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第-章　緒音

第1節　　はじめに

自然界におけるアンモニアの好気的な酸化は、主に独立栄養性のアンモニア酸化細菌

(lithotrophic ammonia oxidizing bacteria)によって行われる(28, 56)。有機物の無機化

などによって生じたアンモニアは、アンモニア酸化細菌によって亜硝酸へ酸化され、続い

て亜硝酸は亜硝酸酸化細菌によって硝酸へと酸化される(Fig.ト1)。この二つの連続した

過程は硝化と呼ばれ特にアンモニアの酸化過程はアンモニア態窒素の地球化学的変換に

おける最初のステップとして重要である.一般にアンモニア酸化繍菌とはこれらの独立栄

養性のものを指すことが多く、従属栄養的にアンモニアの酸化を行うものは従属栄養性ア

ンモニア酸化細菌(heterotrophic ammonia oxidizing bacteria)とよばれ、明確に区別さ

れる. (以後、特に断りがなければ、本論文では「アンモニア酸化細菌」とは独立栄養性

のものを指すこととする。)また近年Anammox processとよばれる嫌気的なアンモニア

酸化を行うPlanctomyces属のバクテリアも発見されているが(49)、これらのバクテリ

アが地球規模のアンモニア酸化においてどれほど貢献しているかはいまのところ詳しくは

わかっていない。

アンモニア酸化細菌は無機的な条件下において生育し、無機分子であるアンモニアの

酸化によ.ってエネルギーを獲得するだけでなく、このエネルギーを用いて二酸化炭素を固

定し全ての細胞構成成分を合成する.この非常に特殊な生育様相を示すバクテリア車ま1890

年にロシアの微生物学者S. Winogradskyによって、土壌中より初めての化学独立栄養細

菌として単離された。以来、数種類のアンモニア酸化細菌が単離されたが、これらを生理

的性質により類別することは難しく、その形態に基づ`いた分類が行われてきた.当臥形

態による分類ではアンモニア酸化細菌は5属に分けられていたが、近年16S rRNAによる

分類ではNitrosomonas (Nitrosombnas, Nitrosococcus)とNl'亡rosospira (Nitrosospira,

Nitrosovibrio, Nitrosolobus)の2属に大別されるようになった(26, 54, 55).アンモニ

ア酸化細菌はすべてグラム陰性で加teobacteriaのβ -subdivisionの中に分類されるが、
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例外的にただ一つNitrosococcus oceanusのみがγ-subdivisionも芸属する。これらいず

れのアンモニア酸化細菌も土壌・淡水・海水中など生態系に広く分布し、それぞれの生物

圏における窒素循環に大きく寄与している。

第2節　　アンモニア酸化系

アンモニア酸化細菌のアンモニア酸化系は、主にNitrosomonas europaeaにおいて研究

が行われてきた.これまで得られている知見によると、アンモニアの酸化は次のようにし

ておこる(Fig. 1-2).アンモニアはまずアンモニアモノオキシゲナ-ゼ(AMO)によってヒ

ドロキシルアミンへ酸化される(1式)。

AMO

NH, +　0-　　2H4　十　2e~　ー　NH20H　十　H20　(1)

AMOは銅によって活性化される膜結合型タンパク質であり、アリルチオウレアやキサン

トゲン酸などの銅キレート剤、アセチレン(C2H2)、光によって活性が阻害される(8, 16, 21,

22)。またAMOはメタン資化細菌の膜結合型のメタンモノオキシゲナ-ゼ(MMO)と基質

特異性や、阻害剤の効果など多くの類似した性質を持ち、進化的に関連した酵素であると

考えられている(35, 38, 48). AMOによって生じたヒドロキシルアミンは、続いてペリプ

ラズムに存在するヒドロキシルアミンオキシドレダクタ-ゼ田AO)によって亜硝酸へ酸

化される(2式)0

HAO

NH2OH+　H20　-　NO2-　+　5H+　+　4e-　(2)

fLAOは三量体構造をとっており、 -分子の分子量が約63kDaである。またそれぞれ-分

子につき8分子のヘムを含む非常にユニークなタンパク質である(1, 23, 30)。 HAOのア

ミノ酸配列と高い割合で相同性を示すタンパク質は今のところ知られておらず、アンモニ

ア酸化細菌に特有の酵素であるといえる. HAOによるヒドロキシルアミンの酸化によっ

て引き抜かれた4つの電子は、すべてが末端酸化酵素(シトクロムaa3)に受け渡されエ

ネルギー生成に使われるのではなく、このうち2つはAMOによるアンモニアの酸化に便
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Fig. 1-2 Ammonia oxidation and electron flow in ammonia-oxidizing bacteria

AMO: ammonia monooxygenase, HAO: hydroxylanune oxidoreductase, Q: ubiquinone.
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われる。さらに、 NAD(P)十の還元はATPを消費して逆行電子伝達系を駆動して行われる。

これらの理由から、アンモニア酸化細菌はエネルギー効率が悪く、結果的に増殖速度が非

常に遅くなる.

第3節　　アンモニア酸化細菌の分子生物学の現在

これまでのアンモニア酸化細菌の研究は、培養の困難さゆえに他のバクテリアに比べ

るとあまり進展しておらず、遺伝学的情報・解析ツールともに乏しかった。それでもここ

十年程で様々なアプローチによる研究が数多くなされ、いくつかの重要な知見が得られた

り、有効な実験手法が開発されたりしている。しかしアンモニア酸化細菌の研究は、これ

によってようやくはじめの第一歩を踏み出したにすぎない。

現在アンモニア酸化細菌の分子生物学的な研究は、 PCRやin situ hybridizationを

用いたアンモニア酸化細菌の生息分布の把握や分類を目的とした解析に偏っている傾向に

ある。これは、アンモニア酸化細菌の培養が困難であるために生化学的な研究が難しいこ

とや、これまでに考えられているよりも多様なアンモニア酸化細菌が存在することが明ら

かにされ始めたことが主たる要因ではないかと思われる。しかし、分類学的な研究によっ

て得られた情報は、そのままではあまり大きな意味を持つとは考えられず、分類されたそ

れぞれのアンモニア酸化細菌の性質や特徴、分離された環境におけるその細菌の役割など、

それぞれの細菌の特性と結びつけられてはじめて有用な情報をもたらすと考えられるIoそ

のためにも、アンモニア酸化紺菌の生理面における分子レベルの研究は、平行して推し進

められるべきである.以下に現在行われているアンモニア酸化細菌の分子レベルでの研究

について概説する.

3-1　アンモニア酸化系の分子生物学

アンモニア酸化系はアンモニア酸化細菌のエネルギー代謝の中枢であり、生化学的な
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解析とともに分子レベルでの理解が求められる。アンモニア酸化系の鍵酵素であるAMO,
昆i

HAOをコードする遺伝子は、まずN. europaeaにおいてクローニングされた。このうち

AMOをコードするamoAβはアンモニア酸化細菌のタンパク質をコードする遺伝子とし

て初めてクローニングされた遺伝子であり(29)、これが1993年であることを考えると、

いかにアンモニア酸化細菌の分子レベルでの研究が出遅れていたかが伺える。のちに

amoAβの上流に機能未知のamoCが兄いだされ(27, 43)、現在ではamoCABオペロン

がAMOの構造遺伝子であると考えられている.続いてmOをコードするhaoがクロー

ニングされ(41)、この下流にシトクロムc554をコードするhcyとシトクロム系のopen

reading, frame (ORnと考えられるものが兄いだされた(41, 30)ォ　さらに非常に興味深い

ことにN. europaeaの染色体上にamoCABは2コピー、 haoは3コピー存在することが

知られており(30, 41, 43), hao下流に存在するシトクロム遺伝子もhcyは3コピー、未

知ORFは2コピー存在している.またamOCには他の2つのコピーと60%程の相同性し

か示さない少しタイプの違う3つ目のコピーがamoABとは離れて存在する(43).

この様にアンモニア酸化系の遺伝子が染色体上に複数コピー存在する特徴は、ほとん

どの独立栄養性のアンモニア酸化細菌に共通してみられることから、アンモニア酸化細菌

の生存上重要な意味を持つものと予想される.しかしながら、アンモニア酸化に関与する

遺伝子がなぜ複数コピー存在するかという理由は不明である。

Hommes　らは、 N. europaeaにおいてエレクトロボレーションによる形質転換法を

確立し、 hao遺伝子において相同組換えによる遺伝子破壊が可能であることを示した(18)。

さらにこの結果より3つのhaoはすべて機能しているものの、どのコピーも必要不可欠で

はないことを明らかとした.しかし破壊株と野性株の増殖速度の差は見出せず、なぜ3つ

のhaoが必要であるかという点に疑問を残した.Hommesらは続いてN. europaeaのamo

破壊を行い、 amoの破壊株に関しては増殖に違いが生じることを兄いだした.すなわち2

コピーのamoのうち、 amoAlと呼ばれるコピーのAMO発現量が、もう一つのコピ-の

amoA2よりも高いことを示した(19).

amOy haoについては、転写レベルでの解析も進められており、それぞれのコピーの
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発現調節機構の解明が試みられている。LuisらはC,H
2n2によって鋤0を失活ぎせた菌体

にアンモニアを添加すると、amo,haoのmRNA量の増加が見られたことから、amoと

haoの転写はアンモニアの添加によって活性化するということを報告している(42)。ま

た、このとき培養液の炭素源に14CO,を用いても、新規に合成されたmRNAは14Cを含

まないことから、この転写にはN.europaea菌体内に貯蔵されている内在的なエネルギ-

源が用いられたことが示唆された。しかしながらこの報告では、NH3とNH4のどちらが

inducerであるかという点と、どのamo(またはhad)コピーの転写が活性化されるのか

という点については明らかにされていない.これには、ひとつの理由として複数コピーの

amoとhaoが、遺伝子レベルでどれほどの違いがあるか不明であったことと、なにを基

準にしてそれぞれのコピーを区別すればよいかという点に問題があったためである。

この様に、amo,haoを中心とした分子生物学的解析によって、部分的には少しずつ

新たな知見が得られつつあるが、分子レベルでのアンモニア酸化系の全体像やマルチコピ

ー遺伝子の役割は未だによくわかっていない。今後はこれらの協調的な調節、さらにいえ

ばアンモニア酸化系全体の調節機構の解明が望まれるO

3-2　アンモニア酸化細菌の分子生態学

これまでに述べたように、硝化反応は主にアンモニア酸化細菌と亜硝酸酸化細菌によ

って行われるが、自然界や排水処理系でのこれらのバクテリアの生態はあまり理解されて

いない。例えばアンモニアの供給量が制限されやすい土壌中において、供給されたアンモ

ニアに対してアンモニア酸化細菌がどのように応答して硝化を始めるのか、そのメカニズ

ムは未だよく知られていない。排水処理系においても硝化のメカニズムは不明な点が多く、

結局のところブラックボックスとして扱われている.しかしシステムの効率化を目差すう

えでは、アンモニア酸化細菌群の動態や生息分布などを理解することが重要であり、その

-つの有力な手段として分子生物学的手法が用いられる。

環境中に生息するアンモニア酸化細菌のスクリーニングや、スクリーニングした菌体の

分類を行うためには、 16S rRNAやamoAをタ-ゲiyトとしたPCR解析がよく用いられ

8
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ている. amoAは16S rRNAに次ぐアンモニア酸化細菌のマーカーと_Lて新たに用いられ

るようになった　axnoAをターゲットとした解析の利点は、 β-, γ-subclassのアンモニ

ア酸化細菌のどちらにも対応できることや、 16S rRNAよりも塩基配列の違いに富むこと

から、系統解析による近縁種の特定に威力を発揮することなどがあげられる(26).また、

スクリーニングされているアンモニア酸化細菌のamoAと16S rRNAそれぞれの配列を

もとに作成した系統樹は高いレベルで一致しており、 amoAをプローブとして用いること

の有用性を示唆している(39)。そしてこれらをプローブとしたFISHCfluo>rescence in situ

hybridization)やin situ PCR法が、特定のアンモニア酸化細菌の分布やpopulationを

調べる方法として用いられている(25, 34, 44)。

3 - 3.その他の分子生物学的研究

アンモニア酸化系以外の分子生物学的データの蓄積も、アンモニア酸化細菌の理解に

必要である。 Yamagataらは廃水処理施設より単離されたNitrosomonas sp. ENI-11株

から、 2種類のプラスミドを単離した(58)。これはアンモニア酸化細菌において初めて

発見されたプラスミドであり、興味深いことにこのプラスミドの複製開始点と思われる

HHRと呼ばれる嶺域と非常に相同性の高い配列が、 ENト11株とN. europaeaの両方の

染色体上に見つかっており、アンモニア酸化細菌がもつレプリコンの複製開始点ではない

かと考えられている。

第4節　　アンモニア酸化細菌の応用と問題点

アンモニア酸化細菌の特殊な生態を利用して、現在様々な面に応用が計られている。

活性汚泥法による窒素処理は、生態系の窒素循環を巧妙に模した生物的硝化・脱室を組み

合わせたプロセスである。この活性汚泥においても硝化反応(アンモニア酸化)を中心的

に行っているのはアンモニア酸化細菌であり、この活性を高めることでシステム全体の処

9
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理能力が向上すると考えられる。また、アンモニア酸化細菌がもつアンモニアモノオキシ

ゲナ-ゼは幅広い基質特異性をもち、トリクロロエチレン等のハロゲン化合物や芳香族化

合物を分解することができるため(8)、バイオレメディエーションへの応用が期待されて

いる.さらに、無機化合物であるアンモニアを酸化してエネルギーを生産するシステムや、

そこに含まれる酵素の性質は生物学的見地から非常に興味深い.

こうした側面から、近年盛んにアンモニア酸化細菌の研究が行われるようになったが、

現在のアンモニア酸化細菌に関する知見は非常に乏しい。これはアンモニア酸化細菌の増

殖の遅さのために研究が困難であったことが原因の一つとして挙げられる。そのため、応

用を目指した研究を行うにも、基本的な情報や実験手法に限りがあるのが現状であり、生

化学的・分子生物学的なアンモニア酸化細菌に関する知識の拡充が求められている.その

中でもアンモニア酸化細菌の本質であるアンモニア酸化系の理解は、アンモニア酸化細菌

の研究において基軸となる部分であるが、これまでに述べた数々の問題のために理解が乏

しく、研究を行っているクループも世界的にみても数グループに限られてnる0本博士論

文では、こういったアンモニア酸化細菌の研究の問題点をふまえ、アンモニア酸化細菌の

基礎的な知見の取得、特にアンモニア酸化系の分子生物学に関する解析を行ったO

10
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序

Nitrosomonas属のアンモニア酸化細菌は、アンモニアを亜硝酸に酸化する際に得られるエ

ネルギーのみに依存して増殖する, Nitrosomonasの唯一のエネルギー獲得系であるアンモニア

酸化系は、数々のタンパク質の複合的な作用によって構成されている。その中で特にammonia

monooxygenase (AMO)とhydro'xylamine oxidoreductase (HAjO)は、アンモニア酸化系の

中心的な役割を果たす鍵酵素として重要である。またこの他に、電子伝達に関与する数種類のシ

トクロムの存在が明らかにされている.興味深いことにアンモニア酸化系に関与する酵素をコー

ドする遺伝子が、アンモニア酸化細菌のゲノム上にマルチコピーとして存在していることが知ら

れている(29, 41)。 Nitrosomonas sp. ENト11株においてもAMOをコードするamoCABが

2コピー・王やOをコードするhaoが3コピー存在することが明らかとなっている(59).特定

のタンパク質をコードする遺伝子が、重複して存在する現象は遺伝子重複(gene duplication)

とよばれ、真核生物においては頻繁に見られるが、原核生物においてはribosome RNAオペロ

ンを除いてさほど多く見られる性質ではない。ところが、アンモニア酸化系ゐ遺伝子重複はアン

モニア酸化細菌に共通して見られる性質であり、この分子的特徴がアンモニア酸化細菌の生存上

何らかの重要な意味を持っていると考えられる.しかし、その理由は不明であり、またそれぞれ

の遺伝子が構造的・機能的にどの程度異なっているか(または類似しているか)は明らかにされ

ていない.そこでこれらアンモニア酸化系の重複遺伝子について解析を行うために、まず

Nitrosomonas sp. ENト11株において染色体物理地図を作製し、これらの遺伝子の染色体上に

おける構造を明らかにすることとした.これまでアンモニア酸化細菌においてゲノムマップが作

製された例はなく、これが初めての例であった。そしてこれによってマルチコピー遺伝子を区別

することで、それぞれのコピーの相違点を明確にすることとした。
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TABLE 2-1. Bacterial strains and plasmids used in chapter 2

Strain or plasmid Description Source or reference

E. coli

MVl184

HB 101

N. europaea肝014298

Nitrosomonas sp. ENI-1 1

NAP 1

NHPI

NHP2

Plasmids

pB R322

pCRII

pUCl18

pUC119

pUC4K

pAYL

pAYS

pHPl

pPM8

pPMH

am AHJac-proAB) rpsL thi (080iacZ AM15) A(srl

recA)306: :TnlO (TeO F[trarB6 proAB*laclq lacZ AM15]

sup朗A hsdS2Q (ri m* ) recAtt a柁卜U proA2

lacYX galKl rpsL20呼J-5 mtl-l leuB6 thi-l

Type strain, plasmidless

Strain isol血ed血jm activated sludge

ENI-ll derivative, amo,::Kw

ENI-ll derivative, haos::Kari

ENI-ll deriv血ive,ォao,::Kair

Cloning vector; Ap , Tef

Cloning vector; Aff, K;皿f

Qomng vector, A〆

Cloning vector, Atf

pUC4 containing 1.3-kb Kan'cassette; A〆, K皿r

Cryptic plasmid isolated丘om ENI-l l ; ORF2; p瓜L HHR

Cryptic plasmid isolated丘:om ENI-l l ; ORFl ; PAYS HHR

PCRII containing Kpnl・Hinim fragment of PPMH

pUCl 1 8 containing Pmel site into Hindi site

pPM8 containing Kpnl-Xbal鉦agment of hao

(53)

10)

IFO3

(58)

This study

This study

This study

(3)

Invitrogen

(53)

(53)

Pharmacia

58

(58)

This study

This study

This study

a IFO, Institute for Fermentadon Osaka.
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第1節　Nitrosomonassp. ENI-11株について

1-1　起源

ノーENI-11株は、住友化学工業愛媛工場排水処理施設の活性汚泥より単離され、性状試験及び

形態観察より　Nitrosomonas属と推定された。本菌は代表的なアンモニア酸化細菌である

Nitrosomonas europaea IFO14298株よりも増殖が早いという特徴があり(Fig. 2-1A)、研究に

おいて大きな利点となる.またYamagataらによりアンモニア酸化細菌において初めてプラス

ミドの存在が確認されており、大腸菌とのシャトルベクターも構築された(58)。つまりこれま

で研究の対象とされてきたN. europaeaよりも優れたアンモニア資化能や、進歩したアンモニ

ア酸化機構を持っている可能性があり、また分子生物学的な解析ツールも備わっていることから

この株を対象として研究を行うこととした。

1 - 2　Nitrosomonassp. ENト11株の培養方法

Nitrosomonas sp. ENI-11株の培養は以下のように行った。アンモニア酸化細菌は有機物

による生育阻害を受けやすいことから完全に無機的な培地が望まれるが、アンモニアの消費とと

もに培養液のpHが低下するため、培地には2-hydroxyethylpiperazine-AP-2-ethanesulfionic

acid (HEPES)をバッファーとして用いた改変アレクサンダー培地(MA培地)を使用した。 MA

培地の組成はTable 2-2に示す.通常の培養には坂口フラスコ(500ml)に100mlの培地を入

れ、往復振逸機にて120rpmの速度で激しく通気を行い28℃で3日間程培養した。ジャーファ

ーメンターを用いた場合は、 2000mlのジャーに対し1000mlの培地を入れ350rpxn, 2串℃で培

養し、必要な場合は一定時間間隔でサンプリングを行い、 OD,60。の値と亜硝酸濃度から増殖速度

をモニタリングした。亜硝酸濃度の測定には比色測定法(6)を用いて次のように行った。測定

溶液に半量の1% Sulfanilamide (6N HC1 25%)とN(l-napthyl)ethylenediamide 0.2 g/1を

添加し捷拝後、室温で10分間静置し、 OD,540の値により亜硝酸濃度を算出した。固形培地には

MA培地に0.9%のGellan gumを添加して固化させたものを用いた。 Nitrosomonasはコロニ

ー形成能が悪く、光によっても生育が阻害されることから(22)、プレート培養の場合は暗所で

行った。
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time(day)

Fig. 2- 1A Growth curves of Nitrosomonas europaea IFO14298 and

Nitrosomonas sp. strain ENI-1 1 on MA medium

Table 2-2. Composition of MA medium

MA medium

(NH4)2SO4　　　2.0 g

K2HPO4　　　　0. 5g

NaHC03　　　　0.5g

MgSO4・7H20　0.05g

HEPES

Trace element

up申1000ml [pH7.5~8.0]

Trace element

CaCl2・2H20　　5 mg

MnSO4詛4H20　2mg

Fe-EDTA(HI)　5 mg

CuSO4・5H20　　0.1 mg

Na2MoO4・2H20　0.05 mg

CoCb・6H20　　0.001 mg

ZnSCH・7H20　　0.1 mg
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1 - 3　Nitrosomonassp. ENI-11株の性状

ENト11株はグラム陰性で加teobactehaのβ-subdivisionに属する16S rRNA配如こ

基づいた相同性比較では、 ENI-11株はNitrosomonas europaea IFO14298株に非常に近縁の

種である(Fig. 2-2A)。 ENト11株の細胞形態は棒状であり、 N. europaeaとはほとんど違いが

みられない。しかしN. europaeaは運動性をもつが、 ENト11株は運動怪を示さない。アンモニ

ア感化細菌はその理由は不明であるが、種の近遠に関わらず運動性を持つものと持たないものが

存在することが知られている(28),

N. europaeaをはじめとする代表的なアンモニア酸化細菌は、 pH7.5-8.0付近が増殖至適

pHであるとされているが、培養液のpHを変化させた増殖試験によるとENト11株はMA培地

においてはpH8.0-8.5付近での培養液の最終菌体濃度が高く、若干アルカリ条件を好む(Fig.

2-2B)。また、ノ至適アンモニア(NH/-N)濃度はアンモニア酸化細菌の生理的分類においてひと

つの重要な指標となるが、 ENI-11株はN. europaeaとほぼ同様の15-45mM (NH4)2S04での

増殖が最も良い(Fig. 2-2C),この様にN. europaeaとENI-11株は近縁種ではあるものの若干

異なった生理的性質を持つ。

第2節　Nitrosomonas sp. ENI-11株の染色体物理地図の作製

2- 1パルスフィールドゲル電気泳動(PFGE)によるENト11株染色体の解析

2 - 1 - 1染色体解析を行うための低頻度認識制限酵素の探索

染色体物理地図の作製において効率的に実験を進めるためには、染色体を出来るだけ少ない

数に切断する制限酵素を探し出すことが重要となる。そこで、様々な制限酵素を用いて染色体を

切断し適当な数に切断するものを探索した.

2-1-2　サンプル調製方法

巨大DNA分子は、水溶液中において物理的切断を受けるので、数百kb以上のDNAを無

傷のまま取り扱うためには特別な方法が必要となる。本実験においてはゲル包理法を用いた。す

なわち、集菌した対数期後期のENト11菌体を、 NTbuffer (l.OM NaCl, lOmMTris-HCICpH

16
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7.6])で三回洗浄した後、等量の1 %低融点アガロ-スに懸濁し4℃で固化したOその後10mlの

EC buffer (6mM Tris-HCl[pH 7.6], l.OM NaCl, O.1M EDTA[pH 7.6], 0.5% Briji-58, 0.2%

deoxycholate, 0.5% sodium N-lauroylsarcosinate)にImg/mlのリゾチウム、 20mg/1の

RNaseAを加え37℃　で10時間ゆるやかに振塗し溶菌した。次にこのゲルをPro'teinase K

(SIGMA)を1mg/mlになるように加えたES buffer (0.5M EDTACpH 9.0], 1.0% N-

lauroylsaroosine)に移し、 ′50℃で10時間ゆるやかに振とうして除タンパクを行った。続いて

1mMのPMSF (SIGMA)を加えたTE buffer (pH7.5)で43℃で2時間× 2回振とうした。そ

の後TEbufferで30分×3回振とうし、洗浄を行ったものをサンプルプラグとして用いた。

2-1-3　サンプルプラグの制限酵素処理

制限酵素処理はアルコール消毒したスパチュラを用いて1プラグ(約5mmX8mmXlmm)

を1.5mlエツペンドルフチューブに入れ、全量0.25mlの系で5unitの酵素を加え、それぞれの

制限酵素の至適温度で12時間以上消化した。制限酵素は8塩基認識のものを中心に一般的に認

識頻度が低いとされるものを用いた.

2-1-4　PFGEによるDNA断片の分離

酵素処理した染色体サンプルプラグを0.8-1.0%アガロースゲル(SeaKem GTG, FMC)

にアプライし、隙間を1 %低融点アガロースゲルで埋めた疲、 0.5xTBE buffer 1.5fiを満たした

contour-clamped homogeneous electric field (CHEF)タイプの染色体DNA電気泳動装置

(Biocraft, Japan)にセットし電圧180V (6.0V/cm),バッファー温度10℃で泳動した。 Pulse

timeとRun timeは目的とするDNA断片サイズに応じて変化させた　DNAサイズマーカーに

は、 0-600kbまでのレンジにはIambda DNA ladder (FMC)を、 600kb-2Mbのレンジには

Saccharomyces cerevisiae chrotnosome DNA (FMC)を用いた.

PFGEによるDNA断片の分離の結果から、生じる断片数が少なく再現性よく分離できた制

限酵素をTable2-3に示す。 ENト11染色体は加el (NEB)消化によって1193kb、 600kb、 550kb、

487kbの4本のバンド(PmA, PmB, PmC, PmD)を、 Xbal, Ascl, PacI(NEB), Swal (Roche)に

よって10-25本の鮮明なバンドを生じることがわかった(Fig. 2-3A)。 Xbal, Ascl, Swal, Pad

消化断片は、合計したサイズの違いやバンドの輝度から同じ泳動レンジでは分離できないものや、

18
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Fig. 2-3 Nitrosomonas sp. ENFll株染色体の各種制限酵素による切断パターン
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(B) ENI-11染色体のPmel,鬼cl, Xbel, Ascl消化断片のサイズ
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重なったものがあると思われる。また乃刀eI消化断片のサイズから、 ENト11の染色体のサイズ
*r

は約2830kbと見積もられた(Fig. 2-3B).

Table 2-3.染色体解析に用いた制限酵素と泳動条件

制限酵素(認識配列)・断片数断片長合計(kb)&ョm

(pulsetime,Runtime)

蝕】eKGTTT I AAAC)

舶(T I CTAGA)

ねcl (TTAAT J TAA)

Ascl (GG I CGCGCC)

SwaKATTT J AAAT)

2830

2818

2860

60s, 24h

17s, 20h

20s, 22h

17s, 20h

15s, 20h

*矢印は切断位置

2 - 2　Nltrosomonassp. ENト11株の染色体物理地図の作製

2-2-1既知遺伝子の乃neI断片上の配座

これまでにNitrosomonas属のバクテリアにおいて知られている遺伝子が、 4つのPmel断

片(PmA, PmB, PmC, PmD)のいずれに存在するかを調べた　Nitrosomonasにおいて知られ

ている遺伝子はデータづ-スより取得し、この配列をもとにプライマーを作製した.これらのプ

ライマーを用いてENI-11株染色体をテンプレートとしてPCRによりそれぞれの遺伝子断片を

取得した. PCRにはTakara放Taq DNA polymerase (Takara)を使用した。染色体の抽出な

ど、基本的な遺伝子操作法に関してはSambrookら(40)の方法に従った　PFGEによってDNA

断片を分離したゲルは、メンブレンへのトランスファー効率を上げるために0.25N HClで15分

間処理した.このゲルを通常のブロッテイングと同じ様にBiodyne�"ナイロンメンプレン

(PALL)にトランスファーし、ドライオーブンにて80℃で1時間ベ-キングしてメンプレンに

DNAを固定した。これに対してPCRにより得られた断片をプローブとして、サザンハイプリグ

イゼ-ション行った. DNAのラベリングと検出にはAmersham fluorescein DNAlabeling and

detection kit (Amersham)を用いた.方法はキット添付のマニュアルに従った.

以下に対象とした遺伝子、ハイプリグイズしたPmel断片、プライマーを示す(Table2-4).

非常に興味掬いことに、アンモニア酸化系の鍵酵素AMO. HAOをコードする遺伝子であるamo
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とhaoをプローブとした場合、いずれもPmD断片(487kb)のみにハイブリダイズし、 2コピー

のamoと3コピーのhaoがすべてこの嶺域に集中していることが明らかとなった(Fig. 2-4).

Table 2-4. ENI-11株の遺伝子配座(乃nel fragment)

function locus vJgZ^　　.JSZZ*.
・TTT-phighlyhomologous
rtJrlKregi。n。fpAYS.L触A;:二:冒;雷雲.GCTG.

ATAG芸:呂慧JjAB018483

dnaK heatshockprotein PmA　:票:慧:器慧cG U15305
cypcytochromeP460PmC::二書芸.GGAAA

CGCAT冒禁:書芸呂"SU15305

pyrGCTPsynthasePmC;:-GCTGAAAT

-GAGATAAGl

書芸呂芸ATACGCCAAAGC呂AF061753

enoenolasePmC;:-TAAC

-ccTG芸禁慧芸.GAAGCO

GCAAGG'冒AF061753rrn16SribosomalRNAPmC:二慧GTTTGATi

GAGGTGAl呈::慧::雲AB079053

/,-,-.ammonia_,,,5
amo(x3)PmD
m。n。。xygenase5:二書慧;雷呂:呈呂慧呂慧冒TTGCG
GATGC票、∬037107haob'^hydroxylamine5'-ctct

。xid。reductaseJ^miJ5'-ctc慧.TATGGCAAAT.
AACGATACGG芸:票禁;^GCU04053

2 - 2 - 2　ENI-11株染色体の乃刀el macro restriction mapの作製

ENト11の染色体はPmel消化により4つの断片に分離されることがわかった。そこで、

伽eIを用いて染色体物理地図の作製を行った。方法はPmelによる染色体の部分分解を用いた

方法により行った。染色体サンプルプラグをIunitのPmelで、 10秒間処理し、 0.5M EDTAで

反応を止め、 CHEF電気泳動でパルスタイム100秒、電圧4V/cmで10時間、 400秒3.3V/cm

で85時間泳動し分輝した(Fig. 2-5A)c

haoはPmD断片にのみ存在するので、 haoをプローブとしてPFGEで分離したPmel部分

消化物に対してサザンハイプリダイゼーションをおこなった。シグナルが得られたバンドのサイ

ズを測定し、加eI染色体物理地図を作製した(Fig. 2-5B)。 PmD断片の並びは、 PmA-PmD-

RnC-PmB(-PmA)の順序であった。この結果より、 ENト11の染色体は環状であることがわか

った。
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Fig. 2-4 PFGEで分離したDNA断片とamo, haoの配座
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Fig. 2-5 Nitrosomonas sp. ENI-1 1株染色体のPmel macro restriction mapの作製
(A) ENI-11株染色体のPmel部分消化断片のPFGE　(数値は珊定値)

(B) (A)のサザンハイプリグイゼ～ション(Probe: had) (数値は理論値)

(C) ENト1 1株染色体のPmel macro res triction map
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第二章ENI-11株のゲノム解析

2 - 3　ammonia monooxygenase遺伝子(amo) 、 hydroxylamine oxidoreductase遺伝子
sT

Qiao)の染色体上における位置の決定

2 - 3 -　　amoとhaoの染色体上における局在性

PFGEによって分離したENト11株染色体DNA断片に対して、 amo, haoをプローブとし

てサザンハイブリダイゼ-ション解析を行った。 amo, haoのプローブには、データベースに登

録されているN. europaeaのamoBの配列をもとに作製したプライマーAmo3 (5'-TATGT

ACTGCAGGCAGAAGTTGCGCTTG)と　Amo4 (5 '-CGAATTCGACAGGCTAATTGATGCTTC

G)を用いてENト11の染色体をテンプレートとして98℃ 5min (1 cycle), 95℃ 30sec, 55℃

30sec, 72℃ 120sec (x27 cycles)の条件でPCRを行い、得られた2.3kbのDNA断片を

BamHl-Sphl消化して生じた0.3kbのフラグメントをamoBプローブとして用いた　haoのプ

ローブには同様に作製したプライマーHao1 (5'- CTCTAGAAATATGGCAAATACGGCAC

AAGC)とHao2 (5'-CTCTAGATAACGATACGGCGCTGTGTC)を用いて、 98℃ 5min (1 cycle),

95℃ 30sec, 55℃ 30sec, 72℃ 3min (x27 cycles)の条件のPCRで得られた2.2kbのDNA断

片を用いた。

amoBプローブは, XbaL消化物に対してはXbH (86kb) , Xbl (74kb)フラグメントに、

Ascl消化物に対してはAsB(211kb),AsC(179kb)フラグメントにハイプリダイズした(Fig. 2-4).

haoプローブは、 Xbal消化物ではXbH (86kb) , XbM (42kb)フラグメントに、 AscI消化物

ではAsB (211kb) ,AsC (179kb) ,AsH (100kb)フラグメントにハイプリダイズした(Fig. 2-4).

このようにXbH (86kb) , AsB (211kb) , AsC (179kb)フラグメントにはamo、 haoのどち

らもハイブリダイズすることから、二つのamoとhaoはそれぞれ近い位置に存在していること

が示唆された。

2-3-2　PmD断片のAscl,XbaLmapの作製

PmD断片上に全てのamoとhaoが存在していることがわかったので、 FhD嶺域のAscl,

Xbalmapを作製し、この億域のさらに詳細な解析を行うこととした.PFGEにより分離したPmD

断片をゲルから切り出し、 TE bufferで3回洗浄後buffer置換した。これをAscl, XbaLで消化

・L再びPFGEに供して分離したところ、 Asclで6本、 Xbalで11本のバンドが確認できた(data

not shown).これらサブフラグメントをサイズの大きい順にAsA'-AsP, XbA'-XbK'と名付け
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第二章ENI-11株のゲノム解析

た。また、全ゲノムのAscl-Pmelの二重消化によって、 amoとhaoも1コピーずつ含むAscl

断片AsB, AsCカ亨シフトし、その大ききからシフトした断片の一方がそれぞれAsA', AsCサブ

フラグメントのいずれかであることがわかった。このことからAsA', AsCがそれぞれpmD断

片の両端に位置することと、 AsA', AsCに1コピーずつのamoとhaoが存在することが明らか

となった。 PmD断片のAscl消化サブフラグメントに対して、 haoをプローブとしてサザン解析

を行うと、確かにhaoがAsA', AsC*にハイプリグイズすることが確認され、さらに残りのひと

つのhaoはAsB'サブフラグメントにハイブリダイズし、ここに位置していることがわかった

(data not shown)。

2-3-3　Ascl部分消化によるPmD億域の制限酵素地図の作製

次にAsclによるFhD嶺域の制限酵素地図の作製を行った.上に述べた方法と同じように

PFGEで分離したPmD断片をゲルから切り出し、 TE bufferで洗浄後Asclにより次の条件で

部分消化した。 nnD断片プラグを入れた1.0mlの反応液に20Uの酵素を加え37℃でインキュ

ベーションし、 Omin, 90min, 150rain, 720min後に0.5M EDTA (pH 8.0) 50〝1を加え反応を

停止させた。これをPFGEにより5sec - 15hr, 30sec - 25hr (Pulse time- Run time), 6V/cm

の条件で泳動した(Fig. 2-6).このゲルを前述の方法でメンブレンにトランスファーした。

PmD断片の端に位置するAsA'サブフラグメントをXbaLで消化すると、 fhD断片Xbal

サブフラグメントXbB¥ XbF, XbK'と、約15kbのフラグメントが確認された.そこでamoあ

るいはhaoを含まないXbK'断片をプローブとして、先のメンブレンにハイブリダイズさせた。

そして得られたシグナルのサイズを測定し、完全消化によって生じたフラグメントサイズと照ら

し合わせ、各断片の隣接関係を決定した(Fig. 2-6).この結果サブフラグメントの並びは

AsC'(98kb) - AsE'(76kb) - AsF'(15kb) - AsD'(65kb) - AsB'(lOOkb) - AsA'(142kb)であるこ

とがわかった。

2 - 3-4　XbaL部分消化によるPmD蘭域の制限酵素地図の作製

XbalによるPmD債域の制限酵素地図作製をAsclと同様に部分消化を用いて行った.PFGE

で分離したPmD断片のXbal部分消化断片に対し、 XbK'をプローブとしてサザンハイプリグイ

ゼ-ションを行い、シグナルが得られたバンドのサイズを測定し、隣接関係を決定した(datanot
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AsA'(142)

AsB'(100)

AsC (98)
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Fig. 2-6 PmD断片のAsd部分消化による解析
(A)PFGE. a : ENI-11染色体Ascl消化、 b : PmD断片Ascl消化

(B)染色体のAscl部分消化断片に対するAH57断片のSouthern hybrid!忽tion
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第二章ENI-11株のゲノム解析

shown) 。

2-3-5　近接した2つのamoとhao間の相対的な距離の決定

サザンハイブリダイゼ-ションによる解析から2組のamoとhaoは、かなり近い距離に位

置していることが予想された.そこでamo, hao内にプライマーを設計し、 Long PCRによって

両遺伝子間嶺域を取得することを試みた. hao遺伝子内に転写方向と反対向きのHao6プライマ

I(5'- CGGCAAATTCTCTTAAGTGACAGGTTCCGC)I hao下流に存在するシトクロム系の

タンパクをコ⊥ドする遺伝子Gyt内に転写方向と順方向にHao7プライマー(5'-AGGATCGAT

TGGTACTCTGTTGACAGGAGC)、同様にamoA遺伝子内に逆方向にAm05 (5'- CCGAA

TGCGGTAACATCATTGCGATGTACG)、 amoB内に順方向にAm06 (5'- GG:汀CATTTCAGG

TCCTCTGCAAATTGGCC)を作製した(Fig. 2-7A)c　これらプライマーの4通りの組み合わせに

より、 ENト11染色体をテンプレートとしてPCRを行った。反応は98℃ 5min (1 cycle), 98℃

30sec, 68℃ 5min (x30 cycles), 72℃ 15min (1 cycle), 98℃ 5min - (30min gradient) - 50℃

(1 cycle)で行った。耐熱性DNA polymeraseはTakara Z-Taq�"(Takara)を使用した。サーマ

ルサイクラ-はGeneAmp9600 CAP biotech)を用いた.

反応産物をアガロースゲル電気泳動で分離したところ、 Am06とHa06のプライマーの組み

合わせで23kb、 Am05とHa07の組み合わせで15kbの増幅産物が確認できた(Fig. 2-7B)。つ

まりそれぞれのプライマー間の距離が23kb、 15kbであることがわかった。この23kbの増幅断

片をAH66、 15kbの断片をAH57と名付けた　AH66, AH57の内部額域をプローブとしてサザ

ン解析を行い、AH66はAsC*に、AH57はAsA'にハイプリグイズしたことから、AH57とAH66

の両端に位置するamoとhaoは全て別のコピーであることが確認された(data not sho'wn)。

2-3-6　amo,haoのマッピング

PmD億域のAscl, XbaLマップとサザンハイプリダイゼ-ション、 Long PCRによる解析か

ら、 amoとhaoの大まかな位置関係と甲乃O, hao間の物理的距離がわかった.しかしこれらの

正確な位置関係とLong PCRで得られなかった残りひとつのhaoの位置は不明である。そこで

次にこれらの正確な位置を決定することとした.
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Fig. 2-7 Long PCRによるamo-hao間距離の解析
(A)Long PCRに用いたプライマーの位貴

(B)PCR産物のアガロースゲル電気泳動とプライマーの紅み合わせ
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第二章ENI-11株のゲノム解析

a.マッピングのストラテジー

HoimmesらはNitrosomonas europaeaにおいてカナマイシン耐性遺伝子を持つプラスミ

ドとエレクトロボレーションを利用して、相同組換えを起こすことに成功した(18)。そこで組

換えを利用してENト11のhao (又はamo)に乃刀eIサイトを導入することができれば、組換

え株の染色体をPmelで切断して電気泳動で分離することでhaoのPmelサイトからの距離がわ

かり、 Pmelサイトの距離でhao間の距離を決定することができると考えられる。

b.組換え用プラスミドの作製

まず最初にPUC118の地cHサイトにEcdRI一月tnel-Notl polylinker (5'-GAATTCGAC

AATTCGTTTAAACTCGCGGCCGC-3')を挿入したプラスミドPPM8を作製した。次いでHaol

とHao2プライマーによって増幅した2.2kbのDNA断片を肋I一粒nl切断した1.8kbのフラ

グメントをPPM8にクローニングした。このプラスミドをHmdIII消化し、生じた1.8kb断片

を〃姐II消化したpCRIKlnvitrogen)にライゲ-ションした.このプラスミドをpHPlとした

(円g. 2-7).このプラスミドとは別にamoをターゲットとした組換え用プラスミドも次の様にし

て作製した。 Am03とAm04プライマーを用いたPCRによフて得られた2.3kbのDNA断片を

Hindi消化し、生じた約1.Okbの断片をpPM8のPstlサイトに挿入した.このプラスミドを

月払dm-BamHI消化し、生じたフラグメントをHindlll一点mHI消化したpCRIIにライゲ-シ

ヨンした。これを〆1Ⅹ1とした(円葛. 2-8)。

C.エレクトロボレーションによるプラスミドの導入

対数増殖期の中期のENI-11菌体を冷却遠心機で集菌し、あらかじめ冷やしておいた滅菌水

で洗浄し、再び冷却遠心機で集菌する操作を3回繰り返した。菌体をOD,6。。値で約5.0になるよ

うに再び滅菌水で懸濁し氷上にて保存した。この菌体懸濁液400mlに組換え用プラスミド約5

LLgを入れ十分に混和させて2mm gapのキュベット(FIX)に注入し再び氷上にて保冷した。

Gene Pulse(BTX)を用いて2.4kV,50/iF,720Qの条件でパルスした後、すぐに新しいm培地

100mlに移して、 28℃で24時間振と~ぅしたoその後カナマイシンを終濃度IOpg/mlになるよ

うに添加して、さらに24時間振とう培養した。この培養液を15,000rpm, lOmin, 4℃遠心して

集菌したものを希釈系列を作って、カナマイシンを10ng/mlを含むhn固形培地にスプレッド
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第二章ENI-11株のゲノム解析

した。これを28℃で2週間ほど培養しカナマイシン耐性のコロニ-を取得した。
*r

d.組換え株の解析

pHPl又はpAXlを形質転換して得られた組換え株のPFGE用サンプルプラグを前述の方

法により作製した。これをPmelで消化しPFGEで分離した(Fig. 2-9A)。この結果pHPlの形

質転換株ではPmD断片を441kbと52kbに分割する位置にPmelサイトが導入された組換え株

(NHPl)と、 339kbと154kbに分割する位置にPmelサイトが導入された株(NHP2)の2

種類の組換え株が得られたことが確認できた(Fig. 2-9A)=　これらの組換え株は作製したプラス

ミドの構造からシングルクロスオーバーによるhao遺伝子への組み込みが起こったと考えられ

た。そこで組換え株のPmel消化物に対してpCRIIの一部をプロ-ブとしてサザンハイブリダイ

ゼ-ションを行うことでhaoの向きを決定した(Fig. 2-9B.C)。またAsd、 Xbalでも同様に酵

素処理・電気泳動を行い、変異が起こったhaoを確認した(data not shown)。これらの結果よ

り、 2つのhaoの位置が明らかとなった。ひとつはPmD断片のAsA'側のPmelサイトから52kb

の位置に新たなPmelサイトが挿入されており、組み込まれたベクタこの断片長(2kb)を減じ

てAsA'側の月mdサイトから50kbの位置にマッピングされた。このコピーはAsA'サブフラグ

メント(AsC断片)に存在することから、このhaoはAH57のhaoと同上であり、このことか

ら下流15kbにamoがマッピングされた。

もうひとつのhaoはAsB'サブフラグメント(AsH断片)に存在し、AsA'側の伽eIサイ

トから152kbの位置にマッピングされた(Fig. 2-9C).残りひとつのhaoに組換えが起こった

株は取得することができなかったため、 pAXlを用いてam0に乃刀eIサイトを導入した組換え

株の解析を行った。取得した組換え株(NAPl)はPmD断片を39kbと453kbに分割する位置

にPmelサイトが導入されていたことがわかった(Fig. 2-9A)。このamoの向きはhao組換え株

と同様にサザンハイブリダイゼ-ションによって行った。そして挿入されたベクターの長さ(5kb)

を減じて、AsC'側のPmelから34kbの位置にマッピングされた。またAsd、 Xbalでも同様に

酵素処理・電気泳動を行ったところ、このamoはAsCサブフラグメント仏sB断片)、 XbG'サ

ブフラグメント∝bH断片)に存在するコピーであることが明らかになったため、 AH66のam.

と同一であることがわかった。そしてこのamoの下流23kbに残りひとつのhaoがマッピング

された。
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Fig. 2-9 p日Pl. pAXl組換え株の解析
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Cb)組換えが起こった部分の模式図とプローブの位置

(C)組換え株に付加された新たなPmelサイトの位置と辻伝子の向き
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以上のように、すべてのamoとhaoのマッピングが完了したため、それぞれのコどこをamoi

am02, haou ha02, ha03と名付けて区別することとした　amoxとhaotは23kb、 am02とha02

は15kbという近い距離に位置していたが、残りひとつのhao3fSどちらのamoからも少なくと

も87kb以上離れていることが明らかとなった.さらにcyt遺伝子が存在しないhaoクラスター

はhao!クラスターであることが判明した。また全てのamoとhaoは転写の方向が同一であっ

た(Fig. 2-10)。

2 - 4　　amo-hao近接債域(AH66, AH57)の解析

Nitrosomonassp. ENト11株の染色体約2.8Mbの487kb中(PmD額域)に、.全てのamo

とhaoが集中して存在していた.さらに2コピーのamoとhaoは近接して存在していることが

明らかとなった。この様にアンモニア酸化系の鍵酵素の遺伝子が染色体の一部に集中しているな

らば、他のアンモニア酸化系に関与する遺伝子もこれらの近傍に存在しクラスターを形成してい

る可能性がある.そこでLong PCRによって取得したAH66, AH57 (2-2-2参照)の全塩

基配列を決定して、これらの額域の解析を行った。

2 -4- 1 AH66,AH57の全DNA塩基配列の決定

PCRにより増幅したAH66 DNA断片23kb、 AH57断片15kbの制限酵素地図を作製し、

制限酵素で適当なサイズに断片化させたフラグメントをサブクローニングした.次にこれらの

DNA塩基配列の決定を行った。サンプルの調製にはThermo sequenase kit (APbiotech.)、 DNA

シークエンシングはALFred DNA sequencer (Pharmacia)を用いた。 DNAの解析にはDNASIS

ver. 2.0 (HITACHI software engineering)を、相同性の検索にはWEB上でのFASTA(37)また

はBLASTC2)プログラムを用いた。

2-4-2　AH66(23kb)の解析

AH66はaxnocABx下流からhaoi上流部分にかけての23kbの頚城である.この嶺域には、

nbosomal proteinやRNA polymerase遺伝子などハウスキーピング系の遺伝子が多く且られ

た(Fig. 2-ll).しかし、 amoCABx下流に既知の遺伝子とは相同性の見られない、いくつかのopen

reading frame (ORF)が存在した。このなかの約2.1kbのORFは、多数の重金属輸送系
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第二章ENI-11株のゲノム解析

のたんばく質との相同性が見られた。このORFの予想されるアミノ酸配列の疎水プロットは、

数回膜を貫通する輸送系のたんばく質であることを示唆した.AMOは銅タンパク質であり、銅(II)

イオンの添加によって活性化されることから(8)、このORFはamoの機能と何らかの関係が

あるのかもしれない。サザンハイブリダイゼ-ションの解析では、このORFはシングルコピー

であった(data not shown)。

2-4-3　AH57(15kb)の解析

AH57はhaooクラスターの,t遺伝子下流からamoCAB?上流にかけての15kbの嶺域であ

るoこの嶺域もribosomal protein, t-RNA syntheta苧eなどのハウスキーピング系の遺伝子が

ほとんどであり、ほかに特徴的な遺伝子は存在しなかった(Fig. 2-ll).

第3節　考察

Nl'加somonas sp. ENI-11株は魔水処理施設より単離されたアンモニア酸化細菌である。

16S rRNAによる分類では代表的なアンモニア酸化細菌AT. europaeaと非常に近縁であるが、

増殖速度はENト11株の方が速く菌体収量も多い。また、N. europa朗は運動性を示すが、ENI-ll

株は運動性を持たないなど、若干異なった特性を持つ。

ENト11株はアンモニア酸化系の鍵酵素AMOとHAOをコードするamoとhaoを染色体

上にそれぞれ2コピーと3コピー保持していることがわかっていた。 Nitrosomonas膚の細菌で

は同じくamoが2コピーhaoが3コピー存在しているものがほとんどであるが、 Nitrosospira

属のバクテリアではamoも3コピー存在することが知られている(43)。若干の違いはあるに

せよアンモニア酸化細菌は一般的に多重コピーのアンモニア酸化系の遺伝子を持つ。しかしなが

ら、これまでNitrosomonasの染色体レベルでの解析は行われておらず、知られていたamo, hao

のDNA塩基配列が他のコピーとどのように異なっているかということは不明であった。そこで

ENト11株においてゲノムマップの作製を行い、これらの遺伝子の染色体上における構成を明ら

かにした。

ENト11株の染色体は環状でサイズは約2.8Mbであった。これはバクテリアの中ではやや

小さい部類に入る。アメリカエネルギー省(DOE)のゲノムプロジェクトによればN. ewopaea
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第二章ENI-11株のゲノム解析

の染色体のサイズは2.3Mbであるといわれ(5)、近縁であると考えられているENト11株より

もかなり小さい。また、 IFO14298株もゲノムサイズはおよそ2Mbであると見積もられた(data

not shown)このように近縁の種でありながらも、ゲノムのサイズに違いが見られるというこ

とは、一見奇妙なことのようにも思われるが、バクテリアにおいてはしばしば見られ、特にらん

藻のゲノムでこのような現象がよく見られる様である(33).このゲノムサイズの差が何を意味

するのかは現在のところ不明であるが、 ENト11株には存在してN. europaeaには存在しない遺

伝子があるのかもしれない.そしてこのことが増殖における差をはじめ、両菌株の性質の違いを

もたらす原因と何らかの関係があるのかもしれない。

ENト11株染色体は制限酵素pmelによって4本に切断され、興味深いことにこのうち最小

の487kbの断片(pmD)に全てのamoとhaoが集中していた。この額域の詳細な解析を行い

amo, haoがマッピングされた。このことによりそれぞれのコピーの物理的な位置関係を明らか

にすることができ、区別することが可能となった(Fig. 2-10).また、 amolとhaolは23kb、 am02

とhaopは15kbの比較的近い距離にペアを組んで存在していた。遺伝子の重複が生じる機構と

しては、染色体の複製時に起こる相同性組換えやトランスポゾンあるいはファージによる非相同

的な組み込みが知られている(33)。いずれもその機構から考えて、重複遺伝子の前後に挿入配列

(IS)や反復配列などが見られる場合が多い。また、他のアンモニア酸化系に関与する遺伝子が近

隣に存在する可能性も考えられたため、このamo-hao近接嶺域の全塩基配列の決定を行った.

AH57のamo下流にはいくつかのORFが兄いだされたがその機能は不明であった.これらを除

くとハウスキーピングに関する遺伝子が存在しているだけで、特徴的な遺伝子やDNA塩基配列

は兄いだされなかった。現在のところ、このamoとhaoの局在性に何らかの意味があるかどう

かは不明である.この他にアンモニア酸化系に関与すると考えられる遺伝子は兄いだされなかっ

た。また、遺伝子重複が起こった痕跡と考えられるDNA配列も見あたらなかった.これらにつ

いては、今回解析を行った近接嶺域の内部だけではなく、その外部に存在するという可能性もあ

ると思われる.現在、アメリカのD. J. Arp博士らのグループでNitrosomonas europaeaのゲノム

プロジェクトが進行しており、これによって染色体の全塩基配列が明らかに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　hao遭伝子の機能解析

第三章

Nitrosomonas sp. ENI-11株のヒドロキシルアミン

オキシドレダクタ-ゼ遺伝子の機能解析
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第三章　hao遺伝子の機能解析

序

アンモニア酸化細菌のアンモニア酸化系において中心的な役割を果たすammonia

monooxygenaseとhydroxylamine oxidoreductaseをコードする遺伝子amo, haoは、染

色体上に複数コピー存在する. Nitrosomonas sp. ENト11株にはaimoCABが2コピー、 haoが

3コピー存在する。しかしながら、なぜこの様に複数コピー必要であるかという理由や、これら

複数コピー存在する遺伝子それぞれの機能や調節機構は不明である. amo、 haoそれぞれのコピ

ーの機能が明らかにされていない理由のひとつは、これらの遺伝子のコピー間での区別ができて

おらず、全てのコピーがクローニングされていない事にある。サザンハイブリダイゼ～ションに

よる解析では、ひとつのコピーのDNA配列をプローブとするとamo, haoのどちらにおいても

同程度の強度のシグナルが検出され、一次構造におけるコピー間の類似性が示唆される。しかし

機能面での解析を行うためにはコピー間での相違点を明確にする必要がある。また遺伝子の機能

を調べる一般的な方法として、その遺伝子を欠失あるいは挿入によって不活性化させる遺伝子破

壊実験があり、これらを遂行するためにサブクローニングという段階は欠くことができない.

本章では第1章でのマッピングにより区別した全てのamo、 hao遺伝子をクローニングし、

構造面での相違点を明らかにした。続いてhao遺伝子について遺伝子破壊実験を行い、それぞ

れのhao遺伝子の機能を調べた。
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第三章　hao遺伝子の磯能解析

TABLE 3-1.　Bacterial strains and plasmids used in chapter 3

Strain or plasmid Description source or reference

E. coZi MVl 184

E. coli HBIOl

N. europaea IFO14298

Nitrosomonas sp. ENI-ll

HI

H2

H3

H13

Pl asmids

pHSG396

pCRH

pSTV29

pUC118

pUCl19

pUC4K

pAP29

pHAO3K

pHAO3A

a和^(bc-proAB) rpsL thi (080IacZ AM15) A(srl

recA)306::Tn lO (Tef) F[traD36pmAB> laclq bcZ AM151

supE44 hsdSZQ (rB'mB') recA13 ara-14 proA2

bcH galKl rpsLIQ野/-5 mtl-l leuB6 thi-l

Type stram, plasimdless

Strain isolated触>m activated sludge

ENI-ll derivative, hao,::Kan'

ENI-ll derivative, Aoo2::Kan'

ENI-ll derivative, hao3:Xm'

ENI-ll derivative, /iao,::Kanr, hao,::Ai?

Clo血g v∝tor; Apl

Cloning v∝tor; A〆, Kan'

Cloning vector; Cm'

Cloning vector; Air

Goning vector; Apl

pUC4 containing 1.3-kb Kan'cassette; Ap', Kan'

pSTV29 containing 1.3-kb Af cassette; Crar , A:ド

pHSG396 containing hao, inserted 1.3-kb Kan'cassette

pHSG396 containing ha03 inserted 1.3-kb Ap'cassette

53)

(10)

IFOa

(58)

This study

This study

This study

T血

Invitrogen

Takara

(53)

(5 3)

Pharmacia

This study

This study

Ths study

a IFO, Institute for Feimentadon Osaka
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第三章　h〟漣伝子の機能解析

第1節　Nitrosomonassp. ENI-11株のamo、 hao全コピーのクローニングと比較

1 -1　ENI-11株のamo遺伝子のクローニング

第1章で取得したLong PCR断片AH57 (23kb)とAH66 (15kb)にはそれぞれ異なるコ

ピ-のam0とhaoが両端に存在していた(Fig. 2-ll,-P.35)c　しかしながら、 PCRに用いたプ

ライマーがopen reading frameの途中であったために、完全なORFは含まれていなかった。

そこでAH66の場合はAmo6BとHa06を、 AH57の場合はAmo5BとHa07に変更し(Fig. 2-

7, P.28)、染色体をテンプレートとしてLoI唱PCRを行った。そしてそれぞれのamoABコピー

を個別に取得することができた= PCRの条件は第2章2-2-2と同様に行った.これらそれぞれ

のamoをクローニングし、塩基配列を比較した結果、amoABに関してはamoCABlとamoCAB。

のDNA塩基配列は完全に一致していた(data not shown)。

1-2　ENI-11株のhao遺伝子のクローニング

1-2-1 hao遺伝子上流の取得

3コピーのhaoはそれぞれの上流の異なる額域をターゲットとしたプライマーを作製して、

PCRによって取得することを試みた.それぞれのhao上流は、 inverse PCRを用いて以下のよ

うにして行った。 ENト11染色体をPstlで消化し、 haoのBamHトHindlll消化物0.3kbをプ

ローブとしてサザンハイブリダイゼ-ションを行うと、 9.1,4.0, 2.6kbのシグナルが検出された。

つまりhao上流のPstlサイトはそれぞれ異なった位置に存在する(Fig. 3-1B.C)。そこで再び染

色体をPstIで完全消化しオーバーナイトでセルフライゲ-ションした。これを鋳型として、プ

ライマ-にHAO4 inv. (5'- GGTCGACAAAACAACCTGCGCTCGATGG) HAO5 inv. (5'-

GGTCGACTTCCAGGCTCTTACCCATACC)を用いて(Fig. 3-lA)PCRを行った。反応液をアガ

ロースゲル電気泳動に供したところ、約9kb、 4kb、 2.5kbの増幅DNA断片が取得できた。こ

れらをpSTV29 (Takara)にサブクローニングして、シークエンシングを行った。

3コピーのhaoは開始コドンより上流15bpが全てのコピーで一致しており、ここにSD配

列と考えられる配列が兄いだされた。このうち2つのコピ-に関してはさらに上流145bpが
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A

1.Okb

hao

B  H           P

I I illmiiiiup
-　　　<- ->
BHO.3 probe

HAO4 inv.

HA05 inv.

(kb)

9.1-

4.0 -

2.6

ト　　　　　　9.0kb　　　　　　斗

導■T
H P

ち

旨　　　　3.7kb　　　一　⇒

pI　　半
ト　　2.7kb --一斗

F B H

Fig. 3-1 hao上流配列の取得
(A)BHO.3プローブとHA04 inv., HA05inv. Primerの位置

四)ENI-11染色体ぬtt消化物に対するBHO.3プローブのサザンハイブリダイゼーション
(C) hao上流の構造
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第三章　hao遺伝子の機能解析

完全に保存されていた(Fig. 3-2)。この鋸域にopen reading frame (Oj?F)は兄いだされなかっ

た。そのさらに上流は相同性のほとんど見られない、それぞれ特異的な配列であった.また、そ

れぞれ配列の異なっているhao上流断片をプローブとして、 PFGEにより分離したAscl断片に

対してサザン解析を行うことで、どのhaoの上流域であるかを決定した(data not shown).そ

の結果上流145bpに共通配列を有していたのはhaou ha02であり、共通配列を持たないhao

コピーはゲノム上でも単独で離れて存在していたhao?であった.

1-2-2　hao遺伝子の比較

配列が異なっているhao上流額域に新たにプライマーhaolsp, hao2sp, hao3spを設計し

(Fig. 3-2)、 PCRによってそれぞれのhaoのORFを含むDNA断片を取得した. PCRによって

取得したそれぞれのコピーのhaoをサブクローニングし、シークエンシングを行った。これら

のDNA塩基配列を比赦したところ3つのコピーのhaoは、互いに1713bpのうちわずかに1塩

基または2塩基が真なるのみであった(Fig. 3-3). hao?と比較してhaojのDNA塩基配列は、 T

521C (V174A)、 haoqはT290C (V97A)、 G445A (E149K)と異なっていた(カッコ内はアミ

ノ酸)。しかし、全体的に見てhaoの一次構造はほとんど同じであり、機能面においてもそれほ

ど大きな違いはないと思われる。 haolt hao2, ha03のDNA塩基配列はDDBJ, EMBL, NCBIの

データベースに登録した.それぞれのAccessionナンバーはAB030385, AB030386, AB030387

である。

第2節　ENト11株のヒドロキシルアミンオキシドレダクタ-ゼ遺伝子の破壊実験

2- 1　hao遺伝子破壊株の作製

2-1-1組換え用プラスミドの構築

haoの遺伝子破壊は、相同組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(18),

組換えのためのプラスミドは以下の様にして作製した.まずプライマーHa01とHa02を用いて

hao?を増幅した。プライマーに設計したXbaLサイトを利用してpHSG396のXbalサイトにPCR

産物をクローニングした。これをpHA03とした.また、 pUC4Kを丹tIサイトで切断し、
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→.Tn亡　X
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HpKm (Ap)pE

〔=コ
pUC1 18K (pAP29)

Hindm-EcoW

pHAO3K (pHAO3A)

Fig. 3-4hao組換え用プラスミドの作成
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Fig. 3-5 hao破壊株の作製
(A) double cross overによる紅換えの模式園

田) hao破壊株染色体のサザン解析
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第三章　hao遺伝子の機能解析

カナマイシン耐性遺伝子カセットを取り出し、これをpUC118のPstlサイトに連結した
E5

pUC118Kを構築した。 pHA03をMndll工、.EcoRIで部分消化し、 hao*内部のHindlll-EcdRl

0.3kb部分を切除し、さらにpUC118KよりHindlllとEcdRIで取り出したHindlll-EcdRIカ

ナマイシンカセット断片を、 pHA03の切除箇所に連結した。以上の操作によりhao?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PHA03Kを構築した(Fig. 3-4)。また、これ

とは別にアンピシリン耐性遺伝子をマーカー遺伝子とした組換えプラスミドも以下のように作製

した。 pBluescript KS(+)を鋳型としてプライマーAPlとAP2を用いてPCRを行い、アンピシ

リン耐性遺伝子を増幅した.このPCR産物をpSTV29のHindiサイトにクローニングし、こ

れをpAP29とした。 pHA03をHindlll, EcoRlで部分消化し、 haot遺伝子内部のHindlll-EcoRI

0.3kb部分を切除し、さらにpAP29よりHindniとEcdRIで取り出したHindllトEcoWアンピ

シリン耐性遺伝子を、 pHA03の切除箇所に連結した。以上の操作によってhao?の内部にアン

ピシリン耐性遺伝子が置換されたプラスミドpHA03Aを構築した(Fig. 3-4)=

2 - 1 - 2　Nitrosomonassp. ENI-11株の形質転換

pHA03KとpHA03AによるENト11株の形質転換は、第2章2-2-4cと同様の方法

で行った。

2-1-3　形質転換株の解析

ENト11株にpHAO3Kを形質転換しMA培地プレートにスプレッドした後、 2週間ほどで

カナマイシン耐性株が得られた。これらの耐性株が目的のhao遺伝子変異株であるかを確認し

た。まず耐性株の染色体を取得しカナマイシンカセットをプローブとしたサザン解析により、 hao

遺伝子にカナマイシンカセットが挿入されていることを確認した(data not shown),次に変異

が起こったhaoを以下の方法によって確認した。破壊株の染色体をPstlで切断後、電気泳動を

行った。 3コピーのhaoは遺伝子内の同じ位置にPstlサイトを持つが、上流に存在するPstlサ

イトの位置はそれぞれ異なる(Fig. 3-1C),そこで組換えの際に欠失させたhao遺伝子内部の

HtedllトEcoE1 0.3kb部分をプローブとしてサザンハイブリダイゼ-ションを行うことで、組換

えが起こったhao遺伝子を決定できると考えた。この方法により各hao遺伝子の変異株を区別

できた(Fig. 3-5)ふ　これらの結果より、 2回組み替えを起こした変異株が3種類取得できた
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第三章　hao漣伝子の嶺能解析

ことが確認できた。この様にそれぞれのhaoを破壊した変異株を取得することができた事から、

どのコピーのhaoも増殖に必須ではないということが明らかとなった.これらの変異株を、変

異したhao遺伝子に対応してそれぞれHl、 H2、 H3と名付けた。

2-2　haoの機能解析

2 - 2 - 1hao遺伝子変異株の増殖比較

それぞれのhaoコピーの機能を調べるために、 hao破壊株Hl、 H2、 H3と野性株の培養を

行い増殖における表現型の違いを調べた。培養は2 L卓上型ジャーファーメンター(丸菱バイオ

エンジニアリング)に1.00のMA培地を入れ、 27℃, 350rpm,通気は1.0 Air SL/minで培養

した。サンプリングは経時的に行い、菌体濃度(OD6。0億) ・亜硝酸濃度の測定を行った。

培養実験の結果、全てのhao破壊株は野生株と比べて低い増殖率を示した。その増殖率は、

3つの変異株でほとんど同じであった(Fig. 3-6).つまり最大の増殖速度を得るためには3つの

haoが必要であるということと、どのhaoも機能しているということが明らかとなった.また、

どのhaoを破壊しても増殖速度の減少量は大きく違わないことから、それぞれのhaoの発現量

も同じ位のレベルであることが予想された。

2-'2-2　破壊株のHAO活性測定

次に破壊株のHAO活性を測定し比較した. HAO活性の測定は次のような方法で行った。

採取した培養液を0.2MmのMIXED CELLULOSE ESTERフィルター(Toyo Roshi Kaisha,

Ltd.)を用いて吸引渚過器によって集薗した　20mMのリン酸緩衝液(PH7.8)で菌体を3回洗浄

した後、 OD,6。0で約0.05になるように懸濁した。この懸濁液100〟 8と2g/fiの塩酸ヒドロキ

シルアミンを100n13、さらにリン酸緩衝液で全量を500Mlとし、 30℃で10分間静置して生

成した亜硝酸量を測定した。亜硝酸の測定は比色測走法(第二章1-2)により行った。 HAO活

性は単位時間にヒドロキシルアミンから生成する亜硝酸の量を菌体濃度で割ったものをIunit

として定義した。

菌体あたりのHAO活性は、対数増殖期に入るにつれて上昇した。そして静止期にはいると

低下した。このパターンは野性株、変異株ともに同じであった. HAO活性が最大となる対数増

殖期後期においてHAO活性を比較すると、破壊株のfnO活性は野性株よりも低下していた
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Fig. 3-6 Growth of the wild-type ENI-1 1 and mutant strains

Table 3-2 Growth rates and HAO activides in the wild-type ENI-1 1 and mutant strains

Strain
HAO specific activity Growth rate

(nmol/ml/min/OD600) (%)　　　(I/day)

191 ± 12　(100)

170 ± 32　(89)

110　± 13　(65)

146　± ll

70,7 ±　9.2　(37)

1.61 ± 0.067

1.1 1±0.24

1.20 ± 0.091

1.13士0.062

1.1 1±0.13
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第三章　hao遺伝子の機能解析

(Table 3-2)。破壊株同士の活性を比較するとhaoiの破壊株であるHlとhao.の破壊株である

H3の活性は大きく違わなかったが、 haopの破壊株であるH2の活性はいずれよりも40ユニッ

ト以上低い値を示した。従って、 ha02によるHAO活性全体への影響がもっとも大きいというこ

とがこの事から考えられる。

2-2-3　hao遺伝子の2重破壊株の構築

単独のhao遺伝子の機能をさらに詳しく解析するために、 3つのhao遺伝子の2つが破壊

された2重変異株の取得を試みた。 pHAO3Kのカナマイシン耐性遺伝子をアンピシリン耐性遺

伝子に置換したPHA03AをHI, H2, H3に形質転換した.これをカナマイシンとアンピシリン

を加えたMA固形培地で選択したところ、約2週後Hlに形質転換したもののみにコロニーが形

成された。この耐性株を前述の方法(2-3)により解析したところ、取得した変異株はhaox遺

伝子とhaoa遺伝子の2重変異株であることが確認できた。この株をH13と名付けた。つまり、

ENI-11株はha02のみでの生育が可能であることが明らかとなった。他のhao二重破壊株は取

得することができなかった。

H13株の増殖速度を調べたところ、野性株のそれよりは劣るものの他の破壊株と同程度で

あった(Fig. 3-6).しかしながら、対数増殖期後期のmO活性は他の破壊株よりも大幅に減

少しており、野性株の40%程度であったぐTable 3-2).

第3節　考察

本章ではマルチコピー存在するamo、 hao遺伝子の機能を調べるために、それぞれのコピ

ーのクローニングをまず行った。 2つのamoと3つのhaoをそれぞれ区別してクローニングし、

その上流部分を含む塩基配列を決定し、第2章で作製した染色体物理地図上のamolj2とhaoh2,3

に-致させた。コピー間でのDNA塩基配列を比較すると、 am-1,2は完全に同一でありhaoも

互いにわずか1塩基か2塩基が異なるのみであった。これらはアミノ酸を変化させる非同義置換

であったが、 HAOの活性中心部位であるとされる8つのHeme binding motif (C-X-X-C-H)

(41)内には存在せず、またhaot (174Val-Ala), hao3 (97Val-Ala)の置換は両アミノ酸の
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第三章　hao遺伝子の機能解析

性質が類似しているため、 mOの機能に関してさほど大きな変化はないのではないかと考えら

れる。ただ、 hao3 (E149K)のアミノ酸置換はグルタミン酸からリシンへの変換であり、電化が

逆に変化することから部分的に何らかの影響を及ぼしている可能性がある。しかしいずれにせよ

全体的に見てHAOの一次構造は極めて高く保存されており、このアミノ酸置換がHAOの立体

構造に大きく影響を及ぼすような点変異でない限り、機能的に大きな差は生じないと考えられる。

N. europaeaにおいてはhaoの相違は3つのコピーでわずかに1bpのみであり(20)、機能面

に差が生じる可能性はさらに低いと考えられる。

各コピーのhao遺伝子の機能を調べるた糾こ、それぞれのコピーを破壊した株の作製を試

みた結果haoi, ha.02, hao3それぞれのコピーを破壊した株を取得することができた。これらの

破壊株の表現型を調べることで、それぞれのコピーの機能が明らかになることが期待された。

HAO活性を調べてみると、全ての破壊株のHAO活性は野性株よりも低く、このことから全て

のhaoが機能しているという事がわかった。破壊株の中ではhao2破壊株の活性がもっとも低く

なっており、このことからha02の発現量がもっとも多いと考えられる。しかし、他のhao破壊

株とほとんど増殖速度は変わらず、さらにhaojとhao?の二重破壊株においてはmo活性が著

しく低下したにもかかわらず、増殖速度はすべての破壊株と同程度であった(Fig. 3-6).つまり

ひとつ以上のhao破壊株においてhaoのコピー数(あるいはmO活性)と菌体の増殖速度と

の直接的な関係は成り立たなかったといえる。

アンモニア酸化系は複合的な酵素の作用によって成り立っており、 AMOによるアンモニア

の酸化はHAOによるヒドロキシルアミンの酸化によって生じた電子を利用して行われる　HAO

にとって基質となるヒドロキシルアミンは、 AMOによるアンモニアの酸化によって供給される

(Fig.ト2,-P.5).つまりアンモニア酸化活性はAMO、 HAOの活性のみに左右されるのではな

く、これらを含む酵素群の協調的な作用によって活性が変化すると予想される。このように考え

ると、おそらくこれらの破壊株においてもhaoの破壊によってHAO活性には変化が生じている

が、全体的なアンモニア酸化活性(エネルギー供給量)はAMOや他の酵素によって規定されて

いるために破壊株の増殖速度に差が生じなかったのではないかと考えられる。

HommesらはN. europaeaにおいて同様にhaoの破壊株を作製したが、その変異株は増殖

速度・最終到達菌体濃度ともに野性株と差が生じず、さらにAMO活性とHAO活性にも影響は

なかったとして、-これは失われたhaoコピーによるHAOタンパクの合成を他のコピーが補った

52



第三章　hao遺伝子の機能解析

結果であると論じている(18),これは増殖　HAO活性ともに野性株と破壊株の差が見られた

本実験の結果と矛盾するところである。彼らの論文では実験方法が詳細に記載されていなかった

ので、比較することはできないが、本実験においても坂口フラスコを用いた系で培養を行い変化

を調べると、野性株と変異株の増殖速度の差はほとんど生じなかった(data not shown).しか

し、ジャーファーメンターを用いた場合では明らかな違いを示した(Fig. 3-6)。これは、培養系

を一定に保つという点において違いが生じたためではないかと考えている。また、 N. europa朗

とENト11株は近藤ではあるものの、増殖速度やゲノムのサイズなどを始め、いくつかの異なる

特性をもつ。これらの相違点と同じようにhao破壊株の性質がN. europaeaとENト11株では

異なっていたのかもしれない。しかし、エネルギー代謝の中枢であるアンモニア酸化系のシステ

ムが、近縁の株同士で異なっているという事は考えにくいため、実験操作の違いによって生じた

相違点である可能性が高いと思われる。

haoi, ha02, ha03のいずれを破壊しても菌体の生育は可能であり、 haolとhao-tの2重破壊

も可能であった.つまりどのhaoも生育において必須ではなく、最大の増殖速度を得るた糾こ

は3コピーのhaoが必要であるが、 2コピーのhaoまたはhao21コピ-のみでの生育も可能で

あった.それではなぜENト11株は、 3コピーのhaoを保持しているのだろうか。ひとつの可

能性として、 3つの機能は同じであるが、発現時期や発現が誘導される条件がそれぞれのコピー

で異なっているということが考えられる。 hao上流のDNA塩基配列を比鼓すると、開始コドン

より上流15bpは3コピー全てにおいて同じであり、 haojとhaou2はさらに145bpの共通配列

を有していた。ところがha03のこの嶺域には、これらの配列とほとんど相同性は見られなかっ

た。これらのことはそれぞれのhaoが転写レベルにおいて異なる制御を受けていることを示唆

するものである。そこで、次章で3つのhaoの発現調節を転写レベルで調べた。
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第四章

Nitrosomonas sp. ENト11・株のヒドロキシルアミン

オキシドレダクタ-ゼ遺伝子の転写制御機構の解析
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序

Nitrosomonas sp. ENト11株にはヒドロキシルアミンオキシドレダクタ-ゼをコードする

遺伝子haoが3コピー存在する。これまでの解析により、これらの全ては機能しており、それ

ぞれのDNA塩基配列はわずかに-塩基または二塩基のみしか違わないことが明らかとなった。

haoの開始コドンより上流の配列は、 haoi、 haopでは160bpが完全に同じであったが、 hao->の

同じ債域ではほとんど相同性は見られなかった。つまり少なくとも.haosは、他のコピーと異な

る転写制御のもとに発現が調節されていると考えられる。 haoの転写はN. europaeaの休止菌

体にアンモニアを添加することで誘導されるという事が報告されているが(42)、どのコピーの

haoが転写されているかは不明であり、転写段階においてもそれぞれのコピーの役割は不明であ

る。またNitrosomonasにおいて、転写機構が解析された遺伝子は、これまでにわずかに数例

しか報告されておらず、そのプロモーターの構造や機能まで知られているものは殆どない。

アンモニア酸化系を理解するうえで、 haoの発現メカニズムを知ることは非常に重要であり、

また、 haoコピーの役割を調べるという点においても、転写レベルでの解析を行うことで何らか

の知見が得られると思われる.そこでこの章では、 Nitrosomonas sp. ENト11株のHAO遺伝

子について転写解析を行い、 3つのコピーの転写レベルでの違いと、応答メカニズムを調べるこ

ととした。そしてそれぞれのコピーの働きを探ることで、 haoが3コピー存在することの意味を

考察することとした.
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TABLE 4-1. Bacterial strains and plasmids used in chapter 4

Strain or plasmid Description Source or reference

E. coli MVl184

E. coli HBIOl

Nitroso.〝wnas sp. ENI-1 1

Pl asmids

pKLUX

PQF50

pUCl 18

pUCl19

pKZ27

pKZH l -2.0K

pKZHl-0-8K

pKZHト398

pKZHl-3 16

pKZH I ACR

pKZH2- 1.2k

pKZH2-428

pKZH2-205

pKZH2ACR

pKZHCR

pKZH3-1.Ok

pKZH3-3 89

pKZH3-3 05

pKZH3-205

pKZH3-7 3

am A(lac-proAB) rpsL thi (eZQLacZ AM15) A(srl

recA)306:-JnW (JetりF[traU56 pm<AB> laclq lacZ AM15】

S呼」44 hsdSZQ (rB-mB-) recA ¥3 ara-U proA2

lacYl galKl rpsL20呼/-5 mtl-l leuB6 thi-l

Strain isolated丘om activated sludge

Broad-host-range transcriptional血sion vector; Km', luxAB

Cloning vector; Atf, Kan'

Cloning vector; Ajf

Cloning vector; Atf

(24)

Invitrogen

(58)

(58)

Broad-host-range transcriptional fusion vector; Kmr,血cZ This study

pKZ27 containing 2.0-kb Kpnl的gment of upstream region of hao,　　　This study

pKZ27 containing 0.8-kb S甜1-Kpnl fragm孤t of upstream region of hao,　This study

pKZ27 containing 398-bp upstream region of hao,　　　　　　　　　　This study

pKZ27 contai血g 316-bp upstream region of hao,　　　　　　　　　　This study

pKZHl -398 deleted conserved sequence of hao, and hao2　　　　　　　　This study

pKZ27 containing 1.2-kb Kpnl fragment of upstream region of hao2　　　　This study

pKZ27 containing 428-bp upstream region of hao2　　　　　　　　　　　This study

pKZ27 containing 205-bp upstream region of hao2　　　　　　　　　　　This study

pKZH2-428 deleted conserved sequence of hao, and hao2　　　　　　　　　us study

pKZ27 containing conserved sequence of hao, and hao2　　　　　　　　　This study

pKZ27 containing 1.0-kb PsA-Kpnl丘:agment of upstream region of hao3　　This study

pKZ27 containing 305-bp upstream region of hao.

pKZ27 containing 305-bp upstream region of hao3

pKZ27 containing 205-bp upstream region of hao3

pKZ27 containing 73-bp upstream region of hao2

This study

This study

This study

This study

IFO, Institute for Fermentation Osaka.
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第1節　hao遺伝子のノーザンハイブリダイゼ-ション解析

1 - 1 haot, ha02, hao3遺伝子近辺の構造

3章1-2-1においてhao上流の断片をクローニングし、開始コドンより数百bp上流のDNA

塩基配列を比較した(第三章Fig. 3-1)。遺伝子の転写単位を調べるうえで、近隣の遺伝子構造

を知ることは、非常に有用な情報となりうる.そこで、各hao遺伝子の上流についてFASTA,

BLAST等のデータベース検索システムを用いて、詳細な相同性検索を行った.必要であればさ

らに上流域のクロー土ングも行った。

haoiの上流には160bpのha02との相同配列が存在し、さらに上流60bp上流にはRNAポ

リメラーゼのβ'サブユニットをコードするrpoCが存在した(Fig. 4-1).そのさらに上流には同

じくRNAポリメラーゼのβサブユニットをコードするrpoBが存在した　hao。の上流にはhaox

との相同配列が存在し、さらに上流約50bpには320bpのopen reading frame (ORF)が存在し

たが、このORFはデータベースに登録されている遺伝子と相同性をほとんど示さなかった。haol>2

の160bpの共通配列には18bp以上のORFは存在せず、特に相同性のあるDNA配列も兄いだ

されなかった.しかし、この共通配列の中央部あたりに、結合自由エネルギー値が約-

25.7kcal/molのステム&ループ構造の存在が示唆された.また、この近傍に10塩基の

palindrome配列が存在した. hao?の上流には15bpの相同配列があり、そのわずか15bp上流

にはribosomal protein S20をコードすると思われるORFが存在した(Fig. 4-1)。この億域に

プロモーターまたは夕-ミネ一夕一様配列は兄いだされなかった(第三章Fig. 3-1)。

1-2　ノーザンハイプリグイゼ-ション解析

1-2-1　TotalRNAの調製

haoの近辺には数々の遺伝子が存在していた。そこでhaoの転写単位や発現量を調べるた

めに、ノーザンハイブリダイゼ-ションを行った　RNAの調製はISOGEN (ニッポンジーン)

を用いて、実験操作は以下の点を除いて基本的に添付のマニュアルのプロトコールに従った.対

数増殖期中期のENト11菌体培養液200mlを15,000rpm、 4℃で遠心分離して菌体を沈殿させ

た後、上清を完全に除いて直ちにISOGEN lmlを加え、ボルテックスで完全に腰濁して氷上に
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CR hart orfl cycA

CR hao2　　　orfl cycA cyt

rpIS hao3　　　orfl cycA cyt

Function (de scription)

RNA polymerase β'subunit

conserved sequences of upstream of haoj and hao2

Cytochrome c-554

putative cytochrome protein

acetyl CoA synthetase

nbosomal protein S20

Fig. 4-1 haoj, ha02, hao3周辺の遺伝子構造
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5分放置した。その後、 50℃で30分間インキュベ-トした。以降の操作は添付のマニュアルに

従いtotalmRNAを取得した.

1-2-2　RNA電気泳動

取得したmRNA量をOD26。の値によって算出し、 1.0帽/plになるように調製した　RNAサ

ンプルの変性及び電気泳動は、ホルムアミド法により行った.すなわちRNA溶液5plにIOplの

ホルムアミド、 3.軸1ホルマリン、 2.0|xl 5xMOPSbuffer (0.1MMOPS [pH 7.0], 40mM sodium

acetate, 5mM EDTA)を加え、 65℃で10分間インキュベ-トした. IxMOPSバッファ-にホ

ルマリンを2.2Mになるように加え、これを0.9%アガロースで固化したO　このゲルに、 RNAサ

ンプルにゲルローディングバ少ファーを加えたものをアプライし、 Ix MOPSバッファー中で

4V/cmで3時間泳動した.

1-2-3　haoのノーザンハイプリグイゼ-ション

電気泳動後のゲルを、 RNase freeのイオン交換水で30分×3回振とうし、脱塩を行った。

このゲルから、 RNAを高速核酸転写装置(日本エイド-)により、ナイロンメンブレン(PALL)

にトランスファーし固定した.これに対しHHEプローブ(3章2-ト3)を用いて65℃,overnight

でハイプリダイゼ-ションを行った。プローブの作製には、 Gene Images random prime

labeling module (Amersham)を用いた。検出はGene Images CDP-Star detection module

(Amersham)を使用した。

ノーザンハイプリダイゼ-ションの結果、約2.Okbの位置に1本のバンドが確認できた(Fig.

4-2)。 haoのcoding regionは1713bpなので、周辺に構造遺伝子のないhaou ha02について

はおそらくmonocistron性のmRNAとして転写されていると考えられる。 hao?については上

流30bpに264bpのmsTと考えられるORFが存在し、そのサイズを考えると、 polycistronic

に転写されているとも考えられる。しかし、これを確かめるにはhao?のmRNAの5'領域を決

める必要があり、ノーザン解析のみでは結論づけることはできない.検出された2.Okbのシグナ

ルは、各haoコピーの相同性を考えると、 3つのmRNAが同時に検出されたものだと考えられ、

これらをコピー別に区別することはできなかった。
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矢印はhaoの転写物を示す.レーンの左側にマーカーの位置を示した.
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第四章　haoの転写解析

第2節　　レポータープラスミドを用いたhaoの転写融合解析

2- 1転写融合プラスミドを用いたhaoの転写レベルの解析

2-1-1　プロモータ-レポーターベクターの作製

haoの転写レベルを個別に解析するためには、ノーザンハイプリダイゼ-ションでは不可能

であったため、 haoとレポーター遺伝子を転写融合させて、レポーター遺伝子の活性によって転

写レベルを調べることとした。これまで、 Nitrosomonasで安定して利用可能なプロモーターレ

ポーターベクターがなかったために、まずこれを作製することとした.広宿主域ベクターである

PKT240をベースとして、大腸菌の5S rRNA rho-independent terminator Trrnとカナマイシ

ン耐性遺伝子を持ち、 IuxABをレポーター遺伝子としたレポーターベクターPKLUX27 (24)

を栗田工業株式会社の飯泉氏より分与していただき、このプラスミドのIuxABをPQF50のIacZ

と置換した。これをpKZ27とした(Fig.4-3).

2- 1 -2　hao-lacZ転写融合プラスミドの作製

pKZ27のIacZの上流に、 haolt hao2, ha03のKpriLサイトからそれぞれ上流0.8kb, 1.2kb,

1.0kbのDNA断片を挿入したプラスミドpKZHl-0.8, pKZH2-1.2, pKZH3-1.0を作製した(Fig.

4-4)。これらのプラスミドを、第2章2-2-4と同じ方法でENト11株に形質転換した。これら

の形質転換株をそれぞれHZl, HZ2, HZ3とした。コントロールとしてベクタ-のみを形質転換

したものも作製した.

2 - 1 - 3　β-Galactosidase活性の測定

形質転換株を培養し、定常期の菌体を用いてβ-Galactosidase活性の測定を行った。方法は

Millerの方法(31)に従った。 ENI-11の培養液を3章2-2-2阜同様にフィルターにより集菌し、

OD,600が約0・1になるように20mM phosphate buffer (pH7.8)に懸濁したOこの菌体懸濁液400^1

に、 400^1のZ buffer (19g Na2HPO4-12H20, 6.2g NaH2PO4・2H20, 0.75g KCl, 0.246g

MgSO4- 7H20, 2.7ml β-mercaptoethanol, per lOOOml H20 [pH 7.0] )と20nlのクロロホルム、

IO^ilの10%SDSを加え、ボルテックスで3 0秒間混合した。これを28℃で5分間イ
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Fig. 4-3 Construction of promoter-reporter-vector pKZ27
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第四章　haoの転写解析

ンキュペ-ションした後、あらかじめ28℃に保温しておいた4mg/mlのONPG(0-nitrophenyl

β-D-galactopyranoside)を160|xl加えて反応をスタートした。十分黄色を帯びてきた時点で

400|ilの1MNa2C03を加えて十分混合し反応を停止した.同時に反応時間を記録した。反応液

を5分間遠心し、上清のOD.
'420とOD55。>ODe。。を測定して、下式に従ってβ-Galactosidase活

性を算出した。

units of p - gal activity =
1000 × (OD420 - 1.75 × OD550)

1.25×txvxODeoo

t: time [min], v: cell suspension [ul】

hao「蝣IacZ転写融合プラスミドを形質転換した株は明らかなβ-Galactosidase活性を示し、また

コントロールの株では、バックグラウンドはほとんど生じず、 PKZ27がENI-11株のプロモー

ター解析に有効なレポーターベクターであることが確認できた.

2-1-4　hao転写レベルの比較

3つのhaoの転写レベルを比較するために、 3種のレポーター株を培養しβ-Galactosidase

活性の測定を行った。転写時期の検討も行うた馴こ、培養はジャーファーメンターで行い、経時

的にサンプリングして測定を行った。培養にはカナマイシンを50サil/mlになるように加えたm

培地(PH8.0)を用いて、坂口フラスコで前培養した培養液5%を種菌して培養を開始した。

レポーター株のβ-Gal活性は、菌体の増殖とともに増加し続け、対数増殖期が終わる時点で

β-Gal活性は最大となった.増殖が定常期にはいるとβ-Gal活性は一定であった(Fig. 4-5)。こ

の傾向は3つのレポーター株全てに共通してみられた. β-Gal活性が最大となる対数期後期の

HZl. HZ2. HZ3全てのβ-Gal活性は、それぞれ965土52、 1448±73、 2017±113 [millerunits]

であった.この結果からレポーター遺伝子の活性でみた場合、通常の培養条件においてhaoの

転写活性は三者で異なっており、 hao?が最も強く、次いでhao。が強く、そしてhao:が最も弱

いということがわかった。

2-2　haoプロモーター嶺域の特定

haoのプロモータ一億域を調べるために、 2-1-2で述べた方法と同様にpKZ27にhao上流

の様々な長さの断片を挿入したプラスミドを作製-Gal活性の値はおよそ800unitでHZlとはと
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Fig. 4-6 haoのプロモータ一飯域の解析
左の棒線はプラスミドに挿入した断片の頚城を示す.グラフのβ-Galactosidase活性値は

少なくとも3回以上の独立した実験による平均値と標準偏差を示した.
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第四章　haoの転写解析

んど同じであったが・約300bpから上流を欠失させたHZK-398)とHZK-316)では、 β-Gal活

性がおよそ1300unitに上昇した(Fig. 4-6).つまりhaolの上流400-550bpには負の制御に関

係するDNA配列が存在すると考えられた。

hao。については、上流428bp, 205bpより下流のDNA断片とIacZを融合させたHZ2C-428)

とHZ2C-205)においてβ-Gal活性を調べたが、上流部分を欠失させることによってhaoiの様に

活性が増加するような現象は見られなかった。 hsLOxとhao。に存在した共通配列を除くとβ-Gal

活性はほとんど見られなくなった。このことから、 hao!と云a02のプロモータ一億域は共通配列

内に存在し、さらに上流の配列によってその差は生じていると考えられる.

haoqの上流305bpより上流部分を除いたHZ3(-305)では、 HZ3と比べてβ-Gal活性が

500unit {蝣まど低下した　haoiのわずか30bp上流にはribosomal proteinをコードするrpsTが

存在しているが(Fig. 4-1, 4-6)、予想される印STのプロモーター配列は-305bpよりもさらに上

流の-316-345bpに存在する. HZ3のレポータープラスミドに挿入された約1.OkbのDNA

断片にはこの嶺域も含まれ、またhaoqのプロモーターは開始コドンより上流54bpと考えられ

ているため(20)、おそらくhaoqはrpsTとhao?の両方のプロモー・夕-によって転写されると

考えられる.そうすると、 -305bpより上流を除いたプラスミドを持つ株がHZ3よりも低いβ-Gal

活性を示したのは、おそらくrpsTのプロモーターが欠落したためであると考えられる。

第3節　haoプロモーターの応答解析

3- 1　レポーター株の培養と転写活性の比較

これまでの結果から、通常の培養条件におけるhaoi, ha02, ha03の転写活性は、三者とも異

なっているということが判明した.しかし、通常の培養条件とは、あくまで実験室レベルの特殊

な状態であり、 Nitrosomonasの自然界における生育環境は非常に多様なものである。そして、

そういった生育条件ではそれぞれのコピーのhaoは、異なる役割を果たしているのではないか

と考えられる。そこでそれぞれのレポ-夕-株を様々な条件で培養し、転写レベルの変化を解析

することで3つのhaoの役割を調べることとした.変化を見る要素としては、 Nitrosomonas

の増殖にとって重要な因子であると考えられる、ヒドロキシルアミン濃度・亜硝酸濃度・酸素濃
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第四章　haoの転写解析

度について、さらに菌体の状態による転写活性の変化も調べるため、菌体の保存期間についての

検討も行った。

3-2　ヒドロキシルアミン濃度・亜硝酸濃度・酸素濃度によるhao転写活性の変化

前培養は通常のMA培地100mlで坂口フラスコを用いて行い、 3日間培養した。これを冷

却遠心機で集菌し、滅菌水で3回洗浄した後、菌体のOD,600が0.01になるように目的の培地に

椿菌した。培地は以下のように調製した.ヒドロキシルアミン濃度による影響を調べる場合は、

0-0.5m叫の塩酸ヒドロキキルアミン(関東化学)を加えたhn培地を作製し、亜硝酸濃度に

関してはMA培地に0-5mMの亜硝酸ナトリウムを加えたものを使用した。酸素濃度変化は培

養を嫌気で行うか好気で行うかで比較した。好気培養は通常の坂口フラスコを用いた培養を行い、

嫌気培養には50mlキャップ付きバイアル瓶にMA培地を満たし、窒素ガスで置換したものを用

いた。これらの培地にレポーター株を植菌し、 28℃で36時間培養後にβ-Gal活性を測定した.

β-Gal活性測定の結果をFig. 4-7Aに示す。レポーター株を好気で培養したものは、嫌気的

に培養したものと比べて、 β-Gal活性の全体的な増加がみられ、 5mMの亜硝酸を培地に加えた

場合は、全体的にβ-Gal活性が減少していた。つまり通気によってhaoの転写が若干活性化され、

亜硝酸濃度が5mM以上になるとhaoの転写は弱まることがわかった。しかし、全ての場合にお

いてそれぞれのコピーの転写量が特異的に大きく変わるということはなく、 3つの転写量はほぼ

同調して変化した。

3 1 3　菌体の保存状態によるhao転写活性の変化

Arpらはアンモニアの添加によって、増殖休止状態にあるN. europaeaのhaoの転写が活

性化されることを報告している(42).そこでこの転写の活性化がどのコピーによって引き起こ

されているかを調べた。方法はArpらの方法に従って、前培養時のhaoのmRNAによるバック

グラウンドを下げるために、レポーター株の前培養菌体を冷却遠心分離機で集菌後3回滅菌水で

洗浄し、アンモニアを入れないMA培地(N-)中にて4℃で3日間保存した。そしてこのレポータ

ー株菌体を、新鮮なMA培地にOD,6。0が0.1になるように植菌した.これを28℃で6時間培養
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し、 β-Gal活性を測定した。その結果、 HZl. HZ2ではβ-Gal活性の変化はほとんど見られなか

ったが、 HZ2に関しては4℃で3日間保存したレポ一夕-株のβ-Gal活性の上昇が見られた(Fig.

4-7B).コントロ-ルとして前培養直後のレポーター株を用いたが、 β-Gal活性の上昇は認めら

れなかった。つまり菌体の増殖が休止した後、増殖を再開する時にはhaor.の転写の活性化が最

も早く起こるということが示唆された.

第4節　　考察

haoの上流頚城の配列は3コピーで同じではなく、各hao破壊株のfiAO活性もそれぞれ異

なっている。これらのことは、それぞれのコピーの転写レベルでの違いを示唆するものであると

考え、本章ではhaoの転写解析を行った。解析を行うにあたり、まず最初にそれぞれのhaoの

転写量の違いを知ることと、その検出方法の確立が望まれた。 haoのノーザンハイプリダイゼー

ション解析では、転写長の区別のつかない一本のバンドが検出され、 hao全体の転写量を知るこ

とはできたが、 3つの転写物(量)を区別することはできなかった.これまでの研究でhaoの

プロモータ一億域は全てクローニングされており、形質転換法も確立していた。そこでレポータ

ー遺伝子を用いた転写解析を試みた　N.europaeaにおいて、 IuxABをレポ-タ-遺伝子とした

pKLUXプロモーターレポーターベクターが作製されていた(24).しかし、 IuxABにより発現

したルシフェラーゼの活性測定には、フラビンモノヌクレオチド(FMN)を還元するための

NAD(P)Hが必要である。 Nitrosomonasは還元型基質の酸化に伴いNAD(P)+を還元することは

できず、 ATPを消費して逆行電子伝達系を駆動してNAD(P)4の還元を行う(46).このことは

Nitrosomonasのエネルギー効率の悪さのひとつの原因であり、増殖時に多量のATPを必要と

する時にはルシフェラーゼ活性の測定は、安定したデータを得ることが困難であるとされていた。

この間題のために、 pKLUXを改変して一般的に用いられるIacZをレポーター遺伝子とした

pKZ27を構築した。 IacZによって生産されるβ-Galactosidaseは、 ENI-11菌体内において安

定であり、比較的再現性よくデータを取ることができた.このプラスミドはENト11菌体で複製

可能であり、バックグラウンドも低く、解析に非常に有効であった。

このpKZ27を用いて、 haou ha02, ha03のプロモーターを十分に含むと思われるDNA頚城
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第四章　haoの転写解析

を挿入したレポータープラスミドを作製し、これを形質転換したレポーター株HZl, HZ2, HZ3

を作製した。通常の培養条件においてそれぞれのレポーター株は異なるβ-Gal活性を示し、転写

強度はhao^hao^-haOiであり3つの転写量は違っていることが判明した　hadとhao。は上流

に160塩基の共通した配列を持っているにもかかわらず、転写活性は異なっていた-.このこと

から共通配列よりもさらに上流部分に、転写に関与する頚城が存在するということが考えられる。

次にこのレポーター株をヒドロキシルアミン、亜硝酸、酸素濃度に変化をつけた培地で培養

し、レポーター株のβ-Gal活性を調べることで、それぞれのhaoプロモーターに特異的な応答条

件を調べた。その結果、培養条件を変化させることによって全体的なhao転写量の増減は見ら

れたが、いずれかのhaoが特異的に応答するような例は見られなかった。しかし、レポーター

株を4℃、 ammonia freeの状態で3日間保存したものについて、短時間でHZ3 (haojにおい

てのみβ-Gal活性の上昇が認められた.このことからhao?のひとつの役割として、菌体が増殖

を停止した休止状態にある時に、アンモニアの存在に応答して増殖を再開するために主に使われ

るということが予想される。本研究の結果のみでは予想の域を脱しないが、 hao<tが増殖の再開

時に主要な働きをするとすれば、これを検証するために例えばhaoqの破壊株(H3)を用いて、

増殖休止状態から培養を行い、 Lag phaseの長さを野性株またはHI, H2とH3とで比較するこ

とで明らかになるかもしれない。
ヽ

haoのプロモーターに関しては、これまであまり詳しく調べられていなかったが、レポータ

ーベクターを用いた解析はプロモーター解析にも有効であった.プラスミドに挿入したhao上

流の断片を短くしたプラスミドを作製して、これをENト11株に形質転換してβ-Gal活性を測定

した.その結果、 haoiについては上流400-550bpを欠失させることで、 β-Gal活性がhaopと

近いレベルにまで上昇したため、 haolには何らかの負の制御がかかっていると考えられた。こ

の債域について相同性検索などを行ったが、転写機構に関連するような配列は兄いだされなかっ

た。 hao:に関して共通飯域を除いたプラスミドを持つ株は、 β-Gal活性がほとんど無くなる事か

ら、共通頚城にプロモーターが存在することが示唆される。共通配列は、転写因子のターゲット

となるステム&ループ構造や回文配列が見られ、転写に深い関係があると考えられる.従ってこ

れらのことからやはり共通嶺域の上流域がhaojとhaopの転写レベルの違いに関係していると考

えられる。 hao?上流のrpsTのプロモ-タ-を欠失させると、レポーター株のβ-Gal活性が低下

した。このことからhaoqはrpsTとhao-iの両方のプロモーターによって転写されていることが
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示唆された。またrpsTとha0-.の間はわずかに30bpであり、ターミネーター構造も見られない

ことからhao-tがrpsTとpolycistronicに転写されている可能性が考えられる。 rpsTをプロー

ブとしたノーザンハイブリダイゼ-ションを行うと、 haoとほぼ同じ位置にシグナルが検出され

た(data not shown)。この転写物がrpsTの全長をカバーしているかどうかは、このmRNAの

5'末端を調べなければわからないが、このことはhao*とrpsTがpolycistronicに転写されると

いう可能性を支持する。これまで、 haoは全てmonocistronicに転写されていると言われてき

たが(41)、リボソ-ムタンパクとhaoの機能を考えると、これらはいずれも細胞が増殖する同

じ様な時期に必要とされることから、この二つが単一の転写単位で調節されることはむしろ合理

的なことかもしれない。

この研究では、プロモーターと考えられるDNA額域をIsLCZに融合し、 β-Gal活性の増減を

見ることでプロモータ一億域を予測した。予想されたプロモータ一億域には、大腸菌のプロモー

ターとのコンセンサス配列はあまり見られず、 Nitrosomanas独自のプロモーターによって機能

していると考えられた.そこでプロモーターを明らかにするために、 hao mRNAの5,末端の決

定を打imer extension法や5'-RACE法によって試みたが、決定には至らなかった　haoのノ

ーザン解析の結果(Fig. 4-2)にあるように、 haomRNAの分解物と思われるものが多量にhaoの

シグナルの下部に見られる。このことからhao mRNAの分解は非常に早く5,末端部分が非常に

不安定であったた釧こ,転写開始点を決めることができなかったのではないかと考えているが、

今後haoの転写機構をさらに明らかにするためにはプロモーターの特定は必要であろう。

本実験はhao-lacZの転写融合株を用いることで、 haoの転写における応答を調べることが

できるひとつの例となった。本研究では、この他にいずれかのコピーに特異的な応答をもたらす

要素は見つけることができなかった。しかし、今後もこのようなレポーター株を用いた解析を行

うことで、新しい応答因子が発見されるであろう。そして各コピ-のhaoの役割が解明されれ

ば、 haoがマルチコピー存在する意味の解釈に新たな着想をもたらすかもしれない.
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第五章

アンモニア酸化細菌Nitrosomonas sp. ENI-11株の

炭酸固定酵素遺伝子の解析
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序

化学独立栄養細菌をはじめ、植物、藻類、光合成細菌は、主にカルビン・ベンソン回路によ

ってC02を同化し、細胞構成成分をつくる(56)。アンモニア酸化細菌も炭酸固定系によって全

ての細胞構成成分を合成する。つまりエネルギーの獲得と同等に細胞の増殖において重要な嘘横

であるといえる.カルビン回路に特有の反応は、 Phosphoribulokinase (PPK)反応とRibulose-1,5-

bisphosphate carboxylase/oxygenase (RubisCO)反応の2つであり、他の酵素反応の多くは他の代謝

経路に共通である(12,51)。このうち実際に炭酸ガスを取り込む反応を触媒するのはRubisCOであ

る.このため、環境保全の点からも活性の高いRubisCOを活用して、大気中のC02を固定しよ

うという研究もなされている。

RubisCOには2つの形状があり、高等生物とほとんどの原核生物のRubisCOはForm Iと呼

ばれる、 8分子の大サブユニットと8分子の小サブユニットからなる牡&s&).もう一つはForml!

と呼ばれる大サブユニットのみから構成されるもので、一部の光合成紅色細菌や化学独立栄養細

菌に見られる(4,50)。これらの遺伝学的情報は、多くのバクテリアにおいて得られており、RubisCO

Form I大小サブユニット、 Form IIサブユニットの遺伝子はそれぞれcbbL, cbbS, cbbMとしてクロ

ーニングされている(45)。近年、高濃度アンモニア酸化細菌Nitrosomonas sp. Kl株から、 FormI

のRubisCOが精製された(13)。化学独立栄養性のアンモニア酸化細菌は、電子供与体であるア

ンモニアの酸化により、生存に必要なエネルギーと還元力(NAD(P)H)を獲得し、この還元力と

カルビン経路によって取り込んだC02により、細胞構成成分の生合成を行う(51).

アンモニア酸化細菌のアンモニア酸化系路に関する酵素の遺伝学的情報はここ数年で数多

く得られるようになったが、一方で炭酸固定に関与する遺伝学的情報はほとんど皆無であった。

そこでENI-11株において炭酸固定酵素遺伝子の取得を行い、アンモニア酸化細菌における炭酸

国定系に関与する遺伝子の解析を行った。
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TA丑LE 5-1.　Bacterial strains and plasmids used in chapter 5

Strain or piasmid Description Source or reference

E. coli

MVl184

HBIOl

sURE㊥

Nitrosomonas sp. ENI- 1 1

Plasim ds

pUCl18

pUC1 19

pMWl19、

pBluescnpt II KS (+)

pCBOl

pCSLl

am AQac-proAB) rpsL thi (◎80LacZ AM 15) A(.sW 、

recA)306::TnlO (Tef) F[traD36 proABTladq lacZ AM 15]　　　　　(53)

S岬糾4 hsdS20 (r^m^) recA 1 3 ara- 14 proA2

lacYl galKl rpsL20 xyl-5 mtl-l leuB6 thi-l

el4" (McrA'), A(mcrCB- hsdSMR- mrr)1 71 , endAl , supE44,

thi-1, gyrA96, relAl, lac, recB, recJ, sbcC, umuC, : : Tn5 (Kanつ,

uvrC 【F , proAB, lacP ZAM15, TniO(Teの】

Strain isolated丘om activated sludge

Cloning vector; Ap

Cloning vector; Arf

Cloning vector; Ap

Cloning vector; Ap

pMWl 1 9 with 3.4-kb BamHI fragment containing cbbL

and cbbS of Nitrosomonas sp. strain ENI-1 1

(10)

S tratagene

(58)

(53)

(53)

Nippon gene Co.

S tratagene

This study

pBluescript II KS (+) with Clal-Notl的gment of PCBOI This study

" WO, Institute for Fermentation Osaka.
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第1節　Nitrosomonas sp. ENI-1 1株のR抽ulose-1,5-bisphosphate oxygenase/carboxylase

(RubisCO)遺伝子の単離

1-1　縮重プライマーの設計

RubisCO遺伝子をクローニングするために、 GenBankデータベースに登録されている既知の

バクテリアCbbLアミノ酸配列をClustal W (52)を用いて整列化し、全てのバクテリアにおいて最

も高く保存されている鋸域2ヶ所を対象とした縮重プライマーを設計した肝ig. 5-1)。 cbbL遺伝

子の整列化に引用した遺伝子の塩基配列のacc占ssion numberは以下の通りである。

Anabaena sp. strain PCC7120, L02522; Braみrhizobium japonicum, AFO4820; Chromatium vinosum,

D90204; Hydrogenophilus thermoluteolus, D30704; Manganese-oxidizing bacterium SI85-9Al, L321 82;

Prochlorothrix hollandica, P27568; Prochlorococcus marinus, U93857; Prochlorococcus sp., U93858;

Rhodobacter capsulatus, L820　00; Rhodospirillum rubrum, X00286; Rhodobacter sphaeroides, M64624;

Synechococcus sp., U93859; Synechococcus PCC6301, P04716; Synechocystis PCC6803, P54205;

Thiobacillus denitrificans, L42940; Thiobacillus ferrooxidans, AF129925; Thiobacillus intermedius K12,ド

AF046933; Thiobacillus neapolitanus, AF038430; unidentified cyanobacterium, U93856; unidenti丘ed

alpha proteobactedum, U9386 1

Forward primerにはRhodobacter capsulatus CbbLのposition 58-65に相当するアミノ酸配列

(TWTTVWTD)よりRBCl (ACNTGGACNACNGTNTGGACNGAY)を、 Reverse primerにはR.

capsulatusのCbbLのposition 190-198に相当するアミノ酸配列(DFTKDDEN)よりRBC2 (5'-

RTTYTCRTCRTCYTTNGTRAARTC)を設計したげIg. 5-1)。

1 -2　PCRによるENI-11株cbbLのDNA断片の取得

1-1で作製したプライマーを用いてENI-11株よりcbb遺伝子の取得を試みた。 GenomicDNA,

plasmid DNAの調製、制限酵素処理はSambrookら(40)の方法に従った.耐熱性DNA polymerase

はTakara血Tag (Takara)を用いた.サーマルサイクラ-はGeneAmp 9600 DNA Thermal cycler

伊erkin Elmer)を用いた。反応は以下の条件で行った。 (98℃ for 3min; 30cycles of 30 sec at 94℃,

30sec at 52℃, Imin at 72℃; followedby a final lOmin at 72℃)この反応による増幅産物約400bp
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a H.marinus　　　　　　　　　　　一　　　一MAKT

b T.denitrificans　　　　一　　　　肌VKT

c Synechococcus sp. -MAYTQSKSQKVG

d R. eutropha MNAPESVQAKPRKR

e R. sphaeroides　　　-MDTKTTEIKGKER
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弧　隅　　　　瓢AA M　弧監護　　　WKBVAIEKEiKTVLTEAAKN

隅　　　　　　　　　　A打　箆濫SCIQAIfflESRDLMR　迅GDI IREAA　　　私見蛮

提端　　　　　　　　　　AB　　　監凱VLAHJEIRD I LNEiPE I LRDAARWCGPIRAI
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霊器TVjjKLDLSHK-

tvlkldvahk-
c EFEAQ瀞TI-

d NYTP

e NYTS

T SDFAPTA SVA-

T S工5 FVPTA SVAM

488

488

488

488

488

ここには代表的な5種のバクテリアのcbb工.の整列を示した.

鮪掛け(辛)は共通しているアミノ臥下線は緒重プライマーの位置を示す.

Fig. 5-1 Alignment of amino acid sequences of bacterial CbbL
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をsequence Lた結果、 Thiobacillus denitr,節cansのRubisCO large subunitをコードするcbbLと83.5%

の高い相同性を示した. DNA sequencingにはDYEnamic ET terminator cycle sequencing kit (AP

Biotech)を用いて反応を行い、 ABI PRISM 310 capillary DNA sequencer (Perkin Elmer)により解析

した。

1-3　ショットガンクローニングによるcbbL,cbbS遺伝子の取得

PCRによって取得した4∝)bpの断片をDIG DNA Labeling Kit (Roche)を用いてラベルし、こ

れをプローブとしてcbbL, cbbS遺伝子の全長を含むクローンの取得を試みた　Hybridizationは

65℃で行い、それ以外の操作はDIG DNA Labeling and Detection Kit (Roche)のプロトコールに従っ

た.染色体のAccl, BamHI, HindHI, EcoRI, Pstl, Sacl消化物に対してSouthern Hybridizationを行

ったところ、 BamUI消化物の3.4kb付近にシグナルが得られた。 Thiobacillus denitrificansのcbbL,S

がそれぞれ約1.4kb、 0.3kbであることから、この断片がcbbL,S全長を含むのに十分であると考

え、 BamHI消化の3.4kb付近のDNA断片をpMW119即ippon Gene Co.)にIigation L、 gene library

を構築した。ホストにEpiculian coli SURE◎ (Stratagene)を用いた。約1500個のコロニーを対象

に前述のプローブを用いてcolonyhybridizationを行い、目的の断片を含むプラスミドを取得した.

このプラスミドをpCBOlとした　pCBOlにクローニングされた3.4kb BamM断片の制限酵素地

図を作製し、塩基配列を決定した伊ig. 5-2)。

解析の結果1422bpと327bpの完全なopen reading frame (ORF)が見出され、これらのDNA塩

基配列から予想されるアミノ琴配列は、ホモロジー検索の結果それぞれThiobacillus intermedius

のCbbLと92.8%、 Nitrobacter winogradskyiのCbbSと87.0%の高い相同性を示した。このことか

らこの2つのORFはEM-11株のcbbL,S遺伝子である可能性が高いと考えられた.′また、 cbbS

下流にはThiobacillus intermediusのCarboxysome polypeptide (7)をコードするcsos2と相同性の

ある配列が見出され、cbbLの上流には199bpをはさんでcbbLとは逆向きの転写方向にThiobacillus

denitr,折cansのebb geneの正の御御因子であるcbbRと相同性のあるORFが見出された(Fig. 5-2)。

Nitrosomonas europaeaのゲノムプロジェクトデータベース(5)に登録してあるcbbL,Sと予想さ

れる配列と比較した結果、アミノ酸レベルでの相同性はcbbLが85.2%、 cbbSが52.5%であった。

これは両菌株の極めて高い16S rRNAの相同性を考えると意外なことであり、近縁種にもかかわ

らず、なぜ炭酸固定酵素遺伝子の相同性が低いのか非常に興味が持たれる。
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第五章　ENI-11株の炭酸固定酵素遺伝子の解析

1-4　CbbLの系統樹の作製

ENI-11株のcbbLのDNA塩基配列から予想されるアミノ酸配列と、 1-1でプライマーの作製

に使用したものを中心に、他のバクテリアのCbbLアミノ酸配列のデータから、系統樹の作製を

行った(Fig. 5-3)。ソフトウェアはClustalWを用いた　ENI-11とN. europaeaは異なるブランチ

に位置し、それぞれT. intermedius K-12、 Hydrogenophagapseudqflavaと近い距離に位置した。

第2節　　ENI-11株のcbbL, cbbSの大腸菌菌体内での発現

2-1 ENI-11株のcbbL, cbbS発現用プラスミドの作製

pCBOlに含まれるBamKL 3.4kb DNA断片にcbbLとcbbSと考えられる2つのORFが兄いだ

された。そこでこれらがCbbL, CbbSをコ-ドする遺伝子であるかどうか確かめるため、大腸菌

菌体内でこれらの遺伝子を発現させ炭酸固定活性を調べることとした。 2つのORFを完全に含

むpCBOlのClal-Not1 2.1kb断片をBanEl-NotIで切断したpBluescript II KS(+)に挿入し、 pCSLlを

作成した。

2 - 2　R coliMVl184(pCSLl)の炭酸固定括健の測定、

pCSLをE. coli MV1184に形質転換し、 O.lmM IPTG存在下・非存在下で14時間培養した。

この菌体を集菌後、 BEMD buffer (Bicine 50mM, EDTA O.lmM, MgCl2-6H2O IOmM, DTT lmM; pH7.8)

で洗浄し、再びBEMD bufferに懸濁したものを0℃で超音波破砕し、この菌体破砕液を用いて

RubisCO活性を測定した。 RubisCO活性の測定方法は矢口ら(57)の方法に従い、一定時間に取

り込まれる　to,の量を液体シンチレーションカウンターにより測定して求めた。 RubisCO活性

は、単位時間に取り込まれたRuBP量によって定義した。酵素反応におけるコントロールは菌体

破砕液の代わりにBEMDbufferを加えたものを用いた。

mG存在下で培養したE. coliMVl184 (PCSL)は、コントロール株E. coliMV1184 (pBluescript)

に対して有意なRubisCO活性の差を示した(Table 5-2).従ってクローニングした2つのORFは

ENI-11株における炭酸固定に関与するcbbLとcbbSであることが示された。しかし、 mG非存

在下では活性の上昇は見られなかった。
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To outgroups

Fig. 5-3 CbbLアミノ酸配列の系統樹

数値はbootstrap値を示す. [カギカッコ]はGenBank accession number
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Table5-2　RubisCO activities in E. coli strains

Specific RubisCO activity

Strain　　　　　　　　　[pmol min mg of protein'1]

-IPTG　　　　　　+IPTG

E. co/i MV1 184 (pBluescriptII KS(+))　　　ND"　　　　　　ND

E. co/i MV1184 (PCSL)　　　　　　　ND　　　　　　1 1 12

aND: not detected

第3節　ENI-11株のCbbL,CbbS遺伝子の転写解析

3- 1 cbbL,cbbSのノーザンハイプリグイゼ-ション解析

cbbL, S遺伝子の転写機構を調べるために、ノーザンハイブリダイゼ-ションによる解析を

行った。対数増殖期後期のENI-11株菌体から、 ISOGEN (純ppon Gene)を用いてtotal RNAを取得

した　OD'260値によって概算したRNAIOjxgをMOPS bufferによるRNA電気泳動に供した.電気

泳動及びメンブレンへのトランスファー、ハイブリダイゼ-ションめ方法は第4章1-2の方法に

従った　cbbLのプローブには1-3で用いたpcR断片400bpを、 cbbSのプローブにはpCBOlの

Pstl-Notl断片約300bp (Fig. 5-2)を用いた。ハイプリグイゼーションの結果、 cbbL, cbbSのどち

、らをプローブとしても、 2.1kbの同じ位置に強いシグナルが検出された伊ig.5-4)。

3 - 2　cbbLのprimerextension

cbbLの転写開始点はCBPXlプライマーを用いたPrimerextension analysisによって決定した。

対数期後期のENI-11株菌体を12,㈱Orpm x 5min, 4℃で集菌し、 ISOGEN kit (mppon Gene Co.)を

用いてtotal RNAを抽出した。転写開始点はcbbLの開始コドンより-1-24の配列に相補的なプ

ライマーの5'末端をcy5ラベルしたOligonucleotide 5'- GGCCTGATAGGTTTTGCTTGCCATG

(CBPXl)伊Ig. 5-5B)を用いてPrimer extension反応を行った(40).逆転写産物の検出にはALFred

DNA sequencerを用いた方法(ll,32)に従った　ALFred DNA sequencerによって検出された大き

なピークは2つあり(Fig. 5-5A)、それぞれのピークのRetentiontimeから転写開始点を決定した。
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cbbLS

Fig. 5-4cbbL, cbbSのノーザンハイプリダイゼ-ション
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cbbR

ATGGT CAGGTGCATGGTTTTCG

H T L H M

Ly sR -Binding modf

ACATTTTATCAG

・P2+1 |-^P'1+1

GATTTCATTC GATAAAAでGTC TGCAGGCAA

Pa-35　Pi-35　　　　　　　　　p2-10　Pi-10

ATC GATGAATC CAT C C C TAAGC C CAAGATTGATGC CTTGGT C GATTGTG C

Cla¥

TGAACAAGTTTTC C TTC GTC GTTTAATTC TC GC GC GCAGC GAGC TTTAAG

cbbL

GAGTC GTCAAAACATGGCAAGCAAAAC C TATCAGGC C GGTGTCAAGGAGT

M A S K T Y Q G V K E

-35　　　Gap (bp)　　　-10

E. coli ct70　　　で℡GACA　　　　- 1 7-　　　　でm且で

Promoter l　　　で℡GAAT　　　　- 1 7-　　　　でTCGAで

Promoter 2　　　℡でGTAT　　　　- 1 7-　　　　でAAAAで

Fig. 5-5 cbbLの転写開始点の決定

(A) ALRed DNA sequencerによる逆転写産物の検出
(B) cbbLプロモーター嶺域のDNA塩基配列とcbbLの転写開始点
(C) cbbLプロモーターと大腸菌のa 70プロモーター配列
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他の逆転写産物によるピークは検出されなかった　cbbLの転写開始点はcbbLとcbbRの間の領

域にあり、 cbbL開始コドンより上流117bpのG(Pl)と、上流126bpのT(P2)であることが示唆さ

れた。これら2つの転写開始点は他の位置に設計したプライマーを用いた実験によっても確認さ

れた。予想されるプロモーター配列はPI; TTGTAT -17bp- 1AAA皿, P2; TTGAAT -17bp- TTCGAT

で、どちらも大腸菌のa70 consensus sequenceと類似していた。さらにこのプロモータT嶺域に

は、 CbbRの結合頚城とされている軍つの連続したTNA-N7-TNAの配列(45)が確認された(Fig.

5-5B,C)o

第4節　考察

ここではNitrosomonas sp. ENI-11からForm IのRubisCOをコードするcbbL, cbbS遺伝子を単

離し、その解析を行った。これはアンモニア酸化細菌において初めて単離された炭酸固定系に関

する遺伝子であった　cbbL, cbbSはそれぞれ483塩基と109塩基のアミノ酸をコードしており.

その下流にはCarboxysome polypeptideをコードするcsoS2の配列が存在したo Carboxysomeは多

数のRubisCO分子が頼粒状に包まれたアンモニア酸化細菌のオルガネラとして菌体内に多数存

在し、 N. europaeaにおいても観察されている　cbbLS遺伝子の上流には逆向きの転写方向にcbbR

と相同性のあるORFが見出された。CbbRはLysRタイプのcbb遺伝子のレギュレーターであり、

Carboxysomeを持つ通性独立栄養細菌にはほとんど存在する(45),しかし偏性独立栄養細菌で

あるNitrosomonas属細菌でcbbRがどの様な役割を果たしているかは明らかにされておらず、興

味が持たれる.

ENI-11のcbbL, Sを含むDNA断片をIac systemで誘導可能なベクターにクローニングし、こ

のプラスミドを持つE. coli MV1184菌体でRubisCO活性を確認した。このことからクローニング

した2つのORFはENI-11株のcbbLとcbbSであると緒論づけちれた.しかし、ENI-11株のRubisCO

活性は、他に知られているバクテリアのものよりもやや低く、 Nitrosomonasは炭酸固定をRubisCO

によってのみ行うと考えられただけに、意外な結果であった.しかし、これは大腸菌による遺伝

子の発現を通して活性を調べているため、発現系に問題があったという可能性も考えられる。ま

た、酵轟反応の至適条件にも検討の余地があったと思われる。

Primer extensionの結果から二つのプロモータ一席域が予想された。これらのプロモーター配
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列は大腸菌の070プロモーターのコンセンサス配列と類似していた(Fig. 5-5C).この二つのプロ

モ-夕-の役割は不明であるが、検出されたピークの強度から、本実験の条件ではPromoterlの

方がメインのプロモーターとして使われていると考えられる。大腸菌によるcbbL,Sの発現実験

において、 E. coli MV1184 (PCSL)はO.lmM 『rG存在下では活性を示したが、非存在下では活性

を示さなかった。 pCSLlにクローニングされたDNA断片は、このふたつのプロモーター嶺域を

含んでいなかったため、大腸菌による発現ではIPTGによる誘導を行わなければ活性が検出でき

るほど十分な転写が行われなかったと思われる。また、 CbbL, Sの転写はCbbRによって活性化

されるということが知られている(9)。 cbbLプロモータ一席域にはLysRタイプの転写活性化因

子の結合頚城に共通のLysR-motif TNA-N7-TNA配列(45)がみられることから、 ENI-11のcbb遺伝

子もCbbRによってコントロールされている可能性がある。従ってCbbRによる転写の活性化が

なかったことも、原因のひとつとして考えられる。

ENI-11株とN. europaeaは16S rDNAの相同性が98%以上であることから非常に近縁の種で

あることがわかる.アンモニア酸化経路の二つの鍵酵素AMO, HAOをコードする遺伝子に関し

ても両菌は95%以上の相同性を示し(15)その近傍に存在する遺伝子の構成も非常に類似して

いる.これは両者が近縁であることと、アンモニア酸化系が唯一のエネルギー獲得系であること

を考えると理解できることである。 -しかし大変興味深いことに、予想されるCbbLSアミノ酸の

配列は、近縁種であるNitrosomonas europaeaよりも、 NitrobacterやThiobacillus属のバクテリア

に高い相同性を示した。また、 CbbLのアミノ酸配列をもとに作製した系統樹においても、やや

離れた位置にbranching Lた肝Ig. 5-5).これに似た例としてRhodobacter sphaeroidesはRhodobacter

capsulatusに近縁でありながら、 Form IのRubisCOの系統的距離が非常に遠い.これは、進化時

期の後期に水平伝播により獲得されたものであるといわれている(36).従って、 ENI-11とN.

europaeaゐRubisCO遺伝子も水平伝播によって獲得された可能性が高いと考えられる。つま.り

非常に近縁なアンモニア酸化細菌でもRubisCOに多様性があるということが考えられる。

本章では、アンモニア酸化細菌の炭酸固定系において極めて重要な、炭酸固定酵素遺伝子の

クローニングとその解析を行った。アンモニア酸化細菌において炭酸固定系の遺伝子は、これま

で知られておらず、今後の研究において重要な情報となりうる。また、近縁であると思われる

Nitrosomonas属の細菌において、炭酸固定系の遺伝子には多様性が見られることを発見し、アン

モニア酸化細菌の進化、炭酸固定系の獲得に関して新たな知見をもたらしたといえる。今後、炭
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酸固定系の機能解析や調節機構の解明とともに、エネルギー代謝系との関連を調べる研究が行わ

れるであろう.そしてこれらによって、アンモニア酸化細菌の生理・生体面での理解が深まるこ

とが求められる。
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Nitrosomonas属を中心とする絶対独立栄養性のアンモニア酸化細菌は、好気的なア

ンモニアの酸化を行い、地球化学的な物質循環に大きく貢献する。生態系における重要性

もさることながら、現在ではアンモニア酸化細菌の生育特性を生かした磨水処理や、ハロ

ゲン化合物の除去など多方面への応用が試みられている。つまりアンモニア酸化細菌の研

究における究極的な目標のひとつは、アンモニア酸化細菌を理解することであり、そして

これらの特長を生かした環境浄化への応用にあるといえよう。しかし、アンモニア酸化細

菌の研究はその培養が随路であり、現在の分子生物学の盛期にあっても、その生理的・分

子生物学的な知識はともに非常に乏しい。そのため、この研究分野ではアンモニア酸化細

菌の基礎的な知識の拡充が求められる。我々はこの問題点に対し、分子生物学的なアプロ

ーチによって取り組み、 Nitrosomonas sp. ENI-11株における分子生物学の基礎的知見の

集約や、解析ツールの開発に取り組んできた。本博士論文では、そのなかで明らかとなっ

た、 ENト11株のアンモニア酸化系遺伝子の重複という際立った分子的特徴に着目し、そ

の機能と意味を明らかにするために研究を行った。またこれに伴い、ゲノムやエネルギー

代謝に関する遺伝子の機能解析や分子レベルでの情報の取得も行った。

アンモニア酸化細菌における遺伝子重複の意味と各遺伝子の機能を調べるために、第

二章ではNitrosomonas sp. ENト11株のゲノムマウプを作製し、これらの遺伝子の染色

体上における構成を調べ、それぞれの遺伝子を区別する物理的な解析を行った.これはア

ンモニア酸化細菌のゲノムに関するはじめての知見となった。 ENト11株の環状の染色体

2830kbのnnD断片487kb中に2コピーのamo (amoi, amoJと3コピーのhao (haoj,

ha02, hao,Jは集中しており、さらにamorhaoh amo2-ha02は近接して存在していること

が明らかとなった(Fig. 2-ll).

第三章ではhaoを区別してサブクローニングし、その構造・機能を調べた。 3つのhao

のDNA塩基配列はほとんど同じであり、 amoに関しては完全に同一であった.従って、

その機能にもほとんど違いがないと考えられた。そこでhaoの機能解析を相同組換えを用

いた遺伝子破壊により行った。全てのhaoは破壊可能であり、その増殖は野性株よりも劣
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っていた。つまりこのことから、最大の増殖速度を得るた糾こは3コピーのhaoが必要で

あり、どのhaoも生育に必須ではないが、機能している遺伝子であることがわかった。ま

た、 haoiとhao?の二重破壊株も取得できたことから、 haopのみでの生育も可能であるこ

とが明らかとなった。

では、このように2コピーや1コピ-のhaoでも増殖が可能であるにもかかわらず、

なぜNitrosomonasは3つのhaoを保持しているのであろうか。遺伝子重複という現象は、

高等生物においては一般的に見られる性質であるが、バクテリアにおいてはあまり多くは

知られていない。重複機構の意義(役割)として考えられているのは、次のふたつである。

ひとつは、新しい遺伝子の獲得のための機構である.ある遺伝子に重複があれば、その遺

伝子が細胞の生存に必須の機能を持つものであったとしても、余分な遺伝子は細胞が機能

するうえで必要不可欠ではなく、その生物の生存を脅かすことなく変異を受け入れられる。

そのために機能的な制約が働くことなく遺伝子に変異が入ることが許され、その変異が個

体に対して有利に働けば、新しい機能を持つ遷伝子として集団に固定すると考えられてい

る(33)。こうしてひとつの遺伝子から派生したと考えられる遺伝子群は、遺伝子ファミ

リーまたは多重遺伝子族と呼ばれ、真核生物のグロピン遺伝子ファミリーやアルドラーゼ

遺伝子ファミリーが代表的なものとして知られている.遺伝子重複のもうひとつの役割は、

物質代謝に必要な遺伝子産物が一定の時期に多量に要求されるために、その遺伝子の数を

増やして要求を満たすための機構である.その代表的なものとして、 rRNA遺伝子に例を

見ることができる。通常細胞内で1分子のmRNAの翻訳は数個のリボソームと会合して

起こるのが普通であり、・ 1つの細胞は異なるmRNA分子それぞれを数百～千コピー作っ

ている。そのためrRNAは代謝が活発な細胞においては多量に要求され、真核生物からバ

クテリアまで染色体に数多いコピー数存在していることが知られている.

以上の2点について考えると、 ENI-11株のhao遺伝子重複の役割は、後者の"遺伝

子産物の要求量を満たすための遺伝子重複"である可能性が高いと推測される。もしhao

遺伝子の重複が、遺伝子の進化を求めるためのものであるとすれば、余剰のhao遺伝子の

機能的制約は解除され変異は蓄積されるはずである。しかし、 haoは3つとも極めて高く
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保存されており、進化の過程で変異を受け入れてきた痕跡がほとんど見られない。これは

おそらく3つ全てのhaoに対して機能的制約が働き続けてきた結果ではないかと思われる。

haoの高度な保存性は、他に相同性のあるタンパク質が存在しないことにも鑑みることが

できる.また、アンモニアは土壌中においては制限物質であるので、 Nitrosomonasは十分

量のアンモニアを常に獲得できることはほとんどなく、むしろ飢餓的な状態にある方が多

いと考えられる。そうすると、生物の死骸の分解や排壮物によって一時的に生じたアンモ

ニアをいかに効率よく取り込み、エネルギー源として利用できるかが生存にとって重要な

ポイントとなる。つ妄りこうした一過性のアンモニアの供給に対して、 HAOはおそらく短

時間で大量に合成される必要があると考えられる　haoの遺伝子重複はこの理由のために

必要であり、進化の過程で排除されることなく受け継がれてきたと予想される。本実験で

作製したhaoの破壊株は、あくまでNitrosomonasにとって理想的な状態での培養条件にお

いて生育が可能であっただけで、環境中におけるアンモニアの獲得競争にさらされた場合

は淘汰されていくのかもしれない。

第四章ではhaoの転写解析を行い、それぞれのhaoがどのような条件において発現し

ているかを転写レベルで解析し、その役割を調べた。 IacZをレポーター遺伝子としたhao-

lacZ転写融合プラスミドを用いて解析を行ったところ、 3つの転写レベルは全て異なって

おり、 ha03の転写活性が最も強いことが明らかとなった　hao,はゲノム上においてもamo

あるいは他のhaoコピーと少なくとも87kb以上離れて位置しており伊ig. 2-ll)、この点に

おいてもhaoiの特殊性が伺える。 hao,とha07は上流部分に160bpの共通した配列が存在し

ており、この嶺域にはstem&loop構造やpalindrome配列などプロモーターによく見られる

ような構造がみられた。さらに、この額域を欠失させたhaoflacZ転写融合レポーター株は

ほとんど活性を示さなかったことから、おそらくこの160bpにhao^ ha02のプロモータ一

飯域が含まれると考えられる。しかし、 haoiのさらに上流(開始コドンから550bp以上上

読)のDNA頚城を含むレポ一夕-株は、転写量が減少するということが確認された　hao,

に関してはこのような現象は確認されなかった。このことは、 hao,の上流部分に負の制御

に関与する配列が存在することを示唆するものである。しかしこの負の制御と考えられる
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機構が、生理的にどのような役割を果たしているのかは不明である.

3つのhaoのプロモーターを十分に含むであろうと考えられるDNA額域をIacZと転

写融合させたレポーター株を使って、それぞれのプロモーターが特異的に応答するような

条件をヒドロキシルアミン・亜硝酸・酸素について調べた.いずれに関しても全体的な転

写量の増減は見られたものの、各haoの転写量が大きく変わるという条件は探し出すこと

ができなかった。しかしながら、菌体を一旦休止状態にして、再びアンモニアを含む培地

で培養するとhao,の転写の立ち上がりが最も早く、休止状態からの再増殖において重要な

働きを持つと考えられた。このようにhao-lacZ転写融合を用いた解析によってhaoの役割

に関して、ひとつの可能性が示唆された。今後さらなる解析により、 haoの転写における

役割がさらに明確になり、マルチコピーの機能を議論するうえでも有用な情報が得られる

ことを期待したい。

第五章では、アンモニア酸化細菌の炭酸固定系に関する遺伝子の取得と解析を行った。

アンモニア酸化細菌の炭酸固定系の分子生物学的解析は、未だにほとんど行われておらず

これがアンモニア酸化細菌においてはじめてクローニングされた炭酸固定酵素遺伝子であ

ったeさらに取得した遺伝子の大腸菌での発現を行い、その活性を確認した. N. europaea

ゲノムプロジェクトのドラフトシークエンスから、 cbbLS遺伝子であると思われるシーク

エンスを取得し、 ENI-11株の炭酸固定遺伝子と比較したところ、驚くべき事にCbbLの棉

同性は85.2%でCbbSに至ってはさらに低く52.5%であった。ENI-11株とN. europaeaの16S

rRNAの相同性は互いに99%以上であり(第二章1 - 3)、アンモニア酸化系の遺伝子も95%

以上の相同性を示すことから、この2種のアンモニア酸化細菌は非常に近縁の種であると

考えられていただけに、この結果は意外なことであった。 CbbLの配列を元に作製した系

統樹からは、 ENI-11株のCbbLはThiobacillus intermedius K-12株に系統が近く、 N. europaea

のCbbLはThiobacillus denitrificansに近かった肝ig. 5-3)。これらの結果とR. sphaeroidesと

R. capsulatusの炭酸固定酵素の遺伝子が水平伝播により獲得された可能性が高いといわれ

ている事実より、 Nitrosomonasもその例に当てはまるのかもしれないが、この二株のみの

比較ではなく他の様々なアンモニア酸化細菌の情報によって、この点は論議されるべきで
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あろう。

これまで…Nitrosomonas　というバクテリアの名前は…ァンモニア酸化細菌''の代名

詞として使われてきたが、これは従来の微生物学的手法による培養法にNitrosomonas属の

バクテリアが適しているために数多くスクリーニングされ、優先的な薗株として認識され

たためであろう。しかし近年になり、この認識に疑問を投げかけるいくつかの事実が明ら

かにされている。例えば、 Hiornsら(14)は、土壌や活性汚泥からアンモニア酸化細菌を

スクリーニングする場合、集積培養ではNitrosomonasが優先的に見られるが、培養を介さ

ないPCR法によってアンモニア酸化細菌の生息を調べるとNitrosomonasよりもNitrosospira

の方が普遍的に検出されたことを報告している。またStefan　ら(47)は、 FISHによると

Nitrosococcs mobilisとNitrosospira属のバクテリアが活性汚泥から優先的に検出されたと報

告している. Holbenら(17)はアンモニア濃度・亜硝酸濃度など環境の異なる3つの連続

した硝化リアクターの微生物叢を調べ、それぞれのリアクターにおいて支配的なアンモニ

ア細菌集団が異なることを兄いだし、それぞれの環境に適したアンモニア酸化細菌が存在

するという、アンモニア酸化細菌の多様性を示唆した。これらの事実は、アンモニア酸化

細菌を理解するうえで、アンモニア酸化細菌の研究はNitrosomonasのみにとどまらず、様々

な種類のアンモニタ酸化細菌で行われるべきであることを意味すると考える。しかし、一未

だに代表的なNitrosomonas europaeaについても満足な知見が得られていないのが現状であ

り、アンモニア酸化細菌のモデル生物として理解されるためにも、 Nitrosomonasに関する

さらなる研究の推進が求められる。その中で、 N. europaeaのゲノムプロジェクトの占める

位置は極めて重要なものであり、これによってもたらされる情報には多大なる恩恵を受け

るであろう。

本研究ではNitrosomona号sp. ENI-11株において・分子生物学的な手法によってアンモ

ニア酸化系を中心とした様々な新規の知見を得ることができた。現時点では培養が困難で

あり、生態に不明な点が多いアンモニア酸化細菌では、物質そのものに関する情報を得る

ことの方が、生理面での生化学的な現象を捉えることよりも比較的容易かもしれない。特

に現在のめざましい発展を遂げる分子生物学的手法を用いれば、アンモニア酸化細菌につ

m



第六章　総括

いての物質面での解明は格段に進歩するであろう。しかし、生理面の理解がいまでもあま

り深まらないことから、物質面での解明が進めば進むほどその隔たりを大きく感じざるを

得ない。

ともあれ、全ゲノム配列の解読など様々な分子生物学的情報をはじめとする情報は、

アンモニア酸化細菌を理解する上で非常に有用であることには間違いlなく、これによって

得られた情報をもとに、物質から生理機能が解明されることが期待される。そして物質と

生理面の現象、あるいはその物質の生体内での役割を結びつけ七理解することが、今後の

アンモニア酸化細菌の研究のひとつの大きな課題となると思われる。
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Pulsed・点eld gel electrophoresis ofPmel digests of the Mi細monas sp. strain ENI-ll chromosome produced

four bands rangingか0m 1,200 to 480 kb m size. Southern hybridizations suggested that a 487・kb乃WI

fragment contained two copies of the amoCAB genes, coding for ammonia monooxygenase (designated am0-

CABj and amoCAB2), and three copies of the hao gene, coding for hydroxylamine oxidoreductase Qiao-y haoz,

and hao3). In this DNA fragment, amoCAβ, and amoCAB2 were about 390 kb apart, while haolt ha02, and hao3

were separated by at least about 100 kb from each other. Interestingly, hao, and hao2 were located relatively

close to amoCAガand amoCA月2, respectively. DNA sequence analysis revealed that haoj and hao2 shared 160

identical皿ucleotides immediately upstream of each translation initiation codon. However, hao3 showed only

30% nucleotide identity in the 160-bp corresponding region.

The ammonia-oxidizing autotrophic bacteria denve their

carbon for growth from CO2 and their energy for metabolism

by the oxidation of ammonia (NH3) to nitrite (NO2~) in the

process of nitrification (3, 12, 17). In Nitrosomonas europaea,

ammonia is initially oxidized to hydroxylamine by the integral

membrane enzyme ammonia monooxygenase (AMO) (7, 8,

1 1), and the subsequent o元dation of hydroxylamine to nitrite is

catalyzed by the multiheme hydro野Iamine oxidoreductase

(HAO) (2, 5, 15). One unusual genetic feature of AT. europaea

is that at least丘ve of the nitrification genes are present in more

than one copy in the genome. For example, the genes encoding

AMO (amoC, amoA, and amoB) are adjacent to each other

and are present in two copies (1, 6, 8). The genes encoding

HAO Qiao) and the genes encoding cytochrome c-554 (cycA),

which are in proximity to the HAO genes, are found in three

copies {　). However, the locations of these multicopy genes

in the genome ofN. ewopaea have not yet been determined. In

the present study, we determined the locations of two copies of

the AMO-encoding genes (designated amoCAB, and amoCAβ2)

and three copies of the HAO-encoding gene (haoi, ha02, and

hao3) in the genome of Ni加・somonas sp. strain ENl-ll, which

was isolated from an activated sludge system designed for

nitrogen removal.

PFGE and probe characterization. M加monas sp. strain
ENI-ll, which was obtained from the Process and Production

Technology Center, Sumitomo Chemical Co., Ehime, Japan,

was grown aerobically at 28。C in modified Alexander medium

). The genonuc DNA from strain ENI-ll was digested with

the rare-cutting endonucleases Ptnel, Xbal, and Ascl and sub-

jected to pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) (Fig. 1A).

PFGE was performed in the contour-clamped homogeneous

electric field mode with the Chromosome DNA Electrophore-

sis System (Biocraft, Tokyo, Japan) (4, 13, 16). The Pmel
fragments of the ENI-ll genome were separated in a l%

agarose gel in 0.5× Tris・borate-EDTA buffer (14) at 5 V/cm

* Corresponding author. Mailing address: Department of Fermen-
tation Technology, Hiroshima University, Higashi-Hiroshima, Hiro-

shima 739-8527, Japan. Phone: 81-824-24-7756. Fax: 81-824-22-3758.

E-mail: hohtake@ipc.hiroshima-u. ac.jp.
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with pulses of 60 to 120 s for 45.5 h. TheAscl and Xbal digests

were separated in 1% agarose at 6 V/cm with pulses of 15 s for

20 h. For DNA hragments in the size range up to 600 kb, the

concatemers of lambda DNA (FMC) were used as molecular

size standards. For fragments ranging from 600 kb to 2 Mb,

chromosomes isolated from Saccharomyces cerevisiae (FMC)
were used as molecular size markers. PFGE of the Pmel di-

gests of the ENI-1 1 chromosome produced four bands ranging

from 1,200 to 480 kb. PFGE of the.3路al and^4scl digests of the

ENI-ll genomic DNA produced at least 31 and 22丘agments

ranging from 430 to 10 kb, respectively. Obviously, the DNA

bands formed by either 2缶dl or Ascl digests contained unre-

solved bands under the PFGE conditions used in these exper-
unents.

Southern hybridizations to the EM-Jl genomic DNA di-

gested with Pmel, Xbal, and Ascl were performed with the

amoB and hao probes (Fig. IB and C). The amoB probe was

ampli丘ed by PCR with primers A3 (5′-TATGTACTGCAGG

CAGAAGTTGCGCTTG) and A4 (5 '-CGAATTCGACAGG

CTAATTGATGCTTCG)鉛om the ENI-1 1 genome. PCR was

performed with respective sets of oligonucleotide primers 2血d

a Takara Z Taq DNA polymerase (Takara Shuzo C0., Shiga,

Japan) on a DNA thermal cycler (Perkin-Elmer). The 2.3-kb

PCR product was digested with BarriKl and Sphl, and the

resulting 0.3-kb fragment was labeled by a nonisotopic method

(且uorescein DNA labeling and detection kit; Amersham). Sim-

ilarly, the hao probe was prepared from a 2.2-kb PCR product

which was amplified with primers H3 (5'-CTCTAGAAATAT

i and H4 (5'-CTCTAGATAA

CGATACGGCGCTGTGTC)斤om the ENI-ll genome. The

amoB probe hybridized to only a single fragment, designated

PmD, in the Pmel digests and to two fragments in theXbal and

Ascl digests. The hao probe also hybridized to the PmD frag-

ment in the Pmel digests, while it hybridized to two and three

fragments in the Xbal and Ascl digests, respectively. These

results suggest that the genes coding for AMO and HAO are

present in at least two and three copies in the ENI-ll genome,

respectively, as also seen in N. europaea (ll, 15). More impor-

tantly, the PmD fragment, which is 487 kb in size, contains all
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FIG. 1. PFGE of乃riel, ^払al, and Ascl digests of Nitrosomonas sp. strain ENI-1 1 genomic DNA (A) and Southern hybridization analysis of the digested genomic

DNA with the amoB (B) and hap (C) probes. Lanes: a,伽e工digestion; b, Xbal digestion; c, Ascl digestion. The size markers (1aiie M m panel A) are the concatemers

of lambda DNA (FMC).

of the multiple copies of amoCAB and hao in the ENI-ll

genome.

Locations of the amo and hao genes. To precisely locate the

multiple copies of amoCAB andTwo, we丘rst constructed an

Ascl and Xbal map of PmD (Fig. 2). In the PmD fragment,
there existed 5 and 10 restriction sites for Ascl and Xbal,

respectively (Fig. 2). Southern hybridizations to the Ascl di-

gests of PmD were performed with the amoB and hao probes.

The amoB probe hybridized to two Ascl subfragments, AsA

(142 kb) and AsC (96 kb), while the hao probe hybridized to

three sub fragments, AsA, AsB (100 kb), and AsC (data not

shown). These results confirmed the presence of the genes for

AMO and HAO in multiple copies in the PmD fragment.
We then constructed two mutants, designated NHl and

NIC, by inserting a kanamycm resistance (Kan ) gene cassette

into wild-type hao. First, the EcoBI-Pmel-Notl polylinker (5 '-
GAATTCGACAATTCGTTTAAACTCGCGGCCGC-3 ') was

inserted into the Hindi site of pUCl19 to make pPM9. The

87　　15　50　(kb)

1 00kb

F王G. 1 Ascl and Xbal restriction map of the PmD fragment from the ENI-ll genome. The locations and directions of the multiple copies of amoCAB and hao are

shown by white and black arrowheads, respectiv叫. Plasmids pHPl and pAXl were used for constructing additional Pmel sites in the PmD fragment. The locations
of the pHPl and pAXl insertions are indicated by arrows.
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2.2-kb FCR fragment, which was used for constructing the hao

probe, was digested with Xbal andやnl and ligated to Xbal-
and坤'ttl-cut pPM9. The resulting plasmid was then digested
with HindlR and ligated to Hindlll-cut PCRII (Kan*) to make

pHPl. pHPl, which carries hao, a Pmel site, and a Kanr

marker, was introduced into ENI-ll cells by electroporation.

Sou血ern blot analysis revealed that NHl and NH2 had the

pHPl insertion (5.9 kb) in AsA and AsB, respectively (data not

shown). Since pHPl contained a Pmel site, the PmD fragment

from each mutant was split into two new sub fragments upon
月刊el cleavage. By the Pmel cleavage, the PmD fragment of

NHl was split mto subfragments of 443 and 50 kb, while that

of NH2 was cut into subfragments of 341 and 152 kb. This

result, together with the fact that pHPl was inserted into either

AsA or AsB, indicated that two of three copies of hao, desig-
nated hao, and hao,, were located about 50 and 152 kb from

the right end of PmD (Fig. 2). The remaining copy oi hao in

AsC was designated haov

Similarly, another mutant, designated NAl, was constructed

by inserting a Kanr gene cassette into wild-type amoB. The

2.3-kb PCR fragment, which was used for constructing the

amoa probe, was digested with BamHl and JcoRI and sub-

cloned into pPM9. The resulting plasmid was fused with PCRII

to make pAXl. pAXl, which carries amoB, a伽el site, and a
Kanr marker, was also introduced into ENT-ll cells by elec-

troporation. Southern blot analysis revealed that NAl had the

pAXl insertion (5.1 kb) in AsC (data not shown). By the Pmel

cleavage, the PmD fragment of NAl was split into sub frag-

ments of 457 and 34 kb. Thus, one of two copies ofamoCAβ,

designated amoCABj, was located about 34 kb from the left

end of PmD (Fig. 2). The remaining copy of amoCAB in AsA
was designated amoCAB2-

The sizes of the regions且anked by amoCABj and haol and

by amoCAB2 and hao2 were determined by using the long-PCR

technique. PCR primers Al (5′-GGTTCATTTCAGGTCCTC

TGCAAATTGGCC) and HI (5'-CGGCAAATTCTCTTAA

GTGACAGGTTCCGC) were used for amplifying the DNA

丘agment between amoCABj and haoj, while A2 (5 -CCGAA

TGCGGTAACATCATTGCGATGTACG) and H2 (5′・AGG

ATCGATTGGTACTCTGTrGACAGGAGC) were used for

the ampli丘cation of the DNA region between amoCAB2 and

hao2. PCR with primers Al and HI amplified a 23-kb product,

indicating that haol is about 23 kb from amoCABj. Likewise,

PCR with primers A2 and H2 ampli丘ed a l5-kb product, in-

dicating that amoCAB2 is about 15 kb from hao2- Interestingly,

as shown in Fig. 2, hao, and hao, were located relatively close

to amoCABj and amoCAB2, respectively. Only hao3 was at

least 75 kb from the duplicated amoCAB. The direction of each

copy of amoCAB and hao was suggested by determining the

DNA sequences of both ends of the PCR products as well as

that of the hao3 region of AsB (Fig. 2).

Characterization of the hao regions. Localization of the

three copies of hao allowed us to determine the copy-specific

DNA sequences. Nucleotide sequences were determined by
the dideo野chain termination method using an Auto Cycle kit
Pharmacia) and an ALVred DNA sequencer (Pharmacia).
The three copies of hao differed from each other by only 1 or

2 bp m the 1,713-bp sequence (data not shown). Compared

with the nucleotide sequence of hao2, haoj had C instead of T

at position 521 and hao3 had C instead ofT at position 290 and

A instead of G at position 445. In addition, the cycA gene,

encoding cytochrome c-554, ,and the cycB gene, encoding the

integral membrane tetraheme cytochrome (1), were also present

m three and two copies, respectively (data not shown). Each

copy of cycA and cycB existed downstream of hao2 and ha03,

while hao2 was followed by only cycA. The nucleotide sequence
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of hao3 was identical to the hao sequence determined by

Sayavedra-Soto et al. (15).

We expected that the mtergenic regions between amoCAB
and hao might contain additional genes required for ammonia

oxidation in this organism. Thus, we partially determined the

DNA sequences in these uitergenic regions by using the long-

PCR technique (data not shown). In the 15-kb DNA region

between amoCAB2 and ha02, we found genes which were pre-

dieted to encode threonine-tRNA ligase (thrS), initiation

factor 3 (infC), ribosomal protein L20 (rplT), the phenylalanyl-

tRNA synthetase a-subunitかheS), and the phenylalanyl-

tRNA synthetase a-subunit bheT). Concerning the 23-kb re一

gion between amoCABl and haou the rpoB and甲oC genes,

encoding the β-subunit and β'-subunit of RNA polymerase,

were found to exist closely upstream of haoj. However, we

could not丘nd any genes that are required for ammonia oxi-

dation in the partial DNA sequencing.

Analysis of the upstream region of each copy of hao revealed

that the three copies of hao shared 15 identical nucleotides

immediately upstream of each translation initiation codon. A

candidate Shine-Dalgarno sequence, GGAGG, was located in

this conserved region (7 bp upstream of each start codon).

Furthermore, haoj and hao2 had a perfect match in the 160 bp

of DNA sequence immediately upstream of each translation

initiation codon. However, hao3 showed only 30% nucleotide

identity in the 160-bp corresponding region. The 350 bp of

DNA sequence immediately upstream of the hao3 start codon

was identical to that reported previously for N. europaea hao

(15). A short open reading frame, of 261 bp, was also detected

30 bp upstream of the hao3 start codon. The 261-bp open

reading frame encoded a possible polypeptide which had 43%

amino acid identity with E. coli nbosomal protein S20 (9).

Conversely, a number of stop codons were present in the

160-bp DNA sequence conserved between hao, and hao2, and

no signi五cant structural features or homologies were detected

in this region. These results suggest that ha03, which was lo-

cated apart from the duplicated amoCAβ, may also differ from

haot and hao2 with respect to transcnptional regulation.

Nucleotide sequence accession numbers. The hao region

sequences reported here have been deposited in the GSDB,

DDBJ, EMBL and NCBI nucleotide sequence databases un-
der accession numbers ABO30385, AB030386, and AB0303387.
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ABSTRACT
p

The ammonia oxidi血g bacterium伽somonas sp. strain ENI-ll has three copies of the hao

gene coding for hydroxylamine oxidoreductase (HAO) and two copies of the甲OG岨genes
encoding ammonia monooxygenase (AMO) on its genome. We constructed the physical≠map of

the ENI・11 genome using pulsed field gel electrophoresis (PFGE) and Southern hybridization.

The size of the genome was estimated to be 2.83Mb. Southern blot analysis revealed that all

copies of amoCAβ and hao were located in a 487-kb of伽I fragment Sequence analy盛s

revealed that the three copies of hao (haolt hao^ and hao3) differed from甲ch other by only one

or two nucleotides. F的een-bp DNA sequences immediately upstream of translational start如don

of each hao were identical. Fur仙ermore, haoj and hao2 shared 145bp.identical: nucleotides

upstre合in of this con馳rved region. Three血喝Ie mutants (haoj-.-.kan, hao2: :kan, and hao3::血ォ),

and one double mutant (九aojwkan hao3:uanp) we陀constructed by gene replacement technique.

These hao mutants exhibited 68 to 75% of the wild-type growth rate, suggesting that none of the

three copies ofhao are essential to ENI-ll cells. In addition, one intact copy of hao (hao2) is likely

Su既cient to support cell growm.

INTRODUCTION

The chemolithotroph ammonia-o立idizing bacteria are confined to the gram-negative βand九sub-

divisions of the class proteobacteria (1). They obtain all their energy from the oxidation of ammonia to

nitrite (2). Ammonia is oxidized to hydroxyl皿Iine by the ammonia monooxygenase (AMO), and

subsequently hydroxylamine is oxidized to nitrite by the hydroxylamine oxidoreductase (HAO) (3 ,4).

One unusual genetic feature of ammonia-oxidizing bacteria is that the nitrification genes, amoCA月and

hao, are present in more than one copy in their genome (5). However, the reasons why they have

multiple copies of amoCAB and hao remain unclear.

The ammonia-oxidizing bacterium Nitrosomonas sp. strain ENI-1 1, which was isolated from

activated sludge, also has two copies of amoCA.β (amoCABj and amoCAB2) and three copies of hao

(haoj, ha02, and hao3) on its genome (7). In也is study, we first constructed the physical map of the

ENI-1 1 genome and localized all of the amoCAB and hao genes on the genome to facilitate genetical

analysis of ammonia-oxidizing bacterium. Then we determined the DNA sequences upstream of each

hao and constructed single and double hao mutants to investigate the specific functions of each copy of
hao.

MATERIAL AND METHODS

Nitrosmonas sp. strain ENI-1 1 was obtained from the Process and Production Technology Center,

Sumitomo Chemical Co., Ehime, Japan. ENI-1 1 was grown aerobically at 28。C in modified Alexander



(MA) medium (5). Genomic and plasmid DNA preparations, South¢rn hybndiz誠ions, and DNA

restriction digestions were earned out as described previously (8). ENI-1 1 cells were transformed by

electroporation. Kanamycin resistmt (Kml) transformants were selected on MA solid medium

supplemented with kanamycin (25ji.g/ml). Pulsed一丘eld gel electrophoresis (押GE) was performed in

the counter-clamped homogeneous electee field mode (CF王EF) with the Chromosome DNA

Electrophoresis System (Biocraft Co., Japan). The concatemers of lambda DNA (FMC) and

chromosomes isolated斤om Saccharomyces cerevisiae (FMC) were used as standard size markers.

PCR was performed as described previously (7). Nucleotide sequences were determined by dideoxy

chain-termination method using an Auto Cycle Kit (触macia) and an ALFred DNA sequencer
(Pharm艦ia).

RESULTS AND DISCUSSION

Construction of the physical map of the Nitrosmonas sp. ENI-1 1 genome

The genomic DNA of ENI-1 1 was digested with the rare-cutting endonuclease Pmel. PFGE of the

Pmel digests of the ENI-1 1 chromosome produced four fragments, termed PmA (1 193 kb), PmB (600

kb), PmC (550 kb), and PmD (487 kb). Pmel restricdon map of the ENI-ll chromosome was

established by pardal digestion of the ENI-1 1 genome with Pmel, followed by PFGE (Fig. 1A). These

results showed that ENI-1 1 had a relatively small circular genome of 2.83Mb. We also performed

PFGE of the Pmel digests ofN. europaea BFO 14298 and estimated the size of the IFO 14298 genome

as 1.48Mb. Southern blot analysis showed that all copies of amoCAβ and hao were contained in PmD

fragments.

盈堵0,,hao,

,am。CABl
l

pmdPmDpmel

ENト11

genome

2,830kb

Fig. 1 Physical map of the Nitrosomonas sp. ENI-1 1 chromosome (A), and Ascl and Xbal restriction

map of the PmD fragment (B). Locations and direcdons of the multiple copies of amoCAB and hao are

shown by white and black arrowheads, respectively. Locations of pHPl and pAXl insertions in NHl ,

NH2, and NAl are indicated by vertical arrows.



The loci of rrn (9), cyp (10), eno, pyrG (1 1), dnaK (12) and HHR (6) were also localized on the ENI-

ll genome by Southen hybridization. This is the first genome map of the ammonia-oxidizing
bacterium.

Localization of multiple copy genes amoCAB and hao

In order to locate two copies of amoCAB and three copies of hao, we constructed the Ascl and Xbal

phisical map of the PmD fragment (Fig. IB). We then constructed three mutants (NHl , NH2, and NAl)

by integrating either pHPl (carrying hao and a Pmel site) or pAXl (carrying amoB and a Pmel site)

into the wild-type genes. PFGE and Southern blot analysis revealed that two copies of hao (hao2 and

hao3) were located about 50 and 152 kb from the right end of PmD, respectively. One copy of onto

(amoC蝿) was localized 34 kb apart from the left end of PmD (Fig. IB). The locations of amoQ岬2

and haojV/ere determined by long PCR technique. Sequence analysis of long PCR products suggested

that haol was about 23 kb apart from amoCAB,, while amoCAB2 was about 15 kb apart from ha02.

Interestingly, each copy ai amoCAB were located relatively close to one copy of hao. Only hao3 was at

least 75 kb apart from the two copies of amoCAB. We expected that the intergenic regions betwe甲

amoCAB and hao might contain additional genes required for ammonia oxidation in this organism. In

the 15-kb DNA region between amoCAβ and ha02, we found the presence of the genes which were

predicted to encode threomne-tRNA hgase, initiation factor 3, ribosomal protein L20, and

phenylalanyl-tRNA synthetase. The genes encoding ribosomal proteins SI2, S7, LI, L7, LIO, Ll l,

elongation factor, and RNA polymerase β and β subunits were likely to exist in the 23-kb intergenic

region between hao, and amoC岨　Thus, it seems unlikely additional genes involved in ammonia

oxidation are present in these DNA regions.

Characterization ofamoCAB and hao genes

Localization of two copies of amoCAB and three copies of hao allowed us to determine the copy

specific DNA sequences. Nucleotide sequence of two copies of amoCAB was identical, whereas three

copies ofhao differed斤om each other by only one or two bp in the 1713-bp sequence. DNA sequence

analysis of the upstream region of each copy of hao revealed that they shared 15 identical nucleotides

15bp

otl
ト　　　　　　　」

100bp

Fig.2. The upstream regions of hao,, ha02, and ha03. The 15-bp conserved sequencq immediately

upstream of each hao is shown black. The 145-bp identical sequence between'haoj and hao2 is

shadowed.



immediately upstream of each translational initiation codon. Furthermore, haol and hao2 shared a 145-

pb identical sequence immediately upstream of the 15-bp conserved region. A short open reading

缶ame (ORF) of 261bp was found 30 bp upstream of the hao3 start codon (Fig.2). This ORF likely

encoded a possible polypeptide which had 43% ammo acid identity with the E.coli nbosomal protein

S20. These results suggested that hao3 may differ from haot and hao2 with respect to transcriptional

regulation. We are currently investigating the transcription of each copy of hao by using the

transcnptional fusion genes between fragments of hao and the promoterless lacZ.

Mutational analysis of

Each copy of hao was individually disrupted by inserting a kanamycin resistant gene cassette維an)

into the wild-type gene. The resul血g haoj, hao2 and hao3 mutants were designated as HI , H2, and H3,

respectively. To investigate whether ENI-1 1 can grow with only one copy of hao, a double mutant,

designated H13, was also constructed by inserting an ampicilhn resistant gene cassette (弧ip) into the

hao3 gene of HI. All of these mutants grew slower than did the wild-type strain (data not shown). The

specific growth rates of these mutants at the logarithmic phase of growth were approximately 70-80%

of that of the wild-type strain. However, the員nal cell densi丘es of these mutants were comparable to

that of the wild-type strain. These results demonstrate that no single copy of hao is ess昏n血I to ENI-1 1

cells. In addition, one intact copy of hao (hao2) was likely sufficient to support growth when other two

copies were disrupted.
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The地and出genes encoding form I nbulose- l,5-bisphosphate

carboxylase/ oxygenase (RubisCO) large and small subumts in the ammonia-i)xidizing

bacterium Nitrosomonas sp. strain ENI-1 1 were cloned and sequenced. The deduced

gene products, CbbL and CbbS, had 93 and 87% identity with Thiobacillus intermedius

CbbL and Nitrobacter winogradskyi CbbS, respectively. Expression of此and

盛土迫in Escherichia盛Ied to the detection of RubisCO activity in the presence of 0. 1

mM isopropyl-p-D-thiogalactopyranoside (IPTG).　To our knowledge, this is the駈st

paper to report the genes involved in the carbon丘mtion reaction in chemolithoはophic

ammonia-oxidizing b acteri a.

虫乱濫鑑由: Nitrosomonas; nitn丘cation; CO,丘xation; ribulose- l ,5-bisphosphate

c肝boxylase/oxygenas e
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The ammonia-oxidizing autotrophic bacteria derive their carbon for growth丘om

C02 and their energy for metabolism by the oxidation of ammonia to nitrite in the

proce甲of nitrification.0 They use the Calvin-Benson-Bassham (CBB) reductive

pentose pho甲hate pathway to assimilate C02. }　Three enzymatic activities are unique

to the Calvin cycle: ribulose- l ,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase (RubisCO),

phosphoribulokinase, and sedoheptulose bisphosphatase. }　The remainder of the

cycle is driven by a series of enzyrr妃s that are generally present in both autotrophs and

heterotrophs.　The CBB enzyme responsible for the actual fixation of CO2 is

RubisCO. '　There are two distinct forms of RubisCO, form I and form II, in

prokaiyotic autotrophs.　The form I RubisCO is a large hexadecameric enzyme

(LgS8) comPsed of eight large subunits (50-55 kDa) and eight small subunits ( 12-1 8

kDa), while form II has only large subunits (Lx). '"　Little is known about the genes

involved in the CBB pathway in the chemohthotrophic ammonia-oxidizing bacteria.

In this study, we cloned and sequenced the cbbL and出痘genes encoding form I

RubisCO large and small subunits of the ammonia-oxidizing bacterium Nitrosomonas

sp. strain ENI-1 1.10, ll)

Nitrosomonas sp. strain ENI-ll was grown aerobically at 28 C in modified

Alexander medium. ' To clone the cbbL gene, a degenerate oligonucleotide primers

were designed on the basis of the bacterial cbbL gene sequences available丘om

GenBank.　The alignment of地nucleotide sequences was done by using the

CLUSTALWprogram. >　The forward primerCBPl (5'-

ACNTGGACNACNGTNTGGACNGAY) and the reverse primer CBP2 (5'-

RTTYTCRTCRTCYTTNGTRAARTC) targeted the stretches corresponding to

positions 58-65 and 190- 198 0f the amino acid sequence of Rhodobacter capsulatus

CbbL, 'respectively.　PCR was done with the oligonucleotide primers and an

的DNA polymerase (Takara Shuzo Co. Ltd., Shiga, Japan) on a DNA thermal
cycler (Perkin-Elmer). The PCR cycle included denaturation for 30 s at 94oC, primer

annealing for 30 s at 55。C, and extension for 1 min at 72-C (30 cycles).　Standard
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procedures were used for DNA manipulation, Southern hybridization, and Northern

hybridiz ati on.

PCR generated a 0.4-kb DNA丘agment when genomic DNA of Nitrosomonas sp.

strain ENI-ll was used as a template (data not shown). The nucleotide sequence of

the 0.4-kb PCR product showed 83% sunnanty to the Thiobacillus denitrificans j出虹

gene. }　Consequently, this PCR product was used as a DNAprobe for Southern

hybridization.　Total genomic DNA from Nitrosomonas sp. strain ENI- 1 1 was

digested with various restriction enzymes and electrophoresed on a 1.0% agarose gel.

The probe strongly hybridized to a 3.4-kb鮎mHI fragment.　A size一缶鑑tionated

library of且鑑止II丘喝merits of Nitrosomonas sp. strain ENI- 1 1 genomic DNA (3.0 to

4.0 kb in size) was created with a pMW1 19 vector (Nippon Gene Co., Toyama, Japan)

and Epicunan Coli SURE (Stratagene).　Plasmid DNAs, isolated from recombinant

colonies, were screened with th白o.4-kb PCR product as a probe. One positive plasmid,

designated as pCBOl, was obtained.

Restriction endonuclease analysis showed that pCBOl contained a 3.4-kb追加止II

fragment of the Nitrosomonas sp. strain ENI- 1 1 chromosomal DNA. Nucleotide

sequence analysis showed that the 3.4-kb旦鑑班I缶agment contained part of two open

reading frames (ORFs) (血hR and出盛2) and two whole ORFs (血and d姐) (Rg.

1). The predicted product of cbbL had 93% amino acid identity with Thiobaci】lus

mtermedius K12 CbbL (GenBank accession number AF046933), while that of出痘

showed 87% identity with Nitrobacter winogradskyi CbbS (GenBank accession number

AF109914), respectively. A 40トbp truncated d血昆was located 200 bp upstream of

The truncated cl由E, showed 62% nucleotide sequence identity with the 5'-

portion of Chromatium vinosum出　} which encodes a LysR-type transcriptional -

regulator. 17) The血b且gene was divergently transcribed from此　The 5'-

portion of盛was also located 77 bp downstream of出迫　　The truncated凶盛2

showed 70% nucleotide sequence identity with the 5'-portion of T. intermedius K12

凶盛2 (GenBank accession number AF046933) which encodes a carboxysome
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polypeptide.

To investigate expression of地and血盟in Eschenchia由比a 2.1-kb OaI増血I

丘喝ement, which contained the entire此and血盟was excised丘om pCBOl and

hgated to鎚I- and王虫必-digested pBluescript II KS(+) (Stratagene). The resulting

plasmid, designated PCLS l , was introduced into巳血I MV 1 1 84 by transformation.

The巳coli transformants were grown at 37-C with shaking for 10 h in 2x YT 14) with or

without 0. 1 mM isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG). Cells were harvested

by centrifugation, washed twice with BEMD buffer (50 mM斑,近-bis (2-hydroxyethyl)

glycine (Bicine), 0. 1 mM EDTA, 10 mM MgCl2-6H20, and 1 mM dithiothreitol

[pH7.8]), and disrupted by sonication at 0 C.　The crude extract was used for enzyme

assays. RubisCO activity was assessed by the method described previously.畠)

One unit of enzyme activity was denned as the amount of enzyme which catalyzed the

丘xation of 1 pmol ofCO2 permin at 37 C.　RubisCO activitywas 1112 units permg

protein m El迫1 MV1 184(pCLSl) grown in the presence of 0. 1 mM IPTG and

undetectable in the same strain grown in the absence of IPTG. The control strain E_

, MV 1 1 84 (pBluescnpt II KS(+)) showed no significant RubisCO , regardless of the

presence or absence of IPTG.

The 2.1-kb G盆I増血J fragment of pCLSl contained the 1 13-bp upstream region of

盛bL肝ig. 1). To丘nd whether the indigbnous地promoter exists in this region,

we did a primer extension analysis of RNA血Dm Nitrosomonas sp. strain ENI-1 1. The

synthetic fluorescence-labeled oligonucleotide CBBL 1 (5 -Cy5-

GGCCTGATAGGTTTTGCTTGCCATG-3') was used as a primer and the product of

primer extension experiments was analyzed by the method described previously. 1 9.20)

Thus, two transcriptional initiation sites of血bL were found 117 and 126 bp upstream

of地, respectively (Fig. 2).邑』出a -like promoter sequences were found 125 to

158 bp upstream缶om the translation initiation codon of地(Fig. 2B). It has been

shown that CbbR activates transcription of both地and出in Rhodobacter

sphaeroides. }　A potential CbbR binding motif, TNA-N7 g-TNA, } was also found
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immediately upstream of the transcription initiation sites of 地of Nitrosomonas sp.

strain ENI-ll. RubisCO activity was detected with瓦血i MV1184 (pCLSl) only

when it was grown m the presence ofO.1 mM H汀G. This result is likely due to the

lack ofthe地promoters in the 2.1-kb G由一迦I丘agement ofpCLSl. Northern

hybridization was done with RNA from N祉mSomonas sp. strain ENI- 1 1 by using the

0.4-kb PCR product as a probe. Only a 2.1-kb transcript was observed (Rg. 3). The

results of the Northern hybridization and primer extension experiment led us to

conclude that此and出痘form an operon.

The aituno acid sequence of Nitrosomonas sp. strain ENI- 1 1 CbbL was compared

with those reported previously with other bacteria.　The putative amino acid

sequences of Nitrosomonas eurot】aea CbbL and CbbS were also obtained丘om JGI

Microbial Sequencing Homepage (http://spider.jgi-

psf.org/JGI_microもia地tm地Itrosomonas」iomepage.html). The ENI- 1 1 CbbL

protein was closely related to those from T. intermediiis K12 (93% identity) in the β

subclass of the proteobacteria and Nitrobacter wino竺radskyi (9 1 % identity) in the α

subclass of the Proteobacteria.　However, the ENI-1 1 CbbL was less related to the

putative N. europaea CbbL protein (85% identity).　This was unexpected because

their close relationship had been shown based on 16S rRNA and the genes involved in

nitn丘cation.1仇22) The putative N. europaea CbbL protein was closely related to

Hvdroeenoohaどa oseudoflava CbbL　} and Chromatium vinosum RbcA.24)　The

difference in the amino acid sequence of CbbS was more striking between the two

Nitrosomonas species (53% identity). In addition, the gene organization of the ENI-

1 1 cbbLS region was more similar to that of Thiobacillus ferrooxidans (GenBank

accession number AF129925) in the † subclass of the Proteobacteria than that ofとL

europaea (data not shown). All known chemolithotrophic ammonia-oxidizing

bacteria a陀obligate chemoautotrophs, which are completely dependent on CO2

fixation. }　Since they obtain all of their energy for growth丘om the oxidation of

ammonia to nitrite, it is not surprising that the genes involved in the ammonia
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oxidation are highly conserved between Nitrosomonas sp. strain ENI- 1 1 andとL

europaea. RubisCO, the key enzyme of the CBB cycle, is also essential for their

growth, however, the amino acid sequences of CbbL and CbbS are less conserved.

Taken together, it seems possible that ENI-1 1 and N. europaea血genes were acquired

from different ancestral organisms via horizontal gene transfer.
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Legends of Figures

缶&ふRestriction Map of PCBOI Containing the 3.4-kb地がI Fragment丘om the

Nitrosomonas sp. Strain ENI- 1 1 Chromosomal DNA and the Subclone of PCLS l.

Thick arrows indicate the ORFs and the direction of transcription. The approximate

location and orientation of pnn妃rs CBPl and CBP2 are indicated by thin arrows. The

hybridization probe is shown by a horizontal bar. Abbreviations for restriction sites: B,

包皿fli; C, 」kI; E,塾由RI; HH,韮由ell; N,韮由I; S, 5盛I; P,班. The nucleotide

sequence of the Nitrosomonas甲. strain ENI- 1 1 cbbLS region reported here has been

deposited in GSDB, DDBJ, EMBL, and NCBL nucleotide sequence databases under

accession number ABO6 1373.

ふPrimer Extension Analysis (A) and Nucleotide Sequence of the cbbLS Promoter

Region (B).

(A) The upper panel shows the electropherogram of the upstream region of地. The

DNA sequencing reaction was done by using the fluorescence-labeled oligonucleotide

CBBLl and PCB 1. The lower panel shows the electropherogram of primer extension

products obtained with RNA isolated from Nitrosomonas sp. strain ENI- 1 1 as the

template and the ohgonucleotide CBBLl as the primer. The retention times of the

major extension products are shown. (B) Transcriptional initiation sites of地are

shown in boldface. The cbbLS promoter regions (-35 and - 10) are underlined. The

putative CbbR binding sites (TNA-N7,8-TNA)3) are boxed. The location of the Jld

restriction site used for construction of PCLS l is double underlined.

Fig. 3. Northern Blot Analysis of RNA Isolated鉦om Nitrosomonas sp. Strain ENI-1 1.

The blot was hybridized with the DNA probe speci丘c for由比　The locations of

the RNA size marker are indicated on the left.
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112mm　　116mm

cbbR

ATGGT CAGGTGCATGGTT T T C G

H T L H M

AAAA

ACATTTTAT CAG

蝣P2　「~>PI

GATTT CATT CGATAAAATGT CTGCAGGCAA

p2-35　Pi-35　　　　　　　　P2-10　Pi-10

ATCGATGAATCCATCC CTAAGCC CAAGATTGATGCCTTGGTCGATTGTGG

C/al

TGAACAAGTTTT C C TT C GT CGTTTAATT C T CGC GCGCAG CGAGC TT TAAG

cbbL

GAGT C GT CAAAACATGGCAAGCAAAAC C TAT CAGGC C GGTGT CAAGGAGT

M A S K T Y Q A G V K E

Fig. 2 Hirota et al.



(kb)

2.8-

cbbLS

Fig. 3 Hirota et al.
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