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（目的）

　原核生物の熱ショックタンパク質（HSP）遺伝子の発現調節機構は、大腸菌のシグマ32因

子に代表されるシグマ因子による『正」の調節により説明されてきたが、特別な熱ショックプロ

モーターが関与しない新しい調節機構が枯草菌等で最近明らかにされた。これは、オペレー

ターへのリプレッサーの結合により転写が抑制されるという「負』の調節機構である。C！RCE

エレメントヘのHrcAリプレッサーの結合による調節機構が特に詳しく解析されている。本研究

では、常温性と好熱性ランソウの、5’上流調節領域に特別な熱ショックプロモーターもCIRCE

配列も存在しないoげZ5、hψθ、h5ρ凶（small　HSPホモログ）の各遺伝子の発現調節機構の

解明を目的とした。これらすべてのHSP遺伝子は、我々が初めてランソウからクローニングし

た遺伝子で、特にoげ75は、遺伝子塩基配列あるいはタンパク質一次構造のデータベースに

相同な配列が無い、新規なHSP遺伝子である。

　ランソウ（シアノバクテリアあるいは藍色細菌ともよばれる）は、高等植物と同様に二種の

光化学系からなる光合成電子伝達系をもち、酸素発生型光合成を行う原核生物である。地

球に古くから生存し、多様な環境（ストレス）に適応してきたランソウとHSPの間には「親密」で

高度に多様化した「ユニーク」な関係が構築されてきたと想像するが、ランソウのHSP遺伝子

発現調節機構は全く研究されていない。ランソウ特有の遺伝子発現調節機構の解明は、生

物全体におけるHSP遺伝子発現調節機構の多様性や、新規な遺伝子発現調節に関する重

要な知見をもたらすものと期待される。

（研究成果）

（1）新規なHSP遺伝子o㎡Z5の発見とOrr7．5による卯55匹オペロンの発現調節

常温性ランソウ助θohoooooμ5sp．PCC7942から、熱ショックで誘導されるo〃．5遺伝子を

クローニングした。oげZ5の塩基配列や（推定）翻訳産物の一次構造と相同な配列は、現時点

でもデータベースに見出されない。oイ7。5遺伝子破壊株を作製し、この遺伝子が高温におけ

る生存に必須のものであることを明らかにした。野生型のo〃5遺伝子をo〃．5遺伝子破壊
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株のゲノム中性領域に戻すと表現型が野生型に回復するのに対して、oバz．5のコード領域に

フレームシフトや点変異を起こしたものは相補しないことから、Orl：7．5はタンパク質として高温

耐性に関与していることが示唆された。o〃5遺伝子の破壊により即5乱のmRNAの蓄積量

が顕著に減少すること、クロラムフェニコール添加によりタンパク合成を阻害すると脚副の

mRNAの蓄積量は著しく減少するが、o〃Z5転写産物の蓄積量は増加することなどの結果か

ら、Orl7．5はそれ自身の発現を自己調節し、卯胤遺伝子については「正」の調節因子とし

て働くという作業仮説をたてた。Orf7．5タンパク質の大腸菌における大量発現系と簡便な精

製法を確立した。O肖7．5にはタンパク質の熱変性による凝集を抑制する活性があった。これ

は、Orf7．5（推定分子質量は7．5kDa）が世界最小の分子シャペロンであることを示唆するもの

である。Orl7．5の高次構造を、愛媛大学の森田勇人助教授と共同で解析中である。発表

論文：J．Blol．Chem．（2001）276＝25088－25095

（2）好熱性ランソウのsmall　HSP遺伝子の転写調節：新規な転写抑制機構

　我々は、好熱性ランソウ助θ酌oσoσoμ5四κ3〃μ5からsma”HSP遺伝子（加ρ凶）を初めて

クローニングした。この遺伝子の転写開始点上流には大腸菌主要シグマ因子に認識されるプ

ロモーター配列が存在することから、この遺伝子の発現は、非ストレス下でリプレッサーによ

る抑制を受けていることを仮定した（J．Bacteriol｛1998）180：3997－4001）。実際、転写と翻訳

開始点の間の5’一UTRには、好熱性ランソウ細胞抽出液中の未知のタンパク質が結合する、

新規な逆位繰り返し配列が存在した。この配列が、未知のリプレッサータンパク質が結合す

るオペレーターであるという作業仮説をたてた。現在、この配列に結合するタンパク質の精製

とその遺伝子のクローニングを行っている。第24回日本分子生物学会年会発表・論文投稿

準備中

（3）好熱性ランソウsma”HSP遺伝子の転写後発現調節：downstream　boxによる翻訳促進

　助θo加ooσσμ5四加〃μ5の加ρ凶遺伝子を大腸菌に導入すると、300Cから42。Cへの温度

シフトによりHspAタンパクが大量に蓄積した。これに対して、h5ρ凶の転写は300Cでも420C

でも同様に構成的に起こった。転写開始点はランソウにおけるものと同一であったが、熱ショ

ックによる一過的な転写誘導は起こらなかった。これらの結果は、転写後調節を示唆するも

のである。h5ρ■のコード領域の異なる部位に伽■遺伝子をフレームを合わせて融合したもの

をプラスミドベクターに構築し大腸菌に導入した。h5ρ凶の第2コドンで融合したものの活性は

顕著に低かったが、第14コドンで融合すると活性が回復し、30。Cよりも42。Cで活性が約3

倍増加した。第37コドンで融合すると各々の活性がさらに約2倍増加した。第14コドンと37

コドンの間には、大腸菌の16S　rRNAの1467－1481番の塩基配列と相補的な配列

（downstream　box）が存在した。同様のanti－downstream　boxは、伽θo加ooooμ5四加〃〃5の

16S　rRNAにも存在した。加ρ凶遺伝子発現調節にdownstream　boxが翻訳エンハンサーとし

て働いていることが示唆された。第23回日本分子生物学会年会発表・論文投稿準備中

（4）光合成電子伝達系によるHSP遺伝子発現調節

常温性ランソウ伽θohoσγ5飴sp．PCC6803の脚aやh‘ρθの転写産物の、熱ショックに
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よる蓄積は、光照射により促進される。暗所では、熱ショックを与えても顕著には蓄積しない。

この光依存の転写誘導は、光合成電子伝達阻害剤DCMUにより阻害され、一方DBM旧によ

り活性化される。これら二つの阻害剤が電子伝達体の一つであるプラストキノンの前後の電

子伝達を阻害することから、プラストキノンの酸化還元状態によりHSP遺伝子の発現レベル

が調節されていることが示唆された。プラストキノンの酸化還元状態により未知のプロテイン

キナーゼの活性が調節され、これが転写因子の活性を調節し、HSP遺伝子の発現調節が起

こるという作業仮説をたてた。

（5）伽θ遺伝子破壊株の構築＝HtpGはランソウの高温耐性に必須である。

h‘ρθ遺伝子をランソウ（5吻θohooooo〃5sp．PCC7942）から初めてクローニングした。この

遺伝子破壊株を作製し、原核生物では初めて、hψθが高温における生存に必須のものであ

ることを明らかにした。HtpGは光合成生物において特に重要な働きをしているのではないか

と考えた。発表論文：FEBS　Letし（1999）458：117－123

（6）低温順化におけるHtpGの役割と、低温で誘導されるマルチシャペロン複合体の発見

HtpGタンパクは低温処理で蓄積し、h‘ρθ遺伝子破壊株の生育や光合成活性が低温

（160C）で阻害されたことから、んψθ遺伝子が低温順化に重要であることが示唆された。

Gr◎EL、DnaKと48kDaの未知のタンパク質を含む450kDaの新規な複合体が低温で誘導さ

れることを見出した。この複合体の誘導はh‘ρθ遺伝子破壊株では阻害されたので、HtpGが

その形成に関与していることが示唆された。発表論文：CurL　Microbiol．（2001）印刷中

（7）small　HSP大量発現株の構築：small　HSPは光合成に高温耐性を与える。

small　HSPを構成的に大量発現する鋤θohoooooμ5sp。PCC7942株を構築した。このラン

ソウの高温（50℃）における生存率、光化学系IIやフィコシアニンの熱安定性が顕著に増加し

た。高温ストレス下で、small　HSPが光合成の集光機能や光合成電子伝達系の防御に働くこ

とが明らかになった。発表論文：FEBS　Le比（2000）483＝169－174
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