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研究課題：光化学系1複合体サブユニットを欠くランソウ変異株の作成と

　　　　その光合成特性の解析

　光合成光化学系1（光依存性プラストシアニン＝フェレドキシン酸化還

元酵素、以下PSIと略す〉は、10種以上のサブユニット（PsaA～Psa麟）

から構成される色素タンパク質複合体である。好熱性ランソウ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ3γηθc加oocoαse70ρga亡σsから単離されたPSIを用いて、4Aの分解能でX

線結晶構造解析が行われ（Krauβら、1996）、αヘリックスや色素の正確

な存在部位が明らかにされた。このような構造解析を補完し、PSIの構造

と機能の関係を明らかにするために、特定のサブユニットのみが欠損した

変異株の作製とその表現型の解析は重要である。現在までにランソウの

PSIを構成するサブユニットの遺伝子のすべてが既に単離され、PsaKと

PsaMを除く他のすべての遺伝子の各々について、その破壊株が作製され

ている。本研究では、PsaKとPsaMの遺伝子破壊株を作製し、その生育
特性、光合成特性、光化学系1サブユニットの組成等を解析することによ

り、各サブユニットの機能や役割を明らかにすることを目的とした。なお、

PsaKとPs訓に関する研究は皆無に等しい。その結果、PsaKの遺伝子破壊
株の作製に成功した。この報告書では、研究成果を和文で記載したが、欧

文誌に投稿準備中である。PsaKと並行してPs劉の遺伝子破壊株の作製
も試みたが、未だ構築するに至っていない。また、研究代表者はPsaLの

遺伝子破壊株（1993，J、Bio1．Chem．268，”678～11684）やPsalの遺

伝子破壊株を構築したが、この研究費支給期間中にPsal変異株の表現型

の解析を行い論文発表を行った（1995，PIan七Cell　Physio1．36，1579
～1587）。

　上述のように、多くのPSIサブユニット欠損変異株が作製されてきたが、

PsaA、PsaB、PsaCのように電子受容体を持たないAccessorysubunit（PsaD，

PsaE，PsaF，Psal，PsaJ，PsaK，PsaL，PsaM）は、PsaDを除き、光独立

栄養生育や光合成に必須のものではないことが報告されてきた。これらの

Accessory　subunitの生理的重要性については明らかにされていない。

我々は、翻ηθo加oγ訪is　sp．PCC6803の4種のPSI　Accessory　subunit

（PsaD、PsaE、PsaF、Psal）欠損変異株を用いて、温度や強光がこれらの

変異株の生育・生存や光合成特性・活性等に及ぼす影響を調べてきた。そ



の結果、PsaD欠損変異株が光感受性であり、100μE／m2／s以上の光強度で

は光独立栄養生育が完全に阻害されることや、PsaE変異株は熱ショック

処理（420C、1時間）による熱耐性獲得能が著しく低いことなどを明らか

にした。これらのAccessorysubunitは、強光や高温等の環境ストレス条

件下で重要な役割を果たしていることが示唆された。

　iημブ亡roの実験結果から、PsaDはフェレドキシンと結合し、FAIF　Bか

らフェレドキシンヘの電子伝達に必須のものであることが示された。研究

代表者らは、弱光下ではPsaD欠損変異株が光独立栄養生育を行うこと、

及び、この変異株が野生株同様の光合成活性を有することを明らかにした。

これらの結果は、PsaD非存在下でもNADP÷の還元反応が行われうることを

強く支持するものである。フェレドキシンからNADP＋に電子が伝達される

ことから、iηγ1四では、PsaDが存在しなくともフェレドキシンヘの電子

伝達は起こりうると推定される。しかしながら、フェレドキシン以外の電

子伝達体がNADP÷の還元反応に関与していることも考えられる。このこと

を明らかにする一つの方法は、フェレドキシン遺伝子とPsaD遺伝子の両
方が破壊された変異株を作製し、この変異株が光合成を行うかどうかを調

べることである。この研究費支給期間中に、フェレドキシン遺伝子のクロ

ーニングも行った。

　なお、これらの研究成果は、研究代表者が卒業論文及び修±論文の研究

指導を行った埼玉大学理学部生化学科及び大学院理工学研究科（博士前期

課程）の増村健一君、鈴木豊子さん、長谷川みきさんとの共同作業により

得られたものである。研究に対する彼らの誠実で忍耐強く積極的な姿勢に

何度も励まされた。ここに心から感謝する次第である。

1997年3月 仲本準
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論序

　高等植物やラン藻が行う光合成明反応は、光化学系1（PS　l）と光化学系“

（PS　ll）から構成され、光エネルギーをATPおよび還元力に変換する。PS　lは、

10種以上のポリペプチドから構成される色素タンパク質複合体であり、光に依

存したプラストシアニンからフェレドキシンヘの電子伝達反応を触媒する｛4，5｝。

これらサブユニットの一次構造は、高等植物から原核生物のラン藻に至るまで良

く保存されていること｛4，5｝や、葉緑体の起源は非光合成細胞に共生したラン藻

であるという仮説から、ラン藻は植物細胞のモデルとして有用であると考えられ

る。

　5yηeoわocy5亡’5sp・PCC6803や5．yηeoわococcαssp．PCC794・2などのラ

ン藻は、外来遺伝子の導入が容易であり、相同組換えによる変異株の作製が可能

である。これまでにPS　lのサブユニットの機能を明らかにするため、これらの形

質転換型ラン藻を用いて、特定のサブユニットの遺伝子を不活性化した変異株が

構築され、その表現型の解析が行われてきた｛4，5｝。

　PsaK及びPsaMの欠失変異株は未だ構簗されていない。PsaKについては、こ

れまで高等植物やラン藻で、そのアミノ酸配列及び遺伝子の塩基配列が示されて

いるが、その機能については全く解明されていない｛4，51。本研究では、

5yηecんoρys亡’s　sp．Pcc6803を用いて、遺伝子ターゲティング法によりρ5aκ

遺伝子を不活化した変異株を作製し、その表現型を野生株と比較することにより、

PsaKの生細胞における機能を明らかにすることを目的とした。

材料及び方法

【本研究で用いたラン藻株及び大腸菌株】

・ラン藻

ラン藻5yηθoんo那亡15sp．PCC6803の野生型株は東京大学池内昌彦先生よ

り譲り受けた。

・大腸菌

JM109株をプラスミドベクターの宿主菌として用いた。

【遺伝子及びアミノ酸配列の解析】

GENETYX遺伝情報処理ソフトウェアVer、9．0．4（ソフトウエア開発株式会社製）

を用いて解析した。

【各菌株の培養】

・ラン藻株

野生株及び各変異株の培養はBG－11液体培地｛13｝を用いて行った。平型培養

フラスコ（培養液量は70ml、あるいは500ml）を用い、蛍光灯（National

パルツク10W、2本）で連続的に光照射し、通気しながら30℃で培養した。

　　　　　　　　　　　　　　　一2一



変異株の培養にはカナマイシン（25μ9／ml）を添加した培地を用いた。

・大腸菌株

大腸菌の培養には、LB培地を用いた｛15｝。培地中には必要に応じてカナマイシ

ンを40μg／mlとなるように添加した。

【組み換え実験に関する方法】

・制限酵素によるDNAの切断、リガーゼによる結合、アガロースゲル電気泳動に

よるDNAの分離及び精製（回収）、ミニプレップによる大腸菌からのプラスミ

ドDNA調製、サザンハイブリダイゼーション、ノーザンハイブリダイゼーション、

及びDNAプローブの作製は、1I　Molecular　Cloning，a　Laboratory　Manual，

2nd　ed．”｛15｝及び添付の取り扱い説明書に従って行った。

・核酸の調製

εyηecんocy5亡’5sp．PCC6803野生型株及びPsaK欠失株からのゲノムDNAの調

製はWilliamsの方法｛17｝に、ノーザンハイブリダイゼーションに用いた核酸

画分の調製はAibaらの方法｛1｝に従って行った。

・Nakamotoの方法｛11｝に従って、PCRを行った。

【生化学的解析法】

・PS　l標品の調製

野生株と変異株から調製したチラコイド膜蛋白質をdodecyl一β一D－maltoside

により可溶化後、ショ糖密度勾配遠心分画を行いPS　I標品を調製した｛3｝。

・P700の定量

赤色閃光照射後のP700の光酸化に伴う430nmにおける吸光度変化を暗所で
測定した｛6｝。

・SDSムポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS－PAGE）

Ikeuchiらの方法｛8｝に従って行った。分離ゲルは16－22％（w／v）Tあるいは

22％（w／v〉T、1．33％（w／v）Cの濃度勾配ゲル、濃縮ゲルは5％（w／v）T、

2．6％（w／v）Cで、いずれも7．5M尿素を含むものを用いた。銀染色1まOakIey

らの方法｛121に従って行った。

・N末端アミノ酸配列分析

SDS－PAGEで分離されたタンパク質をPVDF膜に電気的に転写後、アミドブラッ

クで染色し、目的のタンパク質のバンド部分を切り出し、全自動タンパク質一次

構造分析装置PSQ－2（島津製作所製）でN末端アミノ酸配列を決定した。

・菌体のスペクトルの測定

各菌体培養液を濁度（0．［瓦730）が0．1となるようにBG－11で希釈し、日立557型

自記分光光度計を用いて吸収スペクトルを測定した。

・低温蛍光スペクトルの測定

クロロフィル濃度が3μ9／mlとなるように脱イオン水で希釈したPS　l標品

100μ1をパスツールピペツトに採取し、液体窒素中で試料を凍結させ、波長

440nmの励起光を用いて日立850型分光蛍光光度計で蛍光スペクトルを測定し

た。
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結果

1．PsaKについての解析
　暫℃yanobase”（httpl／／www．kazusa．orjp／cyano／cyano・html）を用いて

ρ5aκ遺伝子塩基配列の情報を得・た｛9｝。PsaKの塩基配列を図1に、その塩基配

列より推定されるアミノ酸配列をその下部に記した。後述するように、本研究で

構築されたρ5∂κ遺伝子破壊株は、4．6kDaのポリペプチドを欠失しており・野

生株のチラコイド膜標品を用いてこのポリペプチド、即ち成熟型PsaKのN末端

アミノ酸配列を決定したところPsaKのN末端側の7アミノ酸がプロセシングを

受けていることが明らかになった。

　塩基配列より推定される成熟型PsaKのアミノ酸配列に基づき、疎水性プロツ

トを行った結果、PsaKが高い疎水性を保持していることが明らかになった（図

2）。また、pl値（10．3）からPsaKは塩基性タンパク質であることが明らかになっ

た。

2．PsaK欠失株の作製

　PsaK欠失株の構築の概要を、図3に示す。まず、ρ5aκを含むDNA断片（956

bp）を、5yηecゐooy5亡’5sp．PCC6803のゲノムDNAを鋳型にしてPCR法によ

り増幅した。この時、5一側のプライマー（プライマー1）として40塩基から60

塩基まで、31側のプライマー（プライマー2）として974塩基から995塩基まで

の相補配列を、”GENETYX“を用いて選択した（図1）。得られたPCR断片を

pGEM－T　Vector（Promega製）を用いてクローニングし、得られた組換えDNA

（以後、pGEM－Kと記す）の塩基配列を決定して、PCR産物に変異が生じていな

いことを確認した。pUK4K（Pharmacia製）をεcoR　lで消化して得られたカナ

マイシン耐性遺伝子カセットの両末端をKlenow酵素を用いて平滑化し、これを

飼5c　Iで消化したpGEM－Kに挿入した。その結果、カナマイシン耐性遺伝子のカ

セットがρs∂κ遺伝子と同方向、あるいは、逆方向に挿入された2種類の組換え

DNAが得られた。このようにして構築した、ρ5∂κを破壊した組換えDNAを

5yηθcわocy5亡is　sp．Pcc6803に導入した。相同組換えによる形質転換体を、

カナマイシンを含むBG－11寒天培地を用いて選択した。

3、サザンハイブリダイゼーション

　5yηecわooysfis　sp．PCC6803野生株及び変異株からゲノムDNAを調製し、

それぞれをHiηc　H、H’ηdlll、5m∂1で切断した。ρ5aκ遺伝子を含む956bpの

PCR断片を32Pで放射性標識し、ハイブリダイゼーションのプローブとして用い

た。変異株の全てのゲノムDNA上のρ5aκ遺伝子が、カナマイシン耐性遺伝子が

挿入された変異遺伝子（上述）と置換していることを確認した。

4．ノーザンハイブリダイゼーション

　野生株では480baseに単一のバンドが検出され（図4）、ρ5aκの転写産物は

monocistronic　mRNAであることが明らかになった。一方、変異株ではこの転
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写産物は検出されなかった。

5．生育曲線

　以下の生化学的解析には、2つの変異株のうち、K6（カナマイシン耐性遺伝子

をρ5aκと同方向に挿入した変異株）を用いた。グルコースを添加したものと無

添加のBG11培養液を用いて、野生株及び変異株の生育を解析した（図5）。対

数増殖期の倍加時間を図5に示した。培地中へのグルコース添加の有無に関わら

ず、倍加時問に顕著な差異は検出されなかった。変異株は光独立栄養条件下で生

育可能であることが示された。

6、ショ糖密度勾配遠心分画法によるPS　l標品の調製

　Chit　nisらの方法｛3｝に従い、独立栄養条件下で培養した野生株及びPsaK欠

失株から調製したチラコイド膜タンパク質をdodecyl一β一D－maItosideにより

可溶化後、ショ糖密度勾配遠心分画を行ったところ、野生株と変異株で緑色のバ

ンドが2本検出された（図6）。

7．ショ糖密度勾配遠心分画により分離された標品の低温蛍光スペクトル

　野生株及び変異株においてショ糖密度勾配法により得られた、上層及び下層の

標品についての低温蛍光スペクトルを測定した（図7）。PS　lに結合したクロロ

フイル由来の発光極大は725－730nm付近に、PS”由来のピークは685－695

nm付近に存在する｛14｝。野生株、変異株ともに、下層の標品ではPS　l由来のピー

クのみが検出されたが、上層の標品ではPS　II由来の強い蛍光と、PS　l由来の

弱い蛍光が検出された。興味深いことに、変異株ではPS　Il由来の蛍光が減少し

ていた。

8．野生株及び変異株PSlのタンパク質組成

　独立栄養条件下で培養した野生株及び変異株を用いて、上記のショ糖密度勾配

遠心分画法により調製したPS　l標品（下層の緑色標品）、PS　l＋PS“標品

（上層）のタンパク質組成をSDS－PAGEにより解析した（図8）。その結果、

4，6kDaのバンドが変異株では欠失しており、このタンパク質のN末端アミノ酸

配列を決定したところ、PsaKであることが明らかになった（図1）。従って、

変異株におけるPsaKの欠失が確認された。しかし、PsaKを除く他のタンパク質

については変異株と野生株との間に差異は検出されなかった。以後、この変異株

をPsaK欠失株と呼ぶ。

9．野生株とPsaK欠失株におけるP700再還元キネティクスの比較

　TMPDとアスコルビン酸存在下でP700を還元した後、赤色閃光を照射し、

430nmにおける吸光度変化を暗所で測定するとP700の光酸化に伴う吸光度の

減少と、それに続く暗所での再還元により、吸光度が減衰曲線を描いて回復する

のが観察される。これは、P700の電子が閃光により励起されて、P700から電

子受容体Ao、A1、Fxを経由してFAIFBまで侮達されて、再びP700へ戻ること

に由来する15，6｝。独立栄養条件下で培養した野生株及びPsaK欠失株から調製し

たPS　l標品を用いて、赤色閃光照射後のP700の吸光度変化を経時的に測定して

求めた半減期は、野生株とPsaK欠失株の両方について61msecであった（図9）。
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10．野生株及びPsaK欠失株の菌体吸収スペクトル

　独立栄養条件下で培養した野生株及びPsaK欠失株を用いて、菌体の吸収スペ

クトルを測定した。野生株、PsaK欠失株ともに440nm、625nm、680nm
付近に吸収極大が存在した（図10）。440nm、680nm付近のピークはクロロ

フィルaに由来し、625nm付近のものはフィコシアニンによるものである｛7｝。

野生株と比較して、PsaK欠失株では、これらすべての吸光度が減少していた。

考察

　5yηecゐoρy5亡’5sp．PCC6803における成熟型PsaKではN末端7アミノ酸残基

の欠失がみられた（図1）。これらのアミノ酸は、Leu－Leu－Ala配列を有する疎

水性領域を構成していた。従って、このN末端ポリペプチドは、α一ヘリツクス

を形成しシグナル配列として機能すると考えられる。

　疎水性プロットから、PsaKが2つの膜貫通領域を持っていることが示唆され

た。　‘positlve－inside　rule’、即ち細胞質側には正電荷を持っアミノ酸

（Lys、Arg）が存在しているという説｛16｝に従えば、2つの疎水性領域の間に、

Lys及びArg残基が存在することから、この部位がストロマ側に位置し、このよ

うな正電荷アミノ酸残基が皆無であるC末端はルーメン側に存在すると推定され

る。

　PsaKの機能を解析するため、PsaK欠失株の作製を試みた。ρ5aκ遺伝子にカ

ナマイシン耐性遺伝子を挿入した変異株には、ーこの遺伝子の転写産物も翻訳産物

も検出されなかった（図4及び8）。

　PsaK欠失株が光独立栄養条件下で生育可能であり、その生育速度も野生株と

ほぼ同じであったことから（図5）、PsaKは5yηecわocy5亡’5sp．PCC6803の

光独立栄養生育に必須のものではないことが明らかになった。

　野生株及びPsaK欠失株の各菌体を破砕後、dodecyl一β。D－maltosideによっ

て膜タンパク質を可溶化し、ショ糖密度勾配遠心分画を行ったところ、野生株及

びPsaK欠失株ともに2つの緑色標品が得られた（図6）。Chitnisらは、2つの標

品のうち、上層はPS　lI及び単量体のPS　l、下層は3量体を形成しているPS　Iで

あると述べている｛3｝。従って、PsaK同様膜貫通型のサブユニツトであるPsaL

とは異なり｛3｝、PsaKはPS　lの三量体形成に関与しないことが示唆された。

　野生株およびPsaK欠失株から調製したPS　l標品を用いて赤色閃光照射後の

P700再還元キネティクスを測定したところ、同様の結果（図9）が得られたこ

とから、PsaKがP700からFAIFBまでの電子伝達に関与していないことが明らか

になった。

　野生株及びPsaK欠失株の菌体吸収スペクトルから、PsaK欠失株のクロロフィ

ルやフィコビりンが減少していることが明らかになった（図10）。従って、

PsaKにクロロフィルが結合していること、及び、PsaKがフィコビリソームのチ

一6一
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　　　　　　　10　　　　　　20

AAGCCCTA6C　CCAGGC6ATC

　　　　　　　　70　　　　　　80

CCCC㏄TAGCCGAACCATτG

　　　　　　　130　　　　　140

TAACTAAAGC　CTCCGGTGCC

　　　　　　　190　　　　　200

τGGGGGTAAA　TCTGATCAGA

　　　　　　　250　　　　　260

ATTTAAGCCA　GA’rCAACCAA

　　　　　　310　　　　　320

TAAGTATTG　CAACGGTGGT

　　　　　　370　　　　　380

AGACCCCCAT　TAGCGTGGGG

　　　　　　430　（〃501）440

TGCATAGCTTTTTGTTGGCC

　　H　S　F　L　L　A

　　　　　　490　　　　　500

CTGGGGTGAT　GATTGCTTGC

　　G　V　M　　l　A　C

　　　　　　　　30

GCCGCτGGGτ

　　　　　　　　90

GAAAAAGCCC

　　　　　　　150

CAGGGGGGAG

　　　　　　210

ATTGCCCGTC

　　　　　　270

TTTTGCCAAA

　　　　　　330

TTCCCAGGGG

　　　　　　390

CTA’『CCCTτT

　　　　　　450

ACCGCCGτTC

τ　A　V　P

40 50 60

TτACTτCC　A　CCG了ATCATT　GCτττGCGCC

　　　　　　　100

TGTGGCAACA

　　　　　　160

AATTGGTTAA

　　　　　　220

CCCAGACτAT

　　　　　　280

GACATTTGCC

　　　　　　340

CAGAGCGTCC

　　　　　　400

AAAAACCGTC

　　　　　　460

CCGCCACCCT

　　A　T　l

　　　　　　　110　　　　　120

ATGGCAAA’『T　CAAGGGGTGG

　　　　　　　170　　　　　180

GCAAAAAGTG　GCGGAAGCGτ

　　　　　　230　　　　　　240

TCCAGGGCAA　ATAACT6ACG

　　　　　　290　　　　　　300

AAGCTAAAAA　CGAAAATTTG

　　　　　350　　　　　　360

CCGτAAGATG　AGATTT’『TAA

　　　　　410　　　　　　420

’『’『TAτTCTGG　AGAAマCTCAA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　M

　　　　　　470　　　　　　480

GTCCTGGAGC　CCTAAAGTTG

S　W　S　P　K　V　A

　　　　　　350　　　　560

AACAAAATGT　GGGCACCCCC

　　Q　N　V　G　T　P

　　　　　　　610　　　　　620

CTGTGCTGGG　CACCGCTAGC

　　V　L　G　T　A　S

　　　　　　　670　　　　　680

CCAATAτGGG　AG’『ACτTTAA

　　N　M　G　V　L　＊

　　　　　　　730　　　　　740

AτAτCAAAGG　CGAτCGGGCA

　　　　　　　790　　　　　800

GGAAAATGCC　AAAACGCACC

　　　　　　　510　　　　　　　　　520　　　　　　　　　530　　　　　　　　　540

AACATTTTGG　CGATCGCCTT　TGGTAAATTG　ACCATCAAAC

麗ILA　IAF　GKL　－IKQ
　　　　　　　570　　　　　　　　　580　　　　　　　　　590　　　　　　　　　600

ATGCCTTCCT　CTAACτ一CTT　τGGCGGCτTT　GGTTTAGGGG

MPSS　麗FF　66F　GL6A
　　（〃sCl）630　　640　　650　　660
TTTGGCCACA’『CCτC6GCGCτGGAGTAATτCTGGG6CTAG

　FG闘I　L6A GVI　LGLA
　　　　　　　690　　　　　　　　　700　　　　　　　　　　710　　　　　　　　　　720

GGCTCGAτTC　TGAATGGACT　AGCTTTTATC　CTTTGGGAAA

　　　　　　　750　　　　　　　　　760　　　　　　　　　770

ATTGAAAGAA　AAGCCTGGTC　GCTTTTTTGT
　　　　　　　810　　　　　　　　　820　　　　　　　　　830

AAGGTGGTAA　TTATGGCτCC　GATGACGGCA

　　　　　　780

TAGGGAT’『AG

　　　　　　840

AGAATCAACG



　　　850　　　　　　　　　860　　　　　　　　　870　　　　　　　　　880　　　　　　　　　890　　　　　　　　　900

CCCAAA下TT6AGCATTAGCC　CGCCCTTTGA　CATCTτTAAC　AτCATCCTτG　ACTGτACCTA

　　　91G　　　　　　　　920　　　　　　　　930　　　　　　　　940　　　　　　　　950　　　　　　　　960

TCτCCATCCτGACCGCAGAマAACTCGGTYT　TCACCGTTGC　CATATCGAτC　TτAAGAGAAG

　　　970　　　　　　　　　980　　　　　　　　　990　　　　　　　　1000　　　　　　　　1100　　　　　　　　1200

TTACATCTTT　TTG　AGG1』CA　TCGAGTTτGG　TC7T　　TTTC　CCCCAAGATC　TCCTTTAAAT

図1ρsaκ遺伝子の塩基配列及びこれから推定されるPsaK

　　アミノ酸配列

　ρsaκ遺伝子翻訳領域は420から680までの261塩基対である。本

研究で用いたプライマーは、プライマー1が40から60、プライマー

2が974から995の相補配列《それぞれ囲まれている部分）である。

塩基配列中の下線部はMsc　l切断部位を示している。この配列から

推測されるアミノ酸配列をアミノ酸の一文字記号で塩基配列の下部

に、また、本研究で決定したN末端アミノ酸配列を二重下線で示し

た。
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　　　　　　　　　　　アミノ酸残基
図2成熟型PsaKの疎水性プロット
　”GENETYX”を用いて、Kyte＆Dooli廿leの方法｛101に従って行った。
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　　　　　　　　　　　　　　1kb

図3PsaK欠失株の構築
　PCRにより増幅したDNA断片を実線で示し、ρ5aκ遺伝子の翻訳領域を

□で、カナマイシン耐性遺伝子のカセットを【コで示した。PCRに用い
たρsaκ遺伝子の5響側上流のプライマーをプライマー1、3署側下流の相補鎖の

プライマーをプライマー2とした。PCRで増幅されたDNA断片を阿5dで消化

し、ρ5∂κ翻訳領域の一部を除去した後、カナマイシン耐性遺伝子（Km「〉を

挿入した。
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図4ノーザンハイブリダイゼーション
　野生株及び変異株から調製した核酸画分（30μg）を、アガロースゲル
（1％）電気泳動で解析した。ρ5aκを含むPCR断片を放射性標識してプロー

ブとした。K6はカナマイシン耐性遺伝子をρ5aκと同方向に挿入した変異
株、K2はカナマイシン耐性遺伝子をρ5∂κの逆方向に挿入した変異株を示
す。
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図5野生株及び変異株の生育曲線
　野生株（□、■）及び変異株（○、●）を、グルコースを含まない

（■、●）BG－11培養液と、グルコース（5mM）を含む（□、○）もの

を用いて、30μE・m儒2・s－1、30℃で培養した。
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図6ショ糖密度勾配遠心分画法によるPS　l標品の調製
　野生株及び変異株の各菌体を破砕後、dodecyl一β一D－maltosideを

用いて可溶化した膜タンパク質を、0、15、20、25、30％の段階的
ショ糖密度勾配上に重層して超遠心分離（200，000Xg、4時問、4℃）

を行った。
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図7ショ糖密度勾配遠心分画法により得られた各標品の低温（77K）

　　蛍光スペクトル
A，図6で示した上層の標品（3μg／mlクロロフィル）

B，図6で示した下層の標品（3μg／mlクロロフィル）
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図8野生株及び変異株PSlのタンパク質組成
　図6で示した上層及び下層の標品5μg（蛋白量）をSDS－PAGEで解析した。
電気泳動後のゲルの染色は、銀染色法で行った。Wは野生株、Kは変異株を示
す。
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図9野生株及びPsaK欠失株におけるP700再還元キネティクス
　独立栄養条件下で培養した野生株及びPsaK欠失株より調製したPS　I標品

を用いた。P700再還元キネティクスは、同一試料を8回測定し、加算平均す

ることにより求めた。野生株、PsaK欠失株における半減期は野生株で5回、

PsaK欠失株で7回の測定値を平均して求め、その標準偏差もそれぞれ示した。
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図10野生株及びPsaK欠失株の菌体吸収スペクトル
　光独立栄養条件下で生育した野生株及びPsaK欠失株の各菌体培養液
を・0・D・730が0・1となるようにBG－11で希釈して測定した。
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Abstract 

Genes encoding ferredoxins from the transformable unicellular cyanobacterium 

Synechocystis sp. PCC 6803 and the thermophilic unicellular cyanobacterium 
Synechococcus vulcanus were cloned and sequenced. Southern blot hybridization 

detected a single copy of the ferredoxin sequences in both cyanobacterial genomes. 

Northern blot hybridization analyses indicated l~NA transcripts of approximately 440 

bases long for Synechocystis sp. PCC 6803, and 460 bases long for Synechococ*"us 

vulcanus, respectively. The accumulation of transcripts of the two cyanobacteria was 

three to four times greater in cells grown in iron-rich medium than in cells grown in 

iron-deficient medium. 
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Introduction 

Ferredoxin which contains a [2Fe-2S] cluster functions as the central molecule for 

distributing electrons derived from the photosynthetic oxidation of water to a numbcr of 

ferredoxin-dependent eazymes in the chloroplasts of higher plants, algae and 
cyanobacteria (Knaff and Hirasawa 1 991). There are multiple forms of ferredoxin which 

show a difference in biochemical properties (Morand et al_ 1994). It is not clear that each 

ofthe multiple forms is involved in one or more specific enzymatic processes. 

Targeted mutagenesis with several species of cyanobacteria to inactivate a specific 

gene has opened the door to advanced studies on the function of the gene product. The 

ferredoxin gene (petF) was cloned from the transformable cyanobacterium, 
Synechococcus sp. PCC 7942 and the construction of a petF deletion mutant by 
exploiting homologous recombination was attempted (van der Plas et al. 1988). However, 

no deletion mutants of Synechococcus sp. PCC 7942 Iacking the petF gene on all the 

copies of the chromosome were recovered both in the presence and absence of iron in 

which condition flavodoxin might be expected to replace ferredoxin (van der Plas et al. 

1988). It suggests that the ferredoxin is indispensable at least for the cyanobacterial 

photoautotrophic growih. Unlike the obligatory photoautotrophic cyanobacterium 

Synechococcus sp. PCC 7942, Synechocystis sp. PCC 6803 can grow heterotrophically 

with glucose (Anderson and Mclntosh 1991). Synechocystis sp. PCC 6803 is 
naturally competent and incorporates foreign DNA into the genomes by homologous 

recombination, thus enabling one to mutate a specific gene. Therefore, it has been used 

extensively for mutational analysis in photosynthesis. We isolated the petF gene t~rom 

Synechocystis sp. PCC 6803 by using a probe derived from the carboxyl-terminal amino 

acid sequence ofthe ferredoxin. 

Ferredoxins from mesophilic organisms are generally heat-labile (Hase et al. 1983, 

Koike and Katoh 1979), but, those from thermophilic cyanobacteria such as 
Mastigocladus laminosus and Synechococcus sp. were shown to be heat-stable (Hase et 

al. 1978, Koike and Katoh 1979). The reason for the thermostability ofthe ferredoxifis is 

not clear. In order to elucidate the molecular mechanism ofthermotolerance, we isolated 

the petF gene from the thermophilic cyanobacterium, Synechococcus valcanus by using a 

probe prepared from thepetF gene of Synechocystis sp. PCC 6803. As far as we know, 

this is the first report about the cloning of the petF gene from a thermophilic 

cyanobacterium. 

A part ofthis work was presented at the Aunual Meeting of the Japanese Society of 

Plant Physiologists, Matsue, March, 1995 (Nakamoto and Suzuki 1995). 

Abbreviations - b, base(s); bp, base pair(s); PCR, polymerase chain reaction; TES, N-

Tris(hydroxymethyl)methyl-2-aminoethanesulfonic acid . 

The sequence data reported in this paper have been submitted to the 
DDBJ/EMBL/GenBank DNA databases under the accession numbers D85607 for 
Synechocystis sp. PCC 6803 ferredoxin gene and D85608 for Synechococcus vulcanus 

ferredoxin gene. 
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Materials and methods 

Gr014'th conditions for the cyanobaeteria 

Synechocystis sp. PCC 6803 was grown at 30'C in BGll (Rippka et al_ 1979) li~i*uid 

medium (with the addition of 5 nlM TES-NaOH (pH 8.0) and the modification of the 
concentration of Na2C03 to 50 mg 1~1) under a light intensity of 40 umol m~2 s~1_ The 

culture was aerated with air. The thermophilic unicellular cyanobacterium. 
Synechococcus vulcanus (Koike and Inoue 1983) was cultured at 50'C with a light 
intensity of 40 umol m~2 s~1 in the medium used for another thermophilic cyanobacterium, 

Synechococcus sp. (Katoh 1988). The culture was aerated with air supplemented with 

50/0 C02. The optimal temperature for the growih of Synechococcus vulcanus is about 

5 5'C . Cultures containing different concentrations of iron were prepared as follows . Cells 

were harvested from logarithmic-phase culture ( 1 5 ml) by centrifugation at 3 500 x g and 

20'C for 10 min and washed with 10 ml of the culture medium containing no iron_ Aiter 

repeating the centrifugation and resuspension procedure four times, the washed cells 

were centrifuged once more and resuspended in 2 . 5 ml of the culture medium containing 

no iron and used to inoculate 60 ml of the culture medium containing various 
concentrations of iron. The cultures were started with an initial optical density at 730 nm 

of O. 05 . 

Cloning and sequence analysis of the Synechocystis sp. PCC 6803 petF 

An oligonucleotide with the sequence, 
5 'CTTCTTCTTTGTGTGTTTCGATTGTGCAGTC3 ', was synthesized according to the 
reverse complement of the carboxyl-terminal amino acid sequence of the ferredoxin 

isolated from Synechocystis sp. PCC 6803 (Nelson, N., unpublished data). It was end 
labeled with [ T -32P]ATP and T4 polynucleotide kinase and used to screen a genomic 

DNA Iibrary of Synechocystis sp. PCC 6803 in pBluescript SK (Stratagene). Plasmid 

DNA was isolated from positive colonies by the alkaline lysis method and screened 

further by dot blot and Southern blots using the probe described above (Sambrook et al. 

1989). Sequencing double stranded plasmid DNA was carried out by the dideoxy-

mediated chain-termination method (Sanger et al. 1977) with Sequenase DNA 
Polymerase, version 2.0 (United States Biochemicals), and [ a -35S] dATP (Amersham). 

T3 primer was used for the first sequencing. F urther sequencing was carried out using' 

primers synthesized successively according to the sequences already determined. 

Nucleotide sequences were analyzed by DNAstar software (Reilly et al. 1988). A11 the 

positive clones lacked the 5'-region ofthe Synechocystis sp. PCC 6803 petF. A 250-bp 

Sau3AI fragment (containing 3' half of the petF) obtained from one of the positive 

clones was radiolabeled and used as a probe for further screening of a genomic DNA 

library ofSynechocystis sp. PCC 6803 in YPNl (Reilly et al. 1988), a yeast-Escherichia 

coli shuttle vector. Two positive clones which have the complete petF gene were 
obtained . 

Cloning and sequence analysis of the Synechococcus vulcanus petF 

A 440-bp fragment containing the Synechocystis sp. PCC 6803 petF (see Fig. 1) 
amplified by polymerase chain reaction (PCR) was labeled with 32P by random primer 

labeling method and used as a probe to screen a genomic DNA Iibrary of Synechococcus 

valcanus in A DASH bacteriophage. Bacteriophage DNA from the positive plaques was 

prepared by the liquid culture method (Sambrook et al. 1989), and further screening was 
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performed by Southern blots (Sambrook et al. 1989) afier digestion of the DNA by 

EcoRl. A 2.4-kbp fragment which was hybridized with the probe described above was 

subcloned into pBluescript 11 KS+. A 960-bp Pstl fragment was generated by digestion 

of the 2.4-kbp ECORI fragment, and subcloned into pBluescript 11 KS+. The 
overlapping deletions were obtained by digestion of the Pstl fragment (subcloned in both 

orientations) with exonuclease 111 (Henikoff 1984). With M13K07 as a helper phage, 

single stranded templates from both strands were generated and sequenced using an 

AutoRead Sequencing Kit (Pharmacia) and a DNA sequencer (DSQ-1, Shimadzu). The 

nucleotide sequences thus obtained were aligned and analyzed with Genetyx software 

(Version 8.0, Software Developing Co.. Tokyo). 

Southern blot analysis of genomic DNAS from Synechocystis sp. PCC 6803 and 
Synechococcus vulcanus 
Chromosomal DNAS Were extracted and purified from Synechocystis sp. PCC 6803 and 

Synechococcus vulcanus as described previously (Williams 1 988) . The DNA which was 

digested with restriction endonucleases and electrophoresed on an agarose gel was 

transferred from the agarose gel to a BA-S 83 nitrocellulose membrane (Schleicher and 

Schuell) and hybridized with a radiolabeled probe as described (Sambrook et al. 1989). 

Northern blot analysis of total RNAS from Synechocystis sp. PCC 6803 and 
Synechococcus vulcanus 

Total KNAs were isolated from Synechocystis sp. PCC 6803 and Synechococcus 
vulcanus cells which were harvested in mid-exponential growih (Aiba et al. 198 1) and lO 

ug was electrophoresed on a I .50/0 (w/v) agarose gel containing 6.60/0 (w/v) 

formaldehyde. Transfer of RNA from the agarose gel to a BA-S 83 nitrocellulose 

membrane (Schleicher and Schuell) and hybridization with a radiolabeled probe were 

carried out as described (Sambrook et al. 1989)_ 

Additional procedures 

PCR with AnrpliTaq polymerase (Perkin Elmer Cetus Instruments, Norwalk, CT, USA) 

was carried out as previously described (Nakamoto 1995). DNA fragments were labeled 
with [32P]dCTP by random primer labeling method as directed by the manufacturer 

(Amersham life Sciences), and used as probes for genomic library screening, Southern 

and Northern hybridization analyses. The hybridization signals were detected and 

quantified with a BAS I OOO Mac bio-imaging analyzer (Fuji Photo Film) . 

Results and discussion 

Sequence analysis of the petF genes from Synechocystis sp. PCC 6803 and 
Synechococcus vulcanus 
DNA sequence analysis of the Synechocystis sp. PCC 6803 petF (Fig. 1) revealed the 

presence of a 291-bp open reading frame with a deduced amino acid sequence in 
complete agreement with that of the previously reported ferredoxin polypeptide from. this 

cyanobacterium (Bottin and Lagoutte 1 992). The initial methionine of the primary 

translation product is posttranslationally processed since the initiator methionine residue 

is absent in the mature protein (Bottin and Lagoutte 1992). Ferredoxin contains 96 

amino acids with a calculated molecular weight of 10 232 and an estimated pl of 3 .56. 

DNA sequence analysis of the Synechococcus vulcanus petF (Fig. 2) revealed the 
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presence of a 294-bp open reading frame. The deduced amino acid sequence happened 

to be the same as the amino acid sequence of Synechococcus sp. ferredoxin, another 

thermophilic cyanobacterium (Hase et al. 1983). Recently, ferredoxin was purified from 

Synechococcus vulcanus and its complete amino acid sequence w~as determined (Suzuki , 

K. and Hiyama, T., unpublished data). The sequence coincided with the deduced 
sequence of the petF gene. The initial methionine of the primary translation product is 

posttranslationally processed since the initiator methionine residue is absent in the mature 

protein of Synechococcus vulcanus. Synechococcus vulcanus ferredoxin contains 97 

amino acids with a calculated molecular weight of 10 716 and an estimated pl of 3.75. 

The numbers of acidic amino acids (ASp and Glu) and basic amino acids (Lys and Arg) 

are 22 and 7, respectively, which are higher than those of Synechocystis sp. PCC 6803 

ferredoxin (20 and 4). The OC content of the coding region of Synechococcus vulcanus 

petF is 50.50/o, not much different from that ofSynechocystis sp. PCC 6803 petF, 49.50/Q. 

In ordinary algae, ferredoxin is heat-labile (Hase et al. 1983. Koike and Katoh 1979). 

However, Synechococcus sp. ferredoxin is heat-stable as indicated by the fact that 

bleaching and decrease in activity did not occur up to 60'C (Koike and Katoh 1979). 

Comparing the amino acid sequence of Synechococcus sp . ferredoxin with those of 

ferredoxins from mesophilic cyanobacteria, Hase et al. (1983) predicted on the basis of 

the three-dimensional structure for Spirulina platensis ferredoxin that additional salt 

bridges were formed in Synechococcus sp. ferredoxin between Arg- I O and Glu-97: 

between Lys-75 and Glu-74 or the carboxyl group of the C-terminus, and between Arg-

86 and Glu-23 or Asp-61. They suggested that Synechococcus sp. ferredoxin was 

stabilized by those salt bridges.The amino acid sequence of Synechococcus vulcanus 

ferredoxin is the same as that of Synechococcus sp. ferredoxin. Therefore, the isolation 

and sequencing of the Synechococcus vulcanus petF gene may provide a way to prove 

the hypothesis explaining the mechanism of thermotolerance by producing mutated 

Synechococcus vulcanus ferredoxins in which the amino acids proposed to be involved 

in the salt bridges are changed through site-directed mutagenesis. 

Comparison of the upstream region of the petF genes from Synechocystis sp. PCC 

6803 and Synechococcus vulcanus 
Reith et al. ( 1 986) pointed out that the apparent promoter region of the Synechococcus 

sp. PCC 7942 petF gene resembled the Escherichia *"oli promoter only in the - 10 region. 

The -35 region showed no homology to either the Escherichia coli consensus promoter 

or to other cyanobacterial promoters. While the nucleotide sequence in the - I O region 

of the Synechococcus sp. PCC 7942 petF gene, TAGTAT, is also found in petF genes 

from Synechocystis sp. PCC 6803, Synechococcus vulcanus (Figs. I and 2), Anabaena sp. 

PCC 7937 (van der Plas et al. 1988) and Anabaena sp. PCC 7120 (Alam et al. 1986), 

there is no similarity in the -35 region of the cyanobacterial petF genes . 

Southern Blot Analysis 

Southem blot analysis revealed that a 440-bp DNA fragment containing the 
Synechocystis sp. PCC 6803 petF (see Fig. l) hybridized to a single major band in all 

restriction digests of the cyanobacterial genomic DNA except Hincll digest (Fig. 3 A), 

indicating that the petF is present as a single gene in the genome of Synechocystis sp. 

PCC 6803. The probe is expected to hybridize with two fragments when the DNA is 

digested with Hincll which recognizes a site in the gene. However, there were more than 

two bands detected in the Hincll digest (Fig. 3A). Minor bands were also apparent in the 

5
 



HindIII digest. Therefore, there may be other genes which have sequences similar to the 

petF isolated in this study. Recently, the entire genome ofSynechocystis sp. PCC 6803 

has been sequenced by Tabata's group in Kazusa DNA Research Institute (Kaneko et al. 

1996). They reported four ORFS Whose sequences are homologous to petF. One of 
them has the same sequence as that deterrnined by us. Thus, the minor bands described 

above may be due to other petF genes. 

Southern blot analysis with an Apal/Sau3AI fragment (Fig. 2) containing a 5' region 

of the Synechococcus vulcanus ferredoxin gene revealed a single band hybridized with 

the probe in all restriction digests (Fig. 4B), indicating that thepetF is present as a single 

gene in the cyanobacterial genome. 

Transcript analysis 

The size of the petF transcript was determined by hybridizing each petF probe to 

Northern blots of Synechocystis sp. PCC 6803 and Synechococcus vuJcanus total RNA 

extracted from cyanobacterial cells grown at different concentrations of iron added to the 

culture media. In each strain a single inRLNA of the same size was detected irrespective 

of iron concentration. While the petF nlRNA of Synechocystis sp. PCC 6803 was 

approximately 440 bases long (Fig. 4A), that ofSynechococcus vulcanus was 460 bases 

10ng (Fig. 4B). 

The concentration of iron added to the culture medium affected the petF nlRNA Ievel 

in both cyanobacteria (Fig. 5). The level ofmRNA was three to four times greater in cells 

grown in iron-rich media (containing more than I O uM iron) than in cells grown in iron-

deficient media (containing less than 10~2 uM iron) (Fig. 5j~ B). The reduction of 

nIRNA Ievel occurred regardless of the differences in the cyanobacterial species and the 

iron source (ferric ammonium citrate versus ferric chloride) . 

Contradictory results have been obtained conceming the size and abundance of the 

petF mRNA in iron-deficient and iron-rich media. The sizes of the transcripts have been 

reported to be 450 (Reith et al. 1986), 520 (Bovy et al. 1993) and 630 bases long (van der 

Plas et al. 1988), though the size ofthe coding region is almost the same among diffetent 

cyanobacteria. The cyanobacterial petF mRNA Ievels have been observed to be 
unaffected (Laudenbach et al. 1988, Leonhardt and Straus 1992), only slightly affected 

(van der Plas et al. 1988) or strongly affected (Bovy et al. 1993) by the availability of 

iron. 

Bottin and Lagoutte (1992) reported that ferredoxin is not detectable in 
Synechocystis sp. PCC 6803 cells grown under iron deficiency. It appears that the level of 

ferredoxin protein does not correlate well with that of ferredoxin transcript. The same 

phenomenon was observed with Synechococcus sp. PCC 7942 (van der Plas et al. 1988). 

As van det Plas et al. (1988) indicated, the decrease in the amount of ferredoxin 

transcript under iron limitation does not account for the strong reduction in ferredoxin 

protein. These data suggest that ferredoxin content is regulated posttranscriptionally. 

Bovy et al. (1993) showed that in Synechococcus sp. PCC 7942 and Anabaena sp. PCC 

7937 the ferredoxin transcript is much more stable in iron-supplemented cells than in 

iron-1imited cells and concluded that the ferredoxin gene is regulated by iron a~ the level 

of differential mRNA stability. 

lron-stress not only affects the expression of petF, but also induces a number of 

changes in the photosynthetic apparatus of cyanobacteria (Oquist 1971, 1974, Guikema 

and Sherman 1 983). Further transcript analysis with genes involved in photosynthesis is 

in progress in order to understand the mechanism of cyanobacterial acclimation to iron-
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stress　at　a　molecular　level。
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Figure legends 

Fig.1. Nucleotide sequence of the ferredoxin gene from Synechocystis sp. PCC 6803 . 

Promoter regions are underlined. The ribosome-binding-site sequence is double 
underlined. 

Fig.2. Nucleotide' sequence of the ferredoxin gene from Synechococcus vulcanus. 

Promoter regions are underlined. The ribosome-binding-site sequence is double 
underlined. Possible stem-forming bases of a putative transcription terminator are 

indicated by the arrows. Restriction sites, Apal and Sau3AI, are indicated in parentheses 

above the sequence. 

Fig.3. Southern blot analysis of genomic DNAS from Synechocystis sp. PCC 6803 (A) 

and Synechococcus vulcanus (B). A. Synechocystis sp. PCC 6803 chromosomal DNA 
(5 ug) was digested with ECORV (1ane 1), ~hol (1ane '-), Clal (lane 3), HindIII (lane 4), 

Hincll (lane 5). Clal/HindIII (1ane 6), and EcoRV/Xhol (lane 7). Restricted genomic 

DNAS Were electrophoresed on a 0.750/. (w/v) agarose gel. Southern transfer and 

hybridization were carried out as described in Materials and methods. A 440-bp DNA 

fragment which extends from 281 to 720 (see Fig. 1) was amplified by PCR, radiolabeled, 

and used as a probe. B. Synechococcus vulcanus chromosomal DNA (3 ug) was 
digested with ECORI (lane 1), Pstl (lane 2), Kpnl (1ane 3), Xhol (lane 4), Hincll (1ane 5), 

HindIII (lane 6), and Sall (1ane 7). Restricted genomic DNAS Were electrophoresed on a 

0.8'/. (w/v) agarose gel. An Apal/Sau3AI DNA fragment (see Fig. 2) was radiolabeled 

and used as a probe. The sizes ofDNA indicated along the side were determined by using 

DNA fragments produced by digestion of A DNA with HindIII and c X174 DNA with 

HaeIII (New England Biolabs, Beverly, MA, USA). 

Fig.4. Northern blot analysis of total RNAs from Synechocystis sp. PCC 6803 (A) and 

Synechococcus vulcanus cells (B) grown in media containing various concentrations of 

added iron probed with the same DNA fragments used for Southern blot analysis. A. 

lron (ferric ammonium citrate) concentrations. Lanes 1, 5, 6 and 9, 19 uM; Iane 2, I .9 x 
10~1 uM; Iane 3, 1.9 x l0~3 uM; Iane 4, none; Iane7, 9.5 x 10~2 uM; Iane 8, 9_5 x 10~3 uM. 

Data from two separate experiments are presented. Experimer.t 1, from lane I to 5; 

Experiment 2, from lane 6 to 9. B. Iron (ferric chloride) concentrations. Lanes 1, 8 
and 9, 68 uM; Iane 2, 6.8 uM; Iane 3, 6.8 x l0~1 uM; Ianes 4, 5 and 7, 6.8 x 10~2 uM; Iane 

6, 6.8 x l0~3 uM. Data from two separate experiments are presented. Experiment 1, 

from lane I to 5 and lane 9; Experiment 2, from lane 6 to 8. The uppermost band (G) 

was due to contaminating genomic DNA as confrrmed separately by deoxyribonuclease 

digestion. The sizes of mRNA indicated along the side were determined by using" the O . 1 6 
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Fig.5. Variation in the petF ml~NAs from Synechocystis sp. PCC 6803 (A) and 
Synechococcus vulcanus (B) with iron level. Data are taken from Fig. 4A and B. The 

relative mRNA Ievel was quantified by a BAS 1000 Mac bio-imaging analyzer (Fuji 

Photo Film) . The two different symbols represent data from two different experiments 

(see Fig. 4). 
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Fig　L

Fig．2。

GCAGCCGGTTCGGAGGGτTATπCAGCATGAπAGAC触TCτAτCGTC醐CCCGAGG触60

GATTAATCTTTCCATCτ丁丁「GCCTCCGGGTCCTTAAAACτCCCTTAATTCCTAGGGTTCT　120

AGCCπTCCTr触mτAT脚TGCCAGGCCGAGGGGC鼎CACTCTGGGC脚CA180

TAAGTAAAGGTATCCGATTAAGCCTAGCCATTCATTGC’『AATGCTTCCT’『GTCAATTCAA　240

GAτmcccGTAGTATcA磁cAGIT崩GTπmG凧GTAGcTcGATcTGGATATAGπ300

GTCCCGATGGAGGCTTCATGAGGC触TCTCτCτACTGπTITπGA磁GAG㎜CAτC360

TATGGCATCCTATACCGTTAAATTGATCACCCCCGATGGTGAAAGTTCCATCGAATGCTC　420

MASYTVKしITPDGESSIECSTGACGATACCTATATCCTC肱TGCTGCGG畝G触GCτGGCCTAGACCTGCCCTATTCCTG480

DDTY、．ILDAAEEAGLDLPYSC
CCGτGCTGGGGCTTGCτCCACCTGTGCCGG偲GAτCACCGCτGGτAGTG’rT㈱C艇C脚

RAGACSTCAGKITAGSVDQS
cGATcAGτc1丁TcπGGAT㎝TGAcc醐τTGAAGcTGGTTATGTmGAccTGTGTAGc600

DQSFLDDDQIEAGYVl一τCVA
TTAτCCCACCTCCGATTGCACCAτTGAAACCCACAAAGAAGAAGACCTCTACTAAGGGTA　660

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■YPTSD』CτIE’『HKEEDLY
ATAATGCTGGCCAτGGGCTAGTGAGTTTGATAGTTTCATAATTGCCACGGCAGGGTTTAA720

GCCTCτTTTT『GττGCCCATTGGCAAACTCCAAGACAGCCTGGGCGCTCGCTCACATACC　780

CCCGGTTCCCCT触TGCTTCCCITAA1’TCTTGGT触TCCTGGGC触1TnTGCTTGGCGT840

ACGCGTπAG触GCAATTCC畝TCCAGCITGGGC触TGτGCTGGCGTGCTGτrCTGτGAG900

ττCGGCACCGAACCAGAGCTGCGGCGGCAAGTCAGTTGGAAGCTGCGCCAAGCCAAACGC　　60

CACGCTCCCCTGTGGAGTCCCCACCGCτττAGCCGCCAGATGGAGCAAGCCCTAAGGGCG　120

ATGGTCAATCGGTATCGGACAGGGGAGTGGGTTGTGCCTGCGGGCCATCGAGTCGGAGAA　180

τAGAACCAGTCATCGAGTTTGCT’rAATTTTCTCCATAGGGTTCAATGTCTATAAGTATTT240
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　14ρaI　l　　　・
CAGATACCTτAGGGGCCTCAAATTACGAAAACGATACAAAAAGGGCCTTGAATGGGCCCA300

TC触GGCTGAGGTrTTCCCCCCTAGTAτCτ蝋τfG㎝GCGTGATGGgTCCCTGCCCTn’360

TCCCATACATGAGAGGACAAGATτCATGGCAACCTACAAAGTAACGCτAGτGCGTCCTGA430

　　　　　　　　　　　　MAτYKVTLvaPD
TGGAAGCGAAACAACAATTGACGTGCCCGAAGATGAGτACAττCTGGATGTGGCCGAAGA　480

GSEττIDVPEDEYlしDVAEE
ACAAGGCC’rAGACττGCCCTTC’『CCTGCCGTGCTGGτGCTτGCTCCACCTGτGCCGGTAA　540

QGLDLPFSCRAGACSTCAGK
　　　　　　　　　　　　　lS8u3All
GCTCCTGGAAGGAGAAGTGGATCAGTCGGATCAGTCCTTCTTGGATGATGACCAAATTGA　600

LLEGEVDQSDQSFILDDDQIE
GAAGGGCTτrGTGCTTACCTGTGTAGCCTATCCCCGTTCTGACTGCAAAAτCCTCACCAA　660

KGFVLTCVAYPRSDCKILTN
CCAAGAGGAAGAGCTTTACTAAGGCGATTT「GTACAATTTATAτTGTTGGGGC　　TTGTT　720

Q　E　E　E　L　Y

GTGGGGC遡巫㎜GGGGCTGGAGTCCτ猟GATG㎜GTAGT畝πGGTG780
CCCGCTGATGATTTCCGACTTGCCCCCCACτGGTGATTTGAτGAτ『CGTCCCTTGGCCTA　840

TCGGGATGTGGAGGTGGTGGAACAGTGCTGCGCCATCAAGGGGTGCATGATCAACCCTTτ　900

GGTCTACCGTCCTTGGCGGGTGGA㏄GATGACCTCACCGCT6CATTTACT　　　　　　　　　　950
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