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深御由来好圧・好冷性細菌5aeｓ ｓ ぬv 劔sglDSS12 株 のNuB 及 びNI,Ｃ逎 伝子をクローニ ングし．その塵基配列を決定した．＊ 蘊

昧のＮtrＢは347 アミ ノ崖．推定分子最3 叺542al のタ ンパクであり，NIrＣは4 磚 アミ ノ酸，推定分子量52,108Da のタ ンパクであること

を確認した．本菌株のNlrＢ 及 びNIrＣ の アミノ鬚配列は他の細菌のそれらの配列と高い相同性が見られた．また．＊ 菌楾においても既

知のNlfB 及びNllC と同 梠に因子としての瞋能を特犀づける領域がよく 保存されていた．
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ン阿1のブロ ープをジゴキシゲニ ン（Ｒ・chc) で標譌を行

うことにより作製した．

サザンノ丶イブリダイゼーションは. DSS12& の染色

体ＤＮＡを制限酵素iKpn1) で 消化後．ＩＳ のアガロー

スゲルで電気泳導を行い．これをＨyｂｏｎｄ-Ｎ●メンブレ

ン（Ａ皿elｓham）§こプロッテ ィングした．プロッテ ィン

グ後のメンブレンは用意したハイプリダイゼーション

用のプローブを用い，68 ℃で 一晩パイプI」ダイゼー

ションを行った後．ジゴキシゲニン検出キット

くRochc) を使用し検出した．

1. は じ めに

深喬は 高 水圧 と低温の極 限的な 飃 犢 であ る．このよ

うな 場所に も種々の徹 生物 が生息 してい ることが知ら

れてお り ．な かでも好圧 性徹 生勧 （高圧 下を好んで 生

賣す る徹 生物）とい う深 海の特 徴の 一つである高圧 力

に適 応し た徹生物が存 在し ．本研究寔 にお いて も．こ

れまでに 蓆海底泥サ ンプル から 好圧性 細菌など の深梅

霧橈に酒 応した微 生物 が分離 され てきた1 ゛.

琉 球 海溝深度5,110m の 深 海底泥より 分離 され た好

圧 ・好 冷性縉菌 劭ｅ●ｓｅ砌 ｙllaj2cｓa DSS 】2株 は ．生 育至

適圧力 を30MPI に 持 ち.0J ～ ７０ＭＰａの圧力 下では 生

育に 圧力の影響があ まり 見ら れな い という特徴を 有す

る と|司時に，生 育至適温度 を8 ℃ に 持ち.」5 ℃ 以 上では

生育できない典型的な 好 冷性細 圃と しての特徴も 有す

る ，高圧力と低温 の深海瓢境に 適応し た徹生物の 一つ

であ る｀l.

深 詭微生勧が商圧 下にお い て笳･圧 下と1司様に垉殖 で

き るということは ，商圧下にお い て効率良く遺 伝子発

現を行いうる利御 輟捐 が 存在する からである と我々は

考え ，商圧条件 下での遺 伝子発現 に着目し ，現在 ．そ

の解析を進めている ． これま でにDSS12& が 転 写レ ベ

ルにおいて圧力 の影 響を 受ける11 伝 子 ＵＩ力 応答 オ ペ

ロン）を右し てい る こと3 ’.そ のプロ モータ ー亅二に 見

出された（751コ ン セ ンサ ス配 列にEscJte/icbia  coif (大 鵬 ’

菌）ojl 因 子 が作用す る こと4j’，DSS12 株 が 。s‘ 因子を

有し．それ が生膏 条件によら ず常に一定に 発現し てい

ることal を これ までに報告し てきた．

圧力に同 わる 因子とし て注目した 。j･因 子は．圧力 条

件によら ず構 成的に 発現 され ていたが ，．jl因 子を 持 つ

ＲＮＡポリ メラーゼによ る転写は ．転写調 節因子 であ る

NIrＣ と そのNliC を 活 性 化する 因子であるNIr Ｂ に よ り

転写調 節されている こと が他の細菌におい て 報告 され

ており・． 本菌株 におい ても同様に ♂･ 因 子を 介する 転

写に 作用する 囚子とし て．これらNlr Ｂ 及 びNlrC が 重

麝であ ると考え た． また．先に行われ たDSS 】2採 のグ

ルタミ ン合成 酵裏遺 伝子（jlゐ74） の觧 折から ．大嫻 幽

な どと祠様に ぶＭ・ の下流にNllB 遺 伝 子が見いだ され．

即Ｍ が転写レ ベルで圧 力に応 答しておりs ’，がｓ４ のli

写 調節 因子であ るNtrB 及 びNtiC が 圧 力応答に関わる

因子である ことを推 測した．

そ こで．今回 ，我々は本菌株よりNlfB 及 びNllC 遺

伝 子 （ｓfｒＳＱ をク ローニ ングし ， それら の塩基配 列を

決定し てその特徹 を調べたので ，その結 果につい て報

告する ．

2. 実験方法

2.1　サザンハイプリダイ ゼーション

好圧性細菌劼ｃwｌｌｅ砌･・lacca DSS12 株のグルタミン

合成酵素（Ｓ鈿ｊ）の解祈から．窟1・Ａの下流にNIrＢ遺伝

子｛ｓlf助 の存在が確認されていたので，このｓlダ召の

全鍜域とその”F硫の領城をクローニ ングするために．

既知にされた111B 部分をもとにハイブリダイゼーショ

９

2.2 ク ロ ーニ ング 及 びシークエン ス

サザ ンハイプリダ イゼ ー ショ ンにより明ら かにな っ

た．約9kb の ｇ戸IX断 片 はpUCIS に ク 匚】一ニ ングし ． こ

れをコ ロニ ーハイプ リダ イゼー ションによ り スクリー

ニ ングを 行った．なお ． ハイプ リダイゼー ショ ン用 の

プ ロー ブ及びハイプ リダ イゼ ーションの 条件は サ ザ ン

ハイプ リダイゼー ショ ンと同 様に行った． ク ローニ ン

グ された・jr日を 含むＤＮＡ 断片は 、塩 基配 列決定 のた

めにpUC18 を 用 い てサブ クロ 一ニ ングし． シー ケン ス

サ ンプルとした ． シー ケンスサンプルはダ イタ ーミ ネ

イター法により シー クエ ンス反応牋、ABI-Prism 377

オ ー トシ一クエ ンサ ー(Applied Ｂｉｏｓyｓlenls） を 使川し

て塩 基配列を 決定し た．

３. 結果と考察

３.1　NIrＢ及びNIrＣ 退伝子（r吏ＳＣ）のクロ ーニ

ング

DSS12 株のＳ加４ の觧拆から．がsｙiの下流にａ。jlの

存在が確詔されていたので，xl㎡lの既知部分をもとに

ハイブリダイゼーション川のプロープを作製し．サザ

ンハイプリダイゼーションを行った．その結製．約9kb

のj印gl噺片に171沼 が合まれることが確認された（図

１）．そこで．このKpn ＼断片をクローニングし．目的

闘 １ サ ザ ン ハ イプ リ ダ イ ゼ ー ショ ン(nlr Ｂの 部 分 配 列を ブ ロ ー

ブ に 用 い た)

Fig. I Southern  hybridization aMlysis ｏr泌a,･｡｡eyyａ 叫口皈 ？･a strain

DSS12
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の 断 片 を 含 む ク ロ ー ン を コ ロ ニ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー

シ ョ ン に よ り ス ク リ ー ニ ン グ し た ． 得 ら れ た 断 片 は さ

ら に サ プ ク ロ ー ニ ン グ し た 後 に 晦 基 配 列 の 決 定 を 行 っ

た ．

決 定 さ れ たnirB を 含 む 苟gl 断 片 の 全 塩 基 配 列 は

8,594bp で あ っ た ． ま た ． そ の 配 列 か ら グ ル タ ミ ン 合 成

酵 素 遺 伝 子{ がａＡ}. ０ＲＦＩ， ０ＲＦ２.NllB 遺 伝 子

(afr Ｓ).NllC 遺 伝 子(l,fr Ｃ) の ５ つ の オ ー プ ン リ ーデ ィ

ン グ フ レ ー ム( ＯＲＦ) が 兄 出 さ れ た( 図 ２) ．ｊ 鈿,4 は 加

藤 ら に よ り 報 告 さ れ た も の と 同 一 の 部 分 配 列 で あ り ，

ｊ 加４ の 下 流 に 見 出 さ れ た ２ つ の0RF1 と ＯＲＦ２ も 報 告

さ れ て い た も の と 同 一 で あ っ た が ． 今 回 の 結 果 か ら 新

た にatrB の 全 塩 基 配 列 と そ の 下 流 のntrC の 存 在 が 明 ら

か と な っ た･  DSS12 株 に お け る 迫 伝 子 碚 追 は ， Ｓ＆４-

ＯＲＦＩ-ＯＲＦ２･nlrB-・lｙＣ と な っ て お り ． がｓ４ と ｓfｒＳＣ の 間

に ２ つ の ＯＲＦ が 存 在 し ， 大 腸 菌 ゛･l°゙ や 幻ｅ＆ｓjlleRa

μlal ｓｓiell' な ど の 細 幽 に お い て 報 告 さ れ て い る がa4･

nttBC オ ベ ロ ン と は 違 い が 見 ら れ た が 〔 図 ３ 〕， がｓ,4 の

下 硫 に ｓlｒllC が 存 在 す る と い う 点 で は 同 様 で あ っ た.

ttfrBC の 上 流 域 に 存 在 す る ＯＲＦ と し て は ， ㎡ 渭 引 こ 類 似

の 遺 伝 子 がj4 ．．５戸,･,jM。。brasifctr ぶｓll'な ど の 細 菌 よ り 見

出 さ れ て い る が ，DSS12 株 よ り 見 出 さ れ た ２ つ の Ｏ ＲＦ

は と も にjljXR3 と 相 同 性 が 見 出 さ れ ず ． ま た ． デ ー タ

ベ ー ス 上 か ら も 有 意 な 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 が

見 出 さ れ な か っ た こ と か ら ． 斯 し い 機 能 未 知 の ＯＲＦ で

あ り ． 本 薗 株 に お い て ど の よ う な 機 能 を 果 た し て い る

の か に 興 味 が 持 た れ た.

nuBC の 転 写 は ， 他 の 細 菌 に お い て ２ つ の 転 写 を 受 け

て い る こ と が 確 認 さ れ て い る ． 一 つ は がaJ4 の プ ロ モ ー

タ ー か ら の り ー ド ス ル ー で あ り ． も う 一 方 は 。trBC の

上 流 に 位 置 す る Ｒｌｆａｃ の プ ロ モ ー タ 一 か ら の 転 写 で あ

る ｕ｣･ ｌ“ ． 本 菌 株 に お け るntrBC プ ロ モ ー タ ー か ら の

転 写 は ま だ 解 析 さ れ て い な い が ， がjg4 か ら の 転 写 が 圧

力 応 答 し て い る こ と は す で に 報 告 さ れ て お り･' ． ぶ鈿，i

か ら の り 一 ド ス ル ー に よ るntrBC の 転 尋 も 同 様 に 圧 力

応 答 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た ． こ の こ と か ら.
 nt/BC

図3 5. 吻 かCM,  £. coJi, K.｡戸ｇut ｑj‘ae, A. brasiter.夕ｇ の ｎtrＢＣ 及

び そ の 周 辺 領域 の 遺 伝子 構 造 の 比 較

F113 COmparis 心ｎｏrlheorpni ｚalionajl)ｕnd the 耐｡IC ａ`ｍ呻g £

ＣＯＩ廴Ｋ,戸ｗl哺 朗gαｌ,λ ＆４yjたｓｊｌａｎｄｉy･ ㎡`ａｇｇ，

が高圧力 ‾Fでより強い転写を受け，そ の産物である

NllB 及びN11C が高圧力下でより多く発現して作用し.

。Si,ＲＮＡポリメラーゼによる転写を活性化しているこ

とが推測された．

３.2 N11B 及 びNIr Ｃ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 解 祈

好 圧 性 細 菌 ５ゐａｏ ｊ,ajil・i・jaaaDSS12 株 のtttrB は

1,041 塩 基 か ら な り ， 本 菌 株 のNllB は347 ア ミ ノ 酸 ，

推 定 分 子 量38,542Da の タ ン パ ク で あ る こ と. ・frご は

l,407 塩 基 か ら な り ，NliC は469 ア ミ ノ 酸 ． 滕 定 分 子 量

52,1{ 鳶Ｄａ の タ ン パ ク で あ る こ と を 確 認 し た*  DSS12&

のNIr Ｂ 及 びNllC の ア ミ ノ 酸 配 列 を 他 の 細 菌

( ａ ｕlarｉａ ＸｌｃｇＸ戸 ，χ7岫 吋Ｓ ａｊ鏈eg,1,ｅ,11eII.lj' ，

j420 ￥vriliant  brasi･た・ｊ♂lり に お け る そ れ ら の も の と 比 較

し た 結 果.NIIB は そ れ ぞ れj18.5,4S.5.32. 冫％ の 相 同 性

を ，NIr Ｃ は そ れ ぞ れ70.2,69.8,44.9S の 相 同 性 を 有 し て

い る こ と が 確 認 さ れ た ．

次 に ． そ れ ぞ れ の 機 健 を 有 す る 餤 域 に 注 目 し て 比 較

を 行 っ た･  NlrB は ， 一 般 に 保 存 性 の 低 い Ｎ 末 端 ド メ イ

ン と 保 存 性 の 商 い 節 位 が 存 在 す る Ｃ 末 端 倒 の キ ナ ー

ゼ ・ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ド メ 彳 ン の ２ つ の ド メ イ ン か ら か

ら な り16'. ま た ， キ ナ ー ゼ ・ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ド メ イ ン

か ら は ＡＴ？ に 依 存 し た 自 動 リ ン 酸 化 に 関 わ る 部 位

(I･lis-139. Ｃ･|。miial 59 ami ・io acids) が 見 出 さ れ て い る

が1 ・. 本 菌 株 のNtrB に お い て も そ れ ら の 部 位 が 高 く 保

存 さ れ て お り ， 既 知 のNliB と 同 様 の キ ナ ー ゼ ・ ホ ス

フ フ タ ー ゼ 活 性 を 有 す る こ と が 示 唆 さ れ た( 図 ４) ． 一

方 の ＮＩ,Ｃ は.  NtrB に よ り リ ン 酸 化 を 受 け る 部 位 を 持 つ

Ｎ 末 端 ド メ イ ン ， ♂' に よ る 転 写 の 活 性 化 に 関 わ る セ ン

ト ラ ル ド メ イ ン ， ＤＮＡ 認 霓 と 結 合 に 関 わ る Ｃ 末 端 ド メ

イ ン の ３ つ の ド メ イ ン か ら な り ．Ｎ 末 端 ド メ イ ン に は

リ ン 酸 化 部 位( Ａsp-54) ， セ ン ト ラ ル ド メ イ ン に はATP

bildilg モ チ ー フ(( 冫- Ｇ-ＧＫ) ， Ｃ 末 端 ド メ イ ン に は

Helix-Tim-Hclix ＤＮＡ 結 合 モ チ ー フ{ ＡしX9-AA-X2-

廴XG} が そ れ ぞ れ 存 在 す る こ と が 報 告 さ れ て い る'41･'.

本| 甅棕 のNIr Ｃ に お い て も そ れ ら 機 能 に 関 わ る 部 位 が 商

く 保 存 さ れ て お り ． 既 知 のNlt Ｃ と 同 様 に 転 写 因 子 と し

て の 矇 能( プ ロ モ ー タ ー 領 峨 に 作 用 し て 転 写 レ ベ ル で

ｌｌ Ｇ;=ｉ ｇ ａＪＳ,躙 脇 舎 ｘI 睿 右I.‘ｒ い 芯jJ- が冫ａ睹 洫１1

Ｓ ２ 励ｅsｓelja vioiaccd DSS12 株 のatrB 及 びそ の 岡 辺 咳 域 の

制 限 醇 素地 図

オ ー プ ンI 』－ デ ィ 冫 グフ レ ー ム の 僮 靂と 方 向 を 矢 印 に ．そ

の 下 に 遺 伝 子 の 名liaを 示 し た． 制 限 肝 桑 切 断 部 位 は ＫＲ

心ajl;lc, ＆ 嵋|;Hd,Mlidlll と 表し た.

:i吉.2 Ralr ｉａｉｃｌ ｍ叩 凶ｏwinSlhclecalielorlhe,lj｡ 双 脚itd the flank･

ing Rgiens on llle clllc圃laｓ跏leafSi ・1,ｗsella､･lofaccn  strain

DSS12. Ｔ畆ecodilSr ℃Sic眤ｓldlhcifdila ごlic齒ｏrllan5criplion

aflindicllｓdbｙａｎｇｗｓ. Ｇｅｎｅａs ｅsllcgig ●ｕｎｄｃrｇｌｅａｉ

rcspc･di･Scodin8rigi 叩 ，Ｒａｌricli(Mlsilesaleshｓgl 魴 恥|-

１０９１:Kp. 苟ｓ);Ec. ＆=oRI;Hd,j 鈿dlll ，
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図 ４ ＮｔｒＢ の アミ ノ酸 配 列 の 比 較 とNIr Ｂ の 棍 式 図

(Ａ)Ｓ.y,･μ・ｃａ のＮＩ,ＢとE.  co//. K.  pneumoniae. 、5. typhimvriom のNIr13 の ア ミ ノ酸 配 列 の 比 鮫. Ｎ･leminal domai 口とkirias<がphcspbtase

domain は ア ミ ノ酘 配 列の 上 に ．自 動 リ ン酸 化 部 位(His･139, Ｃ･lermina1 59 amino acids) は 黒 で 表し た.  (B)  NtrB の ド メ イ ン の

梭 式 図.

Fig, 4 Alignment aj･d diagrammatic  representation of ihc S. viofocea  NirB.

(Ａ)Alillment ｏrthcdcd ｕｃｅｄａｍｉｎｏ ｌｃｉｄ ｓｅqｕｃｎＱｃ ｏｆｉy φ４,caiNlrｇwi【h three oihcr NlrB proteins. Aminoacid5cqucnc ｔｏrNIrＢ 阮)ｍ £

coli, K.戸<ieumontae.  and A. bra.㎡.,u ｏａrｔ ｃａｍｐａｆｌｄ with lh戲０ほ.vf φ7a ∂.ThcN･Icmlinlldamain ｕdkina､･jplM)sphalsc domain alc

iridic冫Icd 叩per  the sequence. Theaul 叩has ｐｈｏryla【icglsitｅｓ(111s･139.Ｃ-t℃nina1 59 am190 acids) ａｊｅ presented wilh a black bagk辟ｏund.( Ｂ)

Djagjammalic representation orthc domain stn £･lure ｏrlhe i yllajαααNIrＢ.

園 ５ ＮＩ･Ｃ の ア ミ ノ 酘 配 列 の 比 破 とNIr Ｃ の 橈 式 図

(Ａ) ＆y Ｍ Ｉごｓずの ＮtfC と £ ａ 眤 ｇ. 芦ｔ4纃耡sｉ ｅ. £ 勞 汕･･ｓ・４ ｓ の Ｍr Ｃ の ア ミ ノ酸 配 列 の 比 較. Ｎ-lclminll ＆)s ａｉｎ. Cbrtut  domain.

Ｃ-tcrilinlldo 痢･ia は ア ミ ノ 酸 配 列 の 上 に ， り ン 酸1 匕部 位( Ａsp･54).ATFbildilS モ チ ー フ( Ｇ･･(i･Ｇ Ｋ) ，llejiｘ･ＴＩr･-Kelix ｐＮＡ 貉

合 モ チ ー フ( ＡしX9-AA-X2-LG) は 黒 で 表 し た ． １８) ＮｌｌＣ の ド メイ ン の 槓 式 図.

F 堵.5 Alignmci･t  and  diagrammatic
 repi・sｅｌ

ａｇｌｊａｌｏrｌｋ ｌ ･iQ&x ｙgNI £･

(A)Alignrac･t  of  ihc  dedaoed  amiao  acid  scquotce  of  £ vl･滷ｌｇｌ NtrC wilh lhr 鵜01hefNli ごp,eleins. Ａr
●ilc ●cid ｓｅqｌｃＩ∝efNIr

Ｃ ９１● £.

ｃ滷, £ 戸sｅｓs ｓｉｇ.lndj. ゐ『ar ４ ａｇ ｓｔ Ｑｏｍｐ・－l ｗi● ●ｕ ｏｆｉy･ Ｗ ｓａ ａ.TI･ ｅＮ･Ｉｓｎｉ ａｌｉｋw･in､Cgllr ａｌｄｏｇｓｉ ａｎｄＣ４ｅｌ皿inaldoll ｔａ・

ｓeindiclled ●piｘrlhc scqucncc. The ｐｂｏsphofyla1101 si 浤(Ａsp-S43. ●ｅＡＩＰ･bildilSmolir{ Ｇ･,Ｇ-ＧＫＩ.alldlkklix-I ｕ･n-hcli ｘlllTH} ＤＮＡ

ｂｉｎｉ ｎｌ ｌｓａｌｉ( ＡしX9-AA-X2･1 £)  in NtrC  are  pres㎝･K4iv ≪thabl･lack  badisrou ・１( ｌ) ＤｉａｌrａｓwTllicrepfls ｔｓSi ・・ofll 眤dlg ●ｉ ｎ structure

ｏrlllc5･.lj･ 晶眤即NirC
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た（図 ５）．

これらのこ とから，本菌眛のNllB 及びNlrC は既知

のそれらと同様の機鷹を有していることが示され．本

菌株の．１･,ＲＮＡポリメラーゼによる転写も既知の細薗

と同様に，NIrＢがNlrC のりン酸化（活性化）または脱

リン酸化（抑制）を行い．そのNllC が転写因子として

作用することにより転写を調節していることが示唆さ

れた， 高圧力下での転写調節を解析するために． 本菌

株のNtrB 及びNirC の発現!ｎが圧力の影響によりどの

ように変化しているかを調べるとともに．これらの因

子の高圧力下での転写に対する作用（ＮtrＢ及ぴNlfC の

ＤＮＡやＲＮＡ ポリメラーゼとの相互作用）についても

解析することが重要である.
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