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主論文



本論文の要旨

第1章　緒言

ポリリン酸はATPと同様の高エネルギーリン酸結合によって重合した無機ポリマーであり､

高等生物を含め､生物に普遍的に存在する｡ポリリン酸はその形状からリンあるいはエネル

ギーの貯蔵物質と考えられていたが､近年､分子生物学的な解析によって定常期における生

存や病原性に関わることが明らかにされてきた｡当研究室ではこのような背景のもと､大腸

菌を用いてポリリン酸の蓄積機構およびその生理作用の解明を行ってきた｡その結果,アミ

ノ酸飢餓によって引き起こされる緊縮応答によりポリリン酸が蓄積すること､また蓄積した

ポリリン酸によって細胞内の自己タンパク質の分解を活性化することがわかってきた｡ポリ

リン酸は飢餓-の適応に必要なアミノ酸の供給に関与することが明らかとなった｡そこで,

本研究では緊縮応答で蓄積したポリリン酸がどのようにしてアミノ酸供給系に関与するのか

について解析した｡

第2章　ポリリン酸によるプロテアーゼ活性調節機構の発見

ポリリン酸により制御を受けるプロテアーゼの同定を行った｡大腸菌内のタンパク質の分

解は, 80%以上がエネルギー依存的に起こると言われている｡そこで､ ATP依存性プロテア

ーゼに注目して,その変異株による解析を行った結果､ LonとClpがポリリン酸依存的なタ

ンパク質分解に関わることを明らかにした｡また､ mvitroの結合実験からLonはポリリン酸

に強く結合することがわかった｡次に､ポリリン酸存在下でLonにより分解される基質を探

索したところ,リボソームタンパク質s2,L9,L13の3種類を発見した｡ Lonは完全なリボソ

ームに対しては分解を示さないことから,細胞内にプールとして存在する遊離のリボソーム

タンパク質を標的にしていると考えられる｡アミノ酸飢餓時には,緊縮応答によりrNAの

転写が抑制されることから､リボソームタンパク質のプールは不要になる｡ポリリン酸によ

るLonプロテアーゼの活性調節は､アミノ酸飢餓時に細胞内で不要になったリボソームタン

パク質をアミノ酸の供給源として分解するリサイクリングシステムに重要であると考えられ

た｡

第3章　プロテアーゼおよびDNA結合活性におよぼすポリリン酸の効果

ポリリン酸によるLonの活性調節に関して詳細な解析を行った｡ポリリン酸はLonだけで

なくリボソームタンパク質にも結合することから､両者のポリリン酸-の結合が分解に関係

していると考えられた｡そこで､最初にポリリン酸がどちらに結合することが重要であるか

調べたところ, Lonはポリリン酸と最初に結合し,複合体としてリボソームタンパク質を分

解することが明らかになった｡一方､ Lonのみで分解する基質に対してポリリン酸はむしろ

阻害効果を示すことから,ポリリン酸はLonに結合し､構造を変化させることで基質特異性

を変化させていることが考えられた｡また､ Lonは古くから非特異的なDNAとの結合性を持

つことが知られている｡ Lonの欠失タンパク質の解析から､ポリリン酸とDNAはLonの同



じ領域に結合することがわかった｡さらに, DNAに結合したLonがポリリン酸により遊離す

ることをinvitroにおいて示した｡これらの結果から､ Lonは通常核様体に局在しており,ア

ミノ酸飢餓で蓄積したポリリン酸と結合して核様体から遊離することで基質-のアクセスが

可能になるというモデルが考えられた｡

第4章　ポリリン酸によるLonの細胞内局在の変化

第3章で示したモデルが細胞内でも正しいことを示すために､ LonのGFP融合タンパク質

を用いて細胞内局在を観察した｡ポリリン酸を蓄積しない栄養条件ではLon-GFPは染色体

DNAの集合体である核様体に局在した｡一方,アミノ酸飢餓ではLon-GFPは核様体から遊

離し,ポリリン酸-Lon-GFP複合体の粒子として確認できた｡我々はこの粒子をストリンジェ

ントプロテアーゼ複合体と名付けた｡また､ポリリン酸合成酵素であるPPKについても同様

に局在を調べたところ､栄養条件では大部分が極付近に､一部が核様体内にドット状に局在

していることがわかった｡一方､アミノ酸飢餓では核様体の外側にPPKの局在が変化し､ポ

リリン酸が合成されていた｡ここで､核様体に局在していたLonは合成されたポリリン酸に

移行し,ストリンジェントプロテアーゼ複合体として核様体から遊離すると考えられた｡

第5章　ポリリン酸を介したDNA結合タンパク質の活性調節機構

ポリリン酸と結合するタンパク質はin vitroにおいて数多く見つかっており､その中には

DNA結合タンパク質が含まれている｡そこで, Lonと同様な局在の変化を示すDNA結合タ

ンパク質を探索した｡その結果､核様体を構成する主要なタンパク質の一つであり､グロー

バルな転写に関わるFisを発見した｡また､ invitroにおいてFisはLonによりポリリン酸依

存的に分解されることを見いだした.さらに, DNAが存在してもポリリン酸依存的に分解さ

れることを示した｡これらの結果は､ Lonとポリリン酸による新規の転写調節機構の存在を

示唆している.今後､細胞内におけるFisの分解や転写-の影響についてさらに詳細な解析

が必要であると考えられた｡

第6章　総括

本研究は､ポリリン酸の細胞機能を分子レベルで明らかにした最初の例といって過言では

ない｡特に､ポリリン酸のような無機ポリマーがプロテアーゼに直接作用することで局在を

変化させると同時に基質の認識を変化させることは､今までまったく考えられていなかった

新しい機構であり,非常に興味深い現象であるといえる.また､本研究のもう一つの重要な

発見は､転写調節因子であるFisの局在や分解がポリリン酸によって調節されることである｡

この発見をもとに今後ポリリン酸による転写調節についても明らかになっていくものと考え

られた｡



主論文目次

第1章緒言

1-1本研究の背景

1-1-1　ポリリン酸とは･

1-1-2　大腸菌のポリリン酸蓄積機構

1-1-3　アミノ酸飢餓で蓄積するポリリン酸の生理作用･

1-2　本研究の概要

第2章ポリリン酸によるプロテアーゼ活性調節機構の発見�"　�"　�"　�"　�"-

2-1　序論

2-2　アミノ酸飢餓-の適応に関わるプロテアーゼの同定�"　�"　�"　* ･

2-3　ポリリン酸とLonプロテアーゼの相互作用

2-3-1　ゲルシフト実験でみるLonとポリリン酸の結合･

2-3-2　Lonに対するポリリン酸の結合力の測定�"　�"　�"　�"

2-4　ポリリン酸-Lon複合体によるリボソームタンパク質の分解･ ･

2-4-1　ポリリン酸-Lon複合体の基質の探索�"　�"　�"　�"　�"

4-2　ポリリン酸の鎖長による分解の比較

2-4-3　アセンブルされたリボソームに対する分解作用･

2-4-4　細胞内におけるS2の分解

2-5　ポリリン酸-Lonによるリボソームタンパク質の認識機構･ ･ ･

2-5-1　S2のポリリン酸結合実験

2-5-2　ポリリン酸-Lon複合体によるS2の認識�"　�"　�"　*

2-6　考察

第3章プロテアーゼおよびDNA結合活性におよぼすポリリン酸の効果･

3-1　序論

3-2　ポリリン酸によるLonの基質特異性の変化

3-2-1　ポリリン酸はLonの基質特異性を変化させる･ ･

1

･2

0

･2

4

｡5

I 7

･ Ej

･ 8

10

･10

･10

12

12

13

･15

16

･17

･17

17

17

21

･ 22

･ 23

･　23

3-2-2　ポリリン酸-Lon複合体の形成がリボソームタンパク質の分解

に重要である

3-3　LonのDNAおよびポリリン酸結合領域の限定�"　�"　�"　�"

3-4　Lonに対する結合において競合するポリリン酸とDNA

3-5　LonのDNA結合特性

3-6　考察　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

1

24

･25

28

･29

611



第4章ポリリン酸によるLonの細胞内局在の変化日日日�"�"�"　�"

4-1　序論

4-2　Lonの細胞内局在

4-2-1　Lon-GFPのポリリン酸およびDNA結合性�"�"�"�"

4-2-2　Lon-GFPの細胞内局在の観察

4-3　PPKの細胞内局在

4-4　考察

5

　

　

丘

V

　

　

/

ん

U

　

　

′

0

　

　

0

0

　

　

0

　

　

ー

r

n

 

f

)

　

　

つ

"

i

 

0

-

0

 

r

ォ

ー

>

　

　

^

-

　

T

f

第5章ポリリン酸を介したDNA結合タンパク質の活性調節機構　　　　　　　43

5-1　序論

5-2　ポリリン酸により局在が変化するDNA結合タンパク質の探索･･･-

5-3　Lonとポリリン酸によるFisの分解

5-4　考察

4

　

　

4

　

　

5

　

　

′

0

-
t
　
　
^
　
　
^
r
　
-
x
t
-

第6章総括　　　　　　　　　　　　　　　　　　　- ･ -　　　　　　　49

実験材料と実験方法･ ･日　　　　　　　日　　　　　　　　　　　　　　　54

参考文献　　　　　　　日　日　�"　�"　�"　�"　�"　日　　　　　　　　　　　　日･66

謝辞　　　　　　　　　　- ･ ･ ･日　日　　　　　　　　　　　　　- ･72

ll



第1章　緒言

第1章

緒言

1



第1章　緒言

1-1　本研究の背景

1-1-1　ポリリン酸とは

ポリリン酸はATPと同様の高エネルギーリン酸結合によって重合した無機ポリマーである

咋ig.l-1)(34)｡ポリリン酸は高等生物を含め,普遍的に存在する｡ポリリン酸はその形状から

リンあるいはエネルギーの貯蔵物質と考えられていた｡また､分解されると酸性になること

からアルカリストレスに応答する緩衝剤としての機能や金属イオンのキレート剤としての機

能が考えられていた｡しかし,分子生物学的な解析ができなかったため､生物はなぜ多くの

エネルギーを使ってこのような物質を合成するのかについて詳しく調べられていなかった｡

1990年代に入り､ポリリン酸合成酵素の遺伝子(ppk)がスタンフォード大学のArthurKornberg

研究室でクローニングされ､分子生物学的な解析が進み始めた(2)cその結果,ポリリン酸を

作ることができない大腸菌変異株は,定常期における生存率が低下することや､また､緑膿

菌の変異株では,運動性が悪く､病原性や感染力が低下することが明らかになってきた(45)c

ポリリン酸は､バクテリアが過酷な環境になった時に必要であることがわかってきた｡当研

究室ではこのような歴史的背景のもと､大腸菌を使ってポリリン酸蓄積の分子メカニズムの

解析､およびその生理作用の解明を行ってきた｡
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Fig.ト1ポリリン酸の構造

1-1-2　大腸菌のポリリン酸蓄積機構

大腸菌のポリリン酸合成酵素は, ATPの末端のリン酸基をポリリン酸に転移して約700個

のリン酸が重合したポリリン酸を合成する｡ポリリン酸合成酵素は多くの細菌で見いだされ
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第1章　緒言

ており,今では15種類近い細菌からその遺伝子がクローニングされている｡多量のポリリン

酸を液胞に蓄積する酵母では､候補遺伝子が絞り込まれているが､その合成機構は不明であ

る(40)｡大腸菌のポリリン酸合成酵素はポリリン酸とADPが存在すると､逆反応でATPを生

産する｡ポリリン酸合成酵素が簡単に精製できるようになってから､ポリリン酸の測定方法

が飛躍的に進歩した｡すなわち､この逆反応を使ってポリリン酸からATPを生成させ,その

ATPを発光法で測定することによってポリリン酸の量を知ることができる(5)｡

大腸菌の増殖期には,通常わずかな量(o.1-1 nmolpolyP/mgprotein)のポリリン酸しか蓄

積していない(36)｡しかし､栄養飢餓などのストレスを与えると,数十分で100倍近く(約

50 nmol polyP/ing protein)増加する(Fig.ト2X36)｡このポリリン酸の蓄積には緊縮応答(スト

リンジェント応答)が関係する｡緊縮応答とは,栄養飢餓などに応答してrRNAやtRNAの

合成が抑制される現象として最初発見されたが､細胞分裂の停止やDNA複製の阻害など､

様々な生理活動の変化を伴う現象であることがわかっている(10)｡この中心になる分子が､
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Fig. 1-2大腸菌ポリリン酸合成酵素欠損株(hppk ppx)の性質　栄養培地で増殖中の

菌体を最少培地に移す｡野生株ではポリリン酸が蓄積し,再び増殖が開始するとポリ

リン酸が減少するoポリリン酸を蓄積できないApp/r卯ズ株では最少培地への増殖適応

が悪い｡
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第1章　緒言

グアノシン5リン酸(pppGpp)とグアノシン4リン酸(ppGpp)である｡この低分子の合成には

RelAと呼ばれる酵素が関与する　RelAはリボソーム上に存在し､アミノアシル化していな

いtmAを介してアミノ酸の補給状態を監視している｡すなわち､アミノ酸飢餓によってア

ミノアシル化していないtNAが増加し､リボソームに結合すると､ RelAタンパク質が活性

化し, ATPとGTPからpppGppを合成する｡さらに､このpppGppとppGppがポリリン酸分

解酵素を括抗的に阻害することがわかった(35)｡緊縮応答を起こしている時の押pGppの濃度

では､ポリリン酸分解酵素の活性は10%以下に落ち込む｡すなわち､ポリリン酸は常に合成

と分解を繰り返しているが､アミノ酸飢餓状態に晒されると､ (p)ppGppがポリリン酸の分解

を阻止するために,ポリリン酸が蓄積するのではないかと考えられた｡

1-1-3　アミノ酸飢餓で蓄積するポリリン酸の生理作用

大腸菌の野生株はアミノ酸飢餓に陥ると､いったん増殖を停止した後､速やかに増殖を再

開する｡しかし､ポリリン酸合成酵素を欠損させた変異株では､増殖能力の再開に遅延が見

られたげig.l-2)cすなわち,緊縮応答で蓄積したポリリン酸は､その後の生育に重要な役割

があると考えられた｡大腸菌は､アミノ酸飢餓に陥ると､自分でアミノ酸を合成できるよう

に酵素を誘導する｡ポリリン酸合成酵素を欠損させた変異株はアミノ酸生合成系遺伝子の転

写の低下がみられたことから､ポリリン酸は転写に関わっていることが示唆された｡しかし,

ごくわずかのアミノ酸を供給すると,この変異株はアミノ酸飢餓に適応できた｡アミノ酸生

合成系の酵素を誘導するためにも､またアミノ酸が必要である｡つまり,極度のアミノ酸飢

餓に突然陥った際,翻訳に必要なアミノ酸の供給が問題になってくるが､大腸菌は､自己の

古いタンパク質を積極的に分解することによって,アミノ酸を供給する経路があると昔から

知られていた｡このことから変異株は､自己タンパク質の分解活性も減少していることが考

えられた｡実際,細胞内のタンパク質を14c-ロイシンで標識した後､アミノ酸飢餓にして自

己タンパク質の分解を測定したところ､野生株では,アミノ酸飢餓に陥ると自己タンパク質
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第1章　緒言

の分解が進むが､ポリリン酸を蓄積できない株では自己タンパク質の分解が促進されないこ

とが明らかにされた(Fig.1-3) (6)｡このことから,ポリリン酸はアミノ酸生合成系遺伝子の

転写だけでなく､アミノ酸飢餓に適応するために必要なアミノ酸の供給に関わることが考え

られた｡

Amino acid sufficient Amino acid starvation
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)
9
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0

0　50 100 150　200　250　　0　50 100 150　200　250

Time(min)　　　　　　　Time(min)

Fig. 1-3　緊縮応答を起こした細胞のタン′(ク葺のターンオーバー栄養培地(14c一口イ

シンを含む)で増殖中の菌体を､ 14c一口イシンを除いた(非放射性ロイシンは含む)栄養

培地(左)と最少培地(右)に移し､細胞内タンパク質の分解を測定した｡タンパク質に取

り込まれたc-ロイシンはトリクロロ酢酸(TCA)で沈殿するが,アミノ酸まで分解される

とTCA可溶性画分に移る｡

1-2　本論文の概要

以上の背景をもとに,私は緊縮応答で蓄積したポリリン酸がどのようにしてアミノ酸供給

系に関与するのかについて解析した｡その結果､自己タンパク質の分解を行うプロテアーゼ

がL皿とClpであることを明らかにした｡さらに､ポリリン酸存在下でLonの基質特異性が

変化し,リボソームタンパク質群を分解することを発見した｡緊縮応答によりrRNAやtNA
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第1章　緒言

の転写が抑制されることは昔からよく知られている｡この時､ポリリン酸によるL｡nプロテ

アーゼの活性調節によって,余った遊離のリボソームタンパク質が分解されると考えられる｡

このリボソームタンパク質のリサイクリングシステムは､アミノ酸飢餓時にアミノ酸を供給

し,必要な酵素に作りかえるためのシステムであると考えられた｡ (第2章)｡さらに詳しく

ポリリン酸によるLonの活性調節機構を調べた結果､活性化にはポリリン酸とLonが最初に

結合して複合体を形成することが重要であることがわかった｡一方､ LonはもともとDNA

結合タンパク質として知られていたLonのDNA結合領域とポリリン酸結合領域が一致する

ために､ポリリン酸存在下ではLonがDNAから遊離することがわかった｡このことから細

胞内においてLonは核様体に結合し､アミノ酸飢餓で蓄積したポリリン酸によって核様体か

ら遊離するモデルを考えた｡細胞内の主要なプロテアーゼであるLonは核様体に格納される

ことによって基質-のアクセスが抑制されていると考えられる｡ポリリン酸は基質特異性を

変化させるだけでなく､ Lonの局在を変化させることによってLonの活性を厳密に制御して

いるのではないかと考えた(第3章)｡このモデルを検証するために､ LonとGFPの融合タン

パク質を用いてin vivoでの解析を行った｡その結果,Lon-GFPは増殖時には核様体に存在し､

アミノ酸飢餓に晒された時,核様体から遊離することがわかった｡その際､複数の巨大なポ

リリン酸-Lon複合体が核様体から遊離する様子が観察できた｡初めて生体内で可視化するこ

とに成功したポリリン酸プロテアーゼ複合体をストリンジェントプロテアーゼ複合体と名付

けた｡さらに､ PPKについても同様に局在を調べ,ストリンジェントプロテアーゼ複合体に

よるアミノ酸供給の分子機構についてまとめた(第4章)｡緊縮応答で蓄積したポリリン酸は

転写にも影響を及ぼすことが知られている｡ポリリン酸によってLonが核様体から遊離する

ことから､その他の核様体に結合するタンパク質についても同様に局在性-の影響が考えら

れた｡ここではポリリン酸によって核様体から遊離する転写調節タンパク質を同定し､ポリ

リン酸による転写調節の可能性について考えた(第5章)｡最後にこれらを総括してポリリン

酸を介した緊縮応答の分子ネットワークに関してまとめた(第6章)0
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第2章　ポリリン酸によるプロテアーゼ活性調節機構の発見

2-1　序論

大腸菌がアミノ酸飢餓に適応するためには､自己タンパク質分解の活性化による細胞内で

のアミノ酸の供給が必要であり､その経路にポリリン酸が関わることが明らかにされた｡以

前はタンパク質分解とはエネルギー非依存的に起こるものであり､単なる消化であると考え

られていた｡しかし､その後の研究から,タイミングよく特定の標的タンパク質を分解する

ことで増殖制御やストレス応答など細胞機能の調節が行われていることが明らかとなってき

た｡さらにこのタンパク質分解は大部分がエネルギー(ATP)に依存して起こることも明らかに

なっている｡大腸菌内のタンパク質の分解は､ 80%以上がエネルギー依存的に起こると言わ

れている(37)｡大腸菌には､ FtsH, Lon, ClpAP, ClpXP, HslVUの5種類のATP依存性プロテア

ーゼが存在し､異常タンパク質の除去に働くほか､それぞれが分担して特異的な短寿命調節

タンパク質を分解することで,基本的な細胞機能を調節していることが明らかとなっている

(41)｡ポリリン酸合成酵素欠損株は野生株と比較して細胞内ATP濃度に大きな差が見られな

かったことから､ポリリン酸の機能としてはエネルギー供給ではなく,おそらく直接相互作

用することによりこれらのプロテアーゼ活性に影響を及ぼすことが考えられた｡そこで､ア

ミノ酸飢餓においてポリリン酸により制御を受けるプロテアーゼを明らかにし,その活性調

節のメカニズムについて詳細な解析を行った｡

2-2　アミノ酸飢餓-の適応に関わるプロテアーゼの同定

大腸菌のATP依存性プロテアーゼのうち､ FtsHは増殖に必須なタンパク質であるため､

Lon, ClpAP, ClpPX, HslVU欠損株(32)についてアミノ酸飢餓における適応を観察した｡その結

果､ Lon, Clpプロテアーゼが欠損すると､ポリリン酸合成酵素欠損株と同じようにアミノ酸

飢餓-の適応が悪いことが分かった(Fig.2-l-A)｡実際, 14c-ロイシンを用いたタンパク質ター

ンオーバーの実験を行った結果, Lon, Clpプロテアーゼは､アミノ酸飢餓における細胞内タ

8



第2章　ポリリン酸によるプロテアーゼ活性調節機構の発見

ンパク質のターンオーバーの上昇に関わっていることがわかった｡さらに､わn, dp,ppk三重

変異株の自己タンパク質分解は､ Ion,dp二重変異株のそれと変わらないことから,ポリリン

酸が関与するタンパク質の分解はLon､ Clpと同じ経路であると考えられた(Fig.2-トB)0
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Fig. 2-1アミノ酸飢餓時における大腸菌のプロテアーゼ変異株の増殖と細胞内タン

パク質の分解(A)大腸菌MG1655CWT)とその変異株KY2966(/?sM/). KY2347(/b/7,

dpPX). KY2350(/o/7, dpPX, hsIVU)を2 × YT培地で対数期まで培養後, MOPS最少培

地に移した後.吸光度600nmで増殖を測定した(B)細胞内タンパク質の分解は. f¥

ロイシンが取り込まれた全タンパク質のうち.トリクロロ酢酸に可溶性の画分にくる放

射活性の割合として測定した｡
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第2章　ポリリン酸によるプロテアーゼ活性調節機構の発見

2-3　ポリリン酸とLonプロテアーゼの相互作用

2-3-1　ゲルシフト実験でみるLonとポリリン酸の結合

Lonは大腸菌において最初に発見されたATP依存性プロテアーゼであり､細胞の中で最も

活性が高い(14)｡ Lonは古くから非特異的なDNA結合性を持つことが知られているが(12)､

その生理的な意味は未だ明らかになっていない｡ポリリン酸は電荷的な性質がDNAとよく

似ていることから､ Lonと直接相互作用することが考えられた｡そこで､ゲルシフト実験に

より両者の結合を調べることにした(Fig.2-2)0 62pでラベルしたポリリン酸【大腸菌のポリリン

酸合成酵素により作製した鎖長約700のポリリン酸(1)】を､精製したLonと混合して,アガ

ロレスゲル電気泳動すると､Lonの量に応じてポリリン酸のバンドが高分子側にシフトした｡

さらにポリリン酸と等量(モル)のDNA(pUCl19)を加えた場合においても, Lonによるポリリ

ン酸のシフトに影響は見られなかった｡この結果から､ Lonに対してDNAよりもポリリン酸

の方が強い結合力を持つことが考えられた｡なお､対照としてとして牛血清アルブミン(BSA)

をLonの100倍量(モル)加えたが､ポリリン酸のバンドのシフトは確認されなかった｡した

がって, Lonとポリリン酸の結合は特異的であるといえる｡

2-3-2　Lonに対するポリリン酸の結合力の測定

Lonとポリリン酸の結合について､化学量論的な測定をするためにニトロセルロースを用

いたフィルター結合実験を行った坪ig.2-3)c　ポリリン酸はニトロセルロースフィルターを素

通りするが,タンパク質はフィルターに結合することから, 32p-ポリリン酸を用いればL｡n

に結合したポリリン酸はフィルター上の放射活性で定量できる｡測定結果をスキヤツチャー

ドプロットで表したところ､その直線の傾きから算出できた解離定数oo)はO.SnMであった｡

また､ 1mMのÅrp存在下でも解離定数が変わらないことから､ポリリン酸の結合はATPと

競合しないことがわかった｡さらに､プロットの直線とⅩ軸との切片からポリリン酸の最大
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第2章　ポリリン酸によるプロテアーゼ活性調節機構の発見

結合濃度が　-2.5nMであった｡この時使用したLon(4量体)の濃度が約2nMであることから､

Lon(4量体)1分子に､ 1分子の長鎖ポリリン酸が結合していると推定できた｡

L.n　感-<?^BSA
pmol

polyP-Lon

complexes →

(0.3 pm｡l) ⇒

polyP

K<V*b
^QyO'V㌔Q?

Fig. 2-2　ゲルシフト実験によるLonとポリリン酸の結合32r　ポリリン酸と精製した

Lonを50mM Tris-HCI (pH7.4), 10mM MgCI2, 10mM Pヰで室温で保温した.電気泳動は

1%アガロースゲルでTAB bufferで行った.電気泳動後,放射線により感光させて検出

した｡
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Fig. 2-3　Lonのポリリン酸結合力の測定　Lon(4量体として2.5nM)のポリリン酸結合

実験はニトロセルロースフィルターを用いて行った　32r -ポリリン酸は0.86から8.6nMの

濃度で使用した.スキヤツチャ-ドプロットの直線の傾きは-1//C､ X軸との切片はポリ

リン酸-Lonの最大濃度を示す｡
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2-4　ポリリン酸-Lon複合体によるリボソームタンパク質の分解

2 - 4　　ポリリン酸-Lon複合体の基質の探索

ポリリン酸によってタンパク質のターンオーバーが上昇する理由として､ポリリン酸が

Lonに結合し､複合体を形成することで分解する基質が存在するのではないかと考えた｡具

体的に､今までLon単独では分解しなかった､あるいは分解が遅かった基質タンパク質に対

して､その分解活性の上昇がみられるかどうか検証した｡大腸菌全タンパク質をホスホセル

Fraction P9　　　+　+　+

Lon(MBP-Lon) -　+　+

polyP(1|jM)　-　-　+

PPX

→S2

>　L13

Fig. 2-4　Lonによりポリリン酸依存的に分解される基質の同定　Fraction P9と

MBP-Lon (0.6^g)をポリリン酸(リン酸として0.7mM､ポリマーとしてIjiM)存在下で反応

を行った｡ 37℃60分後､ポリリン酸分解酵素(酵母由来, 3 × 104u)を加えて5分間ポリリ

ン酸を分解させた｡ 12% SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動(PAGE)によりタンパク質

を分離後.銀染色により検出を行った｡ N末端アミノ酸配列を決定し,その配列からタ

ンパク質の同定を行った｡
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ロースやDEAEセルロースで分画した後に,全ての画分にLonとポリリン酸を混合して,ポ

リリン酸存在下で分解される基質タンパク質を探索した｡数百のタンパク質を検討した結果､

ホスホセルロースカラムの画分の一つからポリリン酸存在下でLonによって分解されるもの

を3種類発見した｡これらのN末端アミノ酸配列を決定したところ,いずれもリボソームタ

ンパク質(s2､ L9､ L13)であった(Fig.2-4)｡

2-4-2　ポリリン酸の鎖長による分解の比較

分解を促進するポリリン酸の濃度を調べたところ､ 1pMで十分であることが明らかとなっ

た(Fig.2-5)｡また､ S2の分解を経時的に追ったところ､ポリリン酸存在下で分解が促進して

いることが確認できた(Fig.2-6)｡さらに､リボソームからrRNAを除いたリボソームタンパク

質を基質に用いて分解をみたところ､最初に発見した3種類以外のタンパク質もポリリン酸

依存的にLonにより分解された｡しかし､ポリリン酸の鎖長が長くなければその効果がなく､

リン酸の数が15個以下であると分解の促進効果が見られなかった(Fig.2-7)｡

polyP 0.01 0.1 1 (MM)

-S2

-L13

Fig. 2-5　Lonの分解におけるポリリン酸の濃度依存性　Fraction P9とMBP-Lon

(0.6|iig)をポリリン酸(o.o1, 0.1, 1^M)存在下で37℃60分反応させた｡その他の条件は

Fig.2-4と同じ｡
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Fig. 2-6ポリリン酸-LonによるS2分解の経時変化　Fraction P9とMBP-Lon (1トLg)を

ポリリン酸(1.4jiM)存在下で反応させた｡経時的にサンプリング後､ Fig.2-4と同じ条件

で分析した｡

polyP　-　-　700"65　15

MBP-Lon　　+　+　+　+

30K-

17K-

-S2

Fig. 2-7 Lonの分解におけるポリリン酸の鎖長依存性　異なる鎖長のポリリン酸をリ

ボソームから抽出したリボソームタンパク質の分解に用いた｡リボソームタンパク質

(I jlg)とMBP-Lon(O.1 jxg)を各ポリリン酸(リン酸として0.64mM)存在下で37-c60分反応さ

せた｡その他の条件はFig.2-4と同じ｡ P700:大腸菌のポリリン酸合成酵素により作製

した鎖長約700のポリリン酸. p65:市販の平均鎖長65のポリリン酸､ p15:市販の平均

鎖長15のポリリン酸
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2-4　　　アセンブルされたリボソームに対する分解作用

Lonとポリリン酸により,リボソームタンパク質を効率よく分解できることが明らかとな

った｡そこで､ポリリン酸-Lon複合体は完全なリボソームを基質として分解できるかどう

か調べた｡その結果､完全なリボソームは分解できないが､ RNaseによりrRNAを少し分解

することで複合体はリボソームタンパク質を分解することがわかった(Fig.2-8)｡どの程度リ

ボソームの構造がくずれると複合体が作用するかについては今のところ明らかになっていな

いが､少なくともリボソームから遊離したリボソームタンパク質に対しては効率よく分解で

きることがわかった｡

MBP-Lon　　+

polyP

RNaseA

0　20120　0　20120　0　20120

+
+
+

Fig. 2-8　アセンブルされたリボソームに対する作用リボソーム(7.3トIg)とMBP-Lon

(3.6|ig)をポリリン酸(1.6jiM)およびRNaseA (O.Sjag)存在下, 37-cで反応させたo各サン

プルはFig.2-4と同じ条件で分析した｡
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2-4-4　細胞内におけるS2の分解

これまで, mvitroにおけるリボソームタンパク質の分解について示してきた｡次に､細胞内

におけるLonとポリリン酸によるリボソームタンパク質の分解について解析を行った｡S2-V5

エピトープ融合タンパク質(14アミノ酸からなるペプチドであり､抗v5抗体によりウェスタ

ン解析ができる)を野生株およびAppkppx株で発現させ､アミノ酸飢餓における分解を比較し

た(Fig.2-9)｡栄養培地において､両株ともS2-V5の分解に差は見られないが,アミノ酸飢餓

にシフトすることで､野生株のみ顕著な分解促進が起こった｡このことから､ mvivoにおい

てもポリリン酸がリボソームタンパク質の分解を促進することが明らかとなった｡
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Fig. 2-9細胞内におけるS2の分解野生株とApp/r仰ズ株をo.2% L-アラピノースを含

む2 ×YT培地で2時間培養し. S2-V5融合タンパク質を発現させた｡細胞を集菌後,

LPアラピノースを含まない2 × YT培地(No downshift)とLノアラビノースを含まないMOPS

最少培地(downsh批)に懸濁した｡各時間の全タンパク質(10叫分の菌体)を

SDS-PAGE後､抗v5抗体(invitrogen)を用いてウェスタン解析を行った. X線フイルムに

感光させた後のバンドの定量はBIO IMAGEを用いた｡
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第2章　ポリリン酸によるプロテアーゼ活性調節機構の発見

2-5　ポリリン酸-Lon複合体によるリボソームタンパク質の認識機構

1　S2のポリリン酸結合実験

リボソームタンパク質はrNAと結合する強い塩基性タンパク質であることからポリリン

酸との相互作用が考えられる｡そこで､ S2のポリリン酸結合性をフィルター結合実験により

調べた(Fig.2-10)｡精製したs2と32p-ポリリン酸の混合液を,ニトロセルロースフィルターで

ろ過すると,フィルター上に放射活性が検出されることから､ S2はポリリン酸と結合するこ

とが確認できた｡この時､ s2とポリリン酸の解離定数は12nM程度であった｡さらに､質量

で10倍のpUCl19DNAや大腸菌の全NAを競合させた場合でもフィルター上にポリリン酸

が検出できたことから､特異的な結合であるといえた｡

fTOo｡jポリリン酸-Lon複合体によるS2の認識

LonのMBP融合タンパク質(MBP-Lon)をS2タンパク質と混合して､アミロースカラム

(MBPと特異的に結合する)に添加したMBP-Lonはアミロースカラムに結合するが､s2は

全て溶出した｡しかし､ポリリン酸をMBP-LonとS2の混合液(分解を防ぐためArPは除い

ている)にあらかじめ混ぜておくことにより､S2の一部がカラムに保持された｡次にマルト

ースを添加するとMBP-LonとS2が同時に溶出した(Fig.2-ll)｡このことから,ポリリン酸存

在下で､LonプロテアーゼはS2を認識して結合できるようになることが明らかとなった｡2-6　考察

これまでの結果から､大腸菌緊縮応答時のポリリン酸によるリボソームタンパク質分解促

進機構モデルを示す(Fig.2-12)｡大腸菌はアミノ酸飢餓に陥ると(p)ppGppと呼ばれる緊縮因子

が蓄積する｡ (p)ppGppはrNAやtNAの転写を抑制すると共に､ポリリン酸分解酵素伊PX)

を括抗的に阻害することでポリリン酸が蓄積すると考えられている(35)｡この蓄積したポリ
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Fig. 2-10 S2のポリリン敢結合性精製したS2(0.45|Lig).あるいはBSA(2jiig)ど2p-ポリ

リン酸(o.o4jLig = 1 1nM)を混合してニトロセルロースフィルター上で結合を調べたo競合

剤としてpUCl 1 9 DNA(0.45(ig)および大腸菌全RNA(0.48jng)を用いた.

- polyP

Fraction

number

+ polyp

wash　　　山ate wash eluate

1 2　3　4　5　6　1 2　3　4　5　6

MBP-Lon

Fig. 2-11ポリリン酸存在下におけるLonとs2の複合体形成　精製した

MBP-Lon(12jig)とS2(50jng)をポリリン酸(o.2nM)を含む,あるいは含まない緩衝液

(20mM Tris-HCI pH7.4､ 5mM MgCI2)中で37℃10分保温した.混合液(soojil)をアミロー

スレジンで充填した1m功ラムに添加した50mM Tris-HCI pH7.4. 200mM NaCIで洗浄

後(画分1 -4)､ 10mMマルトースを含む同じ緩衝液でMBP-Lonを溶出した(画分5, 6).

全ての画分はSDS-PAGE後､銀染色により検出した｡
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リン酸がATP依存性プロテアーゼの一つであるLonと結合することで細胞内の遊離リボソ

ームタンパク質を分解することを発見した｡栄養条件では約10%のリボソームタンパク質が

遊離の状態で存在するといわれている(53)｡特に, S2はリボソームの表面に存在し､ 20%近

くも遊離の状態で存在することが知られている(53)｡アミノ酸飢餓では(p)ppGppの働きによ

りrRNAの転写が抑制されることから､プールとして存在する遊離リボソームタンパク質は

不要になる｡したがって､この不要なタンパク質を分解することで細胞内にアミノ酸を供給

し､アミノ酸飢餓に適応するために必要な酵素に作りかえるのではないかと考えている｡さ

らに､この機構はアミノ酸飢餓時の翻訳活性の低下にも関わるといえる｡しかし､リボソー

ム自体の数を減らすかどうかに関しては､不明瞭な部分がある｡ RNaseによりある程度リボ

ソームを分解することで､ポリリン酸-Lon複合体により分解できることから､リボソームを

標的とするRNaseを同定することができれば,アミノ酸飢餓によるリボソームの減少を説明

できるかもしれない｡

次に細胞内のLonやポリリン酸の濃度を鑑みて,このモデルの妥当性を考えてみた｡大腸

菌の細胞内ppGpp濃度は通常20|uMであるが､アミノ酸飢餓に陥った時には1mMに達する｡

ppGppによるPPXの阻害定数Kiは200^Mであることから十分にポリリン酸の分解を抑制で

きる｡ポリリン酸の分解が停止した結果,ポリリン酸(鎖長約700のポリマーとして)の濃

度が通常の0.1nM以下から15pM程度まで上昇する｡この濃度は試験管内においてLonを活

性化する濃度(IMM)を上回る｡またこの時1細胞あたりのポリリン酸の分子数は約20,000

であり, Lonの分子数約3,000を上回る｡アミノ酸飢餓時,ポリリン酸により活性化される

タンパク質分解は全タンパク質の5%程度である(1　　　参照)｡また､遊離リボソームタ

ンパク質は全タンパク質の約2.5%を占めることから(53),遊離のリボソームタンパク質の全

てが分解されたとすると､ポリリン酸により活性化されるタンパク質の約半分を説明できた

ことになる｡このことから,おそらくリボソームタンパク質以外にもLonとポリリン酸によ

り分解される基質の存在が考えられた(第5章で発見するFisの分解も含まれるだろう)｡ま
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た､アミノ酸飢餓におけるタンパク質分解には､ Lonだけでなく､ Clpも同程度関与してい

る｡よって今後､ clpとポリリン酸に関しても解析が必要であると考えられた｡

適応一芸警諾ぃ リボソーム

､　▲

アミノ酸飢餓

ヽ

_■■

表題品　フリ-のリボソーム

.ニ■.タンパク貢

ポリリン酸- Lon複合体

1 ストリンジェント応答

(p)ppGpp

⊥
PPX

Pi

ATP

ポリリン酸　PPK

Fig. 2-1 2大JI青果籍応答時のポリリン故lこよるリボソームタンJ(クJ(分解促進機構
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第3章

プロテアーゼおよびDNA結合活性に

およぼすポリリン酸の効果
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第3章　プロテアーゼおよびDNA結合活性におよぼすポリリン酸の効果

3-1　序論

大腸菌がアミノ酸飢餓において蓄積するポリリン酸は､ ATP依存性プロテアーゼの一つで

あるL-と結合して複合体を形成することで,細胞内の遊離リボソームタンパク質の分解を

促進することを発見した｡これは､大腸菌がアミノ酸飢餓に適応するために必要なアミノ酸

を供給するための､リボソームタンパク質のリサイクリングシステムであると-考えられる｡

ポリリン酸はLonだけでなく､リボソームタンパク質とも結合する｡基質の分解には,この

基質自身-のポリリン酸の結合も重要であることを示唆するデータが得られている｡ポリリ

ン酸-のLonとリボソームタンパク質の結合の順序がLonの活性発現に重要な意味を持っか

もしれないが,それに関してはまだ明らかになっていなかった｡

Lonは真正細菌からアーキア､さらには真核生物のミトコンドリア内に存在する非常に保

存された酵素である(ll)｡ Lonは機能未知のN末端ドメイン,典型的なwalker型のATP結合

モチーフを含むATPaseドメイン､679番目のセリンを活性中心とするC末端のプロテアーゼ

ドメインから構成される(4,13,37,58)cさらに､ N末端にはBAB(basic-acidic-basic)領域(18)が､

ATPaseとプロテアーゼドメインの間にSSD(sensor and substrate discrimination)ドメイン(49)が

存在すると報告されている｡

Lonは､放射線-の耐性､細胞分裂､英膜の成分である多糖類の生産､あるバクテリオフ

ァージの溶原性など細胞内におけるいくつかの重要な機能の調節に関わっている(24,25,26)c

また､大腸菌のLonは非特異的にDNAと結合することが知られている(12)｡しかしながら,

ヒトのミトコンドリアLonは一本鎖の高GT含量のミトコンドリアDNAに特異的に結合す

るという報告もある(21)｡さらに､大腸菌のLonがⅡ型ヒト免疫不全症ウイルスのエンハン

サー内にある高GT含量の領域(petssite)に結合することも報告されている0¥ただし､大腸

菌の染色体上でLonが特異的に結合する配列の存在については明らかにされていない　Lon

のDNA結合領域はBABドメインに含まれることが示唆されている(13)cまた､一方でLexA

のDNA結合領域との相同性から､ LonのプロテアーゼドメインにDNA結合領域が存在する
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という報告もある(46)｡しかし,いずれの場合もアミノ酸配列からの予測であり､実験的に

示されたわけではないことから, LonのDNA結合領域は不明であった｡

本章では, DNAとポリリン酸が共にLonのATPaseドメインに結合することを実験的に示

し,その結果からポリリン酸によるLonのDNA結合活性の制御について議論した.

3-2　ポリリン酸によるLonの基質特異性の変化

ol^J_ポリリン酸はLonの基質特異性を変化させる

第2章において､リボソームから抽出したリボソームタンパク質の多くがポリリン酸存在

下でLonにより分解されることを示した｡そこで､完全精製が可能であった9種類のリボソ

ームタンパク質(LI,L3,L6,L9,L13,L15,L17,L18,L24)について､ポリリン酸存在下におけ

る分解を調べた｡その結果,LI,L3,L6,L24はポリリン酸存在下で分解が促進された

咋ig.3-l-A)cまた､L9,L13,L17についてもポリリン酸により分解が促進したが,L15,L18は

ポリリン酸添加の効果が見られなかった(データは示さない)｡このように､ポリリン酸によ

り分解が促進されるものとされないものがあることがわかったが,その違いをアミノ酸配列

上の共通性からみいだすことはできていない｡

また､Lonは細胞内においていくつかの調節タンパク質の分解を行うことが知られている

(37)0SOS応答で誘導される細胞分裂の阻害タンパク質であるSulAもその一つである｡実際

に､精製したMBP-SulA融合タンパク質はLonにより分解された｡一方､ポリリン酸存在下

では,分解が阻害された伊ig.3-l-B)cこれは､ポリリン酸の結合によりLonの基質認識部位

の構造が変化したためではないかと考えている｡これらの結果から,ポリリン酸はLonによ

る分解を常に活性化するわけではなく､Lonの基質特異性に影響を与えているといえる｡
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(A)

(B)

MBP-SulA

polyP -　　　polyP +

0 153060120　0 153060120 (min)

polyP -

こ:ヾ･Xlこ

細鵬車軒:きJSSSsSs^<
■

polyP+

0　5 153060　0　5 153060(min)

Fig. 3-1ポリリン酸存在下でのLonによる基質タンJiク質の分解(A)精製したリボソ

ームタンパク質Os)とLon(1.5)Lig)をポリリン酸(1.4^M)存在下(polyP+)および非存在下

(polyP-)において37℃で反応させた(B) MBP-SulA(5|ag)を(A)と同じ条件で反応させ

た｡反応後のサンプルは12.5% SDS-PAGEにより分離し, SYPRO Orangeによる蛍光

染色を行った｡

2-2　ポリリン酸-Lon複合体の形成がリボソームタンパク質の分解に重要である

Lonもリボソームタンパク質もポリリン酸に結合する｡ポリリン酸は最初にLonと結合し､

複合体としてリボソームタンパク質を分解するのか?あるいは､ポリリン酸が最初にリボソ

ームタンパク質に結合し､ Lonはこの複合体を認識するのか?後者の場合､ポリリン酸は真

核細胞におけるエビキチンのような分子タグの役割を持つといえるかもしれない｡この疑問

を解決するために､ L24の分解において,ポリリン酸の加える順番の効果をみた(Fig.3-2)｡ポ

リリン酸とLonを最初に混合して結合させておいた後にL24を加えて反応を開始した場合､

L24は効率よく分解された｡一方で､ポリリン酸とL24を最初に結合させておいた後にL.n

を加えて反応を開始した場合､ L24はわずかしか分解されなかった｡また､ L6に関しても同
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様な結果が得られた｡これらの結果から､ Lonとポリリン酸は最初に複合体を形成すること

が重要であり,ポリリン酸はタグの役割を果たしているわけではないことが明らかとなった｡

ポリリン酸存在下でLonにより分解が促進されるリボソームタンパク質はいずれもポリリ

ン酸と結合する｡このことから､ポリリン酸を介した分解には､最初にLonとポリリン酸が

複合体を形成することが重要であるが､基質とポリリン酸の結合も必要であると考えられる｡

しかし､ポリリン酸と結合する全てのタンパク質がポリリン酸存在下でLonにより分解され

る訳ではない｡例えば､ポリリン酸合成酵素やリボソームタンパク質L15､ L18はポリリン

酸と結合するが､ポリリン酸存在下でLonにより分解されない｡このことから,ポリリン酸

存在下のLonによる分解に､基質-のポリリン酸の結合は必要であるが､それだけでは十分

でないようである｡

0 10　30　60(min)

(i) Lon+L24

(n) L24+polyP->Lon

(in) Lon+polyP-L24 ＼∴ ∴､　.こ

Fig. 3-2　LonによるL24の分解におけるポリリン酸の加える順序の影響リボソームタ

ンパク質L24(1.2)ng), Lon(0.6トLg)およびポリリン酸(o.7)iiM)を異なる順番で混合して反応

させた(i) LonとL24をポリリン酸非存在下で混合した(ii) L24とポリリン酸を37-c5分

保温した後. Lonを加えた(iii) Lonとポリリン酸を37-c5分保温した後､ L24を加えた.

それぞれのサンプルはFig.3-1と同様に分離､染色を行った｡

3-3　LonのDNAおよびポリリン酸結合領域の限定

Lonには, BAB, ATPase､ SSD､ proteolyticの四つのドメインが存在する(Fig.3-3-A)｡ポリ

リン酸結合領域を限定するために､ MBP-Lonの欠失タンパク質を作製した｡これらの欠失タ
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ンパク質とポリリン酸の結合はpolyPblottingにより確認した　polyPblottingとはSDS-PAGE

で分離したタンパク質をニトロセルロース膜に転写後､界面活性剤処理により膜上でリフォ

ールディングさせ､ 32p-ポリリン酸との結合をみる方法である｡実験の結果､ Lon272-437は

ポリリン酸結合能を持っことがわかった(Fig.3-3-B)｡さらに､ Lon320-784もポリリン酸と結

合することから,アミノ酸で320番目から437番目の領域にポリリン酸結合部位が存在する

と予想された｡この領域は基質のアンフォールドに関わるATPaseドメインに含まれていた｡

さらに､アミロースカラムおよび陰イオン交換カラムにより精製した欠失タンパク質のポリ

リン酸結合力をフィルター結合実験により調べた｡その結果､ Lon272-437は全長のL｡nと同

程度の結合を示した(Fig.3-4-A)c

Lonは最初にDNA結合タンパク質として同定されたにもかかわらず, DNA結合領域は明

らかにされていなかった｡そこで､精製した欠失タンパク質を用いてDNA結合領域の限定

を行った｡ 32pでラベルした/ewcDNA(Lonに結合するDNA断片,詳細は以下に示す)をプロ

ーブとして上述したフィルター結合実験を行った｡その結果､ DNAもポリリン酸と同じ

ATPaseドメイン内に結合することが明らかとなった(Fig.3-4-B)0

(A)　MBP BAB ATPaseSSD proteo桝jc
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ドメインを示す　BABはbasic-acidic-basic､ SSDはsensor and substrate discrimination

の略｡欠失タンパク質の構造はMBPと融合したLonのアミノ酸(aa)の番号で示してい

る.また, polyP blottingの結果を図の右に示した(B) MBP-Lonおよび欠失タンパク質

を発現させた大腸菌の全タンパク質をsDS-PAGEにより分離した後､クマシー染色を

行ったpolyP blottingにはp-ポリリン酸をプローブとして用いたo
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Fig. 3-4 Lonのポリリン酸およびDNA結合領域の比較精製したMBP-Lon (S679A)と

欠失タンパク質のポリリン酸およびDNAの結合性をフィルター結合実験により比較し

た(A)精製した各タンパク質(35pmol)およびBSA(30pmol)ど2p-ポリリン酸dpmol)を

室温で5分反応後､ニトロセルロースフィルターに通過させた(B) 32p-ポリリン酸のか

わりにP-leuC DNA dpmoi)を用いて,同様の実験を行った.
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3-4　Lonに対する結合において競合するポリリン酸とDNA

ポリリン酸とDNAがLonの同じ領域に結合することから､Lonに対する両者の結合が競合

すると予想された｡このことを確かめるために,ゲルシフト実験によるDNA-Lon複合体-

のポリリン酸の影響を調べた｡ DNA(fewC)とLonを混合してアガロレスゲル電気泳動をする

と複合体が観察できた｡しかし, DNAと等量(モル)のポリリン酸存在下では､ DNAとL｡n

の複合体は観察できなかった(Fig.3-5)cこの結果は,両者の結合が競合することだけでなく､

DNAよりポリリン酸の方がLonに強く結合することを示唆している｡さらに､ DNAセルロ

ースカラムに結合させたMBP-Lon -のポリリン酸の効果を調べた｡ MBP-Lonは緩衝液で洗

浄しても溶出しないが､ポリリン酸を流すことでカラムからの溶出が確認できた(Fig.3-6)｡

この結果は,DNAとポリリン酸がLonの同じ部分に結合し､競合することにより起こると考

えられる｡

Competitor : polyP

0　0.1 0.250.5 2.5 (pmol)

DNA-Lon complex

leuC DMA

O.Spmol

Fig. 3-5 DNA-Lon複合体のゲルシフト実験IeuC DNA(0.5pmol)とLon(1 j^g=1 2pmol)を

ポリリン酸(o-2.5pmol)存在下で室温5分保温した｡各サンプルを泳動用色素と混合

後､ 1%アガロースゲル電気泳動により分離した｡臭化エチジウムで染色後. DNAをUV

で検出した｡
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kDa

200

116

66

M　凸　polyP(0.14nM)
- MBP-Lon

Fig. 3-6　ポリリン酸によるDNA固定化カラムからのLonの溶出　MBP-Lon(50トLg)を

20mM Tris-HCI, pH 8.0, 50mM NaCIで平衡化したDNA-cellulose (アマシャムバイオサ

イエンス)に添加した｡同じ緩衝液で2カラム体積分洗浄後, o.14jnMのポリリン酸を含

む緩衝液でMBP-Lonを溶出した｡それぞれの画分はSDS-PAGEにより分離し､銀染

色により検出した｡ Mは分子量マーカーを示す｡

5　LonのDNA結合特性

Lonは古くから非特異的にDNAと結合すると言われてきた(12)が､ Fuらは大腸菌のLon

がⅡ型ヒト免疫不全症ウイルスのエンハンサー内にある高GT含量の領域(pets site)に結合

することを報告した(22)｡しかし､ Lonが大腸菌の染色体上で特異的な配列に結合するかど

うかは明らかにされていない｡そこで､この問題を明らかにするために,アミロースカラム

によりMBP-Lonと共に精製される大腸菌のDNA断片のクローニングを行い､その塩基配

列を調べた｡ランダムに21個のクローンを選出して解析を行った結果をTable lに示す｡こ

れらの断片の塩基配列間で明らかな類似は見られなかった｡また､得られた断片はORF内

部のものが多く､ Lonが結合することで転写開始を活性化したり抑制したりする可能佳も低

いと考えられた｡この結果から, Lonは大腸菌の染色体DNAに対して非特異的に結合する

と結論づけた｡

また､ Lonに対するJeuCDNAとpetsDNAの結合の強さを比較した｡上述したゲルシフ

ト実験において､ポリリン酸の代わりに､合成した36bpのpetsDNAを競合させたところ､

モル比で100倍存在してもIeuCVNAとLenの複合体が観察できた(データは示さない)｡こ
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Table.1 MBP-､Lonと共精製される大腸菌DNA断片

Gene position '

b 0899

b2324

b29 73

cynS

ftsJ

le uC

Ion

lpdX

malE

rhsE

rplM

secD

yacK

yafA

ybbC

ye cA

yecS

yejB

yfliK

ygc U

ym/E

893 to 1363

-45 to 964

2200 to 2806

204 to 700

-84 to 546

514to 1189

845to 1616

686to 1071

313 to 932

1006 to 1864

162 to 664

-67 to 673

118to 675

703 to 1417

31 to413

72 to 605

393 to 1072

-23 to 512

430to 1033

375 to 861

15 to 498

Nucleotide number form the start site of translation is indicated.
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の結果は､ Lonに対するpetsDNAの結合が/ew^DNAと比較して特別強いものでないこと

を示している｡

3-6　考察

タンパク質分解を介した制御は,細胞内で厳密におこなわれている｡特に､真核生物では,

ユビキチンを付加したタンパク質のプロテアソームによる分解系がよく知られている(7,15,

28)｡バクテリアにおいても､何らかの原因で翻訳が停止した際にできた不完全なタンパク質

にSsrAと呼ばれるタグを付加し,分解の目印にするというおもしろい機構が存在する(33)｡

それゆえ,ポリリン酸はLonを介した分解のタグとして働くと推測した｡しかし､今回の実

験から,ポリリン酸は分解のタグとして働くわけではなく, Lonの構造に直接影響を及ぼす

ことで､基質特異性を変化させていることが明らかとなった｡ポリリン酸-Lon複合体の詳細

な構造は明らかになっていないが､ゲル櫨過クロマトグラフィーにより分子量200万以上の

巨大な複合体であることを示した｡さらに,動的光散乱により分子量約875万であると推定

できた(データは示さない)｡また､ Lon4分子にポリリン酸1分子結合することから(第2章

参照), Lonに多くのポリリン酸が結合して巨大になったわけではなく､自己会合により規則

的な構造とるようになっているのではないかと予想される｡

Lonの欠失タンパク質の解析から,ポリリン酸とDNAの結合部位がATPaseドメイン内に

存在することが明らかとなった｡また､ポリリン酸はDNAよりも強く　Lonに結合し, Lon

に結合したDNAがポリリン酸に置き換わることを示した｡このことから, Lonは通常､染色

体DNAの集合体である核様体に存在しており､アミノ酸飢餓で蓄積したポリリン酸により

遊離することでリボソームタンパク質を分解するモデルが考えられた(Fig.3-7)｡しかし､ Lon

がDNAに結合する意味はよくわかっていない｡ GoffとGoldbergらはLonの過剰発現が､正

常なタンパク質の分解を引き起こし､細胞が敦死性を示すことを報告している(23)｡通常条
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I
Nutrient downshi冊

Fig. 3-7ポリリン散を介したLonの活性制御モIT-ル

件では､ Lonの存在は細胞にとって都合が悪いのかもしれない｡ Sonezakiらは正常な条件に

おいて, LonとDNAは核様体内で複合体を形成しており､その結果,基質-のアクセスが制

限されることで分解が抑えられていると推測している(52)｡また､彼らは,変性したBSA(Lo

の基質になる)存在下でLonがDNAから遊離するが､未変性のBSAはLonの遊離を引き起

こさないことや, Lonを47℃で処理することでDNA結合活性が低下するが､プロテアーゼ

活性には影響がないことをinvitroで示した｡これらの発見は,細胞がヒートショックに晒さ

れた時, LonがDNAから遊離して熱変性したタンパク質を分解することを示唆している｡こ

のように,LonはさまざまなストレスによりDNAから遊離することで活性が制御されると考

えられている｡

LonのDNA結合性は､基質-のアクセスの制限以外にも機能があるかもしれない｡例えば､
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転写因子などの分解にLonのDNA結合性が関わる可能性も考えられる｡実際､初期の研究

において､ Lonがgalオペロンの転写量の調節に関わっていることが報告されている(29)｡

これが事実だとすれば､ポリリン酸は転写調節にも関わっているといえる｡しかし､ Lonは

大腸菌の染色体に非特異的に結合することから､ Lonによる転写制御の可能性を明らかにす

るためにはさらに多くの研究が必要であると思われる｡ LonのDNA結合性の本質が､基質-

のアクセスの制限による活性の抑制なのか､あるいは転写調節因子の分解なのか､また双方

なのかは今のところはっきりとしていない｡しかし,いずれにおいても､アミノ酸飢餓にお

いて細胞内のポリリン酸濃度が劇的に変化することでLonのDNA結合活性に影響をおよぼ

し,それにより細胞機能が調節される可能性が本章において示された｡
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ポリリン酸によるLonの細胞内局在の変化
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第4章　ポリリン酸によるLenの細胞内局在の変化

4-1　序論

第3章のin vitroにおける解析から､ Lonは通常DNAに結合して存在しており､アミノ酸

飢餓で蓄積したポリリン酸に結合することでDNAから遊離し,さらに基質特異性が変化す

るというモデルを考えた｡次に､このモデルが正しいかどうか細胞内で調べることが必要で

ある｡タンパク質の細胞内局在の解析には､一般的にGFP (green fluorescent protein)が用いら

れる｡例えば､DNA結合タンパク質の一つであるHUとGFPの融合タンパク質はDAPI(4',6'-

diamidino-2-phenylindole)で染色される核様体に局在することが報告されている(55)｡ DAPIは

DNAだけでなくポリリン酸も染色することができ､蛍光波長の差により区別することができ

るoこの特徴を利用して､大腸菌のアミノ酸飢餓におけるLon-GFPの局在を観察した｡また,

ポリリン酸を合成する酵素であるPPKのGFP融合タンパク質を用いた局在の観察から､ポ

リリン酸が細胞内のどこで合成されるかについて調べた｡本章では､この二種類のタンパク

質の局在からアミノ酸飢餓におけるポリリン酸を介したLonの活性調節について議論した｡

4-2　Lonの細胞内局在

4-2-1 Lon-GFPのポリリン酸およびDNA結合性

Lonの局在解析にはN末端に6×Hisタグ､ c末端にGFPを融合したLonを用いたIon-gfa

遺伝子はIacプロモーターからの発現をLacIリプレッサーにより厳密に制御できるマルチコ

ピーのプラスミド(pffis6-lon-gfp)上にコードされる.まず､精製したLon-GFPを用いてin vitro

での活性を確認した｡ α-カゼインを基質とした時のプロテアーゼ活性は､ Lonと比較してほ

ぼ30%程度であった(Fig.4-l-A)｡また,リボソームタンパク質L9のポリリン酸依存的な分解

に関してもα-カゼインの場合と同程度の活性であった(データは示さない)｡ N末端にMBp

を融合したMBP-Lonではプロテアーゼ活性に変化がないことから､ GFPの影響というより
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(A)

(B)

Lon

0　5 15　30　60

if

葦
Lon　-　+

Lon-GFP

polyP

LeuC DNA

Lon-GFP

0　5 15　30　60(min)

-　+　+

+　-　+

α-Casein

1% agarose

Fig. 4-1 LonとLon-GFPの活性の比較(A) α.カゼイン(sigma)(2トLg)に

Lon(1jag=12pmol)およびLon-GFP(1.5jig=12pmol)を加え､ 37℃で図に示した時間

反応させた.反応後のタンパク質は12.5%SDS-PAGEにより分離後､ SYPRO

Orangeにより染色を行った(B)ゲルシフト実験はFig3-5と同様の条件で行った｡

IeuC DNA(0.5pmol)とLon(1 ^g)およびLon-GFP(1.5jag)をポリリン酸(O.Spmol)存在.

非存在下で室温5分反応させた｡反応液を泳動用色素と混合後､ 1%アガロースゲル

電気泳動により分離した｡ DNAは臭化エチジウムにより染色後. UVで検出した｡
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はC末端にタンパク質を融合したことによりプロテアーゼ活性が低下したと考えられる｡次

にLon-GFPのDNAおよびポリリン酸結合活性をゲルシフト実験により調べた｡ポリリン酸

がない場合､ DNA(/ez/C)はLon-GFPと複合体を形成するが, DNAと等量(モル)のポリリン酸

存在下ではDNAとLon-GFPの結合はほぼ完全に阻害された(Fig.4-トB)｡よって､ Lon-GFP

のDNAおよびポリリン酸結合性はLonと同程度であることが示された｡ Lon-GFPはプロテ

アーゼ活性が低下しているものの､Lonと同程度のポリリン酸およびDNAの結合活性を有す

ることから局在の解析に使用可能であると判断した｡

4-2-2　Lon-GFPの細胞内局在の観察

pHis6-lon-gfpを保持したAppkppx株(ポリリン酸を蓄積できない変異株)およびMT4株(ポリ

リン酸を高蓄積するphoU変異株)(38)をMOPS最少培地で培養後､蛍光顕微鏡により観察を

行った(Fig.4-2-A)｡核様体とポリリン酸はDAPI(4',6'- diamidino-2-phenylindole)により検出し

た(3)｡ DAPI染色により､核様体は青色の､ポリリン酸は黄緑色の蛍光で区別することがで

きる｡ Appkppx株においてLon-GFPは核様体に局在していた｡一方､ MT4株では核様体の外

側に蓄積したポリリン酸に局在を示した｡この結果から､ Lonは通常､核様体に局在してお

り､ポリリン酸の蓄積によって核様体から遊離することが示唆された｡次に､実際にアミノ

酸飢餓によって局在性が変化するかどうかを検証した｡ Lon-GFPは栄養十分な培地において

も核様体に局在していた｡さらに､ pHis6-lon-gfpを保持した野生株を栄養十分培地から最少

培地にダウンシフトすることで､ Lon-GFPの核様体からの遊離が確認できた(データは示さな

い)｡しかし,野生株がアミノ酸飢餓で蓄積するポリリン酸量ではDAPIにより視覚的に確認

することができなかった｡この問題を解決するために,アミノ酸飢餓時のポリリン酸合成活

性を上昇させることを考えた｡そこで､ pMWppk(押k遺伝子を含む低コピープラスミド)を

pHis6-lon-gfpと共存させて､同様の実験を行った(Fig.4-2-B)｡その結果､アミノ酸飢餓で蓄積

したポリリン酸をDAPIで確認することができ,核様体から遊離するポリリン酸-L｡n複合体
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(A)

A pp/c ppx

MT4

(B)

Nutrition

su汗icient

Ammo acid

starvation

DAPI　　　　｢ed merge

DAPI GFP(red)　merge

Fig. 4-2 Lon-GFPの細胞内局在(A) App/c ppxはポリリン酸を蓄積しない変異株.

MT4はポリリン酸を高蓄積する変異株｡ Lon-GFPは0.1mM IPTGを含むMOPS最少

培地で4時間誘導を行った｡ (B) Lon-GFPはpMWppkを保持した野生株において

0.3mM IPTGを含む栄養培地(2 × YT)で2時間誘導した｡上段(Nutrition su庁icient)は

誘導後の細胞,下段(Amino acid starvation)は誘導後の細胞をMOPS最小培地で洗

浄,再懸濁して2時間培養した細胞｡それぞれの細胞をDAPI染色後,蛍光顕微鏡に

より観察した.青色はDNA､黄色はポリリン酸､赤はLon-GFP(GFPの色はポリリン酸

と区別するためにコンピューター上で赤色に変更してある)を示す｡スケールのバーは

2トLm.
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の粒子が複数確認できた｡これはアミノ酸飢餓で形成した複合体を初めて可視化できた重要

な結果であり､第3章で提唱したモデルの妥当性を細胞内において示すことができたといえ

る｡

4-3　PPKの細胞内局在

MT4の顕微鏡観察から､ポリリン酸は核様体の外側に存在することが確認できたが､ PPK

の局在については不明であった｡そこで､ PPKの局在を調べることにした｡ pHis6-ppk-gfpを

保持した野生株を,栄養培地から最少培地にダウンシフトした時のPPK-GFPの局在を蛍光顕

微鏡により観察した(Fig.4-3)｡栄養培地においてPPK-GFPは大部分が極付近に局在しており,

一部が核様体内にドット状に局在していた｡さらに､最少培地にダウンシフトすることで､

DAPIで確認できる量のポリリン酸を蓄積していた｡これは､発現させたPPK-GFPがポリリ

ン酸合成活性を持っていることを示している｡また､この時, PPK-GFPは核様体の外側でポ

DAPI GFP(red)　　me｢ge

Nutrition

su庁icient

Amino acid

starvation

Fig. 4-3 PPK-GFPの細胞内局在PPK-GFPは野生株においてO.OSmM IPTGを含

む栄養培地(2 × YT)で2時間誘導した｡上段(Nutrition su用cient)は誘導後の細胞.下

段(Amino acid starvation)は誘導後の細胞をMOPS最少培地に移して2時間培養し

た細胞.写真の詳細はFig.4-2と同じ.
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リリン酸と隣接するように局在していた｡これらの結果から､ ppKはアミノ酸飢餓で局在が

変化し,核様体の外側でポリリン酸を合成していることが示唆された｡

4-4　考察

第3章では, DNAと結合しているLonは,ポリリン酸が存在する場合,ポリリン酸とLon

の複合体を形成することによってDNAから遊離することをinvitroで示した｡このことからin

vIVOではLonは核様体に結合し､アミノ酸飢餓で蓄積したポリリン酸によって核様体から遊離

するモデルを考えた｡この生理的意味はLonの活性制御であると考えられる｡すなわち, Lon

を核様体に局在させることにより基質-のアクセスを制限する機構であると考えられる｡そ

してアミノ酸飢餓時に蓄積したポリリン酸はLonを細胞質に遊離させることで基質-のアク

セスを可能とし､ Lonの活性を制御していると考えられる｡本章ではLon-GFPの局在性を追跡

することにより本モデルの妥当性について検証した｡その結果, Lon-GFPは増殖時には核様

体に存在し､アミノ酸飢餓で蓄積したポリリン酸により核様体から遊離することを示した｡

おもしろいことに野生株ではアミノ酸飢餓に晒した時,核様体から遊離するポリリン酸-Lon

複合体の粒子が複数確認できた｡蛍光顕微鏡の画像から推定する粒子のサイズは100-500nm

に達する巨大な複合体であった｡これまでに動的光散乱などの結果からポリリン酸-Lon複合

体は分子量800万程度の巨大な複合体であることが分かっている｡我々はアミノ酸飢餓による

緊縮応答によって形成されるこの複合体をストリンジェントプロテアーゼ複合体と名付ける

ことを提唱したいと考えている｡このストリンジェントプロテアーゼ複合体は細胞質におい

て､遊離のリボソームタンパク質を分解すると考えられる｡今後,細胞内から複合体を精製

し､その中に含まれる成分の検証,さらにその大きさや活性について詳細に調べたいと考え

ている｡

また､ PPK-GFPを用いた結果､ ppKの大部分が極付近に､一部が核様体内にドット状に局
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在していることがわかった｡ ppKはRNAポリメラーゼと結合することが報告されている

(unpublisheddata)c　さらにRNAポリメラーゼは核様体内に局在する(27)ことから, PPKとの複

合体として存在している可能性が考えられる｡もしかすると極付近のPPKとは違う役割を持

っているのかもしれない｡一方,アミノ酸飢餓では核様体の外側にPPKの局在が変化し､ポ

リリン酸が合成されていた｡ここで,核様体に局在していたLonは合成されたポリリン酸に

移行し､複合体として核様体から遊離すると考えられた｡以上のことを統合し､アミノ酸飢

餓におけるポリリン酸を介したLonの活性制御モデルを図示した(Fig.4-6)｡

I
Nutrient downshift

Fig. 4-6ストリンジェントプE)チアーゼ社台体によるアミノ酸供給の分子境♯
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第5章　ポリリン酸を介したDNA結合タンパク質の活性調節機構

5-1　序論

ポリリン酸と結合するタンパク質はinvitroにおいて数多く見つかっており,その中には

DNA結合タンパク質も含まれている(unpublisheddata)｡したがって, Lon以外にも同様な局

在の変化を示すDNA結合タンパク質の存在が予想される｡細胞内で豊富に存在するいくつ

かのDNA結合タンパク質は､細胞長の1,000倍以上も長い染色体DNAを凝集することによ

りコンパクトな核様体構造を構成する｡大腸菌の核様体を構成する主要なタンパク質として､

Fis (factor for inversion stimulation), H-NS (histone-like nucleoid structuring protein)､ HU

(heat-stable nucleoid protein), IHF (integration host factor)および定常期特異的に発現するDps

(DNAbinding protein from starved cells)が知られている(17,30,43,47)｡これらのタンパク質は､

核様体の構造を維持するだけでなく,それぞれが特異的な遺伝子の転写に関わることも知ら

れている(16)cまた,増殖の段階に応じて核様体を構成するタンパク質の存在比が変化する

ことで､グローバルな転写の調整を行っていると考えられている(6)c本章では,これら核様

体タンパク質のポリリン酸による局在の変化を調べ､ポリリン酸を介した転写調節の可能性

について議論した｡

5-2　ポリリン酸により局在が変化するDNA結合タンパク質の探索

L｡nは通常､核様体に局在しており,ポリリン酸が蓄積することで核様体からポリリン酸

に移行する｡細胞内においてポリリン酸と結合するタンパク質はLonだけでないことから､

Lonと同様の局在性の変化を示すタンパク質の存在が予想される｡実際､ HUなどのDNA結合

タンパク質はポリリン酸と結合することが知られている｡そこで､ DNA結合タンパク質､と

くに核様体に局在するタンパク質についてLonと同様の局在の変化を示すタンパク質の探索

を行った｡核様体に結合するタンパク質についてはAzamらによって詳細な解析がおこなわれ
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ている(6)｡そこで､彼らが解析に用いたDNA結合タンパク質について､ GFP融合タンパク質

の発現プラスミドを用いてこれまでと同様に0>pkppx株およびMT4株での局在を観察した｡

その結果､ Fis-GFPがAppkppx株では核様体に､ MT4株ではポリリン酸に局在を示すことを発

見した(Fig.4-4)｡ Fisは対数増殖期において最も多く存在する核様体タンパク質であり､ rRNA

やtRNAの転写を含めたグローバルな転写因子として知られている(8)｡このことから､ポリ

リン酸はFisを核様体から遊離させることでFisが関与する転写に影響を与えているのではな

いかと考えた｡

DAPI GFP(red)　　me｢ge

App/c ppx

MT4

Fig. 4-4 Fis-GFPの細胞内局在　App/c ppxはポリリン酸を蓄積しない変異株MT4

はポリリン酸を高蓄積する変異株　Fis-GFPを0.1mM IPTGを含むMOPS最少培地で

4時間誘導した｡写真の詳細はFig.4-2と同じ｡

5-3　Lonとポリリン酸によるFisの分解

Fisは対数増殖期に最も多く存在する一方､定常期にはほとんど見られない｡この細胞内に

おける劇的な量の変化について､転写レベルでは解析が進んでいるが,タンパク質の分解経

路に関しては明らかになっていない｡また,アミノ酸飢餓において､緊縮応答によりjisの転

写が抑制されることが知られている(39)c　このことから,アミノ酸飢餓においてFisはポリリ
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ン酸により核様体から遊離するだけでなく､ Lonにより分解されるのではないかと考えた｡

そこで､ invitroにおける分解について調べることにした(Fig.4-5)c精製したFisはLonのみでは

わずかしか分解を示さなかったが,ポリリン酸存在下で分解が促進した｡さらに､大腸菌の

染色体DNAを競合させた場合でもポリリン酸依存的な分解がみられた｡また, Fisが特異的に

結合する35bpのDNA(rraS-Pl)を競合させた場合,効果は弱くなるもののポリリン酸依存的な

分解がみられた｡この結果から, DNAに結合した状態のFisをLonとポリリン酸で分解できる

ことが明らかとなった｡

polyP-　　　polyP+

competitor

none

亡. co〟染色体

rrnB-PA DMA (35bp)

0 103060　0 103060(min)

● 一■ 一■ー∴ 十

恥●

Fig.4-5Lonとポリリン鼓(こよるFisの分解精製したFis(2(ig)とLon(1(ig)をポリリン酸

(1.4nM)存在下(polyP+)および非存在下(polyP-)において37℃で反応させた.競合剤と

してE-
.co.〟染色体(1.2fig)およびrmL㌢PIDMA(1.2^ig)を用いた｡15%SDS-PAGE後,ク

マシー染色により検出を行った｡

5-4　考察

第4章で示したようなポリリン酸を介した局在の変化による活性調節は､ Lon以外のタン

パク質でもなされている可能性があると考えた｡そこで､特に核様体に結合するタンパク質

に注目して解析したところ, Fisタンパク質がLonと同じ局在の変化を示すことがわかった｡

Fisは対数増殖期において最も多く核様体に存在するタンパク質(1細胞あたり6万分子､染

色DNA 160bpにFisの2量体が1分子結合する計算)であり(6)､ rRNAやtRNAなど様々な遺伝子
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の上流に存在する高AT含量の配列に特異的に結合することで､転写を活性化することが知ら

れている(19)｡今回得られた結果とあわせて考えると､ポリリン酸はFisが関与する転写調節

を制御している可能性がある｡さらに､ Fisは緊縮応答により転写が抑制されることから､ア

ミノ酸飢餓におけるFisの分解にもポリリン酸が関わっているのではないかと考えた｡そこで､

invitroにおける分解を調べたところ､ FisはLonによりポリリン酸依存的に分解されることが

明らかとなった｡また､ DNAが存在してもポリリン酸依存的に分解されることも示した｡こ

れらの結果は, Lonとポリリン酸による新規の転写調節機構の存在を示唆している｡今後､

細胞内におけるFisの分解や転写についてさらに詳細な解析が必要であると考えた｡ところで､

第2章でポリリン酸依存的に分解される基質を探索した際にFisは見つからなかった｡これは､

基質タンパク質に細胞内可溶性画分を対象としたためであった　DNAに結合する画分も含め

て､ Fisに続く新たなタンパク質の探索も行っていきたいと考えている｡
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ポリリン酸は､バクテリアから晴乳動物細胞などの高等生物に至るまで､数多くの生命体

で検出されている｡その存在は古くから知られていたが,分子生物学的な手法がなかったた

め,単にリンの貯蔵物質や金属イオンのキレ一夕-として考えられていた｡その後,ポリリ

ン酸合成酵素の遺伝子由)k)がクローニングされたことで､分子生物学的な解析が可能となっ

た｡その結果､ポリリン酸を作れない大腸菌変異株は､定常期における生存率が低下するこ

とや､緑膿菌の変異株では,運動性が悪く､病原性や感染力が低下することが明らかとされ､

予想以上にポリリン酸が様々な機能をもっていると考えられるようになった｡

第1章では,ポリリン酸がアミノ酸飢餓で誘発する緊縮応答によって蓄積することを述べ

た｡また､ポリリン酸の役割について本研究を始めるまでに明らかになっていたことをまと

めた｡具体的には､大腸菌がアミノ酸飢餓に適応するためにポリリン酸が必要であること､

そして,自己タンパク質の分解の活性化によるアミノ酸の供給にポリリン酸が必要であるこ

とを述べた｡また､本博士論文の概要についてまとめた｡

第2章では､自己タンパク質の分解の活性化に関与するプロテアーゼを同定し,ポリリン

酸による新しい活性調節機構を発見した｡細胞内タンパク質分解の約80%はエネルギー依存

的に起こるといわれていることから､ ATP依存性プロテアーゼに注目して､その変異株を用

いた解析を行った結果､ LonとClpがポリリン酸依存的なタンパク質分解に関わることを明

らかにした｡また､ Lonについて解析を進めたところ,ポリリン酸はLonと強く結合し,過

常ほとんど分解しないリボソームタンパク質を分解することを発見した｡これはアミノ酸飢

餓時に細胞内で不要なリボソームタンパク質をアミノ酸の供給源として分解する新規のリサ

イクリングシステムであると考えられた｡

第3章では､このポリリン酸によるLonの活性調節に関して詳細な解析を行った　Lonは

ポリリン酸と最初に結合し,複合体としてリボソームタンパク質を分解することを明らかに

した｡一方､Lonのみで分解する基質に対してポリリン酸はむしろ阻害効果を示すことから､
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ポリリン酸はLonに結合し､構造を変化させることで基質特異性を変化させていることが考

えられた｡また､ Lonは古くから非特異的なDNAとの結合性を持つことが知られている｡詳

しく調べたところ,ポリリン酸とDNAはLonの同じ領域に結合することがわかった｡さら

に, DNAに結合したLonがポリリン酸により遊離することを示した｡この結果から､ Lonは

通常核様体に局在しており,アミノ酸飢餓で蓄積したポリリン酸と結合して核様体から遊離

することで基質-のアクセスが可能になるというモデルが考えられた｡

第4章では第3章で考えたモデルが細胞内に適応できるかどうかについて検証した｡ Lon

のGFP融合タンパク質を用いて細胞内の局在性を調べたところ､ポリリン酸を蓄積しない栄

養条件では､ Lon-GFPは染色体DNAの集合体である核様体に局在を示した｡一方,アミノ

酸飢餓ではLon-GFPは核様体から遊離し､ Lon-GFP-ポリリン酸複合体の粒子が確認できた｡

この粒子をストリンジェントプロテアーゼ複合体と名付けた｡

第5章では､Lonと同様にポリリン酸による細胞内局在の変化を示すDNA結合タンパク質

を探索した｡その結果,核様体を構成する主要なタンパク質の一つであり､グローバルな転

写に関わるFis (Factor forinversion stimulation)を発見した｡また､ Fisはin vitroにおいてLon

によりポリリン酸依存的に分解されることを見いだした｡このことから､Fisはポリリン酸に

よる局在のコントロールだけでなく､分解も制御されることが示唆された｡この発見は､今

後､ポリリン酸が転写にも関与するという他の研究者らのデータを説明する糸口になると期

待できる｡

本研究は､ポリリン酸の細胞機能を分子レベルで明らかにした最初の例といって過言では

ない｡特に､ポリリン酸のような無機ポリマーがプロテアーゼに直接作用することで局在を

変化させると同時に基質の認識を変化させることは,今までまったく考えられていなかった

新しい機構であり,非常に興味深い現象であるといえる｡今回, Lonがポリリン酸と結合す

ることで複合体を形成し､リボソームタンパク質を分解することを示したが､未解明な部分
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も残されている｡ポリリン酸-Lon複合体はいくつかの実験から分子量800万程度のユニーク

な巨大分子であることを示したが､その会合状態まではわかっていない｡今後､詳細な構造

を解析するためには､電子顕微鏡等による可視化が必要であろう｡また､ポリリン酸はL｡n

の基質であるMBP-SulAの分解に関して阻害的に働くことから､会合状態だけでなくL.n内

部の基質認識部位に構造変化が起こることも考えられる｡基質の認識にはアンフォールドに

関わるATPaseドメインやその近くに位置するSSDドメインが重要であると考えられている｡

ポリリン酸がATPaseドメイン内に結合するという結果から､基質認識部位の構造変化も十

分に考えられる｡

また,ポリリン酸.L皿複合体によるリボソームタンパク質の認識機構に関しても完全には

解明できていない｡基質となるリボソームタンパク質は共通してポリリン酸と結合する性質

を持つことから,基質-のポリリン酸の結合が必要であることが考えられる｡しかし､ポリ

リン酸と結合するタンパク質すべてを分解するわけでないことから､ポリリン酸の結合だけ

では十分ではない｡では,なにが必要であるのか?通常ATP依存性プロテアーゼに特異的な

基質はN末端あるいはC末端の認識配列を持っていることが多く(20)､ LonではSulAのC

末端8アミノ酸が分解に必要であることが報告されている(31)｡また､変性したタンパク質

の場合､一般的にはタンパク質表面に露出した疎水性のアミノ酸残基を認識して分解すると

考えられている｡基質となるリボソームタンパク質についてアミノ酸配列上の共通性は今の

ところみいだすことができていない｡このことから,ポリリン酸は基質の構造に変化を与え､

変性に近い状態を作り出すことで認識されるのではないかと予想している｡今後､ポリリン

酸による基質タンパク質の構造変化について解析することで､ポリリン酸-Lon複合体による

基質認識機構が明らかになるかもしれない｡

本論文のもう一つの重要な発見は､DNA結合タンパク質の局在性がポリリン酸により変化

することである｡さらに,今回発見したFisはポリリン酸により局在が変化するだけでなく､

ポリリン酸-Lon複合体により分解されたことから､ Lonとポリリン酸による新規な転写調節
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第6章　総括

機構の可能性が示唆された｡転写調節についてポリリン酸が関係することは以前から示唆さ

れていたが､そのメカニズムは不明であった｡今回,転写調節因子であるFisの局在や分解

がポリリン酸によって調節されることを発見したことで,今後､転写調節についても明らか

になっていくものと考える｡本論文での発見が,今後のポリリン酸の細胞機能に関する研究

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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実験材料と実験方法

使用菌株とプラスミド

本研究で用いた菌株とプラスミドはTable2に示した｡ポリリン酸の生理作用の研究には野

生株MG1655株を用いた｡プラスミドの調製等の遺伝子換作には,大腸菌MYl184株を用い

た｡

培養条件

大腸菌の培養に用いた培地の組成はTable 3に示す｡特に示さない場合､培養は37℃で振

とうして行った｡また,本培養は2×YT培地で一日培養したものを1%植菌して行った｡抗

生物質の添加が必要な場合は､アンピシリン(100mg/l)､テトラサイクリン(10mg/l)､カナマ

イシン(50mg/1)､クロラムフェニコール(25mg/1)を添加した｡

遺伝子工学的方法

プラスミド抽出,電気泳動､ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)など,一般的な方法について

は, (48)にしたがった｡

プラスミドの作製

【S2-V5発現用プラスミド】大腸菌染色体を鋳型に､ Table 4に示したプライマーrpsB-Fと

rpsB-Rを用いてPCRによりrpsB(S2)遺伝子を増幅した｡ pcR産物をpBAD-TOPOにクロー

ニングした｡方法はキットのマニュアルに従った｡

[Lon欠失タンパク質発現用プラスミド] PMAL-Lon(S679A)を鋳型に, Table 4に示したプラ

イマーを用いてPCRによりそれぞれのDNA断片を増幅した｡ pcR産物はpMAL-c-2x (New

England BioLabs)のXmnl/EcoKlサイトにクローニングした　Lonl-302, Lonl-437, Lon136-784,
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Lon272-784, Lon320-784, Lon181-302, Lon272-437, Lon320-437, Lon472-616, Lon618-775はFlと

R302,FlとR437,F136とR784,F272とR784,F320とR784,F181とR302,F272とR437,F320

とR437,F472とR616,F618とR775のプライマーの組み合わせにより作製した｡

[Fis発現用プラスミド】　局在解析に用いたpHis6-fis-gfわをNotl処理によりg#?遺伝子を切り

出し,セルフライゲ-ションすることでpHis6-fisを得た｡

細胞内タンパク質のターンオーバーの測定

c-ロイシンを用いた細胞内タンパク質の分解の測定方法は(36)に従った｡

タンパク質の精製

【Lonの精製]マルトース結合タンパク質を融合したLon(MBP-Lon)はpMAL-Lonを保持した

DH5αで発現させた｡培養条件およびアミロースカラムによる精製は(51)に従った｡ MBP-Lon

はさらに陰イオン交換クロマトグラフィーにより精製した｡カラムは比TrapQHPlml(アマシ

ャムバイオサイエンス)を用い､緩衝液A(20mM Tris-HCl, PHS.O, ImM EDTA, 20% glycerol)で

o-1MNaClのグラジェントにより溶出した｡また､欠失タンパク質も同様に精製した｡さら

にLonは(51)に従ってFactorXaによるMBPの切断後に精製した｡プロテアーゼ活性のない

Lon(S679A)は､ pMAしLon(S679A)を保持したDH5αで発現させ, Lonと同様に精製した｡

[ホスホセルロースカラムによる分画(Fraction P9の調整)】大腸菌MG1655株を2×YT培地

において37℃, 4時間振とう培養した｡培養液を5,000×&4℃で20分間遠心後,菌体を緩

衛液B (50血M Tris-HCl pH7.5, 20% sucrose)に懸濁し凍結した｡氷上で溶解させ､終濃度

250jag/mlのリゾチームを加え､超音波処理を行った　80,000rpml時間超遠心を行い､上清

を0.1Mリン酸カリウムで平衡化したホスホセルロース(Pll, Whatman)に添加した　o.1Mか

ら0.4Mのリン酸カリウムのグラジェントで溶出し,画分を分取した｡ FractionP9は0.4M付

近のリン酸カリウムで溶出した｡
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【リボソームタンパク質の精製】リボソームタンパク質は細胞から分離したリボソームより

精製したo超遠心による大腸菌MG1655株からのリボソームの分離は(56)に従った｡分離し

たリボソームを4.5MLiClと6mM β-メルカプトエタノールで4℃､ 20時間保温することに

よりリボソームタンパク質を抽出した(9)0 5,000×& 5分の遠心でリボソームRNAを沈殿さ

せ,上清を緩衝液c (50mM Ammonium Acetate, pH5.6, 10% glycerol, 0.15M NaCl)で透析した｡

透析後のサンプルを陽イオン交換カラムPoros CMノM (パーセプティブバイオシステム)に添

加し,緩衝液cで0.15M斗0.75M NaClのグラジェント(15カラム体積以上)により溶出した｡

また,いくつかのリボソームタンパク質はゲル漉過カラムSuperdex75(アマシャムバイオサ

イエンス)を用いて緩衝液cでさらに精製を行った｡

【MBP-SulAの精製】 MBP-SulAの発現および精製は(50)に従った｡

【Lon-GFPの精製】 pHise-lorrg軸を保持したMVl184を､ 28℃でOD600が0.6になるま

で2×YT培地で培養後, o.smM IPTGを添加してさらに4時間培養を行った｡集菌後､リ

ゾチームと超音波処理で被砕を行い､遠心上清をHitrap Chelating HP (iml) (アマシャムバ

イオサイエンス)カラムにより精製を行った｡緩衝液D (50mM HEPES-NaOH pH7.4,

500mM NaCl)で洗浄後, o.5M imidazolを含む緩衝液Dで溶出した｡さらに溶出後のタン

パク質を緩衝液Aで希釈してHitrapQHP(lml)により精製を行った｡カラムからの溶出は

0.2M-lMNaClのグラジェントにより行った｡

Psの精製】 pHis6-fisを用いて､ Lon-GFPと同じ条件で発現およびHitrap Chelatingカラム

による精製を行った｡さらに溶出後のタンパク質を緩衝液E (50mMHepes-NaOH, pH7.5, ImM

EDTA, ImM DTT, 20% glycerol)で希釈して同じ緩衝液でHitrapSP HP (lml) (アマシャムバイオ

サイエンス)により精製した｡溶出は0.2M-lMNaClのグラジェントにより行った｡

Lonによるタンパク質の分解

すべての反応は,緩衝液F (25mM Tris-HCl, pH7.8, 5mM MgCl2, 4mM ATP)中で37℃におい
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て行った｡各反応で使用したタンパク質およびポリリン酸量は図中の説明に示した｡また､

反応に加えたポリリン酸は特に示さない限り､鎖長約700のもの(polyP7oo)を用いた｡ polyP700

はポリリン酸合成酵素によりATPから合成した(1)｡また､平均鎖長15および65のポリリン

酸(シグマ)は市販のものを用いた｡ Fisの分解に用いた大腸菌染色体は(48)に従って抽出した｡

また､合成したrraB-PIDNA(42)を用いた｡反応後のサンプルはSDS-PAGEにより分離した｡

泳動後のゲルはクマシー染色､シルバーステインキット(アトト)による銀染色､ sypRO

Orange(モレキュラープローブ)による蛍光染色を行った｡蛍光染色の場合,イメージアナラ

イザーであるTyphoon(アマシャムバイオサイエンス)により検出した｡

ウェスタン解析

pBAD-rpsBを保持した野生株およびAppkppx株をo.2% L-アラピノースを含む2×YT培地

で2時間培養した｡細胞を3,000×g, 10分の遠心で集菌後､しアラピノースを含まない2×

yT培地としアラピノースを含まないMOPS最少培地に解濁した｡各時間の全タンパク質

(100^1分の菌体)をSDS-PAGE後､ニトロセルロース膜に転写を行った｡ウェスタン解析には

抗v5抗体(invitrogen)およびImmunoStarKit for Mouse (和光純薬工業)を用いた｡ x線フイルム

(富士フイルム)に感光させ､ BIO IN止AGE (B.I. Systems Corporation)によりバンドの定量を行っ

fcc

ポリリン酸結合実験

【ゲルシフト法による結合実験】各量の精製したLonと32p-ポリリン酸を､ IO^ilの緩衝液G

(50mMTris-HCl, pH7.4, 10mMMgCl2, lOmMPO中で室温5分保温した｡また､対照として牛血

清アルブミンを,競合剤としてpUCl19 DNAを用いた｡サンプルを1%アガロトスゲル電気

泳動後､ゲルドライヤー(アトト)で乾燥し､ BASイメージングプレート(富士フイルム)に感光

させた後, BAS2000(富士フイルム)により検出した｡
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【フィルター結合実験】精製したタンパク質と32:p-ポリリン酸をsOjjlの緩衝液H (20mM

Tris-HCl, pH7.4, 5mM MgCl2)中で37℃5分間保温した｡各反応で使用したタンパク質およびポ

リリン酸量は図中の説明に示した｡混合液はニトロセルロース膜(孔径o.45jim､直径25Ⅱ皿)(ア

ドバンテック)でろ過した｡タンパク質と結合していない遊離のポリリン酸をIOOmM NaCl

を含む緩衝液Hで洗浄後､フィルター上に残った放射活性をシンチレーションカウンター(パ

ッカード)で測定することでポリリン酸と結合したタンパク質量を測定した｡

[polyPblotting] MBP-Lonの欠失タンパク質を大腸菌DH5αで発現させたo各発現プラスミド

を保持した大腸菌を2×YT培地において2時間培養後､ o.5mMIPTGを添加してさらに2時

間培養した｡細胞を遠心により集菌し､SDS試料緩衝液(48)に解濁した｡5分煮沸した後､ 12.5%

SDS-PAGEにより分離した｡分離したタンパク質をニトロセルロース膜に転写し､膜を緩衝

液I (50mM Tris-HCl, pH7.4, SOmM NaCl, ImM MgCl2, 0.1% Triton-XIOO)で二回洗浄した｡さら

に, 1%の牛血清アルブミン(シグマ)を含む緩衝液Ⅰで37℃､ 12時間ブロッキングを行った｡

ブロッキング後, 32p-ポリリン酸(lO.Spmol)を加え, 37℃で2時間保温した.緩衝液Iで二回

洗浄した後､ BASイメージングプレートに感光させ, Typhoon9210(アマシャムバイオサイエ

ンス)により検出した｡

DNAfe^

PNAの調整】 DNA結合実験には､ IeuC遺伝子をコードする722bpのDNA断片(翻訳開始

点から数えて514-1189bpまで)を使用した　fewCDNAはpUC-leuCを鋳型にし､ Table4に示

したプライマーpUCl19-SmaI-FとpuCl19-SmaI-Rを用いてPCRにより増幅した｡ PCR産物

はフェノール･クロロホルム処理後､エタノール沈殿を行い､滅菌水に溶かした｡

【フィルター結合実験]実験には【γ -32p]ATPで末端ラベルした(48) /ewCDNAを用いた｡DNA

を用いること以外はポリリン酸結合実験と同じ条件で行った｡

【ゲルシフト法によるポリリン酸の競合実験】 leuC DNAとLon(S679A)およびLon-GFPに各
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濃度のポリリン酸を競合させ､緩衝液H中で室温5分保温した｡混合液に泳動用色素を加え,

1%アガロトスゲル電気泳動によりDNAを分離した｡臭化エチジウムにより染色後､ uvで

DNAを検出した｡また,合成したpetsDNAを競合剤とした実験も行った.

Lonと共精製される大腸菌染色体DNAの解析

pMAL-Lon(S679A)を保持した大腸菌MG1655を2 ×YT培地で2時間培養後, O.SmM IPTG

を添加してさらに2時間培養した｡ MBP-Lon(S679A)を発現させた菌体を破砕後､遠心上清を

アミロースカラムに添加した｡ 0.25% Tween20を含む緩衝液J (20mM Tris-HCl, pH 8.0, ImM

EDTA)で5カラム体積洗浄した後､さらに200mM NaClを含む緩衝液Jで5カラム体積洗浄

した｡遊離または弱い結合のDNAを完全に洗浄した後､ IOmMマルトースを含む緩衝Jで

MBP-Lon(S679A)を溶出した　MBP-Lon(S679A)を含む画分を等量のフェノール･クロロホル

ムで二回処理した後､エタノール沈殿を行った｡水に溶かしたDNAはpUCl19のSmalサイ

トにクローニングした｡クローニングの方法は(48)に従った｡得られた形質転換体から21種

類のクローンを抽出し､塩基配列を調べた｡塩基配列の解析にはDNAシーケンサーCEQ 2000

(ペックマンコールタ-)を用いた　PCR反応,脱塩処理などはキットに添付のプロトコー

ルに従った｡

GFP融合タンパク質の局在解析

[培養条件】 Lon-GFPの局在観察において,pHis6-lon-gfpを保持したkppkppx株およびMT4

株をO.lmM IPTGを含むMOPS最少培地で4時間培養した　Fis-GFPに関しても同じ条件で

行った｡また､アミノ酸飢餓におけるLon-GFPの局在変化にについては､ pHis6-lon-g唾)およ

びpMWppkを保持したMG1655を0.3mM IPTGを含む2×YT培地で2時間培養後,遠心に

より集菌を行った｡菌体をMOPS最少培地で一度洗浄後,同じ培地に再解濁してさらに2時

間培養した｡アミノ酸飢餓におけるPPK-GFPの局在変化については､ pHis6-ppk-gfpを保持し
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たMG1655をO.OSmMIPTGを含む2×YT培地で同様に培養した｡

【蛍光顕微鏡による観察]　各菌体培養液に終濃度5(J,g/mlになるようにDAPI(4',6'-

diamidino-2-phenylindole)(シグマ)を加え､氷上で30分静置した｡菌液と1%アガロトスを等

量混合したものをスライドガラスに滴下しカバーガラスで覆った後､蛍光顕微鏡により観察

した｡顕微鏡は0Ⅰ∬MPUS BX60(オリンパス)を,画像の記録にはデジタルカメラ

0Ⅰ∬MPUS DP70(オリンパス)を使用した｡
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Table.2使用菌株およびプラスミド

Strain or plasmid Relevant characteristics '

Strains

E. coll

DH5 α

MVl184

MG1655

CF5802

KY2966

KY23 47

KY23 50

KY2 3 4 7ppkppx

MT4

Plasmids

pUCl19

PBAD-TOP O

PMAL-c-2x

endAl hsdRUfa mk ) glnV44 thi-1 recAl gyrA

relAIJOacIZYA-argF) U1 69 deoR [◎80 /acZAM1 5]

araA(lac-proAB) rpsL thi (¢80 /tfcZAM 1 5)

A(sr/-rec^)30<5: :Tn7 0(Tetr) V ¥traD30 proAW lacP

/acZAMI S]

E. coli K-12 strain (Wild-type)

MG1 65 5 derivative, Appk-ppx: iKm

MG1655 derivative, &MVUl1 72:: Tc

MG1 655 derivative, A(clpPX-hn)1 196: : Cm

KY2347 derivative, AhslVUl1 72:: Tc

KY23 47 derivative, Appk-ppx: :Kan.

MG1 655 derivative, pho U

General cloning vector; Ap

PCR cloning vector; Ap

maltose binding protein fusion vector; Ap
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PBAD- S2

PMAL-Lon

PBAD-TOPO containing rpsB

PMAL-c-2x containing Ion

PMAL-Lon(S679A) PMAL-c-2x containing Ion with proteolytically

inactive mutation (S679A)

PMAL-Lonl-302　　pMAL-c-2x containing Ion (l -906bp) fragment

PMAL-Lonl-43 7　　pMAL-c-2x containing Ion ( 1 - 1 3 1 Ibp) fragment

pMAしLon136-784　pMAL-か2x containing Ion (406-2352bp) fragment

PMAL-Lon272-784　pMAL-c-2x containing Ion (814-2352bp) fragment

PMAL-Lon320-784　pMAL-c-2x containing Ion (958-2352bp) fragment

PMAL-Lon181-302　pMAしc-2x containing Ion (541-906bp)丘agment

PMAL-Lon272-437　pMAL-c-2x containing Ion (814-13 1 Ibp) fragment

PMAL-Lon320-437　pMAしc-2x containing Ion (958-13 llbp) fragment

PMAL-Lon472-616　pMAL-c-2x containing Ion (1414-1848bp) fragment

PMAL-Lon618-775　pMAL-c-2x containing Ion (1852-2325bp)丘agment

pHi s6-lon-gfp

pHi s6-ppk-gfp

pHi s6-n s-gfp

GFP fusion vector pCA24N containing Ion:, Cmr

GFP fusion vector pCA24N containing ppk; Cmr

GFP fusion vector pCA24N containing^; Cmr
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pHi s6-n s

p UC-1euC

pMWppk

pHis6-fis-gip derivative, removal of虚? gene

with Notl digest

pUCl 19 containing leuC (5 14-1 1 89bp) fragment

pMWl 1 9 containing ppk

This Study

This Study

(3 6)

Ap, ampicillin; Tc, tetracycline; Kan, kanatnycin; Cm, chloramphenicol;
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Table.3　使用した培地

2xYT

ペプトン

酵母エキス(ナカライ)

NaC l

LB培地

ペプトン

酵母エキス(ナカライ)

NaCl

MOPS最少培地

MOPS緩衝液(pH 7.2)

グルコース

ビタミンBI

NaCI

NHjCl

トリシン

K2HPO4

MgCl2

K2 SO4

FeSO4

CaCl,

Trace metal

40 mM

22.2 mM

O.02 mM

50 mM

9.52 mM

4mM

2mM

0.523 mM

0.276 mM

O.OlmM

O.OOOSmM

(14)
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Table.4使用したプライマーの塩基配列

primer DNA sequence

FI

F136

F181

F272

F320

F472

F618

R3 02

R43 7

R616

R713

R775

R784

rp sB -F

rp sB-R

PUC - smal-F

PUC- smal-R

ATGAATCCTGAGCGTTCTGA

AGCCAGTT CGAAGGCTACAT

CAGTCTGTTCTGGAGATGTC

GAAGCAGAGT T GCAGAAGC T

GATACCGACCATTAT GGT CT

T CGAACT CCAT GAACAT TCCG

GT TCCGGGTAAAGGCAAACT G

ACGGAATTCT CACGGCACCT GTACCATCCA

AAGGAAT TCTCAGGCCGGATC GCCACGCAT

ACCGAATTCTCATGCGGTTTCAATGGTCAG

ACGGAAT TCT CATACCT GACCACGCAGAGT GA

CTGGAATTCTCACGGTTCATTTTGCAGCGA

ACGGAATT CT CACTATTTT GCAGT CACAACCT

ATGGCAACTGTTCCATGCGCG

CTCAGCTTCTACGAAGCTTTCT

CAGGTCGACT CTAGAGGATC

CAGT GAATT CGAGCTCGGTA
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