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略号

本論文では以下の ような略号を用いることにする。

a . a . : amino acids 

APS: ammonium peroxodisulfate 

A TP: adenosine triphosphate 

b: bases 

bp: base pairs 

BPB: bromophenol blue 

BSA: bovine serum albumin 

CA: casamino acids 

cAMP: cyclic adenosine monophosphate 

cat: chloramphenicol acetyltransferase 

CRP: cAMP receptor protein 

crP: cytidine triphosphate 

dCTP: deoxycytidine triphosphate 

ddNTP: dideoxyribonucleoside triphosphate 

dNTP: deoxyribonucleoside triphosphate 

DEAE: diethylaminoethyl 

ム:deletion 

DMSO: dimethyl sulfoxide 

DSP: dithiobis-( succinimidyl propionate) 

DIT: dithiothreitol 

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid 

GTP: guanosine triphosphate 

IPTG: isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside 

kbp: kilobase pairs 

2・ME:2-mercaptoethanol 

ONPG: o-nitrophenyl-β-D-galactoside 

PAGE: polyacrylamide gel electrophoresis 

PEG: polyethylene glycol 

pfu: plaque forming units 

中~: revolutions per minute 

SD: Shine-Dalgarno 

SDS: sodium dodecyl sulfate 

TCA: trichloroacetic acid 

TEMED: N，N，N'，N -tetramethy lenediamine 

Tn: transposon 

Tos: tris ( hydroxymethyl ) aminomethane 

UTP: uridine triphosphate 
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要 己
目

サルモネラの運動器官である鞭毛は、 10数種類の蛋白質から構成される高次構造体

で、菌体外に伸び出たらせん状の繊維、膜構造中に埋め込まれた基体、及び両者をつな

ぐフックから構成されている O これまでの研究により、鞭毛の形態形成や機能発現には、

約 50個の遺伝子の機能が必要であることが明らかにされている O これらの鞭毛遺伝子

は染色体上でいくつかのオペロンを形成しており、 3つの階層性(クラス 1- 3) から

なる鞭毛レギュロンとして統合された転写調節を受けていることが明らかとなっている O

鞭毛レギュロンの最上位に位置するクラス 1には flhDオペロンだけが属し、その機能は

他のすべての鞭毛遺伝子の発現に必須である。クラス 2オペロンには、鞭毛の基体-フ

ック構造の形成に関与する遺伝子と、クラス 3オペロン群の転写を司る σ因子をコード

する fliA遺伝子が属する。最下位に位置するクラス 3オぺロン群の発現には、 fliA遺伝

子だけでなく、他のすべてのクラス 2鞭毛遺伝子の発現が必須である。つまり、鞭毛遺

伝子の転写発現の順序は鞭毛の形態形成の過程と共役しており、クラス 2の遺伝子の機

能によって鞭毛の基部構造が完成してからでなければ、それより上に形成される繊維や

完成した鞭毛の機能発現に関与する遺伝子の転写は起こらない。この転写と形態形成の

共役因子として、 flgM遺伝子が同定されている。 FlgM蛋白質は、 FliA蛋白質に結合し

て FliAの RNAポリメラーゼ・コア酵素への結合を阻害するアンチ σ因子である。 FlgM

は、鞭毛基部構造の完成後にこの構造を介して細胞外ヘ輸送される。そのため、FlgM

の細胞内濃度は基部構造の完成とともに低下することになり、その結果 FliAが脱抑制

され、クラス 3の転写が活性化される O このように、クラス 3の転写発現は、鞭毛の基

部構造の形成過程と共役した FliA-FlgMの活性制御によって調節されている。 一方、最
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近の研究から、 flgM欠損下では、 flhDオペロンと jliAオペロンの機能に依存してクラス

1とクラス 2オペロン群も活性化されることが明らかとな った。したがって、すべての

鞭毛オペロンは FliA-FlgM相互作用によって制御されていることになる 。本研究は、鞭

毛レギュロンの転写制御において中心的な役割を果たしている FliA-FlgM相互作用の分

子機構を解明するとともに、 flgM欠損下におけるクラス 1とクラス 2オペロン群の転写

活性化の分子機構について解明することを 目的とした。

l.日iAと FlgMの機能構造

(1) FliAの FlgM相互作用ドメインの解析

鞭毛遺伝子に特異的な σ因子である F1iAには、 RNAポリメラーゼに転写開始能を付

与するための機能ドメインに加え、アンチ σ因子との結合ドメインが存在する 。

σ因子の活性を持たない種々の βiA遺伝子断片を強力な転写活性を持ち IPTG誘導可

能な tacプロモーターにつないで、細胞内で FliAの一部に相当するポリペプチドを大量

に発現させる系を確立した。このポリペプチドを細胞内で大量発現させた際の、クラス

3鞭毛遺伝子の転写への影響を解析したところ、 FliAの C末端側を大量発現させたとき

に日iA依存性の転写の脱抑制が起こることが判明した。このことは、 FliAの C末端側

には FlgMに対する結合ドメインが含まれており、この部分が大量発現されると細胞内

の FlgMをタイトレーションすることを示唆している O このタイトレーション活性に必

須な領域は FliA(全 239アミノ酸)の Gly1 5 4 -Gln 2 2 7の領域に存在していた。この領域

は FlgMに対する感受性が著しく低下した fliA突然変異がマップされる位置と 一致して

いた O 大腸菌の細胞抽出液 S30を用いて in vitroで転写-翻訳させた FliAポリペプチド

について、架橋剤と特異抗体を用いて FlgMとの相互作用を解析した。その結果、 N 末

を半分以上欠失させたポリペプチドでも FlgMとの結合能は存在していたが、 C末をわ

ずかに欠失させたポリペプチドでは結合能が失われることが判明し、上の仮説が支持さ

れた。
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(2) FlgMの FliA相互作用ドメイン

クラス 3鞭毛遺伝子の活性を指標に、上と同様にして flgM遺伝子の様々な領域を細

胞内で大量発現させた場合の FliAの転写活性に対する影響について検定を行った。そ

の結果、 FlgMの C末端側のポリペプチドを大量発現させた場合にクラス 3鞭毛遺伝子

の活性が阻害されることが明かとなった。 この阻害活性は FlgM(全 97アミノ酸)の

Glu 6 4 -Arg 8 8の領域に存在していることから、この領域に FliAに対する結合ドメインが

存在しているものと考えられる。 in vitroにおいて FliAと欠失型 FlgMの蛋白質問相互作

用の検定を行ったところ、 N 末端側の欠失体では FliAとの結合能が存在していたが、 C

末端側の欠失体では結合能が失われていることが判明した O この結果は上の仮説を支持

するものである。

(3) FlgMの細胞外輸送ドメイン

FlgMには FliAの活性を阻害する機能に加え、鞭毛の基部構造を介して細胞外ヘ輸送

される機能が存在する。 N末端側の 50アミノ酸からなる FlgMポリペプチドは野生型の

FlgMと同様に効率よく細胞外に輸送されていた。また、 N 末端の 6アミノ酸を欠失し

た FlgMポリペプチド、および N 末端の 25アミノ酸と C末端の 34アミノ酸からなる

FlgMポリペプチドでも細胞外への輸送が確認されたことから、 FlgMの細胞外輸送に必

須のドメインは Ser7 _ Val 2 5までの領域に存在するものと結論された。

2. クラス 2オペロンの FliA-FlgM制御

flgM欠損下におけるクラス 2オペロンの FliAによる転写活性化の機構としては

転写階層性の上位に位置する flhDオペロンの活性化を介して行われる場合と、クラ

ス 2プロモーターを直接活性化する場合の 2つが考えられる。ここでは後者の可能

性について検討するため、クラス 2オペロンの in vitro転写系を用いて、精製 FliA蛋

白質の転写への影響を解析した O

(1) flgAオペロンの znνitro転写系

pμ オペロンには、 FlhD/FlhC蛋白質複合体に依存した転写が存在する 。本研究では、
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日iA， FlhDおよび FlhC蛋白質を精製し、これらを用いた in νitroでの転写再構成系を構

築して flgAオペロンの転写制御機構を解析した。その結果、 flgAオペロンには σ 70を含

む RNAポリメラーゼが FlhD/FlhC依存的に活性化する転写が存在することが明らかとな

った。しかし、この転写は FliAによって活性化されなかった。また、 FliAによって新た

に活性化される転写も検出されなかった。

(2) fliAオペロンの inνitro転写系

fliAオペロンには、 FlhD/FlhC蛋白質複合体に依存した転写と、 flhDと fliAの両オペロ

ンの機能に依存した転写の 2つが存在する。 in νitro転写系において fliAオペロンの転写

調節機構を解析した結果、び 70を含む RNAポリメラーゼが FlhD/FlhC依存的に活性化す

る転写と FliAを含む RNAポリメラーゼが単独で活性化する転写の 2つが存在すること

が明らかとなった。しかし、 FliA，FlhD/FlhCの両者によって活性化される転写は検出さ

れなかった。

(3) fliAオペロンの inνivoにおける転写調節機構

これまでの研究では、 inviνoにおいて fliAオペロンは FlhD/FlhC非依存的には発現しな

いとされている。しかし、上で得られた結果は、 fliA.オペロンは FlhD/FlhC非依存的にも

発現しうることを示している。この矛盾は、これまでの研究が、 FlgMの存在する条件

下で行われていたためと考えられる。そこで本研究では、 flgM欠損下における fliAオペ

ロンの転写について詳細に解析した。その結果、 βiAオペロンの転写は、 flgM欠損下で

は、 flhDオペロンに非依存的に活性化されることが示され、 invitroでの結果が支持され

た。

3. クラス 1オペロンの FliA-FlgM制御

( 1 )プライマー伸長法による解析

flhDオペロンは、カタボライトアクチベーター蛋白質である CRPや、ヌクレオイド蛋

白質である H-NSに依存して転写が活性化されることが知られている。そこで、まず、

in viνoでこれらによって活性化される転写を同定し、これらの転写と FliA-FlgM制御系
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との関係 を解析し た。野生株、 crp突然変異株、及び hns突然変異株からそれぞれ総

RNAを調製し、プライマー伸長法に よる転写開始点の同定を行った。その結果、合計 6

つの転写開始点が存在することが判明 し、 CRP依存性の転写開始点や CRPによって抑

制される転写が存在することが明らかとな ったが、 H-NS依存性の転写は確認されなか

った。 FlgM非存在下で flhDおよび fliAの両オペロンの機能に依存して活性化される転

写がどの転写の活性化によるものかを解析するために、野生株及び flgM突然変異株か

ら総 RNAを調製し、プライマー伸長法によって転写開始点の同定を行った。 その結果、

CRPに依存的な転写がflgM突然変異によって活性化されることが明らかとな った。

(2) in vitro転写系における解析

精製した CRP，FliA，及び FlhD/FlhCを用いて、 invitro転写再構成系により flhDオペロ

ンの転写を解析した O その結果、 CRP依存性の転写が再現されたが、その転写は、FliA

とFlhD/FlhCを加えても活性化されなかった。従って、flgM欠損下で fliA、およびflhDの

両オペロンに依存して活性化される転写には、 flhDオペロン制御下に発現される 未同定

の因子が必要であることが予想された。
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序論

DNAの遺伝情報を転写する RNAポリメラーゼは、原核生物では少なくとも 4

種類のサブユニット蛋白質からなる 5分子(α2ββ'σ)から構成されている。大

腸菌(Escherichia coli)を中心とした細菌における遺伝学的、生化学的解析によって

RNAポリメラーゼの分子解剖が進められ、各サブユニットの機能構造が明らかに

なりつつある O α2ββ'からなるコア酵素には DNA鎖を鋳型とした RNA鎖合成

の伸長反応を行う活性はあるが、転写開始反応を行う活性はない O 遺伝子の転写

開始シグナルであるプロモーター配列を認識して特異的な転写開始反応を行うの

は、コア酵素に σ因子が結合したホロ酵素である。すなわち、び因子が特異的な

転写開始反応を行う活性をコア酵素に付与する (Traversand Burgess， 1969)。び因子

は、同ーの細菌内においても様々な分子種が存在し、それぞれ特異的なプロモー

ター配列を認識する。例えば大腸菌においては、対数増殖期に発現する多くの遺

伝子の転写を司る σ70以外に、熱ショックレギュロンに特異的な σ32、第二の熱

ショック σ因子である σ24、窒素飢餓時に誘導される遺伝子群に特異的なび 54 

定常期に発現される遺伝子群に特異的な σ38など、様々な分子種の存在が明らか

となっており、 σ70を主要 σ因子と呼ぶのに対し、これらは置換型 σ因子と呼ば

れている (Helmannand Chamberlin， 1988; Lonetto et al.， 1992; Tanaka et al.， 1993; Raina et 

al.， 1995; Rouviere et al.， 1995)。種々のσ因子のアミノ酸配列の相向性の解析から、

σ因子には相向性の高い 4つの領域が存在することが明らかになっている

(Gribskov and Burgess， 1986) 0 さらに各領域内の詳細な配列相向性の検討から、領

域 1には 2つ、領域 2には 4つ、領域 3には 2つ、領域 4には 2つのサブ領域が

存在するものと考えられており、突然変異体の解析からこれらのサプ領域にび因
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子の各素機能が位置付けられている。領域1.1は大腸菌の σ 70をはじめとした各

細菌の主要 び因子 とσ 38にのみ存在し(Lonettoelt al.， 1992)、大腸菌の σ 70の場合で

は C末端側の特異的な DNA結合能を阻害することが m νitroの実験において報告

されている (Dombroskiet al.， 1992， 1993)。また、領域 2.1はコア酵素との結合、領

域 2.3は DNA鎖の開裂、領域 2.4と領域 4.2はそれぞれプロモーターの・10配列と

・35配列の認識に関与するものと推定されている (Lesleyand Burgess， 1989; Helmann 

and Chamberlin， 1988; Zuber et al.， 1989; Siegele et al..， 1989)。領域 3.1と4.2には、 DNA

結合モチーフである helix-turn-helixの存在が示唆されている (Helmannand Chamberlin， 

1988; Lor附 oet al.， 1992)。

サルモネラ(Salmonella typhimurium )のσ因子の一つである σ28は、 一群の鞭毛オ

ペロンの転写に特異的な置換型のσ因子として同定されたものである(Ohnishi et al.， 

1990)。運動器官である鞭毛は 10数種類の蛋白質から構成される高次構造体で、

膜構造に埋め込まれた基体と菌体外に長く突出したらせん型の繊維、及び両者を

つなぐフックから構成されている。鞭毛突然変異体の遺伝学的解析により 、鞭毛

の形成や完成した鞭毛の機能(運動性や走化性)発現に関与する遺伝子として、現

在までに約 50個の遺伝子が同定されている。これらの鞭毛遺伝子の大部分は染色

体上でクラスターをなして存在しており、さらにそれらの多くは複数の遺伝子か

らなるオペロンを形成している。これらの鞭毛オペロンは、それぞれの先頭の遺

伝子名をとって呼ばれている (Kutsukakeet al.， 1988)。鞭毛オペロン間の転写順位の

解析から、鞭毛オペロン群は鞭毛レギュロンとして統合された転写調節を受けて

いることが明らかにされ、鞭毛レギュロンのカスケードモデルが提出されている

(Kutsukake et al.， 1990・ Kutsukakeand Iino， 1994)。それによれば、鞭毛オペロンは転

写発現の階層性から 3つのクラス(クラス 1，クラス 2，クラス 3)にわけられる。ク

ラス 1は 2つの遺伝子(flhDとflhC)から構成される flhDオぺロンのみからなる 。

クラス 2は 7つのオペロン(flgA， flgB， flhB， fliA， fliiE， fliF， flιオペロン)、クラス 3は

少なくとも 6つのオペロン (flgK，flgM， fliC， fliD， motA， tarオペロン)からなる。σ28 
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はクラス 2に属する fliA遺伝子の産物であり、クラス 3オペロン群の転写を司る

σ因子である。遺伝子の塩基配列から予想される蛋白質の一次構造によれば、

FliAにも σ因子聞で保存されている領域 2から領域 4までの領域が存在し、それ

ぞれの領域に σ因子としての機能が存在するものと推定されている (Ohnishi et al.， 

1990 )。

鞭毛レギュロンのカスケードモデルの重要な特徴は、鞭毛遺伝子の発現JII員序が

鞭毛形態形成の階層性と一致している点である (Kutsukakeet al.， 1990) 0 すなわち、

鞭毛基部構造(フック一基体複合体)の形成に関与する遺伝子群はすべてクラス 2

に属し、基部構造上に形成される繊維や完成した鞭毛の機能(運動性や走化性)発

現に関与する遺伝子群はすべてクラス 3に属している O このことは、クラス 1と

クラス 2の遺伝子群の機能によって鞭毛の基部構造が完成してからでなければ、

それより後期の過程で機能する遺伝子群であるクラス 3は発現されないことを意

味している。この構造形成と遺伝子発現の共役因子として、 flgM遺伝子が同定さ

れている (Gillenand Hughes， 1991) 0 flgM遺伝子欠損下では、基部構造形成の有無に

かかわらずクラス 3オペロン群の転写が行われることから、 FlgMは鞭毛基部構造

形成と共役してクラス 3遺伝子の発現を制御する負の調節因子と考えられた。

flgM遺伝子はクラス 3に属し、主にFliAの転写制御下にあるが、上流に存在する

flgA遺伝子のクラス 2型のプロモーターからの転写による発現も存在する(Gillen 

and Hughes， 1993; Kutsukake， 1994) 0 精製蛋白質を用いた invitroでの研究から、 FlgM

は FliAに結合し、 FliAの RNAポリメラーゼ・コア酵素への結合を阻害することが

示されており、この作用機構からアンチσ因子と呼ばれている(Ohnishi et al.， 1992)。

F1gMが鞭毛遺伝子発現と形態形成を共役させる機構は、 FlgMの鞭毛構造を介し

た細胞外輸送によると考えられている O すなわち、 FlgMは鞭毛の基部構造が完成

するとその構造を介して細胞外に輸送されることでその細胞内濃度が低下し、そ

の結果 FliAが脱抑制を受け、クラス 3遺伝子群の転写が活性化される (Hughes el 

al.， 1993; Kutsukake， 1994) 0 したがって、クラス 2に属する鞭毛基部構造形成に関
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与する遺伝子に突然変異が起こり基部構造形成が阻害されると、 FlgMの輸送経路

が形成されないためにその細胞外輸送が行われず、その結果 FlgM によって FliA

が阻害され、 クラス 3の転写が抑制されることになる。つまり、FlgM には FliAに

結合してその活性を阻害する機能に加え、細胞外に輸送されるために必要な情報

も存在することになる O

基部構造形成の欠損下においてクラス 3オペロンの発現が脱抑制される突然変

異体が多数単離されており、ヴlB，C， D，…と呼ばれている (Kutsukake et al.， 1990; 

Kutsukake et al.， 1994)。このうち、収B突然変異は flgMに位置付けられ、 FlgMがア

ンチ σ活性を失ったものと考えられている (Kutsukakeet al.， 1994)。また、rflD突然

変異は fliAに位置付けられ、 FliAの FlgMに対する感受性が低下した突然変異と考

えられている (Kutsukakeet al.， 1994)。しかし、これらの突然変異が FliA-FlgM相互

作用に及ぼす影響の分子機構についてはまだ解明されていない。

上述のように、 FliA-FlgM制御系はクラス 3オペロン群の転写制御の研究から見

い出されたものであるが、最近の研究から、 Flg]¥1欠損下では flhDとfliAオペロ ン

の機能に依存してクラス 1とクラス 2オペロン群も活性化されることが明らか と

なった (Kutsukakeand Iino， 1994; K. Kutsukake，私信)。したがって、すべてのク ラス

の鞭毛オペロンが FliA-FlgM相互作用によって制御されていることになる。精製蛋

白質を用いた znνitroでの転写解析により (Liuand Matsumura， 1994)、クラス 2の転

写は σ 70を含む RNAポリメラーゼによって行われ、 FlhDと FlhCは複合体

( FlhD/FlhC)を形成して必須のアクチベーターとして機能することが明らかとな っ

ている。最近当研究室においてクラス 2オペロンの転写開始点が同定され、多 く

のクラス 2オペロンには FlhD/FlhCに依存した転写が一つだけ存在し、その転写が

j7gM突然変異によって促進されることが明らかとなっている(T. Ikebe， and K. 

Kutsukake，私信)。ただし、 fliAオペロンだけは FlhD/FlhCに依存した転写に加えて

日iA自身によって活性化される転写も存在し、後者が flgM突然変異によ って促進

される (T.Ikebe， and K. Kutsukake，私信)。 一方、最上位に位置する flhDオぺロンは、
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他の制御系からの様々なシグナルに応答して鞭毛レギュロン全体の転写活性を制

御するマスターオペロンとして機能している。例えば、カタボライトアクチベー

ター蛋白質である CRPやヌクレオイド蛋白質である H-NSなどのグローパルな転

写因子によって正の制御を受ける (Kutsukakeet al.， 1990; K. Kutsukake，私信)。しか

し、 flhDオペロンの転写の分子レベルでの解析はまだ行われておらず、 FliA-FlgM

制御のターゲツトとなる転写の同定も行われていない。

本研究は、鞭毛レギュロンの転写制御において中心的な役割を果たしている

FliA-FlgM相互作用の分子機構を解明するとともに、クラス 1とクラス 2オペロン

群の FliAによる転写活性化の分子機構を解明することを目的として行った。その

結果、 FliAと FIgMはそれぞれの C末端領域で相互作用することが明らかとなり、

さらに、 FIgMの N末端側は細胞外への輸送に必須な領域であることが判明した O

一方、精製日iAを用いた invitro転写系から、 FliAはクラス 3型の転写は促進する

が、クラス 1とクラス 2型の転写は促進しないことが判明した。これらの結果か

ら、鞭毛レギュロンの転写制御について考察する。
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1.試薬と培地

( 1 )試薬

材料と方法

本研究では、特に断らない限りすべてナカライテスク製の特級試薬を用いた。

(2)培地

液体培地の組成は次の通りである LB:tLO 1000ml， peptone S (極東) 10g， yeast 

extract (極東)5g， NaCl 5g， 5N NaOH O.4ml; 2YT:tLO 1000ml， peptone S 16g， yeast 

extract 10g， NaCl 5g， 5N NaOH 0.8ml; M9 minimal: X 10 M9 salts ( tLO 1000ml， 

Na2旧 04.12tLO85.48g，即日0415g， NaCl 2.5g， NH4C15g) 100ml， 20%(WN) glucose 

20ml， thiamine 1mg; M9 minimal + CA:品o829mll， X 10 M9 salts 100ml， 10%( WN) 

glycerol 20ml， 20% ( W N) Casamino acids (Difco) 50ml， 1M MgS04 1ml。

寒天培地の組成は次の通りである;LA:LB 1000ml， agar{松栄)12g; LB soft agar: 

LB 1000ml， agar 5g; motility agar:tLO 1000ml， peptone S 15g， NaCl 5g， agar 2.5g。

培地に入れる抗生物質の終濃度は、特に断らない限り以下の通りである;

ampicillin (Sigma)， 50μ g!ml; methicillin ( Sigma)， 250μ g!ml; tetracycline (和光純薬)， 

20μ g!ml; kanam ycin (明治製菓)， 50μ g!ml; chloramphenicol (三共)， 25μ g!ml。

2. 菌株、プラスミド及びファージ

本研究で用いた大腸菌及びサルモネラ菌株を表 1に、プラスミドとファージを

表 2にまとめた。
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3. DNA操作法

DNAの一般的な取扱いについては、 Sambrooket al. ( 1989)の方法に従った o なお、

以下で用いたバッ ファーのうち、 TE(pH8.0)は 10mMTris' HCl ( pH8.0 )， 1mM EDT Aを、

TE(pH7.5)は 10mMTris'HCl(pH7.5)， 1mM EDTAを示す。

( 1 )プラスミド DNAの小量調製

大腸菌から調製する場合はボイリング法で、サルモネラから調製する場合はア

ルカリ法で行った。

(i)ボイリング法

組換え体選抜用の抗生物質を添加した 2mlの LBにプラスミド保持菌の単一集

落を接種し、 37ocで対数増殖後期まで振とう培養する。培養液 1mlをサンプリン

グチューブに取り、微量高速遠心機 MC・15A(トミー精工)を用いて 10krpm，室温で

1分間遠心後、上清を取り除く。菌体に 350μlの 100mM Tris.HCl (pH8.0)， 1mM 

EDTA， 5%(WN) Triton X-100を加えてボルテックスで懸濁後、ただちにお μiの

lysozyme(生化学工業)溶液(10mglmlin TE ( pH8.0 ) )を加え、ボルテックスで 10秒間

撹持する。 1000Cで 60秒間加熱した後、 12krpm， 室温で 10分間遠心する O 沈澱を

取り除いた上清に 40μlの 2.5MNa-acetate (pH5.2)と420μlの isopropanolを加えて

よく混合し、室温で 5分間放置する。微量高速冷却遠心機 MRX・150(トミー精工)

を用いて 15krpm，4 oCで 20分間遠心後、沈澱を 70%( V N) ethanolで洗い、真空乾

燥させる o 50μlの TE(pH8.0)に溶解し、 -20oCで保存する。

( ii )アルカリ法

ボイリング法と同様に培養を行い、遠心集菌する。菌体を 100μlの氷冷した

50mM glucose， 25mM Tris.HCl (pH8.0)， 10mM EDTAに懸濁する o l%(WN) SDS， 0.2N 

NaOHを 200μl加えてチューブを緩やかに反転させて混合し、氷中におく。

11.5% ( V N) acetate， 3M K-acetateを 150μl加えてよく混合し、氷上に 5分間放置

する。 12k中m，40Cで 5分間遠心し、上清を別のチュープに移す。 900μiの ethanol

を加えてよく混合後、室温で 5分間放置するo12krpm， 4 oCで 5分間遠心後、沈澱
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を 70%( V N) ethanolで洗い、真空乾燥させる。以下、ボイリング法の場合と同様

にして保存する 。

(2)プラ スミ ドDNAの大量調製

組換え体選抜用の抗生物質が入った 250mlの LBにプラスミド保持菌の単一集落

を接種し、 37ocで一晩振とう培養する o培養液を氷冷し、250ml容遠 J~\ 管に移す。

孔4・6ロータ(久保田)を用いて 8krpm，4 oCで 5分間遠心する。 上清を捨て、菌体を

40mlの 100mMNaCl， 10mM Tris.HCl (pH7.8)， 1mM EDTAに懸濁し、 40ml容遠心管に

移す。孔A..-3Rロータ(久保田)を用いて 6k中m，4 oCで 5分間遠心し、上清を捨て る0

5mlの 50mMglucose， 10mM EDTA， 25mM Tris.HCl (pH8.0)と20mgの lysozymeを加えて

撹枠し、 10分間室温に放置する。 10mlの 0.2N NaOHと O.lgの SDSを加えて緩や

かに混合し、氷中で 10分間放置する。 K-acetate溶液(acetate 11.5ml， 3M Na-acetate 

88.5ml)を 7.5ml加えてよく混合し、氷中で 15分間放置する。 14.5krpm，4 oCで 20分

間遠心し、上清を別の 40ml容遠心管に移すo13.5mlの isopropanolを加えてよ く混

合し、 20分間室温に放置する。 3krpm，4 oCで 10分間遠心して上清を捨て、沈澱を

2mlの ethanolで洗い、真空乾燥させる o10mlの TE(pH8.0)に溶解後、 250μiの

RN ase ( Boehri時erMannheim )溶液(10mglml in O.lM NaCl， 10mM acetate ( pH5.2) )を加え、

37
0

Cで 60分間保温する。 10mlの百(pH8.0)-saturated phenol (和光純薬)を加えて ボ

ルテックスでよく撹枠し、 10krpmで 10分間遠心して上清を別の 40ml容遠心管に

移すo20mlの ethanolを加え、 -30
0

Cで 2時間放置する。 10krpm，4 oCで 10分間遠心

し、沈澱を 70%(VN)ethanolで洗い、真空乾燥させる。 4mlの TE(pH7.5)に溶解し、

4.2gの CsCl( Boehringer Mannheim )を入れたチューブに移す。 400μiの EtBr溶液

( 10mglml)を加えてクイツクシールチュープ(Set:on)に移し、シールする。 VTi65.2

ロータ (Beckman)を用いてのkゅm，200Cで 12時間遠心する。遠心後、紫外線照射

下でプラスミド DNAのバンドを注射器で抜き取り、 1mlの CsCl-saturatedTE ( pH7.5 ) 

・saturated isopropanol 溶液の入ったチューブに移す。同溶液で数回抽出して EtBrを

取り除く。 溶液を透析チューブ(和光純薬)に移し、 TE(pH7.5)に対して 2回透析後、
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4 oCで保存する。

(3)DNAの酵素処理

(i)制限酵素処理

制限酵素は、東洋紡、宝酒造、ニッポンジーンまたは Boehringer Mannheimから

購入し、各製品の使用方法に従って使用する O

( ii) phenol-chloroform処理、 ethanol沈澱

制限酵素処理液と等量の TE( pH8.0 ) -saturated phenolを加え、ボルテックスで約 30

秒間撹持する O 微量高速遠心機を用いて 12k中m，室温で 1分間遠心後、上清を別

のサンプリングチューブに移す。等量の chloroform/isoamy lalcohol混液(24:1(VN) ) 

を加えてボルテックスで撹伴後、遠心して上清を別のサンプリングチューブに移

すo 1/10容の 2.5MNa-acetate( pH5.2)と2.5倍容の ethanolを加えてボルテックスで混

合し、・30
0Cで 2時間放置する O 微量高速冷却遠心機を用いて 15krpm，4 oCで 30分

間遠心後、沈澱を 70%( V N) ethanolで洗い、真空乾燥させる。

( iii )ライゲーション反応

66mM Tris.HCl (pH7.6)， 6.6mM MgCb， 10mM Dπ，0.lmM ATP(宝酒造)溶液中で、 T4

DNA ligase(ニッポンジーン)を粘着末端の場合には 5units、平滑末端の場合には

500units使用して 160Cで反応を行う。

(4)欠失体の作成

目的の DNAを含むプラスミド(5-10μg)の欠失させる側を 5'突出末端または平

滑末端が生じるような制限酵素で切断し、欠失させない側を 3'突出末端が生じる

ような制限酵素で切断する。 phenol-chloroform処理と ethanol沈澱で DNAを精製し

た後、 100μlの 50mMTris.HCl ( pH8.0)， 100mM NaCl， 5mM MgCh， 10mM 2・MEに溶解

させる。 180unitsの Exonuc1easeIII (東洋紡)を加え、ピペットマンでよく撹持する。

目的に応じて一定時間毎にサンプリングし、あらかじめ別のサンプリングチュー

ブに用意しておいた 100μlの 40mMNa-acetate (pH4.5 )， 100mM NaCl， 2mM ZnCb， 

10% (WN) glycerol中に入れていく o 650Cで 5分間処理して ExonucleaseIIIを失活さ
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せ、氷中におく o 50unitsの Mungbean nuclease (東洋紡)を加え、 37
0Cで 30分間保温

する o phenol-chloroform処理と ethanol沈澱を行った後、 50μlの 7mM

Tris.HCl(pH7.5)， O.lmM EDTA， 20mM NaCl， 7mM MgCh， O.lmM dNTP(宝酒造)に溶

解させる。 2unitsのKlenow fragment (東洋紡)を加え、 37oCで 15分間保温する O

ethanol沈澱を行った後、 40μlの TE(pH8.0)に溶解する o 適量をライゲーシヨン

反応に用いる O

(5)アガロースゲル電気泳動

(i)サンプルの調製

DNA 溶液の1/6容の反応停止液(50%(WN)glycerol， l%(WN) SDS， 0.02%(WN) 

BPB)を加えて電気泳動用のサンプルとする。

( ii)電気泳動

Agarose S(ニッポンジーン)を用いて TBE(90m~r1 Tris-borate， 2mM EDT A )中で 1%

(WN)ゲルを作成し、サブマリン型電気泳動装置 Mupid(アドバンス)を用いて

100Vで泳動を行う O 泳動終了後、ゲルを EtBr溶液(0.5μ g!ml in TBE)に約 30分間

浸漬する O 軽く水洗した後、 トランスイルミネーター上で DNA-EtBr複合体の蛍光

を検出し、 Polaroid665あるいは 667フィルムに撮影する。

(6 )アガロースゲルからの DNA断片の精製

Ultra PURE Agarose (Gibco BRL)を用いて、 TAE (40mM Tris-acetate， 1mM EDT A )中で

l%(WN)ゲルを作製し、 TAEをバッファーとして電気泳動を行う。ゲルを EtBr溶

液で染色後、目的の DNAのバンドを含むゲル断片を切り出し、サンプリングチュ

ープに入れる。 GeneClean II kit (Bio101 )を用いて以下の手順で DNA断片の精製を

行う O ゲルの 3倍量の NaI溶液を加え、 45-50oCで加温してゲルを溶解させる。溶

解後氷上におき、 5μ!の Glass milkを加え、 1分おきにチュープを反転させて撹

持する。微量高速冷却遠心機を用いて 10krpm，4 oCで 1分間遠心し、沈澱を集め

る。氷冷した 1mlの New washで沈澱を 3回洗浄し、真空乾燥させる。滅菌水を

10μ1 h日え、 37oCで 5分間保温する。微量高速遠心機を用いて 12krpm，室温で
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1分間遠心し、水層 を抽出する。この抽出操作を再度繰り返し、水層をプールす

るO

(7 )形質転換

(i)コンビテントセルの作成

単一集落から作成した前培養液を 100倍希釈となるように LB培地に接種し、

37 oCで振とう培養する。対数増殖中期になったところで培養液を氷冷す る。培養

液を 40ml容遠心管に移し、 RA-3Rロータ(久保田)を用いて 6krpm，4 oCで 5分間

遠心し、上清を捨てる。培養液と等量の氷冷した O.lM MgCbを加え、菌体をボル

テックスで懸濁する。 6k中m，4 ocで 5分間遠心し、上清を捨てる。培養液の 1/2

容の氷冷した O.lMCaChを加え、ボルテックスで菌体を懸濁する。氷上に 30分以

上放置後、 6krpm，4 oCで 5分間遠心集菌し、菌体を適量の氷冷した O.lM CaChで

懸濁してコンビテントセルとする。

(ii)形質転換

サンプリングチューブに DNA溶液と TEN(20mM TrIs.HCl( pH8.0)， 1mM EDTA， 

20mM NaCl)を加えて全量を 100μ!とし、氷上におく O コンビテントセル 200μl

を加えて緩やかに混合し、氷上に 30分以上放置する。 42ocで 2分間熱ショック

を与えた後、ただちに氷上に戻して 5分間放置する。加温融解させた 2.5mlの LB

soft agarに加えてボルテックスで軽く混合後、抗生物質を含む LA上に重層する。

なお、ファージの場合は LBsoft agarに宿主となる菌体の培養液を 200・300μi加え

るO また、 β-ガラクトシダーゼの α ー相補性を利用して組換え体を選抜する際

は、 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside溶液i(20mg!ml in dimethylformamide (米山

薬品))を 50μ!と 100mM IPTGを 10μl加える O 宿主としてアンピシリン耐性遺

伝子を持つ KK1107，KK1107GM， KK1108， KK1108GMHD， KK1505HB， KK1505IA， 

悶く1512HBを用い、 ampicillin耐性遺伝子を持つプラスミドで形質転換する場合は、

ampicillinとmethicillinをそれぞれ通常の 5倍量含む LAを用いる。
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(8)DNAシークエンシング

(i)一本鎖 DNAの調製

M13mp18/19からの調製: 単一プラークを 50μiの JM109前培養液が入った 2ml

の LBに接種する o 37
0Cで 6時間振とう培養した後、 1mlをサ ンプリングチューブ

に取る。微量高速遠心機を用いて 12k中m， 室温で 5分間遠心し、上清を別のサン

プリングチューブに移す。上清に 200μlの PEG溶液(20% ( W N) PEG8000 in 2.5M 

NaCl)を加えてよく混合後、室温で 15分間放置する。微量高速冷却遠心機を用い

て 12k中m， 4 oCで 10分間遠心して沈澱を集めた後、上清を完全に取り除く o 100 

μ!の TE(pH8.0)を加え、沈澱を懸濁する。 50μlの TE(pH8.0 ) -saturated phenolを

加え、ボルテックスで約 30秒間撹持する。 12k中mで 1分間室温で遠心し、上清を

別のサンプリングチューブに移す。 300μlの ethanol/3M Na-acetate混液(25:1)を加

えてよく撹持し、 15分間室温に放置する。 12krprn，4 oCで 10分間遠心後、沈澱を

70% ( V N) ethanolで洗い、真空乾燥させる。 20μlの TE(pH8.0)に溶解させ、・20

oCで保存する。

pUC118/119からの調製:目的のプラスミド保持菌の単一集落を、 ampicillinを含ん

だ 2mlの 2YTに接種する O ヘルパーフアージ M13K07を 2x 107pfu/mlとなるよう

に加え、 37oCで激しく振とう培養を行う。培地がわずかに濁ってきたところで

kanamycinを最終濃度が 70μ g/mlとなるように加え、さらに 15時間培養を続ける。

培養終了後、 M13mp18/19からの調製法と同様にして一本鎖 DNAを調製する o

( ii )シークエンス反応

Sanger et al. ( 1977 )のジデオキシ法に従って、以下の通り反応を行う。

Sequenase ver2.0 (USB )による反応:キットに添付されている試薬を用いて、以下

の通り反応を行う。鋳型 DNA-プライマー混液(10μ1中に primer 0.5pmol， X 5 

Reaction buffer 2μ1， template DNA 0.5pmolを含む)を作成して 650Cで 2分間加熱し

た後、室温で約 30分間放置する。 0.1M DTT 1μi、滅菌水で 5倍に希釈した

Label ing m ix 2μi、[α_J2p]dCTP( 3，000Ci/mmol ) (ICN) 0.5μl、Enzymedilution buffer 
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で 9倍に希釈した Sequenase2μ lを加える。室温で 2・5分放置後、予め分注してお

いた 2.5μlの Terminationmix に 3.5μlずつ加える。 37
0

Cで 5分間保温後、 4μl

の反応停止液(95%(VN)formamide， 20mM  EDTA， 0.05%(WN) BPB， 0.05%(WN) 

xylene cyanol FF)を加える。 90
0

Cで 2分間加熱後、ただちに氷中に移す o 2-3μlを

20cm x 50cmの urea-denatured-polyacrilamidegel [6o/.~ ゲ ル :品o 11ml， X 5 TBE 7ml， 30% 

acrylamide mix ( 29σ% (WN) acrylamide， 1%( WN) N， N'-methylenebisacrylamide) 7ml， 

urea 16.1g， 10mglml APS 120μ1， TEMED 40μlJ に重層し、ゲル 1枚当たり 20mAで

泳動を行う。泳動終了後、 X線フィルム (FUn RX)に -800Cで一晩オート ラジオグ

ラフイーを行う O

BcaBEST(宝酒造)による反応:キットに添付されている試薬を用いて、以下の通

り反応を行う。鋳型 DNA-プライマー混液(13.5μl中に、 X 10 buffer 1.5μ1， 

template DNA 0.5pmol， primer 0.5pmolを含む)に[α-32p]dCTP(3，000Ci!mmol)0.5μ!と

BcaBEST DNA polymerase 1μlを加える。これを滅菌水で 2倍に希釈した 4種類の

dNTP-ddNTP mix 2μlに 3.5μlずつ加える。 65oCで 3分間保温した後、 Chase

mixture を 1μlずつ加えて混合し、さらに 650Cで 3分間保温する。反応停止液を

3μlずつ加えて 95oCで 3分間加熱後、ただちに氷中に移す。以下、上と同様に

電気泳動を行い、オートラジオグラフィーを行う O

(9 )プラスミドの構築方法

本研究で新たに構築したプラスミドの構築方法について、表 3にまとめた。

(10 )グB突然変異 flgM遺伝子のクローニング

rjZB突然変異体の染色体 DNAとクローニングベクター pBR322をEcoRIで切断後、

ライゲーシヨン反応を行う。ライゲーション混液を用いて、 flgM遺伝子の近 くに

位置する jZgB遺伝子の欠損株である EKK21株を形質転換する。 ampicillinを添加し

た motility agarに接種して 370Cで培養し、運動性を回復した形質転換体を選択す

る。
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4.β ーガラクトシダーゼ活性の測定

Miller ( 1972)の方法に従って、以下の通り測定する。 IPTG誘導型プラスミド保持

菌の単一集落から作成した前培養液を 1mM の IPTGと抗生物質を含んだ 2mlの LB

に 100倍希釈とな るように接種 し、OD600値が 0.3・0.5となるまで振とう培養する。

培養 液を氷 冷 後、 O.lmlまたは 0.5mlを Z buffer( 60mM Na2HP04'7tLO， 40mM 

Na比P04.tLO，10mM KC1， 1mM MgS04.7tLO， 50mM 2・ME，pH7.0)に加え、 全量を 1mlと

する O ただちにトルエン 10μiを加え、ボルテックスで約 10秒間撹持する o 37 

OCで緩やかに振とうしてトルエンを揮発させた後、試験管を 28oCに移し、 5分開

放置する。 ONPG( Sigma)溶液(4mglml)を 200μl加えてよく混合し、 28oCで反応

させる O 十分反応させたところで 0.5mlの 1MNa2COJを加え、反応を停止させる 。

OD 420と OD550を測定した後、以下の式に従って β-ガラクトシダーゼ活性を算

出する O

U nits == 1000 x (0 D 4 2 0 - 1.75 x 0 D 5 5 0 ) / t X v X 0 D 6 0 0 

t，反応時間(min); v，測定に用いた培養液の容量(mI)

5. SDS-PAGE 

Laemmli et al. ( 1970 )の方法に従って以下の通り行う。

(i)サンプルの調製

目的のサンプルに 18μlの SDSgel loading buffer( 50mM Tris.HCl (pH6.8)， 2% (WN) 

SDS， 0.1%( WN) BPB， 10% (WN) glycerol)と2μ!の 1MDπ を加え、1000Cで 3分

間加熱する O

(ii)電気泳動

10cm X 10cmの SDSゃolyacrylamide gel( 15% resolving gel: tLO 2.3ml， 30%(WN) 

acrylamide mix 5.0ml， 1.5M Tris'HCl(pH8.8) 2.5ml， 10%(WN) SDS O.lml， 10%(WN)APS 

O.lml， TEMED 4μ1; 12% resolving gel:tLO 3.3ml， 30% (WN) acrylamide mix 4.0ml， 1.5M 

Tris' HCl ( pH8.8) 2.5ml， 10% ( W N) SDS O:lml， 10% ('N N) APS O.lml， TEMED 4μ1; 5% 
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stacking gel:iflO 3.4ml， 30% (WN) acrylamide mix 0.83ml， 1.0M Tris.HCl (pH6.8) 0.63ml， 

10% (WN) SDS 0.05ml， 10% (WN) APS 0.05ml，司N.[ED5μ1 )にサンプルを 10-15μl

アプライし、 Tris-glycineバッフアー(25mMTris base， 250mM glycine， 0.1%( W N ) SDS ) 

でゲル 1枚あたり 18mAで泳動を行う。泳動終了後ゲルを Coomassie染色液

(Coomassie brilliant blue R250 0.25g， methanol 45ml， HzO 45ml， acetate 10ml)に浸し、約 1

時間緩やかに振とうする。ゲルを脱色液(methanol45ml， iflO 45ml， acetate 10ml)に浸

し、バンドがはっきり現れるまで脱色を行う。ゲルを水洗した後、鴻紙にのせ、

ゲルドライヤーで吸引、加温して乾燥させる。

6. ウエスタンプロッテイング

スマイライト・ウエスタンブロッテイングシステム(住友金属)を用いる。

5の方法に従って電気泳動したゲルと、 Nitrocelluloseメンプレン、パッド、ろ紙

をプロッティング用バッファー(25mMTris'HCl(pH8.3)， 250mM glycine， 20%(VN) 

methanol)に 5分以上浸した後、プロッティング装置にセットし、 180mAの定電流

で 1時間プロッテイングする O このとき、装置は氷水で冷却する。プロッティン

グされたメンブレンを取り出し、 10mlのブロッキングバッファー(TBS-tween 

(20mM Tris.HCl (pH7.5)， 150mM NaCl， 0.05% (WN) tween 20(和光純薬)) 10ml，プロッ

キング試薬(住友金属)0.2g)に浸し、室温で 1時間振とうする。 25mlの TBS・tween

中で 5分間振とうした後、 10mlの一次抗体溶液(洗浄溶液(TBS-tween165ml，ブロッ

キング試薬 0.33g)10ml， ウサギ抗血清 1μ1)に浸し、 2時間振とうする。 25mlの洗

浄液中で 10分間ずつ 3回洗浄して未反応抗体を取り除いた後、 10mlの二次抗体溶

液(洗浄溶液 10ml，抗ウサギ IgG-アルカリフォスファターゼ試薬(住友金属 )1μ1) 

に浸し、 1時間振とうする。 25mlの洗浄液中で 10分間ずつ 3回振とうし、未反応

二次抗体を取り除く。 25mlの TBM(100mM Tris' HCl (pH9.5 )， 150mM NaCl， 50mM 

MgCb)に浸し、 5分間ずつ 2回振とうしてメンプレンを平衡化させる。 150μlの

ルミステイン(住友金属)を滴下したサランラップ上にメンブレンをのせ、カセツ
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トに入れ X線フィルムに一晩感光させる。

7. in νitroにおける FliA-FlgM蛋白質問相互作用の解析

Ohnishi et al. ( 1992)の方法に従って、以下の通り 行う。

(i) in νitro転写一翻訳共役系

E. coli S30 Extract Prokaryotic Translation System ( Promega )を用いて以下の通り 反応を

行う o template DNA (fliAまたは flgM遺伝子を運ぶプラスミドのスーパーコイル型

DNA)lμg， 100mM IPTG 0.5μ1， premix ( -Met) 20μ1， [、]methionine( 1，000Ci/mmol ) 

(HAS) 1μ1， S30 15μlの混液を作成して全量を 50μiとし、 370Cで 60分間加温

する。

(ii)蛋白質問の架橋と免疫沈澱

上の混液に DSP(Sigma)溶液(100mg!ml in DMSO)を 1μl加え、氷上に 1時間お

く。 50μlの couplingbuffer 1 (50mM sodium phosphate ( pH7.2 )， 150mM N aCl )、 10μl

の 20σ7fo(WN)Triton X-100、10μlの 15%(WN)SDSを加え、 900Cで 2分間加熱す

るo 370μlの couplingbuffer 1、5μlの trypsininhibitor ( 1mg加1)、 2.5μ!の抗 FliA

ポリクローナル抗体と 2.5μlの抗 FlgMポリクローナル抗体(いずれも大西浩平

博士より分譲されたもの)を加え、 4oCで一晩緩やかに混合する。 5mgの Protein

A-Sepharose CL-4B ( Sigma)を加え、 1時間緩やかに混合する。 500μiの coupling

buffer II (l%(WN) Triton X-100を含んだ couplingbuffer 1 )を加え、微量高速遠心機

を用いて 15krpmで 1分間遠心して沈澱を集める。沈澱を couplingbuffer IIで 2回、

coupling bu百'er1で 2回洗った後、 50μlの TDG(33mMTris.HCl(pH8.5)， l%(WN) 

SDS， 12.5%(WN) glycerol， O.Ol%(WN) BPB)を加え、 900Cで 5分間加熱する。10

μlのサンプルを 15%の SDS-polyacrylamidegelで泳動する。

( iii )フルオログラフイー

ゲルを固定液(10% (V N) acetate， 30% ( V N) methanol)に浸し、約 1時間穏やかに

振とうする。 50mlの Enlightning( Du Pont )に浸し、30分間緩やかに振とうする 。ゲ
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ルドライヤーでゲルを乾燥させ、・800Cでオートラジオグラフイーを行う。

8. FlgMの細胞外輸送の解析

単一集落から作成した前培養を 100倍希釈となるように 2mlの M9minimal + CA 

に接種し、 37
0

Cで振とう培養する。 OD600値が 0.4となったところで IPTGを終濃

度が 1mMとなるように添加し、さらに 5時間培養を続ける。氷冷後細胞数が等し

くなるように培養液をとってサンプリングチューブに移す。微量高速冷却遠心機

を用いて 12krpm，4 oCで 5分間遠心し、上清を別のサンプリングチューブに移す。

再度遠心して上清 900μlを別のチューブに取り、 100μlの 100%TCA(和光純薬)

を加え、氷上に 1時間おく。 15krpm，4 oCで 30分間遠心し、沈澱を Tris-SDS-gel

loading buffer (Tris-saturated ffiO/SDS-gel loading buffer ( 1:9) ) 18μ!と 1MDπ2μlに

溶解して 100
0

Cで 3分間加熱する。 10μlのサンプルを 15%・25%polyacrylamide gel 

(バイオクラフト)に重層し、 6の方法に従って解析する O

9. 蛋白質の精製

4 oCのクロマトチャンパー内で EconoSystem (Bio-Rad)を用いて蛋白質の精製を行

うO 各フラクションに含まれる蛋白質は SDS-PAGEによってモニターする。

(1 )DEAEイオン交換クロマトグラフィー

カラム(内径 1cmx長さ 20cm)に担体ベッドの高さが 10cmとなるように DEAE

樹脂(DEAE-TOYOPEARL650M)をつめる。 O.lMNaCl-TGED( 10mM Tris.HCl (pH7.8)， 

5%(WN) glycerol， O.lmM EDTA， O.lmM DIT)をベッド容量の 2倍量流し、カラムを

平衡化させる。サンプルをアプライし、流速 0.5ml!minで 10ml溶出させた後、

0.lM-0.5Mまたは OM・1Mの NaCl直線濃度勾配で 75ml溶出させる。

(2)硫安塩析による蛋白質の濃縮

100%の飽和硫安溶液を最終濃度が 40%(VN)または 60%(VN)となるように加え

蛋白質の塩析を行う。 4oCで一晩静置した後、 RA-3Rロータを用いて 14.5k中m，
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4 oCで 30分間遠心する O 生じた沈殿を次の段階で使用するバッファーに溶解し、

このバッファーに対して一晩透析する。バッフアーの交換は 3回行う O

(3) Heparinアフィニティークロマトグラフィー

5ml容量の HiTrap Heparinプレパックカラム(Pharmacia )を溶出バッファー(O.lM

NaCl・TGED)で平衡イじさせる。サンプルをアプライし、流速 0.5ml/min.で 10ml溶出

させた後、 OM-1MNaCl直線濃度勾配で 75ml溶出させる。

(4)蛋白質の定量

Protein assay試薬(Bio-Rad)を用いてタンパク質の定量を行う。 1・25μglmlの濃度

に希釈したタンパク質溶液 800μiに、アッセイ用試薬 200μlを加えてよく撹持

した後、室温で 5分間以上放置し、 595nmの吸光度を測定する。 BSA標準溶液(0， 

125， 250， 500μglml)を用いて検量線を作成し、この検量線から目的のタンパク質

濃度を求める O

10. in vitro転写再構成系

鋳型となる 1μgのスーパーコイル状プラスミド DNAと σ 70を含む RNA

pol ymerase (Boehringer Mannheim )あるいは FliAと RNA polymerase， core ( Epicentre 

Technologies)を転写緩衝液中(50mMTris'HCl(pH7.8)， 50mM NaCl， 3mM MgCh， O.lmM 

EDTA， 0.1mM Dπ， 3mM Mg-acetate， 25mglml BSA)で 370C、30分間加温し、転写開始

複合体を形成させる(このとき、条件に応じて、アクチベーター蛋白質 CRP(饗場

弘二博士から分譲されたもの)と FlhDlFlhCを加えておく)。別のチューブに RNA

鎖合成の基質となるヌクレオチド混合液(1.5mM GTP， ATP， CTP， 500μM UTP 

( Boehringer Mannheim ) ) 1.5μlと[α_32p]UTP( 3，000Ci/mmol ) ( ICN) 1μlを含む転写

緩衝液 15μiを作成し、 370Cで 30分間加温する。両者を混合し、 370Cで 10分間

保温して転写反応を行った後、反応停止溶液(0.6MNa-acetate( pH5.5)， 20mM EDTA， 

200μglml tRNA( Sigma) )を 50μi加える。フェノール処理と ethanol沈殿によ って

貯~A 生成物を回収し、 DNA シークエンスゲルで泳動して X 線フィルムにオート

-18 -



ラジオグラフイーをとる。

11. FliAの精製と活性測定

(1) FliAの精製

FliAを大量発現するプラスミド pSIIA1で形質転換させた大腸菌 EKK22株を

IPTGによって誘導培養した場合、 FliA蛋白質は封入体を形成し、不溶性画分から

回収される。そこで、大腸菌の σ70の封入体からの精製方法(Igarashiand Ishihama， 

1991)に従って、 FliAを精製した O

pSIIAlで形質転換させた EKK22株を ampicillinが含まれる 5mlの LB培地に接種

し、 37
0Cで越夜培養する O この前培養液 2.5mlを ampicillinを添加した 250mlの LB

に接種し、 37oCで培養する。KleU値が 40となったところで IPTGを最終濃度が

1mMとなるように加え、さらに 4時間培養を続ける。培養液を氷冷した後、 RA・6

ロータを用いて 6k中m，4 oCで 5分間遠心し、集菌する。 40mlの氷冷した 10mM

Tris.HCl ( pH7.9)を加え、菌体を駒込ピペットで懸濁する。孔t¥-3Rロータを用いて

6krpm， 4 oCで 5分間遠心し、上清を捨てる。 4mlの buffer 1 (50mM Tris.HCl (pH8.0)， 

1mM EDTA， 100mM NaCl)に懸濁した後、 16μlの 100mMPMSF溶液(isopropanol溶

液)と 80μlの lysozyme溶液(10mg!ml in TE ( pH8.0 ) )を加えてよく撹持する。時々

撹持しながら 20分間氷中に置いた後、 80μiの 8%( W N) deoxycholate溶液を加え

てさらに 20分間氷中に置く。超音波破砕装置 SONIFIER250 ( Branson )で粘性がなく

なるまで細胞を破砕した後、 12krpm，4 oCで 10分間遠心する。上清を捨て、 FliAを

含む不溶性画分を Triton X-100を 0.5%(WN)添加した 4mlの buffer 1に懸濁し、再

び 12krpm，4 oCで 10分間遠心する。この操作を再度繰り返した後、 6Mの

guanidine-HClを含む TGEDを 2ml加えて可溶化する。 O.lMの NaCI-TGEDに対して

透析し、 guanidine司HClを取り除く。透析中に生じた沈殿を 6k中m，40Cで 5分間遠心

して取り除き、得られた FliAの組抽出液を DEAE-TOYOPEARL650による陰イオン

交換クロマトグラフィーで分離する。 O.1M・O.5M NaCl直線濃度勾配で 75ml溶出さ
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せ、各画分に含まれる蛋白質を 12%ゲルによる SDS-PAGEでモニターする。 FliA

に相当する分子量 28，000の蛋白質が含まれる画分を 60%(VN)飽和硫安で沈殿さ

せる。これを O.lMNaCl-TGEDに対して透析し、精製 FliA画分とする。

(2) FliAの活性測定

精製した FliA蛋白質の活性は、 FliA-附ぜA ポリメラーゼによって転写される fliC

遺伝子を鋳型とした invitro転写系で確認した O

fliCのプロモーター領域を運ぶプラスミド pSIIC100を作成し(表 3)、このプラス

ミドのスーパーコイル状 DNAを鋳型として inνitro転写系を構築した。 pSIIC100は、

fliCの転写開始点(N.Ide， and K. Kutsukake，私信)から約 420b下流に rrnB遺伝子のタ

ーミネーターが位置するように構築しである。精製した FliA蛋白質と RNAポリ

メラーゼ-コア酵素による pSIIC100を鋳型にした in νitro転写反応により、約 420b

の悶ぜA が合成されることが示され、活性のある FliA標品であることが確認され

たO

12. FlhDlFlhCの精製と活性測定

( 1 ) FlhDlFlhCの精製

FlhDとFlhCを大量発現させるため、ベクターとして pET17b、宿主として大腸

菌 BL21株からなる T7発現系を用いた o pET17bは、T7ファージの RNAポリメラ

ーゼによって特異的に転写され、かつ強力な転写活性を持つ T7プロモーターを

持つ O 一方、 BL21株は染色体上に IPTGによる誘導が可能な T7RNAポリメラーゼ

遺伝子を持つ大腸菌である。したがって、 pET17bの T7プロモーター下流に目的

の遺伝子をクローニングして BL21株に導入すれば、 IPTGの添加によって目的の

遺伝子産物を特異的に大量発現することができる (Seed，1987)。

FlhDと FlhCを大量発現できるプラスミド、 pSIHD1と pSIHC2を構築した(表 3)。

これらのプラスミドで大腸菌 BL21株をそれぞれ形質転換し、得られた形質転換

体を IPTG誘導下で培養した。 FlhDに相当する分子量 13，000の蛋白質は可溶性画
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分から回収されたが、 FlhCに相当する分子量 22，000の蛋白質は不溶性画分から回

収された。 そこで、複合体を形成して機能している両蛋白質を同一細胞内で発現

させ、両者を可溶性複合体 として精製することを試みた。 pSIHD1と同一細胞内で

共存可能な FlhCの大量発現プラスミド pSIHC2を構築した(表 3)。これらのプラ

スミドで形質転換した BL21株を IPTG存在下で培養 した場合には、FlhDと FlhC

蛋白質は共に可溶性画分から回収された。

pSIHDlと pSIHC2の両方を持つ大腸菌 BL21株を ampicillinと chloramphenicolを添

加した 10mlの LBで 370Cで越夜培養し、この前培養液を 1000mlの LBに接種して

37 oCで培養する。Klett値が 40となったところで IPTGを最終濃度が 1mMとなる

ように加え、さらに 4時間培養を続ける O 培養液を氷冷後、 RA-6ロータを用いて

6krpm， 4 oCで 5分間遠心し、菌体を集める。 40mlの氷冷した 10mMTris.HCl (pH7.9 ) 

を加え、菌体を駒込ピペットで懸濁する o RA-3Rロータを用いて 6krpm，4 oCで 5

分間遠心して上清を捨てた後、菌体を 5mlの 10mMTris.HCl (pH7.9)に懸濁する。菌

体を超音波破砕後、 12krpm，4 oCで 10分間遠心し、上清を集める。 NO.65ロータ

( Beckman)を用いて 35krpm，4 oCで 1時間遠心し、得られた上 清 を

DEAE-TOYOPEARL650による陰イオン交換クロマトグラフィーにかける。 OM・1M

の直線濃度勾配で 75ml溶出させ、各画分中の蛋白質を 15%ゲルによる SDS-PAGE

でモニターする o FlhCと FlhDに相当する蛋白質が同時に溶出されているピーク画

分を 40%(VN)の飽和硫安で沈殿させる。 O.lM NaCl・TGEDに対して透析後

Heparinアフィニティークロマトグラフィーで分離し、各国分中の蛋白質を

SDS-PAGEでモニターする。 FlhDと FlhCが含まれる画分を 40%(VN)の飽和硫安

で沈殿させた後透析し、精製 FlhD/FlhC画分とする。

(2)日hDlFlhCの活性測定

FlhDlFlhCは σ 70 -RNAポリメラーゼの転写活性化因子として機能する (Liu and 

Matsumura， 1994)。そこで、精製した蛋 白質が活性のある FlhD/FlhC複合体であるこ

とを、クラス 2に属する flgAオペロンの in vitro転写系を用いて確認する。方法の
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詳細は第 2章に記述する O

13. 転写開始点の同定

(1 )RNAの調製

細菌からの総 RNAの調製は、 TRlzol Reagent (Gibco BRL)を用いて、以下に述べ

る方法で行う。 5mlの LBに目的のサルモネラ菌株を接種し、 37oCで対数増殖後

期まで振とう培養する。培養終了後ただちに 40ml容遠心管に移し、孔生-3Rロータ

を用いて 6k中m，室温で 5分間遠心集菌する。菌体に 1mlの TRIzolReagentを加えて

よく撹梓し、ネジ付きのサンプリングチューブに移す。室温で 5分間放置した後、

200μlの chloroformを加えて激しく撹梓し、室温で 3分間放置する。微量高速冷

却遠心機を用いて 12，000中m，4
0Cで 15分間遠心し、得られた上清を新しいチュー

ブに移す。この上清に 500μiの ethanolを加えてよく撹伴し、室温で 10分間放置

する。 12krpm，4 oCで 10分間遠心後、沈殿を 70%( V N) ethanolで洗う。沈殿を軽く

乾燥させて滅菌水に溶解し、・85oCで保存する。抽出した RNAの濃度は 260nmの

吸光度から求める O

(2)プライマー伸長法

以下の操作中の酵素反応は、各酵素の製品に添付されているバッファーを用い

て行った。

(i)プライマー

本研究で用いたプライマーを図 10に示した。

(ii)プライマーの標識と精製

10pmolのプライマーに 10X Protruding end kinase bufferを 1μl、 [γ_32p]ATP 

(4500mCi/mmol) (ICN)を4.5μl、T4polynuc1eotide kinase (東洋紡)を 10units加え、滅

菌水を加えて 10μ!とし、 37
0Cで 1時間反応させる。 950Cで 2分間加熱して酵素

を失活させた後、 5Mammonium acetate ( pH4.5) 240μlとethanol750μlを加えてよ

く境伴し、氷中で 30分間放置する。微量高速冷却遠心機を用いて 15krpm，4 oCで

-22 -



20分間遠心し、得られた沈殿を 80%( V N) ethanolで洗浄する。 650Cで 3分間乾燥

させた沈殿を滅菌水に溶解したものを標識プライマーとして用いる。

( iii )プライマー伸長反応

40μgの即ぜAに 5pmolの標識プライマ一、 10μlのx2 Annealing buffer ( 20mM 

T巾.HCl(pH8.3 )， 2mM EDTA， 0.5M KCl)を加え、滅菌水で総量を 20μ!とする o 65 

OCで 1時間加温した後、約1.5時間かけて 370Cまで冷却する。 60μlの Extension

mix (13.3mM KCl， 63.3mM Tris' HCl (pH8.3 )， 1.33mM Dπ， 2.66mM dNTPs)と20unitsの

M-MLV Reverse transcriptase 東洋紡)を加え、 37
0

Cで 1時間反応させる。 8μ!の

3M Na-acetate (pH5.2)と 200μlの ethanolを加えて -80oCで 30分間放置した後、

15krpm， 4 oCで 20分間遠心する。生じた沈殿を 1mlの 80%( V N) ethanolで洗浄後、

65 oCで乾燥させる o 10μlの DNAシークエンス用サンプル泳動バッファーに溶

解して 90
0Cで 5分間加熱後氷中で急冷したものをサンプルとし、 3(8)の方法に従

って電気泳動する。このとき、同じプライマーで DNAシークエンス反応を行った

サンプルを同時に泳動し、マーカーとする。泳動終了後、ゲルをオートラジオグ

ラフイーにかけ、転写開始点を示す DNAのバンドを検出する。
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結果

第 1章. FliAと FlgMの機能構造

日iAと FlgMの欠失体を用い、両蛋白質のそれぞれに対する結合ドメインと

FlgMの細胞外輸送ドメインの解析を行った。

1. F1gMタイトレーション法による FliAの FlgM結合ドメインの解析

( 1 )解析方法

FliAのF1gM結合ドメインを含むポリペプチドを細胞内で大量発現させれば

F1gMはこれに結合し、その細胞内有効濃度が減少すると考えられる。これを

F1gMのタイトレーシヨンと呼ぶ。細胞内のF1gMがタイトレーションされると、

日iAは FlgMによる活性阻害から解除されるので、 FliA依存性の転写を行う鞭毛遺

伝子の発現量は上昇するはずである(図 1)。そこで本研究では、 fliA遺伝子断片を

強力な転写活性を持つ tacプロモーターに結合させ、日iAの種々の領域に由来す

るポリペプチドを IPTGの添加によって細胞内で大量発現させるプラスミドを作

成し、これを持つ検定株で FlgMのタイトレーシヨン活性を定量化する系を構築

した O 検定株として用いた KK1505HB株は、 FliAによって転写が活性化されるク

ラス 3オペロンの 1つである tarオペロンのプロモーターとラクトースオペロンを

融合させた tar-lac融合遺伝子を持っており、 lacZ遺伝子産物である β ーガラクト

シダーゼの酵素活性を指標として tarオペロンの転写量を定量化することが出来

る。また、この株では flhB遺伝子が欠損しているため、鞭毛形態形成が阻害され

ている。したがって、F1gMは分泌を阻害されるので細胞内に蓄積し、 FliAの活性
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を阻害する。その結果、 tar-lacの転写は抑制され、低い β ーガラクトシダーゼ活

性を示す。この株内で FlgM結合ドメインを含む FliA由来のポリペプチドを大量

発現させた場合、細胞内の FlgMがタイトレーシヨンされることで FlgMによる

FliAの阻害が解除され、 β ーガラクトシダーゼの酵素活性は高い値を示すものと

期待される。

(2)野生型または欠失型 FliAの大量生産系の構築

FliAの種々のポリペプチドを大量発現させるためのベクターとして、 pTrc99シ

リーズのプラスミド (pTrc99A，B， C)を用いた。これらのプラスミドは、 tacプロモ

ーターと lacZ遺伝子由来のリボソーム結合部位を持つとともに、 3つの異なる翻

訳枠を挿入したポリリンカーサイトを持つ遺伝子融合型の発現プラスミドである。

さらに、 lαcIQ遺伝子を持つことから、挿入遺伝子が IPTGの添加によって誘導で

きる。表 3に示した構築方法により、 pKKI064-2、pKKI064-2Zまたは pKKI064-2X'

(図 2A)にクローニングされている fliA遺伝子について、その内部に存在する制限

酵素切断点を利用して種々の領域をそれぞれ翻訳枠が合うように pTrc99A，Bまた

は Cに挿入した。各ポリペプチドの N末端、あるいは C末端には発現ベクターに

由来するアミノ酸が付加される場合がある。これらの付加されるアミノ酸につい

ては表 4に示した O これらの野生型または欠失型 FliAが実際に細胞内で発現され

ていることを確認するため、各プラスミドでサルモネラの fliA遺伝子欠損株であ

る KK1361を形質転換した。得られた形質転換体を IPTG存在下で培養後、一定数

の細胞(109 cells )に含まれる全蛋白質を SDS-PAGEで分離し、抗 FliA抗体を用いた

ウエスタンプロッテイングを行った(図 3)0 その結果、 pSIIA5と pSIIAI0を除くプ

ラスミドから、各FliAポリペプチドが合成されていることが確認された。

(3)コントロール実験

FlgMのタイトレーションアッセイを行う前に、 2つのコントロール実験を行っ

た。

1つ自の実験は、細胞内で大量発現させる FliAポリペプチドの σ活性の有無を
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検定するものであ るo KK1505HB株における FlgMのタイトレーシヨンアッセイは、

FliAによる tarオペロンの転写の活性化を指標にして行うため、細胞内で大量発現

させる FliAポリペプチ ドに σ因子 としての活性が残存していた場合、細胞内の

FIgMをタイトレーシヨンしなくとも tar-lac融合遺伝子の転写が促進されると考え

られる。そこで、これらのポリペプチドが σ因子として機能しない ことを確認す

るため、上で構築したプラスミドで KK1505IA株を形質転換し、得られた形質転

換体のβ ーガラクトシダーゼ活性を測定した(表 5)。この株は tar-lac融合遺伝子を

持つが、 fliA遺伝子に突然変異を持つので低いβ ーガラクトシダーゼ活性しか示さ

ない。プラスミド由来のポリペプチドにび活性があれば fliA突然変異が相補され、

この活性値は高くなるはずである。実際、 fliA遺伝子全体を運ぶプラスミド pSlIAl

で形質転換した株では高い β ーガラクトシダーゼ活性を示す。 一 方、

pSlIA2・pSlIA10で形質転換した株ではいずれも低い値しか示さず、これらのプラス

ミドに由来する FliAポリペプチドにはσ因子としての活性は存在しないことが確

認された O

2つ目の実験は、細胞内で大量発現させる日iAポリペプチドの tar-lac融合遺伝

子の転写に対する阻害能の有無を検定するものである。 FliAポリペプチドの中に

は、 σ因子の機能であるプロモーターへの結合能や RNAポリメラーゼ・コア酵素

への結合能などが部分的に保持されているものが存在する可能性がある o そこで

上で構築したプラスミドで KK1505GM株を形質転換し、得られた形質転換体のβ

・ガラクトシダーゼ活性を測定した O この株は、 tar-lac融合遺伝子を持ち、さらに、

flgM遺伝子に突然変異が導入されている O したがって、 tar-lac融合遺伝子は脱抑

制されており、高い β ーガラクトシダーゼ活性を示す。プラスミド由来のポリ ペ

プチドにプロモーターあるいは RNAポリメラーゼ・コア酵素への結合能などが部

分的に保持されていれば、これが野生型日iAと競合するためにその作用を阻害す

ると考えられるので、この値は低下するはずである。しかし、 pSIIA2・pSIIAI0の各

プラスミドで形質転換した株では、いずれも活性の低下は確認されず(表 5)、こ
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れらのポリペプチドには tar-lac融合遺伝子の発現を低下させる活性は存在しない

と結論された。

(4 ) FlgMタイトレーションアッセイ

pSllA2-pSIIA10で KK1505HB株を形質転換し、得られた形質転換体における FlgM

のタイトレーシヨンアッセイを行った(表 5)0 pSlIA2と pSIIA3の場合には、

pTrc99A， B， Cの場合よりも 100倍以上高いβ-ガラクトシダーゼ活性が検出され、

細胞内の FlgMがタイトレーションされていることが示唆された。さらに、 pSlIA4

の場合には、 pSlIA2や pSllA3の場合より弱いものの、依然として高いβ ーガラク

トシダーゼ活性が検出され、細胞内の FlgMをタイトレーシヨンしていることが

示唆された。 pSlIA2， pSllA3， pSlIA4はそれぞれ、 IJCU3l，Va156，Gly154から C末

側の FliAポリペプチドをコードするプラスミドである。したがって、 FlgMタイト

レーションに必須な N末側の境界は、 Gly154以降のアミノ酸領域に存在するもの

と考えられる。一方、 Thr1 9 8から C末側の FliAポリペプチドに相当する fliA領域

を運ぶプラスミド pSIIA5の場合には、コントロール値と同程度の低いβ ーガラク

トシダーゼ活性しか検出されなかった。しかし、この FliAポリペプチドの細胞内

での合成は確認されておらず、この領域にFlgMタイトレーション能が残存して

いるかどうかは不明である。

pSlIA6の場合には、 pSllA2または pSIIA3の場合の 9分の 1以下のβ ーガラクト

シダーゼ活性しか検出されなかったが、この値はコントロール値より 10倍高いこ

とから、この FliAポリペプチドには依然として FlgMタイトレーション能が存在

するものと考えられる。一方、 pSlIA7と pSlIA8の場合には、低いβ-ガラクトシ

ダーゼ活性しか検出されなかった O したがって、これらの日iAポリペプチドは

FlgMタイトレーション能を失っているものと考えられる o pSIIA6， pSlIA 7， pSlIA8 

は、 C末側をそれぞれ Gln2 2 7 Leu 2 0 5 Leu 1 9 7まで持つ日iAポリペプチドをコー

ドしている。 したがって、 FlgMタイトレーシヨンに必須な C末側の境界は

Gln 227より N末側の領域に存在すると考えられる。また、Ala228以降の 12アミ
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ノ酸領域は、 FlgMタイトレーシヨン機能に必須ではないが、その機能の発現に重

要な役割 を果た している ものと考えられる o pSIIA9の場合には、コントロール値

と同程度の低い β ーガラクトシダーゼ活性しか検出されなかった。 pSIIA9は Pro22 

・Val2 1 3聞を持つ FliAポ リペプチド をコードしている。上述のように、 N末端のア

ミノ 酸は FlgMタイ トレー シヨ ン活性に不要であることがわかっているので、こ

の結果はLeu 214以降のアミノ 酸が FlgMタイトレーショ ン活性に必須であること

を示している。 pSlIA10は、 pSIIA4の C末端側を pSlIA6と同じ く 12アミノ 酸欠失

した FliAポリペプチドをコードしている O この場合、ウエスタ ンブロ テイングに

より細胞内での合成が確認されなかったが、コントロール値よりも 5倍高いβ ー

ガラクトシダーゼ活性が検出され、 FlgMタイトレーシヨン能が残存している こと

が示唆される O したがって、このポリペプチドは欠失の結果、抗日gM抗体とは

反応しないが細胞内では合成されているものと考えられる。以上の結果を総合す

ると、 FlgMのタイトレーシヨン能に必須な C末端の境界は FliAの Leu2 1 4 -Gln 2 2 7 

に存在するものと推定される。

(5 ) FlgM非感受性日iAによるタイトレーシヨンアツセイ

FlgMに対して非感受性となった FliAの突然変異体(げlD突然変異体)が多数単離

されており、その突然変異点が図 2Bの通り決定されている (Kutsukakeet al.， 1994) 0 

pKK1064・101，-102， -103， -104， -105， -106， -107， -108は、これらの rflD突然変異型fliA

を含むプラスミドである (Kutsukakeet al.， 1994)。これらのプラス ミドに由来する各

ポリペプチドのσ活性を除去するため、 pSIIA6及び pSlIA3と同じ領域を持つよう

に pTrc99Cに挿入したプラスミドを構築した。これらを用いて KK1505HB株を形

質転換し、 IPTGの添加によってそれぞれの欠失 FliAポリペプチドを細胞内で大量

発現させたところ、すべての突然変異体で野生型と同レベルで合成されている こ

とが確認された(図 4A，B)。これらのプラスミドで形質転換した KK1505HB株で

FlgMのタイトレーシヨンアツセイを行った結果(表 6)、FlgMに対する感受性が特

に低い rflD533， 102， 244ではタイトレーシヨンの活性も低く 、逆に FlgMに対する
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感受性がそれほど低くないヴ7D128，320， 325ではタイトレーションの活性も残存し

ており、FlgM感受性と FlgMタイトレーシヨン能とは一致していることがわかっ

た。したがって、これらの rjZD突然変異体は FlgMとの結合能を欠損した突然変

異体であると考えられる。ただし、 rjZD504では、 Asn2 -Gln 2 2 7聞を持つ FliAポリ

ペプチドにはタイトレーション活性は存在しないが、 Val56から C末端側を持つ

FliAポリペプチドにはタイトレーション活性が存在するという矛盾した結果が得

られた。この違いについては考察で述べることにする。

2. FliA阻害検定による FlgMの FliA結合ドメインの解析

(1 )jZgM突然変異体の解析

rflB突然変異体は、 FliAに対する阻害能が失われた FlgMの突然変異体である

(Kutsukake et al.， 1994)。これらのうち任意に選んだ 5株(KK1004B1，B2， B3， B7， B10) 

について jZgM遺伝子をクローニングし、その突然変異点を DNAの塩基配列の解

析により決定した。材料と方法 3(10)に従って、 pBR322の EcoRIサイトにこれ ら

の突然変異 flgM遺伝子を含む約 9.5kbの EcoRI断片をクローニングした。これか

ら、 KK1004B1，B2， B7については約 5.7kbの SmaI-NruI断片(図 5A)を、 KK1004B3，

B10については約 2kbの PvuII-H indIII断片(図 5A)をそれぞれ M13mp18にサブクロ

ーニングし、 flgM遺伝子の塩基配列を決定した(図 5B)。その結果、いずれの突然

変異体においても jZgM遺伝子内で 1ないし 11塩基対の欠失が起こり、それ以降

の読み枠にフレームシフトが生じていることがわかった。このうち、 C末端に最

も近い位置で変異が生じていたのは KK1004B10(図 5B，れ10)で 82番目以降のアミ

ノ酸が置換されていた O この突然変異体においても FliA阻害能が完全に失われて

いるこ とから、フレームシフトによって失われた 82番目以降の C末端領域には

FIgMの FliAに対する阻害機能に必須のアミノ酸が存在するものと考えられる。
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(2)欠失解析

( i )解析方法

日iA阻害活性が欠損した flgM突然変異に対する flgM遺伝子断片による相補性を

利用し、 FIgMの日iA結合ドメインを解析する系を構築した。まず、 j7gM遺伝子断

片由来の種々の FIgMポリペプチドを大量発現させるプラスミドを作成し、これ

らのプラスミドで検定株 KK1512HB株を形質転換した株で FliA阻害能を測定した。

この株は tar-lac融合遺伝子を持ち、さらに、 flgMとflhBに突然変異を持っている o

j7hB突然変異は FlgMの細胞外への分泌を阻害するので、細胞内でのFlgMの FliA

に対する抑制活性が効率よく検定できる。 tar-lac融合遺伝子の活性は flgM突然変

異によって脱抑制されているので、この株は高い β ーガラクトシダーゼ活性を示

す。この株内で FliA阻害活性を持つポリペプチドを大量発現させれば、 tar-lacの

発現は間害され、 β ーガラクトシダーゼ活性は低い値しか示さないはずである。

( ii )野生型または欠失型 FlgMの大量発現系の構築

表 3に示した構築方法により、 pKK1430，pKK1430NP， pKK1430MB， pTOB043また

は pTOB44(図 5A)にクローニングされている flgM遺伝子の種々の領域を、翻訳枠

が合うように pTrc99A，Bまたは Cに挿入し、 flgMの種々の領域に由来する FlgMポ

リペプチドを大量発現させる系を構築した。これらのプラスミドがコードする

FlgMポリペプチドの N 末端あるいは C末端には発現ベクター由来のアミノ酸が

付加される場合がある。これらの付加されるアミノ酸について、表 7に示した。

作製したプラスミド由来の FlgMポリペプチドの細胞内での合成を抗 FlgM抗体を

用いたウエスタンプロッティング法により確認した(図 6A)。その結果、 pSIGM13，

14， 15の場合を除いて、各 FlgMポリペプチドの細胞内での合成が確認された。

(iii ) FliA阻害アッセイ

上で構築したプラスミドを用いて FliA阻害能の検定を行った(表 8) 0 KK1512HB 

株を pTrc99A，Bまたは Cで形質転換した場合は高いβ ・ガラクトシダーゼ活性を

示し、 tar-lacの発現は脱抑制されたままである。一方、野生型の flgMを持つ
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pSIGMlで形質転換した株では活性値が 40分の lに低下し、 FliAの活性が阻害さ

れることが示された。 pSIGM2で形質転換した株は、低いβ-ガラクトシダーゼの

活性値を示した。 pSIGM2はArg88から C末端側を欠失した FlgMポリペプチドを

コードするので、 C末端の 9アミノ酸は日iAの活性阻害に必須でないことが示唆

される。 pSIGM3，4， 5， 6， 7， 8で形質転換した株は、いずれも高い β・ガラクトシ夕、

ーゼ活性を示した。これらのプラスミドは FlgMの N末端からそれぞれ Lys76 

Glu 7 4 Asn 7 2 Met 6 0 Ser 5 6 Leu 5 0までのアミノ酸を持つポリペプチドをコードし

ている。したがって、 FliAの活性阻害に必須なドメインの C末端側の境界は

Met 7 7 -Arg 8 8聞に存在するものと考えられる。一方、FlgMの Ile3，Ser73ArglB， 

Gln 26から C末端までをコードする pSIGM9，10， 11， 12で形質転換した株では、い

ずれの場合も低い β ーガラクトシダーゼ活性を示した。したがって、 FliAの活性

阻害に必須な N 末端側の境界は、 Gln26以降に存在するものと示唆される o さら

に、 Val25までの N末端側と Glu64から C末端側を in-frameでつなげたFlgMポリ

ペプチドをコードする pSIGM16で形質転換した株も低いβ-ガラクトシダーゼ活

性を示し、日iAの活性阻害能を保持していた。このことは、 Gln 2 6 _ Val 6 3閣のアミ

ノ酸は、日iAの活性阻害に必須でないことを示している。以上の結果を総合する

と、 FlgMの FliA活性阻害ドメインはFlgMの C末側の Glu6 4 -Arg 8 8間の領域に存

在するものと結論される。

Arg 62から C末端及びArg6 2 -Arg 8 8聞をコードする flgM領域を運ぶプラスミド

pSIGM13と pSIGM14で形質転換した株は高い β ーガラクトシダーゼ活性を示した。

しかし、上述のように、これらのポリペプチドは細胞内での合成が確認されてい

ないので、 FliAの問害活性の有無は不明である。一方、Leu 5 0 -Arg 8 8聞をコード

する flgM領域を運ぶプラスミド pSIGM15で形質転換した株は、低いβ-ガラクト

シダーゼ活性を示した。この場合にもポリペプチドの細胞内での合成は確認され

なかったが、 FliA阻害活性が見られることから、実際は細胞内で合成されている

ものと推定される O ウエスタンプロッテイングで合成が確認できなかったのは、
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欠失に よ りこのポリペプチ ドの抗 FlgM抗体との反応性が低下しているためと考

えら れる。

3.化学架橋による解析

上の結果から、 FliAの FlgM結合 ドメインは FliAの C末端側に存在し、一方、

FlgMの日iA結合ドメインは FlgMの C末端側に存在するも のと推論された。これ

らの結果を確認するため、 in νitroにおける化学架橋実験により蛋白質問の相互作

用を解析した O

( 1 )解析方法

大腸菌の細胞抽出液 S30を用い、上で構築した各プラスミド DNAを鋳型にした

転写-翻訳をおS-Methionine存在下で行わせ、 35Sで標識された FlgMと FliAの種々

のポリペプチドを Ln νitroで合成する。合成したポリペプチドを架橋剤(DSP)で処

理し、 FliAと FlgMの特異抗体で免疫沈澱した後、これを SDS-PAGEで分離し、フ

ルオログラフィーによって架橋産物を検出する。 DSPは1.2nm以内の距離に位置

する蛋白質問を架橋することができるので、この試薬によって架橋されるのは、

相互作用している蛋白質問に限られる。実際、野生型 FliA(分子量 28，000)と野生

型 FlgM(分子量 10，000)では、両者の複合体に相当する分子量 38，000の位置にバン

ドが検出される(図 7A， レーン 1、図 7B，レーン 3)。一方、 FliAあるいは FlgMの

みを DSPで処理したものでは、複合体のバンドは検出されない(図 7B、レーン 1，

2)。

(2 )欠失型 FliAによる解析

欠失型 FliAと野生型 FlgMとの相互作用を解析した結果を図 7Aに示 した。FliA

の C末端側の欠失体である pSIIA7に由来する FliAポリペプチド(分子量 26，000)と

野生型の FlgMとでは、両者の複合体に相当するバンドは検出されず(図 7A、 レー

ン 2)、このFliAポリペプチドにはFlgMとの結合能は存在しないものと考えられ

る。 日iAの N末端側が欠失した pSlIA4に由来するポリペプチド(分子量 11，000)と
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野生型の FlgMとでは、両者の複合体に相当する分子量 21，000の位置にバンドが

確認され(図 7A、 レーン 3)、この FliAポリペプチドには野生型FlgMとの結合能

が存在することが示唆された O 以上の結果は、 FlgM タイトレーションアツセイの

結果と一致するものであり、 FliAの FlgM結合ドメ インは C末端側に存在するこ

とが確認された。

(3)欠失型 FlgMによる解析

欠失型 FlgMと野生型 FliAとの相互作用を図 7Bに示 した。 FlgMの C末端側の

欠失体である pSIGM2由来のポリペプチド(分子量 9，800)と野生型 FliAとでは、 両

者の複合体に相当する分子量 38，000の位置にバンドが確認され(図 7B，レーン 4)、

この FlgMポリペプチドには FliAとの結合能が存在することが示された。しかし、

これより欠失が進んだ pSIGM3由来のポリペプチド(分子量 10，000)では、両者の複

合体に相当するバンドは検出されず(図 7B， レーン 5)、この FlgMポリペプチド に

は FliAとの結合能は存在しないものと考えられる。 一方、 N 末端側の欠失体であ

る pSIGM11由来のポリペプチド(分子量 9，000)と野生型 FliAとでは両者の複合体

に相当する分子量 37，000の位置にバンドが確認され(図 7B， レーン 6)、この FlgM

ポリペプチドには FliAとの結合能が存在すると考えられる。これらの結果は、い

ずれも zn νlVOで得られた結果と一致しており、 FlgMの FliA結合ドメインは C末

端側に存在することが確認された O

4. FlgMの細胞外輸送ドメインの解析

本項では FlgMの細胞外輸送に関与するドメインの解析を行った。

( 1 )解析方法

2で構築した flgMの各領域を運ぶプラスミドで形質転換した KK1312株を IPTG

存在下で培養後、材料と方法 8に従ってその培養上清を濃縮し、その中に含まれ

るタンパク質を 15%-25%のポリアクリルアミドゲルを用いた SDS-PAGEで分離 し

て抗 FlgM抗体によるウエスタンプロ ッテイングによって解析した。KK1312株は、
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fliC， fliD， flgMの 3つの遺伝子に突然変異を持つ。 fliD突然変異体では FlgMの輸送

が促進されるので (Kutsukake，1994)、fliD突然変異を用いることにより各 FlgMポリ

ペプチドの輸送を効率よく解析することができる。 flgM突然変異はプラスミド由

来の FlgMポリペプチドだけの輸送を解析するために導入しである。 fliCは繊維構

成蛋 白質である フラジェリンの構造遺伝子である。フラジェリンは細胞外に大量

に輸送されるので、 fliC突然変異体を用いることで培地上清中へのフラジェリン

の輸送を阻害し、FlgM蛋白質の検出感度を高めることが出来る。

(2)欠失型 FlgMの輸送

各プラスミドによって形質転換した KK1312株の細胞外蛋 白質を ウエスタンプ

ロッティングにより解析した結果を、図 6Bに示した。 N末端側の 50ア ミノ 酸だ

けからなる pSIGM8由来の FlgMポリペプチドでも、野生型と同機に細胞外に輸送

される(図 6B、レーン 8)。一方、 N末端側の欠失体では、 pSIGM9，pSIGM10由来

のF1gMポリペプチドは細胞外への輸送は確認されたが(図 6B、レー ン 9，10)、こ

れより欠失が進んだ pSIGM11，pSIGM12由来の FlgMポリペプチドは細胞外へは輸

送されなかった(図 6B、レーン 11， 12)。また、 N末端から Val25までと Glu64か

らC末端までを in-frameで結合させた pSIGM16由来の FlgMポリ ペプチ ドは、細胞

外ヘ輸送された(図 6B、レーン 16)0 pSIGM2-pSIGM8の結果から Glu64以降のアミ

ノ酸領域はF1gMの細胞外輸送に必須でないことが示されているので、pSIGM16由

来の FlgMポリ ペプチドの細胞外輸送に必須なア ミノ酸は、 N末端側の Val25まで

の領域に存在するものと考えられる。一方、 pSIGM10がコードする Ser7から C末

端までを持つ FlgMポリペプチドでは細胞外への輸送能は保持されている ことか

ら、Ser7 _ Val 2 5聞に F1gMの細胞外への輸送に必須の情報が存在するものと推論

される。
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第 2章 クラス 2オペロンの FliA-FlgM制御

FlgM欠損下におけるクラス 2オペロンの日iAによる転写活性化の機構としては、

( 1 )転写階層性の上位に位置する flhDオペロンの活性化を介して行われる場合と、

(2)クラス 2プロモーターを直接活性化する場合の 2つが考えられる o 本章では

(2)の可能性について検討するため、クラス 2オペロンの in vitro転写系を用いて、

精製 FliA蛋白質の転写への影響を解析した O クラス 2オペロンの zn νLVOにおける

転写解析によれば(T.Ikebe and K. Kutsukake，私信)、クラス 2オペロンには 2つの

タイプが存在することが明らかとなっている。第 1のタイプには fliAオペロンの

みが属し、 FlhD/FlhCに依存して活性化される転写と FlhD/FlhC及び FliAの両者に

依存して活性化される転写の 2つを独立に持つ O 第 2のタイプにはその他のオペ

ロンが属し、 FlhDlFlhCに依存して活性化される転写をただ 1つだけ持つ。そこで

本研究では、それぞれのタイプの代表として fliAとpμ オペロンを例に取り、そ

れぞれの znνitro転写再構成系を構築した。

1. flgAオペロンの invitro転写系

( 1 )鋳型の作成

pμ オペロンのプロモーター領域を含むプラスミド pSIGAI00を構築した(表 3)。

このプラスミドは、 pμ オペロンの FlhDIFlhC依存性の転写開始点(T. Ikebe and K. 

Kutsukake，私信)から約 390b下流に rrnB遺伝子のターミネーターが位置するように

構築しである。したがって、この転写が再現されれば、約 390bの RNAが合成さ

れる。

(2) inνitro転写系

σ70  -RNAポリメラーゼだけでは転写シグナルは観察されない(図 8A、レーン

1 )。一方、FlhDlFlhCを σ70-RNAポリメラーゼに加えたときには約 390bの転写産
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物が観察される(図 8A、レーン 2)。これがクラス 2型の転写に相当するものと考

えられる (図 9)。 しかし、ここに FliAを加えても、この転写の活性化は観察され

ず、逆にこ のシグナルは弱く なることが観察された(図 8A、レーン 3)。また、

FliAによって活性化される新たな転写産物のシグナルも検出されなかった(図 8A、

レーン 3)。なお、 FlhDlFlhC非存在下で FliAを σ 70-RNAポリメラーゼに加えた際

に活性化される転写も検出されなかった(図 8A、レー ン4)。

2. fliAオペロンの invitro転写系

( 1 )鋳型の作成

fliAオペロンのプロモーター領域を含むプラスミド pSlIA100を構築した(表 3)。

このプラスミドは、 fliAオペロンのクラス 3型の転写開始点(T. Ikebe and K. 

Kutsukake，私信)から約 350b下流に rrnB遺伝子のターミネーター構造が位置するよ

うに構築しである O したがって、この転写が再現されれば、約 350bの RNAが合

成される。

(2) in νitro転写系

RNAポリメラーゼ コア酵素に FliAのみを加えた場合、約 350bの転写産物の合

成が観察された(図 8B、レーン 5)。これはクラス 3型の転写であり(図 9)、j1iAオ

ペロンは FliA自身のσ因子の機能によって Fl印刷hCには非依存的に自己活性化

されることが明らかとなった。 一方、 σ70-RNAポリメラーゼに FlhDlFlhCを加え

た場合には上述のシグナルは検出されず、それよりわずかに長い転写産物が観察

された(図 8B、レーン 4)。この転写は、 FlhD/FlhCをコア酵素と混合した際には観

察されない(図 8B、レーン 3)0 したがって、これがクラス 2型の転写に相当する

(図 9)。日iAと FlhD/FlhCを σ 70 -RNAポリメラーゼに加えた場合には、上述の 2

つの転写が同時に確認された(図 8B、レーン 7)。しかし、クラス 2型の転写は

FlhD/FlhCを単独で加えた場合(図 8B、レーン 4)よりも減少していた。 FliAの量を

減少させると、クラス 3型の転写が減少する 一方で、クラス 2型の転写は増加す
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ることから(図 8B、レーン 8)、クラス 2型の転写はクラス 3型の転写が活性化す

るのに伴って抑制されることが明らかとなった o

3. fliAオペロンの tnνlVOにおける転写調節機構

上の解析で fliAオペロンには FliAを σ因子とする自己活性化機構が存在するこ

とが確実となった。このことは、 fliAオペロンが flhDオペロンの機能には非依存

的に発現しうることを示唆している。しかし、これまでの in νlVOにおける転写発

現の研究では、 flhD突然変異体において FliA蛋白質を鞭毛レギュロンとは独立に

発現させても、 fliAオペロンのプロモーターは活性化されないことが示されてお

り、 fliAオペロンの転写発現は flhDオペロンに完全に依存するとされてきた

(Kutsukake and Iino， 1994)。この矛盾は、これまでの研究が FlgM存在下で解析され

ていたため、 FliAによる転写が FlgMによって抑制される条件であったことに起因

するものと考えられる。そこで本研究では、 flgM欠損下における fliAオペロンの

転写について、次の 2つの方法を用いて解析した。

第 1の方法では、検定菌として fliA遺伝子とラクトースオペロンを融合させた

jliA -lac融合遺伝子を持つ株 KKII08GMを用いた。この株では、 fliAオペロンの転

写活性を β-ガラクトシダーゼの酵素活性によって定量化できる。野生型の FliA

を大量発現するプラスミド pSIIA1で形質転換した検定菌の fliAオペロンの転写活

性は、 flhD+ flhC +条件下では、 flgM突然変異の有無に関わらず pTrc99Cで形質転

換した株より高い βーガラクトシダーゼ活性を示し、 FliAによって fliAオペロンの

転写が活性化されることが示された(表 9)。一方、 flhD::Tnl0突然変異下では flgM

欠損下でのみ高い βーガラクトシダーゼ活性を示した。したがって、 fliAオペロン

は、F1hDlFlhC非存在下では、 FlgM非存在下でのみ自己活性化されることになる。

第 2の方法では、 fliAオペロンのプロモーター領域をプロモーター検索ベクタ

ー pRL124に挿入したプラスミド pRLIA1を用い、 fliAオペロンの転写活性を測定

した o pRL124はプロモーターを欠くラクトースオペロンを持っているため、この
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上流領域にプロモーターを含む DNA領域が挿入されれば、ラクトースオペロンが

このプロモーターから転写される (Malo and Loughlin， 1988)。したがって、その遺

伝子産物である β-ガラク トシダーゼの酵素活性を測定することで挿入 DNA断片

の持つプロモーター活性を定量化できる。このプラスミドで形質転換した野生株

( KK1004 ) ， flhDC突然変異株(KK2040)，仰 突然変異株(KK2091 )， flgM突然変異株

(KK1004B1) ，およびflhDCflgM二重突然変異株(KK2040GM)について β ーガラクト

シダーゼ活性を測定した結果(表 10)、flhDC欠損下では活性が失われること、fliA

欠損下では野生株とほとんど変化しないこと、 j1gM欠損下では活性が著しく上昇

することが示され、 m νlVOでこれまで明らかとなっている j1iAオペロンの転写発

現の特徴が確認された。 一方、 flhDCflgM二重欠損下では、 j1hDCのみの欠損下よ

り高いβ-ガラクトシダーゼ活性を示した。このことは、 fliAオペロンが flgM欠

損下でflhDオペロンの機能に非依存的に活性化されることを示している O

第 3章 クラス 1オペロンの FliA-FlgM制御

本章では、 FliA-FlgM 制御系を中 J~\ としたクラス 1 オペロン (flhD オペロン)の発

現制御機構を解析した O これまでの研究から、 flhDオペロンは CRP、H-NSなどの

グローパルな調節因子によって転写が活性化されることが知られている(Kutsukake 

et al.， 1990; K. Kutsukake，私信)。そこで、まず mνiνoでこれらによって活性化され

る転写を同定し、これらの転写と FliA-FlgM制御系の関係を解析した。

1.プライマー伸長法による解析

(1 )CRP、H-NS依存性の転写

flhDオペロンの転写開始点をプライマー伸長法により同定した。 j1hDオペロン

上流領域を運ぶプラス ミ ド pKK1211MBB(表 3、図 10A)で形質転換 した野生株
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(氾く1004)から総 RNAを調製し、 PHD1，PHD2または PHD3プライマーを用いてプ

ライマー伸長法による転写開始点の同定を行った O これらのプライマーは j7hD遺

伝子の翻訳開始点の最初の塩基から 142b-161b，483b・502b上流領域、または 9b-28b

下流領域にそれぞれ位置する。 PHD2プライマーを用いた場合(図 11A、レーン 1)、

F1hDの翻訳開始点から 203，255， 296， 358， 530b上流に転写開始点を示すシグナルが

得られた O これらのシグナルを翻訳開始点に近い順に P1・P5と呼ぶことにする(図

10B， 11A) 0 PHD1とPHD3プライマーを用いてもこれ以外の転写は確認されなかっ

た。したがって、以降の解析には PHD2プライマーを用いた。 CRPとH-NSによっ

て制御を受ける転写を同定するため、同じプラスミドで形質転換した crp突然変

異株(KK1603)、 hns突然変異株(KK1601)または crphns二重突然変異株(KK1605)か

ら調製した RNAでプライマー伸長法を行った。その結果、 crp欠損下では P1シグ

ナルが非常に弱くなることが判明し、 P1が CRPに依存した転写開始点であると結

論された。しかし、 P1を除くその他のシグナルは逆に強くなることが判明した o

また、 crp欠損下では野生株では観察されなかったシグナルが新たに出現すること

が判明した(図 11A、レーン 2)。この転写開始点は FlhDの翻訳開始点から 277b上

流に位置付けられた。これを P6と命名した。 P6は、 CRPによって抑制される転

写の開始点であると考えられる。一方、 hns突然変異によって強度が変化するシ

グナルは観察されなかった(図 11A、レーン 2，3)。

(2 ) FlgM非存在下における転写

FlgM非存在下で活性化される転写をプライマー伸長法によって解析した。 RNA

の調製には、 flhDオペロンとラクトースオペロンの融合遺伝子 j1hD-lacZを持つ

KK1107と、 KK1107にj1gM突然変異が導入された KK1107GMをj1hDオペロン全体

を運ぶプラスミド pKK1211(図 10A)で形質転換した株を用い、これから RNAを調

製してプライマー伸長法を行った。その結果、 KK1107GM株では KK1107株の場合

と比較して P1シグナルが著しく増加していることが判明した(図 11B、レーン 1，

2)。このことから、 flgM突然変異によって P1の転写が活性化されることが明らか
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となった。

2. in vitro転写系における解析

上の結果から、 FliAで活性化される flhDオペロンの転写は Plであると考えられ

る。そこで、 Plの転写について、精製した CRP. FliA及び FlhD/FlhCを用いた in

νitro転写再構成系を用いて解析した O 鋳型として、 FlhDの翻訳開始点上流 1225bp

から 153bpまでを運ぶプラスミド pKY5(表 2)を用いた。このプラスミドは、 Plシ

グナルから約 350b下流に rrnB遺伝子のターミネーター構造が位置するように構

築されている O したがって、この転写が再現されれば、約 350bの RNAが合成さ

れる。

in vitro転写実験の結果、 σ70-RNAポリメラーゼのみを用いた invitro転写実験

では、約 420bの RNAの合成が確認された(図 12A、レーン 2)。ここに CRPを加え

るとこのシグナルは消失することから(図 12A、レーン 3)、この転写が crpによっ

て抑制される P6の転写であると考えられる。一方、この時、約 350bの転写産物

が出現した(図 12A、レーン 3)0 この転写は Plシグナルが再現されたものである。

次に、 Plの転写に対する FliAと FlhDlFlhCの効果を解析した結果、 fliAオペロンが

活性化される場合と同量の FliAとFlhD庄lhCを加えても、この転写産物の増加は

観察されず(図 12B、レーン 2，3， 4)、FliAを加えた場合にはこの転写産物は逆に

減少することが観察された(図 12B、レーン 3，4)。
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考察

1. FliAと FlgMの機能構造

大腸菌のσ70を中心とした研究から、すべてのσ因子に共通な RNAポリメラー

ゼ・コア酵素への会合、プロモーター領域への特異的な結合、 DNA鎖の開裂など

の転写開始の各素反応に関わる機能ドメインが明らかとなってきた(図 13) 

(Helmann and Chamberlin， 1988; Lonetto et al.， 1994)。一方、特異的な転写活性化因子

(アクチベーター)が必要とされるプロモーターの転写開始反応の解析から、特異

的な DNA領域ヘ結合したアクチベーターと RNAポリメラーゼ間の相互作用が転

写開始に重要であることが明らかにされ、いくつかの場合にはこの相互作用はア

クチベーターと σ因子との間で起こっていることが示されている (Kolbet al.， 1993; 

Makino et al.，1993; Moyle and Susskind， 1994)。鞭毛レギュロンのクラス 3鞭毛オペロ

ン群では、置換型のσ因子として FliAを含んだ RNAポリメラーゼが転写開始に

必須の役割を果たしているが、この系では FliAに結合してその活性を阻害する機

能を持つアンチ σ因子(FlgM)の存在が明らかとなり (Ohnishiet al.， 1990， 1992)、σ

因子と相互作用する負の転写因子として注目されている。

(1) FliAのFlgM結合ドメイン

Ohnishi et al. ( 1992)は、精製蛋白質を用いた化学架橋実験により、 FlgMは日iAに

結合して FliAの RNAポリメラーゼ コア酵素との相互作用を限害することを示し

FIgMが FliAの活性を阻害する機構は、日iAへの結合によって FliAの RNAポリメ

ラーゼへの会合を阻害することによるとする仮説を提唱した O σ因子のコア酵素

との相互作用部位は領域 2.1に位置付けられていることから(Lesley and Burgess， 

1989 )、 FlgMは日iAの領域 2.1に結合すると考えれば、上述の結果はよく説明でき
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る。一方、 Kutsukakeet al.， (1994)はFlgMに対する感受性が低下した FliAの突然変

異体(rflD突然変異体)の解析から、これらの突然変異点が領域 2，3および 4に位

置付けられる ことを示した。特にその大部分が領域 4に集中しており、これらで

は FlgMに対する感受性が著 しく低下している (図 2)。この結果は FlgM が領域 4

に結合することを強 く示唆するものであ る。この両者の矛盾を解決するため、本

研究では 2つの異なるアプローチにより 、FliAの FlgM結合ドメインの同定を試み

。
た

第 1の方法は m Vlνoにおける解析であり、 FliAの種々の領域に相当する ポリペ

プチドによるFlgMタイトレーシヨン能をモニターする方法である(図 1)。この方

法により、 Gly1 5 4 -Gln 2 2 7聞に FlgMタイトレーシヨン能が存在することが判明し、

この領域に FlgM結合部位が存在するものと推定される。これは領域 3から領域 4

に相当している(図 13)。さらに、 rflD突然変異 FliAポリペプチドを用いた FlgM

のタイトレーシヨンアッセイから、 rj1Dl02とげlD244突然変異体ではタイトレー

シヨン能が著しく低下していることが示された o rj1Dl02は Leu199、rflD244は

Val 2 1 3のミスセンス突然変異であることから (Kutsukakeet al.， 1994)、この 2つのア

ミノ酸が FlgMとの結合に重要な役割を果たしているものと考えられる。これ ら

のアミノ酸はそれぞれ領域 4.1と4.2に位置している。

第 2の方法は、化学架橋により FliA-FlgM間の相互作用を in νitroで直接解析す

るものである(図 7)。領域 2を欠いている Gly1 54 -Lys 239では FlgMとの架橋産物

が生成されるが、領域 4を欠くが領域 2は保持している N末からLeu205までを持

つポリペプチドでは架橋産物が生成されないことが示された。以上の結果はいず

れも FlgMの結合部位が領域 2ではなく、領域 4に位置することを示すものである。

したがって、 FlgMは FliAの領域 4を含む C末端側に結合することによ って FliA

の立体構造を変化させ、領域 2.1 に存在する貯~A ポリメラーゼ・コア酵素への結

合能を阻害するものと推論される。

ところで、領域 4はプロモーターの認識部位 として知られおり 、特に領域 4.2
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に存在する helix-turn-helixモチーフはプロモーターの -35配列への結合部位と考え

られて いる(Siegele et al.， 1989)。したがって、本研究で得られた結果は、FlgMの

日iA阻害効果の機構 として、もう一つの可能性を示唆している。すなわち、FlgM

は FliAの領域 4に結合すること によって FliAの鞭毛特異的プロモーターの認識能

を阻害するというものである。・35配列と直接結合するのは第 2の helixであ り、

第 1の helixはその結合に対して促進的に作用すると考え られてい る(Lonettoet alサ

1992) 0 rj1D突然変異の多くは 1番目の helixの中あるいはそのす ぐ上流に位置して

いるので、 FIgMの第 1の helix周辺への結合は第 2の helixの・35配列結合能を変

化させる可能性が高い。ただし、このことは必ずしも上述した FIgMによる FliA

のコア酵素への結合阻害の可能性を否定するものではない。

大腸菌のリン酸レギュロンに属する遺伝子群の転写開始には、 σ 70 -RNAポリ

メラーゼ・ホロ酵素に加えて、特異的なアクチベーター蛋白質である PhoBがプロ

モーター領域に結合することが必要である (Makinoet al.， 1986)。この転写活性化の

メカニズムは、 PhoBが σ 70と相互作用することで RNAポリメラーゼの プロモー

ター領域への結合を促進することによると考えられている (Makino et al.， 1993)。

PhoBとの相互作用能が失われた σ70突然変異体のうちの 1つ(rpoD75)は、領域 4.2

の helix-turn-helixモチーフの 1番目の helix構造に存在する Gln575が Lysに置換し

ている (Makinoet al.， 1993)。 σ70の Gln5 7 5は主要び因子だけでなく置換型 σ 子間

でも保存性が高く、日iAでは Gln209がこれに相当する(Lonettoet al.， 1992) 0 rj1D突

然変異体のうち、 rflD256は Gln2 0 9が Lysに置換したものである(Kutsukake et al.， 

1994 )。したがって、 σ因子の領域 4.2に存在する helix-turn-helixモチーフの 1番目

の helixに存在する Glnは、様々な転写因子との結合に関与し、 σ因子の活性制御

に重要な役割を果たしているものと推測される。

FlgMと同様に σ因子に結合してその活性を阻害する機能を持つアンチシグマ因

子の一例として、枯草菌 (Bacillus subtilis)の胞子形成時に特異的な σ因子 (σFと

σG)に対するアンチシグマ因子 SpolIABが知られており(Benson and Haldenwang， 
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1993 )、この系でも σFの SpollAB結合ドメインが解析されている (Decaturand Losick， 

1996)。それによれば、 SpollABに対して非感受性を示す σFの突然変異点は、領域

2.1， 3.1及び 4.1にマップされ、さらに、 σFの N末端側あるいは C末端側のいずれ

か一方だけを持つ σFの欠失体でも SpollABとの結合能が存在することが示されて

いる。以上の知見に基づいて、 SpollABは σFの領域 2.1，3.1及び 4.1の 3つの領域

で相互作用しているというモデルが提案されている (Decaturand 1ρsick， 1996)。日iA

の場合も、 FlgMに対して非感受性となった突然変異体が領域 2.1，3.1， 4.1及び 4.2

に位置付けられているが、本研究で C末端側の 33アミノ酸だけを欠失させた FliA

ポリペプチドは FlgMとの結合能を失うことが示されたことから、日iAの場合は

σFとは異なり、領域 4を含む C末端側が FlgMとの相互作用に必須であり、領域

2と領域 3だけでは FlgMとの結合能はないものと考えられる。

(2) FliAのσ活性ドメイン

本研究で構築した FliA欠失体による解析の結果は、FliAの σ活性ドメインにつ

いての情報も与えてくれる o N 末 30アミノ酸の欠失体はσ活性を失っている(表

5)0 この失われた領域には領域 2.1が存在することから、この欠失体は RNAポリ

メラーゼ コア酵素との結合能を失っているために σ活性を示さないものと考え

られる。 rflD突然変異体を用いたタイトレーシヨンアツセイにおいて、げlD504突

然変異体では、 Val5 6 _ Leu 2 3 9の領域を持つポリペプチドではタイトレーシヨン能

は存在したものの、 Asn 2 -Gln 2 2 7の領域を持つポリペプチドではタイトレーシヨ

ン能は存在せず、むしろ tar-lacの発現に対して抑制効果があることが示された(表

6) 0 Asn 2 -Gln 2 2 7に存在し、 Val5 6 -Leu 239には存在しないのは領域 2.1である。

したがって、 rflD504突然変異体の Asn 2 -Gln 2 2 7の領域をもっポリペプチドでは

悶ぜA ポリメラーゼ -コア酵素への結合能が上昇し、野生型日iAとの聞でコア酵素

への結合の競合が起こっているものと考えれば、この矛盾した結果がよく説明さ

れる。

日iAは RNAポリメラーゼ・コア酵素との結合なしに単独でクラス 3プロモータ
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ーに結合するとされている (Dombroskiet al.， 1993)。本研究で構築した N末 30ア

ミノ酸の欠失体は、プロモーターへの特異的な結合に必須なドメインである領域

2.4と領域 4.2は保持している。したがって、この欠失体を細胞内で大量発現させ

れば、これがプロモーター領域に結合することで野生型 FliAとの間でプロモータ

ーへの結合の競合が起こると考えられ、日iA依存性の転写を示すオペロンの転写

活性に阻害効果を及ぼすことが期待される。しかし、この欠失体を細胞内で大量

に発現させても tarオペロンの転写活性は抑制されなかった(表 5)。したがって、

この欠失体はそれ単独ではプロモーターへの結合能を示さないものと考えられる。

この欠失体では、領域 2.1を欠失したことでコンフォメーションの変換が生じ、

プロモーターへの結合活性が失われているものと考えられる。

一方、 C末端の 12アミノ酸の欠失体でも σ活性が失われる。この欠失体では領

域 4.2に存在する helix-turn-helixモチーフの一部が欠失しているので、プロモータ

ーの -35配列の認識能が低下しているものと考えられる。

(3) FlgMの FliA結合ドメインと細胞外輸送ドメイン

flgM遺伝子に cat遺伝子を挿入する遺伝子破壊実験の結果から、 FliAに対する

活性阻害能には flgMの 88アミノ酸から C末側領域は不要であると予想されてい

た(Kutsukake，1994)。本研究では FlgMの欠失変異体による FliAの活性阻害能の検

定により、 FliAの活性を問害する領域は Glu6 4 -Arg 8 8聞に存在することが明らか

となった O この結果は、この領域に日iAとの結合部位が存在することを示唆する

ものである。このことは、実際に zn νUroにおける蛋白質問の化学架橋剤実験によ

り確認された。

鞭毛遺伝子発現の鞭毛形態形成過程との共役においては、 FlgMの鞭毛構造を介

した細胞外輸送が重要な役割を果たしている o 本研究で、 FlgMの種々のポリペプ

チドについてその細胞外輸送能を解析した結果(図 6)、N末端側の Ser7 -Val 25間

の領域に細胞外輸送に必須のドメインが存在することが明らかになった(図 13)。

鞭毛は膜構造を貫通して菌体外に突出した構造体であり、その構築過程は基体部
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から先端部へ と順次進行する。鞭毛繊維の電子顕微鏡像及び X線回折像の解析か

ら、 繊維は管状構造であ ることが示されている (O'Brienand Bennett， 1972; Namba et 

al.， 1989 )。基部構造もこれと同様な管状構造と考えられ、細胞内で合成された各

鞭毛蛋白質はこ の内腔を通って輸送されるものと推定されている。したがって、

各鞭毛蛋白質問には鞭毛構造を介して輸送されるために必須な共通アミノ酸配列

が存在することが予想される O 大腸菌の鞭毛繊維を構成する FliCでは、輸送に必

要な情報は N末端側の 183アミノ酸の中に含まれる(Kuwajimaet al.， 1989)。一方、

Caurobacter crescentusのフック蛋白質では、 38・58番目のアミ ノ酸領域が細胞外輸送

に必須な領域であることが示されている (Kornackerand Newton， 1994)。そこで、こ

れらの領域のアミノ酸配列をFlgMの細胞外輸送に必須なアミノ酸配列と比較し

たが、相向性を示すアミノ酸配列は見いだせなかった。したがって、この輸送系

の基質として作用するための蛋白質の情報はその一次構造ではなく、高次構造に

よって担われているものと推定される O

2. クラス 1とクラス 2オペロンの FliA制御

FliA-FlgM制御系はクラス 3オペロンの転写解析の結果見い出されたものであり、

クラス 3に特異的な制御系であると考えられてきた (Gillenand Hughes， 1991) 0 とこ

ろが、我々の研究室における解析の結果、 flgM欠損下ではクラス 3オペロンだけ

でなく、クラス 1とクラス 2オペロンも FliAに依存して活性化されることが見い

出され、 FliAは鞭毛レギュロン全体の活性化に関与していることが明らかとな っ

た(Kutsukakeand Iino， 1994; K. Kutsukake，私信)。クラス 3オペロンにおいては FliA

がσ因子として機能し、転写を活性化することが証明されているが(Ohnishi et al.， 

1990)、クラス 1およびクラス 2については、その上流領域に日iAによって認識さ

れるプロモーター構造と明確な相向性を示す配列の存在は確認されておらず

日iAによる活性化の分子機構は不明のままであった。本研究では、鞭毛レギユロ

ンの転写活性化因子を精製し、それらを用いた znνitro転写系によ って FliAによる
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クラス 1とクラス 2オペロンの転写活性化機構を解析した。

クラス 2オペロンである flgAオペロンの転写調節機構について ln νUro転写系で

解析を行った結果、 flgAオペロンには FliAの添加によって新たに出現するクラス

3型の転写は確認されなかった。また、 FlhD/FlhCに依存したクラス 2型の転写は

FliAによって活性化されず、逆に抑制されることが観察された oflgAオペロンの

in vivoでの転写解析から、クラス 2型の転写は flgM突然変異体で活性化されるこ

とが示されている (T.Ikebe and K. Kutsukake，私信)。したがって、本研究で観察さ

れた結果は、これとは全く逆の効果を示すものである。

一方、もう一つのクラス 2オペロンである fliAオペロンには、 FlhD/FlhCによっ

て活性化されるクラス 2型の転写に加え、 FlhD/FlhC非依存的に FliA自身のσ活性

に依存して活性化されるクラス 3型の転写が存在することが判明した。さらに、

lnνlVOにおいてこの転写は、 FlhD/FlhC非存在下では FlgM欠損下でのみ活性化され

ることが判明した。クラス 3プロモーターのコンセンサス配列は TAAAと

GCCGATAAである (Kutsukakeet al.， 1990) 0 fliAオペロンのクラス 3型の転写開始

点の上流 -35と -10領域には、 TGTAと GCCGATAAという配列が存在している(図

9)0 この配列は -10領域ではコンセンサス配列と完全に一致しているものの、 -35

領域での保存性は 50%に過ぎない O 現在までに同定されているクラス 3プロモー

ターは、・35領域での保存性が非常に高く、このようにコンセンサスから大きく逸

脱している例は皆無である。したがって、 fliAオペロンのこのプロモーターは ln

νivoではそれほど高い転写活性を持っていないものと推定される。 fliAオペロンの

ln νitro転写実験から、 FliA添加によりクラス 3型の転写が活性化されるとクラス

2型の転写は抑制を受けることが明らかとなった o fliAオペロンの転写開始点を同

定した実験結果によれば、 fliAオペロンに存在するクラス 2型の転写は flgM突然

変異によってクラス 3型の転写が活性化されると抑制されることが明らかとなっ

ている (T.Ikebe and K. Kutsukake，私信)。したがって、本研究で観察された inνitro 

での結果は、この結果と一致するものである。しかし、 ln νUroでのこの現象が
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flgAオペロンで見られた FliAによるクラス 2型の転写の阻害効果と同ーの現象で

ある可能性は否定できない。

後で詳しく論じる様に、 flhDオペロンの転写開始点をプライマー伸長法によっ

て解析した結果、 ln Vlνoでの転写開始点は少なくとも 6つ(P1-P6)存在することが

明らかとなった。このうち、 flgM欠損下で活性化されるのは P1の転写である。 P1

は CRP依存性の転写開始点であり、その上流には CRP結合配列と σ70型のプロモ

ーター構造を持つ(図 10B)。精製した CRPと RNAポリメラーゼホロ酵素で Plの

転写が再現されることが確認されたので、この転写について FliA添加の効果を解

析した。その結果、この転写は FliAの添加によって活性化されず、むしろ抑制さ

れることが判明した。

以上のように、クラス 2型の転写とクラス 1の P1の転写は in νitroの精製蛋白

質による転写再構成系において、いずれも FliAによって抑制されることが明らか

となった o 本研究で用いた精製 FliA標品はクラス 3型の転写を著しく促進するこ

とが確認されており、上述の抑制効果はこの FliA標品中に混入する微量物質によ

る非特異的な転写阻害ではないと考えられる。 おそらく、 FliAの添加によって

σ7 0との間でコア酵素との結合の競合が起こるために、 σ70型ホロ酵素によって

転写されるクラス 2型またはクラス 1の P1の転写が阻害されるものと推定される。

ただし、 fliAオペロンについては、クラス 2型の転写開始点がクラス 3型プロモー

ターの -10配列中に存在するために(図 10)、 FliAによりクラス 3型のプロモータ

ーが活性化されるとクラス 2型のプロモーターへのσ70型ホロ酵素の転写が阻害

され、その転写が低下するという機構も考えられる O 同様な転写制御機構は、 fliD

オペロンのオーバーラップして存在しているクラス 2型とクラス 3型のプロモー

ターからの転写でも報告されている (Kutsukak:eand Ide， 1995) 0 

Ln νlVOでの解析では、 flgM突然変異によって flgAオペロンのクラス 2型の転写

や flhDオペロンの P1の転写が上昇することが示されている (T. Ikebe and K. 

Kutsukake，私信;本研究)0 flgM突然変異によるこれらのオペロンの転写活性化は
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FliA依存性を示すことから (Kutsukakeand Iino， 1994; K. Kutsukake，私信)、この活性

化はFliAの作用を介しているはずである O それにも関わらず、本研究におけるこ

れらのオペロンの in vitroの転写実験では、 FliAによって促進されなかった o した

がって、これらの転写の活性化には未同定因子の共存が必要であり、この因子が

FliAに何らかの修飾を加えることにより、 FliAをこれらの転写の促進因子に変換

するものと推定される O

3 クラス 1オペロンのグローパル制御

鞭毛レギュロンの転写は、環境変化に応答して複数のオペロン群の転写を調節

するグローパルレギユレーターによって制御を受けることが知られている

(Silverman and Simon， 1974; Shi et al.， 1992; Bertin et al.， 1994; Mizushima et al.， 1994; Shin 

and Park， 1995) 0 このうち、カタボライト活性化因子である CRPとヌクレオイド蛋

白質である H-NSは、鞭毛レギユロンのマスターオペロンである flhDオペロンの

活性化を介して鞭毛レギュロン全体の転写を活性化することが知られている

(Kutsukake et al.， 1990; Bertin et al.， 1994; K. Kutsukake，私信)。上述のように flhDオペ

ロンには 6つの転写開始点が存在することから、このそれぞれが種々のグローパ

ルレギュレーターによる制御に関与しているものと推定される。実際、 CRPによ

って P1の転写が活性化されることが示され、 CRPによる制御は P1のプロモータ

ーを介して行われることが明らかとなった。一方、 P6の転写は CRP非存在下での

み出現する o P6プロモーターは CRP結合部位と考えられる翻訳開始点から上流

266bpから 285bpの中に存在するので(図 10B)、CRP存在下では抑制されるものと

考えられる。一方、本研究のプライマー伸長法の結果では、 H-NSによって正の制

御を受ける転写は確認されなかった。したがって、 H-NSによる flhDオペロンの活

性化は転写開始段階以降で制御されている可能性が示唆される。 P2-P5のプロモー

ターに相当する配列には σ70型プロモーターの・10配列あるいは・35配列と -10配

列の両方に相向性の高い配列が存在しており(図 10B)、これらも σ70-RNAポリメ

-49 -



ラーゼによって転写されるものと推定される。 zn νitro転写系では σ 70を含むホロ

酵素のみによる転写産物は P6以外には再現されておらず、 P2-P5のプロモーター

の活性化にはそれぞれに特異的なアクチベーター蛋白質が必要とされる可能性が

示唆される O
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表 4. 欠失体 FliAポリペプチドの N末端と C末端の アミ ノ酸

Plasimid 

pSIIAl 

pSIIA2 

pSIIA3 

pSIIA4 

pSIIA5 

pSIIA6 

pSIIA7 

pSIIA8 

pSIIA9 

pSIIAI0 

N and C terminal residues a 

MG1\f鱗E.叡S滋滋沈ï3ふ;4，JjiG語努i語~き~~m

MEFELGTRGSSRVDt髭t縫;彩彩彩紋!!::1li浴絞綴宗譲議殺:ミ3詩渋~~詩録:1:(2滋(8滋滋j 

MEFELGTRGSSS滋滋I)意意匙包~詰jf:令~~~.ソ;，~s.蕊

MEFELDP~mSj:H(2譲渡

MGlRARYP家主Yヌ議(JSl安

MGNJSJEiヰt:lIS<lGGSSRVDLQACKLGCKLGCFGG
MG&Sl3.@[BIHGYRGSSRVDLQACKLGCFGG 

M Gi¥tSiMullliMiiG IL 
MGlRARYP喪主;MHfGiAi1':GIL 

MEFELDWìJ.1.1$~:;逢~mGGSSRVDLQACKLGCFGG

で示したアミノ酸は FliA由来であることを示す。

-60 -



表 5. 日iAボリペプチドによる FlgMタイトレー シヨン活性

Amino acid β-Galactosidase activity a 

Plasmid residues of 

FliA KK1505IA b KK1505GM c KK1505HB d 

pTrc99A None 6 239 2 

pTrc99B None 6 ND 3 

pTrc99C None 6 ND 2 

pSIIA1 2-239 673 ND ND 

pSIIA2 31-239 7 245 202 

pSIIA3 56-239 6 211 212 

pSIIA4 154-239 6 248 166 

pSIIA5 198-239 6 266 2 

pSIIA6 2-227 6 276 22 

pSIIA7 2-205 6 277 2 

pSIIA8 2-197 6 218 2 

pSIIA9 22-213 6 210 2 

pSIIA10 154-227 5 244 10 

a表 中の値は Millerunitsを示す。 ND:notdone. 

b各 ポリペプチドの σ因子としての活性を示す。
c各ポリペプチドの転写阻害能を示す

d各プラ スミドの FlgMタイトレーシヨン能を示す。
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表 6. rflD突然変異体 FliAによる FlgMタイトレーション活性

Mutation Amino acid FlgM- β-Galactosidase activity b 

substitution sensItlvIty a 

2-227 56-239 

rj1D + None 72 22 212 

rj1D128 H14N 44 13 ND 

rj1D320 T1381 23 11 193 

rj1D325 Q142P 22 12 184 

rj1D533 L199N 3.7 2 10 

rflD102 L199R 0.6 2 2 

rj1D504 Q202R 13 く1 81 

rj1D256 E209K 4.3 12 101 

rflD244 V213E 1.6 2 5 

a FlgM感受性は Kutsukakeet al.， ( 1994 )に従った。数値が高いほど FlgM感

受性が高いことを示す。

b FliAの 2-227または 56・239アミノ酸領域に相当するポリペプチドを

発現できるプラスミドで KK1505HB株を形質転換し、FlgMタイトレ

ーション活性を測定した。表中の数値は Millerunitsを示す。 ND:not done. 
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表 7. FlgMポリペプチドの N末端と C末端のアミノ 酸

Plasmid N and C terminal residues 8. 

pSIGMl 験S.Et~}設SK

pSIGM2 M滋主務怠淑;Gn

pSIGM3 MSIH5BUKTRGSSRVDLQACKLGCFGG 

pSIGM4 脱税H~N(jEpGDPLESTCRHASLAVLADERRFSA

pSIG孔15 N.1SIHH滋泊予GDPLESTCRHASLAVLADERRFSA

pSIGM6 続$1泌1凝滋PGDPLESTCRHASLAVLADERRFSA

pSIGM7 MSI'j努滋~S.PGII

pSIGM8 総8.1議±;滋;波BPGDPLESTCRHASLAVLADERRFSA

pSIG恥19 MGIRARおtB.;t:~滋SH.

pSIGMI0 MGNSSS抗MHms.~

pSIGMl1 MGIRAR設設委設 ~'ÇJ$.ïミ

pSIGM12 MGI孔t\Rypp滋露支・f~滋81<

pSIGM13 MEFELGTRGSA泉V際線譲渡
pSIGM14 MEFELGTRGSAHN?蕊総:ltl蕊GII

pSIGM15 MGNSSSVPi4'M<l沼
pSIGM16 ~S.l緩まif&U環議案jj緩QS怒

で示したアミノ酸は FlgM由来であることを示す O
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表 8. FlgMポリペプチドによる日iA阻害活性の検定

Plasmid Vector a Amino acid β-Galactosidase lnhibition 

residues b actIvIty C rate d 

pTrc99A 

pTrc99B 

pTrc99C 

pSlGM1 B 

pSIGM2 B 

pSIGM3 B 

pSIGM4 B 

pSIGM5 B 

pSIG恥16 B 

pSIGM7 B 

pSIGM8 B 

pSIGM9 B 

pSIGM10 C 

pSIGM11 B 

pSIG恥112 B 

pSIGM13 A 

pSIGM14 A 

pSIGM15 C 

pSIGM16 B 

None 

None 

None 

1-97 

1-88 

1-76 

1-74 

1-72 

1-60 

1-56 

1-50 

3-97 

7-97 

18-97 

26-97 

62-97 

62-88 

50-88 

1-25， 64-97 

220 

210 

240 

5 

9 

210 

220 

200 

210 

220 

210 

4 

6 

15 

12 

220 

200 

54 

46 

今ノ

U

2

J

1

i

1

i

1

i

1

i

1

i

1

i

4

3

n

u

A

『

只
U
1
i
1
i
A
U
T

《
J

A
『

今

L

F

h

J

A

斗

t
i
t
i

a A， B， Cはそれぞれ pTrc99A，pTrc99B， pTrc99Cを示す。

b表中の数字 は各プラスミドから合成される FlgMポリペプチドの アミノ

酸領域を示す O

c各プラスミドを KK1512HB株に形質転換し、 FliA活性阻害能を検定した O

表中の値は Millerunitsを示す O

d pTrc99プラスミドで KK1512HB株を形質転換した株における 活性値を

pSIGMプラスミドで形質転換した株における活性で割った値を 示す。
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表 9. 染色体上のfliAオペロンの転写調節機構

j1gM β-Galactosidase activity a 
allele b 

j1hDC + j1hDC -

pTrc99C pSIIA1 pTrc99c pSIIA1 

flgM + 8.3 29.7 1.6 1.5 
j1gM - 7.4 96.1 1.5 21.8 

a pTrc99Cまたは pSllA1で形質転換した株における fliA-lac融合遺伝子の

転写活性を示す。表中の値は Mil1erunitsを示す。 flhDC+は野生型flhD

オペロンを持ち、 flhDCーはflhD::Tnl0突然変異を持つ。

b j7gM+株は野生型flgM遺伝子を、 flgM一株は KK1004B1由来のflgMI0l

突然変異を持つ。使用した菌株:flgM + flhDC +， KK1108; flgM + flhDC -， 

KK1108HD; flgM -flhDC +， KK1108GM; flgM -flhDC -， KK1108GMHD。
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表 10. プラスミド上のfliAプロモーターの活性

β-Galactosidase activity a 

Mutation b 

pRL124 pRLIA1 

None 24 679 

flhDC 19 17 

fliA 26 617 

flgM 17 10279 

flhDC flgM 21 43 

a表中の値は Millerunitsを示す。

b使用した菌キ朱 None，KK1004; flhDC， KK2040; fliA， KK2091; 

flgM， KK1104B1; flhD flgM， KK1004B1HDo 
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図 1. FlgMタイトレーシヨンアツセイの概念図。上図:F1gMがF1iA

に結合し、日iAの RNAポリメラーゼ・コア酵素への会合が阻害され

るため、 tar-lacZ融合遺伝子の転写が抑制される。下図:FlgMへの結

合能を保持した FliAポリペプチドを大量発現させると、細胞内の

F1gMがタイトレーシヨンされ、染色体由来の野生型日iAが tar-lacZ

融合遺伝子の転写を行う。
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図 2. 本研究で用いたプラスミド上のfliA遺伝子の構造 (A)と

FliAのアミノ酸配列 (B)o (A)本研究で用いた制限酵素切断点を

次の略号で示す:Ba， BamHI; Bι BgllI; Ec， EcoRI; Ha， HaeIII; Hp， HpaI; Ps， 

PstI; Pv， PvuII; Rs， RsaI; Sc， SacI; S1， Sa江;Sm， Smalo 太線で示した領域は

jliA遺伝子の翻訳領域を示す o (B)アミノ酸配列は、 Ohnishiet al.， 

( 1990 )に従った。アミノ酸配列上に記したカギ線と数字は σ因

子間で保存されている領域名とその範囲を示す(Lonetto et al.， 

1992 ) 0 rflD突然変異体でのアミノ酸置換を矢印で示す。ア ミノ

酸の右側に記した( )内の数字は、 rflD突然変異番号を 示 す

(K時比akeet al.， 1994)。
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図 3.FliAポリペプチドの大量発現。 pSlIA1-pSlIA10で形質転換した

KK1361株を IPTG存在下で培養後、細胞内の全蛋白質を 15%ゲル

による SDS-PAGEで分離し、抗日iA抗体を用いてウエスタンプロ

ッティングを行った。黒三角はそれぞれの FliAポリペプチドを

示す。
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(A)ヴlDrflD突然変異を持つ FliAポリペプチドの大量発現。図 4. 

(B ) rflD突然変突然変異を持つ pSIIA6型ポリペプチドの大量発現 O

方法は図 3と同じ。

黒 三 角はそれぞれの突然変異体のボリペプチドを示す。
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国 5.本 研 究 で用いたプラスミド上の j1gM遺伝子の構造 (A)と

j1gM遺伝 子の塩基 配列と ア ミノ酸配列 (B)o (A)本研 究 で 用いた

制 限 酵 素 切断 点 を次 の 略 号で示 す:A， Alul; H， HindlII; M， MluI; N， Nrul; 

P， PvuII; R， Rsal; S， Smal; T， Stul。 太 線で 示 した領域は flgM遺 伝子の

翻 訳 領域を 示 す o (B)塩 基 配列とア ミノ酸配列は Gillenand 

Hughes ( 1991) に従 った。左側に記した数値はそれぞれ開 始コ

ドンの 1番 目の塩基を 1とした場合の塩基数と N末端か らのア

ミノ 酸番 号 を示 す o rj1B突 然変 異体では 、 口で囲んだ塩 基が そ

れぞれ欠失 して い る。 #は rj1B突然変異番号を 示 す 。
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e"-_ ie; ・

図 6.FlgMポリペプチドの細胞内での合成と細胞外輸送。

pSIGM1・pSIGM16で形質転換した KK1312株を IPTG存在下で

培養後、細胞内 (A)と細胞外 (B)にわけ、それぞれに含ま

れる FlgMポリペプチドを 15%ゲルによる SDS-PAGEで分離

し、抗 FlgM抗体でウエスタンプロッテイングを行った。

各ポリペプチドに相当するバンドを各レーンの左側にド

ットで示した。図上の番号は pSIGMプラスミドの各番号

を示す。
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図 7. in vitroにおける蛋白質問相互作用の解析。(A)欠失型FliAと

野生型FlgMの相互作用 O 白三角と黒三角は複合体を示す。

レーン :1，pSlIAl!pSIGM1; 2， pSlIA7/pSIGM1; 3， pSlIA4/pSIGM1o (B)野生型

FliAと欠失型 FlgMの相互作用。レーン :1，pSlIA1; 2， pSIGM1; 

3， pSlIAl!pSIGM1; 4， pSlIAl!pSIGM2; 5， pSlIAl!pSIGM3; 6， pSlIAl!pSIGM10。

ー73-



A 

1 234  

B 

1 2345678  
core + + + 
hol。 + + + + + 
FIiA + + + + 
FlhD/FlhC + + + + 

+
+
 

+

+

+

 

+

+

 

+
 

c
 

h
H
 

E
E
 

，，，
F
 

O

K

D

 

ω
u
h
 

h
H
E

・E
・

き

4・-
4 

図8. flgAとfliAオペロンの 11lνitro転写再構成系。 (A)pSIGAI00を

鋳型としてflgAオペロンの 11lνitro転写実験を行った結果を示す。

黒三角はFlhDlFlhC依存性の転写産物を示す。矢印はベクター上の

日iA依存性プロモーターからの転写産物である。(B) pSIIAI00を鋳

型としてfliAオペロンの inνitro転写実験を行った結果を示す。

黒三角はFlhDIFlhC依存性の転写産物を示す。白 三 角は日iA依存性

の転写産物を示す。 holoは σ 70を含む RNAポリメラーゼを 示 すO

FliA， FlhDIFlhCとも 40pmolを使用した O ただし、 Bのレーン?と 8

では、日iAをそれぞれ 10pmolと4pmol使用した O
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GTCGCT ATTTATTGCGTTGATGCTTGCTTCACACGGGTAGAATCCTGTC A{!JGACATCAACCAGGGGGAAGTACC1"~~G 

.fliA 

FlhD/FlhC dependent 

-40 -30 -20 -10 +1 

TAGCCTTATTCCTTCGATAGAACCCTCIQlßGAAACGGATAATCATQ~_C噴AAACTCATT事CGCAGGGCTGTTTATC ~' 官
-50 -40 -30 -20 -10 +1 

FIiA dependent 

TAAA N15 GCCGATAA 

図 9.flgAオペロンと fliAオペロンの転写開始点とその周辺の塩基配列 o

flgAオペロンと fliAオペロンの塩基配列はそれぞれ Kutsukakeet al.， (1994)と

Ohnishi et al・， (1990)にそれぞれ従った O 塩基の上または下に記した数値は転

写開始点を 1とした場合の塩基数を示す。一重の四角で囲んだ塩基は

FlhD!F1hC依存性の転写開始点を示し、二重の四角で囲んだ塩基は FliA依存

性の転写開始点を示す。右端のトリプレット(中抜き文字で示した塩基)

は翻訳開始点を示す O 実線の下線を施した塩基は FlhDIFlhC依存性プロモー

ターの -10配列を示し、波線の下線を施した塩基は FliA依存性プロモーター

の -10，-35配列を示す。 TAAAN15 GCCGATAAは FliA依存性プロモーターの

コンセンサス配列を示す。
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-465 AATAGAAATA ATAGCCTGTT ATCTATTATC CTGGCGTTAT TTTAACAGAG AGAAACAAAA 

-405 AAGAATTTGG TGTTGACGTA CCCCTATTCA GCAGTGTGGA AIAGAAA~AG TGAACATTAG 
P4 

-345 GTTATTAATT AAACAAAGTA AAAGCCATGC TGATGGTTTT ATCGTAAGT目TTCCGT斗必
P3 
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-285 主主義主税:(tAMe:::::::;T，qq;減税妻家主主総TTICTAAA ~TCGCCGTCC CGCTCCGTTG TATGTCACGA 
P6 P2 

-225 AGCTGACGAG斗斗巳TGCGTC目AATTAGGAAAAATCTTA GGCATTTGTA AAAATTGATG 
P1 

PHD2 
-165 TAAACGTGTA AGGCGAATCT CAGTGGGAGG CTGCGTTATA CGTCACAATG TCCATAATGT 

-105 CTGAGCGCTG CTATGCATTT GACCTTTTTG CTTCTTTTAC CGGGCCTTCC CGGCGACATC 

-45 ACGGGGTGCG GCTACGTCGC ACAAAAATAA AGTTGGTTAT TCTGGATGGG AACAA工♀ヰム工
M G T M H 

PHD1 +1 
+16 A CATCCGAGT TGC TAAAACA CATTTATGAC ATCAATTTGT CATATTTACT CCTTGCACAG 
T S E L L K H Y D 1 N L S Y L L L A Q 

図 10. プラス ミ ドpKK1211と pKK1211MBBの構造 (A)とflhDオ ペ ロンの
転写開始点とその周辺の塩基配列 (B)o (A)制限酵素切断点を次の略

号で 示 す:E， EcoRI; B， BamHI; M， MluI 0 (B) P1-P6までの転写開始点を四角
で囲んだ。塩基配列の左側に記した数値は翻訳開始コドンの最初の

塩基を 1とした場合の塩基数を示す。各転写のプロモーターのー10配
列と考えられる塩基に下線を施した。二重下線を施した塩基はプラ

イマー伸長法に用いたプライマーに対して相補的な塩基を 示 す O

CRP 結合部位と考えられる塩基を ~::誌 で示した o
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図 11.プライマー伸長法による flhDオペロンの転写開始点の同定。各

形質転換体から調製した RNAと PHD2ブライマーを用いてプライマー

伸長法を行った結果を示す。レーン C，T，A，Gは同じプライマーを用い

て行った DNAシークエンス反応のラダーを示す。右側にそれぞれの転

写開始点(P1・P6)を示す o (A) pKK1211MBBで形質転換した株から調製した

RNAを用いた O 使用した菌株:レーン 1，KK1004 (野生株);レーン 2，

悶く1603(crp突然変異株);レーン 3，KK1601 ( hns突然変異株);レーン 4，

悶<.1605( crp hns二重突然変異株)0 (B) pKK1211で形質転換した株から調製

した RNAを用いた O 使用した菌株:レーン 1，KK1107 (flgM寸朱); 

レーン 2，KKII07GM (flgM -株)
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図 12. flhDオペロンの inνitro転写再構成系 o (A) pYK5を鋳型と

して、 P1の転写に対する CRPの効果を inνUro転写系で解析した

結果を示す。 CRP+は CRPを 2.5pmolと cAMPを 5nmol加えたこと

を示す。 P1の転写産物を黒 三 角で示した。 σ70 -RNAポリメラ

ーゼだけで活性化され、 CRPを加えた際に抑制される転写産物

を白 三 角で示した o (B) pYK5を鋳型として FliAと FlhDlFlhCの P1

の転写に対する効果を Lnνitro転写系で解析した。 CRP+は CRP

を-2.5pmolと cAMPを 5nmol、 FliA+と FlhD/FlhC+は FliAと FlhDlFlhC

をともに 40pmol加えたことを示す。 P1の転写産物を黒 三 角で示

した O
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図 13.σ 70 FliA及び FlgMの機能ドメイン。 σ70の領域 3.1と

領域 4.2上に記した HTHは helix-turn-he1ixモチーフを示す o FliAの

上に記した黒三角は rflD 突然変異 点の位置(図 2B)を示す O

ケールはいずれもアミノ酸数を示す O
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