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第一章　緒言

｢1
ノ/-

第1節　　はじめに

リンはリン酸系肥料の原料として､農業や化学工業的に貴重な元素の一つである｡現在､リン

はリン鉱石としての埋蔵量が残り数十年とも言われ,枯渇が懸念されている資源の一つでもある｡

一方で､リンを大量に含む廃液が湖や内湾といった閉鎖性水域に流れ込むと､アオコや赤潮とい

った深刻な環境汚染を引き起こし,ノリ養殖業や漁業に深刻な被害を引き起こすことも知られて

いる(34),そのため､排水中のリンをリサイクルして再利用する技術の開発は,環境問題と資源

問題の二つの問題を解決するために行われてきた(1, 21),

現在､排水中のリンの効率的な除去方法として,活性汚泥などを用いた生物脱リン法が広く用

いられている｡生物脱リン法で用いられている微生物の中には,リンをポリリン酸と呼ばれるリ

ン酸のポリマーとして体内に蓄積するバクテリアの存在が明らかにされており,これらのポリリ

ン酸蓄積バクテリアが排水中からのリンの効率的な除去に大きく貢献していることがわかってき

た(5),また,活性汚泥法により生じる余剰汚泥中に蓄積した多量のポリリン酸は､汚泥を短時

間加熱することで菌体外に溶出し,カルシウムを添加することにより沈殿させることで容易に分

離できることがわかった(21),このようにリンのリサイクル技術が確立されつつある現在,排水

中のリンの除去効率を高めるためには､ポリリン酸蓄積バクテリアの持つポリリン酸蓄積能をさ

らに向上させる必要があると考えられる(34),

第2節　ポリリン酸とその代議機構

ポリリン酸とは,数十から数百の無機リン酸が高エネルギーリン酸結合で直鎖状につながった

物質であり,唯一生物がエネルギーを使って合成する無機ポリマーである(7, 16, 18),ポリリン

酸は,バクテリア以外では酵母や高等生物においてもその存在が明らかとなっている(17),ポリ

リン酸は､原始生命が誕生したと考えられる熱水中にも豊富に含まれる｡ポリリン酸をÅTPの代

わりにリン酸共与体として利用できる生物も存在することから(16)､原始生斜まポリリン酸を共

通のエネルギー通貨として利用していたのではないかと考える研究者もいる｡しかし,現在の生

命体に対するポリリン酸の役割に関してはほとんど不明のままであるため,その存在は｢分子化

石｣と呼ばれてきた.近年,ポリリン酸合成系に変異が起こった大腸菌(Escherichia coll)では､
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定常期における生存率が低下することや(29)､緑膿菌(pseudomonas aemginosd)のポリリン酸

合成系変異株では病原性が低下すること(31)､さらにポリリン酸がATP依存性プロテアーゼLon

に結合して,リボソームタンパク質の分解を活性化していることなどが報告され(20)､その生体

機能に関しても明らかになりつつある｡

2-1　ポリリン酸キナ-ゼ

ポリリン酸合成酵素として唯一知られているのがポリリン酸キナ-ゼ(polyphosphate kinase,

PPK)である　ppKは大腸菌において初めてその存在が明らかとなり,現在では,様々な微生物

ゲノム上にポリリン酸合成酵素遺伝子のホモログが存在していることが明らかとなっている(36),

大腸菌で精製されたppKの解析から､ ppKは内膜と結合した80 kDaのタンパク質で, 4量体と

して存在していることが明らかになった(2)0 PPKはÅⅣの末端のリン酸基からポリリン酸を合

成する(i),また,この反応は可逆的であり､ポリリン酸とADPからÅTPを合成をする反応も

触媒する｡大腸菌のPPKで合成されたポリリン酸は､ 700-800リン酸残基とほぼ一定の鎖長を

示すが,ポリリン酸合成反応の基点となる物質はこれまで全くわかっていない0

ATP + PolyPn ⇔ ADP+ PolyP^,　(i)

2-2　ポリリン酸分解酵素

ポリリン酸はPPKの逆反応により分解され, ADPからATPを産生するが,もう一つの経路と

して､ポリリン酸分解酵素(exopolyphosphatase, PPX)による分解経路も存在する.大腸菌のPPX

はPPKと同様に膜結合型であり, 56kDaのサブユニットの2量体として存在している(3)0 PPX

はPPKと異なり,ポリリン酸の末端のリン酸基を一つずつ加水分解し､この時ATPは産生しな

い(ii),

PolyPn + H2O → PolyPn_ + Pi　　　(ii)

2-3　PPK,PPXの遺伝的制御

大腸菌のPPK遺伝子抄)は､ 7塩基下流のPPX遺伝子な野)とオペロンを形成している(3),

すなわちFPkの破壊はそのまま1PXの発現をも消失してしまう>AciwtobacterやKlebsiellaではFPk

3



第一章　緒言

の上流にリン酸飢餓で発現が誘導されるphoboxとよばれるプロモーター配列が存在している(6,

15)｡これらの菌株では,リン酸が希薄な培地中でPPKの酵素滑性が5-IO倍にも上昇すること

が知られている.しかし､大腸菌では1Pkの上流にpho boxが存在せず､リン酸欠乏に晒されて

もPPK活性は上昇しない.これは､土壌などリン酸が希薄な環境で生育するAcinetobacterや

Klebsiellaと､比較的栄養状態の良い大腸内に生育する大腸菌の違いを表しているのかもしれない.

第3節　バクテリアによるポリリン酸蓄積

バクテリアのポリリン酸蓄積現象については1966年にHaroldが発表した総説が最も良く知ら

れている(7)0 Aerobacteraerogenes (Klebsiellaaerogenes}を用いた研究により､ Haroldはバクテ

リアのポリリン酸蓄積には次の2種類があると述べている(i)バクテリアの増殖が活発な時は,

取り込まれたリン酸はÅT?を経由して核酸の合成に利用されているが,何らかの理由で増殖が停

止すると,核酸合成からポリリン酸合成に切り替わり､ポリリン酸が蓄積する｡この現象をラグ

ジュアリーアップテイク(過剰摂取)と呼ぶ(ii)バクテリアが長時間リン酸欠乏状態に晒され､

その後リン酸が存在する環境に戻されると急速なポリリン酸合成が行われる｡この現象をオーバ

ープラス(補償摂取)と呼ぶ｡以下にこれらのポリリン酸蓄積現象に関して行われてきた研究に

ついて概説する｡

3-1栄養飢餓におけるポリリン酸蓄積機構

ラグジュアリーアップテイクの例として栄養飢餓によるポリリン酸蓄積が挙げられる｡大腸菌

では,通常わずかな量(o.I'M nmolpolyP/mgprotein)のポリリン酸しか蓄積していない｡しかし､

アミノ酸などの栄養が飢餓状態に陥ると,ポリリン酸蓄積量は100倍程度(約50 nmol polyP血g

protein)にまで増加する(19),このポリリン酸の蓄積には,栄養飢餓に応答して合成されるグア

ノシン5リン酸(pppGpp)とグアノシン4リン酸(ppGpp)が関係している｡栄養飢餓によりア

ミノアシル化されていないtRNAが増加すると,リボソームに結合してRe仏タンパク質を活性

化する｡浄性化したRelAはATPとGTPからpppGppとppGppを合成する.このpppGppとppGpp

はPPX浄性を括抗的に阻害することが明らかとなった(19)0 pppGppとppGppはPPK活性を阻

害しないため､ポリリン酸の分解系のみが阻害され,結果としてポリリン酸が蓄積するものと考
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えられている｡

3-2　オーバープラスによるポリリン酸蓄積機構

オーバープラスはAcinetobacterやKlebsiellaでは起こるが,大腸菌では起こらない　2 - 3で

述べたようにAcinetobacterやKlebsiellaではFPkの上流にpho boxが存在しているため,リン酸欠

乏状態に陥ると急速にPPK活性が上昇するが,大腸菌ではFPkの上流にpho boxが存在しないた

め,リン酸欠乏状態でもppKの浄性は上昇しない｡オーバープラスでは, PPK静性が上昇したと

ころにリン酸が加えられるため,急速にポリリン酸が蓄積すると考えられている｡しかし､

Klebseilla aerogenesではリン酸欠乏状態でPPKの活性は上昇するが,同一オペロン上に存在する

PPXの活性は上昇しない(23),この現象に関しては, PPXに対して何らかの翻訳後制御が行わ

れていることがわかっているが(23),その詳細に関してはまだ解明がなされていない｡

3-3　これまでの研究の課題と展望

ポリリン酸蓄積機構に関しては数多くの研究がなされているが,不明な点が多いのも現状であ

る｡例えば,大腸菌ではリファンピシンの添加によってもポリリン酸が蓄積する｡リファンピシ

ンはRNAポリメラーゼによるmRNAの鎖延長を阻害するが,この場合pppGppやppGppは合成

されない｡さらに,大腸菌では浸透圧ストレスによってもポリリン酸が合成すると報告されてい

る(17)0 Kornbergらは,ポリリン酸の蓄積にはpppGppやppGpp以外の不明なファクターが,

PPX活性の阻害, ppK活性の刺激,あるいは直接ポリリン酸合成に影響を及ぼしていると述べて

いる(17),今後はこの因子がどのような役割を果たしているのかに関し,解明を行っていく必要

があると考えられる｡

第4節　本論文の概要

ポリリン酸の存在は古くから知られており,その生理的役割に関しては,ここ十数年で徐々に

解明がなされてきた｡しかし､ポリリン酸蓄積機構に関しては､その解明や有効利用がほとんど

なされていないのが現状である｡本研究では,これまでブラックボックスであったポリリン酸蓄

積機構の解明を行うことを目的とした｡第二章では,大腸菌でポリリン酸を過剰に蓄積する変異
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株の取得を行い､その変異遺伝子を特定することで,ポリリン酸蓄積機構の解明を行った｡第三

章では､ Klebsiella aerogenesが示すオーバープラスによるポリリン酸蓄積機構を､遺伝子レベル

で解明を行った｡第四章では,ポリリン酸を通常時に多量に蓄積する大腸菌のリン酸取り込み系

変異株から新たなリン酸トランスポーターを特定し､その機能や性質に対する解析を行った｡第

玉章では､土壌や活性汚泥に生息するバクテリアから､迅速かつ簡便にポリリン酸高蓄積変異株

を単離する方法を開発し､人工排水からのリン酸の除去効率の向上に非常に有用であることを示

した｡第六章では,リン酸結合タンパク質pstsの固定化カラムを用いて,環境中の希薄なリン酸

の除去方法の開発を行った｡
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第二章　phoU変異株の解析

第二章

ポリリン酸を過剰に蓄積させる遺伝子変異(pholf)の
同定と解析
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第二章　Dho乙凌異株の解

TABLE2-1第二章における使用菌株およびプラスミド

Strain or plasmid Description Source or reference

E. coli

MVl184

MO1655

S17-1

BW17335

MT4

MT5

MT6

Plasmid

pMWl19

pGEM-T easy

SuperCos I

pUC4K

pEUOl

pEUO2

pEUOI K

pGP704Sac3 8

pGP704UK

ara &(lac-proAB) rpsL thi(0>WLacZ AM 1 5) A(srl

rav4)306::Tn l O (Tep) ･'[traD36 proAB+lac!i lacZ AM I S]　　　　(37)

Wild-type strain

thipro hsdR hsdM+ recA RP4 2Tc: :Mu-Km: :Tn7

DE3 (/ac)74 A(pstSCAB-pho U)560 : :Kanr

MG 1 655 denvative, p/?oU mutant

MG 1 655 derivative, OoU: :Kanr

MG 1 655 derivative, A(クOtSCAB-phoU)560::Kan'

Cloning vector; Apr

Cloning vector; Apr

Cosmid vector; Apr

pUC4 containing a 1.3-kb Kanr cassette; Apr, Kan'

PGEM-T easy containingphoU舟om MG 1 655

PGEM-T easy containingphoU from MT4

pEUOl containing a Kanr cassette into the Clal site

pBR322 derivative with R6K on, mob RP4, polylinker

from M13 tglSl containing sacB; Apr

pGP704Sac38 containing phoU::Kanr舟om PEUOI K

(30)

(39)

(35)

This Study

This Study

This Study

Takara

Promega

Stratagene

Ph armac i a

This Study

This Study

This Study

(32)

This Study
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第二章　phoU変異株の解析

序論

大腸菌では,アミノ酸飢餓､窒素源飢餓､浸透圧ストレス,定常期移行期などにポリリン酸が

蓄積することが知られている(17)｡しかしながら,これらのポリリン酸蓄積がどのようにして引

き起こされているかに関してはいまだに解明されていない　relA, rpoS, ntrCなど,ポリリン酸蓄

積に関与している遺伝子の存在は明らかになりつつあるが(17),これらの遺伝子がどのような経

路でポリリン酸合成酵素(PPK)の活性を制御しているかに関してはまだ不明のままである｡本

章では大腸菌MG1655野生株の変異株ライブラリーの中からポリリン酸を過剰に蓄積させる株を

単離し､ポリリン酸蓄積の原因遺伝子を特定することを試みた｡さらに,この特定した遺伝子の

変異が引き起こすどのような性質が､大腸菌のポリリン酸蓄積に関与しているかに関しても詳細

な解析を行った｡

第1節　ポリリン酸を過剰に蓄積する変異株の取得

1-1大腸菌変異株ライブラリーの作製

大腸菌染色体上にランダムな変異を起こすために､ MG1655株にNTG (N-ms血ylN-nitro,N-

nitrosoguanidine)処理を行った｡大腸菌MG1655野生株を4 mlの2×YT培地(33)で37℃,一

晩前培養し,新しい4 mlの2×YT培地で37℃, 2時間本培養を行った｡培養液は遠心分離(4,000

叩mXIOmin)して上清を捨て, 50mMリン酸緩衝液(pH7.0)で洗浄を行った｡菌体はリン酸緩

衝液で再懸濁し,リン酸緩廃液でI gflこ調製したNTGを最終濃度20 mg/lになるように加え､37℃

で30分間振とう培養を行った｡菌懸濁液は遠心分離し､リン酸緩衝液で2度洗浄を行い, 2 ml

の2×YT培地に再懸濁して37℃, 4時間振とう培養をおこなった｡

1-2　ポリリン酸過剰蓄積株の単離

1 -2- 1　アルカリホスファタ-ゼが構成的に発現する変異株の取得

MG1655の変異株ライブラリーの中からポリリン酸過剰蓄積株の単離を行うにあたり,一次ス

クリーニング方法としてアルカリホスファタ-ゼ活性が構成的になった株の取得を行った｡

MG1655の変異株ライブラリーを適宜希釈し, 50 fig/mlの5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate (X-
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第二章　phoU変異株の解析

リン酸)を含む2×YT寒天固形培地に塗布し, 37℃で一晩保温した｡約1000個に1個の割合で

青色を呈するコロニーが出現し,約150個の青色コロニーを単離することができた｡

1-2-2　菌体内ポリリン酸蓄積量の測定

1-2-211菌体内ポリリン酸の抽出

菌体は2×YT培地で28℃,一晩前培養し,培養液100ト11を遠心分離(15,000 rpmX5 min)し

て菌体を集菌したo　沈殿に350トLlのGITC溶液(4 M guanidine isothiocyanate, 50 mM Tris-HCl, pH

7.4)を加えて菌体を溶解し, 90℃で2分間保温した.菌体溶解液は超音波処理(US-1,井内盛栄

壁)を3分間行って完全に破砕した後, 50^1を後のタンパク質濃度測定用に分取した｡残りのサ

ンプルは90℃で2分間保温し､ 10トLlの10%SDSと300トLlの99.5%エタノールを加え､ボルテッ

クスにてよく混合した後,90℃で2分間保温したoサンプル溶液に3トLlのグラスミルク(GeneClean

KITII,BIOIOl)を加え,良く混合した後,氷中に5分間置いた｡遠心分離(12,000叩mXIOs)し

てグラスミルクを沈殿させた後, 300nlのNEWWASH液(GeneCleanKITII,BIOIOl)で2回洗

浄を行い, 50 nlのnuclease溶液(50 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 20 p,g/ml DNase, 20 jig/ml RNase, pH

7.4)に混合し､ 37℃で15分間保温して核酸を完全に分解した.サンプル溶液に150トLlのGITC

溶液と150 |ilの99.5%エタノールを加えて混合し,遠心分離してグラスミルクを沈殿させた後,

200 |iilのNEW WASH液で2回洗浄を行った.沈殿に100トLlの蒸留水を加えて混合し､ 90℃で2

分間保温した後に遠心分離(15,000rpmX 1 min)を行い､上清をポリリン酸溶液として分取して

後の測定に用いた｡

1-2-2-2　ポリリン酸濃度の測定

ppKはÅTPからポリリン酸とADPを合成するが､その反応は可逆的である｡抽出したポリリ

ン酸に過剰のADPとppKを加えるとポリリン酸はすべてÅTPに変換される｡このÅⅣ濃度を測

ることでポリリン酸濃度の測定を行った(4)0 PPKは文献(2)を参考にして,前もって精製し

たものを用いた1-2-2-1で抽出したポリリン酸のサンプルを5pl,1トLlの0.5mMADP ､

3 plの3.3 ×PPK緩衝液(50 mM HEPES-KOH, 40 mM (NH^SC^, 4 mM MgCl2, pH 7.2)を混合し､

精製ppKを1 pl加え､ 37℃で30分間保温した後, ATPバイオルミネッセンスキットCLSII (ベ

トリンガ-マンハイム)を使用してÅrP量を測定し,ポリリン酸量として換算した｡
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第二草　yhoU変異株の解析

1-2-2-3　タンパク質濃度の測定

プロテインアッセイ(バイオラッド)原液を5倍に希釈した溶液1mlに対し, 1-2-2-1

でタンパク質定量用に分取したサンプルを加えて混合し,波長595 nmの吸光度を測定した｡こ

の値を標準タンパク質(ig/lBSA)系列より換算して,タンパク質濃度とした.

1-2-3　ポリリン酸過剰蓄積株MT4の取得

本章1 - 2 - 1で取得した,アルカリホスファタ-ゼが構成的に発現する変異株150個すべて

のポリリン酸蓄積量を測定したところ､通常のMG1655のポリリン酸蓄積量(o.1-l nmolpolyP/

mg protein)に比べて非常に高い濃度で(300 nmol polyP/mgprotein)ポリリン酸を蓄積している株

を発見した｡この株をMT4とした　MT4をポリリン酸の存在下で黄色い蛍光を発する4',6'-

diamidino-2-phenylindole (DAPI)により染色し,蛍光顕微鏡(BX-40,オリンパス)を用いてUV

存在下で観察したところ､菌体内にポリリン酸の頼粒の存在が明らかになった(Fig.2-1),

第2節　ポリリン酸過剰蓄積株MT4の解析

2- 1 MT4におけるポリリン酸過剰蓄積の原因遺伝子の特定

MT4の過剰なポリリン酸蓄積を引き起こす原因遺伝子を特定するために,大腸菌MG1655野生

株の遺伝子ライブラリーを作製し, MT4の変異形質が元に戻るような遺伝子の探索を行ったo

2-1-1大腸菌野生株の遺伝子ライブラリーの作製

大腸菌の遺伝子ライブラリーの作製にはSuperCosIベクター(ストラタジーン)を使用した｡

染色体やプラスミドの抽出などの基本的な遺伝子操作法に関してはSambrookら(34)の方法に

従った｡制限酵素の処理に用いる緩衝液は各制限酵素付属の緩衝液を使用した｡

MG1655染色体DNAを80 nl, Sau3Al緩衝液10 Ml,滅菌水10 |ul,20 mg/ml RNaseO.5 nlをそれ

ぞれ混合し､ 1 plの&JW3AIを添加後, 37℃で1分から10分の間で反応させ, 0.5MEDTA (pH8.0)

を添加して反応を停止させた｡各反応液はアガロトスゲル電気泳動にてサイズを確認し､ 20-45

kbのサイズの断片が得られる条件を決定した　SuperCos IはJ路aIにより37℃で2時間消化を行

い､ 70℃で10分間保温して酵素を失活させた　SuperCosIのXbal消化物はエタノール沈殿によ

ll
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Fig.2-1 DAPI染色後､紫外線照射下で検出された(A) MG1655と(B) MT4の
菌体内ポリリン酸類粒｡
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第二章　ohoU変異株の解析

り精製し,滅菌水に溶解させた後､ BamHlにより37℃で2時間消化を行った｡反応物は70℃で

10分間保温して酵素を失活させた後､エタノール沈殿で精製し､最終的に20-^1の滅菌水に溶解

した｡精製したsupercosIと20-40kbのMG1655染色体DNA断片fepg)をT4DNAリガ-ゼ

(タカラバイオ)で連結させた｡巨大になったプラスミドベクターをMT4に導入するために､

PackagingExtract (ストラタジーン)の内容物を素早く溶解し,コスミド溶液を泡立てないように

ピペッティングした後, 22℃で約1時間45分保温し, SM緩衝液(5.8g/1NaCl, 2.Og/1 MgCl2, 0.1 g/1

ゼラチン, 50mMTris-HCl, pH 7.4)を添加した.

2- 1 -2　MT4-のMG1655株遺伝子ライブラリーの形質転換

MT4を10 mM MgSO4と0.2%マルトースを添加した2×YT培地に上白金耳植菌し, 28℃で一

晩前培養を行った｡培養液は0.2%マルトースを添加した4mlの2×YT培地に10叫1植菌し､28℃

で波長600nmの吸光度がo.9になるまで培養した後,遠心分離(6,000rpmXIOmin)して上清を

完全に除いて沈殿を得た｡沈殿は10 mM MgSO4で再懸濁し,波長600 nmの吸光度がo.6になる

ように希釈した｡菌液100nlとパッケージング溶液IOOjuIを混合し, 22℃で30分間保温した後､

SOO jiilの2×YT培地を加え､ 28℃で1時間保温した.形質転換溶液は50 fig/mlのアンピシリンを

添加した2×YT寒天プレートに塗布し､ 28℃で保温してコロニーを形成させた｡

2-1-3　MT4のポリリン酸蓄積を相補するDNA断片の取得

コスミドベクターをMT4に形質転換して形成された約200個のコロニーそれぞれを2×YT培

地で28℃,一晩培養し,培養液100|Lllを集菌し,菌体内ポリリン酸濃度を測定した　200個の形

質転換体の中から､ MT4のポリリン酸蓄積量を大幅に減少させる株を取得することができた｡そ

の株からアルカリ抽出法によりプラスミドを抽出し,アガロトスゲル電気泳動によりサイズを決

定したところ,そのプラスミドは約30 kbのMG1655染色体断片を含む事がわかった｡取得した

プラスミドは様々な制限酵素で切断し, pMWl19ベクターにサブクローニングし, MT4に形質転

換してポリリン酸蓄積量の測定を行った｡その結果, EcoRl消化によりサブクローニングした約

ll.5 kbのDNA断片のみでMT4のポリリン酸蓄積は完全に相補される事がわかった.
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第二章　phoU変異株の解析

2- 1 -4　サブクローニングしたDNA断片の塩基配列の決定

前項でサブクローニングした約11.5 kbのDNA断片の両末端配列の塩基配列の決定を行い,大

腸菌全ゲノム配列のデータベースと比較することで,このDNA断片が大腸菌染色体上のどの部

分であるかの特定を行った.サン7p)レの調製にはDYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit (ア

マシャム)を､ DNA塩基配列の決定にはABI PRISM 310 Genetic Analyzer (アプライドバイオシ

ステムズ)を用いた　DNAの解析にはDNASISver.2.0 (日立ソフトウェア)を使用し､相同性の

検索にはWEB上のDDBJサイト上(http:〟www. ddbj.nig.ac.jp/)でFASTAプログラム(27)を用

いて行った｡

相同性検索結果から,この約11.5 kbのDNA断片は､ pstSCAB-phoUおよびbglオペロンを含む

領域であることが明らかになった｡さらに約11.5kbのDNA断片の中から､ポリリン酸蓄積を相

補する断片をサブクローニングした結果､ phoU遺伝子のみを含む約1.9 kbのEcoRV消化断片の

みでMT4のポリリン酸蓄積が完全に相補されることがわかった(Fig.2-2),

2- 1 -5　MT4のphoU遺伝子の変異点の解析

MT4のphoU遺伝子の変異点を調べるために, MT4染色体上のphoU遺伝子をpCRにより増幅

し､塩基配列の決定を行った　pcRに用いるプライマーには､データベースに登録されている大

腸菌のpstSCAB-phoUオペロンの配列を基に, EUl (5'-ATTGGGATTTGTCTGGTGAA-3')とEU2

(5'-AGAAGACTACATCACCGGTC-3')を設計したMT4染色体を鋳型とし, PCR反応にはTakara

血TagDNApolymerase(タカラバイオ)を使用したo反応は98℃ 5 min (1サイク/K>, 95℃ 30 s, 55℃

30 s, 72℃ 3 min (27サイクル)の条件で行い,サーマルサイクラーにはGeneAmp9600 (アプラ

イドバイオシステムR)を用いた.得られた約o.8kbのPCR産物はpGEM-TEasyVectorSystem I

(プロメガ)を使用してクローニングし,これをpEUO2とした.クローニングしたphoUは,本

章2 - 1 - 4で用いた方法と同様にして塩基配列を決定した｡

決定した塩基配列をデータベース上のMG1655野生株のphoU遺伝子と比較した結果, MT4の

phoU遺伝子は86番目の塩基がグアニンからアデニンに変異しており､その結果29番目のアミノ

酸がグリシンからアスパラギン酸に変異していることがわかった(Fig.2-3),以上よりMT4の過

剰なポリリン酸蓄積はphoU遺伝子のミスセンス変異が原因であると考えられる.
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卦Dho乙′変真株の

bglB bglF bglG phoU pstB pstA pstC pstS

トー÷　r Jll.5kb
｣coRI

トー■■ 1.9kb
JcoRV EcoRV

EcoKl

Fig. 2-2　MT4のポリリン酸蓄積量を野生株並に減少させるDNA断片の遺伝子構成o

上の約11.5 kbのEcoEti肖化断片はpstオペロンとbglオペロンを含むoその中でも約
l.9 *b<DphoU遺伝子を含む断片のみでMT4のポリリン酸蓄積は相補されたo

MG 1 6 5 5 ATGGACAGT C TCAATC T TAATAAACATAT TTCCGGCCAGTT CAACGC CG姐C TGGAAAGTATCC GCACGCAGGTGAT GAC CATG

MT 4　　ATGGACAGT C TCftAT C T TAATAAACATAT TTCCGGCCAGTT CAACGC CGAAC TGGAAAG TATCCGCAC GCAGG TGATGAC CATG o&

GGCATGGTGGAGC 100

GGCATGGTGGAGC 1 00

MG1 6 5 5 AG⊂礼GCTTTCTGATGCAATCACCGCGATGCATAACCAGGACAGCGATCTGGCG姐GCGCGTCATCGAAGGCGACAAGA丸.CGTCAACATGATGGAAGTGGC 2 0 0

AGCAGC TT T CT GAT GCAAT CACCGCGATGCATAACCAGGACAGC GAT CTGGC GAAGC GCGTCAT CGA礼.GGCGACAAGAAC GTCA礼.CATGAT G GAAGTGGC 2 0 0

MG1 655 GATCGATG,丸AGCCTGCGTGCGCATTATCGCCAAACGTCAGCCGACGGCGAGCGACCTGCGACTGGTTATGGTGATCAGTA姐ACCATTGCCGAGCTGGAG 3 0 0

MT 4　　GATCGATGAAGCC T GCGTG CGCAT TAT C GCCAAACGTCAGCC GACGACGAGC GACC T GC GACT GGT TATGGTGAT CAGTAAAACCAT TGC C GAGC TGGAG 3 0 0

MG1 655 CGTATTGGCGACGTGGCGGACAAAATCTGCCGTACTGCGCTGGAGAAATTCTCCCAGCAGC&TCAGCCGTTGCTGGTA丸.GTCTGGAGTCGCTGGGCCGTC 4 0 0

MT4　　cGTATTGGCGACGTGGCGGACAAAATCTGCCGTACTGCGCTGGAGAAATTCTCCCAGCAGCATCAGCCGTTGCTGGTA良.GTCTGGAGTCGCTGGGCCGTC 4 0 0

MG1 655 ATACCATCCAGATGCTGCACGACGTGCTGGACGCGTTCGCGCGGATGGACATTGACGAAGCGGTACGTATTTATCGTG姐GATAÅ姐AAGTCGATCAGGA 5 0 0

ATACCAT C CAGATGCTGCACGACG T GCT GGACGC G T TC GCGC GGAT GGACAT T GAC GAAGCGGTAC GTAT T TAT C GTGAAGAで'AAAAflAG TCGATCAGGA 5 0 0

MG1 655 ATACGA乱GGTATTGTTCGTC九九CTGATGACCTACATGATGGAA.GATTCGCGTACCATTCCGAGCGTACTTACTGCGCTGTTCTGGGCGCGTTCTATCGAA 60 0

MT4　　ATACGAAGGTATTGTTCGTCAACTGATGACCTACATGATGG;姐GAでTCGCGTACCATTCCGAGCGTACTTACTGCGCTGTTCTGCGCGCGTTCTATCGAA 6 0 0

MG1 65 5 CGTATTGGCGACCGCTGCCAGAATATTTGTGAGTTTATCTTCTACTACGTGAAGGGGCAGGATTTCCGTCACGTCGGTGGCGATGAGCTGGATAftACTGC 7 0 0

MT 4　　CGTAT T GGC GACCGCTGC CAGAATAT T TGT GAG T T TAT CTT C TAC TAC GTGAAGGGGCAGGAT T TCCGTCACGTC GGTGGCGATGAGCTGGATAAACTGC 7 0 0

MG1 655　TGGCGGGGAAAGATAGCGACA姐TAA

TGGCGGGGAAAGATAGCGACAAAT弧

Fig. 2-3　MG1655CO^oこノ遺伝子とMT4甲phoび遺伝子の塩基配列の比較o　塩基が異なる
部分を黒く示した｡
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第二章　phoU変異株の解析

2 - 1 - 6　pstSCAB-phoUオペロンの生理的役割

pstSCAB-phoUオペロンはリン酸特異的膜輸送系(PST系)をコードする遺伝子であり､細胞外

の無機リン酸が欠乏状態(約4 pM以下)になると発現が誘導されるリン酸レギエロンに属して

いるpstSCABま内膜貫通型リン酸トランスポーターをコードし, phoUは内膜にわずかに結合す

るタンパク質をコードし,リン酸取り込みには関与していない(35)｡ pstSCAB-phoUオペロンは

リン酸レギュロンの制御因子と考えられており､通常はリン酸レギュロンの発現抑制を行ってい

る｡これら5つの遺伝子のいずれが変異を受けてもリン酸レギエロンの抑制は解除され､構成的

に発現するようになる,phoUに変異が起こるとリン酸レギュロンは構成的に発現するようになり,

PST系によるリン酸の取り込みが活発になる(35),そこでMT4も同様にPST系によるリン酸取

り込みが構成的に行われている可能性が示唆された｡

2-2　MT4のリン酸取り込み速度の解析

MT4とMG1655のリン酸取り込み速度をリン酸欠乏,リン酸十分の条件で測定した｡リン酸取

り込み速度の測定は文献(27)を参考にして行った　MT4とMG1655は､ (a) 0.1 mM (リン酸

欠乏条件) (b) 2 mM (リン酸十分条件)のK2HPO4を含むMOPS-glucose培地(25)に-白金耳

植菌し､ 28℃で一晩前培養を行った　MOPS-glucose培地の組成はTABLE 2-2に示す｡培養液は

遠心分離(8,000gX5 min)して集菌し, HEPES緩衝液(10mMHEPES-KOH,pH 7.0)で2回洗

浄し, HEPES緩衝液で再懸濁した｡菌体懸濁液に放射性リン酸(32p-Fi)を終濃度2.5 MMになる

ように加え,混合液IOOjulを, o,30,60,90, 180秒後に孔径o.45|Limのメンプレンフィルター(ミ

リポア)で吸引ろ過し, 10mlのHEPES緩衝液で2回洗浄した｡マイクロチューブに蒸留水Iml

とメンプレンフィルターを入れ､シンチレーションカウンター(パッカード)で放射活性をカウ

ントした　32r -piの比活性から取り込みリン酸量を算出し,菌対懸濁液の波長600nmの吸光度の

測定値から,菌体あたりのリン酸取り込み量(nmol PノODfioo)を算出したQリン酸取り込み速度

の測定結果をFig. 2-4に示す　MG1655株に関しては､リン酸欠乏条件でのみリン酸取り込み速

度の上昇が見られた｡しかしMT4では,リン酸十分および欠乏の両条件下で､リン酸取り込み

速度の上昇が見られた｡このことは､ PST系によるリン酸取り込みが構成的になっており,リン

酸が十分な条件下でも過度のリン酸の取り込みが行われていることを示している｡
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二章　Dho乙/変異株の解

Fig.2-4リン酸十分条件のMG1655 (�") ,リン酸欠乏条件のMG1655 (�") ,リン酸十
分条件のMT4 (△) ,リン酸欠乏条件のMT4 (○)を使用したリン酸取り込み測定｡

TABLE 2-2　MOPS-glucose培地の組成

A液
B液

0.276 M K2SO4

20mMビタミンB1
1MD-グルコース

56 mM K2HPO4

200 m1

2ml

l ml

l m1

22.2 ml

MOPS(2)の場合　35.7ml
MOPS(O.1)の場合1.785 ml

H20で1.0に調製

※A液

MOPS-KOH (pH 7.4) 200 mM
Tncin

NaCI

NH4CI

MgCl,

20 mM

250 mM

47.6 mM

2.615 mM

※B液
CaCK

印H4)6Mo7024
H3BO3

CoCI

CuSO4
MnCU

ZnSO4

FeSO4

250トIM

1.5 (iM

200トIM

15nM
5pM

40トLM

5トIM

5mM
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第二章ihoU変異株の解析

2 - 3　MG1655のphoU遺伝子破壊株の作製

MT4はNTG処理により染色体上にランダムな変異を受けているため､phoU遺伝子以外の変異

がポリリン酸蓄積に影響を及ぼしている可能性が考えられる｡そこでMT4の過剰なポリリン酸

蓄積がphoUの変異のみで引き起こされていることを確認するため, MG16655のphoU遺伝子破

壊株を作製し､ポリリン酸蓄積量を調べた｡

MG1655株のphoU遺伝子は,本章2 - 1 - 5で行った方法と同様にpGEM-T easyベクターに

クローニングし,これをpEUOlとしたpEUOlをphoU内部にあるCMサイトで消化し､ Klenow

Fragment (タカラバイオ)で切断面を平滑化したpUC4KをHindiで消化し､約1.3 kbのカナマ

イシン耐性遺伝子カセットを取り出し､ pEUOlのClal切断箇所に連結したo以上よりphoUの内

部にカナマイシン耐性遺伝子が挿入されたプラスミドpEUOIKを構築した　pEUOIKのphoU破

壊部分をEcoRl消化により切り出し､pGP704Sac38のEcoRlサイトに挿入したoこれをpGP704UK

とした｡このプラスミドを大腸菌s17-1に形質転換し､接合伝達によりMG1655に導入した｡導

入した株は5%ショ糖を含む2×YT寒天プレートに塗布し,生えてきたコロニーをphoU破壊株

として選択し､サザン解析により破壊を確認した.このphoU破壊株をMT5とした　MT5のポ

リリン酸蓄積量を調べた結果､非常に高い濃度(400nmol polyP血gprotein)でポリリン酸を蓄積

していることがわかった(Fig. 2-5),このことからMT4のポリリン酸蓄積はphoUの変異のみで

説明できることがわかった｡

2 - 4　MG1655株のpstSCAB-phoUオペロン破壊株の作製

MT5のポリリン酸蓄積は､ phoUを破壊することで起こるpstSCABの構成的な発現が原因であ

ること検証するために, pstSCAB-phoUオペロンをすべて破壊した株を作製し,菌体内ポリリン酸

蓄積量を測定したpstscAB-phoU破壊株の作製は､大腸菌BW17335から染色体上の0>stSCAB-

phoU):-Kanをplファージを用いてMG1655に転移させることで行った(33),作製した株はMT6

としたMT6のポリリン酸蓄積量を調べた結果, MG1655と同程度(o.I'M nmol polyP/mgprotein)

のポリリン酸しか蓄積していないことがわかった(Fig.2-5),すなわち､ phoUの変異自体がポリ

リン酸を蓄積を引き起こしているのではなく, phoUの変異によるpstSCABの構成的な発現がポ

リリン酸蓄積を引き起こしていることがわかった｡
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第二章　phoU変異株の解析

第3節　考察

本章では､大腸菌MG1655野生株の変異株ライブラリーから､通常の100倍以上のポリリン酸

を蓄積する変異株MT4を取得し､その変異点を決定したところ,リン酸特異的膜輸送系

pstSCAB-phoUオペロンを構成するphoU遺伝子の点変異であることが明らかとなった　pholl変

異株の解析はこれまでにも行われており, Wannerらは､ phoU遺伝子破壊株が増殖阻害を起こす

ことを指摘している(35)ォ本研究で作製したphoU変異株では､ MT4ではわずかに､ MT5に関

しては深刻な増殖阻害が観察された｡ wannerらは, PST系により細胞内に取り込まれたリン酸が

蓄積し､細胞内で高濃度となったリン酸が増殖阻害を引き起こすのではないかと考察している｡

しかし,今回の研究から､細胞内に取り込まれた過剰なリン酸は速やかにポリリン酸として変換

されており,リン酸の過剰な蓄積は起こっていないと考えられる｡この増殖阻害に関しては､細

胞内に蓄積したポリリン酸が原因であると推察される｡ポリリン酸は細胞がなんらかのストレス

を受けた場合に蓄積する報告されている(17),例えば､大腸菌を複合培地からグルコース最小培

地に移した場合､移行初期に大量のポリリン酸を蓄積するが,そのとき増殖は停止する｡その後,

ポリリン酸蓄積量は減少するが､その減少と同時に大腸菌は再び増殖をはじめる(17),この時蓄

積したポリリン酸は,リボソームタンパク質の分解を静性化していることがわかってきた(20),

pihoU変異株のようにポリリン酸が大量に蓄積している株では､リボソームタンパク質の分解が常

に刺激される状況になり,増殖阻害が引き起こされるのかもしれない｡

大腸菌のPPKはリン酸レギエロンの一員ではないので､大腸菌ではリン酸欠乏条件でPPK活

性は上昇しないo　したがってリン酸レギエロンの発現が構成的になったMT4においても野生株

と同等のPPK活性しか測定されなかった.このことから, ppK活性とMT4のポリリン酸蓄積に

は相関性がないことがわかった　ppK活性が変化しないにも関わらず, psT系によるリン酸の取

り込みのみで､なぜポリリン酸が蓄積するかに関してはまだ不明な点が多い｡現在,細胞内の

ÅⅣ仏DP濃度比の変化がポリリン酸蓄積の原因ではないかと考えている｡細胞内に取り込まれた

リン酸は,リン源として利用される前に一旦ÅⅣとして取り込まれる｡リン酸が過剰に取り込ま

れると､細胞内のÅⅣ濃度が上昇し､逆にADP濃度が減少するのではないかと考えられる　PPK

によるポリリン酸合成は可逆反応で､通常は細胞内のÅTP仏DP濃度比が安定に保たれているた

め,ポリリン酸は一定の濃度で平衡状態に保たれている｡しかし, M¶のようにリン酸が過剰に
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取り込まれると､細胞内Årp仏DP濃度比のバランスが崩れ､ Årp濃度の上昇(あるいはADP濃

度の減少)が引き起こされ､ ppKの平衡反応がポリリン酸合成側に傾くために,ポリリン酸の蓄

積が起こるのではないかと考えている｡この仮説を検証するためには,細胞内のフリーなÅⅣ濃

度とADP濃度を厳密に測定する必要がある｡しかし､細胞内では多くのÅrP､ ADPがタンパク

質に結合していると考えられるので,非常に困難であると予想される｡仮に今後このような実験

系が確立されれば,新たな見解が得られるかもしれない｡
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第三章

Klebsiella aerogenesのオーバープラスによる

ポリリン酸蓄積機構の解明
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三章　Klebsiella aerosenesのオーバープラス+.

TABLE3-1第三章における使用菌株およびプラスミド

Strain or plasmid Description source or reference

E. coli

MVl184

MG1655

CF5802'

K. aerogenes

ATCC962 1

PPK 1

PPXl

Plasmid

pSTV29

pKPO5. 1

pBCIO

pUC4K

pKPO5. 1 ppkKm

pKPOS. 1 ppxKm

pKpp2

pEpp2

pEPT20

pEPO2. 1

pKpst l

pEpstl

ara &(lac-proAB) rpsL thi(Q>%OLacZ AM 1 5) A(sr/

recA)306: :Tn 1 0 (Tetr) F[traD36 proAB+lacfi lacZ AM I S]

Wild-type strain

MG 1 655 derivative, Appk-ppx::Kanr

Wild-type strain

ATCC962 1 derivative, b>ppk. :Kanf

ATCC962 1 derivative, &ppx: :Kan'

Cloning vector; Cmr

pUC1 1 9 containingppk-ppx from K. aerogenes

PUG l s containing ppk-ppx from E. coli

pUC4 containing a 1.3-kb Kanr cassette; Apr, Kanr

PKPOS. 1 containing a Kanrcassette into the San site

PKPOS. l containing a Kanrcassette into the EcoRI site

pSTV29 containingppk-ppx舟om PKPOS. 1

pSTV29 containingppk-ppx舟om PBC I O

(15)

This Study

This Study

Takara

(15)

(3)

Pharmacia

This Study

This Study

This Study

This Study

pSTV28 containing pstSCAB-phoU from Enterobacter cloacae　　　　( 1 3)

PKK.223-3 containing pstSCAB-phoU from E. coli

pSTV29 containing pstSCAB-phoU from pEPT20

pSTV29 containingpstSCAB-phoU from pEPO2. 1

(14)

This Study

This Study
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第三章　Klebsiella aerogenesのオーバープラス

序論

バクテリアによるポリリン酸蓄積現象の一つに､オーバープラスと呼ばれる現象が知られてい

る｡オーバープラスとは,長時間リン酸欠乏状態に晒した菌体を､リン酸が存在する環境に移し

た場合,急速なポリリン酸蓄積が見られることをいう.オーバープラスは, Acinetobacterや

Klebsiellaなど,多くのバクテリアで見られる現象であるが,大腸菌ではオーバープラス蛾観察さ

れない.大腸菌がオーバープラスを示さない理由に関しては様々な考察がなされている,Klebsiella

aerogenesはリン酸欠乏条件下でPPK静性が急激に上昇する｡これは, K. aerogenesでは1Pkの上

流にリン酸欠乏で転写が誘導されるプロモーター､ phoboxが存在するためであり､ 1Pkの上流に

pho boxが存在しない大腸菌ではPPK活性は上昇しない｡また, K. aerogenesではFPkと同一オペ

ロン上にpp*が存在するにもかかわらず､ ppx滑性は何らかの翻訳後制御によりリン酸欠乏条件

下でも上昇しないことがわかった(23),これらの背景から､ K. aerogenesのオーバープラスの原

因は､ PPK活性の特異的な上昇にあると考えられてきた.本章では､大腸菌とK. aerogenesの

ppk-ppxオペロンとオーバープラスとの関連性について解析を行うとともに, pstSCAB-phoUオペ

ロンがオーバープラスに及ぼす影響について調べることで､ポリリン酸蓄積機構の解明を行うこ

とを目的とした｡

第1節　K. aerogenesATCC9621のppk,ppx遺伝子の破壊と解析

1 - 1 K. aerogenesのppk,脚遺伝子破壊用プラスミドの構築

K. aerogenesATCC9621野生株のppk, ppx遺伝子の破壊は､相同性組み換えによるカナマイシン

耐性遺伝子の導入によって行った.破簾用プラスミドの構築は以下のようにして行った｡ ppk遺

伝子破壊用プラスミドは､ PKPOS.1にクローニングされた1Pk遺伝子をFig. 3-1で示した箇所の

Sahサイトで部分消化し,同じくSam消化により切り出したpuc4Kのカナマイシン耐性遺伝子

を連結させて構築したoこのプラスミドをpKPOS.1ppkKmとしたppx遺伝子破壊用プラスミド

は, PKPOS.1にクローニングされたppx遺伝子をFig. 3-2で示した箇所のEcdRlサイトで部分消化

し､同じくEcoRl消化により切り出したpuC4Kのカナマイシン耐性遺伝子を連結させて構築し

た｡このプラスミドをpKPOS.1ppxKmとした｡
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San Sail

+-ユpKPOS.1
ppk　　　/　¥　　　　ppx

Kmr from pUC4K

Fig. 3-1 K. aerogenes 0)ppk遺伝子破壊用プラスミド構築図｡カナマイシン耐性遺伝
子カセットは図に示すpKPOS.1のSailサイトに挿入した｡

EcoRl

十二EcoKl PKPOS.1
Kmr丘om pUC4K

Fig. 3-2　K. aerogenes 0)ppx遺伝子破壊用プラスミド構築図｡カナマイシン耐性遺伝
子カセットは図に示すpKPOS.1のEcoRlサイトに挿入したo
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第三章　Klebsiella aerosenesのオーバープラス

1-2　エレクトロボレーションによる破療用プラスミドの形質転換

K. aerogenesATCC9621を2×YT培地で37℃,一晩前培養し､新しい12mlの2×YT培地に前

培養液をl%植菌し, 37℃で3時間本培養を行った｡この培養液は遠心分離(15,000叩mX5 min,

4℃)して菌体を集菌し､エレクトロボレーション緩衝液(smM HEPES-KOH, 272mMglucose, pH

7.4)に再懸濁して遠心分離を行った｡この洗浄操作は3回行い,最終的に1 mlのエレクトロボ

レーション緩衝液に再懸濁したo菌懸濁液390|Ldをキュベット(BTX200,2mmgap)に加え,破

壊用プラスミド溶液を10 nJ加えてよく混合した.キュベットはエレクトロボレーションキット

(BTX ECM6000)にセットし,電圧2.5 kV,電気容量50 jaF,抵抗720nの条件でパルス波をか

けた.菌懸濁液は4 mlの2×YT試験管培地に移し, 37℃で4時間培養し, 50 |ng/mlのカナマイ

シンを加えた2×YT寒天固形培地に塗布し, 37℃で一晩保温してコロニーを形成させた｡

1 - 3　ppk,伊達伝子破壊株の選択

1 - 2で形成したコロニーを,抗生物質を加えていない4mlの2×YT培地に-白金耳植菌し,

37℃で一晩以上振とう培養を行い,プラスミドを欠落させた.培養液は適当に希釈し, 50 jig/ml

のカナマイシンを加えた2×YT寒天固形培地に塗布し, 37℃で一晩保温して単一のコロニーを形

成させた｡これらのコロニーがベクターを巻き込まずに組み換えが行われたかどうかを調べるた

め, 150fig/mlのカナマイシンを加えた2×YT寒天固形培地と､ 150|j,g/mlのアンピシリンを加え

た2×YT寒天固形培地にコロニーをそれぞれ移し,カナマイシン耐性のみを持つ株を取得した｡

FPk破壊株のPPK, PPX酵素活性を測定したところ,極性効果によりPPK静性だけでなくPPX活

性も存在しなかったo作製したFPk破壊株はPPKl､ FPr破壊株はPPXlとそれぞれ命名した.

1-4　オーバープラスによるPPKl,PPXlのポリリン酸蓄積

オーバープラスによるPPKl, PPXlのポリリン酸蓄積量を野生株と比較した｡オーバープラス

を起こさせる培養条件は以下の通りである　K. aerogenes ATCC9621､ PPKl, PPXlはそれぞれ2

×YT培地で37℃,一晩前培養した｡前培養液は0.1 mM K2HPO4を含む100 mlのMOPS-glucose

培地に1 ml植菌し､ 37℃で6時間振とう培養を行い､リン酸欠乏状態にした｡その後, K2HPO4

を最終濃度o.5 mMになるように加え､一定時間毎に3時間サンプリングを行った｡サンプル溶

液は遠心分離して上清を完全に除き､沈殿から菌体内ポリリン酸蓄積量を測定した｡ポリリン酸
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蓄積量の測定方法は第二章1 - 2 - 2と同様の方法で行った｡各棟のポリリン酸蓄積量のグラフ

をFig. 3-3に示す｡ ATCC9621では,最大で700 nmol polyP血gproteinもの多量のポリリン酸を蓄

積し,その後ポリリン酸蓄積量は減少に転じた　ppKlではオーバープラスによるポリリン酸蓄

積は観察されなかった　ppxlではポリリン酸の蓄積は見られたが,最大蓄積量は300 nmol

polyP/mgprotein程度にとどまり, ATCC9621よりもポリリン酸蓄積量は減少した.ただし,ポリ

リン酸蓄積量の減少は抑えられていた｡

第2節　ppk-ppxオペロンがオーバープラスに果たす役割の角抑テ

2 - 1大腸菌とK. aerogenesのppk-ppxオペロンの解析

2 - 1 - 1 K. aerogenesのppk-ppxオペロンの低コピーベクター-の導入

pKPOS.1プラスミドを一班aIで消化し,エタノール沈殿により緩衝液を交換した後､ EcoRlで部

分消化を行った.アガロトスゲル電気泳動により約4.8kbのDNA断片を切り出した　DNA断片

は､ GeneCleanKitIIを使用してゲルから抽出した.このDNA断片は､ Xba¥とEco刑で消化した

pSTV29ベクターに挿入した｡このプラスミドをpKpp2とした｡

2 - 1 - 2　大腸菌のppk-ppxオペロンの低コピーベクター-の導入

pBCIOプラスミドを/Millで消化し､エタノール沈殿により緩衝液を交換した後, EcoRlで部

分消化を行った｡アガロトスゲル電気泳動により約4.7kbのDNA断片を切り出した　DNA断片

はゲルから抽出し､ Hindlllと^coRIで消化したpsTV29ベクターに挿入したoこのプラスミドを

pEpp2とした｡

2 - 2　pKpp2, pEpp2を導入した大腸菌のオーバープラス

大腸菌にK. aerogenesのppk-ppxを導入することでオーバープラスを示すかどうか検証するた

めに,大腸菌MG1655野生株に, pKpp2とpEpp2を形質転換したo形質転換体は50 jjg/mlのクロ

ラムフェニコールを含む2×YT培地で37℃,一晩前培養したオー/Lヾレプラスは本章卜4と

同様にして行った.リン酸添加後､ o,30,60,90分後にサンプリングを行い､ポリリン酸蓄積量を

測定したo各棟のポリリン酸蓄積量のグラフをFig.3-4に示1-0 pKpp2とpEpp2を形質転換した
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Fig.3-3　K.aerogenes野生株ATCC9621 (�") ､ ppKl株(▲) , ppxl株(■)が示
すオーバープラスによるポリリン酸蓄積量の変化｡
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第三章　Klebsiella aerosrenesのオーバープラス

どちらの株においても,若干のポリリン酸蓄積が見られた｡

2 - 3　pKpp2, pEpp2を導入したK. aerogenesPPKlのオーバープラス

1Pkを破壊したK. aerogenes PPKlに,大腸菌およびK. aerogenesのppk-ppxを導入することで

オーバープラスを示すかどうか検証するために, PPKlにpKpp2とpEpp2を形質転換した｡オー

バープラスは本章2-2と同様にして行った｡各棟のポリリン酸蓄積量のグラフをFig. 3-5に示

す｡大腸菌の場合と同様に, pKpp2とpEpp2を形質転換したどちらの株においても､若干のポリ

リン酸蓄積が見られたが,両者に大きな差は見られなかった｡

第3節　pstscAB-phoUオペロンがオーバープラスに果たす役割の解析

リン酸飢餓で誘導される遺伝子は, ppk-ppxオペロンのみではなく, pstSCAB-phoUオペロンも

誘導される｡第一章でPstSCABによる過剰なリン酸の取り込みがポリリン酸蓄積を引き起こすこ

とを示した　K. aerogenesと大腸菌の両者ともpstSCAB-phoUオペロンが存在し,リン酸欠乏状態

で発現が誘導される｡本節ではpstSCAB-phoUの機能の違いがオーバープラスの原因ではないか

と考え,解析を行った｡

3 I 1大腸菌とK. aerogenesのpstSCAB-phoUオペロンのクローニング

K. aerogenesのpstSCAB-phoUオペロンについては,我々がすでにクローニングを完了し,相同

性を検索したところ, Enterobacter cloacaeのpstSCAB-phoUオペロンと100%の相同性があること

がわかった.そこで本解析には, E. cloacaeのpstSCAB-phoUオペロンをクローニングしたpEPT20

プラスミドを使用した(13)｡ pEPT20プラスミドをHindlllとEcoMで消化し,同じくHindlllと

EcoRlで消化したpsTV29ベクターと連結させた｡このプラスミドをpKpstlとした.大腸菌の

pstSCAB-phoUオペロンについては､pEPO2.1プラスミドをHindlllと｣coRIで消化し,同じくHindlll

とEco和で消化したpsTV29ベクターと連結させたoこのプラスミドをpEpstlとしたo

3 - 2　pKpstl.pEpstlを導入した大腸菌のオーバープラス

大腸菌に,大腸菌およびK. aerogenesのpstSCAB-phoUを導入することでオーバープラスを示
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Fig.3-4　pKpp2 (�") , pEpp2 (▲) ､ pSTV29 (�")を形質転換した大腸菌MG1655
が示すオーバープラスによるポリリン酸蓄積量の変化｡
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Fig.3-5　pKpp2 (�") ､ pEpp2 (▲) ､ pSTV29 (�")を形質転換したK.aerogenes
PPKl株が示すオーバープラスによるポリリン酸蓄積量の変化｡
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第三章　Klebsiella aerogenesのオーバープラス

すかどうか検証するために､大腸菌MG1655株にpKpstlとpEpstlを形質転換したoオーバープ

ラスは本章2-2と同様にして行った｡各棟のポリリン酸蓄積量のグラフをFig. 3-6に示す｡

pKpstlを導入したMG1655では,リン酸添加後に急速なポリリン酸の蓄積が見られたpEpstlを

導入したMG1655でも若干のポリリン酸の蓄積は見られたが､ ppk-ppxオペロンを導入した場合

とほぼ同等の量にとどまったoこれらの結果から, K. aerogenesのpstSCAB-phoUオペロンがオー

バープラスに影響を及ぼしているものと考えられる｡

3 - 3　pKpstl,pEpstlを導入した大腸菌によるリン酸の吸収

K. aerogenesと大腸菌のpstSCAB-phoUオペロンの性質の違いを調べるために,大腸菌MG1655

野生株に導入したpstscAB-phoUによるリン酸の吸収を測定した.オーバープラスは前項と同様

にして行い､サンプリングした培養液は遠心分離(15,000叩mX5 min)して上清を取得した｡上

清は,リン酸濃度が25 jLiM以下になるように適宜希釈し,希釈液1 mlに対して200 ^1のリン酸

定量試薬を加え､ 15分ほど静置した後,波長880 nmの吸光度を測定した｡リン酸定量試薬の組

成はTABLE3-2に示す｡リン酸濃度は25 jaMのリン酸標準液の吸光度から換算した.培地中のリ

ン酸濃度のグラフをFig. 3-7に示す　pEpstlを導入した株に比べて､ pKpstlを導入した株は急速

なリン酸の吸収を示した.以上より, K. aerogenesのpstSCAB-phoUは大腸菌のpstSCAB-phoUよ

りもリン酸吸収能力が高いものと考えられる｡

第4節　考察

本章では, K. aerogenesがオーバープラスを示し､大腸菌が示さない原因の特定を試みたoこれ

まで､ K. aerogenesがオーバープラスを示すのは､ FPkの上流にpho boxが存在し､リン酸欠乏条

件でPPK活性が上昇することが原因であると考えられてきた.また, K. aerogenesでは1Pkと同

一オペロン上にあるFPXは､翻訳後制御により浄性が阻害されることがわかっている(23)(これ

らの結果から, K. aerogenesではオーバープラスでPPK活性が上昇し, PPX滑性は抑えられるた

め､ポリリン酸が蓄積すると考えられていた.しかし, K.aerogenesのFPXを破壊してもポリ_リン

酸は蓄積しない｡オーバープラスでも1PX破壊株の方がポリリン酸蓄積量は低下していた｡ポリ

リン酸の分解はPPX以外にも､ PPKの逆反応によっても行われる｡これらの結果から, ppxに
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Fig.3-6　pKpstl (�") , pEpstl (▲)を形質転換した大腸菌MG1655が示すオーバー
プラスによるポリリン酸蓄積量の変化｡
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第三章　Klebsiella aerosrenesのオーバープラス

150

Fig.3-7　pKpstl (�") , pEpstl (▲)を形質転換した大腸菌MG1655のオーバープラ
スによる培地中からのリン酸取り込み｡

TABLE3-2　リン酸定量試薬の組成

LIアネ コル ビン酸 0.528 g

滅菌水 9.0 m

5 N H 2SO 4 15 m

酒石酸 アンチモニル カ リウム (0.2743 g ′100 m l) 1.5 m

モ リ■ブ デ ン酸 アンモ ニ ウム (20 g ′500 m l) 4.5 m

30 m l
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第三草　Klebsiella aerosenesのオーバープラス

よるポリリン酸の分解よりも,むしろPPKの逆反応の方がポリリン酸蓄積量に影響を及ぼすのか

もしれない　PPKによりポリリン酸が分解されると､ ADP濃度が減少し､. ÅTP濃度が増加する｡

しかし､ PPXによる分解ではポリリン酸がリン酸に分解されるため､ ATP,ADP濃度に影響を及ぼ

さない｡そのため､ ppxによるポリリン酸の分解は,リン酸のサイクルとしては､ ÅⅣ仏DP比の

増加という点で､ PPKによるポリリン酸合成反応にはほとんど影響がないものと考えられる｡

大腸菌MG1655にK. aerogenesと大腸菌のppk-ppxのどちらを導入した場合においても,若干

ではあるがオーバープラスを起こさせる条件でポリリン酸を蓄積した｡しかし,このポリリン酸

蓄積はpstSCAB-phoUの導入に比べて非常に少ない.また, K. aerogenes PPKlにK. aerogenesと

大腸菌のppk-ppxのどちらを導入した場合においてもオーバープラスを示したphoboxが存在し

ない大腸菌のFPkでもオーバープラスを示すことからも､ ppK活性の上昇はオーバープラスのポ

リリン酸蓄積に関係していないと考えられる｡

大腸菌MG1655にK. aerogenesのpstSCAB-phoUを導入した場合､オーバープラスによる多量の

ポリリン酸蓄積が見られたo大腸菌のpstSCAB-phoUではこれほどの多量のポリリン酸蓄積は見

られなかったことから,オーバープラスの原因はK. aerogenesのpstSCAB-phoUにあると考えられ

る.また,大腸菌のpstSCAB-phoUに比べて､ K. aerogenesのpstSCAB-phoUは急速に培地中のリ

ン酸を吸収した｡前章でPstSCABによる過度のリン酸取り込みがポリリン酸蓄積を引き起こすこ

とを示したが,この場合も同様に急速なリン酸の吸収がポリリン酸蓄積を引き起こしているもの

と考えられる.大腸菌とK. aerogenesのpstSCAB-phoUオペロンの上流には､ほぼ同じ位置にpho

boxが存在しており､その配列は完全に一致している.また,大腸菌とK. aerogenesそれぞれの野

生株において､ pstSCAB-phoUオペ白ンの転写量をノーザン解析により調べたが,転写量にほとん

ど差は生じていなかったことから､ phoboxの認識の違いでpstSCAB-phoUの発現量が異なるとい

う点は考えにくい　K. aerogenesのPST系は,大腸菌に比べてリン酸取り込み能力が高いのかも

しれない.緒言でも述べたが､ K. aerogenesは土壌中,大腸菌は大腸内を本来の生育環境としてい

るため､通常リン酸が希薄な土壌中で生存するK. aerogenesは､比較的栄養条件の良い大腸内で

生息する大腸菌に比べて,リン酸を取り込む能力に長けているのかもしれない｡
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第四章　xasAの機能解析

第四章

新規リン酸トランスポーター遺伝子xasAの解析
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第四章　xasAの機能角朗

TABLE4-1第四章における使用菌株およびプラスミド

Strain or plasmid Description source or reference

E. coll

MVl184

MG1655

AN3902

AN4085

Plasmid

pSTV28

pExa l

ara A(lac-proAB) rpsL thi(^SOLacZ AM 1 5) A(srl

rec/I)306::Tn l O (Tetr) F [traD36 proAB+laclo lacZ AM I S]　　　　(37)

Wi一d-type strain

pitA l pitBr.Cav勾7SIC345

pitA l pitB: :Catr中stC345 AわhoB-phoR) Kan'

Cloning vector; Cnv

pSTV28 containing xasA from MG1655

Takara

This Study
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第四章　xasAの機能解析

序論

大腸菌には,二つの主要なリン酸トランスポーターが存在する｡ Pi仏(PIT系)は低親和性で

あるが高速な輸送系であり, pstscAB (PST系)は高リン酸親和性の低速輸送系である(38),近

年､ Pi仏に高い相同性を持つPitBの存在が明らかとなり､第三のリン酸トランスポーターとして

様々な解析がなされている(8, ll),しかし,これらすべてのリン酸トランスポーターを破壊した

多重変異株は,リン源がリン酸のみの最少培地でも増殖することができることが報告されている

(8),そのため,. psT系, pIT系以外のリン酸トランスポーターの存在が示唆されている｡本章

では､リン酸トランスポーター多重変異株の中に多量にポリリン酸を蓄積する株が存在すること

を発見し､その株で高発現する遺伝子を調べることで,新たなリン酸トランスポーター遺伝子の

探索を行い､リン酸トランスポーターとしての可能性についての解析を行った｡

第1節　新規リン酸トランスポーターの探索

1 - 1リン酸輸送系多重変異株の角抑テ

リン酸トランスポーター多重変異株が,通常時にポリリン酸を蓄積しているかどうかを検証す

るため, pitA,pitB,pstC変異株AN3902と, pitA,pitB,psOphoBR変異株AN4085を, 2×YT培地

で37℃,一晩前培養し､新しい4mlの2×YT培地に1%植菌し, 37℃で4時間本培養を行った｡

培養液20叫lを遠心分離(15,000rpmX5min)して上清を除き,第二章1 - 2- 2と同様の方法

で菌体内ポリリン酸蓄積量を測定した｡菌体内ポリリン酸蓄積量のグラフをFig. 4-1に示す｡

AN3902は通常の大腸菌野生株とほぼ同等のポリリン酸蓄積量しか示さなかったが,AN4085は菌

体内に多量のポリリン酸を蓄積していることがわかった｡

1 - 2　GeneChipを用いた新規リン酸トランスポーター遺伝子の探索

AN4085はPIT系およびpsT系のリン酸トランスポーターが機能しないにも関わらず､多量の

ポリリン酸を蓄積していた｡第二章の結果からも,ポリリン酸の蓄積にはリン酸取り込みが大き

く関与しているため､これまで知ちれていない新規のリン酸トランスポーターによるリン酸の取

り込みが行われていると考えられる｡そこで, GeneChipを使用してAN3902に比べてAN4085
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AphoBR)によるポリリン酸蓄積量の測定o
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第四章　xasAの機能解析

で発現量が高い遺伝子の探索を行った｡

1-2-1 TotalRNAの抽出

AN3902とAN4085は2×YT培地で37℃､一晩前培養し､新しい4 mlの2×YT培地にl%植

菌し, 37℃で4時間本培養を行った　500nlの培養液と1 mlのRNAプロテクトバクテリアリー

ジェント(キアゲン)を混合し､ 5秒間ボルテックスにて混合した後,室温で5分間保温した｡

遠心分離(5,000gXIOmin)して上清を除去し,ペレットを1 mg/mlのリゾチームを含んだ100)^1

のTE緩衝液(10mMTris, 1 mMEDTA,pH8.0)に再懸濁し,室温で5分間保温したoサンプルは

RNeasyMini Kit (キアゲン)を使用して全RNAを抽出した｡

1-2-2　cDNAの合成とラベリング

cDNAの合成とラベリングは, CyScribe First-Strand CDNA Labelling Kit (アマシャム)を使用し

て行った.テンプレートとして使用するAN3902とAN4085の全RNAは2 pgに揃え,ラベリン

グにはCy3-dUTPとCy5-dUTP (アマシャム)を使用した　cDNÅ合成反応はキット付属のプロト

コールに従い,反応終了後, 40^1のラベリング反応液に4plの2.5NNaOHを加え､ 37℃で15分

間インキエペ-卜してmRNAを分解した後, 20 |ilの2 M HEPESを加えて中和した　cDNAは

AutoSeqG-50 (アマシャム)を使用して精製した｡

1-2-3　ハイプリダイゼ-ション

AN3902とAN4085のラベルしたcDNAを,それぞれ32 idずつ混合し､滅菌水を加えて100 nl

にメスアップした100トLlのクロロホルム/イソアミルアルコール(24:1)を加えて10秒間ボルテ

ックスにて混合し､遠心分離(15,000叩mXl min)して水屑を別チューブに移した｡ 1/10量の3M

CH3COO -Naと2･5倍量の99.5%エタノールを加えて室温で10分間静置し,遠心分離(15,000叩m

XIOmin)して上清を除き､ 70%エタノールで洗浄を行ったo上清は完全に除き,沈殿を30^1の

ハイプリダイゼ-ション緩衝液(6×SSC, 0.2% SDS, 5×Denhardt's solution, 0.1 mg/mlサケ精子

DNA)に懸濁し, 95℃で2分間加熱して変性させた.室温になるまで静置した後､遠心分離(15,000

rpm X 10 min)して不純物を除去した, IntelliGene E. co/ZCHEP Ver. 1.0 (タカラバイオ)にSpaced Cover

Glass L (タカラバイオ)をかぶせ､チップとカバーとの隙間にプローブ溶液を25 Jill程度展開さ
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第四章　xasAの機能解析

せたoチップはHybridization Chamber (タカラバイオ)にセットし, 65℃の恒温水槽内で12-15

時間ハイプリダイゼ-ションを行った｡

1-2-4　洗浄とスキャニング

ハイプリダイゼ-ションさせたチップは,洗浄液(2×SSC,0.2%SDS)内で､ 55℃で振とうさ

せながら洗浄を5分間×2回行い､ 65℃で再度洗浄した｡チップは0.05×SSCで泡がなくなるま

ですすぎ､低速遠心(l,000 rpmX2 min)を行って表面上の水分を飛ばした.チップはTyphoon 9210

(アマシャム)でスキャニングを行い,データの解析はArrayVision (イメージングリサーチ)を

使用して行った｡

1 - 3　AN3902とAN4085で発現量が異なる遺伝子の解析

AN4085で特異的に発現量が増加している遺伝子を, ArrayVisionによる解析結果から探索した｡

発現量の差が5倍以上多い遺伝子をリストアップした｡リストアップした遺伝子の機能および発

現量の差をTABLE4-2に示す｡この中で,内膜貫通型のトランスポーターと考えられる遺伝子は

xasAとydhCであるが,約20倍と高発現であるxasAをターゲット遺伝子として絞り込んだGene

Chip上のxasAの発現イメージをFig. 4-2に示す,xasAは511アミノ酸残基から構成されるグルタ

ミン酸依存性酸耐性因子であると考えられている(10)｡ SWISS-PLOTによる解析結果から､内

膜貫通構造を持ち,グルタミン酸のアンチポーターとして機能している可能性が考えられている｡

高等生物の神経細胞では､リン酸トランスポーターがグルタミン酸トランスポーターとしても働

く例が存在している(9),そのため, xasAがリン酸トランスポーターとして働く可能性について

解析を行った｡

第2節　xasA遺伝子の機能解析

2-1 xasA遺伝子のクローニング

xasA遺伝子は､大腸菌のゲノム情報データベースからプライマーを設計し, PCRによって増幅

させることでクローニングした　pCRに用いるプライマーには､データベースに登録されている

大腸菌のxasAの配列を基に､ Eco和サイトを付加したXAl (5'-GAGAATTCCTGGCATTAGCAAC
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四章　xasAの機能解

TABLE4-2　AN4085で特異的に高発現が見られる遺伝子リスト

G ∋ne Function Intensity (A N 4085) Intensity (A N 3902)

S1p outerm em brane protein 25.98 0.50

hdeD hypotheticalprotein 24.32 0.75

xasA acid sen sitiv ity p rotein,p utativ e transp orter 18.48 0.90

hdeA hypotheticalprotein 15.68 0.01

gad A glutam ate decarboxylase isozym e 13.27 0.18

usp A univ ersalstress protein 12.82 0.95

y丘D putative form ate acety ltran sferase ll.48 1.20

hdeB hypo theticalprotein 10.27 0.08

yh正 hyp otheticalprotein 9.22 0.01

pyrl aspartate carbam oy ltran sferase 8.70 0.01

an sB periplasm ic Î asparag inase II 7.72 0.88

carA carbam oy l-ph osph ate synthetase 6.48 0.59

yiaF hyp otheticalprotein 5.62 0.76

pyrB aspartate carbam oy ltran sferase 5.28 0.52

tag 3-m eth yl-aden ine D N A gly cosylase I 5.22 0.76

yjgp hyp otheticalpro tein 5.46 1.22

dnaK ch aperone H sp70 4.52 0.53

ydh C putative tran spo rtprotein 5.0 1 1.ll

tSf protein chain elon gation 免ctor EトT S 4.86 0.98

A

Fig.4-2　(A) AN4085および(B) AN3902から調製したcDNAを用いたGeneChip解析
による遺伝子発現イメージ　xasAの位置を矢印で示した.
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第町章　xasAの機能解析

GGAA-3')と､ Hindlllサイトを付加したXA2 (5'-GAAAGCTTCCCTTGTCTTATAACCAT-3')を

設計した　pcR反応サイクルは第二章と同様に用い,約1.7 kbの増幅断片を得た　DNA断片は

EcoRlとHmdlllで消化し､同じくEcoRlとHindlllで消化したpsTV28ベクターに連結させた｡

このプラスミドをpExalとした｡

2-2　xasAによるリン酸取り込み速度の測定

･ xasAの発現を誘導すると,リン酸取り込み速度にどのような影響が表れるかを検証するために,

MG1655にpExalを形質転換した｡コントロール株として, MG1655にpSTV28ベクターのみを

形質転換した株も作製したo両菌株は1 mMIPTGと25jug/mlクロラムフェニコールを含んだ4mi

の2×YT培地で37℃､一晩前培養した.前培養液は新しいI mMIPTGとう5jug/mlクロラムフェ

ニコールを含んだ4mlの2×YT培地に4叫1ずつ接種し､ 37℃で2時間培養した3mlの培養液

を遠心分離(15,000 rpmX 10 min)し,沈殿をHEPES緩衝液(10 mMHEPES-KOH, pH 7.0)で2

回洗浄し,最終的にI mlのHEPES緩衝液に再懸濁した｡サンプルはリン酸取り込み速度測定時

まで氷上に置き､測定前に37℃で3分間保温した.サンプルに32p-pjでラベルしたK2HPO4を終

濃度2叫Mになるように加え, o,60,90, 120, 180,240秒後にリン酸取り込み量を測定した｡測定

方法は第二章2 - 2と同様の方法で行った.測定結果をFig. 4-3に示+.ベクターのみの株では

ほとんどリン酸取り込みが見られなかったが, pExalを持つ株では急速なリン酸取り込みが見ら

れた｡この結果から, xasAがリン酸輸送に関係している可能性が示唆されたo

2 - 3　xasA発現誘導株のアミノ酸飢餓におけるポリリン酸蓄積量の解析

xasAがポリリン酸蓄積に関係しているかどうかを調べるために,xasA発現誘導株をアミノ酸飢

餓に晒した場合のポリリン酸蓄積量を調べた　pSTV28をMG1655に形質転換した株と､ pExal

を形質転換株は､ 1 mM IPTGと25 jag/mlクロラムフェニコールを含んだ4 mlの2×YT培地で

37℃,一晩前培養したo前培養液は新しい1 mMIPTGと25 fig/mlクロラムフェニコールを含ん

だ30mlの2×YT培地に40 piずつ接種し､ 37℃で2時間培養した.培養液は室温で遠心分離し,

菌体ペレットを2 mMのK2HPO4を含むMOPS-glucose培地で洗浄し, 30 mlのMOPS-glucose培

地に再懸濁した｡菌懸濁液は37℃で振とう培養を行い､ 30分毎に1 mlをサンプリングした｡サ

ンプルは遠心分離して上清を除き､菌体内ポリリン酸蓄積量の測定を行った｡ポリリン酸抽出お
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第四章　xasAの機能解

100　　　　　200　　　　　300

Time (min)

Fig. 4-3大腸菌MG1655にpExalを形質転換した株(●)とベクターpSTV28を形質転換
した株(■)によるリン酸取り込み測定｡
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第四章　xasAの機能解析

よびポリリン酸濃度測定は第二章1 - 2- 2で記述した方法で行った｡菌体内ポリリン酸濃度の

変化はFig.4-4に示す｡ポリリン酸蓄積量は全体的にxasA発現誘導株の方が高く､最大で3倍以

上のポリリン酸蓄積量を示していた｡

第3節　考察

本章では,リン酸トランスポーターの多重変異株であるAN4085が通常増殖時に菌体内に大量

のポリリン酸を蓄積していることを見いだしたGeneChipによる解析結果から､ AN4085で特異

的に発現が活性化する遺伝子が数十種類確認された｡それらの中から､内膜貫通構造を持つトラ

ンスポーター様遺伝子は10.数種類存在していたが,そのほとんどが他の菌株の多剤耐性エフラッ

クスポンプと相同性があり､リン酸トランスポーターとして機能している可能性は低いと考えら

れた.中でも20倍以上の高発現を示したxasA遺伝子は,グルタミン酸トランスポーターとして

機能していると報告されているが､はっきりとした根拠は示されていない｡高等生物ではリン酸

とグルタミン酸の両トランスポーターとして働く遺伝子が存在していることが示されているが,

xasAも同様の性質を持つことは非常に興味深いことである｡

AN4085はpitA,pitB,pstCの三重変異株であるAN3902のphoBR遺伝子を破壊して作製した株で

ある　phoBRはリン酸レギュロンを制御する遺伝子であり, phoRはリン酸センサーとして働き,

phoBはphoRによりリン酸化され､phoboxプロモーターの活性化を引き起こすと考えられている

が,詳しい機能に関してはよくわかっていない(3S)0 phoBRを破壊するとリン酸レギュロンによ

る発現が消失する.しかしpitBこ関してはphoBRを破壊すると発現が活性化すると報告されてい

る(8),今回報告したxasAもAN4085で特異的に高発現を示していたことから, pitBと同様に

phoBRにより発現が抑制されている可能性が考えられる｡しかしpitBがphoBRにより発現が抑制

されていると言う報告は､pitAのミスセンス変異株であるKIOをベースした解析に基づいている.

KIOは本来pitAの変異を目的として取られた変異株ではないため,遺伝的バックグラウンドに関

して不明な点が多い(38),そのため, pitBがphoBRの破壊のみで静性化されているとは直ちに

考えにくく, K10に存在する別の変異が大きく影響していることも考えられる｡実際に､ MG1655

とMG1655のphoBR破壊株の発現パターンをGene Chipで解析したところ､pitB, xasAを含めて大

きな発現パターンの変化は見られなかった｡そのため､ xasAおよびpitBがphoBRにより抑制を
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第四章　xasAの機能解毒

0　　　50　　100　　150　　200　　250

Time (mm)

Fig.4-4　大腸菌MG1655にpExalを形質転換した株(●)とベクターpSTV28を形質転
換した株(■)によるアミノ酸飢餓におけるポリリン酸蓄積量の測定｡
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第四章　xasAの機能解析

受けているかに関しては､明確な証拠を得られていないのが現状である｡

xasAはこれまでグルタミン酸のアンチポーター(あるいはトランスポーター)と考えられてき

たが､今回の解析により､ xasAを発現誘導させるとリン酸取り込み静性が上昇することが確認さ

れた｡また､リン酸取り込み速度の測定の際に, I mMのグルタミン酸を同時に添加したが,リ

ン酸取り込みの阻害や促進は観察されなかったoこのことから, xasAはグルタミン酸の輸送には

関係ないか､独立して作用していると考えられる　xasAを発現誘導させると,アミノ酸飢餓によ

るポリリン酸蓄積量が増加したが､これも通常よりもリン酸取り込み活性が高いことを示してい

ると考えられる｡今後は､ xasAが実際にリン酸トランスポーターとして機能しているかどうかを

検証するため, xasAの破壊株を作製して解析する必要があると考えているo
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第玉章　ポリリン酸高蓄積変異株スクリーニング法の開発

第五章

迅速なポリリン酸高蓄積変異株の

スクリーニング法の開発とその応用
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第五章　ポリリン酸高書稽変異株スクリーニング法の開発

TABLE5-1第玉章における使用菌株

Strain Description Source or reference

E. coli

MG1655

MT29

Pseudom onas putida

MY

MYl 1-41

Acinetobacter sp.

I*

K3-6

Ralston ia solanaceamm

MY17

MY1 7-20

Wild-type strain

MG 1 655 derivative, phoU mutant

Strain isolated from soil

MY 1 1 derivative, polyP-accumulating mutant

Strain isolated from activated sludge

K3 derivative, polyP-accumulating mutant

Strain isolated from soil

MY 1 7 derivative, polyP-accumu】atmg mutant

(30)

This Study

This Study

This Study

This Study

This Study

This Study

This Study
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第五章　ポリリン酸高蓄積変異株スクリーニング法の開発

序論

現在,排水中のリンは活性汚泥などを用いた生物脱リン法により除去が行われている｡浄性汚

泥中に存在する微生物の中には､多くのポリリン酸蓄積バクテリアが存在し､これらのポリリン

酸蓄積バクテリアがリンの除去に大きく貢献していることがわかってきた(5),現在の静性汚泥

によるリン除去効率を改善しようと考えた場合,これらポリリン酸蓄積バクテリアのポリリン酸

蓄積能を向上させる必要がある｡大腸菌をモデルとしたポリリン酸高蓄積抹の構築およびリン酸

除去効率の改善はこれまでに行われてきた(14,24),しかし,大腸菌は炭素源として主に有機酸

を含む排水では増殖が悪く,生物脱リン法に用いる対象菌株としては使用しづらい｡活性汚泥や

土壌中に生息するバクテリアは排水中でも良好な増殖を示すが,ゲノムレベルでの情報に乏しく,

遺伝的改変を加えるのが困難なのが現状である｡本章では,多様な微生物に対し,迅速かつ簡便

にポリリン酸高蓄積変異株をスクリーニングする手法の開発を行い､取得した株が人工排水中の

リン酸の除去に非常に有用であることを示す｡

第1節　‰リン酸法によるポリリン酸高蓄積株スクリーニング法の検討

第二章において,大腸菌ではphoU遺伝子に変異が起こり､細胞内に大量のポリリン酸を蓄積

している変異株は､アルカリホスファタ-ゼ活性が構成的になっていることを示した｡大腸菌の

phoU変異株は,リン酸が十分存在しても, ‰リン酸を添加した寒天固形培地上で青色のコロニ

ーを形成するため,変異ライブラリーの中から簡単に単離できる｡本スクリーニング法をⅩ-リン

酸法と名付け､多様な菌株に対してポリリン酸高蓄積変異株のスクリーニングに応用できるかど

うかの検証を行った｡

1 - 1活性汚泥および土壌に生息するバクテリアのスクリーニング

Ⅹ-リン酸法によるポリリン酸高蓄積株の単離の対象となる菌株のスクリーニングを行った｡土

壌サンプルは約10 mlのイオン交換水に懸濁し､数時間静置して上清を使用した｡上清は10-107

倍程度の希釈系列を作り, YG培地に2%の寒天を加えた固形培地に塗布した｡ YG培地の組成は

TABLE 5-2に示した｡活性汚泥サンプルは超音波処理を3分間行って凝集体を分解し､ 10-107
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第五章　ポリリン酸高蓄積変異株スクリーニング法の開発

倍程度の希釈系列を作り,人工排水(21)に1.5%の寒天を加えた固形培地に塗布した｡人工排水

の組成はTABLE5-3に示した.各培地は28℃で2日間保温した後,土壌サンプルから18株,活

性汚泥から16株の合計34株を単離した｡

1-2　アルカリホスファタ-ゼ活性を指標としたプレートアッセイ

Ⅹ-リン酸法によるスクリーニングが可能となるためには,リン酸十分条件でアルカリホスファ

タ-ゼ静性が抑制されており､リン酸欠乏条件でアルカリホスファタ-ゼ活性が誘導されなけれ

ばならないoリン酸十分条件として2 mMのリン酸を含むMOPS-gulcose培地に､ 1.5%の精製寒

天末と50帽血1のⅩ-リン酸を加えた固形培地を使用した｡リン酸欠乏条件としてリン酸を含まな

いMOPS-gulcose培地に､ 1.5%の精製寒天末と50帽血1のⅩ-リン酸を加えた固形培地を使用した｡

固形培地試験の結果,土壌から単離したバクテリアでは18株中5株がリン酸欠乏条件でのみ青色

のコロニーを形成した｡ 10株はリン酸十分条件でも青色のコロニーを形成し､残りの3株はグル

コース最少培地では生育できなかった｡浄性汚泥から単離したバクテ′リアでは16株中8株がリン

酸欠乏条件でのみ青色のコロニーを形成した｡ 5株はリン酸十分条件でも青色コロニーを形成し,

残りの3株はグルコース最小培地では生育できなかった｡

第2節　土壌バクテリアに対するポリリン酸高蓄積株の構築と応用

2-1菌株の同定

前節で土壌から分離した菌株の中から, MYll株についてポリリン酸高蓄積変異株の構築を行

った　MYllの菌種の同定は､染色体上の16S rRNAをコードする塩基配列をデータベース上で

比較することで行った　MYllは4mlのYG培地で28℃,一晩振とう培養を行った｡培養液は遠

心分離(15,0001pmX5 min)して菌体ペレットを取得し,染色体の抽出を行った｡この染色体を

鋳型とし,PCRにより16SrRNAをコードする部分の増幅を行った.プライマーには63f(5'-CAGG

CCTAACACATGCAAGTC-3')と1387r (5'-GGGCGGWGTGTACAAGGC-3')を使用した(12)｡

DNAポリメラーゼおよび反応条件などは第二章2-1 -5と同様の条件で行った　pcR産物は

アガロトスゲル電気泳動により分離し､約1.3 kbのDNA断片をGeneClean KitIIにより抽出したo

断片の塩基配列の決定は第二章2 - 1 - 4と同様の方法･機器を用いて行った｡決定された606bp
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第五章　ポリリン酸高蓄積変異株スクリーニング法の開発

TABLE 5-2 YG培地の組成

酵母エキス トラク ト 1.0-g
D -グル コース l.O g
K 2H P0 4 0.3 g

K H 2P0 4 0.25 g

M gSO , 7H 2O 0.2 g

H 20 で1.0.1に調製

TABLE5-3　人工排水の組成

C R C O O N a �"H 2O 0.68 g

ペプ トン o.i g
■酵母羊キ■ス トラク ト 0.01 g

N aC 0.05 g

K 2H P 0 4 0.0225 g

N aH C O , 0.075 g

M gSO 4 �"7H 2O 0.075 g

G aC L 0.025 g

H 20 で1.0 1に調製
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第五章　ポリリン酸高蓄積変異株スクリーニング法の開発

の塩基配列を,データベース上の様々なバクテリアの16S rRNA配列と比較した結果,

Pseudomonasputida sp.の16S rRNAと高い相同性があることがわかった(Accession No. AJ271219) ,

これらの結果から,本菌株をpseudomonasputida MYllと命名した｡

2 - 2　PseudomonasputidaMYll変異株ライブラリーの作製

MYll染色体上にランダムな変異を起こすために､ MYllにNTG処理を行った　MYllをyG

培地で28℃､一晩前培養し,新しいYG培地に前培養液を1%植菌し､ 28℃で2時間本培養を行

ったo培養液は遠心分離(4,000rpmXIOmin)して上清を捨て､ 50mMリン酸緩衝液(pH7.0)

で洗浄を行った.菌体はリン酸緩衝液で再懸濁し,リン酸緩衝液でIg/lに調製したNTGを最終

濃度100帽血1になるように加え, 28℃で60分間保温した｡菌懸濁液は遠心分離し,リン酸緩衝

液で2度洗浄を行い, YG培地に再懸濁して28℃で2時間保温した｡

2-3　MYllのポリリン酸高蓄積株の単離

MYll変異株ライブラリーの中から,x-リン酸法を用いてポリリン酸高蓄積株の単離を行った｡

MYll変異株ライブラリーを適宜希釈し､ 0.2 mMのK2HPO4を含むMOPS-glucose培地に､ 50 mg/l

のⅩ-リン酸添加した寒天固形培地に塗布し, 28℃で2日間保温した｡約1000個に1個の割合で

青色を呈するコロニーが出現し,最終的に43個の青色コロニーを取得する事ができた｡これらの

変異株は､ 4mlのYG培地で28℃,一晩培養し､遠心分離(15,000rpmX5min)して菌体を集菌

した｡菌体のポリリン酸蓄積量は第二章1 - 2 - 2で記述した方法で測定した｡

43個の変異抹すべての細胞内ポリリン酸濃度を測定した結果,その半数以上がMYll親株に比

べて高いポリリン酸蓄積量を示していた｡その中でも最も高いポリリン酸蓄積量を示していた株

をMYlト41と名付けた　MYllとMYll-41のポリリン酸蓄積量をFig.5-1に示す｡親株のMYll

は通常でも大腸菌に比べて非常に高い濃度で(500 nmol polyP血g protein)ポリリン酸を蓄積して

いるが, MYll-41はその約15倍ものポリリン酸(7500nmolpolyP血gprotein)を常に蓄積してい

る事がわかった｡ MYllとMYll-41をDAPIにより染色し,蛍光顕微鏡(BX-40,オリンパス)

を用いてUV存在下で観察したところ, MYll-41でのみ,菌体内にポリリン酸の頼粒と思われる

黄色い蛍光が観察された(Fig. 5-2),
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Fig. 5-1 PseudomonasputidaMYllおよびMYll-41のポリリン酸蓄積量.

A

Fig.5-2　DAPI染色後､紫外線照射下で検出された(A) p.putidaMYllと(B)
MYll-41の菌体内ポリリン酸類粒｡
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第五章　ポリリン酸高蓄積変異株スクリーニング法の開発

2-3　MYllおよびMYlト41による人工排水からのリン酸の除去

‰リン酸法により単離した変異株を用いた応用例として､ P. putida MYll, MYll-41と大腸菌

MG1655, MT29 (phoUmutant)による人工排水からのリン酸除去を調べた｡菌株は2×YT培地で

28℃,一晩前培養した.人工排水は最終リン酸濃度が300 fiMになるようにK2HPO4を加えて調

製した100mlの人工排水に各菌株の前培養液を1 ml添加し､ 28℃で振とう培養を行った｡培養

液は2時間毎にサンプリングし､遠心分離(15,000rpmX5min)して上清を取得し､第三章3-

3と同様の方法でリン酸濃度の測定を行った｡菌体濃度は波長600 nmの吸光度を測定すること

で調べた｡上清のリン酸濃度の変化と菌体の増殖曲線をFig. 5-3に示す｡人工排水中では大腸菌

およびphoU変異株の増殖は非常に悪かった.しかし､ MYllやMYll-41では良好な増殖が観察

されたoまた,大腸菌およびphaU変異株はほとんど人工排水中のリン酸を吸収しなかったが､

MYll親株では大腸菌の2倍, MYlト41ではさらにMYllの4倍の速度でリン酸を吸収し､約6

時間後には人工排水中のリン酸をほぼすべて吸収していた｡

2 - 4　Ralstoniasolanaceanan sp. MY17に対するポリリン酸高蓄積株の構築

土壌バクテリアに関しては､さらに別の株に対してもポリリン酸高蓄積株の構築を行った｡土

壌から分離したMY17株に対してMYllと同様の方法で菌株の同定を行ったところ､ Ralstonia

solanaceanm sp.と高い相同性があることがわかったため(Accession No. ABO24608) ,本菌株を

Ralstoniasolanacearum sp. MY17と命名した,MY17に関してもMYllと同様にX-リン酸法による

ポリリン酸高蓄積変異株株のスクリーニングを行ったところ, 47個の青コロニーを取得すること

ができた｡その中でも最もポリリン酸を多量に蓄積した株をMY17-20と命名した　MY17と

MY17-20のポリリン酸蓄積量をFig. 5-4に示す　MY17-20はMY17の20倍以上ものポリリン酸

(6600 nmol polyP血gprotein)を常に蓄積していることがわかった｡

第3節　活性汚泥内バクテリアに対するポリリン酸高蓄積株の構築と応用

3-1菌株の同定

第1節で活性汚泥から分離した菌株の中から,K3株についてポリリン酸高蓄積変異株の構築を

行った. K3は4mlの2×YT培地で28℃,一晩前培養を行い,培養液は遠心分離(15,000rpmX
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Fig.5-3　大腸菌MG1655 (□) ,大腸菌MT29 (○) , P.putidaMYll (�") , P.putida
MYll-41 (�")を用いた人工排水での増殖(A)およびリン酸除去(B)の測定｡
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Fig. 5-4　Ralstoniasolanacearum MY17およびMY17-20のポリリン酸蓄積量｡
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5 min)して菌体ペレットを取得し,染色体の抽出を行った16S rRNAの塩基配列の決定および

データベースによる比較は､本章2 - 1と同様の方法で行った｡ K3から決定した16SrRNA断片

の213 bpの塩基配列の相同性を検索した結果､ Acinetobacter sp.の16S rRNAと高い相同性がある

ことがわかったため(AccessionNo.AF467299) ,本菌株をAcinetobactersp. K3と命名した

3-2　K3のポリリン酸高蓄積株の単離

K3は2×YT培地で一晩前培養し, 100 mlの新しい2×YT培地に1%植菌して28℃, 6時間本

培養を行った｡以下,本章2 - 2と同様の方法でNTG処理を行った｡作製した変異株ライブラ

リーは適度に希釈し, 50 jug/mlのX-リン酸とo.5 mMのK2HPO4を含むMOPS-gluc｡se寒天固形培

地に塗布した｡その結果,変異株ライブラリーの中から23個の青色コロニーを取得することがで

きたo K3で最もポリリン酸を蓄積した株をK3-6と命名したo K3およびK3-6のポリリン酸蓄積

量をFig. 5-5に示-foK3-6はK3に比べて約60倍ものポリリン酸蓄積量を示していた.K3とK3-6

をDAPI染色により蛍光顕微鏡観察を行ったところ, K3-6の菌体内からはポリリン酸と思われる

黄色い蛍光が観察され,菌体は細長く変形していた(Fig. 5-6)0

3-3　K3およびK3-6による人工排水からのリン酸の除去

MYllと同様に, K3とK3-6においても人工排水からのリン酸除去を調べた｡菌株は2×YT

培地で28℃,一晩前培養した.人工封帆ま最終リン酸濃度が300 pMになるようにK2HPO4を

加えて調製した100mlの人工排水に各菌株の前培養液を1山添加し､ 28℃で振とう培養を行

った｡培養液は4時間毎にサンプリングし, 2- 3と同様の方法で上清のリン酸濃度と菌体濃度

の測定を行ったo上清のリン酸濃度の変化と菌体の増殖曲線をFig. 5-7に示-f｡ K3, K3-6とも

に人工排水中で良好な増殖を示していた｡さらにK3-6は親株K3の約3倍の速度で培地中から

リン酸を除去できることがわかった｡

第4章　考察

本章では, Ⅹ-リン酸法を用いることで､土壌や静性汚泥に生息するバクテリアから簡単かつ迅

速にポリリン酸高蓄積変異株を単離できることを示した｡本章でⅩ-リン酸法によりポリリン酸を
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Fig. 5-5　Acinetobacter sp. K3およびK3-6のポリリン酸蓄積量の測定.

A

Fig. 5-6　DAPI染色後､紫外線照射下で検出した(A) Acinetobactersp.K3と(B)
K3-60 K3-6はポリリン酸の黄色い蛍光と共に変形した菌体が観察された｡
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Fig. 5-7　Acinetobactersp.K3 (�") , Acinetobactersp. K3-6 (□)を用いた人工排水での
増殖(A)およびリン酸除去(B)の測定｡

59



第五章　ポリリン酸高蓄積変異株スクリーニング法の開発

構築した株は､ P. putida, Acinetobacter sp., R. solanacearimの3種類のみであるが,これ以外にも､

K. aerogenes, K. pnewnoniaeなどでも､青色コロニーの取得に成功している0 X-リン酸法が適用

できる菌株は,リン酸欠乏条件でアルカリホスファタ-ゼ活性が活性化されなければならないが,

今回,土壌と活性汚泥から単離した34株のうち,約40%にあたる13株がこの条件を満たしてい

た.判別が不可能であった株に関しても, MOPS-glucose培地のリン源として､ K.HPO4の代わり

に酵母エキストラクトを用いることで青コロニーの判別が可能になる場合があることがわかった｡

今後､これらの点を踏まえてⅩ-リン酸法を改良することで,より多くの菌株に対するスクリーニ

ングが可能になるものと思われる｡

大腸菌ではphoU遺伝子を破壊することで,ポリリン酸高蓄積株を構築することが可能である.

大腸菌だけでなく,全塩基配列が決定されたSynechocystis sp. PCC6803では､データベース上の塩

基配列データからphoU破壊株を作製し,ポリリン酸高蓄積株を作製することに成功している(25)｡

phoU遺伝子は数多くの生物種間で塩基配列が高く保存されている遺伝子であるが,その破壊株の

作製には非常に時間がかかる.さらに土壌や活性汚泥から単離した菌株のほとんどは, phoU遺伝

子の塩基配列が決定していない株であり､リン酸レギエロンがphoUとは異なった形で抑制を受

けている可能性も考えられる｡ Ⅹ-リン酸法には,このような遺伝的バックグラウンドが存在しな

いような菌株に対しても,迅速かつ簡便にポリリン酸高蓄積変異株をスクリーニングできるとい

う優れた特徴がある｡

大腸菌ではphoU変異により過剰なポリリン酸が蓄積すると,増殖に悪影響を及ぼすことがわ

かっている｡しかし､今回取得した3種類のポリリン酸高蓄積変異株はいずれも増殖に影響は表

れなかった｡土壌や活性汚泥に生息するバクテリアでは,ポリリン酸を安定に菌体内に蓄積でき

る機構が存在しているのかもしれない｡以上のように,排水からのリン除去に適した菌株を選択

し, Ⅹ･リン酸法を用いてポリリン酸高蓄積株の育種を行うことで､現在の生物脱リンシステムの

リン除去効率を向上させることができると期待される｡
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第六章

リン酸結合タンパク質psts固定化カラムによる

リン除去法の開発と応用
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第六章　PstS固定化カラムによるリン除去

序論

リンはあらゆる生物にとって必須な元素である｡閉鎖性水域などにリンが流出すると,富栄養

化を引き起こし,赤潮などの環境汚染を引き起こす｡活性汚泥法などの生物脱リン法や,凝集剤

添加によるリンの除去方法は確立されているが､その限界濃度はI mg/1程度のようである｡しか

し,微生物が増殖するために必要なリンの濃度は2-3 ng/l (0.1 pM)と極めて低いことが報告され

ているため(22),より希薄なリンも除去できる技術が必要となる｡

Pseudomonas aeruginosa PAOlは､リン酸欠乏状態に晒されると､リン酸結合タンパク質psts

を発現する　PstSは特異的にリン酸と結合し,リン酸特異的膜輸送チャンネル(PST)を通じて

リン酸を菌体内に取り込む役割を果たしている｡ PstSは約37 kDaのサイズのタンパク質であり,

1分子に対して1分子のリン酸が結合する.精製したpstSの解離定数は0.34 fiMと極めて低い(28),

PstSはヒ素,ピロリン酸,鎖長15程度のポリリン酸を過剰に存在させると,リン酸との結合が

阻害されるが､グルコース3-リン酸､グリセロ-ル3-リン酸などの有機性リン化合物は全く結合

を阻害しない(28).本章ではこのPstSタンパク質を固定化したカラムを作製し,リン酸除去能

を調べるとともに､環境中の水からのリン酸の除去に関しても検討を行った｡

第1節　pseudomonas aeruginosaのPstSタンパク質の精製と解析

1 - 1 Pseudomon∬aerugmosaのPstSタンパク質の精製

Pseudomonas aeruginosaのPstSの精製方法は,文献(28)を参考にして行った　pseudomonas

aeruginosaPAOl株は2×YT培地で37℃､一晩前培養を行った.前培養液は3.5 1のTO培地に1%

植菌し､ 37℃で5時間培養した. TO培地の組成はTABLE6-1に示す｡培養液は遠心分離(10,000

gxIOmin,4℃)して集菌し,菌体ペレットは緩衝液1 (30mMTris-HCl,pH8.0)に懸濁し,遠心

分離して上清を除いた後､ 30mlの緩衝液2 (50mM廿is-HCl, 0.2MMgCl2, pH 7.2)に懸濁したo

菌体液は30℃で30分間インキュベレ卜し,氷中に移して15分間静置し､室温で15分間放置し

た｡菌体液は遠心分離(10,000gX IOmin,4℃)し,上清を別容器に移した｡ペレットは再度緩衝

液2に懸濁して同様の操作を繰り返し､合計60 mlの上清(ペリプラズム画分)を得た｡ペリプ

ラズム画分は分子量30,000カットのメンブランフィルター(アドバンテック)で限外ろ過を行い,
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第六章　PstS固定化カラムによるリン除去

最終的に10mlまで濃縮した｡濃縮液は緩衝液3 (20mM¶is-HCl,pH7.4)で透析を行った｡透析

後, HPLC (SMART,アマシャム)を使用して精製を行った.陰イオン交換カラムにはMonoQ (ア

マシャム)を使用し､移動相には緩衝液3を使用した　PstSのフラクションは素通り画分から得

た｡各サンプルはSDS-PAGEで電気泳動してバンドを確認した.分子量マーカーにはタンパク質

分子量マーカー｢第一｣ Ill (第一化学薬品)を使用した　sDS-PAGEの結果をFig. 6-1に示す｡

最終的にHPLCで精製したフラクションには単一のバンドしか現れず,ほぼ純粋なpstsが精製で

きたものと思われる｡

1 -2　PstSタンパク質のリン酸結合活性の測定

精製したpstsタンパク質をカラムに固定化する前に,リン酸結合滑性の測定を行った　32p-pj

の放射静性が1 mCi/pmolになるように調製した0.2 nmol K2HPO4と1 nmolの精製したpstsタン

パク質を200pJのTrisBuffer (5mMTris-HCl,pH7.4)内で混合し､ 23℃で5分間インキュベト卜

したoサンプル100トLlを孔径o.2トLmのメンブランフィルター(アドバンテック)にアプライし､

アスビレータ一により吸引ろ過し,メンブランを600 ^1の10 mM LiClで一回洗浄した.メンプ

レンは乾燥させ,シンチレーションカウンターで放射活性をカウントしたo残りの100トLlのサン

プルも測定し､リン酸結合割合を算出した.比較として, PstSの代わりにBSAでも同様の測定を

行った｡リン酸結合活性測定結果をFig.6-2に示す｡ pstsは全p-p,の30%を吸着していることが

わかった｡比較対照のBSAはほとんどリン酸を吸着してなかったため,このリン酸の吸着はPstS

に特異的なものであることがわかった｡

第2節　pseudomon∬aerugmosaのPstSタンパク質固定化カラムの作製と評価

2-1 PstSタンパク質固定化カラムの作製

Pseudomon∬ aerugmosaのPstSタンパク質がリン酸と結合してトラップできることを第1節で

示した｡ここでは精製psts固定化カラムを作製し,リン酸除去能に対する評価を行った｡第1節

で精製したpsts溶液は緩衝液4 (200 mMNa2CO3, 0.15 MNaCl, pH 8.0)に対して透析を行ったo

その後, sso jLilの固定化担体ゲル(NHS-activatedセファロース,ファルマシア)に対して3.I nmol

のPstSを混合して4℃で一晩ゆっくり固定化した｡比較として2.5nmolのBSAの固定化も同時
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TABLE 6-1 TO培地の組成

T r s-H C lo g
しグルコース 2 g

N aC ^ g

N H 4C 1 1 g

K C 1 lOO m g

N a2SO 4 lOO m g

C aC l2�"2H 2O 10 m g

M gC l 6H 2O 10 m g

F eC L 1 m g

H 20 で1.0 1に調製(pH 7.6)

97 kDa

66 kDa　　　　岬

43 kDa　　　　郷

30 kDa

20 kDa

#
.㌦-'.'/-�"cr "

表芸芸茅野`

1　　　2　　　3

Fig.6-1 SDS-PAGEによるPstSのバンドの確認｡レーン1:分子量マーカー,レーン2:
pAOlのべリプラズム画分,レーン3:限外ろ過を行ったペリプラズム画分,レーン4:

MonoQカラムにより精製したPstSc
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第六草　PstS固定化カラムによるリン除去

に行った｡固定化の効率はどちらも90%以上であった｡未反応の担体の浄性基をキヤッピングす

るため､ 1 M Tris-HCl (pH7.4)を反応させた　PstSおよびBSAを固定化した担体は5×70 mm

のプラスチックカラムに充填した｡

2-2　PstSタンパク質固定化カラムによるリン酸の吸着と溶離

固定化pstsによるリン酸の除去を確認するために, 32p-piの放射滑性がI mCi/jiimolになるよう

に調製したl |iMK2HPO4を含むIOmMTris-HCl (pH7.4)を調製し, PstS-セファロースカラムお

よびBSAセファロースカラムにそれぞれ100^1を注入した.カラムは1 mlのIOmMTris-HCKpH

7.4)で洗浄し, 95 |nlずつのフラクションとして分取した｡各フラクションはシンチレーション

カウンターで放射静性を測定した｡放射活性の変化のグラフをFig.6-3Aに示すBSA-セファロー

スカラムはリン酸を吸着することができなかった　psts-セファロースカラムはほぼすべてのリン

酸を吸着し,各フラクションから放射活性を検出することができなかった　psts-セファロースカ

ラムに吸着したリン酸は,放射性ラベルをしていない25 jiMK2HPO4を含むIOmM Tris-HCl (pH

7.4)で洗浄することで溶離させることができた｡溶離後の各フラクションの放射活性のグラフを

Fig. 6-3Bに示す｡さらにカラムの耐久性を調べるために,リン酸の除去を4回行った後に1 mM

の　P-PiをO.lml流したところ,リン酸はすべて完全に除去できることがわかった｡

2-3　PstSタンパク質固定化カラムの応用

PstS-Seph∬oseカラムを用いたリン酸除去の応用例として,実際の池の水を使用してリン酸を除

去する実験を行った.広島大学内のため池の水に0.5 jiM K2HPO4を加え, 32p-pjの放射滑性が1

mCi/p,molになるように調製した　250pjの他の水をPstS-セファロースカラムに流し, 1.5mMの

10mMTris-HCl (pH7.4)で洗浄し, 95トLlずつのフラクションとして分取し､シンチレーション

カウンターにより放射静性を測定した｡放射活性の変化のグラフをFig.6-4に示すpsts.セファロ

ースカラムを通すことで池の水に含まれるリン酸はほぼ完全に除去されていた　pstSに吸着した

リン酸はpH4.0以上では解離しないが,それ以下では溶出することがわかっている｡そこで､こ

のカラムを1.5mlのIOmMTris-acetate (pH3.0)で洗浄し, 95nlずつのフラクションとして分取

して放射浄性を測定した.放射活性の変化はFig.6-4に示すTris-acetateで洗浄してすぐにリン酸

の溶出が確認され, 90%以上のリン酸をこの操作で溶出させることができた｡
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Fig.6-3 (A) psts (�")およびBSA (○)固定化セファロースカラムによるリン酸の除去｡
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Fig.6-4PstS-セファロースカラムによる池の水からのリン酸の除去｡
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第3節　考察

本章では, Pseudomonas aeruginosa PAOl由来の高いリン酸認識能を有するPstSタンパク質を利

用して,希薄なリン酸を含む溶液からリン酸を除くことが可能であることを示した｡従来のリン

除去用の吸着剤と比較した場合,本システムで使用するPstSを用いることにより極めて低い濃度

のリン酸に対しても適応できる点で優れているが,一方で､担体あたりのリンの吸着量が低いこ

とも認められた｡これは, 1分子のPstSあたり1分子のリン酸しか結合しないことが原因であろ

うと考えられる｡また, pstsの分子量が約37,000であり､リン酸の分子量(100)に比べて大き

いことから､固定化したpstsに対するリン酸の割合が低くなってしまうためでもある｡また､カ

ラムに固定化したpstsの何%がリン酸との結合に関与するのかを調べたところ,固定化したpsts

のうち,モル数でわずか5%しかこのカラムのリン酸除去に関与していないことがわかった｡こ

の原因として, PstSをカラムに固定化する際に､結合サイトを立体障害的にマスクしている可能

性が考えられる｡あるいは,固定化の際にPstSの三次構造を破壊してしまっているのかもしれな

い｡いずれにせよ,活性型のPstSをより多く固定化できるような固定化担体の選択や､固定化条

件の検討を行うことが､リン酸吸着量を高めるために必要であると考えられる｡さらに別の問題

点として,他の水の代わりに海水を使用した実験も同じく行ったが, Tris-acetateを流す前にリン

酸が溶出してしまった｡このことから,塩濃度が高い場合はPstSのリン酸結合が悪くなることが

わかった｡この現象を改善するためには,比較的高塩濃度でも高いリン酸吸着能を示すリン酸結

合タンパク質を使用する必要があると考えられる｡例として,海洋性のバクテリアからpstsタン

パク質を精製して固定化すれば､海水からのリン酸の除去に効果的であるかもしれない｡

以上より,今回開発したpsts固定化カラムを利用したリン除去には,その特徴を活かすことが

できるような応用方法を考える必要がある｡例えば,現在の上水処理では,微生物の生育を抑え

るために,多量の塩素が投入されており,その塩素が有機物と結びついて発ガン性の物質ができ

ることが報告されている｡しかし,このPstS固定化カラムを用いれば,微生物が生育することが

できるリン濃度(約IOOnM以下)を大幅に下回るような,希薄なリン濃度(約InM)にまでジ
ミ

ンを取り除くことができる｡このように､ PstS固定化カラムの特徴をうまく活用することができ

れば,塩素殺菌に代わる新しい上水処理のモデルとして発展する可能性があるのではないかと考

えている｡
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ポリリン酸は,バクテリアに代表される原核微生物から噛乳動物細胞などの高等生物に至るま

で,数多くの生命体でその存在が確認されている｡生体に対するポリリン酸の役割に関してはこ

れまでほとんど解明がなされていなかったため,その存在は｢分子化石｣と呼ばれてきた｡一方

でバクテリアのポリリン酸蓄積現象は,滑性汚泥法などによるり･ン除去技術に応用されてきた.

活性汚泥に存在するバクテリアの中には,好気条件でリン酸を取り込んで体内にポリリン酸を蓄

積し,嫌気条件でポリリン酸を分解してリン酸として放出することが知られており,これらのバ

クテリア群が静性汚泥法によるリン除去に非常に大きな影響を与えていることがわかってきた｡

ただし,バクテリアのポリリン酸蓄積に関してはその現象のみが主に研究されており,実際にど

のような機構でポリリン酸が蓄積するかに関してはほとんど解明がなされていなかった｡バクテ

リアによるリン除去効率を向上させようと考えると,これまでのようにポリリン酸を蓄積すると

いう現象をブラックボックスとして利用するだけでなく,その蓄積機構の解明を行ったうえで,

遺伝子レベルでの改良を加えていく必要があると考えられる｡これらの背景から､本博士論文で

はバクテリアのポリリン酸蓄積機構の解明を行い､その応用としてバクテリアによるリン除去技

術の開発を行うことを目的としてきた｡

第二章では,ポリリン酸蓄積に関係する遺伝子の取得を行うため,大腸菌のポリリン酸高蓄積

変異株を取得し,そのポリリン酸蓄積がphoU遺伝子の変異のみで引き起こされることを明らか

にした　phoUの変異はリン酸特異的輸送系(PST)の過剰発現を引き起こし,その結果として多

量に取り込まれたリン酸がポリリン酸として蓄積していることを示した｡第三章ではバクテリア

のポリリン酸蓄積機構の一つであるオーバープラスの解析を行った.これまでオーバープラスで

は､リン酸欠乏条件でポリリン酸合成酵素ppKの活性が特異的に上昇し､そこにリン酸が加えら

れることによってポリリン酸が蓄積すると考えられてきたが,実際は, PPKの活性上昇はポリリ

ン酸蓄積量にはあまり影響を与えず, ppKと同様にリン酸欠乏条件で発現が誘導されるPSTによ

るリン酸の取り込みがポリリン酸蓄積に大きな影響を及ぼしているということを明らかにした｡

以上の結果より､バクテリアのポリリン酸蓄積とPSTによるリン酸取り込みは密接な関係を持っ

ていることが明らかとなった｡
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第四章ではポリリン酸を常に蓄積しているリン酸トランスポーター多重変異株から､ GeneCllip

を用いて発現量が上昇している遺伝子を探索し､その中のxasAという遺伝子が新規のリン酸トラ

ンスポーターとして機能しているかもしれないことを示したxasAはこれまでグルタミン酸輸送

系遺伝子と考えられてきたが, xasAがリン酸トランスポーターとしても機能しているとなると､

高等生物の神経細胞に存在するリン酸/グルタミン酸トランスポーターの原点である可能性も考

えられ,非常に興味深い事実である｡今後は,このxasAがpIT系, psT系以外の新規リン酸トラ

ンスポーターとして実際に機能しているかどうかを調べる必要があると考えている｡

第五章では様々な環境中に存在する様々なバクテリアに対し,迅速かつ簡便にポリリン酸高蓄

積変異株をスクリーニングできる手法の開発を行った｡大腸菌では,ポリリン酸を高蓄積する

phoU変異株はアルカリホスファタ-ゼ活性が構成的に発現していることがわかっている｡この性

質を利用して,バクテリアの変異株ライブラリーの中から,リン酸が十分に存在し, X-リン酸を

添加したプレート培地上で青色コロニーを形成する株を選択することで,簡単にポリリン酸高蓄

積変異株をスクリーニングできることを見いだした｡本法を適用して,今回環境中から単離した

バクテリアの中から3株に対してポリリン酸高蓄積変異株を取得することに成功した｡さらに,

本法で取得したpseudomonas putida MYllのポリリン酸高蓄積変異株は､親株の2倍の速度で人

工排水からリン酸を除去することができた.また,大腸菌のphoU変異株は深刻な増殖阻害を引

き起こすが,本法で得られたバクテリアはいずれも親株と同等に生育することができる｡これら

自然環境中で生育するバクテリアは,細胞内に多量に蓄積したポリリン酸を,安定に保持できる

機構が存在するのかもしれない｡

第六章では,本論文で解析を行ってきたリン酸取り込み系psTを構成するタンパク質の中でも､

リン酸結合タンパク質であるPstSに注目し､ Pseudomonas aeruginosa PAOlから精製したPstSを

固定化したカラムを作製し､溶液中の希薄なリン酸も除去できることを示した　PstSはリン酸と

の親和性および結合力が強く､他の有機性リン化合物などによる阻害をほとんど受けないため､

環境中の水からの希薄なリン酸の除去に非常に有効であると考えられる｡実際に､自然の池から

採取したサンプル中の希薄なリン酸も完全に除去することができた｡今後はこのPstS固定化カラ

ムを上水における塩素処理の前段階に利用するなど,微生物が生育できないような低いリン酸濃
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度が要求されるような場面での応用が期待される｡

本研究により､これまでブラックボックスであったバクテリアのポリリン酸蓄積機構に関して

様々な新しい知見を得ることができた｡本研究全体を通じて,ポリリン酸の蓄積にはリン酸の取

り込みが非常に大きな役割を担っていることが明らかになってきた｡しかし,なぜリン酸が過剰

に取り込まれるとポリリン酸として蓄積されるのであろうれ細胞内に取り込まれたリン酸は,

酸化的リン酸化やその他の経路を通じてADPから速やかにÅTP -と合成されると考えられる｡

本論文では､リン酸の蓄積によって引き起こされるÅrP濃度の上昇は､ ADP濃度の減少を引き

起こし､ PPKの平衡反応がポリリン酸合成側にシフトするため,結果的にポリリン酸が蓄積する

のではないかと考察した｡これまで考えられてきたポリリン酸の生体内での役割の一つに､エネ

ルギー貯蔵物質として働くのではないかという説がある｡これを今回の考察内容に当てはめてみ

ると､リン酸の蓄積によって合成されたÅTPが通常の生命活動では消費しきれなくなり,細胞内

に余剰のエネルギーとして蓄積してくると, ppKがそれを察知してポリリン酸としてエネルギー

を蓄積していると考えることができる｡これとは別に,菌体内にリン酸が大量に蓄積すると浸透

圧が上昇し,細胞に過度の負担がかかるとも考えられる｡過剰に蓄積したリン酸をポリリン酸と

して蓄積することは,浸透圧ストレスを軽減させるための機構なのかもしれない｡その考えを裏
i

付けるように､細胞内のリン酸の濃度はほぼ一恵(約10 mM)に保たれている(38),ポリリン

酸は細胞内リン酸濃度の変動を緩衝するための役割を有しているのかもしれない｡いずれにせよ､

バクテリアにとってのポリリン酸は,無機リン酸､ポリリン酸,およびADP, ÅⅠ?などの関連代

謝物の間でのエネルギーバランスを維持するために存在していると考えられ,細胞内の複雑なリ

ン酸代謝システムを維持していくために重要な役割を果たしているのかもしれない｡

A他or Korenbergのグループがポリリン酸合成酵素遺伝子をクローニングして以来,古くから

｢生きた分子化石｣と称されてきたポリリン酸の研究が急速に発展し､その代議機構から生理的

役割まで様々な解析が行われてきた｡現在のポリリン酸に関する研究は,リンのリサイクル技術

開発-の応用からアミノ酸飢餓適応に関する研究､さらにはバイオフィルム形成や定常期におけ

る生存率-の影響など､様々な分野に発展して広がりを見せている｡しかし､それらの研究分野

すべての根底に存在するのが､ポリリン酸がどのような機構で蓄積するかという問題である｡生

72



第七章　総括

命体によるリン酸の代議機構は,様々な経路が非常に複雑に関係し合って成り立っている｡ポリ

リン酸代謝も例外ではなく､その完全な解明のためにはリン酸代議機構全体を踏まえた上で解析

する必要があり､非常に難解な研究であると予想される｡本飴文で展開したポリリン酸蓄積機構

の解明が,今後のポリリン酸に関する研究の基礎として位置づけられ,さらなる発展を遂げるこ

とを期待したい｡
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