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深海底より分離された微生物からの
グルタミン合成酵素遺伝子の単離とその性質

中村 由香　 加藤 千明¨　 大橋 由明＊2

木村 絹子＊2　掘越 弘毅

高水圧下の深海底に生育する微生物は，その遺伝子の発現が，圧力により制御され

ていると考えられており，そうした微生物を材料として，圧力による遺伝子発現の調

節機構の解明に興味が持たれている。我々は，深海より分離された，好圧性細菌DB

6705株，及び耐圧性細菌DSS12 株より，窒素代謝においてその重要性が指摘されてい

る，グルタミン合成酵素（GS ）に着目し，同遺伝子の単離とその圧力下における発

現の解析を行った。その結果，両者の微生物において，いづれの生育可能な圧力下に

おいても，GS の発現が確認され，こうした微生物の生育に必須な遺伝子は，転写レ

ベルでどのような状況下でも発現できるような，複雑な機構を有していることが示唆

された。
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We  are　interested in analyzing the gene ｅχpression mechanisms controlled by pressure in

deep-sea adapted microorganisms. To investigate such mechanisms, the glutamine synthetase

(GS)  genes, which had a important function in nitrogen metabolism pathway, were　cloned

and sequenced from deep-sea balophilic strain DB6705 and barotolerant strain DSS12. The

results of primer ｅχtension analysis suggested that their regulation, controlled by pressure,

would be more complicated at the transcription level,  and insured the ｅχpression ａt any

pressure conditions which these organisms were able to grow.
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１　はじめに

深海という世界の最大の特徴は，高水圧環境にある。

こうした世界から分離された微生物は，高水圧下に適応

した生命維持機構をもっていると考えられている。我々

は，これまでに，当センターの保有する有人潜水調査船

「しんかい6500」等の潜航で得られた深海底泥サンプル

より，いくつかの現場環境に適応している深海微生物

（好圧性細菌：大気圧下では生育できず，高圧下でのみ

生育する微生物，耐圧性細菌：大気圧下でも高圧下でも

生育できる微生物）を分離し，その性質について報告し

た(1,  2)。これらの微生物は，加圧に応答して遺伝子

発現を促進させるシステムをもち，そうした応答は転写

のレベルで調節を受けていることが明らかとなっている

（3－5）。このような圧力に応答した遺伝子発現の機構の

解明は，我々の惑星における生命の誕生と進化を考える

上で，極めて興味深い研究テーマであることが指摘され

ている（6－8）。

また一方，多くの微生物において，窒素代謝及びアミ

ノ酸合成において極めて重要な役割を担っているグルタ

ミン合成酵素（以下, GS) は，その活性発現の興味深

さから比較的研究が進んでいる酵素のひとつである。そ

こで，深海微生物のGS は，その発現の調節機構が，こ

れまで知られている微生物と比較してどのような特徴を

もち，いかに圧力の影響を受けるのか調べることは，本

研究室にとって極めて興味深いテーマのひとつである。

今回は，深海より分離された好圧性細菌DB6705 株及び，

耐圧性細菌DSS12 株よりGS 遺伝子をクローン化し，そ

れらの塩基配列を決定後，本遺伝子の発現が加圧に対し

ていかに応答するか調べたので，その結果について報告

する。

２　方法と結果

2.1　深海微生物DB6705 株, DSS12 株の性質

材料として用いた，好圧性細菌DB6705 株と耐圧性細

菌DSS12 株の生育に対する温度と圧力の影響を，図１に

示した。 DB6705 株は，15 °C, 60MPa  (600気圧に相当)

にその生育の至適をもつ好圧性の高い微生物であり，

DSS12 株は, 8  °C, 30MPa を至適とするが，大気圧下

から70MPa まで良好に生育する耐圧性の微生物である。

(1,9) 。 16SリボソームＲＮＡをコードするＤＮＡ塩基配列

の比較から進化系統樹を作成したところ( 図 ２)，これら

の深海環境に適応した微生物は，プロテオバクテリアガン

マサプグループに属し, Shewanella  benthica を含む一

群のサブブランチを形成していることが明らかとなった。
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Shewanella 属の標準株は, Shewanella  pばrefaciens

であることから， この深海 微生物 の グループ を

属として括るのには無理があるため，我々

は，現在このグループを新属として提唱する準備を進め

ている。 DB6705株, DSS12 株ともに，本グループに含

まれ，圧力に対する生育のパターンの違いを除けば，系

統学的に極めて近い関係にある微生物であることが考え

られる。従って，両者の微生物の遺伝子発現における圧

力の影響を比較することにより，好圧性と耐圧性の違い

について明らかとすることが，可能であると考えているｏ

図１　深海環境より分離された好圧性細菌DB6705 株，及び耐

圧性細菌DSS12 株の生育に対する圧力，温度の影響
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Fig. 1 Growth  effect on different pressures and  tem-

peratures in  deep-sea  adapted  bacteria,

barophilic strain DB6705  and  barotolerant

strain DSS12.



2.2 グルタミン合成酵素 (GS)遺伝子のクローニ

ングとシーケンス

DB6705株，DSS12株DNAをそれぞれ，制限酵素，

Sω3 AI部分分解， 8αCI分解処理を施し，ベクターpUC

118のBαmHI，8αCIサイト中に連結した。その後それぞ

れの反応液にて，大腸菌YMC11株 (GS')を形質転換

し，最小培地上にて，室温， 2週間の培養・を行い， 得

られたコロニーからGS遺伝子を含むものを選んだ。得

られた組み換え体プラスミドは， DB6705由来GSを含む

ものを， p YNGS 1， DSS12由来GSを含むものをpIYGS

1とした。図3に手順を示したo(*本遺伝子は，大腸

菌において370Cでは発現しない。)
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Fig.2 Phylogenetic tree based on 16S rRNA sequences 
using UPG MA method. 
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得られたプラスミドについて制限酵素切断点地図を作

成し，サプクローニングを行い，全DNA塩基配列の決

定に成功した。決定された塩基配列から，いくつかのオー

プンリーデイングフレームが見いだされ，データベース

との相向性探索からGSをコードする遺伝子glnAが含ま

れていることが示された(図4)0pYNGS 1及びpIYGS

1において，glnAの上流にオープンリーデイングフレー

ム (UORF)が逆向きに存在していることが示され，よ

り大きな断片を含むpIYGS1においては，その下流に

glnAと同方向に二つのORF(DORF， ntrB)が見いだ

された。決定された両者の塩基配列には，高い相同性が

見いだされた。両者を比較した結果を図5に示したO

D86705，DSS12株 プラスミドベクター

のDNA (pUC118) 

制限嘗謙による切断

約2Kb以上のDNA断片 BAPによる脱リン酸化

V 
ライゲーション (DNAの連結)

+ 
ιcoli YMC11 (GS-)への形質転換

プレ引!グ(糾9Amp50η 

+ーコロニーの選別(GS""，Amp') 

+ 
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図3 グルタミン合成酵素(G8)遺伝子のクローニングの手順
Fig.3 Procedure of G8 gene cloning. 
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図4 クローン化された， GS遺伝子を含むDNA断片の制限酵素切断点地図と，推定されたオープンリーデイングフレーム
Fig.4 Restriction maps of the cloned fragments containing glnA， and deduced open reading frames. 
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図５　クローン化された好圧性細菌DB6705 株(上段)と耐圧性細菌DSS12 株(下段)由来の塩基配列の比較

Fig. 5 Comparison  of the cloned DNA  sequences between barophilic strain DB6705  up-sequence and barotolerant

strain DSS12  down-sequence.
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2.3 GS遺伝子の発現における，圧力の影響

好圧性細菌DB6705株及び耐圧性細菌DSS12株を各圧

力下で培養後.RNA画分を精製し，プライマーイクス

テンション法により，各圧力下における転写産物の解析

を行った (3-5)。図6に方法を示した。なお用いたビ

オチン化プライマーは，図5に矢印のアンダーラインで

示した配列を合成し， 5'末端にビオチンアミダイドを

ー結合させたものを利用した。

図7，図8に，それぞれDB6705及びDSS12株のGS遺

伝子の転写における圧力の影響の結果を示した。 DB6705

株では. 5箇所の転写開始点が見いだされ，# 1におい

ては， 加圧に従い転写量が減少し， #2-5では， 逆に増

加している傾向が確認された〈図7)。それに比較して，

DSS12株においては， 4箇所の転写開始点が見いださ机

そのいずれもが50MPaをピークに加圧応答をしている

ことが観察された。両者の転写開始点は， DB6705におけ

る#1，#4. #5がそれぞれDSS12における#し # 

3， # 4と一致し， DB6705における#2と#3. 及び

DSS12における#2とは一致しなかった。これらの転写

開始点は図5に示した。
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Fig.6 Analysis of the transcription by primer ex-
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図7 プライマーイクステンション法によるDB6705株のグjレ

タミン合成酵素遺伝子の転写に及ぼす圧力の影響 矢印

は，転写開始点，数字は圧力 (MPa)のレベルを示す

Fig.7 Primcr cxtcnsion analysis of the strain DB6705 

glnA gene. Lined arrows show the transcripts 

# 1-# 5， and their transcriptional starting points. 

図8・プライマーイクステンション法によるDSS12株のDS遺

伝子の転写に及ぼす圧力の影響。矢印は，転写開始点，

数字は圧力のレベルを示す。なお，右図はGSUプライマー

を用いた結果である

Fig. 8 Primer extension analysis of the strain DSS12 

glnA gene. Lined arrows show the transcripts 

# 1-# 4， and their transcriptional starting points. 
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2.4 GSのアミノ酸配列における相同性と本酵素の

系統関係

好圧性細菌DB6705株及び耐圧性細菌DSS12株と菌学

的に近縁関係にある，Vibrio alginolyticus，大腸菌と

でGSのアミノ酸配列の比較を行った(図9)。これらの

配列の相同性はかなり高く，多くのGSにおいて高度に

保存された領域，活性発現に重要な役割を果たすTyr部

位(アデニリル化部位)等においてはよく保存されてい

ることが示された。事実DB6705GSにおいては，大腸菌

と同様アデニリル化による活性調節機構を有しているこ

とが示されている(図10)。

次に，報告されているGSアミノ酸配列を基に近隣結

合法にて系統樹を作成した(図10)。その結果，本系統

樹は， 16SリボゾームRNAの配列を基に作成した進化系

統樹とよく一致していることが示された。
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A，B，C，D;多くのグルタミン合成酵素において、高度に保存された領域

図9 クツレタミン合成酵素のアミノ酸配列における相向性

Fig.9 Homology of the amino acid sequences of GS 

in deep-sea strains， DB6705 and DSS12， V. 

α19inolyticus， and E. coli. 
A-D : Conserved region in GS. 
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3考察

深海高水圧環境に適応している 2種の微生物，好圧性

細菌DB6705株，耐圧性細菌DSS12株より， GS遺伝子を

含む領域のクローニングに成功した。塩基配列の解析よ

り，いくつかのオープンリーデイングフレーム (ORF)

が見いだされた。図11にこれらの微生物と大腸菌とのG

S遺伝子領域における遺伝子構造の比較を示した。

興味深いことに， DSS12株においてglnAとその調節

蛋白質遺伝子ntrBとの聞に，一部大腸菌のGLTP蛋白質

(proton glutamate symport protein)と相同性のあ

るDORFが見いだされた。 DB6705株においては，まだ

この部分のクローン化が終わっていないので，こうした

構造が，深海微生物の特徴であるかは明らかではない杭

これらの遺伝子産物が，加圧応答する遺伝子発現と深く

関わっている可能性は高いと思われる。
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図10 近隣結合法によるグルタミン合成酵素の系統関係

Fig.10 Phylogenetic relationships in GS between 

eubacteria using N-J method. 
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Fig.11 Comparison of the glnA region between the deep-sea adapted bacteria and' E. coli， and these amino acids 

sequences homology (%). 

4 おわりに

GS遺伝子の発現に対する加圧の影響であるが，好圧

性細菌DB6705株において，四つの転写開始点において，

加圧応答しているにも関わらず(#2-5，図 7)，# 1 

において10MPaにて最大の転写量を示したことは興味

深い。これは，本菌が生育可能な圧力範囲では，常に

GSの発現が保証されているということであり，本酵素

の重要性を示唆するものであると恩われる。これに対し，

耐圧性細菌DSS12株においては， 50MPaで、最大転写量

を示したが，大気圧下から70MPaまでいずれの圧力に

おいてもバンドが検出され，ここでも常にGSが発現し

ていることが示唆されているO こうしたDB6705株とDSS

12株とのGS遺伝子の転写の違いの機構については，ま

だ明らかとなっていないが，これまでに報告した，加圧

応答遺伝子オペロン (3，4， 11)の発現様式とは，明ら

かに異なるものであることが示唆された。
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