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要旨

　ラン藻は葉緑体の起源生物と考えられているが､その転写と翻訳の分子機構は､こ

れまで単純に大腸菌と同じであると考えられてきたためほとんど研究されてこなかっ

た｡本研究はラン藻に特有の遺伝子発現制御に関わる因子を分離同定することを目的

として､勿g油acaca,y　6301　株より一本鎖DNA(ssDNA)カラムを用いて分離した核酸

結合性タンパク質のうち､分予量が12　kDa､33　kDa､38　kDa　のタンパク質の構造と機

能の解析を行った｡得られた結果は次のとおりである｡

　　(1)12　kDa　のタンパク質は真核生物型のRNA結合モチーフを持つ2種類のRNA

結合タンパク質RbplとRbp2であった｡これらの機能を調べるため､それぞれの夕

ンパク質をコードする遺伝子破壊株を作製した｡その結果､Rbpl遺伝子を破壊した

株は低温条件での生育が妨げられた｡このことはRbplは低温耐性タンパク質である

可能性を示している｡一方､Rbp2遺伝子破壊株は低温条件下でも野生型と同じ増殖

を示した｡

　　(2)38　kDa　のタンパク質は､葉緑体のリポソームタンパクCSIおよび大腸菌のリ

ポソームタンパクSIと相同なタンパク質であることを明らかにした｡しかし､その

分子量は葉緑体CSIとほぽ同じであるが大腸菌SIの3分の2しかない｡そこで､こ

れまで報告されている原核生物のリポソームタンパクS1またはS1ホモログの生物

種間の多様性について考察した｡

　　(3)33　kDa　のタンパク質は､38　kDa　タンパク質のアミノ酸配列と80.4%の類似性

を持つことを明らかにした｡2つのタンパク質それぞれの抗体を作製してリポソーム

画分と反応させたところ､38　kDa　タンパク質のみがリポソームタンパク質であり､33

kDaタンパク質はリポソームタンパク質ではないことを明らかにした｡さらに､両夕

ンパク質の核酸結合特性を比較したところ､38　kDa　タンパク質はRNAホモポリマー

との結合が強いのに対し､33　kDa　タンパク質はRNAホモポリマーよりもDNA､特に

ssDNAとの結合が強いことを明らかにした｡また､mRNAとの結合力を2つのタン

パク質で比較したところ､33　kDa　タンパク質は38　kDa　タンパク質の6分の1である

ことを明らかにした｡これらのことから､33　kDa　タンパク質は､リポソームタンパク

SIとアミノ酸配列は類似しているが機能は異なる､新規の核酸結合性タンパク質で

あると同定した.33　kDa　タンパク質をNbpl(Nucleic　acid　binding　protein　l)およびその

遺伝子をzz知/と命名した.最後にNbplの機能について考察した｡
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1章　序論

　ラン藻は酸素発生を伴う植物タイプの光合成を行い､独立栄養で生育できる原核生

物である｡　16S　rRNA　と光合成に関する遺伝子の塩基配列に基づく系統進化学的研究

でラン藻と葉緑体は進化的に近縁であることが示され(Giovannoni　et　al.　1988,Janssen

et　al.　1989)､古ラン藻が宿主細胞に取り込まれ細胞内で共生進化していったのが葉緑

体であるとする細胞内共生説(Margulis　198　1　,　Gray　1989)を不動のものとした｡

　独自のゲノムと独自の転写､翻訳機構を持つ葉緑体では､遺伝子発現において転写

制御だけでなく､mRNAのプロセシングやスプライシング､エディティングなどの転

写後制御や翻訳開始や翻訳効率を調節する翻訳制御がよく調べられている(Sugita　and

Sugiura　1996,Sugiura　et　al.　1998).タバコの葉緑体ゲノムには121種の遺伝子が存在す

るだけ(Shinozaki　et　al.　1986,　Wakasugi　et　al.　1998)で､葉緑体を構成するタンパク質をコ

ードする遺伝子の大部分は葉緑体ゲノムから核ゲノムに移行していると推定される｡

葉緑体の転写後制御や翻訳制御は核ゲノムヘの移行に伴って獲得した新しい遺伝子発

現システムと考えられている｡これらの制御に関わると想定されるRNA結合タンパ

ク質のリポヌクレオプロテイン(RNPs)がタバコ葉緑体から5種類分離された(Li　and

Sugiura　1990,Ye　et　al.　1991)｡RNPsはアラピドプシス(Ohta　et　al.　1995)､ホウレンソウ

(Schuster　and　Gruissem　1991)､トウモロコシ(Cook　and　Walker　1992)などの高等植物に広

く存在する｡これらは分子量29　kDa　から33　kDa　で葉緑体中に多量に存在するタンパ

ク質であり(Nakanluraet　al.　1999)､ホウレンソウではmRNAのプロセシングや安定性

に関わることが報告がされている(Schuster　and　Gruissem　1991,　Hayes　et　al.　1996).

　葉緑体と進化的に近縁なラン藻ではあるが､転写､翻訳機構は同じグラム陰性菌で

ある大腸菌(&油Erj油jαQ/j)のそれと単純に同じとこれまでは考えられてきた｡しかし､

近年£.c必に見られないが､葉緑体には存在するような転写後制御や翻訳制御の機構

がラン藻にも存在する可能性が示唆されてきた｡ひとつは､真正細菌にはないとされ

ていたイントロンが､数種類のラン藻のLeu-tRNA(UAA)遺伝子に発見されたことで

ある(xu　et　al.　1990,Kuhsel　et　al.　1990)｡このイントロンはグループIイントロン(Zang　et

al.1993)に属し､イントロンの挿入位置やイントロンの一次構造および二次構造が陸
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上櫨物の葉緑体のLeu-tRNA(UAA)遺伝子のイントロン(Steinmetz　et　al.　1982,Shinozaki

et　al.　1986)と極めて類似している｡このことは葉緑体とラン藻の共通祖先がすでにイ

ントロンを持っていたこと､すなわちスプライシング機構をもっていたことを示唆し

ている.勿/7ε油acaヽc心sp.　PCC6301　も同様にLeu-tRNA(UAA)遺伝子にイントロンを持

つことが確かめられている(Sugita　et　al　.　1995a)｡もうひとつは､翻訳開始における

mRNAのShine-Dalgarno配列(SD配列)についてである｡この配列はリポソーム30S

サブユニットの構成成分である16S　rRNA　の3'末端と相補性があり(Shine　and　Dalgamo

1974)､リポソームが正しい位置からの翻訳開姉を決める上で重要な役割を持つ(de

Smit　and　van　Duin　1994)｡£.c必のmRNAの多くは翻訳開始コドン上流のほぽ決めら

れた位置にSD配列を持つ｡しかし､勿,zE油a｡ccs　6301　のmRNAはSD配列が保存

された位置ではなかったり､まったくSD配列を持たないものもある｡旅,z｡c加｡ccs

6301は£.｡/jとは異なったmRNA構造を持ち､その翻訳制御も異なっている可能性

が提唱された(Sugiura　et　al.　1998)｡また､勿gc加Qs心sp.　PCC6803　のORFの翻訳開始

コドンの上流12　nt　以内にSD配列があるかをサーチしたところ､多くのORFでその

ような配列が存在しないことが報告されている(Sazuka　and　Ohara　1996)｡

　当研究室ではこれまで£.c必遺伝子の相同性をもとに､ラン藻勿g油acacc心

6301(加αcjμ心㎡必/α心6301)の翻訳に関わる基本因子をコードする遺伝子を同定して

きた.rRNAs(Tomioka　and　Sugiura　1983,　Kumano　et　al.　1983),tRNAs(Tomioka　and

Sugiura　1984,Sugita　et　al.　1995a),EF-TuとEF-G(Meng　et　al.　1989),リボソームタンパク

質(Sugita　et　al.　1995b,1997),tmRNA(Watanabe　et　al.　1997)などである｡最近､糸状性ラ

ン藻肋必αaαyαΓj必j/jj　M3　から40種類のリポソームタンパクが分離され､そのN末

端配列が決定された(Sato　et　al.　1998)｡また､砂,1ε油6,呼y心PCC6803の全塩基配列が決

定され､2コピーのrRNA遺伝子クラスター,42個のtRNA遺伝子､そして£.｡/jと

の相同性から検索された103個の翻訳機構のタンパク質遺伝子が明らかになった

(Kaneko　et　al.　19%a)｡

　葉緑体RNA結合タンパク質の分離に用いられた一本鎖DNA(ssDNA)親和性カラ

ム(Li　and　sugiura　1990)を使用して､勿,zEc加｡ccs　6301　よりラン藻固有のRNA結合夕

ンパク質を分離することが試みられた｡まず､2種類のRNA結合タンパク質(Rbpl,
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Rbp2)が分離された(Sugita　and　Sugiura　1994)｡これらのタンパク質は葉緑体(?)RNPsと

同じようにRNA結合ドメイン(CS-RBD)を持つ｡　CS-RBDは､真核生物の多くの種類

のRNA結合タンパク質に存在する2つのモチーフRNP-2とRNP-Iを含むRNA結合

ドメイン(Burd　and　Dreyfuss　1994)で､4つのアンチパラレルなβシートと2つのaヘリ

ックスより構成される(Nagai　et　al.　1995)｡CS-RBDを持つタンパク質は多岐にわたる

RNA代謝機能に関わっている(Mattaj　1993)｡旅9油acacc心6301のRbplとRbp2は､

原核生物にもCS-RBDを持つタンパク質が存在することを初めて証明したものである｡

Rbpl,Rbp2は典型的RNA結合ドメインCS-RBDを1個持ち､葉緑体のRNPsがCS-RBD

を2つ持つ点で異なっている｡Å.gri必曲･も勿,lEc加･ccs　6301　のRbpsのようなRNA

結合タンパク質を数種類持つことが報告された(Sato　1994,Mulligan　et　al.　1994)｡

,S知g加呼s珀6803ゲノムの全塩基配列には､3種類のRbpsホモログの遺伝子が報告

されている(Kaneko　et　al.　1996a)｡砂gc/zacacas　6301　のRbp1とRbp2は62%のアミノ

酸配列の一致性を示す｡106アミノ酸残基のRbp1はC末端側にグリシン残基に富ん

だ領域をもち､99アミノ酸残基のRbp2はそのような領域を持たない｡どちらのタン

パク質もpoly(U)とpoly(G)からなるRNAホモポリマーと強い親和性を持ち､RNA

のG/Uに富んだ領域に結合することが推測される｡また､培養温度を30℃から20℃

に下げるとr知7のmRNAの蓄積量は数倍に上がる(Sugita　and　Sugiura　1994)｡同様にÅ.

回4浙/なM3のz勿ファミリーの多くは低温でmRNAの蓄積量が増加することが報告

されている(Sato　1994)｡通常培養条件での砂g油,9cりcc心PCC6301の,加7mRNA量は

r知2の少なくとも20倍多く､また､,加2は低温で発現誘導されない｡このように2

つの遺伝子の発現が異なった制御を受けていることが示唆される｡そこで､さらに機

能を解析するため本研究でr知遺伝子欠損変異株を作製して調べることにした｡

砂9c加caccs　6301　とその近縁種勿gc加ωccs　sp.　PCC7942の2つの,加遺伝子およ

びそれらの周辺領域の配列はほとんど同じなので､形質転換が容易な砂･油a･ccs

7942を用いて行った｡

　つぎに､ssDNA親和性カラムより1.2　M　NaCI　で溶出した勿9c加｡ca5　6301　の夕

ンパク質のうち､多量に存在する38　kDa　と33　kDa　のssDNA結合タンパク質を分離

し､それらの遺伝子の構造を決定したので報告する｡これらのタンパク質は葉緑体の
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RNA結合タンパク質RNPsの分子量とほぽ同じなので､RNPsのカウンターパートで

あることが期待された｡しかし､解析の結果38　kDa　のssDNA結合タンパク質はRNPs

ではなく､葉緑体のリポソームタンパクSIと相同性があった｡さらに､33　kDa　のssDNA

結合タンパク質もリポソームタンパクSIとの相同性を示した｡

　リポソームタンパクS□こついては£｡/jで最もよくその構造と機能が調べられて

いる｡£.c必のリポソームタンパクS1は556アミノ酸残基からなり､そのC末端側

に約80アミノ酸残基からなる繰り返し配列が4コピー存在していることが明らかに

なった｡この繰り返し配列はS1ドメインと呼ぱれ､C末端側の4つのSIドメイン

はmRNAとの結合に関わり､また､N末端側はリポソームと結合することが報告さ

れている(Subramanian　1983,　1984)｡N末端側にも2つのS1ドメインが見い出された｡

リポソームタンパクS1の機能についての最近の仮説では､C末端側はmRNAの5'非

翻訳領域にあるSD配列より上流に存在するピリミジンリッチな配列に結合し(Boni　et

al.1991)､二次構造を取りやすいmRNAを巻き戻し(de　Smit　and　van　Duin　1994)､N末

端側で30Sリポソームと結合して(Walleczek　et　al.　1990)､リポソームが翻訳開始の正

確な位置にエントリーさせるというものである｡大腸菌の沁y泊り翻訳系では､保存

性の高いSD配列を持つmRNA種はS1を除いたリポソームでも翻訳されるが､保存

性の低いSD配列を持ったmRNA種はほとんど翻訳されないことが報告されている

　(Roberts　and　Rabinowitz　1989)｡また､jzz　yj9　でのmRNA翻訳にはSIが必須である

ことが明らかにされている(S¢rensen　et　al.　1998)｡SIドメインは翻訳開始因子1(IF-1)

や加リン酸分解酵素(PNPase)など原核生物､真核生物を問わず多くのRNA代謝に関

わるタンパク質に見い出される｡£.｡/jのPNPaseのSIドメインがNMR解析によっ

て構造決定がなされた(Bycroft　et　al.　1994)｡S1ドメインは5つのアンチパラレルなβ

シートからなる球状ドメインで､大腸菌や枯草菌の低温で発現誘導されるコールドシ

ョックタンパク(Graumann　and　Marahie1　1998)などに見られるコールドショックドメイ

ン(Schindelin　et　al.1993)と三次元構造がよく似ていて､広義にはOB-フオールド(Muezin

1993,考察4-1参照)に属する｡

　砂,zg加･ccs　6301　には､38　kDa　と33　kDa　タンパク質の2種類のリボソームタン

パクS1が存在する可能性ができたが､ここでいくつかの疑問が生じる｡これらは2
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種類のリポソームタンパクSIとして､勿,zE油a｡ccs　6301　のリポソームの構成成分と

して存在するのだろうか｡両タンパク質がひとつのリポソーム中で相互作用し協調的

に働くのだろうか､またはどちらかのタンパク質だけが環境条件などに応じて択一的

にリポソームの成分となりうるのだろうか｡または､一方のみがリボソームタンパク

SIで､他方は全く別の機能を持つタンパク質なのだろうか｡本研究ではこれらの疑

問を解決するために､それぞれのタンパク質に特異的な抗体を作製しSy,1Edo｡ccs

6301のリポソームと反応させることによって､リポソームタンパク質であるかどうか

を明らかにした｡さらに細胞内の局在性を決定し､2つのタンパク質の核酸結合特性

を調べた｡
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2章　材料と実験方法

2-1)材料

2-1-1)大腸菌株

　&油Erj油紬c必P2-392

　遺伝子型ゐ�Rjμ(r,,-ml十)μ叩£･ざ4,,y叩fjS,/gy,gα/£2,卯/722,肖ε吸/,r?刄jj,gcM

　　　　　(P2)

　&c加rjc/liαcθ/i　xL1-Blue

　遺伝子型r･cA7,ε�λ/,舒以%,直-7,/z�R77,1叩5μ,Γε/Å7,/αdF'proAZ?,

　　　　　　/,2d･7Z∠1ルμj7�θ(Tetr)lc

　培地及び培養はMolecular　Cloning　(Sambrook　et　al.　1989)の方法に従った｡

2-1-2)ラン藻株

　　勿zlg/zacaccs　sp.　PCC6301　株

　　旅zzE油acgaj　sp.　PCC7942　株　(自然形質転換可能株)

　　BG-11培地(Rippka　et　al.　1979)またはKratzとMyersのC培地(Kratz　and　Myers

1955)で､蛍光灯による光照射(2500　1ux)下､30(Cで振とう速度100　rpm　の培養条件

で行った｡　20Qの大量培養は　BG-11(lmM　NaHC03　を追加)で滅菌した空気を通気し

て上記の照度および温度で培養を行った｡

2-1　-3)オリゴヌクレオチド

　　5'RNPI:5'-AAGAATTCTCTCCGAAATTrCGCTCTC-3'

　　3'RNPI:5'-AAGAATTCATCTAGAGATrAAGTGATTCAATT-3'

　　5'RNP2:5'-AAGAATTCCGTTrTCCCGAACAGTCCGATT-3'

　　3'RNP2:5'-AAGAATTCAATGAGCACCTACCCTGCCAA-3'

　　38P　:　5'-GTIAC(C/G)CA(A/G)GA(C/T)ATCCCIGCIGTIGA(C/T)ATCGGITT(C/T)AC-3'

　　33P　:　5'-GGIGTIACIGCIGAT(T/C)TIGA(A/G)GGI(T/C)TI(C/A)GIGCITT(T/C)ATICC-3'

　　38N　:　AAAGGATCCGTCACACAGGACATCCCAGCGGTCGAT
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38C:AATAAGCTTCrATrCGGTAACGACCAGACCTTCAGC

33N　:　GTAGGATCCCCTTCTGCCGCCAACACCCCTT`CCrAC

33C:GTCAAGCrrTACTGCGACTCCAGTTGCTTACGGGCT

2-14)試薬類

　試薬類は､和光純薬工業､ナカライ､Sigma社製の特級および生化学用の純度の高

いものを使用した｡制限酵素､Ligation　Kit　ver.2,Blunting　Kit,　Exonuclease　III､　Mungbean

nuclease,Alkaline　phosphatase　はTaKaRa,New　England　BiQlab,　日本ジーン､MBLを用

いた.プラスミドベクターpBluescript　II　KS十,pBluescript　II　SK+,T-vector,pQE30は､

Strategene,Promega,Qiagen社製のを使用した｡アガロースは､Pharmacia社製のType　II

EEOとSeaKem　GTG　を使用した｡

2-2)方法

2-2-1)DNA技術

2-2↓1)DNA組換え操作､サザン解析とノーザン解析

　基本的な組換えDNA操作はMolecular　Cloning　(Sambrook　et　al.　1989)の方法に従った｡

　DNAクローンのスクリーニングは､λEMBL4に挿入された勿,7g加･ccs　6301　ゲ

ノミックDNAライブラリー(Meng'　et　al.　1989)と3゛　end　nuorescein-1　1-dUTPラベル

(Amersham)された合成オリゴヌクレオチドプローブを用いた｡ハイブリダイゼーショ

ン条件は5　X　SSC　を含むDenhardt's溶液で42°Cで一晩行い､洗浄は0.5　X　SSC(150　mM

NaCI,15　mM　クエン酸)で42°Cで5分間1回と室温で2XSSCで2回行ったのみであ

る｡検出はAmershamのプロトコールに従った｡

　サザン解析は､精製した旅gc加｡ccz4s　6301　DNA　I-3μ,gを制限酵素で切断し､1

XTAEバッファー140　mM　トリスー酢酸(pH8.0),l　mM　EDTAI　を含む1%アガロース

ゲル電気泳動してHybond　N士メンブレン(Amersham)にプロッティングした｡プローブ

にはECL　direct　nucleic　acid　labeling　and　detection　kits　(Amersham)でラベルしたDNAを

用いて行った｡ハイブリダイゼーション条件はAmershamのプロトコールに従った｡
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　ノーザン解析に用いたRNAの抽出方法はhot　phenol　法(Mohamed　and　Jansson　1989)

で行った｡30℃で培養した対数増殖期中期(Klett値70)の勿gc加acaj7942を10℃

に移して2時間培養し､速やかに氷中で集菌し液体窒素で凍結した細胞よりRNAを

抽出した｡5μgのRNAを､5%ホルムアルデヒド,1XMOPS120mM3-(N-モノホリノ)

プロパンスルホン酸,5mM酢酸ナトリウム,l　mM　EDTA),1.2%のアガロースゲル電

気泳動で分離し､Hybondo　N士のメンプレンにプロティングした｡　a-32P-CTPでラベル

した遺伝子特異的領域のDNAをプローブとして使用し､ハイブリダイゼーションお

よび洗浄は65℃で行った｡解析はFt!jiバイオイメージアナライザーBAS2000で行っ

た｡

2-2↓3)DNAシークエンスとコンピューター解析

　サブクローン化したプラスミドDNAはアルカリーSDS法とCsCI-エチジウムプロマ

イド(EtBr)密度勾配超遠心法の組み合わせ(Sambrook　et　al.　1989)､またはQIAGEN社

製のplasmid　Midi　kit　を用いて精製した.段階的欠損法(Yanisch-Perronet　al.　1985)に

従い作製した各欠損クローンのDNAはプラスミド調製機(KURABO　PI100)で調製

しヽRNAase処理してフェノール処理で精製した.シークエンス反応はヽDye　Primer　Cycle

Sequencing　Kit　とDyeTerminater　Cycle　Sequencing　Kit　(Perkin　Elmer　Applied　Biosystems)

を用いてヽDNAシークエンサー(Perkin　Elmer　Applied　Biosystems,　373A)で塩基配列

を決定した.塩基配列データの結合および解析にはGENErYXプログラム､Sequencher

2.0を用いた｡類似性検索はアミノ酸配列のデータベース(Swiss-Prot.,NBRF-PDB)

を使用した｡また､DDBJのBLASTプログラムも使用した｡

2-2↓4)ラン藻砂g油acacay7942の形質転換

　図3で示したようにヽr知丿遺伝子を含む1.2　kbp　の励｡H回畑dm断片をpBluescript

ベクターに挿入したプラスミドpAN7(Sugita　and　Sugiura　1994)の釦41と挺,P1部位に力

ナマイシン耐性遺伝子のカセットを挿入しヽ吻77遺伝子破壊プラスミドPKAフとpKA8

を得た.またヽr知2遺伝子を含む2.7　kbp　の&7.HI//鋤dIII断片をpBluescriptベクタ

ーに挿入したプラスミドpAN21(Sugita　and　Sugiura　1994)のxzn1部位にカナマイシン
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耐性遺伝子のカセットを挿入し､r知2遺伝子破壊プラスミドpKA4を得た｡ポジテ

ィブコントロールとして､?s7遺伝子を含む2.0　kbp　の£c｡RI/Sα/I断片をpBluescript

ベクターに挿入したプラスミドpES5の勿/1部位(印j7遺伝子上流-90位置)に､力

ナマイシン耐性遺伝子のカセットを挿入したプラスミドpKA6を得た｡　pAN7の挺zPI

部位とpES5の均/1部位はKlenow　fragment　で平滑末端化してからカナマイシン耐性

遺伝子のカセットを挿入した｡　pHSG298(Takeshita　et　al.　1987,　TaKaRa)より切り出し

た1.1　kbp　のQ}`131断片をカナマイシン耐性遺伝子のカセット(プロモーターとター

ミネーターを含む)として使用した｡

　CsCI密度勾配超遠心法で精製したPKA7,pKA8,pKA4,pKA6のプラスミドDNAの

各々叫gを勿gc加･caf7942の形質転換に用いた｡　対数増殖期中期(Klett値50)

まで培養した砂加油θcθccμj7942を8×108細胞濃度に濃縮し､そのうちの0.1mlをプ

ラスミドDNAと混合して30℃の25001ux光照射下で5時間置いた｡　BG-11の寒天培

地にUV照射して滅菌したHybond　C　メンプレン(Amersham)を置き､その上に

砂zzE油･7cacaf7942-DNA混合液の一部を拡げる.2日後､5μg/mlのカナマイシンを含

んだ寒天培地にメンブレンを移し､さらに7日置きに新じいカナマイシン入り寒天培

地に移し､カナマイシン耐性コロニー形成を促し､その形成コロニーの数を記録した｡

各カナマイシン耐性コロニーよりランダムに20個選択し､2mlの3μ･g/mlのカナ々

イシンを含むBG-11で液体培養した｡各カナマイシン耐性ラン藻細胞よりDNAを抽

出し､PCRまたはサザン解析を行った｡

2-2-2)タンパク質技術

2-2-2-1)ssDNA結合タンパク質の調製

　約10gの砂gc加caca5'6301の細胞を8gの石英砂と5mlのバッフアーS　150　mM

Tris-HCI(pH　7.9),2　mM　EDTA,　2　mM　DTT,　l　mM　PMSFI　とともに約30分間ねばりが出

るまで乳鉢で擦り潰した｡ホモジェネートを8,000　rpm　で10分間遠心分離した｡上清

に固形の硫酸アンモニウムを徐々に80%飽和濃度まで加え､可溶性タンパク質を硫安

沈澱させた｡硫安沈澱を10mlのバッフアーT　110　%glycerol,10　mM　Tris-HCI(pH　8.0),

0.　1　M　NaCI,　0.　1　mM　DTT,　l　mM　PMSF]に溶解し､dsDNA(calf　thymus　dsDNA-cellulose,
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Sigma)カラムに2回通してdsDNA結合タンパク質を除去した｡dsDNAカラムを素通

りした溶液をssDNA(calf　thymus　ssDNA-cellulose,　Sigma)カラムにかけ､倍量のバッフ

ァーTで洗浄した｡　ssDNA結合タンパク質を0.3,0.6,1.2,2.0MのNaCIを含む　バ

ッファーTで段階的に溶出した｡各フラクションをアセトン沈澱で濃縮し､0.1%

SDS-15%ポリアクリルアミド電気泳動(SDS-PAGE)で分離した｡　PVDFメンプレンに

電気的にプロッティングし､クーマシープリリアントブルー(CBB)染色した時に検

出された12　kDa,　38　kDa,　33　kDa　のバンドを切り出し､気相プロテインシークエンサー

(Perkin　Elmer　Applied　Biosystems,　470A)にかけそのN末端配列を決定した(Matsudaira

1987).メンプレンより溶出した33　kDa　タンパク質(15μg)をさらにアルギニルエン

ドペプチダーゼ(TaKaRa)で23時間保温してペプチド断片に切断し､それぞれのN末

端配列を決定した｡全ての生化学操作は4℃以下で行った｡

2-2-2-2)38　kDa　と33　kDa　のタンパク質の精製およびそれらの抗体作製

　　38　kDaタンパク質をコードするDNA断片は､λCS211(Sugita　et　al　.　1995b)をテンプ

レートとしてプライマー38Nと38Cを用いてPCRで増幅させた｡　33　kDa　タンパク質

をコードするDNA断片は､pB2.5をテンプレートとしてプライマー33Nと33Cを用

いてPCRで増幅させた｡それぞれのDNA断片をpGEM-T(Promega)にクローニング

した後､及回HI一所dmで切断した発現ベクターpQE30にサブクローンした｡形質転

換体を30℃で培養し､イソプロピルβ-o-チオガラクトピラノシド(I阿G)を最終濃度

0.5mM加えてさらに2時間培養し､組換えタンパク質を誘導させた｡集菌した形質

転換体を変性条件下で溶解させ､N末端に6残基のヒスチジンを持つ組換えタンパク

質をNi-NTAカラム(QIAGEN)を用いて精製した.抗体精製のためにそれぞれ約1　mg

の組換えタンパク質を1週間毎に数回うさぎに注射した｡和W心結合実験のためには､

組換えタンパク質を非変性条件下で精製した｡

2-2-2-3)勿9油6･caca,y　630　1　の細胞画分の調製

　,S如ε油6･cacaj　6301　は200のBG-11培地で30℃で対数増殖中期(Klett値70)まで

培養した｡約8gの細胞を等量の石英砂とともに徐々にバッフアーA　120　mM　Tris-HCI
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(pH　8.0),10mM(CH3COO)2Mg,20　mM　NH4CI,　5　mM　B-mercaptoethanoli　を15mlまで加

えながら乳鉢で擦り潰した.軽い遠心分離により細胞残液を取り除いた後､3o,ooo　g

で30分遠心し､上清(S30)を集めた｡バッフアーAを含む0.4Mと1.2Mのショ

糖溶液二層の上にS30画分を重層し､100,000　g　で4時間遠心した｡上清約4分の1

の透明な層をS100画分として集めた｡また､沈澱物をバッフアーB[20　mM　Tris-HCI

(pH7.6),10mM(CH3COO)2Mg,1　M　NH4CI,5　mM　B-mercaptoethano11　で溶解し､100,000　g

で3時間遠心することを4回繰り返して洗浄した｡最終沈澱物を0.5mlのバッファ

ーBに溶解して､精製リポソーム画分とした｡また､最初の洗浄液を硫安沈澱して､

リポソーム洗浄(ribosome　wash,　RW)画分として保存した｡大腸菌P2　392　株のリポソ

ームも同様にして精製した｡全ての生化学操作は4℃以下で行った｡

2-2-2-4)免疫反応解析

　各loμg(または図に指示したμg)タンパク質量の細胞分画成分に5×サンプルバ

ツフアー(3%SDS,15%B-mercaptoethanol,50%glycerol,0.2%BPB)を加え98℃で5

分加熱した後､15%のSDS-PAGEし､ProBlotメンブレン(Perkin　Elmer　APplied

Biosystems　Ltd.)に電気的にブロッティングした｡20μ1のS30画分(200μgタンパク

質量)を13.5mlの20　mM　Tris-HCI　(pH　7.6),1mM(CH3COO)2Mg,0.1　M　NH4CI　と5mM

B-mercaptoethanolを含む10-30%ショ糖平衡密度勾配に重層した｡日立RPS40-Tロー

ターを用いて2°Cで25,000rpmで16時間遠心分離した｡底部より1mlづつ分圃し､

A26oとA28｡の吸光度を測定してからアセトン沈澱したサンプルを15%のSDS-PAGE

しブロッティングした｡ブロッティングしたメンブレンは1/4000に希釈した抗体と

反応させ､ECLウェスタンブロッティング解析システム(Amersham　Pharmacia　Biotech

Ltd.)で解析をおこなった｡

2-2-2-5)38　kDa　と33　kDa　タンパク質の核酸結合実験

　それぞれ15μgの核酸量を含むssDNA,dsDNA-cellulose(SIGMA),poly(U),poly(C),

poly(G)-agarose(SIGMA),poly(A)-sepharose(SIGMA)を､各モル数のNaCIを含む結合

バッフアー[10　mM　Tris-HCI　(pH7.5),2.5　mM　MgC12,　0.5%Triton　x-100,1　mM　PMSFI
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で2回洗浄してから､0.3　M,gの精製された組換えタンパク質を加え､4℃で10分間

ロータリーシェーカーを用いてゆっくり撹絆しながら結合させた｡　2　mg　/　ml　heparin

(SIGMA)とNaCIを含む結合バッフアーlmlで10分間洗浄した後､NaCIを含む結合

バッファーlmlで2回洗浄した｡それぞれの核酸ビーズに､20μIの蒸留水と10μ1

の5×サンプルバッファーを加えて､98℃で5分加熱して結合タンパク質を分離し､

15%SDS-PAGEにかけた｡検出は免疫反応を利用したウェスタン解析で行った｡

2-2-2-6)ゲルシフト解析

　,S知Ec加cacaj　6301　の戸M/遺伝子の102　bp　の5'-UTRと330　bp　のコード領域を持

つ432　bp　の及回HI一捕zzdIII　DNA　断片をpBluescript　II　SK+に挿入したプラスミドを睦田

氏より提供された｡所泗とかdで切断されたプラスミドをテンプレートとして使用

しヽT3　RNA　polyrnerase　を用いてizz　yjzra　転写キット(Ambion)のプロトコールに従っ

てa-32P-UTPで標識されたRNAを作成した｡　ラベルされた124　nt　と328　nt　のRNA

の精製は電気泳動したゲルより切り出すことによって行われた｡また､コントロール

として勾7zzlで切断したpBluescript　II　SK+をテンプレートに用いて同様に121　ntの

RNAを合成した.0.3μgの組換えタンパク質(または図に指示したng)を10μ,1の

バッファーG[20　mM　Tris-HCI　(pH　8.5),20　mM　KCI,　10　mM　MgC12　and　5　mM　DTTレ2

mg/ml　heparin]中で22°Cで5分間保温した後､それぞれの32PでラベルされたRNA

(50,000　cpm,　50　fmole)を加え､さらに22°Cで15分間保温してタンパク質と核酸の結

合を促進させた｡サンプルは速やかに8%ポリアクリルアミドゲル(1/30　bis)150　mM

Tris,50mMホウ酸,l　mM　EDTA　(pH　8.3)]で22°Cで150　V､90分間電気泳動した｡基

本的操作はCurrent　Protocols　in　Molecular　Biology　に従った｡ゲルをろ紙に密着させて

ゲルドライヤーで乾燥させイメージングプレートに感光させて､BAS2000(Fuji)で解

析した｡
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　3章　結果

3-1)　ラン藻Syne(カococcus　6301　のssDNA結合タンパク質

3-1　-1　)ssDNA結合タンパク質の分画

　ラン藻はグラム陰性細菌に属すことから､その翻訳過程は大腸菌に類似していると

考えられてきたが､近年ラン藻には独自の翻訳調節機構の存在が示唆されるようにな

ってきた｡そこでラン藻勿g油,9･caHp.PCC6301に特有のRNA代謝に関わる因子

を同定することを目的として､多くのRNA結合タンパク質が一本鎖DNA(ssDNA)に

よく結合する性質を利用して､旅,1Ec加｡ccs　6301　細胞の可溶性圃分をssDNAカラム

に吸着させた｡　0.3M,0.6M,1.2M,2.0MのNaCIを含むバッファーS(10%glycerin,10

mM　Tris-HCl　pH　8.0,　0.1　mM　DTT,　l　mM　PMSF)でssDNA結合タンパク質を段階的に

溶出させた｡各溶出画分のタンパク質の電気泳動の結果を図1に示す｡

　0.6　M　NaCI　で多量に溶出されてくる12　kDa　のタンパク質のアミノ末端のアミノ酸

配列はs/TIYVGNLs(Y/F)E(V/A)TEADLTxvFAXYGPVKRVQRNA　I　(/)は2種類のア

ミノ酸残基の可能性があることを示す｡また､Xは決定できないアミノ酸残基を示す]

であり､RNA結合タンパク質であることが明らかになった(Sugita　and　Sugiura　1994)｡

　0.6Mから1.2M画分にかけて溶出されてくる38　kDa　のタンパク質および1.2Mで

多量に溶出されてくる33　kDa　のタンパク質についてさらに解析を行った｡

3-1-2)38　kDa　のssDNA結合タンパク質のアミノ酸配列

　旅ac加caccs　6301　細胞の可溶性画分のssDNA結合タンパク質のうち1.2　M　NaCI　で

溶出されるタンパク質をゲルろ過で説塩し､ULTRACENT-　10　(東ソー)で濃縮し､さら

にアセトン沈澱してSDS-PAGEにかけた(図1､レーン3)｡電気泳動後､polyvinylidene

dinuoride(PVDF)膜にブロッティングし､気相プロテインシークエンサーにかけN末

端アミノ酸配列を決定した｡　VTQDIPAVDIGFTXEXXA(Xは決定できないアミノ酸残

基を示す)であることが分かった｡このアミノ酸配列をタンパク質のデータベース

Swiss-Prot.Rel.25とNBRF-PDB　Rel.37で検索したが､類似性を示すタンパク質が得

られなかったので､未知のタンパク質であると結論づけた｡

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　16
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　　決定されたアミノ酸配列

12　kDa　(S/T)IYVGNLS(Y/F)E(V/A)DLTXVFAXYGPVFAXYGPVRVQRNA

38　kDa　vTQDIPAVDIGFTXEXXA

33　kDa　PSAANTP

17　kDa　GVTADLEGLRAFTPRRTLNEKED

14　kDa　not　de七ermined

図1

みac加caにza6301のssDNA結合タンパク質のSDS-PAGEパターン
細胞の可溶性画分をssDNAカラムに通して､0.3M(レーンI),0､6M(レーン2)､1.2M(レーン3)､

2.0M(レーン4)のNaCI濃度を含むバッファーで段階的に溶出した各分画を15%SDS-PAGEで

分離し､銀染色した｡星印は12kDaのタンパク質､白抜き三角は38　kDaのタンバク質､黒邑

三角は33kDaのタンパク質を示す｡レーン5は33　kDa　のタンパク質をさらにアルギニルエン
L●　Ao-.-J-rみ?　1●-~/1み-･ゝ●-J一｣･　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　,-ご7S乙W-ノ1心ノ/ド'1--ノrl-/

ドペエプテダーゼで分解した産物の17%SDS,PAGEバターンを示す｡気相プロテインシーク
T-yn　り･仙μ.1､Lおヽ--゜-``

エンサーで決定した各々のペプチドのアミ｣-ノーッーc沢疋しに呑々のベフナドのアミノ酸配列を下に示した｡(/)は2通りの可能性が考
えられたアミノ酸残基､Xは決定できなさったアミノ酸残基を意味する｡
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3-1-3)33　kDa　のssDNA結合タンパク質のアミノ酸配列

　38　kDa　タンパク質のアミノ酸配列を決定する同過程で､33　kDa　タンパク質のN末

端アミノ酸配列を決定した｡それはPSAANTPであった(図1､レーン3)｡しかし､

このアミノ酸配列をもとに合成オリゴヌクレオチドを設計してこのタンパク質に対応

する遺伝子の分離を試みたが成功しなかった｡そこで､藤城らによって33　kDa　タン

パク質の内部アミノ酸配列が決定された｡　PVDF膜から溶出された33　kDa　タンパク質

をアルギニルエンドペプチダーゼ(TaKaRa)で37(C23時間保温し18%SDS｡PAGEを

行った(図1､レーン5)｡この酵素による切断で17　kDa　と14　kDa　のポリペプチド断

片が生じた｡　14　kDa　のポリペプチド断片はバンドが薄く､プロテインシークエンサー

にかけてもアミノ酸配列は決定できなかった｡17kDaのペプチド断片のN末端側の23

残基のアミノ酸配列がGVTADLEGLRAFTPRRTLNEKEDであると決定された｡　38　kDa

タンパク質の相同性検索と同様に､33　kDa　タンパク質の内部アミノ酸配列の類似性を

調べたところ､放線菌の一種が持つエリスロマイシン生合成信号伝達タンパク質

ERYC1と相同性を示した｡しかし､相同性は47.8%であるが､分予量が39　kDa　とち

がうことから機能的に関連があるとは考えにくく別のタンパク質であると推測した｡

このタンパク質も未知のタンパク質であると結論づけた｡

3-2)12　kDaのRNA結合タンパク質の機能解析

　12　kDa　のssDNA結合タンパク質をコードする遺伝子(r知7,吻72)が砂,zg加･ccむ

6301ゲノムDNAライブラリーから分離同定された(Sugita　and　Sugiura　1994)｡それぞ

れの遺伝子はゲノム上に1コピーであり､金子らによって両遺伝子のゲノム上の位置

が決定された(Kaneko　et　al.　1996b)｡　SugitaとSugiura(1994)によって転写開始点の決定

とノーザン解析が行われ､それぞれの遺伝子はモノシストロニックに転写されること

が分かった｡これらのことより､それぞれの遺伝子を破壊しても他の遺伝子構造に与

える影響はないと考えられたので以下の実験を行った｡
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3-2-1)S抑∂凶ococcus　6301　とS叩∂(力o卯cc･js　7942　のr¥7とr師2遺伝子

　砂,zE油a｡ccs　7942　と勿,zE油6,｡ccs　6301　は以前はAuり心H�zぬaR2と6301と

呼ばれ､同種の変異株と考えられている｡勿gc加･caf7942は外来DNAの自然取り

込み率が高いため形質転換効率が大変高い株なので､相同組換えによる遺伝子破壊実

験によく使用される(GOlden　et　al.　1987)｡　,S知Ec加c6･ca,y　6301　の形質転換法ち開発され

た(Takeshima　et　al.　1994)が､熟練した技術が要される｡そこで､旅,zE油a｡caf7942を

用いた遺伝子破壊実験を行うために､プライマ--5'RNPIと3'RNPI､5'RNP2と3'RNP2

を用いて勿gc/zacacaf7942ゲノムDNAからr知7およびr知2　遺伝子を含む領域を

PCRし､塩基配列を決定した｡図2Bに示したようにほとんど塩基配列が一致するが､

r知2のコード領域に1ケ所ちがいが見つかった｡砂,zE油a･ca1　6301　ではtのところ

が勿g油θcθccμj7942ではaになってバリン残基がアスパラギン酸残基に変化してい

る｡また､サザン解析でも全く同じパターンを示し(図2A)､これらの遺伝子領域の同

一性が確認された｡そこで､以降の実験を旅g油a｡caj　7942　を用いて行った｡

3-2-2)r師7,rl)ρ2遺伝子の欠損変異体の作製

　図3に示した様にr知jおよびr知2の遺伝子にカナマイシン耐性遺伝子カセットを

挿入したプラスミドDNA(pKA4､pKA7､pKA8)を用いて形質転換した結果を表

1に示す｡ポジティブコントロールとして,7,j7転写開始点より上流の位置にカナマイ

シン耐性カセットを挿入したpKA6を使用し､ネガティブコントロールとして等量の

バッフアーのみを使用した｡3回の形質転換実験を行い､pKA6とpKA4を用いた形

質転換実験ではネガティブコントロールの5倍から50倍の形質転換体が生じた｡こ

のうち20コロニーを分離して継代培養を繰り返し､PCRでカナマイシン耐性遺伝子

挿入位置を確認した形質転換体の中から1つを､,加2欠損変異体M407と命名し､今

後の実験に用いた｡
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(E/H)または召amHI/H珀dIII(B/H)で切断した｡プローブにはSyne油ococcus　6301rゎpjのCS-RBD
をコードする249bpのDNAを使用した｡
Syne咄ococcus　7942の治pJ(B),rbp2(C)の塩基配列と推定されるアミノ酸配列　カナマイシン耐性遺

伝子カセ
ノ酸残基
した｡

ットを導入した制限酵素部位を下線で示した｡Syne油･coccus6301と異なる塩基およびアミ
はで太宇で示し､その上下にSyne油ococcus　6301の塩基およびアミノ酸残基を二重下線で示
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図3

r印jおよび功μ漣伝子破壊実験に用いたプラスミドDNAの模式図
Kmgはカナマイシン耐性遺伝子カセットを､その下の矢印は転写方向を示す｡黒色の

ポックスは遺伝子を､太い実線は相同組換えに用いた遺伝子の周辺領城を示す｡カッ
コで示した制限酵素部位にカナマイシン耐性カセットを挿入した｡
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plasmid *Exp.　1

------

Exp.2

Numbers　of　colonies　per　plate

　　　30

>10,000

　>2,000

　　　118

　　　n.d.

22

　　270

>1,000

>1,000

　　384

　　n.d,

Exp.　3

　　　192

>10,000

>10,000

　　　n.d.

　　　177

------- 一-

--

Mutant　ce11

M407

M710,M711

--------一

NO

pKA6(?肩)

pKA4(A吻72)

pKA7(Ar知j)

PKA8(Ar知7)

----

*Exp,　experiment

n,d･,not　determined.

表1

3回の独立した形質転換実験で出現したカナマイシン耐性コロニーの数



　pKA7とpKA8を用いた形質転換実験では､ネガティブコントロールの1倍から4

倍程度の形質転換体しか生じなかった｡このうち20クローンを分離しカナマイシン

を含む液体培地で継代培養をつづけた｡　pKA8を用いた形質転換実験ではカナマイシ

ン耐性形質転換体は得られなかった｡　pKA7によるカナマイシン耐性を示した形質転

換体のPCR解析を行ったところ､4クローンが得られた｡このうちカナマイシン挿入

位置が,加パこあり､全てのゲノムが置換されたホモザイガスな吻丿欠損変異体をM710

と命名し､これを今後の解析に用いた｡　M711はカナマイシン耐性のセレクションを

繰り返し行ってもヘテロザイガスなまま変わらなかった｡

　r知2欠損変異体M407とr知7欠損変異体M710のDNAを精製しサザン解析を行っ

た結果を図4に示す｡r知7翻訳領域をプローブにすると野生型では6.2　kbp　のjα｡HI

と1.2　kbp　の及回HI一所zzdIII断片にハイプリダイズする｡　M407はr知7遺伝子について

は野生型なので､同等の結果を示す｡　M710は,勿,丿遺伝子に1.1　kbp　のカナマイシン

耐性遺伝子カセットが挿入されているため､7.3　kbp　の&7.HI断片にハイプリダイズ

する.またヽカナマイシン耐性遺伝子カセットには捕zzdII1部位があるために1.6　kbp

とO.6　kbp　の及回HI一捕zzdIII断片にハイブリダイズする｡また､M710は,加/遺伝子座

において完全に変異型に置換されていることがわかる｡

　次にヽr知2翻訳領域をプローブにすると野生型では3.9　kbp　の及回HIと2.7　kbp　の

及回HI一捕zzdIII断片にハイプリダイズする｡　M710はr知2遺伝子については野生型な

のでヽ同等の結果を示す.M407はz加2遺伝子に1.1　kbp　のカナマイシン耐性遺伝子

カセットが挿入されているためヽ5.0　kbp　の及aHI断片にハイブリダイズする｡また､

カナマイシン耐性遺伝子カセットには/鋤dII1部位があるために3.1　kbp　とO.7　kbp　の

及回HI一捕zzdIII断片にハイブリダイズする｡また､M407はr知2遺伝子座において完

全に変異型に置換されていることがわかる｡
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図4

野生株と変異株のゲノムサザン解析野生株(WT)と変異株(M407,M710)のゲノ

ムDNAを召amHI(レーン1-3)またはRamHI/紹ndln(レーン4-6)で切断し､r肺j

(A),またはrbp2(B)に特異的な領域をブローブとしてハイブリダイゼーションを
行った｡野生型油p遺伝子と変異型遺伝子の制限酵素地図を右側に示した｡水平の

太い線はSyne油ococcus　7942のゲノムDNAを示し､r肺とK�遺伝子は黒色と白
色のポックスで示した｡B(RnHI)とH(珊fjdIII)の制限酵素部位をサザン解析に
使用した｡また､S(s£ul),Bs(BslPD,X(xm尼)はそれぞれKm漣伝子を挿入した
制限酵素部位を示す｡矢印は転写の方向を示す｡数宇はハイブリダイズしたバンド
のサイズ(kbp)を表す｡



3-2-3)温度条件による変異株の増殖の差異

　野生型､,加2欠損変異体M407､r&μ欠損変異体M710を30℃､36℃､20℃で培養

し､世代時間を測定した｡30℃では12時間と3種の株に違いは見られなかった｡　36℃

では野生型とM407では8.5時間と短くなったが､M710では11時間とあまり30℃で

の培養より世代時間は短くならなかった｡

　顕著な違いは､20℃のときに見られた｡野生型とM407では世代時間は36時間と

長くはなるが増殖を続けることができた｡しかし､M710では20℃ではほとんど成長

することができなかった(図5)｡このことは､r知/欠損変異体M710は低温に弱い性

質を持つことを示している｡すなわち､Rbp　1　は低温での細胞増殖のための機能を持

つことが推定される｡

3-2-4)欠損変異体のmRNA蓄積量

　低温でのr知jとr知2の発現量を見るためにヽ30℃で対数増殖中期まで培養した野

生型と変異体M407､M710を10℃に移して2時間後に全RNAを抽出してノーザン

解析を行った(図6)｡r知7欠損変異体M710では,勿,./mRNAは検出できなかった｡ま

た､r知2欠損変異体M407でも,加2　mRNA　は検出できなかった｡

　まず､r知7の低温でのmRNA蓄積量を見ると､野生型で10倍､M407でも5倍に

増加していた.3-2-3同様にRbp　1　は低温での機能を持つことが推定される｡

　次に､r知2の低温でのmRNA蓄積量を見ると､野生型でもM710でもほとんど検

出されなくなる｡プロープ濃度､RIの比活性はほとんど同じであるにもかかわらず､

r知2のmRNA蓄積量は,加7のそれにくらべかなり低いことが分かる｡これは､転写

量を反映しているのか､mRNAの安定性を反映しているのかさらに調べる必要がある｡

　また､低温にシフトした時の他の遺伝子のmRNA蓄積量を見ると遺伝子ごとに異

なっている.光化学系IIのD2タンパク質をコードするρ必jでは低温ではmRNA蓄

積量はほとんど消失する｡リポソームタンパクS1をコードする遺伝予印j/は逆に

低温になるとmRNA蓄積量は増加する｡リポソームタンパクS1は30℃の時にも
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図5

野生株と功p遺伝子破壊株の異なった温度による増殖曲線

細胞はKratz　and　MyersのC培地で2500　1uxの照度,100　rpmの振とう条件で
増殖させた｡細胞濃度は730　nmの吸収で測定し､データは3種類の株の
各々の増殖を示す｡白丸と黒丸は30℃と20℃の時の培養をそれぞれ表す｡
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コールドショック後の功pのノーザン解析
野生株と変異株の全RNAを抽出し､各々の遺伝子に特異的な領域をプローブ

としてハイブリダイゼーションさせた｡　30℃で対数増殖期初期まで培養し

(レーン1,3,5)､10℃に2時聞置いた後に集菌しRNAを拍出した(レーン2,

4,6)｡最下段のパネルは全RNAのエチジウムブロマイド染色のパターンの
うちrRNAの量を示した｡
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転写翻訳はされているはずなので､30℃の時にmRNA蓄積量がほとんど検出されな

いのはmRNAの安定性が極めて低く､ターンオーバーが速いと推測される｡10℃で

のり�のmRNA蓄積量が増加することは､安定性が増すためと考えられる｡r知7欠

損変異体M710での10℃での,7,j･jのmRNA蓄積量が野生型に比べ増加しているのは､

やはりRNAの安定性と関係があるのかもしれない｡r知2欠損変異体M407では他の

mRNA蓄積量に与える顕著な影響はここでは見られなかった｡

3-3)38　kDa　のssDNA結合タンパク質の遺伝子の解析

3-3-1)38　kDa　のssDNA結合タンパク質の遺伝子のスクリーニング

　38　kDa　のssDNA結合タンパク質をコードする遺伝子を分離同定するために,Meng

ら(Meng　et　al.　1989)によって作成されたラン藻Sy9油acocc回6301ゲノムDNAライブ

ラリーをプラークハイプリダイゼーションによってスクリーニングした｡プローブに

は､決定されたアミノ酸配列1から13残基および開始コドンのメチオニン残基より

作成された合成オリゴヌクレオチド42　mer　を用いた｡スクリーニングの結果､図7

に示すように18.5　kbP　のλクローンλCS211が分離された｡さらに､プロープにハイブ

リダイゼーションする領域ヽ2.0　kbp　の£caRI-Sall断片ヽ1.5　kb　のj),yzl断片がpBlues9ript

II　KS゛　にサブクローンされ､それらの塩基配列2359　bp　が決定された(図8)｡この領

域には18アミノ酸残基から成るa,芦のC末端部分､aゲ/紹､匈S?θ7が同一鎖上に存在

していた｡　a,βθ7から推測されるN末端アミノ酸配列は､38　kDa　タンパク質のN末

端アミノ酸配列と完全に一致することから､匈泗7は38　kDa　タンパク質の遺伝子であ

ると決定した｡

3-3-2)38　kDa　のssDN4結合タンパク質の遺伝子の相同性検索

　アミノ酸配列の分析よりN末端にはメチオニン残基を含まないことから､成熟タン

パク質は306アミノ酸残基より成ると決定した｡　a,βθ7より推定されるアミノ酸配列

をSwiss-Prot.Re125および当時の発表論文を検索したところ､ホウレンソウの葉緑体

のリポソームタンパクCSI(chloroplast　ribosomal　protein　S　I　を略しCS1)と顕著な相
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A.38　kDaのssDNA結合タンパク質遺伝子を含むλCS211クローンの制限酵素地図
白色のポックスは18.5kbのインサートを示し､黒色のポックスはプロープにハイブリ
ダイズした領域を示す｡λ-R,λ-LはλEMBL4の右と左のアームを表す｡中段はサプ

クローンされた領域の詳細な制限酵素地図､下段は塩基配列を決定した結果示唆され
た3つのoだを示す｡

B.λCS211クローンのサザン解析
プローブには1.1　kbpの旋F均jII断片を使用した｡
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λCS211の内2.3　kbpのEcoRI一乃a領域の全塩基配列と推定されるアミノ酸配列
タンパク質をコードする可能性のある領域を枠で囲った｡　oraθ7の破線の下線を引い

たアミノ酸配列は､38　kDaのssDNA結合タンパク質から決定したアミノ酸配列のN末
端13アミノ酸残基とー致した｡リボソーム結合部位(RBS)と推定される塩基配列を太

い実線で示した｡三角は･raθアの転写開始点を示す｡逆位反復配列を2本の逆向きの
矢印で示した｡この塩基配列はDDBJのD28752に登録されている｡
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同性を示した｡図9Aにそのアライメントを示したように､40.8%のアミノ酸の一致

性､86.3%のアミノ酸の類似性があった｡　CSIは核ゲノムにコードされ､41アミノ酸

残基のトランジットペプチドを持つ全長411アミノ酸残基から成る｡葉緑体に輸送後

370アミノ酸残基の成熟タンパク質になりその分子量は約40　kDa　であることが報告さ

れている(Franzetti　et　al.　1992a)｡この当時発表されていた原核生物のリポソームタン

パクSIは､&油�c/心c必(Schnier　and　lsono　1982),扮ay扇ac沁,sp.(unpublished),

刄/zな必jza　zg/j/azjj　(Schnier　et　al.　1988)のみであった｡£.･/jSIは557アミノ酸残基か

ら成る約60　kDa　のタンパク質で分子量が大きく異なる｡当時､紅藻八叩勿Γαρ叩gm2の

葉緑体DNAの全塩基配列が決定され､葉緑体のリポソームタンパクSIが高等植物と

は異なり葉緑体ゲノムにコードされていることが発表された(Reith　and　Munhohnd

1993)｡　Reith　らの好意により紅藻葉緑体リポソームタンパクSIの塩基配列より推定

されたアミノ酸配列を送付してもらった｡2つの葉緑体のリポソームタンパクS1と

の相同性から､砂,z･油a･ccs　6301　の38　kDa　のssDNA結合タンパク質はリポソーム

タンパクSIであると決定した｡このラン藻はグラム陰性細菌の一種であるにもかか

わらず､大腸菌などのグラム陰性細菌より植物葉緑体のリポソームタンパクSIによ

り近いことがわかる｡このことからも､ラン藻は葉緑体の始源生物であるという細胞

内共生説を支持できる｡

3-3-3)リボソームタンパクSIの分子内構造と機能

　大腸菌のリポソームタンパクSI(£.Q/jSIを略してESI)は､その機能と構造が最

もよく調べられている(序章､Subramanian　1983,　1984)｡その分子内構造は､SIドメイ

ンと言われる約80アミノ酸残基からなる内部繰り返し領域が6個タンデムに並んで

いる｡N末端側の2つのSIドメインは､タンパク質同士の相互作用によりリポソー

ムと結合し､C末端側の4つのドメインはmRNAの5'非翻訳領域(UTR)と結合し､

正しい翻訳開始位置の決定と翻訳効率に関わっている｡ホウレンソウ葉縁体リボソー

ムタンパクCSIの分子内構造は､3つのドメインがタンデムに並んだ構造を持ってい

ることが調べられている(Franzetti　et　al.　1992a)｡　ESIの半分の機能ドメインしか持たな

いにもかかわらず､CSIはリポソーム結合能とRNA結合能の両方の機能を持つこが
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A.3種類のタンパク質のアライメント

PCC630138KはSynecカococcus　6301のoraθ7から推定されるアミノ酸配列､spinach
CS1とPorphyra　CS1はホウレンソウと紅藻の葉緑体リポソームタンパクS1を示す｡*
は3つのアミノ酸配列が一致したもの､.は3種のうち2つのアミノ酸残基が一致したも
の､-はギヤップを示す｡
B.4種類の生物のリボソームタンパクS1の模式図

斜線の領域は内部繰り返し配列U1-U3を表す｡R1からR4は£.cdのS1で決定されたS1
RNA結合ドメインを示す｡TPはトランジットペプチドを示す｡　aaは成熟タンパクS1の
アミノ酸残基数を示し､identityはSynedococcus　6301のSIを100%とした時のアミ
ノ酸配列の一致性を示す｡spinach　chloroplastの三角はイントロンの挿入位置を示す｡
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報告されている｡勿,1ε油a･ccs　6301　のリポソームタンパクSI(勿g油acaccs　6301

ribosomal　protein　S　1　を略してSSI)と推定される38　kDa　タンパク質の分子内構造を調ベ

てみると､図9Bで表したようにCSIと同様に約80アミノ酸残基からなる繰り返し

単位が3つタンデムに並んだ構造をしている｡　CSIに比べ､38　kDa　タンパク質は306

アミノ酸残基とさらに短くそれはSIドメインを含まないN末端側とC末端側の両方

の領域で短くなっている｡これらのことからも38　kDa　タンパク質は葉緑体リポソー

ムタンパクCSIとよく似た構造であることがわかる｡また､FranzettiらはCSIのゲノ

ミッククローンも分離し6個のイントロンの位置を決定した(Franzetti　et　al.　1992b)｡

CSIは勿,1ε油a｡ccs　6301　のリポソームタンパクSIよりN末端側とC末端側が長い

が､第1イントロンと第6イントロンはちょうどその位置に挿入されている｡葉緑体

から核ゲノムヘ移行していく過程で新たなエクソンを得るという仮説によくあってい

る｡

3-3-4)S抑θ凶ococcus　6301　のrps　7　遺伝子の周辺領域に存在するoがの相同性検索

　叩,s'/遺伝子の上流に存在する2つのaヴT遺伝子(匈X,aヴ/68)より推定されるアミ

ノ酸配列をプロテインデータベースSwiss-Protとの相同性検索を行った｡　ORFXのC

末端配列は葉緑体の光化学系II　P680　クロロフィルアポプロテインをコードする光合

成遺伝子μ紹のC末端と高いアミノ酸の一致性を示した(図10A)｡aヴ7認遺伝子は機

能未知の遺伝子£.cdのy紬Z)と相同性を示した(図10B)｡大腸菌の?以遺伝子上流

には,s以rまたはc｡£､シチジンメチルキナーゼをコードする)が同鎖上にあり､紅

藻の印,s/上流には相補鎖上に機能未知の遺伝子K/29と小さなaゲがある｡ラン藻

SyzzE油acaccs　6301　の?,y/遺伝子上流の遺伝子配置とは全く異なった形をしている｡
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A　Ali9nment　of　C-terminus　of　oryx　and　Tobacco　chloroplast　psわS

psbB　　MGLPwyRvHT四DPGRI･L　SVH工MH匹皿GsMALy　ELAvFDPSDP　VLDPMWRQGM

　　　　　　FV工PFMTRLG　ITNSWGGWSI　TGG?V゛rN】i》G工WSTEGVAGAH　IVFSGLCFL&AIWHWVYWDL

　　　　　　E工FCDER?GK　PSLDLPKIFG　IHLrLSGVAC　FGFGAFHV'rG　LYGPGIWVSD　PYGLTGKVQP

　　　　　　VNPAWGVEGF　DPFVPGGIAS　HHIAAG四I皿VR　PPQRLYKGLR　MGNIETVLSS

　　　　　　SIAAVFFAAF　VVAGTMWyGS　ATTPIELFGP　TRyQWDQGTF　QQE工YRRVSA　GLAENQSLSE

　　　　　　AWSKIPEKLA　FYDy工GNNPA　KGGLFRAGSM　DNGDGIAVGW　LGHPIFRDKE　GRELFVRRMP

　　　　　　TFFETFPWL　VDGDGIVRAD　VPFRRAESKy　SVEQVGVTVE　FYGGELNGVS　YSDPA¶rvKKY

　　　　　　ARRAQLGEIF　ELDRAIrLKSD　GVFRSSPRGW　F?FGHASFAL　LFFFGH工WHG　ARTLFRDVFA

　　　　　　GIDPDLDAQV　EFGAFQKLGD　PTTKRQAA

○rfx

脅含含女脅膏責★脅★　★脅會 含女

-EFGAFQKLGD　PTTRKTAA

B　Ali9nment　of　ORF168　and　E　c�沙∂D

　60　aa

120

180

240

300

360

420

480

508

39.9%

orf168.MQCPACRH?D　S四SRSSE　SGRSVRRRRE　CLSCGHRF?r　YERVEFVPIS　V工KRllGDRES　　6　0　aa

脅　脅脅　膏 會 ★ ★脅 脅　膏★會膏含★　　★★　含　　★膏脅膏　　脅　　★　脅 脅　脅　★　　膏膏

ybaD　　MHCPFCFAVD　TKvIDsRLVG　EGssmQ　CLvcNE四mvMPR　wKsNDVREP　　60

orf168　FDRsKLLRG工　VRACEKTGvs　AQg4DLLvDE　IEG'rLQQRsS　RDvQssEIGE　MVLQQIGRLs　　12　0

★ 脅含 肯 脅會　脅會　　脅★ 脅 含 肯　女　脅　　女女 女　　女 ★

ybaD　　FNEEKLRSGM　LRALEKRPvS　SDDVEMA工NH工KSQLRATGE　REVPSKM工GN　LvMEQLKKLD　12　0

orf168　EVAyIRFASV　YRQFRGVRDF　VE四RLQDL　SRDEVGDVPA　AVTSLTSA

女脅女肯女女女★含　脅脅　脅 含　　會 脅脅　兪

ybaD　　皿IRFAsv　YRSFEDIKEF　GEEIARLED-

168

149

図10

Syne油ococcus　6301の印sj遺伝子上流にあるor忿とora68の相同性検索

A.or忿のC末端配列とタバコ葉緑体の光化学系IIの遺伝子ps&Bのコードす

るタンパク質とのアライメント｡

B.oがj6SとE.c�肪yわa£)のコードする機能未知のタンパク質とのアライ

メント｡*はアミノ酸残基が一致したもの､-はギャップを示す｡
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3-3-5)･ps7遺伝子のサザン解析

　勿zlEc加caccs　6301　のゲノムDNAとのサザン解析を行った結果､8.8　kbp　の£･RI

断片,20　kbp　以上のSα/I断片,1.9　kbp　の角i/I断片に一本づつシグナルがでた(図11B)｡

このことは､ラン藻の?1/遺伝子はゲノム上にシングルコピーとして存在しているこ

とを示している｡さらに､Swα1および戸｡EIで切断したゲノムDNAをパルスフィー

ルド電気泳動後サザン解析した結果,125　kbp　のルαI断片,1250　kbp　の/=･｡EI断片にシ

グナルがでた(図11A)｡これらの結果から､金子らによって作製された砂,zE油θcθccμぶ

6301の物理地図(Kaneko　et　al.　1996b)に載せると図11Cのようになる｡

3-3-6)rpsyの発現解析

　勿ac加caどcs　6301　を通常培養条件で対数増殖期中期まで培養して全RNAを抽出し

たものと､図12で示した,7,s7遺伝子を含む2.3　kbp　のR｡RI-Sα/I領域(A)をプロー

プにしてノーザン解析をおこなった｡　2.0　kbp,　1.2　kbp,　0.7　kbp　の主に3つの転写物が検

出された.1.2　kbp　の匈/I-&z/I領域(D)をプローブにするとヽ1.2　kbp　の強い転写物と0.7

kbpの弱い転写物が検出された｡印j7遺伝子が単一で転写されるとおよそ1.2　kbp　の長

さになる｡これらの結果を考えあわせると､印jjのmRNAはモノシストロニックに

転写され､比較的大量に存在することがわかる｡また､0.6　kbp　のg,ldIII一拘/Iの領域(C)

をプロープにした結果は強い0.7　kbp　と弱い2.0　kbp　の転写物が検出された｡また､1.1

kbpの及aRI一均/1の領域(B)をプローブにした結果は､強い2.0　kbp　と弱い0.7　kbp

の転写物が検出された.結果を考えあわせるとヽaゲ/6SはO.7　kbP　の単一な転写単位と

して転写されることが分かった｡このmRNAも安定に大量に存在することが分かっ

た｡

　　杉田によってプライマー伸長法によってmRNAの5'末端が決定された(Sugita　et

al.1995b)が､翻訳開始コドンより上流-250ntの位置であることが分かった｡この上

流には原核生物に共通する典型的なプロモーター配列は観察されない｡　3'末端は決

定されていないが､図9で示したように,?j7の3'UTR領域に短い逆位反復配列が

存在するので､ここに出来た安定なステムループ構造が転写終結点あるいはmRNA
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　図H

Synedoco(u･s6301の印sj遺伝子のゲノムサザンとゲノム上の位置
A.Syne油ococcus　6301のゲノムDNAをPmd,Swalで切断､または両酵素で二重切断し､パ

ルスフィールドアガロースゲル電気泳動を行い､エチジウムプロマイドで染色した｡

B.印sj遺伝子をプローブとしてAで作製したメンブレンとサザンハイブリダイゼーションを

行った｡λDNAも同時にラベルしサイズマーカーを検出させた｡

C.Syne咄oa)ccus6301のゲノムDNAをEcoRI,Sajl,Ba僧HI.川ndHIで切断し印sj遺伝子

をプロープとしてサザンハイブリダイゼーションを行った｡
D.Bで求めたサザンハイブリダイゼーションの結果より､昂sj遺伝子の位置をゲノム上に示
した｡
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図12

印sjとその上流の領域のノーザン解析
上の遺伝子地図に示したように､Aは2.0kbの召coRI-Sa71断片,Bは0.88　kbの

EcoM-£g71断片,Cは0.46　kbのg77dIII一召g71断片,Dは1.13　kbの召g71-洵荊析

片である｡AからDまでの各断片を32Pでラベルしてプローブとしてノーザン解析

を行った結果を下に示す｡矢印は転写の方向を示す｡　RNAのサイズマーカーは

23Sと16SのrRNAおよび530　ntから1770　ntのRNAラダー(BRL)を使用した｡
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の3'プロセス部位であろう｡

3-4)33　kDaのssDNA結合タンパク質の遺伝子の解析

3-4-1)33　kDa　のssDNA結合タンパク質の遺伝子のスクリーニング

　33　kDa　のssDNA結合タンパク質をコードする遺伝子を分離同定するために,上記

の勿gc加caca,y　6301　ゲノムDNAライブラリーをプラークハイプリダイゼーション

によってスクリーニングした｡プロープには､アルギニルエンドペプチダーゼで切断

された17　kDa　のポリペプチドのアミノ末端より決定されたアミノ酸配列1から13残

基より作成された合成オリゴヌクレオチド42　mer　を用いた｡スクリーニングの結果､

図13に示すように18.5　kbp　のλクローンλ33K-1を分離した｡さらに､プローブにハ

イブリダイゼーションする領域､2.5　kbp　の及回HI断片､1.1kbの及回HI一捕zzdIII断片

をpBluescript　II　KS+にサブクローンしヽそれらの塩基配列2435　bp　を決定した(図14).

この領域には23アミノ酸残基から成る匈yのC末端部分､aヴ29j､a,ゾ2舒,匈ZのN

末端部分が同=鎖上に存在していた｡aヴ2がから推測されるアミノ酸配列3から9残

基は､33　kDa　タンパク質のN末端アミノ酸配列と完全に一致した｡また､a,S/29jから

推測されるアミノ酸配列129から151残基は､17　kDa　ポリペプチドのN末端アミノ

酸配列23残基と完全に一致した｡ことから､a,ブ2ガは33　kDa　タンパク質の遺伝子で

あると決定した｡

3-4-2)33　kDa　のssDNA結合タンパク質の相同性検索

　アミノ酸配列の分析よりN末端にはメチオニン残基およびセリン残基を含まないこ

とから､成熟タンパク質は293アミノ酸残基より成ると決定した｡　岬2がより推定さ

れるアミノ酸配列をBLASTで検索したところ､勿,lg加｡ccs　6301　の38　kDa　ssDNA

結合タンパク質であるリポソームタンパクSI､ホウレンソウの葉緑体のリポソーム

タンパクCSIと相同性を示した｡図15に勿,zg加｡ccs　6301　のSIとのアライメント

を示した｡

　また､Cyanobaseで相同性検索を行ったところ､slr1984と最も相同性が高く41.0%

のアミノ酸の一致性があった｡旅,1Ec/zaりj心sp.PCC6803のこの遺伝子も?jパこ仮分
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A
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2､5

1.2
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図13

A.33kDaのssDNA結合タンパク質遺伝子を含むλ33K-1クローンの制限酵素地図

白色のポックスは14.7kbのインサートを示し､黒邑のポックスはプローブにハイブリダ
イズした領域を示す｡中段は､サブクローンされた領域の詳絹な制限酵素地図　下段は
塩基配列を決定した結果､4つのojゴの存在が示唆された｡

B.λ33K-1クローンのサザン解析

λ33K-1のDNA(0.5μg)を各々の制限酵素で切断しハイブリダイゼーションを行った｡プ
ローブにはオリゴヌクレオチド33P(2-1-3参照)を使用した｡
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図14

λ33K-1からサブクローンされた2.5　kbpの召amHI断片の全塩基配列およびそれから推定

されるアミノ酸配列
2つのo瓦295,0r285およびその上流と下流にojずTのC末端部分､or尼のN末端部分を枠
で囲った｡　33　kDaのssDNA結合タンパク質で決定されたアミノ酸配列と一致したoが295
のアミノ酸残基に下線を引いた｡この塩基配列はDDBJのAB031222に登録される｡
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図15

33　kDaのssDNA結合タンパク質とSy71e油ococcus　6301のリボソームタンパ

クS1のアライメント

上段は33　kDaのssDNA結合タンパク質(33K)のアミノ酸配列､下段は

Syne油ococcus　6301のリポソームタンパクS1(SS1)のアミノ酸配列を示
す｡*はアミノ酸残基が一致したもの､.は類似性のあるアミノ酸残基を示す｡
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類されていて､勿,zg/zacμ后6803ではslr1356とslr1984の2つのリポソームタンパク

質SI遺伝子が存在することになっている｡

　砂,7ε油a･ccs　6301　にもSIおよびSIに類似したタンパク質の2つが存在するので､

ここで新たな疑問が生じる｡勿,1ε油θcθccμ56301と砂,z｡c加c2μ心6803のリポソームに

は2種類のS1タンパクが構成成分として存在するのだろうか｡それらは､協調的に

または択一的にリポソーム成分となりうるのだろうか｡または､全く別の機能を持つ

タンパク質なのだろうか｡これらの疑問を解決するために3-5以降の実験を行った｡

3-4-3)33　kDa　のssDNA結合タンパク質遺伝子の周辺領域に存在するoがの相同性

　　　　検索

　33　kDa　タンパク質遺伝子勿2ガの39　bp　上流には勿y遺伝子の3'側が存在する｡

aヴ2ガの同一鎖上3bp下流にa,s/2むがあり､さらにその3bp下流にa,ゾZの5'側が

存在していた｡これらの遺伝子より推定されるアミノ酸配列をプロテインデータベー

スSwiss-Protでの相同性検索を行った｡吋Zは大腸菌の抗生物茸MccB17のプロセッ

シングに関わる因子の遺伝子即IM遺伝子と相同性を示した｡岬285は顕著な相同性

を示す結果は得られなかった｡しかし､Cyanobaseとの相同性検索では旅,zE油a｡ccs

6301の勿y,aヴ2邱,aがZは砂gc加cμ心6803のル拓凧j//2卯2,ルμJjと相同性を示

した｡勿,1Ec加り�む6803のそれぞれの遺伝子ル拓招,抜･7卯4μ//2卯2,ルμJjのゲノ

ム上の位置は363433,1815454,1273248,1058537と全く別々の位置に存在していた｡

これらから分るように､勿,zE油a｡ccs　6301　と勿,1ε油叫μ心6803の遺伝子配置は全く

異なった形をしていると考えられる｡

3-4-4)33　kDa　のssDNA結合タンパク質遺伝子のサザン解析

　勿zzEc加cacc心6301のゲノムDNAとのサザン解析を行った結果､9　kbp　の£caRI断

片,1.9　kbp　の均/I断片に一本づつシグナルがでた(図16A)｡このことは､33　kDa　夕

ンパク質遺伝子はゲノム上にシングルコピーとして存在していることを示している｡

さらに､SwαI,/=･n,I,I-Calでの切断またはそれぞれの制限酵素の二重切断したゲノム

DNAをパルスフィールド電気泳動しサザン解析した結果,135　kbp　のSwαI断片,280
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図16

Synedococcus　6301のnbpj遺伝子のゲノムサザンとゲノム上の位置
A.SynE力ococas6301のゲノムDNAをRmd,Swal,I-Ceulで切断､または両酵素で二重切断し､
パルスフィールドアガロースゲル電気泳動を行い作製したメンブレンとサザンハイブリダイゼーショ
ンを行った｡nbpj遺伝予をプローブとして,レーン1ではλDNAも同時にラベルしサイズマーカー
を検出させた｡
B.Sy71ec力ococcus　6301のゲノムDNAをEcoRI,Ecど)RI/召amHIで切断しnわpj遺伝子をプローブと
してサザンハイプリダイゼーションを行った｡

C.Aで求めたサザンハイブリダイゼーションの結果より､nbpj遺伝子の位置をゲノム上に示した｡
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kbpの/)mEI断片にシグナルがでた(図16B)｡これらの結果から､金子らによって作

製された勿,1ε油a｡ccs　6301　の物理地図(Kaneko　et　al　.　1996b)に載せると図16Cのよう

になり､?,りとは全く別な位置に存在した｡

　また､砂g油acacaJ　6301　を通常培養条件で対数増殖期中期まで培養して全RNAを

抽出したものと､33　kDa　の遺伝子aヴ2ガを含むPCR産物0.9　kbp　の領域,をプローブ

にしてノーザン解析をおこなった結果､主に3本の転写物が検出された｡また､a,ブ2郊

の上3bp下流にある伺/2むをプロープにしてノーザン解析した結果も全く同じパター

ンを示した｡このことから､33　kDa　のssDNA結合タンパク質のmRNAはポリシスト

ロニックに転写されることがわかった｡

3-5)33　kDaのssDNA結合タンパク質と3種のリボソームタンパクSIの比較

　旅,zEc加｡ccs　6301　の33　kDa　のssDNA結合タンパク質は38　kDa　のssDNA結合夕

ンパク質であるリポソームタンパクSIと37.4%のアミノ酸の一致性と80.4%の類

似性を示した｡分子内構造の繰り返し配列を調べると､3つのS1ドメイン構造を持

つことが分かった｡勿,1Ec加･ccs6301の33　kDa　のssDNA結合タンパク質(以後､33K

と略す)､勿gc加caccs　6301　リポソームタンパクSI(以後､SSIと略す)､ホウレン

ソウ葉緑体のリポソームタンパクS1(以後､CSIと略す)､大腸菌のリポソームタ

ンパクS1(以後､ESIと略す)の分子内構造模式図とアライメントを図17に示した｡

ESIは6つのS1ドメインを持つが､33K､SSI､CSIはいずれも3つのSIドメイン

しか持たない｡そこで､各ドメインがどのような機能を持つかを類推するために､ド

メイン間の相同性検索とアライメントを行った｡　33KのS1ドメインをN末端側から

33K:UI,U2,U3と命名した｡　SSI､CSIも同様にSSI:UI,U2,U3そしてCSI:　UI,　U2,U3

と命名した｡結果を表2に現した｡この結果より分かったことは､まず､33K､SSI､

CSIの各ドメインがUI同士,U2同士,U3同士で最も高い相同性を示したことである｡

このことは､3つのS1ドメインを持つ祖先型タンパク質が存在し､゛旅,1ε油a｡c｡j　6301

内で重複して2つのS1様タンパク質が出現したこと､そして､葉緑体のCSIはラン

藻の祖先型タンパク質が進化して形成された可能性を示唆している｡次に､33K-U3
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A

ESI

33K

protein,bjndln9　domaln RNA-bindjn9　domajn

　←

17　D1　100　D2　187　R1　273　R2　359　R3　448　　R4　528　557aa

23　U1　108　U2　187　U3　269　3aa

　　　　　　　28　U1　114　U2　192　U3275　306aa

SSI　　　　≒:､::.‘:;:･　:.;.':･

　　　　　　　52　U1　139　U2　219　U3　298　　　370aa
CSI　　　　.･･:･:　:.‘･≒.･::･:･:･:

呂詰麗丿罷瀾圃り慧剔馴饗緩騎
呂勘渥錫畷圖瞼麗涸曝1罷胎L
33KsU3　　　1　　　･l`　･･　　1　　　　`　　　'.゛`　　`･A　鳩･N'･　　　　･t硝
SSlsU3　　　　　　　　　-･　　　　　　　･DH･E　',　.‘　なD･　･　･　　･　･･宍皿圖|彊圖11疆S脆樋||llll11髪EslsR1　　　　　I　TD･　　　　　　　iDM為　･　K･　　　･I　　K･'‘･T　･　　･Gg`･wVA
　　　　　　i　肯　　　　　食　　　　　　　　　　　　　･　　1

　　　一一→-　一→

図17

A.33kDaのssDNA結合タンパク質と3種類の生物のリポソームタンパクS1の分子内構造の模式図

Ec(逍リボソームタンパクSI(ESI),33kDaのssDNA結合タンパク質(33K),Syne油ocoごcas6301リボソー

ムタンパクSI(SSI),そしてホウレンソウ葉緑体のリボソームタンパクSI(CSI)を示す｡U1からU3は内部繰

り返し配列を表す｡R1からR4は瓦cdのS1で決定されたmRNA結合に関わるS1ドメイン､DI,D2はリボソー

ムとの結合に関わるS1ドメインを示す｡数字は､各領域の始まりと終わりのアミノ酸残基の位置を示す｡

B.Aで示した4種類のタンパク質の各繰り返し配列のアライメント

黒はアミノ酸残基の一致性を､灰色はアミノ酸残基の類似性を示す｡E.c�のポリヌクレオチド加リン酸分解

酵素のS1ドメインのNMR分析によって決定されたRNA結合に関わるアミノ酸残基(*)とβシート(矢印)を

示した｡
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表2

4種類のタンパク質の各領域間の相同性(%)

勿g油acacc心6301の33　kDaタンパク質(33K)､砂gc加caca,y　6301　のリポソ

ームタンパクSI(SSI),ホウレンソウ葉緑体のリポソームタンパクSI(CSI)の

分子内繰返し配列領域UIからU3および£.｡/jリポソームタンパクSI(ESI)

のS1ドメインD1,D2,R1からR4の各領域のアミノ酸配列の相同性(%)を示

した.Genetyx-Mac　9.0　のマキシマムマッチングプログラムを使用し､最も高

い%を四角で囲った｡各領域は図17Aを参照｡
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はC末端側のESI:　RI　からR4と相同性が高く､33K:UI,U2はC末端側よりはむしろ

N末端側のESI:DI,D2に近い相同性を示した｡このことから､33K:U3はRNA結合

機能を持つと推測され､33K:UI,U2はタンパク質と相互作用する可能性が示唆された｡

3-6)大腸菌による大量発現系での組換えタンパク質の作製

　勿g油θcθccμ56301の33　kDa　のssDNA結合タンパク質はリポソームタンパクであ

るかどうかを調べるため､33　kDa　タンパク質の抗体が必要になる｡そこで､33　kDa

タンパク質を大腸菌内で大量発現させ組換え33　kDa　タンパク質(以後､r33Kと略す)

を精製することを試みた｡同時に､コントロールとして使用する勿,1ε油a･ccs　6301

リポソームタンパクS1の抗体を作製するために､組換えリポソームタンパクSI(以

後､rSS1と略す)の精製も行った｡

　まず､それぞれのタンパク質遺伝子を導入した発現プラスミドを用いてN末端にヒ

スチジン6残基を付加したr33K(図18B)を37℃で発現誘導させたところ､発現が確

認された｡細胞質画分に発現誘導のかかったタンパク質が検出できたので非変性条件

で精製が可能だと最初は思われた｡しかし､Ni-NTAスピンカラムで精製を試みたと

ころ､非変性状態ではNi-NTAカラムに結合せず､透過してしまい､溶出できないこ

とが分かった(図19A).さらに､変性条件下でも､Ni-NTAスピンカラムではpH　4.5

のバッフアーでも溶出することが出来なかった(図19B)｡そこで､変性条件下で100

mM　EDTA　を含むpH　4.5のバッフアーで溶出を行ったところ精製できた(図19C)｡

大量培養し､この方法で精製を行ったところ､タンパク質濃度が3　mg/ml　だったの

でそのまま透析した｡しかし､透析後のサンプルは凝集してしまい不溶状態になって

しまったので､沈殿物を0.4%のSDSを含むバッファーで再溶解させた｡　500　ml　培

養から3mgのr33Kが精製できた｡そのうち1mgを抗体作製のための抗原に使用し

た｡精製r33Kのアミノ酸分析を行ったところ､確かにN末端に6ヒスチジン残基が

あり､導入した制限酵素から形成されるアミノ酸残基GSが付加された後､本来のア

ミノ酸配列が続いていた｡また､非変性条件下､変性条件下ともにNi-NTAスピン力

ラムに結合できず素通りする33　kDa　のタンパク質のアミノ酸配列のN末端分析を

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　47



A

ECORI/RBD ∂amHI lnserted　DNA

pQE30　5'一回m回ヨAsQG(zcGCATCAccATCAccATCACGGa!x!cc

　　　　　　　　　　AAGC!xwxlAMwrAGCTGAG　　-3゛

B　r33K

　　　　　ECORI

1

61

121

1

61

121

181

241

1･扮xjlll

8amHI

60

120

180

60

120

180

240

300

M　R　G　S　H　H　H　H　H　H　G

S　P　S　A　A　N　T　P　S　Y　D　D　F　A　L　A　L　E　A　Q

S　L　D　S　Q　K　G　Q　L　V　R　G　K　V　C　E　y　S　T　D

C　rSSI

　　　　ECORI ∂amHI

M　R　G　S　H　H　H　H　H　I　G

S　V　T　Q　D　I　P　A　V　D　工　G　F　T　H　E　D　F　A　A

L　L　D　Q　y　D　Y　H　F　N　P　G　D　T　v　v　G　T　V　F

N　L　E　P　R　G　A　L　　工　　D　　I　　G､A　K　T　A　A　F　L　P

V　Q　E　M　S　工　N　R　V　E　S　P　E　E　V　L　Q　P　S　E

図18

A.発現ベクターpQE30のクローニング部位の模式図

BamHIと捕fldIIIの部位に各遺伝子のコード領域をインフレームで挿入した｡　RBD
はリボソーム結合部位を示す｡
B.pQE30に挿入された33　kDaのssDNA結合タンパク質の遺伝子の組換え部位の

塩基配列と塩基配列から推定されるアミノ酸配列
C.pQE30に挿入されたSyne油ococcus　6301のS1の遺伝子の組換え部位の塩基配

列と塩基配列から推定されるアミノ酸配列
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図19

33　kDaのssDNA結合タンパク質の大量発現と精製方法の検索
A.組換えタンパク質の溶解と精製の方法の模式図

B.非変性条件下での溶解(レーンlysate)とNiカラムに吸着させた時の透過画分(レー

ンflow　through)､洗浄圃分(レーンwash)､イミダゾールによる溶出画分(レーン
elution)のSDS-PAGEパターン｡

以下同様に､C.変性条件下での溶解とpH勾配による溶出　D.変性条件下での溶解と

EDTAによる溶出　　　　　　　　49
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決定されたアミノ酸配列

peptide　l　→OmpA

peptide　2　→　r33K

peptide　l　APKDNTwy?GAK(L/S)GwxQyxDDGxx(R/N)NNXPX

peptide　2

peptide　l

E.co//

OmpA

MKXTA工AIAV

FGGyQVNPyv

皿SN

GMLSIxivS¥R

LySQLSNLDP

GESNPV゛rGNT

　A?XI)N'xwyT　GAXLGWXQyx　DDGXxlmNXP

　表女壹金金壹★壷壷壷女女脅脅壹垂壹　女喩　灸金壷膏

AAPKDNIWTT　GAXLGWSQYH　I)'rGFINNNGP　THENQLGAGA

RMPTXGSVEN　GAyKAQGVQL　TAKLGYPITD　DLDlyTRLGG

SPVFAGGVEy　A工?PE工ATRL　EyQWTNNIGD　ABTIG?RPDN

A?APApAI)EV　Qll《HFI'LKSD　VLFNFNXATL　KPEGQAALDQ

TDR工GSDAyN　QGLSERRAQS　VVDyLISKGI　PADKISARGM

IDCIλPDRRV　EIEVKGIKDV　VIりPQA

ALAGFA7VAQ

GFEMGTDWLG

VYGKNHDTGV

FGQGEAAPVV

KDGSVVVLGy

CDNVKQRAAL

図20

A.組換えタンパク質r33Kを大量発現させた細胞ライセートのSDS-PAGEのパターン

大量発現した上のバンドをpeptide　1とし､下のバンドをpeptide　2として､気相プロ

テインシークエンサーでそれぞれのアミノ酸配列を決定した(B)｡(/)は2通りのア

ミノ酸残基のビークが読み取れることを示している｡プロテインデータベースで検索
し､相同性のあったE.co#の外膜タンパク質OmpAとのアライメントをCに示す｡
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S伺jedococcus　6301　リポソームタンパクS1の大量発現と精製方法の検索

A.組換えタンパク質の溶解と精製の方法の模式図

B.変性条件下での溶解(レーン1ysate)とNIカラムに吸着させた時の透過画分(レーン

nowthrough)､2回の洗浄(レーンwash1,2)､pH勾配による溶出(レーンelution)
の各圃分のSDS-PAGEパターン｡
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行ったところ､大腸菌の外膜タンパク質であるOmpAであることが分かった｡図20B

に示すように､勿,zE油a｡ccs　6301　のssDNA結合タンパク質33　kDa　タンパク質を大

腸菌内で大量発現させると確かに､ほぽ同じ分子量のタンパク質が2本多量に存在す

ることが確認できた｡　OmpAは大腸菌内では量の多いタンパク質ではあるが､rSS　1

を誘導させた時には､OmpAが大量発現する傾向は見られなかった｡

　勿g油θcθccμj6301のリポソームタンパクS1も同様に､プラスミドを用いてN末

端にヒスチジン6残基を付加したrSSI(図18C)を37℃で発現誘導させたが､発現

しなかった｡そこで､培養温度を30℃に変えて発現誘導させたところ､発現させるこ

とができた｡次に､細胞画分を調べたら不溶性であることが分かったので､変性条件

下での精製を行った(図21)｡　Ni-NTAアガロースカラムからの溶出液のうち､pH　5.2

からpH　4.5　の画分にrSSIが存在していた｡これらの画分まとめて透析した｡　80　ml　培

養より､1.4　mg　のrSSIが精製できた｡そのうち1mgを抗体作製のための抗原に使用

した｡精製rSSIのアミノ酸分析を行ったところ､確かにN末端に6ヒスチジン残基

がつき､導入した制限酵素から形成されるアミノ酸残基GSが付加された後､本来の

アミノ酸配列が続いていた｡

3-7)細胞内の局在性

3-7-1)抗体の特異性

　　　まず､rSSIとr33Kを抗原とする抗体((z-　rSS　I　,　(z　-r33K)の特異性を調べた｡

図22B,Cに示すようにそれぞれの抗体はお互いの抗原にクロス反応しない｡また､

タバコの葉緑体のS30画分と大腸菌のS30画分とウェスタン解析をおこなったが､リ

ボソームタンパクSIと思われる分子量のタンパク質とはクロス反応を示さなかった｡

　　a-　rSSI　と旅,zE油a｡c｡j　6301　のS30画分のウェスダン解析を行うと､rSSIより

分子量の小さい約38　kDa　のタンパク質と強く反応した｡これは､確かに内在性のリ

ボソームタンパクSIを検出できたことを示している｡また､抗体の使用量を増やし

たり､ウェスタン解析の感光時間を長くすると､a-　rSS1　は旅gc加｡ccs　6301　のS30

画分の55　kDa　､33　kDa､30　kDa　､17　kDa　タンパク質とクロス反応する(図22E)｡
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組換えタンパク質r33KとrSSIに対する抗体の特異性の検定
A.抗原r33K(50　ng),rSS1(50ng),タバコ葉緑体のS30画分(20昭),召.c�全細胞画分(20μg)

をSDS-PAGFしCRRぬ布.7,かパ々-ヽノをSDS-PAGEしCBB染色したバターン｡
B.およびC.はAで作製したメンブレンJB.およひC.はAで作製したメンブレンとr33K抗体またはrSS1抗体を使用したウェスタン解析｡
D.はSyne油ococcus　6301のS30画分(10昭)をSDS-PAGEしCBB染色したパターン｡

E.およびF.はDで作製したメンプレンとr33K抗体またはrSS1抗体を使用したウェスタン解析｡
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a　-r33K　と砂,zE油θcθccμ56301のS30画分のウェスタン解析を行うと､r33Kより分子

量の小さい約33　kDa　のタンパク質と強く反応した｡これは､確かに内在性の33　kDa

ssDNA結合タンパク質を検出できたことを示している｡また､抗体の使用量を増やし

たり､ウェスタン解析の感光時間を長くすると､a-r33Kは勿,zEc加｡caj･　6301　のS30

画分の60　kDa　と15　kDa　タンパク質とクロス反応する(図22F)｡

3-7-2)細胞内成分の分画

　砂,zE油aacaj6301の33　kDa　ssDNA　結合タンパク質はSSIにアミノ酸配列および

分子内構造が似ているのでリポソームの構成成分であるかもしれない｡この可能性を

調べるために､33　kDa　タンパク質の勿gc加cgcs　6301　の細胞内の局在性を調べた｡

通常培養条件で対数増殖後期まで培養した勿,1.c加-ccs　6301　細胞を擦り潰したのち､

3o,ooo　g　遠心の上清s30画分(S30)と沈殿物(ppt)に分離する｡　pptには未破砕の細

胞や細胞残滓､膜成分などが含まれる｡細胞質成分が全て含まれるS30画分をさらに

ショ糖平衡密度勾配で100,000　g　で遠心し､完全に透明な上清分画(S100)と､沈澱

　(粗リポソーム画分)に分離する｡この時､透明な層と沈殿物の間には､青色の層､

次に紫の層､そして暗黒緑の層が生じる｡沈殿物をIMの塩化アンモニウムを含むバ

ッファーで4回洗浄して精製リポソームを得る(ribosome)｡この時､最初の洗浄液

にはいろいろな翻訳因子が含まれているので､硫化アンモニウム沈澱してリポソーム

ウオツシュ(RW)として回収した(図23A)｡

3-7-3)細胞内の局在性

　上記の各分画をrSSIとr33Kを抗原とする抗体を用いて免疫反応を利用したウェス

タン解析によってSSIおよび33　kDa　のssDNA結合タンパク質の細胞内の局在性を調

べた｡

　SSIは確かにリボソーム画分に存在している(図23B下レーンribosome)｡さらにRW

画分にも多量に存在している｡このことは､大腸菌のESIはリポソームとゆるく結合

していて解離しやすいというデータとよく一致している｡また､　S30画分にはもち

ろんとしてS100画分にも存在していることが分かる｡このことは､リボソームと
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A｡細胞内画分の調製の方法の模式図

B｡33　kDaタンパク質(33　kDa)とリボソームタンパクS1(SS1)の細胞内の局在性

Aの方法で調製した各画分をSDS-PAGEした｡レーン1から4､9から12は全タンパク質

含量10同､レーン5と13は全タンパク質含量2昭､レーン6と14は全タンパク質含量1
叫､レーン7,8,15,16は全タンパク質含量50　ngをアプライした｡上段は33　kDaタン

パク質の抗体で､下段はSS1の抗体でウェスタン解析した｡
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結合していない遊離な状態のSSIが細胞質中にある事を示している｡

では､33　kDa　タンパク質の細胞内の局在性はどうか｡まず､ribosome画分には全く

存在していないことがわかる(図23B上,レーンribosome)｡このことは､33　kDa　夕

ンパク質はSSIとよく似た分子構造をしているにもかかわらずリポソームの構成成分

ではないことを示している｡しかし､RW画分には少量存在するので､リポソームと

何らかの相互作用を持つ可能性も考えられるが､リポソーム祖抽出液への他の画分の

混在の可能性も考えられる｡　33　kDa　タンパク質の主な存在画分はS100画分である(図

23B上,レーンS100)｡このことは､33　kDa　タンパク質は細胞質中で遊離な状態で存

在していることを示している｡

3-7-4)ショ糖平衡密度勾配遠心法

　細胞内画分のウェスタン解析の結果33　kDa　のssDNA結合タンパク質はリポソーム

の構成成分でないことを示したが､さらに別な方法､ショ糖平衡密度勾配遠心法によ

るリポソームまたはそのサブユニットの分離を行い､リポソーム分画に存在するかど

うかを調べた｡

　はじめに､大腸菌リポソームを精製し遠心条件の検討を行った｡日立RPS40-Tロ

一ターを用いて10%から30%のショ糖平衡密度勾配で､22,000rpmを16時間の遠

心で､大腸菌の70Sのリポソーム単量体および50Sと30Sのサブユニットを分離で

きるこがわかった｡この遠心条件を用いて､はじめは精製砂g油acaca,y　6301　リポソ

ームを分離してみたが､精製リポソーム量が少ないことと大腸菌に比ベリポソー¬ムが

不安定(大腸菌リポソームの精製方法をそのまま使用したため)になっているようで

OD26｡とOD28｡の吸光度よる明確なプロフィールは得られなかった｡そこで､

勿g油acacaj　6301　のS30画分をそのままショ糖平衡密度勾配遠心することにした｡

図24Aにそのプロフィールを示す｡同時に遠心した大腸菌のリポソームフO　S,　そのサ

ブユニット50Sと30Sのピークを示した｡これらのフラクションをウェスタン解析

して33　kDa　タンパク質の存在様式を調べた｡同時にSSIの解析を行った｡

　まず､SSIの抗体を用いてウェスタン解析すると､70Sおよび30Sのピークよりや

や大きいフラクションにシグナルが検出された(図24B下､レーン2とレーン5-8)｡
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33　kDaタンパク質とSS1のリボソームサプユニットとの結合
A.Sy71ec址)coccus　6301のS30画分をシュークロース平衡密度勾配遠心し､13に分割し

た各フラクションのOD26oのプロフィールを示す｡白抜き三角は同一遠心条件で得たE.

cdリボソーム(70S)およびそれらのサプユニット(50　S,　30S)のピークの位置を示す｡
B.33　kDaタンパク質(上段)とSS1(下段)の抗体を使用したウェスタン解析

レーンantigenは組換えタンパク質r33K(上段)とrSS1(下段)を50　ng､レーンS30は遠心
前のSyne油ococcus　6301のS30画分を10昭アプライした｡ラン藻のリボソーム30Sサブ
ユニットとE.cdの30Sサプユニットのピークが一致しないのはサイズが異なる可能性が
ある｡葉緑体のリボソームはE.cdに見られないいくつかのリボソームタンパクが存在す
ることが調べられている(Subramanlan1993)｡
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しかし､50Sのピークには検出されなかった(図24B下,レーン3,4)｡このことは､

確かにSSIはリボソームタンパクであり､リポソームの小サブユニットに存在してい

ることを示している｡また､上部の軽いフラクションにもSSIは検出される(図24B

下,レーン11-13)｡このことは､リポソームという複合体に結合しない遊離な状態で

の存在を示している｡細胞分画のS100画分にも多量に存在するという前述の結果と

もよく一致している｡　30Sのピークよりやや大きいフラクションに検出されるのは､

SDG遠心後底部より分画していくため上部はやや拡散してしまいブロードになってし

まうためと‥叙,1ε油θcθccμ56301のリポソームサブユニットのサイズは厳密には測定

されておらず､大腸菌とは必ずしも一致しない可能性が考えられる｡実際､古ラン藻

を祖先に持つと推定されている植物葉緑体のリポソームの場合､大腸菌には存在しな

いリポソームタンパクが数種類報告されている(Subramanian　1993)｡このことから

類推しても大腸菌のリポソームとラン藻のリポソームがサイズ的に完全に同じとは考

えにくい｡

　33　kDa　タンパク質の抗体を用いてウェスタン解析すると､70　S,50　S,　30Sのピーク

のフラクションにシグナルはまったく検出されなかった(図24B上,レーン2-8)｡上

部の軽いフラクションにのみ33　kDa　タンパク質は検出された(図24B上,レーン11-

13)｡このことは､33　kDa　タンパク質はやはりリポソームタンパクではないことを示

している｡その存在様式は細胞質中で遊離な状態で存在していると思われる｡細胞分

圃のS100圃分に存在するという前述の結果ともよく一致している｡

　また､この一連の実験でa-r33Kとクロス反応した15　kDa　のタンパク質はリポソー

ムの大サブユニットの成分であることが分かった｡

3-8)33　kDa　のssDNA結合タンパク質の核酸結合特性

　33　kDa　のssDNA結合タンパク質はリボソームタンパクではないことが分かったの

で､核酸と結合特性を調ベリポソームタンパクS1との違いを明らかにさせるため以

下の実験を行った｡
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3-8-1)非変性状態の組換えタンパク質の精製

　　　抗体作製のために精製した変性状態のタンパク質では核酸結合能をもつかどう

かわからないので､非変性状態で精製することを試みた｡予備実験の結果ではどちら

の組換えタンパク質も不溶性のため非変性状態では精製できないことが分かっていた

が､大腸菌細胞質中で可溶性の組換えタンパク質が全く存在しないとは考えにくい｡

そこで､大腸菌の細胞中にわずかでも可溶性タンパク質として存在するであろう組換

えタンパク質を非変性条件下で精製するために､大量培養を行った｡　1Q培養でr33K

を3oμg､rsSIを3μg精製することができた｡以下の実験にはこれらの組換えタンパ

ク質を用いた｡

3-8-2)ssDNAとの結合特性

　まず､組換えタンパク質r33K,rSSIが生体中のタンパク質同様にssDNA結合能を

持つことを調べた｡図25Aに示すように､r33K,rSSIどちらも0.1　M　NaCI　の存在下

ではssDNAと結合するので､これらの組換えタンパク質を使用することが可能であ

る｡

　NaCI濃度を0.5Mにすると､r33KはssDNAとの結合は続くが､rSSIはほとんど結

合しない｡このことは､38　kDa　のSSIはssDNAカラムから0.6　M　NaCI　で多量に溶出

されてくるが33　kDa　タンパク質は溶出されてこないというjzz姑･aでの結果とよく一

致している｡　NaCI　濃度を1.0Mにするとr33KはssDNAとほとんど結合しない｡33　kDa

タンパク質は1.2　M　NaCI　で多量に溶出されてくるというj,IW9での結果とよく一致

している｡

　以上のことより､組換えタンパク質の核酸結合性能はj,IW9のタンパク質と同等で

あることが明らかになったので､さらに以下のjn4zra実験を行った｡また､非変性

状態で精製してきたr33Kは何本かのバンドに分解されて検出される(図25A上)が､

これはタンパク質が不安定で分解が速いためと考えられる｡　SDS-PAGEを行った時の

検出結果は変性状態で精製してきたr33Kに検出されるサイズと同じバンドのみを示

すことにした｡
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組換えタンパク質r33KとrSS1の核酸結合特性
A.3種類の塩濃度下でのssDNAとの結合活性

非変性条件下で精製された組換えタンパク質r33KとrSS1を､0.1M,0.5M,1Mの3種類

のNaC1を含む結合バファー中で仔牛胸腺のssDNA-セルロースピーズと結合させた｡SDS
を含むサンプルバッファーで過熱してピーズから溶出させ､SDS-PAGEを行いウェスタン

解析で検出した｡レーンinputは結合実験に使用された5%タンパク質量(15ng)の組換
えタンパク質をアプライした｡

B.0.5MのNaCIを含む結合バッファー下での各核酸ピーズとの結合性

仔牛胸腺のdsDNA,ssDNA-セルロースビーズ､poly(G),poly(U),poly(C)-アガロース､

poly(A)-セファロースのRNAホモポリマーと結合させた｡ほかはAと同様に行った｡
C.1MのNaCIを含む結合バッファー下での各核酸ピーズとの結合性
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3-8-3)RNAホモポリマーとの結合特性

33　kDa　のssDNA結合タンパク質(33K)は､SSIと分子構造は似ているがリポソーム

タンパクではないので､生体内での役割を探るために詳細な核酸結合能を調べた｡

dsDNA,ssDNAおよびpoly(G),poly(A),poly(U),poly(C)のRNAホモポリマービーズを

用意し､r33K,rSSIとそれぞれ結合させた｡

　SSIは､0.5M　NaCI　存在下ではdsDNA,ssDNAにはほとんど結合しないが､RNAホ

モポリマーとは結合が強い(図25B)｡　1.0　M　NaCI　存在下でもRNAホモポリマーと

は結合する(図25C)｡このことは､SSIはDNAよりRNAとの親和性が高いことを

示し､ESIの結果とよく一致している｡RNAホモポリマーのうち0.5　M　NaCI　存在下

ではpoly(G),poly(A),poly(U)とは結合するが､poly(C)とはほとんど結合していない(図

25B)｡　1.0　M　NaCI　存在下でも0.5　M　NaCI　存在下での結果とほとんど同じである｡こ

のことは､SSIはRNAのG､A､Uの塩基を含む配列に親和性が高いが､Cクラス

ターのような配列には親和性は高くないことを意味している｡ESIはpoly(U)または

ピリミジンに富む配列に親和性が高いというデータと異なる(Boni　et　al.　1991)｡種によ

ってリポソームタンパクS1のRNAとの親和性における配列特異性が存在するのか

もしれない｡

　一方､33　kDa　タンパク質は0.5　M　NaCI　存在下ではdsDNA,ssDNAにも結合し､い

ずれのRNAホモポリマーとも結合する｡もっとも強く結合するのはssDNAである｡

またヽRNAホモポリマーのうちではpoly(G),poly(A)の方がpoly(U),poly(C)よりやや

強く結合する(図25B)｡しかし､1.0　M　NaCI　存在下ではDNAにもRNAホモポリマ

ーにも結合する量が減少する(図25C)｡これらのことは､33　kDa　タンパク質はDNA

にもRNAにも親和性が高いことを示し､リボソームタンパクS1のようなRNA特異

的結合性とはあきらかに異なった性質を持つ｡また､33,kDaタンパク質が結合する

RNAの塩基配列特異性については顕著な特徴はないが､ピリミジン塩基よりはプリ

ン塩基の方を好む傾向がある｡
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3-8-4)mRNAとの結合特性

　33　kDa　のssDNA結合タンパク質(33K)とリポソームタンパクSI(SSI)の合成RNA

ホモポリマーとの親和性の差を検出したが､実際のmRNAとの親和性はどうかをゲ

ルシフト解析によって調べた｡

　大腸菌のSIはmRNAの翻訳開始コドン上流の5'UTRに結合し､30Sリポソーム

およびfMettRNAと翻訳開始複合体を形成する上で､重要な働きをすることが知られ

ている｡また､葉緑体のリボソームタンパクSIは､光合成遺伝子那Mの5'UTRに

結合し翻訳制御に関わっていることが報告されている(Alexander　et　al.　1998)｡そこで､

勿gc加acc心の光合成遺伝子ρ止4/(Golden　et　al.　1986)を用いてT3　RNA　polynleraseに

よるj,z　l,仙7RNA合成を行い､そのmRNAとの親和性の違いを調べた｡

　まず､図26Aに示すように3種類のRNA(mRNA1,mRNA2,contro1-RNA)を準備し

た｡mRNAIはμyM/由来の5'　UTRおよびコード領域を持つ328　nt　のRNA､mRNA2

はρ,yM7由来の5　'　UTR　部分のみを持つ124　nt　のRNAである｡　control-RNA　は､mRNAI

とmRNA2が共通にもつT3プロモーター領域を持ち､プラズミドのマルチクローニ

ング配列から作製した121　ntのRNAである｡アイソトープでラベルしたこれらのRNA

と300　ng　のr33K,rSSIをそれぞれインキュベートし電気泳動した結果を図26Bに示

す｡　mRNAIはr33K,rSSIどちらのタンパク質とも結合するが､mRNA2にはrSSI

のみが結合しr33Kはわずかに一部が結合している結果を示している｡コントロール

として使用したRNAにはどちらのタンパク質も結合しなかった｡また､mRNAI､

mRNA2のどちらにもウシ血清アルブミン(BSA)は結合しないことを確認している｡

　この結果から勿g油acaca,y　6301　のリポソームタンパクS1も光合成遺伝子戸M/

のmRNAの5'　UTRに結合することを確認できた｡一方､33　kDa　タンパク質はμM/

のmRNAの5'　UTRのうち31　nt　より上流にはほとんど結合できないことをあらわし

ている｡しかし､5'　UTRとコード領域を含む328　nt　のmRNAには結合できることか

らmRNAとの結合性能はあり､しかも､control-RNAとは結合できないことから不特

定なRNAに対して結合しているわけではないことが示唆される｡但し､33　kDa　タン

パク質がmRNA□こ結合してmRNA2にほとんど結合しないのは､RNA配列特異性
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組換えタンバク質r33KとrSSIのmRNAとの結合効率

A.基質に用いたRNA作製の模式図

SynedococcLjs　6301のpsbAJを鋳型としてT3RNAポリメラーゼによって2種類のmRNAを作製し
た｡また､同じT3RNAポリメラーゼでpsb/Uをクローニングしたベクターのみからコントロール

RNAを作製した｡黒色のポックス､絹い水平の線､白色のポックスはそれぞれベクター配列､5'UTR
領域､コード領域の配列を示す｡太い線は作製されるRNAを表し､そのサイズをntで示した｡
B.ゲルシフト解析

j2Pでラベルした各RNA(50　fmole)と0.3昭の組換えタンパク質を22℃で15分間結合させ､8%のネ

イティブPAGEを行った｡レーン¨マイナス(-)'ツ'十r33K∵'十rSS1'ツ十BSA¨はタンパク質を加えな
い､組換えタンパク質r33Kを加えた,組換えタンパク質rSS1加えた,BSA(ウシ血清アルブミン)を
加えたことを示している｡
C.タンパク質量を可変にしたゲルシフト解析

20ng(0.5　pmole)のrSS1およぴ120　ng　(3.6　pmole)のr33KをラベルされたRNAと結合させた｡他は
はBと同じ｡
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によるのではなくRNAの長さに依存する可能性も考えられるがここでは決定できな

い｡

　さらに､mRNAIとの結合様式を詳しく調べるためにタンパク質濃度を変えてゲル

シフト解析を行った(図26C)｡このとき､微量な濃度での検出を可能にするために､

非特異的結合を阻害するために用いるヘパリンを除いて解析を行った｡　rSSIは10　ng

のタンパク質量でもRNAとの結合が検出された｡タンパク質対RNAのモル比は12　:

Hこ相当する｡また､20　ng　のタンパク質量を用いた時2本のバンドが検出でき(図26c

左レーン10,　20)2種類の複合体状態をとることが示唆される.一方､r33Kは60　ng

以上になった時に初めてmRNAIとの結合が検出される｡さらに､タンパク質量を増

やすとスーパーシフトしてしまう(図26C右レーン60)｡この結果は､μ･M/のmRNA

との親和性はSSIのほうが33Kより少なくとも6倍は高いことを示している｡
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4章　考察

4-1)2種類の12　kDa　のRNA結合タンパク質Rbpl､Rbp2の機能解析

　ゲノムの相同組換えによる遺伝子破壊実験の結果r知7,吻72それぞれの遺伝子を完1

全に破壊された変異株が得られたことより､勿,z｡油a･caj7942ではRbpl､RbP2そ

れぞれは生存に必須ではないことを示した｡しかし､RbplはRbp2の､またRbp2は

Rbplの機能を相補しているために､それぞれの欠損変異体M710,M407が生育できて

いる可能性はある｡さらに二重欠損変異体の作製がなされることでその決定は可能に

なるだろう｡

　r知7欠損体M710は顕著な表現型を示した｡　30℃､36℃では野生型と成長はほとん

ど変わらなかったが､20(Cまたはそれ以下の温度になると､野生型ラン藻の生育は遅

くはなるが増殖を続けるのに比べ､M710はほとんど成長せず､長期間低温にさらさ

れると死滅してしまう(図5)｡一方､r知2欠損体M407は培養温度条件による環境変

化に対しては野生株と顕著な違いを示さなかった｡このことは､低温に於いて､Rbp2

はRbp1の機能を補うことができず､Rbplは低温耐性に必須のタンパク質であること

を示している｡

　グラム陰性菌の£.cdやグラム陽性菌のS.g如/£μま低温耐性にコールドショック

タンパク質ファミリー(Csps)が機能している(Jones　et　al.　1996,Graurnannand　Marahiel

1998)｡Cspsは5つのアンチパラレルなβシートからなるCspドメインをもち(Schindelin

et　al.　1993)､構造的にはリポソームタンパクS1に見られるS1ドメインと同一の立体

構造OB-フオールド(oligo　nucleotide-oligo　saccharide　binding　domain,　Muezin　1993)に分

類される｡　OB-フオールドは進化的に古い構造で､核酸や多糖類と相互作用する多種

多様のタンパク質に見い出される｡現在のところ､Cspsのホモログはこれまで調べら

れたラン藻タンパク質には見い出されず､全塩基配列の決定された砂,1ε油,,c芦む6803

ゲノム(Kaneko　et　al.　1996)にも対応するようなORFは存在していない事が明らかにな

った.これらのことからヽRbpsは立体構造は異なっているがCspsのカウンターパー

トであると考えられる｡両者の分子内構造をさらに詳細に見ると､RNAと直接相互

作用するアミノ酸残基の配置する側面は保存されたRNP-　1　モチーフを持ち､CS-RBP
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ドメインとCspドメインの共通性が見い出される｡

　Rbl)1は低温耐性機能をもつが､Rbp2は持たない｡両者の構造の違いは､C末端に

グリシンに富む領域があるかどうかである(図27)｡これまで､CS-RBPドメインと

グリシンに富む領域を持つタンパク質がほ乳類(Danno　et　al.　1997)と顕花植物

か必jd叩這蹟必nα(Carpenter　et　al.　1994)で報告されており､それらは核に局在し低温

ストレス下における役割を担っていることが報告されている｡グリシンに富む領域が

特に低温下での機能に必須な構造なのかもしれない｡　糸状体ラン藻肋必αaα

yαΓj必直yM3は8種類のRbPsを持ち､7種は低温で転写誘導され､1種は低温下でも

転写量は変わらない｡低温で転写誘導されるRbpsはグリシンに富む領域を持ち､誘

導されないRbpsは持たない(Maruyama　et　al.　1999)｡このことからもグリシンに富む領

域をもったRbpの立体構造が低温耐性のための機能を果たす上で重要なのだろう｡

　では､低温耐性の機能とはどのようなものであろうか｡　Cspsは､低温下で二次構造

を作り翻訳活性の下がったmRNAをふたたびリラックスフオームに戻して翻訳可能

な状態にする､RNAシャペロンであると考えられている(Jianlt　et　al.　1997)｡Cspsの機

能的類推からすると､Rbplは同様のRNAシャペロン機能を持つことが考えられる｡

実際､勿g油aaccs　6301　のRbplとRbp2は沁yj凹でDNAではなくRNAと結合し

ているという実験結果が出ている(Mutsuda　et　al.　1999)｡グリシンに富む領域を持つ

Rbplは低温下で選択的にmRNAと結合できるのか､またはさらに他の因子と相互作

用することでRNAシャペロン機能を強化できるのかもしれない｡さらにmRNAの安

定性や翻訳制御における役割についても調べる必要があるだろう｡

　Rbp2の機能については現在のところ未解明である｡£.｡/jは9種のCspファミリ

ーが同定されているが､CspC,CspD,CspEは低温で転写誘導されない(Graumann　et　al.

1998)｡これらは､増殖の定常期に発現したり､細胞分裂に関わっていたりしている

ことが明らかになっている.RbpsがCspsのカウンターパートであると考えるなら､

Rbp2が低温耐性以外の他のストレス耐性に関わっている可能性はある｡また､M407

をつかった様々なノーザン解析の結果ではmRNAの安定性に関わるようなデータも

出ているがさらなる解析が必要である｡
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A.Synec反)coccus　6301のRbp1とRbp2のアライメント

上段にRbp1､下段にRbp2のアミノ酸配列を示した｡*は同-のアミノ酸残基､.は類似性のあるアミノ酸残基を示す｡CS-RBDはRNA結合ドメ
インを､Glycine　rich　domainはRbp1に固有のグリシンに富んだ領域を示す｡太い線はCS-RBDのうち特に保存性の高いモチーフRNP-2,
RNP-1を示す｡βはβシート､αはαヘリックスを示す｡予想される2次構造はKenan　et　al.1991の構造解析に基づいて記入した｡
B.&l(Jussubぴ辺sのコールドショックタンパク質CspBのアミノ酸配列と2次構造(Schlindenn　et　al.　1993)を示す｡CS-RBDに保存されている
RNP-1モチーフがβ2シートに存在する｡



4-2)ラン藻のリボソームタンパクSIについて

　葉緑体のリポソームタンパクSIと相同性があることから､勿,zg/,θcθcc&456301の38

kDaのssDNA結合タンパク質をリポソームタンパクSIであると同定した｡これはラ

ン藻のリポソームタンパクSIとして初めての報告であった｡ホウレンソウの葉緑体

のリポソームタンパクSI(CSI)は核ゲノムにコードされ､分予量が40　kDa　であり

(Franzetti　et　al.　1992a)､£c必のリポソームタンパクSIが60　kDa　である(Schnier　and

lsono'1982)のに比べて小さい｡これまで調べられてきた葉緑体のリポソームタンパク

質は£.｡/jのリポソームタンパク質と33%(L10)から82%(S12)のアミノ酸残基の

同一性があり､分子量も£.｡/iのリポソームタンパクとよく似ている(表3)｡　CSI

だけが例外的であった｡ここで､2つの可能性が考えられる｡　1.)葉緑体の起源生

物は£.｡/jのような分子量の大きいリポソームタンパクSIをもち､それが葉緑体ゲ

ノムから核ゲノムに移行するにあたって小さくなったのか｡　2.)葉緑体の起源生物が

£.cdのような細菌から分岐していく過程でリポソームタンパクSIのサイズが小さ

くなったのか｡今回単離した勿,z｡c加･ccs　6301　の38　kDa　のタンパク質がCSIと相

同性があり､CSIのようにサイズが小さいことから､2の結果であると示唆された｡

　実験的にリポソームタンパク質であると証明された原核生物のリボソームタンパク

SIはグラム陰性菌の£.･/j(Schnier　and　lsono　1982)と刄/吹必沁｡｡ε/洵rj(Schnier　et　al.

1988)のもので､約60kDaの分子量で6個のS1ドメイン(うちRNA結合は4個のSI

ドメイン)を持つことが報告されていた｡ホウレンソウの葉緑体や砂gc加｡ccs　6301

のようなサイズの小さいリポソームタンパクSIホモログをコードする遺伝子は､紅

藻の葉緑体､yeastのミトコンドリア､ゼニゴケのミトコンドリアなどで報告されて

いる｡S1ドメインを2ないし3個持つことから､リポゾームタンパクSIであると推

定されてきたわけである｡しかし､これらの分子量の小さなタンパク質が本当にリポ

ソームタンパクSIであるかどうかはホウレンソウの葉緑体のCS1のみで研究されて

きただけである(Franzetti　et　al.　1992a)｡Franzettiらはホウレンソウの葉緑体の30Sリポ

ソーム全体に対する抗体を用いて､CS1を分離同定してきた｡そして､CS1,30S

68



9ene r一protein Z.　coli　Syjlecjlocystis Syjlec力ococcus tobacco　chlother　ch1(AA)

rpsA

rpsA

rpsB

rpsC

rpsD

rPsZ

rpsF

rpsG

rpsjf

rpsl

rpsJ

rpsx

rpsZ,

rps河

rpsN

rpso

rpsP

rPsQ

zlpsR

rpsS

rps?

rPsぴ

1
1
2
3
4
5
6
7
8
9
0
1
2
3
4
5
6
7
8
9
0
1
2

S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
I
1
1
1
1
1
1
1
1
1
2
2
2

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S

゛゛cs22(Psrp-1)

557
-

241

233

206

167

131

179

130

130

103

129

124

118

1
9
2
4
5
2
7
1
5

0
8
8
8
7
9
8
7
4

1

305
-

328
-

269

240

202

173

113

156

133

137

105

130

126

127

0
9
2
1
1
2
7
0

0
8
8
8
7
9
9
6

1

293
-

306
㎜

244

180

156

133

130

124
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100

り
心
　
　
l

8
　
　
9

236

218

201

155

134
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123

0
7
″
コ
0
8
8
1

101

　92

゛370(sp1)

゛(149)(Ara)

゛237(spi)

rplA

rpjB

rplC

rplD

rpjZ

rPjF
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rplJ

rlplx

zl)11,

rplj･f

rplN

rplo

rplP

rpjQ

rplR

rplS

rpl?

rplぴ

rplv

rpl･

rplx

rply

rpmA

rpmB

rpmC

rpmz)

rpmZ

rpmF

rpmG

rpmff

rpml

1
2
3
4
5
6
9
0
1

L
L
L
L
L
L
L
1
1

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
L
L

L12/L7

　　　L13

　　　L14

　　　L15

　　　L16

　　　L17
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　　　L20

　　　L21

　　　L22
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　　　L27
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　　　L29
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　　　L31
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　　　L33

　　　L34
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201
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127
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4
4
5
8
3
9
0
7
5
6
5

0
9
8
7
6
5
7
5
5
4
6
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213
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200

179

.172

173

141

128

151

122

147

139

116
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122

117

124

121

101

115

7
8
3
8
7
7

81

57

65

45

67

287

213

210

179

179

121

147

142

116

120

117

100

113

64

274

t　80

123

134

128

　　　　155

　　　　　93

゛(187)

兪1

脅

28

77

″
`
.
}
〆
0
　
　
　
　
7

″
コ
6
　
　
　
　
`
j

　　゛243(spi)

゛(280)(ric)

　　゛160(Ara)

゛{220)(ric)

･129(rye)

t191{spi)

･160(Pea)

･197(Ara)

゛96(pea)

゛201(spi)

゛146(sPi)

　゛74(pea)

゛73(spi)

表3リボソームタンパク質のアミノ酸残基数(AA)の比較

E　co/　(レーン£cd),Synecねocystls　6803(レーンSynedlocys胎),Synecねococcus　6301　(レーン

synecllococcusJ　,　タバコ葉緑体(レーンtobacoo　chl)および他の植物の葉緑体(レーンotherchl)のリボソームタンパク

のアミノ酸残基数(AA)を示す｡　゛゛は葉緑体に特異的なリボソームタンパク質を示す｡　゛は核コードのリボソームタン

パク質で､トランジットペプチドを除いた成熟アミノ酸残基数を示す｡゛()はトランジットペプチドが決定されていない｡

(spi)はホウレンソウ､(｢ye)は大麦､(pea)はエンドウ､(ric)は米､(Ara)はアラビドプシスの葉緑体のリボソームタン

パク質を示す｡

69



サブユニット,fMet-tRNA,mRNAが翻訳開始複合体を形成するので､CS1がリポソー

ムタンパクSIであると決定した｡しかし､私はSSIの抗体を作製することでSSIが

リポソームタンパクの30Sサプユニットの構成成分であることを直接証明した｡ま

た､細胞内画分の局在性を調べることでこれまで明らかになっている£.c必のリポソ

ームタンパクSIの特微(Subramanian　1983)(リポソームとゆるく結合し､高塩濃度の

洗浄ではずれやすい)を同様に持っていることを明らかにした｡

　SSIはpoly(G),poly(A),poly(U)と高い親和性を示した.ホウレンソウの葉緑体のCSI

は､沁沁π･実験では/,a/y(A)と親和性が高く(Franzetti　et　al.　1992a)､jzz　yjya　実験でμ･M

のmRNAの5'UTRに存在するアデニンクラスター配列に結合している(Alexander　et　al.)

ことが調べられている｡ゲルシフト実験の結果､SSIは勿,zE油a･ccsのμM/mRNA

の5'UTRと強い親和性を示した｡このことは､SSIは葉緑体のCSIと構造的な相同

性を持つだけでなく､機能的にも同じ様な役割を持っていることを表している｡ただ

し､葉緑体の戸M　mRNA　の5'UTRにはAクラスターが存在するが､勿,1Ec加｡ccsの

μM/mRNAの5'UTRにはAクラスターはなく､Uクラスタ`=‘が存在し､このような

配列にSSIが結合している可能性がある｡CSIのホモポリマーとの親和性の違いは､

このようにmRNAの5'UTRの塩基配列の違いに依存しているのかもしれない｡

4-3)原核生物のリボソームタンパクSIについて

　最近のゲノムプロジェクトの結果､11種の生物でリポソームタンパクSIホモログ

が報告されている｡これまで､グラム陽性菌にはリポソームタンパクSIは存在しな

いと報告されてきた(lsono　and　lsono　1975)が､ゲノム解析の結果､£.c必のS□こ相同

性のあるa吠熔2収/Z)Jが励�沁g如洽に､aヴ¥S2が肘yc必ac拾r沁｡r必Erc政,jパこ存在

することが明らかになったJ.g如洽ではこのμμ)の上流にaヴ22j面/りが存在し､知/C

は£.c必のgルロこ相同性があった｡£.c油の｡i以遺伝子は?以のすぐ上流に位置

し､共転写されることが調べられでいる(Pedersen　et　al.　1984)｡aφS2収μ)jがリポソー

ムタンパクSIであるかどうかの実験的な決定はされていないが､£.c必の?以との

相同性の高さと遺伝子配置の類似性からリポソームタンパクSIである可能性が高い
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と報告されている(Sorokin　et　al.　1995)｡現在､プロテインデータベースには上記2種

の他にMyc必αc拾rj回z/叩gE,£ac凹a叔7c/αc心のリポソームタンパクslのホモログが

登録されている｡これらのグラム陽性菌のSIホモログのアミノ酸残基数は

勿,zE油a｡ccs　6301　のS1よりは大きいが､£.｡/jなどのグラム陰性菌のSIよりは小

さい｡分子内構造を調べると､My｡紬cたr沁｡属のSIホモログは及gj//z,j属より約100

アミノ酸残基大きいが､S1ドメインはどちらも4個であった｡

　プロテインデータベースより作製したリポソームタンパクSIまたはSIホモログを

表4にまとめた｡分子量とS1ドメインの数で大きく3グループに分類することがで

きる｡第1は､C力/α喝,d沁那a･oiα,C/心9･血zrrα油凹zα后,刄/,たa蝕回g池政j,拓c知z�α

ρΓθwαzdjj,刄/zθ必紬‘喩r?加どΓθ辿!∫,及4c加どΓα叩/1池cθ/α･&油�油沁c油,廸!/jcθ紬cな｢

μy必r｣,spirochete,址zaz叩/zi/心丿明g既αε,Å卯砂xg必csのリポソームタンパクS1ま

たはS1ホモログで､約550アミノ酸残基､分子量は約60　kDa､S1ドメインの数は

6個ある｡これらはグラム陰性菌に属し､仮に大腸菌タイプのリポソームタンパクS

1と呼ぶ｡第2はMy･紬c拾r沁･/叩Γαら肘yc必αcz｡沁｡z必Ercz心后,£a｡｡j勿c必c冶,

及lj//z4j･αΓaj,Z?gj//s　g如洽のリポソームタンパクSIホモログで､約400アミノ

酸残基､分子量約45　kDa､S1ドメインの数は4個である｡これらはグラム陽性菌に

属し､仮に枯草菌タイプのリポソームタンパクSIと呼ぶ｡第3は､勿,lg加｡ccs　6301　,

勿zzEc加caccs　/)CC7942,砂gc加りぷむ6803のリポソームタンパクS1ホモログで､約

300アミノ酸残基､分子量約35　kDa､S1ドメインの数は3個ある｡これらはラン藻

に属し､仮にラン藻タイプのリポソームタンパクSIと呼ぶ｡プロテインデータベー

スにはないが33　kDa　のssDNA結合タンパク質もこの中に含まれる｡砂,1ε油g芹£y　6803

は2種類のサイズのS1ホモログがあり､勿9油a･caj･6301も同様である｡

勿a油ac6･cc心7942のこのタンパク質は33　kDa　タンパク質のホモログである｡

j)ra政/ac沁印.が例外的に短いがおそらく塩基配列の決定が完全でなかったため､部

分的ペプチド配列になっているためと考えられる｡

　　3グループのリボソームタンパクSIはいつどのように出現し分岐したかに興味が

わく｡おそらく､1つのS1ドメインが重複することで3ないし6個の繰り返し構造

をもったリボソームタンパクS1が形成していくのであろう｡ゲノム構造の保存性か
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表4　　プロテインデータベースに記載されているリボソームタンパクS1およびS1ホモログ
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図28

リボソームタンパクS1またはS1ホモログの系統樹　表4のタンパク質のアミ

ノ酸配列についてDDBJのClusta1Wプログラムを使用して作製した｡
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ら考えるなら､大腸菌タイプと枯草菌タイプは起源を同一にしていて､4ないし6個

のS1ドメインを持ったリポソームタンパクSIの原形からS1ドメインが欠失した

かさらに重複したかで2つのタイプに別れていったのだろう｡ラン藻タイプのリポソ

ームタンパクSIはS1ドメインの重複が独自に起ったのか､大腸菌タイプまたは枯

草菌タイプどちらかを起源としているかは分からない｡さらに､実験的な解析ととも

に詳細な進化的な解析が必要であろう｡

　これらのS1ホモログをDDBJのClustal　W　プログラムを使用して系統樹を作製した

　(図28)｡3グループのおおまかな分類はここでも成立する｡また､葉緑体のリポソ

ームタンパクSIがラン藻に近いことがあらためて示された｡

4-4)Synecゎococcus　6301　のリボソームタンパクSIに構造の似たタンパク質につ

　　　いて

　砂9油acacc心6301のリポソームタンパクS1(SSI)とアミノ酸配列の類似性の高い

新たな33　kDa　のssDNA結合タンパク質を分離同定した｡この33　kDa　のタンパク質

は£.cdのリポソームタンパクSIに見られるタンデムな繰り返し領域(SIドメイン,

Subramanian　l983)を持ち､このタンパク質もリポソームタンパクSIである可能性が

示唆された｡すなわち､勿gc加cocaj　6301　は2種類のリポソームタンパクSIを持つ

可能性が示唆された｡　33　kDa　タンパク質とSSIのそれぞれのS1ドメイン(U,U2,U3)

の比較の結果､UI同士､U2同士､U3同士が他との比較より高い相同性を示した｡

このことは､1つのドメインがそれぞれ独自に繰り返し構造をとって2つのタンパク

質が形成されたのではなく､3つのドメインを持った祖先型タンパク質の重複によっ

て形成されたパラログ関係であることを示唆している｡

　33　kDa　タンパク質に特異的な抗体を使用したウェスタン解析の結果は､リポソーム

画分とは反応せず､主に細胞質の可溶性画分と反応した｡このことは､33　kDa　タンパ

ク質はリポソームタンパクSIではないことを示し､勿,zE油θcθccμ56301は唯一のリポ

ソームタンパクSIを持つことを示唆している｡しかし､リポソームは､環境ストレ

ス下において翻訳を制御するために､リボソームの構成成分を変えることが知られて

いる｡£.cdのリポソームは低温ストレス下でa心にコードされているRNAヘリ力
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-ゼ活性を持つDEAD-boxタンパクを補給することが知られている(Jones　et　al.　1996)｡

また､Å,z必αaαyαΓ沁扮洽M3リポソームは低温環境でリボソームタンパクS21とS5

の比率を変える(Sato　et　al.　1997)｡これらの例から考えると､33　kDa　タンパク質がスト

レス環境状態でのリポソームの構成成分になる可能性について､まだ完全には否定で

きない｡

　SSIと33　kDa　タンパク質のRNA結合特性はお互いに異なっている｡　SSIがRNA

に特異的に結合するのに比べて､33　kDa　タンパク質はRNAホモポリマーにも結合で

きるが特にssDNAと強い親和性を示した｡砂,z,,油θcθccμj'6301の全可溶性圃分(S30)

では33　kDa　タンパク質はSSIよりタンパク質量が少ないにもかかわらず､S30を

ssDNAカラムにかけて1.2　M　NaCI　で溶出されたフラクションでは33　kDa　タンパク質

はSSIより多く約3倍量存在した｡これは､33　kDa　タンパク質のssDNAとの結合性

の強さとよく一致している｡ゲルシフト解析の結果は､33　kDa　タンパク質は戸M/の

mRNAと結合するにはより多くのタンパク質量を必要とすることが分かった｡このこ

とは､33　kDa　タンパク質はSS1とよく似た構造をしているが､異なった機能をして

いることを示している｡

　砂a油叫μ心6803の全塩基配列には､?jjと相同性のある2つの6り¶､ルフJj∂と

J泗9肘が記載されている(Kaneko　et　al.　1996a)｡これらは‥Sly,zE油θcθccμ56301のリポ

ソームタンパクSI遺伝子との相同性に基づいて決定された｡しかし､怜7jj8はSSI

と75.5%のアミノ酸の一致性を示すが､ルフ9&μまSSIと36.2%の一致性しかなく､33

kDaタンパク質とは41.0%のアミノ酸の一致性を示した｡このことから､ルフ9聊はSSI

よりは33　kDa　タンパク質のホモログであると言えるだろう｡

　Z?.g如洽の4つのS1ドメインをもつリポソームタンパクSIホモログはSSIと

35.3%､33　kDa　タンパク質とは29.6%の相同性を示した｡単純な相同性の比較ではや

はりグラム陽性菌のリポソームタンパクSIホモログはリポソームタンパクSIである

可能性が高い｡

　リボソームタンパクSIと分子量も近くアミノ酸配列の相同性も高く分子内構造も

よく似ているが､リボソームタンパクではなく核酸結合性能も異なっているタンパク

質が勿ac加｡c｡j　630□こ存在することを初めて報告した｡　33　kDa　ssDNA　結合タンパ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　フ5



ク質がj,z　Wz,･a実験でDNAにもRNAにも結合できることから､このタンパク質を核

酸結合タンパク質Nucleic　acid　binding　protein　(Nbpl)と命名しその遺伝子を,1知/と命

名した｡

4-5)Syne(カococcus　6301　のNbplの機能について

　では､Nbp1はどのような機能をもつのだろうか.沁姑ra実験ではRNAにも結合す

るが､ssDNAとの強い結合性が示された｡　SIドメインをもつタンパク質がRNA結合

タンパク質ではなくDNA結合タンパク質として機能する例が最近報告された｡ヒト

の頼粒白血球(多形核白血球)のcDNAライブラリーから単離された､Cy聞遺伝子

　(白血球の食作用に関わるタンパク質をコードする)のプロモーターに結合するタン

パク質である(Eklund　et　al.　1995)｡このタンパク質はSIドメインが4つタンデムに並

んでいで､分子全体の構造がリポソームタンパクSHこよく似ている｡このタンパク

質がリポソームタンパク質であるかどうかは調べられていないが､RNAとはほとん

ど結合せずDNAと強く結合することが報告されていて､SIに類似したタンパク質が

DNA結合タンパク質として機能することが示唆された｡おもしろいことに､この夕

ンパク質(JC4026)は系統樹の上ではグラム陽性菌のむz,ca-jωc/αc心のS1ホモロ

グと近いところに位置している(図28)｡このように､NbplがDNA結合タンパク

質として転写機構に関わる可能性は十分考えられる｡また､£.｡/jのSIはリポソー

ムタンパク質としての機能以外に他の機能をもつことが知られている.Qβファージ

のRNA依存RNAポリメラーゼは､その構成成分に£.cdのSIを含む(Subramanian,

1983)｡また､£.｡/jのSIはλ.ファージの組換えタンパク質βと複合体を形成しDNA

組換えに関わっている(venkatesh　and　Radding,　1993)｡このほかに､リポソームタンパ

ク質が翻訳以外の機構に関わっている例も報告されている｡ショウジョウバエのS3

ホモログはDNA修復に関わっていることが報告されている(Grabowski　et　al.　1991,

Wilson　et　al.　1993)｡これらの例のように､Nbplはタンパク質と核酸をリンクさせ､翻

訳機構以外の､転写やDNA組換え､DNA修復の機構において役割を持っている可能

性は十分考えられる｡

　またヽNbplは少なくとも3つの遺伝子とオペロンを形成し､共転写される結果を
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示した｡勿4edacacc回6301では､機能的に関連のある遺伝子がオペロンをつくり転

写制御を受けている例が報告されている｡勿,zg加｡ccs　6301　の光合成の暗反応で二

酸化炭素を固定するリブロースニリン酸カルポキシラーゼ/オキシダーゼの大サプユ

ニットと小サプユニットをコードする遺伝子浩dとd,c5'は同一鎖上に隣り合って位

置し､共転写される(Shinozaki　and　Sugiura,　1985).また､S10オペロンはリポソーム

タンパク遺伝子がタンデムに11個並び共転写される(S　ugita　et　al　.　1　995a)｡これらの例

から類推するなら､3bpづつ隔ててインフレームに少なくとも3つの遺伝子がタンデ

ムに並んでいることは偶然とは考えにくく機能的に関連があると言えよう｡,7知7の下

流にあるa岬舒は顕著な相同性を示したのは勿,zg加りj心6803の機能未知の遺伝子

斑2卯2(292aa)だけであった｡しかし､そのさらに下流にある遺伝子匈Zの5'側は

,S如ε油acμ心6803のPmbA(ルμjj,427　aa),ルを蹟回acaca,yμ四αg肪のPmbA

(U67479-1　,　416　aa)などと相同性が見られた｡　PMccBIフプラスミドをもった£.･//は

抗生物質microcin　B　17(MccB17)を産生する｡　PmbAは細胞の可溶性画分に存在し､他

の因子とともに前駆体Pro-MccB17から成熟MccB17を形成させ細胞外に放出する反

応過程に関わっていることが報告されている(Rodriguez-Sainz　et　al　.　1990)｡このMccB17

はDNAの複製を阻害する作用がある.PmbA欠損株ではpMccB17プラスミドを持た

ない時には野生型と変わらないが､pMccB17プラスミドをもった時には成長が抑制さ

れプラスミド数が増えると内性のMccB17の作用で死んでしまう｡PmbAはMccB17

が自分自身のDNAの複製の抑制に働かない様プロテクトする機能をもつという仮説

が提唱されている(Murayama　et　al.　1996)･pz77Mのホモログ遺伝子が勿,1Ec加｡ccむ6301

に存在しヽzl知7と共転写されるということはNbplはDNAの複製や修復の過程に関

係があるのかもしれない｡いづれにしても､機能解明のためには遺伝子破壊実験など

さらに行う必要があるだろう｡
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