分訟能を調べる

と、増殖レベルでは抑制活性がみられなかったものの中に、顕著に分法能が回復してい
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1350 1360 1370 1380 

、TCCAATCCCACCCĈ ^̂ ĈATCCTCATTACAGCGCTG
;pAqli IcC1yProC1ul.yぉ1l c1.clIl 1 (~Th rA 1..l.clI 

1410 1420 1430 1440 
'CCĈ  ̂TGTCTT ACGTTCAGACGCCATTGCAACTTGGG 
1cl'roMclScrTyrVa1G1nThrl'rol.cuG1nl.cuG1y 

1470 1480 14日() 1 f)()() 
;CGCCGATGGγGCAC'I・ACTCCCC(jCC(j'l・ACA<jACAC'I'Cj
I1lA1aAぉpG1yA 1 al.clIl.clIl'roA 1 aVa IC 11¥'1・hrl.eu

1530 1540 15f，O 15(;0 
¥CATCGCCGGGCGTATCTfCAGC'IγrA'1γr̂ ĈCAATCCiγTγ'1γ r . 
1nl1cAlnGlyAr日Ilclド'hcScrTyrA鈍n【G1nSむrlド'hc3 

1590 1600 IlilO IG?O 
jACCA'I・TGATGGGAGCAGCGAl・'1・1・CAGCĜ (̂;TACCi(j・I・
1 yl' rol.cuMc lG 1 yA 1 aA 1 a 1 1 cS(~ rA 1 a 日̂H・I・yrG1y

1650 1660 lli70 IG80 1 
，:CGC'Iγ'C;(;(じ;【ciγTAGTGγl'γn・A'I・TCAACCjCAC;'1・c・1・Al・'1・CA・1・CjCi

Ir̂ laG1yVIlIVll11.cul'hcAぉnAInVa 1'1・y，'S ，~ rT rド

1710 1720 1730 1740 
1・ACCCCAGGTATCĜ Ĉ'I・CAl・'1'1'1"1・C(iC(;TI"1・CA'I・AC・I・
lcPro(;lnVa1ScrAsn本志*

f-、 1770 1780 1790 1800 
rCCTfTTCCCTGAAACCTCATCAACTCAAAGGGAGAAT 

so 
1830 1840 1自50 --.d60 

:TTGAACAAGCCATTCACCCTCCACCCGAACAATf・l・C1'
，ouG 111G 111A 1 a ( 1 cAspA 1 aA 1 aArl:G 1 u(i 1 ul'hcl.口

1890 1900 1910 1nO 
~CCCAAGAT(;CGA^1'CTGCA ACAGl・TC^^TGCCCMM

l̂nGluASp̂ loAsnVaIGlnG1nl'hcASr1A1aG1nl.y 

1950 1960 1970 1980 
T̂CATGTGCCAAGTTGACTTrTrTGCCCACGAACCCGA 

11cMcLTrpClnValCluPhcPhcAlaAspGluGlyCl 

2010 2020 2030 2040 
CTTAGCGGTGAAGCCGCGCAAACTCTTTTTGATGCCCA 
I.cuScrClyClû laAlaClnScrVnlPhcAspClyAs 

2070 2080 2090 2100 
図 25 msyB領域の DNA塩 基配列 CACGAGTGGCAGGAAGAGAATACATl'̂ CATCAATGGGA 

C1nCIIITrpClnCluCluAsnThrl.cullisGJuTrpAs 
プロモータ ー配列(-35，-10) ・3

な制限酵素切断部位は図中に記した ωcaum1ぷ;ZGAAω目白川仰:;ロ
向かい合う矢印 は invertedrepeatl'l'oProl.cuAsp・fhrGJuGluG1yAruAluAlnAlaAs

を示す。不完全ORFとORF1・ ORF2の抗 2190 2200 2210 2220 

定 されるアミノ酸配列 は塩基配列の C'叩 A川T川刈A刈C(iGCCCA'川川T叩‘℃川GωA'川川T叩rcωAA'川川'(γ('C引'1叩l

に記 して ある。
2250 2260 2270 2280 

TGCCAGATCAAGGATCGTGACA'・AAC【;CCAGGCGGAGT

2310 2320 2330 2340 
GGGATAA・I・A・rTCG・I・TGCCATGCCCC'I・GCCCCGG'I・A・1・AG

2370 2380 2390 2400 
GCCACTCAGCAAGG'I・CACCA'I・GA'I・GC・I・CACCACAATTA

BstEIJ 
2430 ι'.・.v 2450 2460 

TAAAAAAATACCGCCATAACCCCGGTAT'fTTTATTCGC 
一一一一ー-r ...... 一一一一ー

2490 2500 2510 2520 
CGTGAACGCCTTATCCGACCCACAAAGTCTTCCAAAAl・

2550 2560 2570 2580 
AGGCCTGATAAGCCTAGCGCATCAGGCAACTACGTTTT 

2610 2620 2630 2640 
TACGCAATCCCAGTGCATTGAGCTTTATCCCTTCGTAA 
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図 25 msyB領域のDNA塩基配列

プロモーター配列(ー35，-10) ・主

な制限酵素切断部位は図中に記した。

向かい合う矢印は invertedrepeat 

を示す。不完全ORFとORFl • ORF2の推

定されるアミ ノ酸配列 は塩基配列の下

に言己しである。
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10 20 30 ~O 50 60 
CATCATCATTACGCCCCGCGCTCAAGCGTTTTCGTCCCGTTGTTTGCCGTTCAGCACGCT 
AspllisAspTyrGlyProArgScrScrVa 1 PhcVa 1 Prol.cuPhĉ  1 aVa IG 1 uG 1 n̂  1:. 

70 80 90 100 110 120 
GCĜ CĈ CĜ CCGĜ ĈCTCĜ TGCTGGĈ CGĜ TGTCCGGCGĈ TGTCTGGTGCCCTTC 
l̂aThrThrThrGlyThrTrpMctLcû lâ rgMctScrClyAI凡Cyぉ[.cuVall'rol'hc

130 140 150 160 170 180 
G1"I・CĈ CGCCCT̂ ĜCĈ Ĝ TGGĈ ^̂ GCGT̂ TĈ T̂TĜ TT̂ TGC'I・GCCGCĈ Ĝ CTGT
Va 11' rô  rl~^ rl:l.ysP roA!: pC 1 yl.ysG 1 yTy rG 1 n[.C¥l 1 1 cMc t[.cul' rol' roGI ¥lCy只

190 200 210 220 230 240 
TCTCCCCĈ CTGGATĜ TCCCĈ ^̂ CT̂ CCGCCCCGTGGATĜ Ĉ̂ ^̂ CTGGTCĈ ^̂ ^̂  
ScrProl'roLcû sp̂ sp̂ laGluThrThr̂ laAlaTrpMct̂ snLysVaIValCluLys 

250 260 270 280 290 300 
TGĈ TĈ TĜ TGGĈ CĈ Ĝ CĈ GT̂ T̂ TCTCGTT̂ Ĉ CCCTCGCTTTÂ ^̂ Ĉ CCCCCG 
Cys 11 cMc tMc t̂  1 al' roC 1 uG 1 nTy rMc ¥. T rp[.cull i ŝ  rĝ  rgPhc[.ysTh r̂  rgl' ro 

310 320 330 3"0 350 360 
G^^CGCGTTCCTTC^CGCT^TT^^^TCTCCCATGCCGG^T~TTC^C^^TG弘4旦辺♀
GII1GlyVall'roScr̂ rgTyr*窓念

370 380 390 400 410 420 
旦 T̂ CĈ Ĉ CĈ ÂTCCCCCTĜ TTT̂ GCĜ T̂ ^̂ ĜCTCTC1'GGA工工豆亙豆百CCTCĈ

-35 
430 ，， ~O "50 "60 ・IIV "80 

^GTCGGCCGC^T^心~^CTCTGCTT^TCTTTTCTTCTT^TGTTC^CCGCGCCTGGCGCAC

"90 -10 ORF1 510 520 530 5~0 
Ĉ Ĉ̂ GCGGATTGCT̂ TGTĈ CCCTGTĜ Â̂1'Ĝ Ĉ CCCCT̂ TÂ ĈTGGAÂ CGÂ AC 

SD MctSerProCysGlû sn̂ spThrProllĉ snTrpLyŝ rĝ sn 

550 560 570 580 590 600 
CTĜ TCCTCCCCTGGCT̂ GGCTGTTTTCTT̂ CCGGTGCCGCCTTĈ GTCTGGTÂ TGCCC 
I.clll 1 cVa 1 ̂ I aT rpl，CllG 1 yCysPhc LCllTh rG 1 ŷ  1 â  1 aPhcSc rLcuVa 1 Mc t.P ro 

610 620 630 640 650 660 
TTCTT ̂CCCC'1・CT̂ CGTTĜ GĈ GCTTCGCCTT̂ CCGGTĈ CTCCGCCCTĜ T̂ATCTGG
PhcLcul'roLcuTyrValGluGlnLcuGlyVaIThrGlyHisSer̂ laLcll̂ snMct.Trp 

670 680 690 700 710 720 
1・CCGCT̂ TTCTC17Ĉ GCATT̂ Ĉ TTT17̂ TT1'TCCGCĈ TCGCCTĈ CCC1'TTTGGCGl
ScrGlyllcValPhcScrllcThrPhcLcuPhcScr̂ lallĉ laScrProPhcTrpGly 

730 740 750 760 770 780 
GĜ CTCGCCĜ CCGT̂ Â GGCCĜ ^̂ ĈTĈ TGCT̂ TT̂ CGCTCTGCCCTCGGĈ TCGGC 
ClyLcû lâ sp̂ rgLysGlŷ rgLysLcuMct.LcuLcuArgScrAlaLcuGlyMctGly 

790 800 810 820 830 840 
T̂CCTĜ TGGTCTTĜ1'CCGCC1'GCĈ Ĉ ^̂ T̂̂ TCTGGĈ CTTTTTĈ1'CC1'CCCCGCG 

IlcVaIMct.ValLcuMctGlyl.cû lnGlnAsnllcTrpGlnPhcLcul IcLcuArĝ la 

850 860 870 880 890 900 
CTTCTTGGGTT̂ CTTGGCGĜ TTTGTCCCĈ ACGCT̂ T̂GCTCTT̂ TCGCĈ Ĉ Ĉ ĈT̂  
LcuLcuGlyLcul.cuGlyGlyl'hcVaIPrô sn̂ laAsn̂ la!.cllllĉ laThrGlnVal 

910 920 930 940 950 960 
CCGCGT̂ T̂̂ ^̂ ĜCGGCTGCGCCCTGGGT̂ CGCTCTCĈ Ĉ GGCGCCCTT̂ GTGGl・CCG
Prô rgAsnLysSerGlyTrp̂ laLcuGlyThrLcuScrThrGlyGlyVaIScrGlŷ la 

970 980 990 1000 1010 1020 
TTGCTCGGCCĈ T̂GGCTGGCGGCCTCCTCGCCCAT̂ GC・I・̂CGGC'1・T̂CG'I・CCGGl・̂T'I・c
LcuLeuGlyProMct̂ laGlyGlyLcuLcû lâ spScrTyrGlyLcû rgl'roVall'h巴

1030 1040 1050 1060 1070 1080 
TTT̂ TT̂ CCGCĈ GTGTGCTĈ T̂ CTCTGCTTTTTCGTĈ CCCTG1'TTTCĈ '1・Ĉ Ĝ Ĝ ^
l'hellcThr̂ laScrValLcul!cLcllCysPhcPhcValThrLcuPhcCysllĉ rgGllI 

1090 1100 1110 1120 1130 1140 
^̂ T̂TCĈ GCCGC1'Ĉ GĈ ^̂ ^̂ Ĝ̂ Ĝ TCCTGĈ Ĉ TGCGGGÂ GTGGTĜ Ĉ TĈ CTT 
LysPh巴GlnProValScrl.ys!.ysGluMct!.cuHisNct̂rgGllIVaIV九 IThrSC!rl.口H

1150 1160 1170 1180 II!)O 1200 
^̂ ^̂ ĈCCĈ ^̂ CTGGT̂ CTĈ CCCTGl・TTGTĈ CT̂ CGTT̂ T̂Ĉ TCĈ GGTCGCĜ CG
Lyŝ snP rol.ysLclJVa 1 L.cuSc rl.cu PhcVa 1 1'h rTh rl.clJ 1 1 c 1 1 cG 1 nVa 1 ̂ 1;ピl・hr

1210 1220 1230 12"0 1250 1260 
GGC1'Ĉ T̂'rCCCCCĈl・TCTĜ CGCTGT̂ TGTCCGCĜ ĈTGGCGGσl・̂ ĈG・I・Ĉ G・I・̂ Ĉ
GlySc r 1 lĉ  1 aP ro 11 cl.cuThrLcuTy rVa 1 ̂rgG 1111.cû 1 aC 1 ŷ snVa 1 So !'̂SI1 

1270 1280 1290 1300 1310 1320 
GTCGCCTTTATĈ GTGGĈ TĜ TCGCCTCCGTGCĈ GGCGTCGCGCC1'CTGCT̂ ĜTGĈ  
Val̂ laPhelleSerGlyMctllĉ laScrValProClyVa!̂ lâ laLcuLcuScr̂ la 

1330 13"0 1350 1360 1370 13HO 
CĈ CĜ CTCGGCAAACTTCGCĜ TCĈ l̂・CGĜ CCCĜ ^̂ Ĉ̂ TCC1'Ĝ T'1・̂Ĉ GCGC'I・G
P rô rgl.cuC 1 yLys[.cuC 1 ŷ spArg 11 cG 1 y P roG 1 u [.ys T 1 c'[.c¥l1 1 cTh r̂  1 al.ell 

1390 1"00 1410 1420 1"30 1""0 
T̂CTTTTCTGl'̂ CTGCTG1'TĜ 1'CCĈ 1̂'CTCTT̂ CCγfTĈ Ĉ CGCĈ1'TCĈ Ĉ・I・TGC;G

I lcPhcSc rVa 1 LcuLc¥lLcu 11 cProMc ¥.Sc rTy rVa 1 G 1 nTh rl' rol.clIC 1 n[.cuC; 1 y 

1"50 1"60 1470 1480 1"90 1:，00 
T̂'I"I・l'̂CCTTTT'1・1・GCTCCGTGCCGCCGATGGTGĈ CT̂ CTCCCCGCC(γI'̂ Ĉ Ĝ Ĉ C・I・G
Ilc[.cûrgl'hcL('uLcuGlŷ lâ lâ spGlŷ [品 [.c¥I[.eul'rô 1 aVa 1 G 1，，'1・hrl，t!1I

1510 Xhol1520 1530 1540 1550 15(;0 
TTGGTTT̂ Ĉ ĈTCĜ GĈ ĈĈ Ĝ l・CGCCGGGCC'I・̂TCTTĈ GCT̂ T̂ ĈĈ γ̂CG1'1"I・
LcuVa 1 Ty r̂ snSc rSc r̂ snG 1 n 1 1 ĉ  1 aG 1 ŷ  rg 1 1 cPhcSc rTy r̂ snG I"Sc rl'hc 

1570 1580 1590 1600 1610 1620 
CGTĜ T̂T'I・GGĈ ĈGTT̂ CCCĜ CĈ 'I・TĜ TGGĜ GCAGCĜ1'T1'Ĉ CCĜ Ĉγ̂ CC(;・l'
r̂ĝ spllcGlŷ snVnll・hrGlyProLcuMctGlŷ lâ lallcS口r̂ lâ 日，，'1・yrGly

1630 16"0 1650 1660 1670 ICiHO 
・I"I'ĈĜGCGGγ̂'I"I・TC・I・CG'I・Ĉ CCGC・I'(;CCG・I・̂G・I・G・I・'1・̂'[・1・Ĉ Ĉ(;Ĉ(;'1・(;'1・̂'I"I・Ĉ'I・(;G
Phc^q~^ I aVa Il'hcl.clIVa 1 Thr̂  1 aG I yVa 1 Va 1 [，clIl'hĉ sn̂  1 aVa 1'1・yr・Ser'l'rp 

1690 1700 1710 1720 1730 17"0 
^̂ Ĉ GTCT̂ CG1'CGTCGTCĜ AT̂ CCCĈ GGT̂ '・CĜ Ĉ・I・Ĝ'I・'1"1・1・1・CGCC・l'γl・Ĉ ・1・̂C・l'
ŝnScrl.cû rĝ rĝ rR̂ rgIlcl'roGlnValScrAsn**窓

1750 1760 1770 1780 1790 1800 
TGĈ ^̂ ĜCCĜ Ĝ T̂Ĉ GCT̂ TCCTT1'l・CCCTĜ ^̂ CCTĈTĈ Ĉl'Ĉ ^̂ GGGAĜ '̂1・

ORF2 1820 1830 18"0 1850 SD，e!60 
CGTĈ TĜ CĈ TGT̂ CGĈ ACCCTTĜ Ĝ̂ ĜCĈ T・1・Ĝ CGCTGĈ CGCĜ Ĝ̂ T̂T'I'C・I・

Mc¥. ThrMctTyr̂  I aThrl，clIG luG 11Î 1 al 1 cAsp̂  1礼^lâ rgCllIGI¥Iいhcl.日

1870 1880 1890 1900 1910 1920 
TGCAĜ Ĉ ĈCCCGGĈ TCĈ CGCCĜ Ĝ̂ TGCĜ T̂CTGĈ Ĉ̂ Gl・TĈ T̂GCCĈ Â ^
û  1 â spASnP roGl y 1 1 cAs p̂l aGII1ASp̂  1 â snVa 1 G 1 nGl nPhĉ sn̂  1 ;，G 1 nl.y 

1930 19"0 1950 1960 1970 1980 
1̂'̂ CGTTTTGĈ GĜ CGGCĜ Ĉ TĈ TGTGGĈ ĜTTĜ GT1-rTTTGCCĜ CĜ ĈGGĜ  
sTyrValLcuGln̂ spGlŷ splleMetTrpGlnVaIGlIIPhcPhĉ lâ spGluGlyGl 

1990 2000 2010 2020 2030 20~0 
Ĉ̂ ĜGTĜ T̂GTTT̂ CC'I'̂1'GCTT̂ GCCGTĜ AGCCGCGĈ ^̂ GTGTTTTTĜ TGGCGA 

uGluGlyGluCysLcIIProMct.LcuSerClyGlû lâ laGlnSerValPhĉ spGlŷ s 

2050 2060 2070 2080 2090 2100 
CTATĜ TĜ Ĝ T̂ Ĝ Ĝ T̂ CGCĈ GĜ GTGGCAGĜ Ĝ̂ Ĝ T̂̂ Ĉ TT̂ Ĉ TGÂ TGCĜ  
pTyr̂ spGlI111cGlullĉ rgGlnGIIITrpGlnGluGlû snThrLcullisGluTrp̂ s 

2110 2120 2130 2140 2150 2160 
CĜ GGGGGAATγTĈ GCTTĜ GCĈ CCGCTGĜ T̂ CCĜ CĈ ĜĈ CGCGĈ GĈ CCl・Ĝ
pGIIIGlyGluPhcGlnLcuGlIIProProLcû spThrGluGluGlŷ rĝ Jâ 1â lâ s 

2170 2180 2190 2200 2210 2220 
TĜ GTGGĜ TĜ ĈG・I・T̂ T̂Ĉ CTĈ 1'̂ CGGGCCATĜ TĜ T̂CTCĜ TCGGĈ GĈ G・I・A
pGIIITrp̂ spGlû rg*本 家

2230 2240 2250 2260 2270 2280 
ÂGT ̂TĈ ^̂ ^̂ CĈ Ĝ Ĝ Ĝ  ̂  TGGĈ Ĝ'I'CÂ GĜ  TCGTĜ Ĉ  '1・̂ ĈGCĈ GGCGĜ GT

2290 2300 2310 2320 2330 23"0 
Ĉ CGĈ Ĉ TCCĈ・I'TGĈ Ĉ CCGGĜ T̂ T̂̂ TTGGl・1・GCĈ TGCCCCTGCCCCGGγ̂ T̂ G

2350 2360 2370 2380 2390 2~00 

TGCĜ CT̂ ・̂1・Â γGC'I'GCĈ Ĉ GCĈ C・I・Ĉ GĈ ĜGTĈ CĈ TĜ'I'GC・I・Ĉ CĈ Ĉ T̂T̂

BslEII 
2410 2"20 2"30 ι・・・IV 2~50 2460 

^̂ CGĈ TTTĜ T̂ CCTCTTTCGT̂ ^̂ ^̂ ^̂ T̂ CCGGĈ T̂ ĈGCCGGTATTTTT̂ TTGGC 
・・・・・圃・ーーーーマ' 可ーーーーーーー-ー・

2470 2"80 2"90 2500 2510 2520 
1'CGTTGTTTTTGCCGĜ TGCGGCGTĜ ĈGCCTT̂ '・CCĜ CCĈ Ĉ ^̂ GTCTTGĈ ^̂ T̂

2530 25"0 2550 2560 2570 2580 
Ĉ T̂̂ ^̂ TTGCAGĈ ĈĜ TGT̂ GGCCTĈ TÂ GCGT̂ GCGĈ1'Ĉ GGĈ ĈT̂ CGTTTT 

2590 2600 2610 2620 2630 2640 
T̂ TTGCĜ ĜCCGĈ TCCGGTTT̂ CGĈ T̂CCĈ GTGĜ TTĈ GCTTT̂ TCCCTTCGT̂  ̂

2650 2660 2670 
T̂ ĈTCACCĈ TĈ Ĝ̂ T̂̂ TCTCTCCGCGĜ T̂TC 
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図26 ORFlのハイドロパシープロファイル

ORFlのアミノ酸配列を Kyte-Doolittleの方法で解析した。図の下に示した黒い

boxは、 Klein-Kanehisaのプログラムから膜質通部位と推定された箇所である。

(¥， 

Suppression 
BstEII Aatl EcoRI Bbill Xhol 

ORF1 E
一

Growth Secretion 

+ 十

十
十

1
1
1
1
1
1
1
1
1神
1
1
1

pMSY701 

pMSY702 

pMSY703 

pMSY704 n 

+ pMSY705 

ー__..JpMSY706 

図 27 msyBをコー ドするORFの決定

サプクローニングしたプラスミドが保持する DNA領域を矢印の長さで表わした。

図の右には各プラスミドの、増殖・分油各レベルでの抑制活性の有無を表示した。

矢印の向きは、ベクター由来の lacプロモーターからの転写方向を示す。 pMSY708

中にある星印はフレームシフトを表わす。
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図 28 msyB領域のサプクローニングプラスミドによる secY24変異の抑制活性

msyB領域のDNAをサプクローニングしたプラスミドによる IQ85( secY24 )株の

形質転換株をグリセロール最小培地中にて 30
0Cで培養し、 42

0Cに温度シフト後2時

間で 2分間のパルスラベルを行なった。標識された全タンパク質のパターン(上の

パネル)と抗体沈澱によるOmpAタンパク質(下のパネル)を SDS-PAGE'オートラジ

オグラフィーで検出した。上のパネル中の矢印は本文中の 25kdタンパク質を表わす。
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るものがあった。 2分間のパルスラベルを行い、 OmpAのプロセシングを調べると、

pMSY704による IQ85形質転換株では前駆体の蓄積が pMSY701レベルに減少している(図 2

8 )。このプラスミドはORF2を正常に持ち、 ORFlは大半を欠いている。 ORF2を欠いたプ

ラスミド(pMSY703・706・707) では分泊能の回復はみられない。さらに他の分泊タン

パク質MBPのプロセシングカイネティックスを調べても、同様の結果が得られた(図 2

9 )。以上の結果はmsyB遺伝子機能は ORF2にコードされることを示している。ただし

ORF1内のカルボキシル末端側にフレームシフトを導入したプラスミド pMSY708は、 ORF2

を正常に持ちながらも抑制活性が低い。この理由については考察で議論する。

以上の解析に用いたプラスミドの形質転換株の全タンパク質パターンを見ると、 ORF2

を完全に持つ pMSY7・701・702・704・705.708においては、約 25kdに相当する分子量の

バンドが現われている(図 28;矢印) 0 ORF2の分子量は DNA塩基配列からの予測では

14kdであり、これがORF2の産物であれば移動度が小さすぎる。しかし ORF2がコードする

タンパク質は酸性度が大きく、 SDSの結合が悪いと考えれば説明可能であろう(後述)。

pMSY702や pMSY708による形質転換株ではこのバンドが減少していることは ρー非依存性

ターミネーターを失ったためにメッセンジャー RNAが不安定化した(pMSY702) 、ないし

はフレームシフトによって上流の ORFlの翻訳が途中で停止したことによる極性効果が起

こった(pMSY708) と考えればうまく説明できる。 pMSY708の場合、フレームシフトによ

って ORF1の翻訳は通常よりも“アミノ酸短い段階で停止する。

('， 図 29 MBPのプロセシング

カイネティックス

プラスミド pMSY701，702，704，

707，pN01575Hをそれぞれ保持し

た IQ85(secY24 )株をグリセ

ロール最小培地中にて 30
0Cで培

養し、 42
0Cに温度シフト後 2時

間自に 30秒間のパルスラベルと

それに引き続くチェイスを行な

う。各サンプルは抗MBP抗血清

を用いた抗体沈澱後、 SDS-PAGE.

オートラジオグラフィーで分析

した。グラフはデンシトメータ

ーによる定量から算出したプロ

セシングの割合をプロットした

ものである。
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第 6節 熱ショックタンパク質HtpGの過剰生産によるサプレッション

pMSY3はクローン化された DNA断片中に htpG遺伝子を含み、 htpGの下涜にはアデニル

酸キナーゼの遺伝子 (adk)が続く(図 30) 66) 0 h t pGのみをサプクローニングした

プラスミド pMSY301を構築し、その抑制活性を調べた。 pMSY301はpMSY3と異なり、 htpG

の転写方向がベクター上の lacプロモーターの転写方向と一致している。 pMSY301は、

グルコースを炭素源とした M9最小培地上で IQ85株の増殖を良化させるが、炭素源をグリ

セロールに変更すると生育が悪化する(表 4)。またグリセロール培地での増殖阻害は

野生株においても見られる。この結果から、 1) htpGがsecY24のマルチコピーサプレ

ッサーであること。 2)htpG自身のプロモ ーター(熱ショックプロモーター)に加え、

lacプロモ ーターからも発現を誘導すると、細胞増殖に悪影響を与えること、が示唆さ

れる。

表 4 htpGを持つプラスミドによる IQ85捺の増殖回復

プラスミド 30
0
C 

L 

420C 

M9Glu M9Gly L 

+ 

+ 

+ + 
+ 

pMSY3 

pMSY301 

pN01575H 

++++ 

++++ 

++++ (ー)a

a_ーーつぶれたようなコロニー

図 30 htpG領域の遺伝子構成

とプラスミド pMSY3，301の構成

各プラスミドが保持する DNA領域

を矢印の良さで表わす。 Placはlac

プロモーターを、 PHSはhtpGの熱

ショックプロモーターを示し、矢印

の向きは転写の向きに一致している。

pMSY3 

pMSY301 

55 
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ついで分泌レベルでの抑制活性がみられるかどうかを検証した 。pMSY3ないしは

pMSY301を保持する IQ85株を温度シフト後2時間自に 2分間のパルスラベルを行い、全タ

ンパク質のパタ ーンと OmpAのプロセシングを調べた。全タンパク質のパタ ーンを見ると、

pMSY301では HtpGの発現が炭素源に応じて上昇している(図 31 ;全タンパク質のパ

ターン;レ ーン3，4) 0 pMSY3でも同様に HtpGの発現量が増しているが、 pMSY301程では

ない。また pMSY301では前駆体OmpA量が減少しており、特にグリセロ ールを炭素源とし

た場合に著しい(OmpA抗体沈演のパターン;レーン 3，4) 。明らかに HtpGの発現量と分

泌能の回復の聞には正の相闘がみられる。
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図31 HtpGの過剰生産によ るsecY24変異採の分益活性の影響

pMSY3 (レーン 1，2) ，pMSY301 (レーン 3，4) ，pN01575H (レーンム6) をそれぞれ

保持 した IQ85(secY24 )株を、グルコース最小培地(奇数レーン)ないしはグリ

セロール最小培地(偶数レーン)にて 30
0

Cで培養し、 42
0

Cに温度シフト後2時間目

に2分間のパルスラベルを行なった。標識された全タンパク質(上のパネル)ない

しは抗体沈澱による OmpAタンパク質のパターン(下のパネル)を示す。 HtpGタンパ

ク質・前駆体(p) および成熟体 (m) OmpAの位置は図中 に表示した。
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第 1節 H-NSによる secY変異の抑制機構

msyA遺伝子は大腸菌中性ヒストン様タンパク質H-NSをコードする事が明かとなった。

H世 NSは初め、大腸菌の染色体DNAと強く結合し、クロマチン構造を構成するタンパク質

として同定された 82-85)。この一年間、 H-NSに関する遺伝学的・生化学的解析の結果報

告があいつぎ、このタンパク質が大腸菌のグローパルな遺伝子発現制御に関与する可能

性が示唆されている。以前から大腸菌染色体上27.5分には、 bglY86)・cur87) ・pi1G

88)・osmZ89) ・virR90) 等の変異が位置づけられてきた。例えば bglY変異は、 βー

グルコシド代謝に関する遺伝子群の発現を誘導する変異(大腸菌ト12野生株では通常こ

の遺伝子群は転写されない) 86)として、 osmZ変異は、 proU遺伝子の発現に関係する

変異 89)として同定されたものである。本研究遂行中、 Uhlinらのグループはこうした変

異に加えて、大腸菌papオベロン(繊毛遺伝子オペロン)の温度依存的発現がこの位置

に起こった変異 drdXによって影響を受けること、さらに塩基配列レベルでの解析から

drdXはH-NSをコードする遺伝子に生じた変異であることを明らかにした 75)。彼らは

drdX変異株が bglY変異と同じ表現型 (β ーグルコシドを炭素源として利用できる)を

示すことを述べ、 H-NSタンパク質が遺伝子の発現を抑制する"サイレンサー"機能を持

っているという解釈を下している。 osmZ変異に対してもこれがH-NSの遺伝子であること

が最近報告されている 91，92)0 osmZ変異の場合には、 proU遺伝子の発現が上昇するだ

けでなく、外膜タンパク質OmpFの発現は逆に低下しており 89)、H-NSの機能回害に伴う"

サイレンサー"機能の消失といった単純な解釈では不十分である。 HigginsらはosmZ変

異株ではDNAの負の超らせんの量が増加していることから、 H-NSタンパク質がDNAのトポ

ロジーを調節することで遺伝子の発現を制御しているという解釈を行なっている 91)。

こうした遺伝学的解析とは別に、子NSが湾曲DNA(curved DNA ないしは bent DNA) に

対して特異的に結合できるとの報告 93)がなされた。 DNAの特異的な配列に起因する湾曲

58 



('. 

構造は遺伝子発現の制御領域にしばしば見いだされ、転写レベルでの発現調節に関与す

る例 94，95)が知られている。以上の報告は、 H-NSタンパク質が何らかの機構で転写活性

を制御し得る因子であることを示唆している。

ではH-NSプラスミドによる secY変異の抑制機構はどのようなものだと考えられるだ

ろうか。 一般論として、マルチコピーサプレッサーによる抑制機構の可能性としては、

1 ) SecYを必要としない分泌のバイパスルートを形成する、 2)温度上昇により変異

SecYとの物理的相互作用を回復する、 3)変異SecYタンパク質の機能安定化を図る、 4) 

タンパク質合成レートを低下させることで分泊活性を見かけ上回復させる、等が考えら

れる。 msyAの抑制活性は secYミスセンス変異に限られているので、 msyA の抑制には

SecYタンパク質自体が必要である、すなわち 1)の可能性は考えにくいことがわかる。

また H-NSが DNA結合タンパク質であることから、これがSecYと直接相互作用する可能性

は低い。また変異株の成長速度に遅れはみられないことから、 4)の可能性はないだろ

う。最近の H-NSに関する報告から考えて、 msyAは他の遺伝子産物、例えば SecYと直接

相互作用するタンパク質や、シャペロン機能を持つタンパク質の発現を変化させること

で、間接的に抑制を行なっているのではないかと考えられる。また H-NSの増加が遺伝子

発現の抑止の方向に働く場合には、分溢を抑制的に制御している因子の発現を抑える可

能性も考えられる。

当初H-NSの遺伝子加s は、染色体上9.1分に位置すると報告された 74)が、我々の選択

では27.5分の領域からしかmsyA は分離できなかった。 drdX変異・ osmZ変異も同様に

27.5分に位置づけられている。 H-NS遺伝子が複数ある可能性もないではないが、おそら

く最初のマップ位置は間違っているのであろう。

第 2節 msyBの抑制機構

msyBは分子量 14kdの強酸性タンパク質をコードすると考えられる。 msyBの抑制活性

はsecY24変異に限って見られる。 2種の secYミスセンス変異のうち、 secY24変異は4
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番目の細胞質側ドメインに 1ヶ所 64)、secYI00変異は膜貫通領域とベリプラズムドメイ

ンに 3ヶ所位置づけられている 67) (図 32) 0 msyBが示す" allele特異性"から、

MsyBタンパク質がSecYの細胞質側ドメインと物理的相互作用を行なうことが考えられる。

SecYの細胞質側ドメインには正に荷電したアミノ酸残基が多くみられ、強い酸性タンパ

ク質である MsyBとの相互作用は考え易いだろう。このように、過剰生産されたMsyBタン

パク質がSecYと直接相互作用する可能性が考えられるが、 ト1syB自身分訟に関与するもの

であるのかはさらに追究する必要があるだろう。
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図 32 SecYタンパク質の膜配向モデルと突然変誕の位置

60 



n 

msyBの抑制活性は、 ORF2産物が充分に供給された場合に限って発揮されるのではな

いかと思われる。 ρー非依存性ターミネーターの削除した場合(pMSY702) や、上流遺伝

子の翻訳が途中で停止する場合(pMSY708) に抑制活性が消失するのは、 ORF2の発現が

いずれの場合においても低下するためと考えれば矛盾なく説明できる。またpMSY7の抑

制活性は培地へのグルコースの添加によって消失したが、ベクター上の lacプロモー

ターからの転写が誘導されない場合には、十分量のMsyBタンパク質が供給されないと考

えればつじつまは合う。また以下で述べるように SDS-PAGE上で検出される約25kdのタン

パク質がMsyBタンパク質であるとすれば、 pMSY702やpMSY708でこのバンドが減少してい

る事実と符合する。

我々はSDS-PAGEで検出された約25kdのバンドがmsyB遺伝子産物であろうと推定した。

この移動度は塩基配列から推定される分子量よりもかなり大きい。この移動度の異常は

msyAに隣合う "33kd"タンパク質についても観察された。両方のタンパク質について共

通する性質は、荷電したアミノ酸残基に富むということである。電荷に富むタンパク質

への SDSの結合は悪いであろうと予想される。実際、 FtsYタンパク質において酸性アミ

ノ酸残基に富む領域がSDS-PAGE上では移動度が極端に遅くなり、見かけ上 2倍以上の分

子量を与えることが報告されている 96)。

第 3節 熱ショックタンパク質の過剰生産による抑制

熱ショックタンパク質GroEは、他のタンパク質の正しいフォールディングや分子集合

を促進する機能(シャベロン機能)を持つと考えられている 97)0 GroEの過剰生産によ

って大腸菌やサルモネラ菌の様々な種類の温度感受性・低温感受性変異が抑制されるこ

と報告されている 37)が、この結果はGroEが変異タンパク質の高次構造を回復させたこ

とによると解釈されている。 GroEのマルチコピーサプレッションは分泊欠損変異 secA5l

に対しても観察されるが、この場合SecAタンパク質自身の高次構造か、 SecAと他の分治

関連因子聞の相互作用がGroEtこよって正常に回復していると考えられる。 VanDyk らは

GroE過剰生産によって secY24変異も抑制されると報告した 37)が、実際にはその抑制効
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果は低く、 secA51変異の場合と同列に論じることはできない。

我々の secY24変異に対するマルチコピーサプレッサーの選択では、 groELSのクロー

ンは分離されないかわりに、他の熱ショックタンパク質として知られる HtpGをコードす

るクローンが得られた。 HtpGは真核生物のHsp90ファミリーの大腸菌ホモログとして同

定されたタンパク質で、二量体構造をとることがわかっている 98)。細胞内の機能につ

いては、真核生物での研究において Hsp90がステロイドホルモンレセプター・アクチン

フィラメントと結合して、ホルモンのない条件下ではレセプターを細胞質にとどめてお

く機能があることが知られてきた 99)が、大腸菌の場合はあまり情報が無い。 htpG遺伝

子は増殖必須遺伝子ではなく、欠失変異株が作成されている。この株は野生型に比べて

生育が若干悪く、生育限界温度の上限が野生型より lOCばかり低いことが報告されてい

るに過ぎない 100)。また我々がhtpG欠失変異株を用いて調べたところ、分強活性自体

は正常であった(データは省略)。

HtpGのsecY24変異に対する抑制機構はGroEのsecA51変異に対する場合と同じように

考えられるかもしれない。もし HtpGがGroE同様のシャベロン機能を持っとすれば、 SecA

に対してはGroEが、 SecYに対してはHtpGが働くという特異性の違いがあるのかも知れな

い。

第 4節 マルチコピーサプレッサーに対する評価

secY24変異に対してはすでに Shibaらによって、 8種類の遺伝子外抑制変異 ssyA-H

のシリーズが分離されている 31，32)。これらのうち、 ssyF'Gはそれぞれリボソームタ

ンパク質 Sl・翻訳開始因子 IF2に起こった変異であることが証明されている 32，33)。ま

たssyEはspcオペロン内のリボソームタンパク質の変異である可能性が高い 32)。また

secA51変異に対して分離された遺伝子外抑制変異の中にもリボソームタンパク質815に

起こったもの (secC ) 28)、同L34に起こったもの (ssa.F ) 30)など、タンパク質合成

系の変異が目立つ。これらの抑制機構についてはよくわからないことが多い。タンパク

質合成阻害剤を用いた場合、 secA51変異の分泊欠損表現型が見かけ上抑制される例46)
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と同様に解釈する考えもある。 secY24変異に対する抑制変異ssyFやssyGはsecA51変

異に対しても部分的な抑制効果を発揮し 32)、secY変異に対して特異的というわけでも

ない。即断することはできないが、これら遺伝子外抑制変異によるサプレッションは、

タンパク質問の鍵と鍵穴式の相互作用を前提とした「古典的な 」抑制とは異なる機構に

よるものと考えられる。

我々が今回用いたマルチコピーサプレッサーの単離によって、これまで分離されてい

たsecA51変異や secY24変異に対する遺伝子外抑制変異とは全く異なる遺伝子を見いだ

すことができた。 secA51変異に対してはサプレッサーとしてはgroELS遺伝子が分離さ

れたのみで、これは VanDykらの報告 37)と合致する。また他の遺伝子が見い出せない

ことは、この選択によってはタンパク質合成レートの低下といった形で抑制する遺伝子

は分離できないことを示唆しているのではないだろうか。 secY24変異に対する選択で

は、 secY変異に特異的に働く (msyBはsecY24変異のみに)遺伝子が単離できた。こ

のうち msyA とhtpGは増殖必須遺伝子ではないことがわかっている 75，100)0 ssy変異

の単離では解析のし易さから高温感受性を抑制すると同時に低温感受性になるものが選

ばれており、仮にmsyAやhtpGに遺伝子外抑制変異が起こり得るとしても見いだせなか

ったのであろう。

我々の現時点、の解析結果では、マルチコピーサプレッサーの分離が当初の目標一分、泌

関連遺伝子・シャペロン因子の解析ーに対してどの程度の寄与をしたのかを判断するこ

とは難しい。 HtpGは熱ショックタンパク質であるということから、 GroEのようにシャペ

ロン機能を持つのではないかと推測されるが、結論するにはHtpGの働く他の例を探した

り、 in vitroでの効果を調べる必要があろう。 msyA はDNA結合タンパク質であること

から、直接分越経路にかかわる因子であるとは考えにくい。それに対し、 msyBは抑制

効果に"allele特異性"が見られることから、 SecYと直接相互作用する因子である可

能性がある。 msyBの機能に関してはさらに遺伝学的・生化学的解析を行なう必要があ

る。マルチコピーサプレツサーを用いた解析としては、出芽酵母 Saccharomyces

cerevisiaeの小胞体からゴルジ体への膜小胞輸送に関する変異sec12をマルチコピー

で抑制する遺伝子SARlの例が存在する 101)0 SARl遺伝子産物はそれ自体膜小胞輸送に

関与する因子であることがわかっている。マルチコピーサプレッサーの分離による解析
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は、その遺伝子解析が容易であるという利点もあり、関連遺伝子の網羅という意味で遺

伝子外抑制変異の分離と並んで用いられれば有効であり得る。作用機作についてはあら

ゆる可能性を考慮しなければならないことは変異解析一般についてあてはまることであ

るが、サプレッサーを用いた解析においては特に留意すべきである。
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多宮 3 :1:主主

1 )使用した大腸菌株

本オ来斗とヌ7主去

(第 1部)

一連の実験で用いた大腸菌株は、全て K-12株に由来する 。遺伝型は表 5にまとめた 。

CU171株は uncA401secY24二重変異株であり、ファ ー ジP1による形質導入法を用いて以

下のようにして構築した。 IQ85株を宿主として増殖させた P1virファ ー ジ溶液を AN120

株に感染させ、 25μg/mlのテトラサイクリンを含むL寒天培地上にまく。 300Cで保温し、

出現したテトラサイクリン耐性形質導入コロニーのうち、 42
0Cで増殖の悪化する高温感

受性のものを保存して使用した。

表 5 使用した大腸菌捺(第 2部で使用した捺も含む)

株

MC4100 

W31l0 

MM52 

IQ85 

KI330 

KI200 

遺伝型

F-ara.D !::. (argF-lac)U169 rpsL relA f1bB deoC 

ptsF rbsR 

F-

MC4100 secA51 (Ts) 

MC4100 zhd-33: :Tnl0 rpsE secY24(Ts) 

MC4100 zhd-33: :Tnl0 rpsE secYI00(Ts) 

MC4100 zhd-33: :Tnl0 rpsE rpl0215(am) 

(φ80 sus2 psulllts6) 

MC4100 secB::Tn5 

MC4100 secB7 malfC Tnl0 

argE3 thi-l str uncA401 

AN120 zhd-33: :Tnl0 rpsE secY24(Ts) 

MC4100 (malE-lacZ )hyb72-47 

文献

102) 

our stock 

103) 

64) 

67) 

68) 

56) 

56) 

44) 

This study 

104) 

CK1953 

MM150 

AN120 

CU171 

MM18 

MV1184 araム(lac-proAB) rpsL thi (φ80 lacZdM 15) !::. (str- 70) 

KI262 

CU193 

CU194 

recA)306: :Tnl0 /F'tra.D36 proA1r lacIQ lacZAM15 

ム(pro-lac) thi /F' lacIQ ZAM15 r pr.ゲ
MC4100 zba-315::KmR 

MC4100 zba-315::KmR ムhtpGl:: lacZ+ 
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2 )使用した培地、試薬

以下の組成の培地を用いた。なお、寒天培地の場合には寒天を1.2%になるよう加える。

最小培地(附培地) 105) 

Na2 HP04 O. 6% 

KH2P04 0.3% 

NaCl 0.05% 

NH4Cl 0.1% 

MgS04 1mM 

この他にビタミン B1を2μg/mlとなるように加える。炭素源としては 0.5%のグリセ

ロールを用い、 MBPを誘導する際にはマルトースを 0.5%となるように加えた。 [35S1メチ

オニンでのラベル実験の際にはメチオニンとシステインを除くアミノ酸を各20μg/ml加

える。抗生物質を用いる際にはアンピシリン(明治製菓)を 50μg/mlとなるように加え

。
た

P培地

Polypeptone 2% 

NaCl 0.5% 

1M NaOHを加えて pHを7.4に調整する。

L培地

('. 

Bacto tryptone (Difco Co.) 1% 

Yeast Extract (Difco Co.) 0.5% 

NaCl 0.5% 

1M NaOH を加えて pH を7.4に調整する。テトラサイクリンは 25μg/mlになるよう

に加える。

2xYT:f.:音土也

Bacto tryptone (Difco Co.) 1.6% 

Yeast Extract (Difco Co.) 1% 

NaCl 0.5% 

1M NaOHを加えて pHを7.6に調整する。

使用した試薬は明示しない限り NacalaiTesque .和光純薬各社のものを用いた。ま

た制限酵素・ DNA修飾酵素は宝酒造・東洋紡各社の製品を用いた。
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3 )形質導入 ・形質転換

P1形質導入はMillerの方法 105)による。プラスミドによる大腸菌の形質転換にはRbCl

法106)を用いた。

4 )パルスーチ ェイス ・分画実験・抗体沈演

大腸菌を 300Cで附最小培地中で培養する。 MBP合成を誘導する場合、培地に 0.5%のマ

ルトースを加える。対数増殖期の培養液 1.lmlを取り、 20μCiの [35S]メチオニンを加え、

パルスラベルする。 30秒後に非放射性のL甲メチオニンを 0.2mg/mlとなるように加え、チ

ェイスを開始する。この際必要であればCCCPを50μM、な いしはNaN3を3mMとなるように

同時に加える。チェイス 0，0.5， 1， 2， 4分ごとに 0.2mlの培養液を、砕いた氷のかけら

・クロラムフェニコール(O.lmg/ml最終濃度)・ CCCP( 50μM) . NaN3 (3mM)を含むエ

ツベンドルフチュープにサンプリングし、急冷すると同時に細胞の代甜等を停止させる。

以後の操作は 0-40Cで行なう。

遠心(10， OOOxg; 4分 )により細胞を集め、 0.2mlの10mMTris' Cl(pH8.0)緩衝液(

O.lmg/mlのクロラムフェニコールと 3mMNaN3を含む)に懸濁する。再び遠心し、細胞

を0.2mlの Spheroplastingbuffer (20% sucrose， 30mM Tris ・Cl(pH8.0)，O.lmg/ml 

クロラムフェニコール， 3mM NaNs )に 再懸濁する 。 1/10容量のリゾチーム(1mg/ml 

O.lM EDTA(pH7.5)溶液)を加え、。OCで30分置くことで細胞をスフェロプラスト化する。

遠心(10， 000 xg ; 10分)上澄み画分をペリプラズム分画として分離し、等量の 10%トリ

クロロ酢酸(TCA) を加えてタンパク質を洗潰させる。遠心沈澱物はスフエロプラスト

分画として、 0.2mlの10mMTris. Cl (pH8.0)緩衝液に懸濁後、同様に TCA洗演させる。

TCA沈漬物を遠心(10. OOOxg; 2分)によって集め、アセトン洗浄後(ベリプラズム分画

の場合にはアセトン洗浄の前に 5%TCAで一回洗う)、 30μ1の 1%SDS-50mMTris' 

Cl(pH8.0)-lmMEDTA溶液に懸濁し、 1000Cで3分間煮沸することでタンパク質を可溶化さ

せる。このタンパク質溶液に 33倍量の Lubrolbuffer (50mM Tris' Cl(pH8)ー0.15M

NaCI-0.1mM EDTA-0.1% Lubrol PX) を加え、遠心(10， OOOxg; 10分)で非特異的沈澱を

除いた後、抗血清と混ぜてどCで一晩放置する。抗原一抗体複合体を ProteinA を含む

Staphylococcus aureus死菌 (TheEnzyme Center， IgGsorb) に吸着させて遠心で回収
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し、洗浄の後に SDSsample buffer中で3分間煮沸して、 SDS-PAGE'オートラジオグラ

フィーまたはフルオログラフィーによって分離・検出した。

5 )トリプシン消化実験

M9最小培地で対数増殖させた大腸菌0.2mlを、 5μCiの [35S]メチオニンでパルスラベ

ルする。細胞は前述の操作でスフエロプラスト化する。スフエロプラスト分画は遠心に

よって集め、 0.6mlの Spheroplastingbuffer (10mM MgC12 を含む)に再懸濁する。

スフエロプラスト・ペリプラズム両分画を 3等分し、トリプシン (bovinetrypsin; 

Sigma Chemical CO.， type III) を100μg/mlとなるように加え(トリプシン処理しな

い場合には同容量の 10mMTris・Cl (pH8) を加える)、 OOCで1時間置く。反応後、

soybean trypsin inhibitor (Sigma Chemical Co.， 100μg/ml) . phenylmethylsul-

fonyl fluoride (PMSF; 1mM) . p-toluenesulfonyl-L-lysine chloromethylketone 

hydrochloride (TLCK; 3mM)をそれぞれ加えてトリプシンを失活させる。その後の抗

体沈積においても PMSFとTLCKを共存させ、操作中のタンパク質の消化を防ぐ。トリプシ

ン処理の際、必要な場合には非イオン性界面活性剤TritonX-100を1%温度となるよう加

える。

6 ) SDS-ポリアクリルアミド電気泳動(SDS-PAGE) 

SDS-PAGEはLaemmliの方法 107)とそれを改良した Itoの方法 69，108)による。特に明示

しない場合には 10%Laemmliゲルを用いである。泳動終了後、ゲルを脱色液(25%エタ

ノールー10%酢酸)に 30分間漫し、乾燥してから X線フィルム(富士フィルム)をあてて

オートラジオグラムをとる。増感する場合、脱色液による回定後に脱イオン水に 15分間

浸し、 1Mサリチル酸ナトリウム水溶液に 30分間浸して乾燥させ、フルオログラムをと

る109)。オートラジオグラム・フルオログラムの定量は Biomedlaser scanning den-

sitometerにかけて行なった。定量値のうち、前駆体タンパク質の値は成熟体に比べて

余分に存在するメチオニン残基数を考慮して補正してある。
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7 )ホルムアルデヒドを用いたクロスリンク実験

M9最小培地で対数増殖させた大腸菌培養液 1mlを50μCiの [35S]メチオニンで30秒間パ

ルスラベルする。ラベル後すぐに、培養液をあらかじめ氷冷したエツペンドルフチュー

プに移し、クロラムフェニコール(O.lmg/ml) とNaN3(3mM)で代謝反応を止める。チ

ェイスする場合は非放射性メチオニンを 0.2mg/mlとなるように加え、 10分間握とうした

後にサンプリングする。遠心(10， OOOxg; 1分)して細胞を集め、 1mlの KPibuffer ( 

10mM K3P04 pH6.8)で洗浄後再び遠心(向上)して 1mlの KPibufferに懸濁する。ホ

ルムアルデヒド (33%formaldehyde)を1%となるように加え、。OCで2時間置き、クロス

リンクさせる。遠心して細胞を集め、 1mlの KPibufferで洗って残ったホルムアルデ

ヒドを除き、 20μ1の 10mMTris' Cl (pH8) ー5mMEDTA緩衝液に懸濁する。 1/10容量の

リゾチーム溶液(10mg/ml)を加えて 3回 freeze-thawを繰り返して細胞を破壊する。。

。Cに30分間置いた後、 8μ1の10%SDS水溶液と 52μ1の10mMTris' Cl (pH8) -5mM EDTA緩

衝液を加え、 370Cで 10分間保温して SDS処理を行なう。カウントを合わせた後、 1mlの

Lubrol bufferで希釈し、遠心上澄みを抗SecA抗血清と混ぜて抗体沈澱を行なう。抗体

沈澱物は2等分し、 SDS sample buffer中で370C・10分間の保温(クロスリンクをはず

さない場合)または 1000Cで5分間煮沸(クロスリンクをはずす場合)し、 SDS-PAGEにか

け、フルオログラフィーで検出する。

8 )プロリンの取り込み測定実験

M9最小培地で対数増殖させた大腸菌培養液1.lmlに、 11μ1の [3H]prolinemixture 

( 0.2μCi/μl; 5mM proline温度)を加える。 30秒後に様々な濃度の CCCPまたはNaN3

(薬剤を加えない場合にはCCCPの溶媒である 4.5μ1のジメチルスルホキシド (DMSO)) 

を加えて 0，0.5， 1， 2， 4分後に 0.2mlをサンプリングする。サンプルはあらかじめM9培

地に浸しておいたニトロセルロースフィルター上にスポットし、アスピレーターで吸引

して溜過する。フィルターを M9培地で 2回洗浄し、乾燥後にシンチレーションカウン

ターで放射活性を測定する。
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(第 2部一第 1部と重複するものは省略した)

1 )使用したプラスミド

使用したプラスミドのうち、 pN01575・pN01575Hについては文献 67，68)を参照。

pNRK267は楠川典子博士よりいただいた。この研究で作成したプラスミドについては作

成方法を以下にまとめる。使用したプラスミドは全てアンピシリン耐性遺伝子を選択

マーカーとして持つ。

i )塩基配列決定に用いたプラスミド

pKY184; pUC119のマルチクローニングサイトと IG領域を含む 980bpのHindIII-

AatII断片を、 pN01575のoriを含む3868bpHindIII-AatII断片とつな

いで作成した。

pKY185 ; msyAを含む約2.9kbSalI断片をpKY184のSalIサイトに挿入した。

pKY186 ;向上。ただし挿入された方向が逆。

pKY187 ; msyBを含む約2.7kbHindI II (ベクター上のサイト) -EcoRI断片をT4DNA
polymeraseで平滑化し、 8bpのBamHIリンカー DNA(東洋紡)を接続後、

pKY184のBamHIサイトに挿入した。

pKY188 ;同上。ただし挿入された方向が逆。

以上のプラスミドを元にしてサプクローニング・系統的な deletionを行なうこ

とで、塩基配列決定のためのプラスミドをさらに構築した。

msyA塩基配列決定

pMSY51l田524;pKY185をBamHIとKpnIで切断し、 Exonuclease II 1処理を行なう。経

時的にサンプリングして反応を止め、さらに MungBean Nuclease処理

を行なう。 T4DNApolymeraseで末端を平滑化して、 self-ligationさせ、

約 200""-'300bp程度の間隔で一方向から短くなったクローンのシリーズを

選び出す。

pMSY531-542 ;向上。ただし初めの基質として、 pKY186を用いる。

msyB塩基配列決定

pMSY711; = pKY187 
pMSY712; pKY187をBstEIIとEcoRIで切断し、 T4DNApolymeraseで末端平滑化後、

self-ligationさせる。

pMSY713; pKY187をXhoIとEcoRIで切断し、 T4DNA polymeraseで末端部位を平滑

にし、 self-ligationさせる。

pMSY721; = pKY188 
pMSY722 ; pKY188をXhoIとEcoRIで切断し、 T4DNA polymerase処理後、 self-

ligationさせる。

pMSY723 ; pKY188をBstEIIとEcoRIで切断し、 T4DNA polymerase処理後、 self-
ligationさせる。

i i) msyA領域の決定

pMSY501; pMSY5をEcoRIで処理し、 self-ligationさせた 。

pMSY1201 ; pMSY12をEcoRIで処理し、 self-ligationさせた。
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pMSY1202; pMSY1201をHindIIIとEcoRVで切断し、 T4DNA polymeraseで末端を平

滑にし、 self-ligationさせた。

pMSY1203; pMSY1201をHindIIIとMluIで切断後、 T4DNA polymeraseで処理し、

self-ligationさせた。

pMSY1204; pMSY1201をBg1I1とEcoRIで切断し、 T4DNA polymerase処理を行ない、

self-ligationさせた。

pMSY1205 ; pMSY1201をHindIIIとAatIで切断し、 T4DNA polymeraseで末端を平

滑にし、 self-ligationさせた。

pMSY1210 ; pMSY1201をHindIIIとHpaIで切断し、 T4DNA polymerase処理し、

self-ligationさせた。

pMSY606 ; pMSY6のうち、約2.9kbのSalI断片を pN01575のSalIサイトに挿入した。

i i i ) msyB領域の決定

pMSY701; pMSY7をEcoRIで処理し、 self-ligationさせた。

pMSY702; pMSY701をBstEIIとEcoRIで切断後、 T4DNA polymerase処理を行い、

self-ligationさせた。

pMSY703; pMSY701をXhoIとEcoRIで切断し、 T4DNA polymerase処理を行ない、

self-ligationさせた。

pMSY704; pMSY701をHindIIIとXhoIで切断し、 T4DNA polymerase処理を行ない、

self-ligationさせた。

pMSY705; pMSY701をAatIとEcoRIで切断し、 T4DNA polymerase処理を行ない、

self-ligationさせた。

pMSY706; ORF1のカルボキシル末端から ORF2のアミノ末端を含む 455bpのBbiII断

片を pMSY701から調製し、 T4DNA polymeraseで両端を平滑にする。

これをXhoIで切断し、 ORF2のアミノ末端を含む 365bpのDNA断片を作成

する。これをXhoIとBstEIIで切断して末端平滑化した pMSY701に挿入す

る。

pMSY707 ;上記の 365bpDNA断片を、 XhoIとEcoRIで切断して末端平滑化した

pMSY701に挿入する。

pMSY708; pMSY701をXhoIで切断し、 T4DNA polymerase処理してつなぐ。

i v) htpGを持つプラスミド

pMSY301; htpGを含む3.3kbのEcoRI断片を pMSY3から調製し、 pN01575のEcoRIサ

イトに挿入した。

3 )パルスラベル・パルスーチェイス実験

第 1部に準じる。ただし標識された細胞はすぐに等量の 10%TCAを加えてタンパク質を

沈澱させる。

4) DNA塩基配列の決定

i )鋳型 ssDNAの調製

プラスミドの宿主としてはMV1l84株 70)を用いる。全ての培地には 50μg/mlの
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アンピシリンを加えておく。 370Cで対数増殖させた形質転換株を 10m1の2xYT培地

に植え継ぎ、 1時間培養する。ヘルパーフアージM13K07をm.o.i.が約 10となるよ

うに加え、 370Cで30分間静置して感染させる。カナマイシン(明治製菓)を 70

μg/m1となるように加えて、さらに 16時間培養を続ける(160rpmで回転振とう)。

遠心操作で菌体を除き、上澄みに 1.6m1の20%po1yethy1ene glyco1 6000(PEG)-

2.5M NaC1を加えて室温で 15分静置し、ファージ粒子を沈演させる。遠心によっ

てファージ粒子を集め、 PEG-NaC1水溶液に懸濁してエッペンドルフチュープに移

し、再度遠心する。沈澱以外の PEGを+分に除き、 300μlのTEbufferに懸濁後、

フェノール/クロロホルム処理を 2回行なって水層を回収する。その後エタノール

沈澱で ssDNAを集める。

i i )合成プライマー

msyAの塩基配列決定では 1ヶ所、 msyBの場合には6ヶ所で合成プライマーを用

いた。いずれも App1iedBiosystems社のDNAシンセサイザーを用いて合成を行

なった。合成プライマーの配列は以下の通り。

msyA; A1 5'-CGTGCCAAGGGTGTTAT-3' 

msyB; B1 5'ーTGAACAAAGTGGTCGAA-3'

B2 5'ーCAACAGCGGATTGCTAT-3'

B3 5'ーCATACTTGCAAAAGCGG-3'

B4 5'-AGCTGCTGCGCGTCCTT甲 3'

B5 5'-GCACCGAGGCGATCATG-3' 

B6 5'-CTGGCGGTAATAAAGAA-3' 

i i i) Sequencing 

塩基配列の決定は SequenaseVer. 2.0 (United states Biochemica1 Co.) を

用いた dideoxychain termination法 72) によって行なった。ラベルは [32P] 

dCTP (400Ci/阻 01; New Eng1and Nuc1ear) で行なった。

5 ) in vitro転写・翻訳実験

DeVrie-Zubayの方法 110)による DNA発現キット(Amersham) を用いて行なった。
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5 )フィルタ ーハ イプリダイゼーション

プロープDNAの標識は randomprimer labeling kit (宝酒造)によって行なった。

プレハイプリダイゼーション(25mlの5xSSPト 5xDenhardt'ssolution-0.5%SDS溶液中に

20μg/mlの超音波破砕・熱変性させた salmon sperm DNA(Sigma Chemical 

Co. ，TypeIII)を含む;650Cで1時間接とう)を行なった Kohara整列ファージクロ ーン

フィルター(宝酒造)に標識したプロ ープDNAを加え、 650Cで12時間ゆっくりと振とう

する。 Stringentwashingは以下の要領で行なった。まず室温で 10分間2xSSPE-0.1%SDS

溶液中での振とうを 2回行い、つづいて 650Cで15分間 1xSSPE-0.1%SDS溶液中での振とう

を行なう。最後に 650CでO.lxSSPE-O.l%SDS溶液中での振とうを 2回行なった後、フィル

ターをサランラップにくるんでX線フィルムに感光させ、オー トラジオグラムをとる 。
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詰射 香辛

修士課程から博士後期過程まで 5年にわたって丁寧な指導を与えて下さった伊藤維昭

教授に最大限の感謝の意を表します。タンパク質膜透過機構の解析が急速に進展を見せ

たこの閥、この問題に取り組めたことは幸運なことでした。

また閉じ研究室で様々な discussionの相手になって下さった秋山博士にも感謝致し

ます。本研究の中にも discussionの成果が生かされているものと思います。また実験

・事務などで望月清子さんと片岡順子さんにはたいへんお世話になりました。改めて感

謝致します。ウイルス研細胞生物学部門の院生のみなさんにもお世話になりました。

ウイルス研の遺伝子動態調節大部門の由良教授・今井教授を初めとするスタッフ・院

生のみなさんにはセミナ一等で大変お世話になりました。各分野での第一級の研究が進

展する様を見て、勉強になると同時に励まされる思いがしました。

東大応微研の水島昭二教授には抗SecA抗血清を、カリフォルニア大学 Davis枝の R.

Doi 博士には抗Bla抗血清をそれぞれ快く分与して頂きました。またプラスミド pNRK267

は楠川典子博士(現 ・宝酒造)に分けて頂きました。京大化学研究所の中井先生には、

膜貫通部位の検索をやって頂きました。みなさんに深く感謝致します。
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