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序論 

 

 生物の細胞には、非常に多くの種類のタンパク質が含まれている。タンパク

質は生体内のほとんどすべての生命現象の過程に関わり、それぞれのタンパク

質は、ごく限られた立体構造となっているときにだけ、それぞれに固有の機能

を示すことが知られている。生物におけるタンパク質の合成は、転写と翻訳の

二つの過程を経て行われる。タンパク質の遺伝情報が保存されている DNA の塩

基配列は、RNA ポリメラーゼによる転写の過程により、メッセンジャーRNA

（mRNA）の塩基配列へと置き換えられ、その情報をもとにリボソーム、種々

の翻訳因子、およびアミノアシルトランスファーRNA（tRNA）が関わる合成の

過程を経て、新生ポリペプチド鎖へと翻訳される。しかし、細胞内で機能する

タンパク質となるためには、正しい立体構造へと正確に折りたたまれなければ

ならない。比較的低分子の新生ポリペプチドの折りたたみは自発的に進むが、

高分子のポリペプチドの多くは、自発的に正しい立体構造へと折りたたむこと

ができないため、新生ポリペプチドの正しい折りたたみを介助するタンパク質

が細胞内に存在する。これらのタンパク質は分子シャペロンと呼ばれ、クライ

アントタンパク質と相互作用することによって、それらが機能的な立体構造と

なることを介助、あるいはその形成を補助し、最終的にはクライアントタンパ

ク質から離れるものとして定義される（Hartl et al., 2011）。分子シャペロンは、

熱ショックタンパク質（Heat shock protein, Hsp）として、その存在が知られるよ

うになった。Hsp には、分子シャペロンや ATP 依存性のプロテアーゼなどが含

まれ、その発現は、熱や化学物質などの多くのストレスにより誘導されるが、

その発見の歴史から一般に上記の名称で呼ばれている。分子シャペロンは、お

およその分子量に従って分類されており、生物において普遍的に存在する

Hsp70/Hsp40 によるシステム、Hsp60/Hsp10 によるシステム、Hsp90、Hsp100、

低分子 Hsp などが見出されている（Hartl et al., 2011）。 

成熟したタンパク質は、酵素として生体内の一連の化学反応を触媒するほか、

細胞を形作る基礎となり、環境からの刺激を受容し、物質の輸送に携わるなど
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多種多様の役割を担う。しかしながら、タンパク質は、熱、有機溶媒、金属、

浸透圧などの様々なストレスにより変性し、タンパク質の立体構造が壊れるこ

とで、本来持っている機能を失うことがある。熱ショック応答は、熱や他のス

トレスにより変性したタンパク質の増加に対応する普遍的な細胞応答であり、

正しくフォールディングされていない状態のタンパク質が増加することにより、

Hsp の発現が誘導されると考えられてきた。生物は温度などの環境の変化に対

応するために多くの適応機構を備えており、生育環境に基づいて遺伝子の発現

を調節する。微生物においても、環境ストレスに対する非常に多くの遺伝子発

現調節因子が存在することが明らかとなっている。Escherichia coli をはじめと

するグラム陰性菌においては、非主要シグマ因子である
32 によって、Hsp の発

現は制御されている（Straus et al., 1987; Morita et al., 2000; Guisbert et al., 2008）。  

細胞内で生じた変性タンパク質は、疎水性領域が露出している状態であるた

め、互いに凝集しやすく、凝集体を形成する傾向にある。生じた凝集体は細胞

に重大な損害を与え、特定の凝集体の蓄積は、ある疾患の発症につながる。例

えば、ヒトではパーキンソン病やアルツハイマー病などの神経疾患をもたらす

（Tran and Miller, 1999）。細胞の中では、これらの凝集したタンパク質を脱凝集

（再溶解）し、元の機能のもったタンパク質へと再生できることが知られてい

る（Parsell et al., 1994; Glover and Lindquist, 1998）。これらの再生にも、分子シ

ャペロンが関わっており、Hsp104 と呼ばれる分子シャペロンが、Hsp70 などと

協同的に働くことで、凝集体からポリぺプチドを引き出し、タンパク質の立体

構造の再構築と再生を助ける。分子シャペロンは、タンパク質を正しい立体構

造に折りたたむことを助けるが、分子シャペロンが正常な立体構造へ導けなか

った場合や、環境ストレスにより細胞内の変性タンパク質が増加した場合には、

変性タンパク質は ATP 依存性プロテアーゼによる分解系により分解・除去され

る。このような知見は、熱ショック応答の解析によってもたらされたものであ

り、分子シャペロンや ATP 依存性のプロテアーゼは、細胞内のタンパク質の品

質管理を行い、恒常性（いわゆるプロテオスタシス）を保っている。 

本研究の題材となっている Pseudomonas putida は、地球に広く普遍的に生息
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するグラム陰性細菌であり、多才な代謝機能により、さまざまな環境条件に適

応することができる（Timmis, 2002）。P. putida は、比較的高い有機溶媒耐性を

持ち、いくつかの因子が耐性の能力に関与することが知られている（Ramos et al., 

2002）。E. coli では、RNA ポリメラーゼのシグマ因子として、主要シグマ因子で

ある
70（RpoD）のほかに、

54（RpoN）、
38（RpoS）、

32（RpoH）、
28（RpoF）、


24（RpoE）、

19（FecI）の合計 7 種類知られているが、Pseudomonas 属に含ま

れる緑膿菌（P. aeruginosa）は、主要なシグマ因子 RpoD 以外に 19 個の細胞刺

激に応答する extracytoplasmic function（ECF）と呼ばれるシグマ因子を持ってお

り、少なくとも合計で 24 個を有している（Potvin et al., 2008）。P. putida も同程

度の数のシグマ因子をもつことが、ゲノム解析により判明しており（Nelson et al., 

2002）、また、遺伝子の数も 5,000 個以上であり、E. coli と比べると 1,000 近く

多い。これ故に、P. putida は様々な環境の変化へと対応する能力が高いと思わ

れる。細菌の熱ショック応答は、これまで E. coli において非常に詳細な研究が

なされており（Arsène et al., 2000; Yura and Nakahigashi, 1999）、細菌における分

子シャペロンや ATP 依存性プロテアーゼの構造や機能についての知見は、ほと

んどが E. coli に由来するものである。一方、Pseudomonas 属の熱ショック応答

についての解析例は多くない（Allan et al., 1988; Keith et al., 1999; Zhao et al., 

2007）。  

有機溶媒などを含むストレス環境下では、細胞の生存に分子シャペロンは必

要不可欠であると考えられる。これらのストレス条件下では、ストレス応答時

の転写調節因子やタンパク質の品質管理に関わる分子シャペロンが総合的に作

用することで、ストレス環境や環境変化への適応ができると考えられる。特に、

ストレスによって変性、凝集するタンパク質の品質管理を行うことは、微生物

の生育に必要な細胞内の代謝機能の調節に重要である。分子シャペロンの機能

やストレス応答に関する研究を解析し、それらの得られた知見を蓄積すること

で、将来的に、P. putida をバイオレメディエーションなどの環境浄化や、物質

変換に利用することが期待できる。特に、物質変換や環境浄化を安定して行う

ためには、それらの情報の蓄積は必要不可欠である。微生物は多様であり、細
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胞を構成する分子も必ずしも同一ではない。遺伝子発現の調節機構や、タンパ

ク質の役割も異なる可能性は少なくない。大腸菌と P. putida では、生育環境や

遺伝子の数が異なることから、分子シャペロンの機能やストレス応答が必ずし

も同じでないと考えられる。得られた情報を統合することで、ストレス耐性の

高い P. putida 菌株を作製することで、毒性の高い物質が高濃度含まれる環境に

おいて、安定した物質変換や環境浄化を行うことが可能になると考えられる。

E. coli と P. putida では、過酸化物分解酵素遺伝子の発現調節（Hishinuma et al., 

2006）や非主要シグマ因子の
S の制御（Venturi, 2003）をはじめとして、異なる

機構をもつことが知られているため、熱ショック応答や、分子シャペロンある

いは ATP 依存性プロテアーゼの機能についても、E. coli のものと異なる可能性

があることが予想された。本研究では、P. putida の熱ショックタンパク質遺伝

子の欠損株を作製し、それらを各種のストレスで処理することにより、主に、

P. putida の分子シャペロンの機能を解析したものである。  
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第 1 章 Pseudomonas putida の分子シャペロンおよび ATP 依存性プロテアーゼ  

遺伝子欠損株の作製と性状の解析  

 

緒言 

 

 先に述べたように、分子シャペロンは生体におけるタンパク質の品質管理

に、極めて重要な役割を果たしている。また、ATP 依存性プロテアーゼは、タ

ンパク質基質分子を特異的に認識し、選択的に加水分解することで、タンパク

質の秩序ある分解と再生に役立っている。本章では、Pseudomonas putida のタン

パク質の品質管理を行うタンパク質の機能に関する知見を得るために、分子シ

ャペロンや ATP 依存性プロテアーゼをコードする遺伝子欠損株の作製と、得ら

れた菌株の性状の解析を行った。分子シャペロンや ATP 依存性プロテアーゼに

ついて、これまでに得られている知見を以下に概説するとともに、P. putida 

KT2442 株のトルエン耐性変異株についても紹介する。  

Hsp70 は、タンパク質の立体構造の構築だけでなく、凝集したタンパク質の

脱凝集や立体構造の再構築、組み立て、不要なタンパク質の除去などのタンパ

ク質の品質管理を行うとともに、タンパク質の輸送にも関わっており、ストレ

ス応答や細胞内のシャペロンネットワークの中心となっている（Genevaux et al., 

2007; Hartl et al., 2011）。細菌の Hsp70 ホモログの中で、最も詳細に研究されて

いるのが、E. coli における DnaK システムである。DnaK システムは、DnaK、

DnaJ、GrpE から構成されており、DnaK は DnaJ の補助によりあるいは単独で、

リボソームから合成された新生ポリペプチドや変性したタンパク質の疎水性領

域に結合し、露出したポリペプチドの疎水性領域が互いに凝集することを防い

でいる（Genevaux et al., 2007; Hartl et al., 2011）。E. coli のゲノム DNA には、3

つの Hsp70 メンバー（DnaK、HscA、HscC）が存在し、対応する Hsp70 のコシ

ャペロンとして働く Hsp40 が 6 つ（DnaJ、CbpA、DjlA、HscB、YbeS、YbeV）

存在する（Hennessy et al., 2005）。細菌の DnaK は、高度に保存された 44kDa の

N 末端 ATPase ドメインとそれに続く 15kDa の基質結合ドメイン、および C 末端
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ドメインからなる。Hsp70/DnaK のシャペロン機能は、結合したヌクレオチドの

状態で調節されている。DnaK に ATP が結合している場合は、基質ポリペプチ

ドは基質結合ドメインから結合と解離を繰り返すが、Hsp40/DnaJ が DnaK のも

つ ATPase 活性を活性化し、その加水分解を促進することで ADP へと変換され

ることにより、DnaK の立体構造の変化を導き、基質ポリペプチドとの結合が強

固になる（Genevaux et al., 2007）。DnaK と DnaJ による ATP 変換サイクルは、

ヌクレオチド交換因子（GrpE）によってさらに調節を受けており、GrpE は DnaK

の基質タンパク質の放出を促進する働きをもっている（Straus et al., 1990; Szabo 

et al 1994; McCarty et al., 1995; Wawrzynów et al., 1995; Laufen et al., 1999; 

Siegenthaler and Christen, 2006）。また、E. coli の DnaK 遺伝子変異株は、温度感

受性を示すことが知られている（Georgopoulos, 1977; Peak and Walker, 1987）。  

我々の研究室では、これまでに P. putida KT2442 株（KT 株）のトルエン耐性

株である P. putida KT2442-R2 株（R2 株）について、全ゲノム配列を決定すると

ともに、タンパク質の発現パターンや、リアルタイム PCR や DNA マイクロア

レイによる遺伝子の発現解析を行ってきた（Kobayashi et al., 2011）。R2 株は、

分子シャペロンとして機能する DnaK をコードする遺伝子（dnaK）に点変異

（dnaK1 変異）をもち、DnaK の 445 番目のアルギニンがプロリンに置換されて

いる。R2 株における DnaK の変異部位は、基質タンパク質結合βドメインのル

ープ 4.5 に存在する。445 番目のアルギニンは、DnaK に結合した ATP が加水分

解した際に、C 末端ドメインの一部から成り、βドメインに被さる蓋のような

働きをするαヘリックス領域のアミノ酸と相互作用し、βドメインとαヘリッ

クス領域との構造の安定化に寄与すると考えられている（Zhu et al., 1996）。ル

ープ領域へのプロリン残基の導入は、高次構造の大きな変化を引き起こす可能

性があることから、dnaK1 変異によって DnaK と基質との安定な結合が妨げられ、

R2 株では本来の DnaK のもつ機能が発現せずに、基質タンパク質の正しい折り

たたみや、凝集したタンパク質の再生がうまくいかないものと推測されている。

E. coli において、DnaK は DNA 複製や多くの細胞機能にも関わることが報告さ

れており（Bukau and Horwich, 1998）、このため、R2 株は野生株と比べて温度感
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受性が高く、35℃以上の温度ではコロニーを形成できないと考えられている。

また、（野生株においては非ストレス条件と考えられる）通常の培養条件温度で

ある 30℃で培養すると、KT 株と比較して定常期以降に熱ショックタンパク質  

(Hsp) を高発現し、細胞内に蓄積する特徴を持つ。これも、正常な DnaK が生産

されていないことから、Hsp の発現を制御しているシグマ因子（
32）と DnaK

システムとの相互作用や、FtsH プロテアーゼによる分解がおきず、安定化した


32 により、Hsp が高発現するという表現型を示すものと考えられている

（Kobayashi et al., 2011）。P. putida においては、dnaK 破壊株は作製できておら

ず、必須遺伝子である可能性が示されている。  

DnaK のコシャペロンとして機能する Hsp40（DnaJ）は、先に述べたように

DnaK の ATP の加水分解を促進させる役割を担い、DnaK の中心的調節因子であ

る（Hennessy et al., 2005）。Hsp40 ファミリーに属する DnaJ は、4 つのドメイン

領域から構成され、J-ドメイン領域、グリシンとフェニルアラニンに富む領域

（G/F-rich region）、ジンクフィンガードメイン、および C 末端ドメインからな

る。Hsp40 の J-ドメイン領域は、一般的に Hsp70 と相互作用し、ATPase 活性を

促進する（Hennessy et al., 2005）。DnaJ は基質ペプチドの芳香族アミノ酸や脂肪

族アミノ酸の疎水性領域と結合し、DnaK に基質ペプチドとして提供する

（Rüdiger et al., 2001）。E. coli においては、dnaK 欠損株と同様に dnaJ の欠損株

は温度感受性を示すことが知られている（Sell et al., 1990）。前述のように、E. coli

では DnaJ のアナログとされているタンパク質が 5 つ存在するが、その内の CbpA

（Ueguchi et al., 1995）と DjlA（Genevaux et al., 2001）も DnaK と相互作用し、

コシャペロンとして機能することが明らかとなっている。DnaJ の G/F-rich region

と、ジンクフィンガードメインに存在する 2 つの亜鉛結合部位（Zinc binding site）

のうちの 1 つは、基質の結合と関係することが報告されている（Perales-Calvo et 

al., 2010; Linke et al., 2003）。一方、E. coli の CbpA は Zinc binding site を有して

いないことから、異なる基質の結合様式を持つ可能性もある。しかしながら、

cbpA は、コピー数が高ければ dnaJ 変異株の高温での生育をサポートすることか

ら、CbpA は生体内でも DnaJ と同様の機能を持つと推測され（Genest et al., 2011; 
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Ueguchi et al., 1995）、DnaJ と同様に
32 の活性化と安定化に関わると考えられて

いる（Tatsuta et al., 1998）。 

DnaK（Hsp70）システムに加えて、主要な折りたたみ装置として GroE システ

ム（GroEL/ES）が存在する（Hartl et al., 2011）。GroEL は Hsp60 ファミリーに含

まれシャペロニンと呼ばれる。生体内では、分子量約 57kDa からなるサブユニ

ット 7 つから成る構造体が、上下に重なった 14 量体構造をしており、リング状

の構造を構成して内部に空洞を持つ。GroES（Hsp10）は、7 量体から構成され

ており、GroEL の補助因子として働く。GroEL/ES は、E. coli では全タンパク質

の約 10％の折りたたみに関与しており、groEL/ES は必須遺伝子と考えられてい

る。GroEL/ES は DnaK システムとともに、ストレス条件下だけではなく、通常

の生育条件下においてもタンパク質の折りたたみを促進させる重要な役割を担

う普遍的に存在する主要なシャペロンである。  

酵母の Hsp104 や細菌の ClpB は、ATP 依存型の分子シャペロンであり、AAA+

（ATPases associated with various cellular activities）スーパーファミリーに含まれ、

Clp/Hsp100サブファミリーに属するタンパク質である。この Hsp104や ClpBは、

生物における熱耐性にとって重要であり、不溶化した凝集体からタンパク質を

脱凝集する機能をもつことが報告されている。Hsp104 や ClpB は、4 つのドメイ

ンから構成されており、N 末端ドメイン（NTD）、2 つのヌクレオチド結合ドメ

イン（NBD-1、NBD-2）、ミドル（M）ドメインからなっている。Hsp104/ClpB

は六量体のリング状の構造をしており、中央に穴が開いた構造をしている。現

時点では、Hsp104/ClpB は ATP の加水分解エネルギーを利用して、Hsp104/ClpB

の中央の穴に凝集体からポリペプチドをほどき、穴に通すことにより脱凝集を

行うと考えられ（Schlieker et al., 2004）、Hsp104/ClpB は、細胞内では Hsp70 シ

ステム（DnaK システム）との協同的に働くことが知られている（Parsell et al., 

1994; Glover and Lindquist, 1998; Mogk et al., 1999; Tomoyasu et al., 2001; Doyle 

and Wickner, 2009; Tyedmers, et al., 2010; Seyffer et al., 2012）。タンパク質の脱凝

集は、凝集体に DnaK/DnaJ と相互作用することから始まると考えられており

（Weibezahn, et al., 2004; Acebrón et al., 2008）、この後、凝集体に ClpB が結合す
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ることが可能になる（Acebrón et al., 2009）。E. coli の ClpB は、高温処理後の細

胞の生存を補助するタンパク質として機能する（Squires et al., 1991）。 

Hsp90 は真核生物において高度に保存された分子シャペロンであり、多くの

細胞内の機能に関与し、例えば、タンパク質輸送やシグナル伝達、レセプター

タンパク質の成熟に関係している（Hartl et al., 2011）。Hsp90 はコシャペロンと

ともにタンパク質の折りたたみと活性化を行う。一方、細菌における Hsp90 の

ホモログである HtpG は、Hsp90 と同様にタンパク質の成熟に関わると考えられ

ているが、真核生物と比べてその機能についての報告例は乏しい。HtpG（Hsp90）

は二量体で機能し、それぞれのプロトマーは、保存された ATP の結合と加水分

解が行われる N 末端ドメイン、ミドル（M）ドメイン、二量体化に重要な C 末

端ドメインの 3 つから成る。少なくとも、これまでに E. coli においてリボソー

ムタンパク質  L2 が HtpG の ATPase 活性の活性化に関与していること

（Motojima-Miyazaki et al., 2010）や、DnaK システムによる不活性タンパク質の

再活性化を補助することが分かっているが（Genest et al., 2011）、基質について

の知見はほとんど得られていない。 

タンパク質の品質管理を行うのは、分子シャペロンだけではない。様々なス

トレス条件下では、折りたたみに失敗したタンパク質や異常なタンパク質が細

胞内に増加する。不要なタンパク質の除去をすることは、細胞の生存に重要で

あると考えられ、間違って折りたたまれたタンパク質や異常なタンパク質は、

細胞内のプロテアーゼによって分解される。E. coli においては、主要な ATP 依

存型プロテアーゼとして ClpAP・ClpXP、HslUV、Lon、FtsH が存在する（Gur et 

al., 2011）。ClpAP や ClpXP は、プロテアーゼサブユニットである ClpP が、ClpA

もしくは ClpX と相互作用したものである。ClpA や ClpX は、ATPase 活性を持

ちシャペロンと同様の活性を持つ。Lon と ClpP は、E. coli の細胞内のタンパク

質の分解の約 70～80％に関わっていると報告されている（Goldberg et al., 1994; 

Laskowska et al., 1996; Porankiewicz et al., 1999; Tsilibaris et al., 2006）。ClpP は特

定のタンパク質の分解に関わっていることが知られている。E. coliの ClpXPは、

定常期特異的なシグマ因子（
38）の分解に関わり、対数増殖期には ClpXP によ
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って細胞内の
38 の量は低く保たれている（Schweder et al., 1996）。  

FtsH は、ATP 依存型の亜鉛メタロペプチダーゼである。FtsH も、ClpB や ClpP

と同様に AAA+ファミリーに属しており、ホモヘキサマーとして機能し、内在

性膜タンパク質の品質管理に役割を担う。FtsH は E. coli では増殖に必須とされ

ている他、シグマ因子（
32）の分解に関わっていると考えられている（Herman 

et al., 1995; Tomoyasu et al., 1995; Tatsuta et al., 1998）。FtsH は、DnaK システムと

協同して
32 の分解を行っていることから、通常の培養条件下では、

32 の細胞

内の量を調節していると考えられる。以上のことから、分子シャペロンに関わ

らず、プロテアーゼも細胞内のタンパク質の品質管理に重要な役割を果たして

いる。  

細菌の熱ショック応答は、E. coli で多く研究されているが、Pseudomonas 属の

細菌の熱ショック応答についての報告は限られている。同様に、P. putida の分

子シャペロンタンパク質の機能についても、詳細な解析はなされていない。こ

のため、P. putida における分子シャペロンタンパク質および ATP 依存性プロテ

アーゼの機能について解析を行った。第 1 章では、P. putida のタンパク質の品

質管理を行うタンパク質に関する知見を得るために、分子シャペロンや ATP 依

存性プロテアーゼをコードする遺伝子を破壊し、得られた遺伝子欠損株の解析

を行った。  
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１-１ Pseudomonas putida の分子シャペロンおよび ATP 依存性プロテアーゼ 

遺伝子欠損株の作製  

 

第１節 実験方法  

１）使用菌株、プラスミド、プライマー  

 使用した菌株、プラスミド、プライマーを表 1-1 に示した。菌株やプラスミ

ドについては、文献や供給元が記載されていないものは、本研究において作製

したものである。  

 

表 1-1. 使用菌株、プラスミド、プライマー  

菌株 特徴 文献あるいは供給元  

Pseudomonas putida    

 KT2442 株 (KT 株) hsdR Rif
R
  Franklin et al., 1981 

 KTcbpA 株 cbpA－  
derivative of KT2442, Km

R
  

 KTclpB 株 clpB－  derivative of KT2442, Km
R
  

 KTclpP 株 clpP－  derivative of KT2442, Km
R
  

 KTdjlA 株 djlA－  derivative of KT2442, Km
R

  

 KTdnaJ 株 dnaJ－derivative of KT2442, Km
R

  

 KThtpG 株  htpG－  derivative of KT2442, Km
R
  

 KTlon-1 株 lon-1－  derivative of KT2442, Km
R
  

 KTlon-2 株 lon-2－  derivative of KT2442, Km
R
  

 KT2442-R2 株 
(R2 株) 

dnaK1 (DnaK Arg
455

 to Pro) derivative  
of KT2442 

Kobayashi et al., 2011 

R2cbpA 株 cbpA－  derivative of KT2442-R2, Km
R

  

 R2clpB 株 clpB－  derivative of KT2442-R2, Km
R
  

 R2clpP 株 clpP－  derivative of KT2442-R2, Km
R
  

 R2djlA 株 djlA－  derivative of KT2442-R2, Km
R
  

 R2dnaJ 株 dnaJ－  derivative of KT2442-R2, Km
R
  

 R2htpG 株  htpG－  derivative of KT2442-R2, Km
R
  

 R2lon-1 株 lon-1－  derivative of KT2442-R2, Km
R
  

Escherichia coli   

 DH5α 株  (lacZ)M15 Gibco BRL 

 CC118pir 株 recA pir lysogen, host for pKNG101  Herrero et al., 1990 
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プラスミド  特徴 文献あるいは供給元  

pNEB193 Cloning vector, Ap
R
 New England Biolabs 

 pUC4K Cloning vector, Km
R
 Pharmacia Biotech 

 pKNG101 SacB Sm
R
 Kaniga et al., 1991 

 pKNG101-cbpA pKNG101 with cbpA －9 to 674, 262::Km
R
  

 pKNG101-clpB pKNG101 with clpB 497 to 1546, 

756-915::Km
R
 

 

 pKNG101-clpP pKNG101 with clpP 36 to 634, 

225-453::Km
R
 

 

 pKNG101-djlA pKNG101 with djlA 7 to 538, 202::Km
R
  

 pKNG101-dnaJ pKNG101 with dnaJ 58 to 812, 

572-609::Km
R
 

 

 pKNG101-htpG pKNG101 with htpG 821 to 1497, 

1170::Km
R
 

 

 pKNG101-lon-1 pKNG101 with lon-1 206 to 941, 739::Km
R
  

 pKNG101-lon-2 pKNG101 with lon-2 －49 to 484, 

109::Km
R
 

 

   

プライマー  配列（5'→3'）   

cbpA F-19B TCACATTGGGGATCCATAAATGGA  

cbpA R+686B ACAGTGAGGATCCGGTCATGACCT  

cbpA F-217 TTGGAGGTGCCAAAGTCGAT  

cbpA R+773 TCAGGACGGATGGTCAGGTT  

clpB F+489S ATACACCGTCGACCTGACCAA  

clpB R+1557S GTGCTGGTCGACCATCTGCA  

clpB F+299 AGAAGGGCGACCAGTTCATTT  

clpB R+1655 AGCATCTTGGCCACAGGAAT  

clpP F+26B AGAGCTCTGGGATCCAGGCCGCA  

clpP R+645B GGTTCAGGATCCCAGTTGCCGCTT  

 clpP F-144 TCTCGTACGAAGAAGCCGTTA  

 clpP R+759 GTCAGTCATTCGATCGATCCAA  

 djlA F-5S CTGACATGTGGTCGACAGGCACG  

 djlA R+551B ACGCTTTCGGATCCCGTGGCCTT  

 djlA F-98 CAAGGTATCTGGCGAACACT  
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 djlA R+631 GATACGCCTGCTTGACCTTA  

 dnaJ F+47B CCACTGAAGCGGATCCCAAGAAG  

 dnaJ R+824B GTGTAGCGGATCCGCACTTCACA  

 dnaJ F-117 TGGCGTATCTGGAATTCGAGA  

 dnaJ R+1019 TGACGGCGACTGAGATTGA  

 htpG F+811S CACAACAAGGTCGACGGCAAGCTC  

 htpG R+1510B CTTCTTCCGGATCCAGCTTGCCCA  

 htpG F+682 GAAGAGTGGGAAACCGTCAA  

 htpG R+1767 GTGATCCAGCTTCTCGATCA  

 lon-1 F+198S CGAAACGGTCGACCTGGTAGCCA  

 lon-1 R+955B CGGTTTCCAGGATCCCCAGTTTGC  

lon-1 F+110 CGGACAAGGTCTACGTCATC  

lon-1 R+1048 GCTTGAGGTCGAGCTTGTCT  

 lon-2 F-61B ATTAGGTCCAAGGATCCTTTCCA  

 lon-2 R+533 TCCTGCTTCTGCTCGATCTT  

lon-2 F-149 GGTTCTCGGTTGCAAGCAA  

lon-2 R+608 AGGAGGTCGATTTCGGCAT  

R, resistance; Rif, rifampicin; Km, kanamycin; Ap, ampicillin; Sm, streptomycin.  

太字は、遺伝子破壊株の作製に用いたプライマーを示す。  

    

２）培地  

培地は以下の組成となるように調製した。必要な試薬を溶解後、オートクレー

ブ滅菌（121℃、20 分間）したものを用いた。平板培地には、Agar を 1.5%（w/v）

となるように加えた。  

① LB 培地：Tryptone (Bacto) 10g, Yeast extract (Bacto) 5g, NaCl 5g/1L 

② LB Top-agar：Tryptone 10g, Yeast extract 5g, NaCl 5g, agar 6g/1L 

③ 5%スクロース＋LB 培地：Tryptone 10g, Yeast extract 5g, NaCl 5g, sucrose 

50g/1L 

抗生物質は、培地中の最終濃度が、ampicillinは 100µg/ml、rifampicinは 100µg/ml、

kanamycin（Km）は 50µg/ml、streptomycin（Sm）は 100µg/ml（E. coli）、あるい

は 250µg/ml（P. putida）になるように加えた。  
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３）培養条件  

 培養は、特記がないかぎり 30℃で行った。平板培地上のコロニーから菌体を

少量、楊枝などで採取し、2ml の液体培地に接種し、16の試験管で 160 往復 /

分で一夜（O/N）培養し、前培養液を得た。前培養液 100µl を、200ml のバッフ

ル付き三角フラスコ中の LB 液体培地 50ml に添加し、200 r.p.m.で好気的に培養

を行った。対数増殖期は、600nm の濁度が 1.0 になったときとした。  

各温度における倍加時間の測定は、以下のように行った。200ml のバッフル付

き三角フラスコに、50ml の LB 液体培地を加え、試験温度に設定した湯浴でフ

ラスコを 30 分間放置した。LB 培地で 30℃、O/N 前培養して得た試験菌株の前

培養液 100µl を、各温度の LB 培地に植菌し、その後、各温度で培養して適当な

時間経過後に培養液を採取し、濁度を測定することで倍加時間を求めた。  

 

４）遺伝子破壊プラスミドの構築  

DNA の取り扱い操作は、基本的に Ausubel ら（1992）のプロトコールに従っ

て行った。遺伝子破壊プラスミドの作製は、自殺ベクターpKNG101（Kaniga et al., 

1991）を用いて行った。破壊を試みた遺伝子の DNA 配列の一部を、表 1-1 に記

載された太字のプライマーを用いて PCR により増幅し、SmaI で処理した

pNEB193 を用いてクローニングした。このプラスミドを調製後、クローニング

した DNA 配列の内部のみで切断できる制限酵素を用いて処理し、それにより生

じた末端部分に、pUC4K から調製した Km 耐性（Km
R）遺伝子を組み込み、E.coli 

DH5α に導入した。その際、平滑末端でない場合は、T4DNA ポリメラーゼによ

り DNA の末端を平滑化してから Km 遺伝子を組み込んだ。これにより構築した

プラスミドを BamHI や SalI、もしくはその両方の制限酵素で処理して生じた

DNA 配列を、同様の制限酵素で処理した pKNG101 ベクターにサブクローニン

グして遺伝子破壊用のプラスミドを得た。  

 

５）遺伝子欠損株の作製  

遺伝子欠損株は、以下に記載した手順で作製した。構築した遺伝子破壊用プ
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ラスミドを、遺伝子の欠損を導入する株にエレクトロポレーション法により導

入し、Km
R および Sm

R の菌株を、それぞれの抗生物質を含む平板培地により選

抜した。各遺伝子のコピー数を確認後、Km (50µg/ml) を含む 5%のスクロース

＋LB 液体培地もしくは同組成の平板培地で培養し、Km
R、Sm 感受性の株を選

抜した。遺伝子の欠損の確認は、PCR による方法とサザンブロット法により行

った。  

KTcbpA 株および R2cbpA 株の遺伝子破壊株の作製は、pKNG101 由来の遺

伝子破壊用プラスミド（pKNG101-cbpA）を KT 株もしくは R2 株に導入して行

った。同様に、KTclpB 株および R2clpB 株、KTclpP 株および R2clpP 株、

KTdjlA 株および R2djlA 株、KTdnaJ 株および R2dnaJ 株、KThtpG 株およ

び R2htpG 株、KTlon-1 株および R2lon-1 株、KTlon-2 株は、KT 株もしくは

R2 株に、それぞれ pKNG101-clpB、pKNG101-clpP、pKNG101-djlA、pKNG101- 

dnaJ、pKNG101-htpG、pKNG101-lon-1、pKNG101- lon-2 を導入することに

より作製した。  

 

 

第２節 実験結果および考察  

 

１）分子シャペロンおよび ATP 依存性プロテアーゼ遺伝子欠損株の作製 

 分子シャペロンおよび ATP 依存性プロテアーゼ遺伝子の機能について解析す

るために、KT株と R2株からこれら遺伝子の欠損株の作製を試みた。KT株では、

遺伝子破壊を試みた分子シャペロン遺伝子の clpB、dnaJ、cbpA、djlA、htpG、お

よびプロテアーゼ遺伝子の clpP、lon-1、lon-2 のすべての遺伝子欠損株の作製に

成功した。また、R2 株においては、clpB、dnaJ、cbpA、djlA、htpG、clpP、lon-1

の遺伝子欠損株の作製には成功したが、lon-2 欠損株は作製できなかった。各遺

伝子における Km 遺伝子の挿入位置と、変異株の作製にあたり使用したプライ

マー、および挿入位置を確認するために使用したプライマーの配置を図 1-1 に

示した。  
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図 1-1. 各変異株の遺伝子内のカナマイシン耐性遺伝子の挿入部位と使用したプ

ライマーの結合位置  

ORF ; オープンリーディングフレーム、Km ; Km 耐性遺伝子、（）の数字は各遺

伝子の ORF の開始コドン（ATG）の A を 1 として計算した場所を示した。  
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２）分子シャペロンおよび ATP 依存性プロテアーゼ遺伝子欠損株の生育可能温

度 

得られた変異株の生育温度域を、LB 平板培地上におけるコロニー形成により

検討したところ、35℃では、KT 株の dnaJ 欠損株（KTdnaJ 株）においてコロ

ニー形成能の著しい低下が見られ、37℃ではさらに形成能が低下したことから、

同株は、dnaK 遺伝子に変異をもつ R2 株（35℃でコロニーを形成することがで

きない）ほどではないが、温度感受性株であることが明らかとなった（図 1-2）。

KTdnaJ 株が、R2 株のように温度感受性を示したことから、DnaK/DnaJ シャペ

ロンシステムは生育温度域の決定に深く関係していることが示唆された。DnaK

システムは、繰り返し配列の複製に際に生じる DNA 複製フォークの誤った構造

の修復に関わることが示されており（Goldfless et al., 2006）、DnaK や DnaJ の機

能不全は、より高い温度における生育において障害となるものと考えられる。

これにより、DnaJ のアナログであり、J-ドメイン領域をもつ Hsp40 ファミリー

に属する CbpA、あるいは DjlA は、dnaJ の欠失を補うことができないことが明

らかとなった。これらの J-ドメインタンパク質遺伝子の欠損株（KTcbpA 株、

KTdjlA 株）では、生育温度に変化はなかったことから、通常よりも高い温度

での平板培地上での生育においては、DnaJ は固有の機能をもつものと考えられ

る。凝集タンパク質の再生に関わる ClpB の遺伝子（clpB）や、プロテアーゼ遺

伝子である clpP、lon-1、lon-2 の欠損株については、生育範囲に変化はなかった。

また、Hsp90 ファミリーに属する HtpG の遺伝子（htpG）欠損株（KThtpG 株）

については、37℃では増殖は遅延するが、コロニー形成温度範囲に違いは見ら

れなかった。R2 株から作出された各変異株の生育温度範囲についても、同様に

検討を行った。図 1-3 に示したように、J-ドメインタンパク質遺伝子破壊株の

R2cbpA 株と R2djlA 株は、R2 株と同様に 33℃まで生育し、R2 株と比較して

コロニー形成速度に大きな違いは無かった。R2dnaJ 株は、著しく増殖速度が

低下してはいたが、33℃まで生育することが示された。dnaK 変異と dnaJ 欠損

の二重変異株である R2dnaJ 株においては、生育温度範囲が R2 株に比べてさ

らに低下しなかったことから、DnaK システムが生育温度範囲に影響を与えるが、 
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図 1-2. Pseudomonas putida KT2442 株とその変異株の生育温度範囲  

培養 1 日目（ラベルなし）、培養 2 日目（Day2）、培養 3 日目（Day3）のコロ

ニーの写真を示した。  

 

 

その中で特に dnaK が大きく影響を与えているものと考えられる。一方、R2htpG

株は、33℃では増殖速度が顕著に遅くなり、コロニー形成能も低下していた。

また、プロテアーゼ遺伝子の欠損株では、R2clpP 株は R2 株と生育温度範囲に

差異は見られなかったが、R2lon-1 株は、R2htpG 株と同様に 33℃ではコロニ

ー形成能が顕著に低下していた（図 1-3）。  
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図 1-3. Pseudomonas putida KT2442-R2 株とその変異株の生育温度範囲  

TR1; R2 株から得られた dnaK 機能復帰、温度感受性復帰変異株  

培養 1 日目（ラベルなし）、培養 2 日目（Day2）のコロニーの写真を示した。  
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３）分子シャペロンおよび ATP 依存性プロテアーゼ遺伝子欠損株の倍加時間  

LB 培地における各変異株の倍加時間を、対数増殖期における濁度の増加に基

づいて測定した。表 1-2 に示したように、特に KT 株および R2 株の dnaJ 欠損株

で、試験した各温度で生育の遅延が見られた。KT 株の dnaJ 欠損株（KTdnaJ

株）は、30℃における倍加時間が元の株と比較して約 1.6 倍、25℃では 2 倍以上

に増加し、著しい増殖の遅延が起こることが分かった。DnaJ は、DnaK と GrpE

とともに、細胞の増加や成長に必要な新生ポリペプチドの折りたたみを介助す

ることから、正しい立体構造（機能）をもつタンパク質が効率的に生成されず、

DnaJ の欠損が生育速度に大きく影響していると思われる。  

 

表 1-2. 各遺伝子欠損株の温度別倍加時間  

菌株 倍加時間 (分) 

Pseudomonas putida 25℃ 30℃ 33℃ 35℃ 37℃ 

 KT2442 (KT)  46±2
1)

 36±1 33±1 31±1 35±1 

 KTcbpA 45±1 37±1 32±1 ND
2)

 36±1 

 KTclpB 44±2 36±1 33±0 32±1 38±2 

 KTclpP ND 42±1 ND ND ND 

 KTdjlA 46±2 36±1 32±1 ND 35±1 

 KTdnaJ 102±2 59±2 51±1 51±1 NL
3)

 

 KThtpG 46±1 38±0 37±1 ND 44±2 

 KTlon-1 ND 37±1 ND ND ND 

 KTlon-2 ND 48±1 ND ND ND 

KT2442-R2 (R2) 53±2 45±1 58±2 NL － 

R2cbpA 54±1 45±2 59±3 NL － 

R2clpB 53±1 47±2 83±3 NL － 

R2djlA 54±1 43±1 58±3 NL － 

R2dnaJ 100±5 77±2 100±2 NL － 

R2htpG 60±3 61±1 NL － － 

 R2lon-1 ND 45±1 ND － － 

1)平均±SD (n=3)、2)
Not determined、3)

Not logarithmically grown
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R2 株では、dnaK の変異により、25℃でも生育が KT 株に比べて遅いが、KT

株における dnaJ の欠損は遥かに増殖の遅延を引き起こすことから、生育におい

て、他の J-ドメインタンパク質では補うことのできない DnaJ の特別な役割の存

在が強く示唆された。また、KT 株では clpP および lon-2 欠損株も、KT 株と比

べて倍加時間にそれぞれ約 1.2 倍および 1.3 倍の増加が起きていた。lon-1 欠損

株では、倍加時間の顕著な増加は起きなかったことから、対数増殖時には Lon-1

の機能は増殖に大きくは関与しないものと推測される。E. coli において Lon プ

ロテアーゼは 1 種類のみ確認されているが、P. putida においては 2 種類（Lon-1

および Lon-2）が確認されている（Nelson et al., 2002）。P. putida の Lon-1 は、

E. coli の Lon と 70％近い相同性であるが、Lon-2 との相同性は 40％であること

から、特有の機能を持つ可能性があり、P. putida の Lon-2 の機能は、生育に深く

関わるものと考えられる。一方、htpG 欠損株は、高い温度で培養するほど、増

殖の遅延が起きた。KT 株の htpG 欠損株では 37℃で 10 分ほど遅くなり、R2 株

の htpG 欠損株では、最高生育温度である 33℃で培養すると、より顕著に増殖の

遅延が起こることが明らかとなった。E. coli において、htpG 欠損株は、高い温

度での増殖が遅くなることが報告されている（Bardwell and Craig, 1988; Thomas 

and Baneyx, 1998）。また、E. coli の HtpG は、特定のタンパク質と相互作用する

ことも報告されている（Motojima-Miyazaki et al., 2010）。P. putida においても同

様に、HtpG は高い温度で働く特定のタンパク質の成熟や折りたたみに関与して

いると思われる。また、KTclpB 株については、各温度（25-37℃）で KT 株と

同様な倍加時間を示した。しかし、R2clpB 株の倍加時間は、25℃と 30℃では

変化が、ほぼ見られなかったのに対して、33℃でかなり増殖の遅延が見られた

ことから、ClpB はより高い温度において機能することが示唆された。  
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１-２ Pseudomonas putida の分子シャペロンおよび ATP 依存性プロテアーゼ  

遺伝子欠損株の性状の解析  

 

第１節 実験方法  

１）使用菌株および培地  

第１章、１-１の第１節に記載したものを使用した。  

 

２）プラスミドおよびプライマー  

 使用したプラスミドとプライマーを表 1-3 に示した。  

 

表 1-3. 使用したプラスミドおよびプライマー  

プラスミド  特徴 文献あるいは供給元  

 pZErO-2 Cloning vector, Km
R
 Invitrogen 

 pKT231 Shuttle vector, Sm
R
 Bagdasarian et al., 1981 

 pKT231-clpB pKT231 with clpB －190 to 2743  

 pKT231-dnaJ pKT231 with dnaJ －150 to 1331  

 pKT231-cbpA pKT231 with cbpA －150 to 1146  

 pKT231-djlA pKT231 with cbpA －150 to －7, and 

djlA －6 to 884 
 

   

プライマー  配列（5'→3'）   

clpB F-199Xho CGTTGAAACTCGAGGTGTACCTGTG  

clpB R+2757Xho TGCTGGTGTCTCGAGTAGTGCCT  

dnaJ F-157Xho TTTGCCCTCGAGCTGGTAGGATGT  

dnaJ R+1347H AACTCGTCGGCAAGCTTGGCCA  

cbpA F-160Xho AATGGGCTTCTCGAGGCAAAACG  

cbpA R+1160Xho CAGTTCCAGCTCGAGGTGCAGCTT  

cbpA R-7 ATCACCAATGTGAATGTGCATGT  

 djlA F-6 CCATAAATGTGGTGGCCAGGCACGGTG  

djlA R+898H CCAGTACCGAAGCTTGTCATTGATTGC  

R, resistance; Km, kanamycin; Sm, streptomycin. 
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３）相補試験用プラスミドの構築  

①dnaJ 

dnaJ 相補用プラスミドの構築のために、表 1-3 に記載した dnaJ F-157Xho と

dnaJ R+1347H プライマーを用いて PCR を行い、P. putida KT2442 株（KT 株）の

ゲノム DNAから dnaJ 遺伝子全域を含む DNA 断片を増幅した。得られた断片を、

pZErO-2 ベクターを用いてクローニングし、調製した目的の DNA 配列を含むプ

ラスミドを XhoI と HindⅢで処理し、pKT231 へサブクローニングし pKT231-dnaJ

を得た。  

②cbpA 

cbpA 相補用プラスミドの構築のために、表 1-3 に記載した cbpA F-160Xho プ

ライマーおよび cbpA R+1160Xho プライマーを使用して PCR を行い、KT 株のゲ

ノム DNA から cbpA 遺伝子全域を含む DNA 断片を増幅した。目的の長さに増幅

された DNA 断片を XhoI で処理し、XhoI で処理した pKT231 プラスミドと連結

し、pKT231-cbpA を調製した。  

③djlA 

djlA 相補用のプラスミドの構築のために、cbpA のプロモーター領域を表 1-3

に記載した cbpA F-160Xho と cbpA R-7 のプライマーを用いて、KT 株のゲノム

DNA から PCR により増幅した。この PCR 産物を EcoRV で処理した pZErO-2 ベ

クターと連結し、E. coliDH5α に導入し、挿入された配列が目的の向きに挿入さ

れているプラスミドを選択した。また、djlA F-6 と djlA R+898H のプライマーに

より djlA を増幅後、この PCR 産物を HindⅢで処理した。この HindⅢで処理し

た PCR 産物と、前述の cbpA のプロモーター領域をクローン化したプラスミド

を EcoRV と HindⅢで消化したものと連結し、cbpA のプロモーターの下流に djlA

が組み込まれたプラスミドを構築した。これを XhoI と HindⅢで処理し、生じた

約 1.0 kbp の DNA 配列を同じ制限酵素で処理した pKT231 ベクターと連結し、

得られたプラスミドを pKT231-djlA とした。  

④clpB 

clpB 相補用プラスミドの構築のために、表 1-3 に記載した clpB F-199Xho およ
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び clpB R+2757Xho プライマーを用いて PCR を行い、KT 株のゲノム DNA から

clpB 遺伝子全域を含む DNA 断片を増幅し、pZErO-2 ベクターを用いてクローニ

ングした。clpB 領域を含む調製したプラスミドを XhoI で処理し、pKT231 にサ

ブクローニングして pKT231-clpB を得た。  

 

４）相補菌株の生育温度試験  

 試験菌株を、Sm を加えた LB 液体培地 2ml で O/N 培養後、培養液を LB 液体

培地で 10~10
6 倍に段階希釈を行い、あらかじめ各温度で温めておいた Sm を含

む LB 平板培地に 5µl ずつ塗抹した。その後、各温度で培養し、形成したコロニ

ーを経時的に確認し、生存率を算出した。  

 

５）高温耐性試験  

試験菌株を、LB 液体培地もしくは適切な抗生物質を含む LB 液体培地 2ml で

前培養を行い、前培養液の 0.6OD 分の菌液を LB 培地と混合し、全量を 2ml に

した。この溶液を 30℃、160 往復/分、各株の倍加時間の 5 倍の時間だけ振とう

培養し、定常期の細胞を含む培養液を得た。培養液を LB 液体培地で 10~10
6 倍

に段階希釈を行い、LB 平板培地に段階希釈した培養液を 5µl ずつスポットした。 

同時に、サイズが 15mm×100mm の試験管（Dispo Tube / DP-15M）に培養液を

500µl 採取し、50℃で 5 分間処理した。処理後、同様に段階希釈し、LB 平板培

地に 5µl ずつスポットして 30℃で培養し、形成したコロニー数から生存率を算

出した。生存率は、（熱処理後、LB平板培地上で生育したコロニー形成数 CFU/ml）

÷（熱処理前に LB 平板培地上で生育したコロニー形成数 CFU/ml）で求めた。  

 

６）過酸化物耐性試験  

試験菌株を LB 液体培地 2ml で前培養を行い、前培養液の 0.6OD 分の菌液を

溶解させた LB Top-agar 4ml と混合し、LB 平板培地に重層した。重層した培地

が固まった後、ペーパーディスク  抗生物質検定用 厚手 8mm (ADVANTEC)を培

地 1 枚につき 3 個置き、そのペーパーディスクに過酸化水素（30%）10µl、もし
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くはジメチルスルホキシドで希釈して調製した tert-Butyl hydroperoxide（3%）

10µl を浸み込ませた。その後、平板培地を 30℃、O/N 培養し、生じた増殖阻止

円の直径 (mm) を測定した。  

 

 

第２節 実験結果および考察  

 

１）dnaJ 欠損株の J-ドメインタンパク質遺伝子による相補試験  

DnaJ のアナログである CbpA と DjlA は、E. coli において細胞の成長をサポー

トし（Ueguchi et al., 1995; Genevaux et al., 2001）、凝集タンパク質の再生を補助

することが知られている（Gur et al., 2004）。前述のように、P. putida の dnaJ 欠

損株は温度感受性を示すことが、本研究により明らかとなっている。このこと

が、dnaJ の欠損により引き起こされたか否かを確認するために、プラスミド上

の dnaJ により相補されるか、また、P. putida の CbpA および DjlA が、35℃ある

いは 37℃での dnaJ 欠損株の生育に、DnaJ と同じように機能するかを検討する

ために、dnaJ、cbpA、djlA 相補プラスミドを KT 株の dnaJ 欠損株に導入し、各

温度でのコロニー形成率を調べた。 

図 1-4 に示したように、KTdnaJ 株は、dnaJ を導入することにより 37℃まで

生育し、また生育速度も野生株（KT 株）と同程度に回復した。このことから、

P. putida においては、37℃での生育には dnaJ が重要な役割を果たしていること

が確認された。cbpA を導入した株では、35℃では生育がほぼ完全に回復した。

しかしながら、37℃ではある程度のコロニー形成率の上昇がみられたが、完全

には回復しなかった。また、djlA を導入した場合には、コロニー形成率はいず

れの温度でも回復しなかった。  

コロニーの形成については、プラスミド由来の dnaJ を導入することにより回

復したが、液体培地による培養では、増殖速度の明らかな回復は認められなか

った（表 1-4）。30℃では、dnaJ、cbpA、djlA のいずれで相補しても、倍加時間  
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図 1-4. Pseudomonas putida dnaJ 欠損株と J-ドメインタンパク質遺伝子相補株の各温度における生育 

A 

350C 370C 

E 100 
偲卸0-11 目 I • I 

-c -T 0・2

‘2E T 0・3

い010-5 U 

B 
Dilution 
(-fold) 

KT 

KTo.dnaJ 

KTo.dnaJ 
+dnaJ 

KTo.dnaJ 
+cbpA 

KTo.dnaJ 
+djlA 

104 

104 

300C 350C 370C 

105 106 104 105 106 104 105 106 

105 106 104 105 106 1ぴ 105 106 



28 

 

A, 35℃と 37℃における平板培地上でのコロニー形成率  

30℃で形成したコロニー数を 1 とした相対値で示した。KT 株と KTdnaJ 株

はプラスミド pKT231 を導入したものを用いた。KTdnaJ 株には、dnaJ、cbpA、

djlA をいずれかを含む pKT231 プラスミドが導入したものの結果を併せて示し

た。値は別々に 3 回行った操作によって計算された平均値を表し、エラーバー

は SD を示す。段階希釈液は平板培地に 5µl ずつ塗抹した。  

B, 各温度での生育  

培養 1 日目（ラベルなし）、培養 2 日目（Day2）、培養 3 日目（Day3）のコロ

ニーの写真を示した。  

 

 

の上昇は見られず、dnaJ 欠損の影響を回復することはできなかった。このこと

は、図 1-4 に示した平板培地においても観察された。本研究で導入したプラス

ミドにおいて、dnaJ は dnaJ 自身の、cbpA と djlA は cbpA の熱誘導性プロモータ

ーによりその遺伝子発現が制御されている。後述するように、dnaJ および cbpA

のプロモーターは熱誘導性であるため、30℃では遺伝子の発現が充分でないと

推察される。35℃と 37℃では、dnaJ を相補した菌株で最も倍加時間が短くなっ

たが、野生株に比べるとより長く、増殖速度の低下は完全には回復しなかった。

この理由は明らかでないが、シス的な影響があることが考えられる。一方、cbpA

や djlA を相補した場合では、35℃においてベクターを導入した株よりも生育が

やや早くなり、何らかの相補的な効果をもつことが示唆された。  

 

表 1-4. KTΔdnaJ 株の遺伝子相補による温度別の倍加時間  

菌株 倍加時間 (分) 

Pseudomonas putida 30℃ 35℃ 37℃ 

KT (pKT231)  37±1
1)

 32±1 35±1 

KTdnaJ (pKT231) 55±0 51±1 NL
2)

 

KTdnaJ (pKT231-dnaJ) 55±2 42±1 41±1 

KTdnaJ (pKT231-cbpA) 55±2 45±0 88±7 

KTdnaJ (pKT231-djlA) 55±0 47±1 NL 

1)平均±SD (n=3), 
2)

Not logarithmically grown 
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P. putida の 3 種の J-ドメインタンパク質（DnaJ、CbpA、DjlA）の模式的な構

造を、図 1-5 に示した。Hsp70 のコシャペロンとして機能する J-ドメインタンパ

ク質は、高度に保存された His-Pro-Asp（HPD）トリペプチドを J-ドメイン領域

に持っており、P. putida のいずれのタンパク質においてもこれが見出された。

P. putida の DnaJ は、E. coli の DnaJ と 67％のアミノ酸の相同性を有しており、

共通の機能をもつ可能性が高い。CbpA については、相同性はやや低く 54％で

あるが、P. putida の CbpA は E. coli の CbpA と異なり、DnaJ で確認できるよう

な明らかな Gly/Phe-rich domain を持っている（図 1-5A）。一方、P. putida の DjlA

は E. coli のものとは相同性（30％）はそれほど高くなく、J-ドメイン領域を持

ってはいるが、DnaJ や CbpA の J-ドメイン領域のアミノ酸配列における相同性

は極めて低い（図 1-5）。  

 

A Pseudomonas putida の J-ドメインタンパク質  

 

 

B Pseudomonas putida の J-ドメインタンパク質のアミノ酸配列  

 

図 1-5. Pseudomonas putidaの J-ドメインタンパク質の模式的構造と J-ドメイン領

域のアミノ酸配列  

   J-ドメインタンパク質において保存されている配列を、□で示した。  
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相補実験により、P. putida の 3 種の J-ドメインタンパク質のうち、CbpA は

DnaJ と機能的に重なる部分がある可能性が高いが、  DjlA については細胞の生

育という観点からは、DnaJ と機能的に異なることが強く示唆された。  

 

２）高温処理による生存率  

次に、定常期における各株の高温処理時の生存率について検討を行った（図

1-6）。定常期の細胞を 50℃、5 分処理した場合、dnaK の変異株であり温度感受

性を示す R2 株は、予想に反して野生株（KT 株）と同程度の生存率を示した。

R2 株は、定常期に種々の Hsp を高発現することから、これらの Hsp が高温に対

する耐性を付与している可能性がある。これに対して、clpB 欠損株は KT 株、

R2 株の両欠損株ともに、高温処理後の細胞の生存率が、大幅に低下することが

明らかとなり、高い温度に曝された場合の ClpB の重要性が示された。一方、KT

株由来の他の変異株は、clpB 欠損株以外の株では高温処理時の生存率の変化は

なく、各株は約 10％の生存率を示した。生育遅延が見られた KT 株の dnaJ 欠損

株については、熱ショック後の生存率が野生株よりも高いことが示された。一

方、R2 株由来の変異株では、djlA 欠損株と htpG 欠損株については R2 株と同程

度の生存率を示したが、他の変異株は、明らかに熱処理後の生存率が低下し、

R2cbpA 株、R2dnaJ 株および R2lon-1 株の高温処理後の生存率は有意に低か

った。温度感受性株である R2 株は、元々dnaK 変異を持っており、その変異に

加えて、さらなる変異が挿入されたことで、生存率に影響を与えたと考えられ

る。KT 株と R2 株は、互いに生存率が約 10％であったのに対して、R2clpB 株

の生存率は、KTclpB 株よりもさらに減少した。このことは、DnaK と ClpB が

協同的に働いていることを示唆するものと考えられる。clpB の欠損が高温処理

時の生存率に影響を与えていることを証明するために、プラスミドを利用して

clpB 欠損株に clpB を相補した。それらの株を用いて、高温処理時の生存率を確

認したところ、KTclpB 株、R2clpB 株ともに、clpB の相補により生存率が顕

著に上昇したが、R2clpB については完全な回復は見られなかった（図 1-6）。  

KT 株の clpB と dnaJ、cbpA、djlA および htpG の変異株においては、対数増殖期  
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図 1-6. 定常期の Pseudomonas putida 各株の 50℃処理後の生存率  

括弧内は導入したプラスミドを示す。値は 3 回の平均値を表し、エラーバー

は SD を示した。  

 

 

 

図 1-7. 対数増殖期の Pseudomonas putida 各株の 45℃処理後の各株の生存率  

括弧内は導入したプラスミドを示す。値は 3 回の平均値を表し、エラーバー

は SD を示した。  
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の細胞を用いて 45℃の処理を行い、生存率を測定した（図 1-7）。どの株も、対

数増殖期の細胞は定常期と比べて熱処理に対してより感受性であった。このこ

とは、P. aeruginosa でも同様な現象が確認されている（Jørgensen et al., 1999）。

45℃においても、clpB 欠損株は、他の株に比べて生存率が著しく低かった。  

 

３）過酸化物に対する感受性  

 各変異株の過酸化物に対する耐性度を検討した（表 1-5）。過酸化物としては、

tert-Butyl hydroperoxide（BHP）および過酸化水素（H2O2）の 2 種類を用いた。

KT 株由来の変異株では、BHP に対する影響は大きく見られなかった。一方、

H2O2 に関しては、clpP 欠損株において H2O2 に対して、やや感受性となることが

分かった。他のプロテアーゼ遺伝子欠損株（lon-1 株、lon-2 株）においては、

H2O2 に対する顕著な影響は見られなかった。また、R2 株由来の変異株において

も、同様に過酸化物耐性試験を行ったが、R2 株と比べ、BHP や H2O2 のいずれ

かに対して感受性となった。興味深いことに、R2 株の dnaJ 欠損株においては、

BHP に対しては、R2 株と比べ、やや耐性となったのに対し、H2O2 に対しては大

きく感受性となった。また、R2 株の clpP 欠損株については、KT 株の clpP 欠損

株と同様に、H2O2 に対しては感受性となった。KT 株の lon-1 欠損株は、H2O2 に

対する差は見られなかったが、R2 株の lon-1 欠損株では、増殖阻止円の差が見

られた。R2 株は、ストレスに対する影響を、Hsp の高発現により補っているよ

うに考えられる。  
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表 1-5. Pseudomonas putida 各株の過酸化物に対する感受性  

菌株 

増殖阻止円の直径  (mm) 

BHP※  H2O2 

(3%) (30%) 

Pseudomonas putida   

 KT2442 (KT)  27±2
1)

 20±1 

 KTcbpA 29±1 21±0 

 KTclpB 28±2 21±0 

 KTclpP 27±1 23±0 

 KTdjlA 29±0 21±0 

 KTdnaJ 27±2 21±1 

 KThtpG 25±1 21±0 

 KTlon-1 28±1 21±1 

 KTlon-2 28±1 21±1 

 KT2442-R2 (R2) 24±1 23±0 

 R2cbpA 26±0 24±1 

 R2clpB 27±1 24±1 

 R2clpP 24±2 26±0 

 R2djlA 25±0 25±1 

 R2dnaJ 23±0 28±1 

 R2htpG 26±1 25±1 

R2lon-1 24±1 26±0 

1)平均±SD (n=3)、BHP：tert-Butyl hydroperoxide 
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１-３ Pseudomonas putida における dnaK の変異と生育との関わり  

 

第１節 実験方法  

１）使用菌株、培地および培養方法 

使用した菌株を表 1-6 に示し、第１章、１-１の第１節に記載した培地および

方法により培養した。  

 

表 1-6. 使用菌株  

菌株 特徴 文献あるいは供給元  

Pseudomonas 

putida 
  

 KT2442 (KT) hsdR Rif
R
  Franklin et al., 1981 

 KT2442-R2 

(R2) 

KT derivative (toluene
R
, temperature

S
), 

dnaK G1334→C, DnaK Arg455→Pro 

Kobayashi et al., 2011 

 R2-TR1 (TR1) R2 derivative (toluene
S
, temperature

R
), 

dnaK G1333→T and G1334→C, DnaK 

Arg455→Ser 

Kobayashi et al., 2011 

 R2-TR2 (TR2) R2 derivative (toluene
S
, temperature

R
), 

dnaK G1334→T, DnaK Arg455→Leu 

Kobayashi et al., 2011 

R, resistance; S, sensitive; Rif, rifampicin. 

 

２）SDS-PAGE 

SDS-ポリアクリルアミドゲル（PAG）電気泳動（SDS-PAGE）は、（Laemmli, 1970）

の方法で行った。分離ゲルは、12%あるいは 10%のアクリルアミドゲルを用い

た。泳動はミニプロティアン 3 セル（BIO-RAD）を用いて行った。試料は、特

記がない限り、SDS および 2-メルカプトエタノールを含む 1×サンプルバッファ

ー中で 100℃、5 分間処理したものをウェルにアプライし、泳動した。泳動後の

ゲルはクーマシーブリリアントブルー（CBB）染色液により染色した。培養液

の濁度（OD600）を測定し、OD600=1.0 の場合には 1ml の培養液に含まれる菌体
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を、1.5ml プラスチックチューブを用いて、6,000 rpm、2 分間遠心分離して回収

した。これを菌体 1.0OD unit と定義した。得られた菌体を、1×サンプルバッフ

ァー100µl に懸濁し、100℃、5 分間熱処理して、15,000 r.p.m.、25℃、5 分間遠

心分離によって得られた上清を、SDS-PAG により泳動した。  

 

３）不溶性タンパク質の調製  

試験菌株を LB 培地にて、30℃、O/N 培養し、200OD unit / 30ml となるように

調製し、200ml のバッフル付き三角フラスコに入れ、45℃の湯浴で 140 往復/分

で 30 分間振とう処理した。また、同条件で、熱処理後、30℃の湯浴に戻し、2

時間または 5 時間 140 往復/分で振とう処理し、処理菌液を 8,730×g、5 分間遠心

して菌体を回収した。他の温度の処理も同様に行った。  

不溶性タンパク質の調製は以下のように行った。遠心分離により回収した菌

体を 20mM Tris-Cl (pH8.0) 3ml に懸濁し、プレンチプレス（800psi）により菌体

の破砕を 3~5回行った。2,180×g、4℃、10分間遠心分離し、上清をさらに 18,000×g、

4℃、1 時間遠心分離し、上清は可溶性タンパク質の画分として回収した。沈殿

物は、洗浄バッファーA (1% Triton X-100, 50mM Tris-Cl, 150mM NaCl) で懸濁し、

4℃で 2 時間放置した後、18,000×g、4℃、1 時間遠心分離した。生じた沈殿物を

洗浄バッファーB ( 50mM Tris-Cl, 150mM NaCl)で懸濁し、18,000×g、4℃、1 時間

遠心分離し、再び生じた沈殿物を洗浄バッファーB で懸濁し、18,000×g、4℃、1

時間遠心分離した。生じた沈殿物を不溶性タンパク質画分とし、溶解バッファ

ー (7M urea, 2M thiourea, 4% CHAPS, 100mM DTT, 0.2% Bio-Lyte) に溶解させた。 

タンパク質量の定量は、ウシγグロブリンを標準タンパク質として、Bio-Rad 

Protein Assay（Bio-Rad）を用いて行った。またタンパク質の同定は、第２章に

記載した方法により PMF 法により行った。  

 

４）ウエスタンブロッティング  

 タンパク質の転写は、iBlot ドライブロッティングシステム（invitrogen）を用

いて行った。転写操作は以下のようにマニュアル書に従って行った。iBlot ゲル
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トランスファー装置に、シーリングを取り除いた iBlot 陽極スタック (Bottom) 

をトレイと一緒にブロッティング面に直接置き、泳動したゲルを陽極スタック

の PVDF メンブレン上に載せ、その上に iBlot ろ紙をのせた後、陰極スタック  

(Top) の電極面を上にしてのせ、スポンジの金属がふたの右上隅の電極に合うよ

うに取り付けた。20V、7 分間処理してタンパク質を転写した。転写後のメンブ

レンを、マレイン酸バッファー（0.10M マレイン酸, 0.15M NaCl, pH7.5）で 5 分

間振とうした後、ハイブリパックにメンブレンを入れ、ブロッキング溶液｛PVDF 

Blocking Reagent （TOYOBO）｝を用いて、4℃で O/N 処理した。 

免疫学的検出は、その後、洗浄バッファー（マレイン酸バッファー＋0.05% (v/v) 

Tween20）でメンブレンを 15 分間、3 回洗浄後、Can Get Signal Solution 1（TOYOBO）

で希釈した一次抗体で 60 分間振とうを行い、抗体反応を行った。反応後、メン

ブレンを洗浄バッファーで 15 分間、3 回洗浄後、Can Get Signal Solution 2

（TOYOBO）で希釈した二次抗体（Alkali Phosphatase-Anti Rabbit IgG 抗体）で

60 分間振とうを行い、さらに抗体反応を行った。また、同様にメンブレンを洗

浄バッファーで 15 分間、3 回洗浄後、メンブレンを適当量の検出溶液（0.1M 

Tris-Cl, 0.1M NaCl, pH9.5）で浸し、平衡化後、NBT/BCIP 発色基質溶液に浸し、

シグナルを検出した。バンドが目的の濃さになったときにメンブレンをミリ Q

水で洗浄し、反応を停止した。一次抗体は、
32 の検出には抗 Seratia marcescens 


32 抗体(Abcam, Cambridge, MA, USA)、DnaJ の検出には、抗 E.coli DnaJ 抗体

(Abcam)、DnaK の検出には抗 P. putida DnaK 抗血清を使用した。  

 

 

第 2 節 実験結果および考察  

 

１）長期培養によって蓄積する変性タンパク質の特定  

P. putida KT2442 株（KT 株）の dnaK 変異株である P. putida KT2442-R2 株（R2

株）は、30℃で長期培養することにより、徐々にコロニー形成能が低下し、8

日目以降にはコロニー形成能は完全に消失した（図 1-8）。一方、野生株の KT 
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図 1-8. 培養日数によるコロニー形成能の変化  

 

 

図 1-9. 長期培養時 (培養 9 日目) の細胞内全タンパク質の CBB 染色写真 

各レーンには 0.10OD unit 分を泳動した。矢印（→）は、上から ClpB、DnaK、

HtpG、GroEL を示す。  

 

 

株と、R2 株から得られた温度感受性復帰変異株である P. putida KT2442-R2-TR1

株（TR1 株）、および P. putida KT2442-R2-TR2（TR2 株）は、9 日目でもコロニ

ー形成能は高いレベルで維持されており、R2 株で観察されたコロニー形成能の
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消失は見られなかった。このことは、R2 株における dnaK の変異が、細胞の生

存や増殖開始のシグナルに関係していることが示唆された。培養 9 日目におけ

る細胞内全タンパク質を、SDS-PAGE により調べたところ、R2 株においては、

熱ショックタンパク質（Hsp）の ClpB、DnaK、HtpG、GroEL が細胞内に蓄積し

ていることが確認された（図 1-9）。2 種の温度感受性復帰変異株は、KT 株と同

様に、これら 4 種類の Hsp の蓄積は見られなかった。培養 9 日目の R2 株に存在

する凝集タンパク質を、不溶性タンパク質として菌体から調製し、SDS-PAGE

により解析した。その結果、R2 株で蓄積が多く確認された 4 種類の Hsp のうち、

DnaK と思われるタンパク質が不溶性の画分に蓄積していることが分かった。ま

た、その他には、R2 株に特異的と考えられる不溶性タンパク質は確認できなか

った。  

R2 株で蓄積していたタンパク質が DnaK か否か確認するため、抗 DnaK 抗体

を用いて DnaK の免疫化学的検出を行った。図 1-10 に示すように、R2 株におい

ては、DnaK と分子量の異なる多種の大小さまざまなタンパク種が抗 DnaK 抗体

により検出されることが明らかとなった。R2 株を長期間培養した場合は、DnaK

は多くが凝集タンパク質として存在し、おそらくは分解され、または他のタン

パク質と強く結合して細胞内に存在するものと推測できる。  

 

       A                      B 

 

図 1-10. 長期培養時の不溶性タンパク質と DnaK の免疫学的検出  

矢印（→）は、DnaK の位置を示す。 
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２）P. putida の形態におよぼす dnaK 変異の影響  

 

P. putida の KT 株、R2 株、TR1 株、および TR2 株の、各増殖時期における形

態を観察した。対数増殖期には、いずれの株も桿状の形態をしていた。一方、

定常期以降においては、KT 株、TR1 株、TR2 株は、いずれも真球に近い細胞の

形態が観察されたにも関わらず、dnaK 変異株の R2 株では、対数増殖期ほどで

はないが桿状の形態であり、O/N 培養時も R2 株はやや桿菌に近い形態が観察で

きた。2 種の温度感受性復帰株の形態が、野生株と同様であったことから、R2

株における桿状の形態は、dnaK の変異が関係していることが示唆された。  

 

 

 

 

図 1-11. Pseudomonas putida の形態  
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第２章 Pseudomonas putida の熱ショック応答機構  

 

緒言 

熱ショック応答は、熱などのタンパク質の立体構造を損ねるストレスに対し

て、生物において起こる普遍的な応答である。熱ショック応答により、第 1 章

において述べたように、Hsp104、Hsp90、Hsp70、Hsp60 を始めとする Hsp が高

発現し、細胞のプロテオスタシスを維持している。細菌の熱ショック応答につ

いては、E. coli において最も研究がされており（Arsène et al., 2000; Yura and 

Nakahigashi, 1999）、多くのプロテオバクテリアの熱ショック応答は、ストレス

応答性シグマ因子である
32 によって制御されることが知られている（Straus et 

al., 1987; Morita et al., 2000; Guisbert et al., 2008）。 

非ストレス状態では、DnaK はシグマ因子の中で
32 にのみ存在する領域（

32

ボックス）を含む領域に結合し、RNA ポリメラーゼと結合すること妨げること

で、シグマ因子として機能することを阻害し、さらに二つの主なシャペロンシ

ステムである DnaK/DnaJ/GrpE と GroEL/ES は、FtsH による
32 の分解に関わる

ことで、
32 の活性と量を制御し、負のフィードバックとして作用することが分

かっている（Guisbert et al., 2008）。
32 は、Hsp 遺伝子のプロモーター領域に存

在する認識配列（CTTGAA-n13-17-CCCCATnT; Yura et al., 2000）に結合し、
32 レ

ギュロンに含まれる遺伝子の転写量を増加させる。E. coli における
32 のレギュ

ロンは、約 50 の転写ユニットから構成されており、約 90 個の遺伝子から成り

立っており（Nonaka et al., 2006）、多くのグローバル転写調節因子や、DNA や

RNA の完全性の維持に関与するタンパク質の遺伝子が含まれている。 

熱ショックなどにより、32は一時的に安定化されることが分かっている（Yura 

et al., 2000）。この現象は、前述の負のフィードバックに関わる DnaK システム

や GroEL/ES が、ストレスにより変性したタンパク質の再生に関わるために、32

から離れることが一因であると考えられている（Guisbert et al., 2008）。
32 は、

ストレスにより安定化し、それに伴い
32 レギュロン遺伝子の一時的な誘導が起

きる。この誘導は、5-15 分後にピークに達するが、ストレスの原因因子が取り
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除かれた場合や細胞がストレス条件に適応した場合には、
32 は急速に不安定化

し、膜結合型 ATP 依存性プロテアーゼ FtsH によって分解されることにより、そ

の細胞内レベルは低下する（Herman et al., 1995; Tomoyasu et al., 1995; Tatsuta et 

al., 1998）。  

Pseudomonas 属の熱ショック応答についての解析例は、極めて限られている

（Allan et al., 1988; Keith et al., 1999; Zhao et al., 2007）。微生物の遺伝子発現機構

の解析において、生物間で発現調節が異なる例が多く見出されている。例えば、

E. coli と P. putida では、非主要シグマ因子の
S の制御機構は大きく異なってい

る（Venturi, 2003）。細菌の熱ショック応答は、E. coli において詳細な解析がな

されているが、その調節は多様である可能性がある。このため、P. putida にお

ける熱ショック応答について検討し、Hsp および
32 の発現制御機構についての

解析を行った。  

 

 

２-１  Pseudomonas putida の熱ショック応答  

 

第１節 実験方法  

 

１）使用菌株、プライマー  

菌株は、第１章の表 1-1 に記載したものを使用した。各遺伝子の発現量をリ

アルタイム PCR により定量するためのプライマーを、表 2-1 に示した。 

 

２）菌体の調製  

試験菌株を LB 培地で前培養し、前培養液 100µl を 200ml のバッフル付き三角フ

ラスコに入れた LB 培地 50ml 内に植菌した。濁度が 1.0 まで培養後、三角フラ

スコを所定の温度（30℃、33℃、35℃、37℃、40℃、42℃、45℃もしくは 50℃）  

の湯浴に入れ、140 往復 /分で 0、10、20、30 分間熱処理を行った。目的のサン

プリングタイムには、1.5ml プラスチックチューブに 1ml の培養液を回収し、菌
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表 2-1. リアルタイム PCR 用プライマー 

プライマー  配列（5'→3'）  

cbpA F+93 GTATCACCCCGATGTCAGTAAGG 

cbpA R+200 TCATCGAACTCGGCACGTTTC 

clpB F+36 TGCAATATCCGATGCCCAGTC 

clpB R+176 CCATTGATGTCGAAGCCTAC 

djlA F+57 ACCGGGTGCCTTGCTCGGT 

djlA R+147 ACCCAGGCGTTCGCGCATGT 

 dnaK F+35 CCAACTCGTGCGTCTCCATTC 

 dnaK R+149 ACCAGGATTTCGCCATCGTTC 

 dnaJ F+289 CGGCGATGTGTTCAGCGACTT 

 dnaJ R+397 GCACCGCTTCTTCCAGGTTCA 

 fusA-1 F+37 ATTGGTATCTGTGCCCACGT 

 fusA-1 R+130 GCACCTCGCCCATTTTGT 

 groEL F+27 CATTTTGTTACGAGCGGAATCA 

 groEL R+196 AAGCGTCTTTCAGCTCGATTTC 

 grpE F-26 CCACAAAATTGCGCAGGAGAGA 

 grpE R+74 CGGGGTATCAGCTGCATTGCC 

 htpG F+66 ATGATTCACTCGCTGTACTCG 

 htpG R+207 GCGAATCTTCAGGTCAGCATC 

 lon-1 F+161 AGGTACTGCCGGTGATCGTCAA 

 lon-1 R+253 TGAAGAACAGCGCCAGGCAG 

 rpoD F+16 CAACAGCAGTCTCGTATCAAAG 

 rpoD R+167 ATCCCCATGTCGTTGATCATG 

 rpoH F+8 CATCGTTGCAACCTGCCTATG 

 rpoH R+204 ACTACGGGCGATATGTACGAC 

 rpsA F+42 AACCCTCAATCTTCAGCCG 

 rpsA R+143 ATGACGCCCTCGGACTTC 

 rplB F+54 GGTGGTCAACAAGGAGCTGCAC 

 rplB R+163 CAACGTGACGAGTGGTAATGCGG 

 rpsE F+99 CTTCACCGCGCTGACCGTG 

 rpsE R+213 GTTGCGGCGAGCAGCTTCC 

 secA F+46 GGCCGCCCTCCATCCCTAA 

 secA R+149 AGCATGCGTTTGACTTCACGCTC 

 tig F+40 CGCATGACCATCGCCGTTC 

 tig R+138 AGGACGGAAGCCCGCAATC 
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体を 4,000×g で室温・5 分間遠心分離した。培養上清を除き、沈殿した菌体に 1×

サンプルバッファー｛50mM Tris-Cl（pH6.8）、2% SDS、6% 2-メルカプトエタノ

ール、12.5%（w/v）グリセロール、0.01mg/ml ブロモフェノールブルー｝を 100µl

加えて懸濁し、－20℃で保存した。 

 

３）SDS-PAGE 

SDS-PAGE は、第１章、１-３記載の方法により行った。  

 

４）MALDI-TOF-MS によるタンパク質の特定  

MALDI-TOF-MS を用いたペプチドマスフィンガープリンティング（PMF）法

によるタンパク質の特定は、以下のように行った。SDS-PAGE により分離した

タンパク質を含むゲルを切り出し、1.5ml のプラスチックチューブへと移した。

チューブ内に脱色液（50mM ammonium bicarbonate, 50% CH3CN）を 100µl 入れ、

15 分間浸した。15 分間浸した後、脱色液を廃棄し、再度脱色液を入れ、これら

の操作をさらに 2 回繰り返し、ゲル内に含まれる CBB 色素を除いた。その後、

ゲルを 5 分間減圧乾燥し、トリプシン溶液（20µg/ml トリプシン, 4mM ammonium 

bicarbonate, 0.9% CH3CN）20µl にゲルを室温で 5 分間浸した。5 分後、トリプシ

ン反応希釈バッファー（40mM ammonium bicarbonate, 9% CH3CN）をチューブ内

に 50µl 加え、37℃で 3 時間から O/N 酵素処理した。酵素処理後、酵素消化液に

5% トリフルオロ酢酸（TFA）を 7.7µl 加え、最終濃度 0.5% TFA になるように

した。ピペットマンに Zip Tip µ-C18 を装着し、100% CH3CN を吸引し、吐出し

た。次いで、0.1% TFA を吸引し、吐出した。次に、酵素消化液を吸引、吐出を

繰り返し、カラム内にペプチドを吸着させた。カラム内にペプチドを吸着後、

0.1% TFA を吸引・吐出し、カラムを洗浄した。最後に、マトリックス溶液

（α-Cyano- 4-hydroxycinnamic acid 10mg/ml, 0.05% TFA, 50% CH3CN）を 2µl 吸引

し、MS プレート上に吐出させ、乾燥させた。その後、質量分析計で MS ピーク

を測定した。MS ピークは、Angiotensin  Ⅱと ACTH fragment をスタンダードとし

て、サンプルを校正した。得られた MS ピークは Mascot 検索により解析し、タ
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ンパク質を特定した。  

 

５）ウエスタンブロッティング  

 ウエスタンブロッティングは、第１章、１－３記載の方法により行った。  

 

６）Pseudomonas putida からの全 RNA の調製  

 培養液を目的のサンプリングタイム時に 400µl 採取し、1.5ml のプラスチック

チューブにあらかじめ分注しておいた 2 倍量の RNA Protect Bacteria Regent

（QIAGEN）800µl に加え、直ちにボルテックスして混合した。室温で 5 分間静

置後、13,000 r.p.m.、25℃、10 分間遠心し、上清を廃棄した。その後、サンプル

は使用するまで－20℃に保存した。 

全 RNA の調製は RNesay Mini Kit（QIAGEN）を用いて、RNA Bacteria Regent 

Handbook に従って行った。抽出した RNA の濃度は、分光光度計を用いて測定

した A260nm 値により決定した。この Total RNA をリアルタイム定量 PCR のテ

ンプレート RNA とした。  

 

７）リアルタイム定量 PCR 

 Light Cycler システムを用いたリアルタイム定量 RT-PCR は、Quantitect SYBR 

Green RT-PCR（QIAGEN）を用いて、PCR キャピラリーにより行った。RT-PCR

は、反応溶液中に Total RNA 1µg、2×QuantiTect SYBR Green RT-PCR Master Mix 

10µl、QuantiTect RT Mix 0.2µl、プライマーミックス（各 10µM）2µl を含み、全

量が 20µl となるように RNase Free Water で調製し、ガラスキャピラリーに挿入

した。RT-PCR 反応は、各遺伝子の mRNA 転写量を測定するために、逆転写反

応（50℃、20 分間）、変性処理（95℃、15 分間）のあとに PCR 反応（94℃、15

秒間→55℃、20 秒間→72℃、25 秒）を 40 サイクル行い、melting 処理（95℃、0

秒→65℃、15 秒→95℃、0 秒）と cooling（40℃、30 秒）を経て、閾値の蛍光強

度を超えるサイクル数を求めることにより行った。プライマーは表 2-1 に記載

したものを使用した。  
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第２節 実験結果  

 

１）P. putida のタンパク質レベルでの熱ショック応答  

得られた各種変異株の、細胞タンパク質の発現パターンについて観察した。

O/N 培養後の全タンパク質を SDS-PAGE により検出したところ、KT 株の clpB、

cbpA、djlA、htpG、clpP、lon-1、lon-2 各欠損株は、全タンパク質の発現に大き

な違いはなかった。しかし、KTdnaJ 株は、R2 株ほどではないが、KT 株と比

べて DnaK と GroEL のタンパク質量がわずかに増加していた（図 2-1）。 

 

図 2-1. Pseudomonas putida 各菌株の O/N 培養後の細胞内全タンパク質  

○ , DnaK、□ , GroEL 

 

 

①10～12℃の温度上昇が Hsp の発現を強く誘導する  

対数増殖期（OD600 ~ 1.0）の KT 株の培養液を、様々な温度（33℃、35℃、37℃、

0℃、42℃、45℃、50℃）で処理し、SDS-PAGE により全タンパク質を観察する

ことで、熱ショック応答を調べた（図 2-2A）。通常の培養温度である 30℃から、

33℃へとシフトした場合は、Hsp 量の増加はほとんど観察されなかった。35℃

へシフトした場合は、代表的な Hsp である DnaK、GroEL、HtpG のわずかな増  
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図 2-2. Pseudomonas putida におけるタンパク質レベルでの熱ショック応答 
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A, タンパク質レベルでの熱ショック応答（HSR） 

各株を対数増殖期（OD600 ~ 1.0）まで 30℃で培養後、それぞれの温度で処理した。

100µl から得られた菌体の全タンパク質を、10%のゲルで電気泳動後 CBB 染色した。

温度シフト後、タンパク質量の増加が見られた Hsp は、MS 解析により特定した。

余白の部分に ClpB、DnaK、HtpG、GroEL の位置を示した。 

B, ウエスタンブロット法による
32の検出 

ウエスタンブロット法による
32 の検出には、A でもちいたサンプルと同一のも

のの処理液 50µl から得られた菌体由来のタンパク質を使用した。 

C, 各種変異株の HSR 

 

 

加が見られ、37℃とした場合にはさらに Hsp の増加が見られた。40℃および 42℃で

は、DnaK、GroEL、HtpG に加えて ClpB の増加が認められたのに対して、45℃にお

いては 42℃では著しい増加が確認された DnaK、HtpG、GroEL の大きな誘導は確認

できなかった。しかし、ClpB は 45℃でも時間の経過とともに増加が見られた。ClpB

については、40℃から 45℃の熱処理により強く誘導されるが、P. putida KT2442 株

の生育可能な温度の 37℃までは、タンパク質量の顕著な増加が見られなかったこと

は興味深い。さらに、高い温度の 50℃の処理では、いずれのタンパク質の合成も停

止しているように思われた。KT 株の各変異株において、42℃および 45℃で熱ショ

ック応答を調べたところ、どの株でも基本的に 42℃における熱ショック応答は確認

され、Hsp（主に、ClpB、DnaK、HtpG、GroEL）の発現の増加が確認された（図 2-2C）。

高温処理により生存率が低下する KTclpB 株についても、ClpB 以外の熱ショック

応答（Hsp 量の増加）は KT 株と本質的には同じであった。また、J-ドメインタン

パク質遺伝子を含む他の遺伝子変異株も、Hsp の誘導は野生株と同様に起こった。

しかし、KTdnaJ 株においては、42℃の処理において、Hsp の誘導がわずかに鈍い

よう思われた。また、dnaK 変異株である R2 株も、42℃においては KT 株と同様に

熱ショック応答が起こり、ClpB、DnaK、HtpG、GroEL の量の増加が確認されたが、

KTdnaJ 株と同様に熱ショック応答が他の株に比べて鈍かった。 
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②熱処理により elongation factor G と 30S リボソームサブユニットタンパク質 A が

減少する 

すべての株において、42℃と 45℃ともに、84kDa と 66kDa の二つのタンパク質が

熱処理により減少していた（図 2-2C）。特に KTclpB 株では、これら二つのタンパ

ク質の減少が顕著であった。熱処理により減少が観察された 2種類のタンパク質を、

MALDI-TOF-MS による PMF 法により同定したところ、それぞれ、elongation factor G

（EF-G）および 30S ribosomal protein S1（RpsA）であることが判明した。EF-G は、

リボソームのトランスロケーションを引き起こすタンパク質であり、RpsA は

mRNA の 5' 非翻訳領域と相互作用して、mRNA にリボソームが結合することを助

けるため、E. coli においてほとんどのタンパク質の合成に必要とされるタンパク質

である（Sørensen et al., 1998）。一方、生育可能な温度である 37℃の処理では、これ

らのタンパク質の減少は見られなかった。40℃の処理でも、EF-G や RpsA の減少は

確認されたが、42℃処理に比べると顕著ではなかった。42℃処理時に、Hsp の合成

が促進されていたにも関わらず、タンパク質の合成に必須と考えられるタンパク質

が減少することは興味深い。高温に曝されたときに、熱に対して不安定なタンパク

質を合成することは、誤った立体構造をもち、凝集する分子の数を増やすことに繋

がるため、生育に悪影響を与える可能性が高い。P. putida は、熱ショック時に EF-G

や RpsA の量を下げることで、タンパク質の合成速度を下げ、細胞内に豊富に存在

する Hsp 遺伝子の mRNA により、合成能をもつリボソームを飽和させて、Hsp 以外

のタンパク質の合成を制限することが推測され、さらに高温に曝された場合には、

Hsp の合成でさえも停止させるものと考えられる。 

 

③
32量の変化は Hsp 量の変化よりも鋭敏である 

E. coli では、熱ショック応答は
32の量に依存することが知られている（Straus et 

al., 1987）。熱処理による
32量の変化を、

32の抗体を用いて測定した（図 2-2B）。

KT 株では熱処理前の細胞内には
32 のシグナルは見られず、

32 の量は低いレベル
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に抑えられていることが確認された。しかし、興味深いことに、細胞を 33℃に曝す

と、前述したように Hsp の増加は SDS-PAGE では観察されなかったが（図 2-2A）、

免疫学的検出により明らかに
32 のシグナルが観察された（図 2-2B）。20 分後には


32のシグナルが 10 分後に比べて顕著に低下していたが、30 分後には 20 分後より

もやや強いシグナルが検出された。35℃や 37℃においても、温度シフト 10 分後に

最も
32 のシグナルは強くなり、その後 33℃の場合と類似した変化を示した。40℃

および 42℃処理では、やはり 10 分間の熱処理後に
32のシグナルが最も高くなり、

その後、
32 の量が減少したが、より低温の場合のように、はっきりとしたシグナ

ルの低下は起きなかった。一方、45℃の熱処理では、10 分から 30 分の温度処理を

行っても、
32 の量が時間の経過とともに減少する傾向は見られなかった。この理

由として、45℃では DnaK のタンパク質量の増加が見られないことから、DnaK シ

ャペロンチームと FtsH プロテアーゼの分解機構が機能せず、
32の量が減少しなか

ったと考えられる。また、50℃にシフトした際にも
32 量の増加が観察されたが、

環境温度が上昇する間に生成した可能性が高いと考える。 

また、KTdnaJ 株と R2 株は、野生株とは異なり熱処理を行う前の細胞内にも、


32が検出できるレベルに蓄積していることが分かった。KTdnaJ 株では 33℃で処

理した場合に、
32の量は大きく変化しなかった（図 2-2B）。 

 

④
32量の調節は細胞膜の変化を認識して起きる可能性が高い 

細胞が Hsp 合成の最大のレベルに到達させる温度は、生物によってそれぞれであ

り、至適生育温度から 10-12℃への増加が一般的に最適の誘導とされる（Yamamori 

and Yura, 1980; Key et al., 1981）。本研究により、P. putida の細胞が変性タンパク質

の高蓄積を引き起こしそうにない、わずか 3℃の温度シフトでさえ Hsp 遺伝子の鋭

敏な発現調節を引き起こすことが明らかになった。どのように、P. putida の細胞が

温度のわずかな変化を感知しているかは明確ではないが、E. coliでは rpoHのmRNA

の翻訳制御は、温度の変化に直接反応することが報告されている（Guisbert et al., 
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2008; Kortmann and Narberhaus, 2012）。しかし、翻訳時の制御でも、わずかな温度

変化がもたらす
32の量的変化を完全には説明できない。近年、内膜上への

32の局

在が報告された（Lim et al., 2013）。
32は、シグナル認識粒子（SRP）と SRP レセ

プターにより膜表面に移行し、シャペロンを介した活性制御や FtsH による分解制

御に影響されることが、これまでの知見を総合したモデルとして提唱されている。

このモデルでは、
32 の制御は、折りたたまれていないもしくは、間違って折りた

たまれたタンパク質の蓄積によって引き起こされるのではなく、細胞膜が環境温度

の変化を感知することにより、
32 の活性および量的調節が引き起こされると考え

られている。 

 

２）P. putida の転写レベルでの熱ショック応答 

①Hsp 遺伝子の発現量は
32の量に相関している 

 タンパク質レベルの熱ショック応答を検討したものと同じサンプルを用いて、

33℃、35℃、37℃、40℃、42℃および 45℃において、4 つの Hsp 遺伝子（clpB、dnaK、

htpG および groEL）と、2 つのシグマ因子遺伝子（
70をコードする rpoD および

32

をコードする rpoH）の転写量を、リアルタイム定量 PCR により測定した（図 2-3、

表 2-2）。いずれの温度においても、熱処理 10 分後には Hsp 遺伝子の mRNA 量の著

しい増加が見られた。Hsp 遺伝子の発現量は、図 2-2B において示した
32の量と、

高い相関を示していた。より低い温度での処理の際において見出された
32 量の上

下変動が、groEL 以外の Hsp 遺伝子の発現においても明確に表れた。すなわち、33℃

では clpB、dnaK、htpG の mRNA 量は、温度シフト 10 分後には一時的に著しい増加

が見られ、続く 20 分後には減少し、さらに 30 分後には再び増加していた。この現

象は、KTclpB 株でも同様に観察されたが（結果は示していない）、KTdnaJ 株で

は見ることができなかった。33℃（あるいは 35℃、37℃）、10 分間の処理では rpoH

の mRNA 量の増加は少なく、
32の変化とは大きく異なっていた。これは、E. coli

において明らかにされているように、温度シフトにより
32 が安定化されているこ
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とを示すと考えられるが（Yura et al., 2000）、3℃の温度上昇により変性したタンパ

ク質が速やかに、かつ多量に生成されることは考えにくく、異なった誘導機構が存

在する可能性を、強く示唆する知見であると考える。また、低い温度での処理によ

り
32は一時的に誘導され、その後減少したにもかかわらず、rpoH の mRNA 量はど

の温度でも増加し続けた。対照的に、rpoD は最初の 10 分間は誘導され、その後は、

定常レベルに戻った。 

低い温度で見られた mRNA の著しい上下変動は、より高い温度での処理では観察

されなかった。Hsp 遺伝子は 40℃、42℃および 45℃の処理で、ほぼ同じ誘導パター

ンを示し、それらの温度では、mRNA 量は 30 分後も高く保たれていた。 

 

②熱処理時に転写レベルでの elongation factor Gと 30Sリボソームサブユニットタン

パク質 A の調節が起きる 

42℃あるいは 45℃における処理で、2 つのタンパク質の合成に重要なタンパク質

（EF-G および RpsA）が減少することが見出された。これらのタンパク質をコード

する遺伝子（fusA-1 および rpsA）の、mRNA 量の変化を測定したところ、いずれも

熱処理により mRNA 量の減少が見られ、これらの 2 つのタンパク質の量的制御に、

転写レベルでの調節が関わることが示された（図 2-3、表 2-2）。 

マイクロアレイ解析により、EF-G をコードする fusA-1 遺伝子（PP_0451）は、リ

ボソームタンパク質をコードする rpsL 遺伝子（PP_0449）と rpsG 遺伝子（PP_0450）、

および EF-Tu をコードする tuf-2 遺伝子（PP_0452）とオペロンを形成することが明

らかとなっている。また、rpsA を含むリボソームタンパク質遺伝子のうち、約 3 分

の 2 が P. putida では極めて発現量の高い遺伝子であることが報告されている（Frank 

et al., 2011）。そこで、熱処理による fusA-1 や rpsA の減少が、これらの遺伝子に特

異的であるか検討するために、42℃と 45℃の熱処理による、50S リボソームタンパ

ク質 L2 をコードする rplB（PP_0457）と、30S リボソームタンパク質 S5 をコード

する rpsE（PP_0471）の mRNA 量の変化を観察した（表 2-2）。その結果、42℃では
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rpsE はわずかに減少し、rplB は fusA-1 と同程度に減少した。また、45℃では 2 つの

遺伝子ともに、mRNA 量は fusA-1 と同様に著しく減少した。これらの結果は、生育

することのできない温度域では、リボソームタンパク質や、ペプチドの伸長因子の

合成を抑制し、タンパク質の de novo 合成を抑制することを表すものと考えられる。 

 

③45℃での rpoH 遺伝子の発現は
24に依存している 

KTclpB 株、KTdnaJ 株、KTalgU 株、R2 株について、4 つの Hsp 遺伝子（clpB、

dnaK、htpG および groEL）と、2 つのシグマ因子遺伝子（
70をコードする rpoD お

よび
32 をコードする rpoH）の mRNA レベルを、42℃および 45℃で測定した（図

2-4、表 2-2）。P. putida の AlgU は、
24ファミリーに属し、rpoH の発現に関与する

ことが報告されているため（Aramaki et al., 2001）、KTalgU 株におけるこれらの遺

伝子の発現量を測定した。KT株や他のKT株に由来する変異株とKTalgU株では、

遺伝子の誘導パターンにおいて、45℃で処理したときの rpoH の発現のみが異なっ

ていた（図 2-4）。熱処理 10 分後には、rpoH の mRNA の増加が見られるが、引き続

き処理をすると、mRNA 量は減少することが明らかとなった。この結果は、42℃ま

では、rpoH の mRNA の合成は大部分が
70に依存しているが、45℃では主に AlgU

（
24）に依存することを強く示唆するものである。 

E. coli の
32遺伝子（rpoH）のプロモーターには、4 つのプロモーター配列（P1、

P3、P4、P5）が存在し、その内、P1、P4、P5 は
70により認識され、P3 は

24によ

る制御を受けていると考えられている（Arsène et al., 2000）。P. putida では 3 つのプ

ロモーター配列（P1、P2、P3）が存在し、P1 と P3 は
70に、P2 は

24により制御を

受けると考えられている（Aramaki et al., 2001; Manzanera et al., 2001）。第 3 章にお

いて述べるように、
70 は温度の上昇に伴い変性し、不溶性タンパク質として検出

されることが判明した。ハウスキーピング遺伝子の発現に関わる
70 は、高温では


32や

24にその役割を渡すことで、細胞は熱に対して感受性の高いタンパク質の合

成を停止し、環境適応に必要なタンパク質を優先的に合成していると推測できる。 
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図 2-3.  Pseudomonas putida の各温度での転写レベルでの熱ショック応答 

各株を 30℃で対数増殖期（OD600 ~ 1.0）まで培養後、それぞれの温度で処理した。

別々に 3 回行った操作によって CP 値の平均を求め、熱処理前の CP 値に対して、

CP値が 1減少した場合にmRNA量が 2倍となったとして得られた相対値を示した。

CP 値の実測値は表 2-2 に示した。シンボルは、濃紺（33℃）、青（35℃）、薄青（37℃）、

緑（40℃）、黄（42℃）、赤（45℃）を表す。 
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図 2-4. Pseudomonas putida 各株の転写レベルでの熱ショック応答 

各株を 30℃で対数増殖期（OD600 ~ 1.0）まで培養後、42℃（黄色）および 45℃（赤

色）で処理した。別々に 3 回行った操作によって CP 値の平均を求め、熱処理前の

CP 値に対して、CP 値が 1 減少した場合に mRNA 量が 2 倍となったとして得られた

相対値を示した。CP 値の実測値は表 2-2 に示した。 

 

 

④P. putida の cbpA は熱ショックにより誘導される 

 E. coli の多くの Hsp 遺伝子は、
32によって認識される典型的な熱ショックプロ

モーター配列（CTTGAA-n13-17-CCCCATnT）を持っており、同シグマ因子による発

現調節を受けている（Koo et al., 2009）。これまでの研究から、E. coli では
32の制御

下にある 50 個以上の転写単位のうち、約 3 分の 2 は開始コドンの上流 100bp 以内

に
32が認識するプロモーター配列が位置している（Nonaka et al., 2006）。P. putida

のゲノム配列（Nelson et al., 2002）から、
32のプロモーター領域として考えられる 
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表 2-2. Pseudomonas putida 各株における培養温度のシフトに伴う遺伝子発現量の変化   

Wild-type 33ºC  KTdnaJ 33ºC Wild-type 35ºC Wild-type 37ºC  Wild-type 40ºC  

Genes CT CT
c
 CT CT CT CT CT CT

 
CT CT  

 

clpB 0 18.37 (0.58)   − 19.15 (0.38)   − 18.26 (0.43)   − 19.07 (0.07)   − 18.56 (0.55)   −  
 10 14.63 (0.58) 3.74 (0.41) 16.91 (0.57) 2.24 (0.29) 13.59 (0.49) 4.67 (0.51) 13.12 (0.21) 5.94 (0.24) 10.73 (0.77) 7.83 (0.24) 
 20 18.46 (0.80) −0.09 (0.69) 16.33 (0.52) 2.82 (0.26) 17.10 (0.79) 1.16 (0.57) 16.25 (0.24) 2.82 (0.21) 12.47 (0.50) 5.96 (0.21) 
 30 16.76 (1.16) 1.61 (0.72) 17.38 (0.57) 1.77 (0.20) 15.35 (0.36) 2.92 (0.45) 15.50 (0.38) 3.57 (0.31) 13.42 (1.06) 5.14 (0.55) 
 
dnaK 0 12.62 (0.52)   − 11.73 (0.56)   − 12.37 (0.34)   − 12.91 (0.02)   − 12.34 (0.49)   −  
 10  9.79 (0.22) 2.84 (0.43) 10.30 (0.36) 1.44 (0.61)  9.20 (0.15)   3.17 (0.21) 8.85 (0.18)   4.07 (0.17)    7.87 (0.51) 4.48 (0.27 
 20 13.37 (0.63) −0.75 (0.35) 10.44 (0.30) 1.30 (0.27) 11.55 (0.43) 0.82 (0.10) 10.74 (0.20)   2.17 (0.19)    8.88 (0.59) 3.46 (0.59) 
 30 12.29 (0.47) 0.34 (0.92) 10.55 (0.11) 1.19 (0.63) 10.91 (0.29) 1.46 (0.08) 10.70 (0.30)   2.21 (0.31)    9.43 (0.57) 2.92 (0.57) 
 
groEL 0 13.42 (0.48)   −   13.82 (0.69)   − 14.24 (0.54)   − 13.53 (0.89)   −  
 10 10.92 (0.82) 2.84 (0.62)   11.24 (0.60) 2.62 (0.07) 11.35 (0.28) 2.89 (0.28) 10.10 (0.67) 3.44 (0.22) 
 20 12.23 (0.38) 1.19 (0.82)   11.49 (0.54) 2.33 (0.24) 11.49 (0.13) 2.75 (0.46) 10.47 (0.70) 3.06 (0.26) 
 30 12.93 (0.52) 0.49 (0.55)   12.14 (0.55) 1.69 (0.26) 11.47 (0.59) 2.76 (0.58) 10.50 (0.14) 3.03 (0.75) 
 
cbpA 0 20.20 (0.64)   −   19.74 (0.30)   − 19.87 (0.62)   − 19.71 (0.48)   −  
 10 16.92 (0.69) 3.28 (0.39)    15.07 (0.10) 4.67 (0.39)  14.37 (0.74) 5.50 (0.30) 12.35 (0.44) 7.35 (0.89) 
 20 19.61 (0.81) 0.59 (1.32)   18.68 (0.12) 1.06 (0.42) 17.98 (0.30) 1.74 (0.11) 15.09 (0.41) 4.62(0.87) 
 30 17.97(0.94) 2.23 (0.74)   17.98 (0.52) 1.76 (0.22) 17.65 (0.58) 2.22 (0.90)   14.87 (0.30)   4.83 (0.59)  
 
htpG 0 13.05 (0.28)   −   13.29 (0.33)   − 13.54 (0.32)   − 13.43 (0.59)   −  
 10 10.39 (0.46) 2.66 (0.38)      9.76 (0.05)   3.52 (0.38)    9.20 (0.14)   4.35 (0.38)   8.52 (0.31) 4.91 (0.32) 
 20 13.47 (0.35) −0.42 (0.28)   12.11 (0.11) 1.19 (0.23) 10.63 (0.26) 2.91 (0.58)  9.04 (0.52) 4.39 (0.14) 
 30 12.88 (0.42) 0.19 (0.29)   12.03 (0.26) 1.25 (0.34) 11.09 (0.61) 2.45 (0.52)  9.62 (0.46) 3.81 (0.33) 
 
fusA-1 0 11.99 (0.85)   −   12.06 (0.29)   − 12.31 (0.37)   − 11.84 (0.44)   −  
 10 12.05 (0.31) −0.06 (0.59)   12.24 (0.51) −0.18 (0.26) 12.17 (0.60) 0.14 (0.44) 12.30 (0.54) −0.46 (0.10) 
 20 11.67 (0.55) 0.32 (0.47)   12.13 (0.22) −0.07 (0.29) 12.41 (0.16) −0.10 (0.41) 12.82 (0.41) −0.99 (0.41) 
 30 12.62 (0.84) −0.63 (0.09)   12.44 (0.37) −0.38 (0.15) 12.42 (0.55) −0.11 (0.59) 12.73 (0.38) −0.89 (0.17) 
 
rpsA 0 11.64 (0.24)   −   12.23 (0.36)   − 12.25 (0.34)   − 11.75 (0.49)   −  
 10 12.02 (0.62) −0.39 (0.44)   12.54 (0.44) −0.30 (0.15) 13.15 (0.36) −0.90 (0.19) 13.64 (0.49) −1.90 (0.12) 
 20 11.28 (0.81) 0.35 (0.86)   12.30 (0.42) −0.07 (0.22) 12.84 (0.23) −0.59 (0.14) 13.83 (0.30) −2.08 (0.20) 
 30 12.01 (0.43) −0.38 (0.19)   13.00 (0.85) −0.77 (0.50) 12.84 (0.12) −0.59 (0.42) 13.27 (0.59) −1.52 (0.53) 
 
rpoD 0 14.95 (0.19)   −   14.96 (0.59)   − 14.72 (0.09)   − 14.61 (0.60)   −  
 10 14.08 (0.50) 0.87 (0.61)   14.85 (0.58) 0.11 (0.11) 14.48 (0.13) 0.23 (0.09) 13.67 (0.07) 0.94 (0.54) 
 20 14.94 (0.19) 0.01 (0.33)    15.22 (0.02) −0.26 (0.59) 15.07 (0.56) −0.35 (0.47) 15.15 (0.48) −0.54 (0.14) 
 30 15.07 (0.94) −0.12 (0.82)   15.70 (0.34) −0.74 (0.30) 15.08 (0.32) −0.36 (0.29) 15.39 (0.27) −0.78 (0.64) 
 
rpoH 0 15.15 (0.23)   −   15.42 (0.46)   − 15.28 (0.36)   − 15.34 (0.28)   −  
 10 14.73 (0.43) 0.42 (0.61)    14.70 (0.11) 0.75 (0.40)  14.00 (0.37) 1.28 (0.13) 12.95 (0.21) 2.40 (0.11) 
 20 14.50 (0.54) 0.65 (0.73)   14.20 (0.15) 1.56 (0.25) 13.28 (0.12) 2.00 (0.30) 11.86 (0.27) 3.48 (0.07) 
 30 13.59 (1.20) 1.56 (1.36)   13.09 (0.76) 2.33 (0.36) 13.11 (0.39) 2.17 (0.64)   11.50 (0.21)   3.84 (0.16)  
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表 2-2. 続き 

42ºC Wild-type  KTclpB  KTdnaJ   KTalgU  R2 

Genes CT CT
c
 CT CT

c
 CT CT

c 
CT CT CT CT 

 

clpB 0 18.60 (0.47)   − 17.97 (0.47)   − 17.84 (0.85)   − 18.75 (0.13)   − 16.36 (0.92)   − 
 10 11.00 (0.22) 7.60 (0.56) 10.15 (0.57) 7.82 (0.46) 10.35 (0.33) 7.49 (0.53) 10.80 (0.47) 7.95 (0.40) 9.95 (0.48) 6.41 (0.71) 
 20 11.70 (0.14)  6.90 (0.60) 10.72 (0.94) 7.25 (0.68) 10.37 (0.53) 7.46 (0.31) 11.36 (0.36) 7.39 (0.25) 10.15 (0.27) 6.21 (0.71) 
 30 12.88 (0.11) 5.72 (0.51) 11.49 (0.42) 6.48 (0.14) 10.89 (0.27) 6.95 (0.94) 12.96 (0.55) 5.79 (0.58) 10.34 (0.52) 6.02 (0.43) 
 
dnaK 0 11.91 (0.21)   − 12.04 (0.12)   − 12.18 (0.11)   − 11.94 (0.26)   − 10.26 (0.46)   − 
 10 6.76 (0.21) 5.15 (0.30) 6.81 (0.65) 5.23 (0.54) 7.78 (0.11) 4.40 (0.07) 7.21 (0.49) 4.73 (0.31) 6.92 (0.27) 3.34 (0.66) 
 20 7.31 (0.29) 4.60 (0.39) 6.91 (0.73) 5.13 (0.61) 7.77 (0.35) 4.41 (0.26) 7.83 (0.40) 4.11 (0.45) 7.17 (0.53) 3.09 (0.76) 
 30 8.08 (0.12) 3.82 (0.27) 7.89 (0.61) 4.15 (0.49) 8.40 (0.25) 3.78 (0.37) 8.41 (0.12) 3.53 (0.29) 7.74 (0.89) 2.52 (0.86) 
 
groEL 0 12.88 (0.42)   − 13.08 (0.71)   − 13.56 (0.11)   − 13.21 (0.28)   − 11.63 (0.97)    − 
 10 9.28 (0.24) 3.60 (0.60) 9.65 (0.40) 3.43 (0.41) 10.75 (0.20) 2.81 (0.24) 9.96 (0.30) 3.26 (0.09) 9.52 (0.13) 2.12 (0.87) 
 20 9.47 (0.42) 3.42 (0.49) 9.27 (0.46) 3.81 (0.46) 10.47 (0.20) 3.09 (0.14) 9.98 (0.64) 3.22 (0.74) 9.74 (0.66) 1.89 (1.39) 
 30 9.45 (0.20) 3.43 (0.43) 9.57 (0.44) 3.51 (0.31) 10.39 (0.59) 3.17 (0.48) 10.00 (0.13) 3.21 (0.16) 10.23 (0.26) 1.40 (1.06) 
 
cbpA 0 20.93 (0.25)   −  
 10 12.88 (0.39) 8.04 (0.15)  
 20 13.81 (1.15) 7.12 (1.25)  
 30 14.08 (0.21)  6.85 (0.46)  
 
rpoH 0 14.50 (0.20)   − 14.94 (0.16)   − 14.94 (0.45)   − 15.33 (0.61)   − 14.73 (1.14)   − 
 10 12.06 (0.42) 2.44 (0.35) 12.13 (0.30) 2.81 (0.20)  12.53 (0.34) 2.42 (0.28) 13.19 (0.59) 2.15 (0.68) 12.38 (0.70) 2.35 (0.69) 
 20 11.25 (0.24)  3.25 (0.15) 11.60 (0.14) 3.34 (0.17) 12.53 (0.48) 2.42 (0.07) 12.01 (0.37) 3.32 (0.57) 13.35 (0.48) 1.38 (0.71) 
 30 10.84 (0.09) 3.66 (0.11) 11.32 (0.35) 3.62 (0.27) 11.82 (0.30) 3.12 (0.17) 11.28 (0.32) 4.05 (0.59) 13.36 (0.64) 1.37 (0.75) 
 
fusA-1 0 11.14 (0.40)   − 11.24 (0.63)   − 11.91 (0.77)   − 11.77 (0.51)   − 12.07 (0.59)   − 
 10 11.54 (0.32) −0.39 (0.18) 11.66 (0.19) −0.42 (0.46) 12.64 (0.53) −0.73 (0.60) 12.35 (0.57) −0.58 (0.54) 13.27 (1.20) −1.19 (0.62) 
 20 12.52 (0.29) −1.38 (0.46) 12.84 (0.65) −1.60 (0.31) 13.87 (0.55) −1.96 (0.36) 12.94 (0.89) −1.17 (1.06) 14.97 (1.31) −2.90 (0.82) 
 30 12.54 (0.24) −1.40 (0.16) 13.18 (0.88) −1.96 (0.66) 13.99 (0.81) −2.07 (0.31) 13.01 (0.10) −1.24 (0.60) 16.08 (1.20) −4.01 (0.87) 
 
rpsA 0 11.39 (0.43)   − 11.35 (0.36)   − 11.95 (0.21)   − 12.11 (0.44)   − 11.76 (0.23)   − 
 10 13.79 (0.63) −2.40 (0.24) 13.73 (0.25) −2.37 (0.19) 14.57 (0.70) −2.62 (0.49) 14.18 (0.29) −2.07 (0.19) 15.38 (1.15) −3.62 (0.93) 
 20 14.01 (0.75) −2.62 (0.32) 14.07 (0.47) −2.72 (0.13) 15.04 (0.71) −3.09 (0.50) 14.44 (0.46) −2.33 (0.04) 15.61 (0.85) −3.85 (0.68) 
 30 13.41 (0.42) −2.02 (0.09) 13.80 (0.49) −2.45 (0.15) 14.64 (0.74) −2.69 (0.53) 14.22 (0.53) −2.11 (0.65) 15.97 (0.74) −4.21 (0.66) 
 
rpoD 0 14.82 (0.30)   − 14.98 (0.33)   − 14.71 (0.25)   − 14.95 (0.60)   − 15.04 (0.41)   − 
 10 13.58 (0.58) 1.24 (0.28) 13.02 (0.30) 1.97 (0.06) 13.87 (0.43) 0.84 (0.18) 13.28 (0.40) 1.67 (0.26) 13.37 (0.52) 1.67 (0.38) 
 20 14.75 (0.44) 0.08 (0.18) 13.95 (0.64) 1.03 (0.36) 14.55 (0.66) 0.15 (0.58) 14.99 (0.47) −0.04 (0.22) 14.06 (0.76) 0.98 (0.58) 
 30 15.49 (0.51) −0.67 (0.30) 14.57 (0.74) 0.41 (0.45) 15.16 (0.39) −0.45 (0.27) 15.28 (0.48) −0.33 (0.28) 13.75 (0.65) 1.28 (0.90) 
 
rpoH 0 14.50 (0.20)   − 14.94 (0.16)   − 14.94 (0.45)   − 15.33 (0.61)   − 14.73 (1.14)   − 
 10 12.06 (0.42) 2.44 (0.35) 12.13 (0.30) 2.81 (0.20)  12.53 (0.34) 2.42 (0.28) 13.19 (0.59) 2.15 (0.68) 12.38 (0.70) 2.35 (0.69) 
 20 11.25 (0.24)  3.25 (0.15) 11.60 (0.14) 3.34 (0.17) 12.53 (0.48) 2.42 (0.07) 12.01 (0.37) 3.32 (0.57) 13.35 (0.48) 1.38 (0.71) 
 30 10.84 (0.09) 3.66 (0.11) 11.32 (0.35) 3.62 (0.27) 11.82 (0.30) 3.12 (0.17) 11.28 (0.32) 4.05 (0.59) 13.36 (0.64) 1.37 (0.75) 
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表 2-2. 続き 

45ºC Wild-type  KTclpB  KTdnaJ   KTalgU  R2 

Genes CT CT
c
 CT CT CT CT

 
CT CT CT CT 

 

clpB 0 18.70 (0.19)   − 18.36 (0.90)   − 18.03 (0.56)   − 18.44 (0.44)   − 16.46 (1.44)   − 
 10 10.11 (0.64) 8.60 (0.76) 10.50 (0.70) 7.86 (0.44) 11.84 (1.21) 6.18 (0.77) 10.96 (0.69) 7.48 (0.50) 10.53 (0.56) 5.93 (1.44) 
 20 10.53 (1.20) 8.17 (1.22) 9.88 (0.61) 8.48 (0.47) 11.18 (1.25) 6.85 (0.96) 10.15 (0.58) 8.29 (0.56) 10.51 (0.51) 5.92 (0.93) 
 30 11.15 (0.65) 7.55 (0.56) 10.26 (1.07) 8.10 (0.59) 11.61 (0.55) 6.42 (0.18) 10.32 (0.92) 8.12 (0.50) 10.64 (0.22) 5.82 (1.32) 
 
dnaK 0 12.43 (0.80)   − 12.25 (0.65)   − 12.70 (0.10)   − 12.55 (0.43)   − 9.65 (0.37)   − 
 10 7.23 (0.57) 5.16 (0.60) 7.23 (0.47) 5.02 (0.27) 8.45 (0.54) 4.25 (0.45) 7.59 (0.10) 4.96 (0.39) 6.53 (0.08) 3.13 (0.32) 
 20 7.17 (0.40) 5.25 (0.52) 7.44 (0.69) 4.81 (0.12) 8.53 (0.30) 4.17 (0.39) 7.76 (0.10) 4.79 (0.52) 6.53 (0.05) 3.13 (0.41) 
 30 7.47 (0.09) 4.96 (0.74) 7.79 (0.81) 4.46 (0.58) 8.95 (0.15) 3.75 (0.23) 8.39 (0.49) 4.16 (0.61) 6.93 (0.67) 2.72 (0.99) 
 
groEL 0 13.12 (0.70)   − 13.63 (1.01)   − 14.23 (0.44)   − 13.89 (0.32)   − 11.16 (0.63)    − 
 10 10.08 (0.52) 3.04 (0.19) 10.17 (0.40) 3.12 (0.46) 12.04 (0.21) 2.20 (0.22) 10.70 (0.53) 3.19 (0.26) 9.64 (0.44) 1.53 (0.27) 
 20 10.32 (0.64) 2.80 (0.10) 10.47 (0.49) 3.17 (0.57) 11.93 (0.12) 2.63 (0.33) 10.83 (0.21) 3.06 (0.16) 9.88 (0.21) 1.27 (0.77) 
 30 10.74 (0.17) 2.38 (0.53) 11.65 (0.46) 1.97 (0.56) 11.77 (0.74) 2.46 (0.78) 11.24 (0.55) 2.78 (0.41) 10.60 (0. 77) 0.56 (0.18) 
 
cbpA 0 20.29 (0.99)   −  
 10 12.51 (1.32) 7.78 (0.39)  
 20 12.15 (0.51) 8.14 (0.53)  
 30 11.99 (1.17) 8.30 (0.39) 
 
htpG 0 13.31 (0.60)   − 13.10 (0.73)   − 13.24 (0.04)   − 13.22 (0.30)   − 10.76 (0.23)   − 
 10 9.01 (0.22) 4.30 (0.45) 8.79 (0.44) 4.31 (0.29) 9.54 (0.27) 3.70 (0.24) 8.91 (0.18) 4.32 (0.12) 8.39 (0.41) 2.16 (0.58) 
 20 9.08 (0.52) 4.16 (0.21)  8.92 (0.63) 4.18 (0.39) 9.55 (0.33) 3.68 (0.32) 9.08 (0.26) 4.14 (0.50) 8.46 (0.33) 2.08 (0.44) 
 30 9.53 (0.92) 3.78 (0.84) 9.05 (0.67) 4.04 (0.06) 9.93 (0.53) 3.31 (0.51) 9.52 (0.18) 3.70 (0.34) 8.77 (0.19) 1.77 (0.40) 
 
fusA-1 0 11.33 (0.14)   − 11.90 (1.14)   − 12.32 (0.38)   − 12.43 (0.52)   − 11.82 (0.12)   − 
 10 12.43 (0.40) −1.11 (0.49) 12.15 (0.75) −0.25 (0.50) 13.43 (0.52) −1.12 (0.70) 13.44 (0.14) −1.01 (0.40) 13.16 (0.59) −1.27 (0.40) 
 20 13.96 (0.23) −2.63 (0.36) 13.93 (0.92) −2.03 (0.41) 15.09 (0.42) −2.77 (0.30) 14.98 (0.12) −2.55 (0.60) 15.01 (0.62) −3.19 (0.52) 
 30 14.32 (0.56) −2.99 (0.64) 14.54 (1.10) −2.64 (0.45) 15.38 (0.43) −3.07 (0.30) 15.23 (0.44) −2.80 (0.90) 16.48 (0.33) −4.66 (0.21) 
 
rpsA 0 11.01 (0.17)   − 11.24 (0.47)   − 12.38 (0.33)   − 12.02 (0.16)   − 11.57 (0.38)   − 
 10 14.45 (0.35) −3.44 (0.23) 15.06 (0.73) −3.82 (0.35) 15.73 (0.20) −3.36 (0.18) 15.94 (0.06) −3.92 (0.23) 15.99 (0.71) −4.41 (0.54) 
 20 14.71 (0.44) −3.70 (0.41) 15.77 (0.73) −4.53 (0.38) 16.16 (0.15) −3.77 (0.18) 16.92 (0.56) −4.90 (0.53) 16.80 (0.53) −5.23 (0.50) 
 30 15.54 (0.81) −4.53 (0.66) 16.26 (0.93) −4.68 (0.79) 16.48 (0.29) −4.10 (0.21) 17.12 (0.28) −5.11 (0.29) 17.08 (0.44) −5.52 (0.33) 
 
rpoD 0 15.02 (0.22)   − 14.81 (0.47)   − 14.89 (0.27)   − 14.71 (0.26)   − 15.19 (0.17)   − 
 10 13.27 (0.37) 1.74 (0.17) 13.26 (0.55) 1.55 (0.32) 14.50 (0.85) 0.38 (0.58) 13.10 (0.44) 1.61 (0.20) 13.20 (0.62) 1.99 (0.52) 
 20 14.26 (0.32) 0.76 (0.11) 14.02 (0.61) 0.79 (0.14) 15.26 (0.23) −0.37 (0.16) 14.05 (0.00) 0.66 (0.26) 14.28 (0.84) 0.91 (0.74) 
 30 14.75 (0.55) 0.26 (0.37) 14.79 (0.51) 0.02 (0.05) 15.37 (0.50) −0.49 (0.39) 14.78 (0.50) −0.07 (0.40) 14.61 (0.19) 0.58 (0.36) 
 
rpoH 0 14.44 (0.17)   − 14.81 (0.90)   − 15.30 (0.58)   − 15.44 (0.43)   − 14.28 (0.43)   − 
 10 11.26 (0.54) 3.18 (0.52) 11.71 (0.90) 3.09 (0.31)  12.47 (0.42) 2.87 (0.16) 13.35 (0.33) 2.09 (0.44) 11.15 (0.43) 3.13 (0.44) 
 20 11.02 (0.08)  3.39 (0.25) 11.48 (0.60) 3.32 (0.48) 11.76 (0.24) 3.54 (0.34) 15.30 (0.35) 0.14 (0.40) 10.15 (0.37) 4.13 (0.54) 
 30 11.33 (0.28) 3.11 (0.33) 11.80 (0.31) 3.01 (0.81) 11.84 (0.42) 3.45 (0.19) 16.02 (0.52) −0.48 (0.52)   9.73 (0.69) 4.56 (0.89) 
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表 2-2. 続き 

 Wild-type 42ºC Wild-type 45ºC   

Genes CT CT
c
 CT CT

c
  

 

rplB 0 9.81 (0.12)   − 9.72 (0.09)   −  
 10 10.50 (0.20) −0.69 (0.26) 11.76 (0.40) −2.04 (0.45)  
 20 10.95 (0.15) −1.14 (0.13) 13.90 (0.40) −3.85 (0.30)  
 30 10.96 (0.15) −1.16 (0.14) 14.64 (1.15) −4.63 (0.64)  
 
rpsE 0 12.90 (0.42)   − 12.70 (0.65)   −  
 10 13.12 (0.19) −0.22 (0.16) 13.99 (0.24) −1.29 (0.54)  
 20 13.28 (0.19) −0.38 (0.12) 16.20 (0.76) −3.50 (1.18)  
 30 13.13 (0.67) −0.24 (0.50) 17.61 (0.64) −4.91 (0.67)  
 
dnaJ 0 16.99 (0.71)   − 16.53 (1.06)   −  
 10 13.79 (0.79) 3.20 (0.46) 12.84 (0.54) 3.69 (0.68)  
 20 14.95 (0.22) 2.04 (0.63) 13.72 (0.50) 2.81 (0.65)  
 30 15.44 (0.47) 1.55 (1.01) 13.74 (0.55) 2.79 (0.42)  
 
lon-1 0 19.03 (0.31)   − 18.28 (0.61)   −  
 10 15.19 (0.51) 3.85 (0.59) 16.68 (0.36) 1.61 (0.70)  
 20 16.51 (0.58) 2.53 (0.27) 17.13 (0.47) 1.16 (0.62)  
 30 16.70 (0.47) 2.33 (0.46) 16.39 (0.26) 1.89 (1.00)  
 
hfq 0 16.66 (0.10)   − 16.04 (0.04)   −  
 10 14.07 (0.66) 2.59 (0.61) 12.33 (0.25) 3.71 (0.68)  
 20 15.00 (0.75) 1.60 (0.65) 13.05 (0.37) 2.98 (0.41)  
 30 15.88 (0.67) 0.78 (0.57) 13.06 (0.09) 2.98 (0.06)  
 
secA 0 16.41 (0.26)   − 14.99 (0.37)   −  
 10 15.61 (0.51) 0.80 (0.25) 14.20 (0.35) 0.78 (0.56)  
 20 17.02 (0.19) −0.61 (0.40) 15.03 (0.57) −0.04 (0.69)  
 30 16.79 (0.80) −0.38 (0.70) 15.49 (0.44) −0.50 (0.80)  

 

数値は基準蛍光強度に達したサイクル数であり、3 回の平均値を示した。（ ）内は SD を示す。 
c
CT: CT value (before treatment) – CT value (treated) 
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配列（CTTGAA-n13-17-CCCCATnT）を探索した。条件として、コンセンサス配列

からの置換は最大 3 ヶ所とし、－35 配列と－10 配列の長さについてのバイアス

は考慮しなかった。解析の結果、
32 依存性遺伝子の候補として、図 2-5 に示し

たものが検出された。なお、候補と考えられる配列は、遺伝子内には存在しな

かった。図に示したように、すでに
32 に依存する遺伝子として同定されている

clpB、dnaK、groES、grpE、hslV、htpG、lon-1、rpoD のほかに、J-ドメインタン

パク質である cbpA、host factor-I をコードする hfq（PP_4894）、タンパク質輸送

に関わる SecA をコードする secA（PP_1345）が、
32 の認識する配列をもつ可

能性が示された（図 2-5）。  

E. coli の CbpAは DnaK のコシャペロンの機能をもつ J-ドメインタンパク質で

あるが（Hennessy et al., 2005）、CbpA の発現は定常期特異的シグマ因子である


S によって制御され、定常期、もしくはリンが欠乏した場合に発現が誘導され、

熱による誘導は起きないことが報告されている（Yamashino et al., 1994）。P. 

putida においては、対数増殖期の cbpA の mRNA 量は、他の Hsp 遺伝子よりもか

なり少なく、clpB よりもなお少なかった。一方、培養温度を高くシフトした場

合には、cbpA の mRNA 量は熱処理前と比べて 2 オーダーほど上昇し、熱ショッ

ク誘導が起きることが明らかとなった（図 2-3、表 2-2）。また結果は示していな

いが、cbpAは rpoS欠損株においても、熱処理時に誘導されることが確認された。  

 

 

第 3 節 考察  

 この章では、P. putida の転写レベルおよび翻訳レベルにおける熱ショック応

答についての解析を行った。P. putidaにおいては、熱ショック応答を制御する

シグマ因子である
32 の活性および量的制御に、E. coli と同様なシステムが関わ

っていることが明らかとなった。しかしながら、P. putida と E. coli では、熱シ

ョック応答の過程のすべてのシステムについて、同じ機構あるいは調節を受け

ているのではないことも明らかとなった。  

E. coli では、熱ショック応答を制御する
32 量および活性は、DnaK/DnaJ/GrpE 
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図 2-5. 推定される
32の認識配列をもつ Pseudomonas putida 遺伝子のプロモーター配列 

－35 領域と－10 領域は赤色で、開始コドン（Initiation codon）は青色で示した。 
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からなり、細胞内タンパク質の品質管理を行う中心的なシャペロンである DnaK

シャペロンチームにより制御されている（Gamer et al., 1996; Calloni et al., 2012）。

P. putida の dnaK 変異株である R2 株は、定常期において Hsp が蓄積することか

ら、E. coli と同様に、P. putida においても DnaK 分子シャペロンは
32 の量を制

御すると考えられる（Kobayashi et al, 2011）。E. coli においては、DnaK システ

ムもしくは、GroEL/GroES のシステムの欠如は、同様に Hsp の蓄積を引き起こ

すことが知られている（Tomoyasu et al., 1998; Guisbert et al., 2008）。しかし、P. 

putidaの dnaJ欠損株では、R2株と同様な Hsp の蓄積は起こらなかった。我々は、

P. putida においては、CbpA が DnaJ に代わる熱ショック応答の制御のための J-

ドメインタンパク質として働いているためであると推察している。P. putida の

CbpA と E. coli の CbpA とは、アミノ酸配列における高い相同性（67％）をもっ

ており、共通の機能を有するものと推測できる。一方、P. putida の CbpA は、P. 

putida の DnaJ ともアミノ酸配列における相同性が高く、特に J-ドメイン領域の

へリックスⅡとヘリックスⅢが高い類似性を示している（図 1-5）。P. putida に

おいて DnaJ が欠除した場合、
32 の制御が不全となり、Hsp 遺伝子の一時的な

高発現を引き起こすことが想定される。このとき、P. putida の cbpA が、E. coli

と同様に
S によって制御されているのであれば、熱ショック時に誘導がかから

ず、CbpA レベルは低いままであり、
32 への DnaK システムによる負の制御が

起こらないと考えられる。しかし、本研究において明らかになったように、P. 

putida の cbpA は
32 によって制御されており、その mRNA 量は熱ショックによ

り増加し、CbpA が誘導される。P. putida の CbpA は、おそらく DnaJ と基質タ

ンパク質を共有しており、
32 と結合することで RNA ポリメラーゼから

32 を隔

離し、熱ショック応答を調節し Hsp 遺伝子の発現を抑制すると考えられる。実

際に、dnaJ 欠損株の Hsp 遺伝子の mRNA レベルは、他の株の発現量とは大きく

異なっていなかった（表 2-2）。dnaJ 欠損株においては、他の株に比較すると、

より多くの
32、DnaK、および GroEL が存在すること示されている。このこと

は、FtsHによる
32の分解の過程において、CbpAは DnaJよりもその寄与が低い、

もしくは、
32 の制御においては、DnaJ が特有の機能を有している可能性が考え
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られる。  

E. coli において、熱ショックシグマ因子である
32 の結合した RNA ポリメラ

ーゼが認識するプロモーターの多くが、主要シグマ因子である
70 の結合した

RNA ポリメラーゼにより転写され、転写開始点も同じであることが報告されて

いる（Wade et al., 2006）。図 2-4 に示したように、P. putida の rpoD の発現量は

熱ショックにより一時的に増加するが、継続的に高い温度に曝された場合には

徐々に減少した。Hsp には明らかに 2 つのグループがあり、通常の生育条件に

おいても多く発現している DnaK、GroEL および HtpG と、熱ショック時に強く

誘導される ClpB、CbpA、Lon-1、HslU などである。次の章で述べるように、
70

は高温で凝集する傾向が高く、転写レベルとタンパク質の安定性の面から、高

温では通常の生育条件で必要とされる分子シャペロンの遺伝子と、熱ショック

時に誘導される分子シャペロンおよび ATP 依存性プロテアーゼ遺伝子が、
32

が結合した RNA ポリメラーゼによって転写されるものと考えられる。  

本研究により、環境温度を 30℃から 33℃に変化させた場合に、熱ショック応

答により
32 が誘導されるが、33℃では

32 は非常に不安定であり、また Hsp 遺

伝子の mRNA の中で、少なくとも clpB、dnaK、htpG、および cbpA の mRNA は、

温度シフト 10 分後に比べて、20 分後の量が著しく減少していたことから、速や

かに分解されることが明らかとなった。さらに、30 分後には、これらの遺伝子

の mRNA 量が再び増加していたことから、32 の量や遺伝子の発現量において微

細な調節が行われていることを明確に示しているものと考えられる。一方、

groEL の mRNA についてはこのような増減が見られなかった。栄養細胞におい

て、通常必要とされるハウスキーピング遺伝子である fusA-1 や rpsA の mRNA

量において、dnaK などで見られた急激な減少が見られなかったことは、特異的

な遺伝子産物の分解が起きていることを、強く示唆するものと考える。比較的

低い温度での熱ショック時において、経時的に mRNA 量が急激に上下したもの

は、groES/groEL の mRNA と比べて、mRNA の 5'非翻訳領域が短いことが共通

している。細胞内での RNA の分解には数種の RNase が関わり、その立体構造が

半減期に大きく影響することが知られており（Mackie, 2013）、Hsp 遺伝子の
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mRNA についても、5'非翻訳領域を短くすることで半減期の調節を行っているこ

とが推測できる。   
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２-２ Pseudomonas putida の CbpA の熱による誘導  

 

 ２-１において、P. putida cbpA 遺伝子の上流領域に、
32 の認識する塩基配列

が存在し、その mRNA 量が熱処理によりが増大することが見出された。これに

より、cbpA の発現は、32 により制御されている可能性が高いことが示唆された。

E. coli の cbpA は、
S により制御を受けることから、P. putida とはその調節機構

が異なることが示された。これまでに得られた結果は、P. putida の CbpA は、E. 

coli のものとは発現調節、ならびに機能が異なる可能性を示唆するものと考えら

れるが、この見解は、熱処理時の mRNA のレベルの増減により導いたもので、

CbpA タンパク質が Hsp であるか否かについては、CbpA を実際に検出する必要

がある。このため、P. putida の CbpA を E. coli において高発現させた後に精製

し、その抗体を作製することで CbpA の免疫学的検出を試みた。  

 

 

第 1 節 実験方法  

 

１）使用菌株、プラスミド、プライマー  

使用した菌株、プラスミド、プライマーを表 2-3 に示した。  

 

表 2-3. 使用した菌株・プラスミドおよびプライマー  

菌株 特徴 文献あるいは供給元  

Pseudomonas putida   

 KT2442 (KT 株) hsdR Rif
R
 Franklin et al., 1981 

 KTcbpA 株 CbpA－ derivative of KT2442, Km
R
  

 KTrpoS 株  RpoS－ derivative of KT2442, Km
R
 Hishinuma et al., 2006 

Escherichia coli   

 DH5α 株  (lacZ)M15 Gibco BRL 

 BL21(DE3)株  F－ompT hsdSB (rB
－ mB

－) gal dcm (DE3) Novagen 
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プラスミド  特徴 文献あるいは供給元  

 pET-30b (+) Expression vector, T7lac, Km
R
 Novagen 

 pET30-cbpA-His pET-30b (+) with P. putida cbpA（from +1 to 

+930） 

 

pET30-cbpA pET-30b (+) with P. putida cbpA（from +1 to 

+975） 

 

プライマー  配列（5'→3'）  

cbpA F-13Nde TGGTGATCCACATATGGACTTCA  

cbpA R+944Sal GTCCTCGGGTCGACCGCAGCTTTC  

cbpA R+990Bam CCAGTTGAAGGATCCGGGTGCTGC  

Ec cbpA F-181 CACCCTTTTTCACCTGTTTA  

Ec cbpA R+30 CATGATGGCGTAATAATCCT  

Ec fis F-289 CGGGAAATCCAGCATTATCT  

Ec fis R+17 ACGCGTTGTTCGAACATAGT  

R, resistance; Rif, rifampicin; Km, kanamycin. 

 

２）培地および培養条件  

第 1 章、１-１の第 1 節に記載した培地をもちいて培養した。  

 

３）CbpA 発現用プラスミドの構築と E. coli を用いた発現  

①His タグ付 CbpA 発現プラスミドの構築と His タグ付 CbpA の精製  

 表 2-3 に記載したプライマーcbpA F-13Nde および cbpA R+944Sal を用いて、

KT 株のゲノム DNA から PCR により対象となる DNA 配列を増幅した。増幅さ

れた DNA 断片を NdeI と SalI で処理し、NdeI と SalI で処理した pET-30b (+)と連

結して、E. coli DH5α に導入した。目的の挿入配列を含むプラスミドを E. coli 

DH5αから調製し、このプラスミドを発現用プラスミド pET30-cbpA-Hisとした。

この pET30-cbpA-His を E. coli BL21 (DE3)に導入し、Novagen 社のプロトコール

に従って、His タグ付 CbpA の誘導を以下のように行った。まず、Km（50µg/ml）

を含む LB 液体培地 2ml に、目的のプラスミドを含む E. coli BL21 (DE3)のコロ

ニーを植菌し、37℃、160 往復/分で前培養を行った。翌日、500ml のバッフル
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付き三角フラスコに同組成の Km を含む 100ml の LB 液体培地に前培養液を

0.2％分植菌した。37℃で 200 r.p.m. で OD600（濁度）が 0.6 になるまで培養し、

その時に IPTG を 0.4mM IPTG となるように加えて、37℃で再度振とう培養した。

IPTG の添加前と添加 3 時間後に菌体を回収し、SDS-PAGE により、細胞内の全

タンパク質を検出して CbpA の誘導を確認した。誘導が確認できた菌体をプレ

ンチプレス（800 psi）により、細胞を破砕した。破砕液を 30,000 r.p.m.、4℃で

1 時間超遠心し、可溶性画分と不溶性画分に分離した。この可溶性画分を HisTrap 

HP カラム（GE ヘルスケアバイオサイエンス）に通すことで、His タグ付 CbpA

を一時的に結合させた後、0.5M イミダゾールを含む Tris-Cl (pH7.5) バッファー

で溶出した。His タグ付 CbpA を含む溶液を 50mM Tris-Cl (pH 8.8)で透析もしく

は限外濾過により脱塩し、100mM Tris-Cl (pH8.8)で平衡化した HiTrap DEAE FF

カラム（GE ヘルスケアバイオサイエンス）に通したパスサンプルを回収するこ

とで、精製 His タグ付 CbpA を得た。 

 

②CbpA 発現用プラスミドの構築と E. coli を用いた発現 

表 2-3 に記載したプライマーcbpA F-13Nde および cbpA R+990Bam を用いて、

KT 株のゲノム DNA から PCR により、DNA 配列を増幅した。増幅された DNA

断片を NdeI と BamHI で処理し、NdeI と BamHI で処理した pET-30b (+)と連結し

て、E. coli DH5α に導入した。目的の挿入配列を含むプラスミドを E. coli DH5α

から調製し、このプラスミドを発現用プラスミド pET30-cbpA とした。この

pET30-cbpA を E. coli BL21 (DE3)に導入し、His タグ付 CbpA の誘導と同様の方

法で CbpA を誘導した。  

 

４）ウエスタンブロッティングによる P. putida CbpA の検出  

 細胞全タンパク質の分離は、前述の SDS-PAGE により行った。P. putida の抗

CbpA 血清は、E. coli から精製した His タグ付 P. putida CbpA をウサギに免疫す

ることにより作製した。なお、抗血清の作製は T. K. craft 社に依頼した。作製さ

れた抗血清（一次抗体）を、30,000 倍希釈してタンパク質と反応させ、WesternSure 
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HRP Goat Anti-Rabbit IgG (H + L )を 10,000 倍希釈したものを、二次抗体として用

いた。また、基質は WesternSure PREMIUM Chemiluminescent Substrate を使用し

た。免疫学的検出は、第 1 章に記載した方法で行い、シグナルの検出には、C-Digit 

ブロットスキャナー（LI-COR 社製）を使用した。  

 

第 2 節 実験結果と考察  

１）P. putida CbpA の E. coli における発現と P. putida での検出  

 E. coli BL21(DE3)株と発現ベクターpET システムを用いて、His タグ付および

通常の P. putida CbpA の発現を試みた。それぞれの CbpA をコードするプラスミ

ドを E. coli BL21(DE3)株へ導入し、対数増殖期に IPTG により誘導し、3 時間経

過後に菌体を回収し、細胞内全タンパク質を SDS-PAGE により検出した。  

  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-6. Pseudomonas putida CbpA の Escherichia coli BL21(DE3)株における発現  

 IPTG 誘導前（0）と誘導後 3 時間後（3）の細胞内全タンパク質を泳動した。 

His タグ付 CbpA の精製過程を、右側のパネルに示した。①プレンチプレス後

（可溶性画分）、②Ni＋カラム精製画分、③DEAE カラムパス画分  

黒矢印は His タグ付き CbpA の位置を示す。  
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図 2-6 に示したように、His タグ付の CbpA、および通常の CbpA の強い誘導

が観察された。His タグ融合 CbpA を回収するために、CbpA の発現を行った E. 

coli BL21(DE3)の菌体を、プレンチプレスを用いて破砕し、超遠心分離により可

溶性画分を分離した。この可溶性タンパク質画分を SDS-PAGE により泳動した

ところ、CbpA と思われるタンパク質（以下 CbpA）バンドが観察され、組換え

タンパク質は可溶性画分に多く含まれることが確認された。その後、CbpA を

Ni
2+カラムにより回収し、DEAE カラムに通すことで精製した（図 2-6）。この精

製した His タグ融合 CbpA を抗原として抗体を作製した。  

 作製された抗 CbpA 抗体を使用し、ウエスタンブロッティングにより、CbpA

を検出した（図 2-7）。KT 株、S（38）をコードする rpoS の欠損株（KTrpoS

株）、および KTcbpA 株において CbpA のシグナルを検出した結果、KTcbpA

株ではシグナルが観察されず、KT 株で観察できた約 35kDa のシグナルが、

CbpA であるものと考えられた。また、42℃で熱処理を行うと、KT 株において

は処理前に比べて有意に CbpA のシグナルの強さが高くなったため、CbpA は

Hsp であることが確認できた。また、KTrpoS 株においても、同様に時間の経

過とともに CbpA の増加が確認されたため、rpoS は CbpA の熱誘導には必須で

はないことが明らかとなった。  

 

 

 

図 2-7. ウエスタンブロッティングによる CbpA の検出  

 数字は 42℃で処理後に菌体を回収した時間（分）。  

 

 

本研究により、P. putida の CbpA はストレスにより誘導される熱ショックタン

パク質であることが明らかにされた。E. coli とは異なる調節を受けることは、



69 

 

両者の CbpA は違う機能を持つ可能性を示唆するものと考える。腸内細菌であ

る E. coli は、ヒト体内に存在している場合には、環境温度は一定の条件である

とともに、エネルギー代謝や生合成に必要な栄養源が、土壌環境と比べ獲得し

やすい。しかし、土壌細菌である P. putida は、通常は貧栄養の環境で生育し、

その温度も一定ではないため、細胞が受けるストレスの種類や頻度も多い環境

で生存するものと思われる。第１章で記したように、dnaJ の欠損は生育速度を

大きく低下させ、特に高い温度における生育について影響が顕著であった。DnaJ

は通常の生育において、DnaK シャペロンシステム内で機能する中心的な J-ドメ

インタンパク質であり、細胞内に一定量存在する必要がある。一方、cbpA の欠

損は見かけ上、生育に関して影響を及ぼさないことが示された。P. putida にお

いては、生命の維持や細胞の成長については、DnaK のコシャペロンとして DnaJ

が機能するが、細胞に必要なタンパク質の変性を引き起こすようなストレス条

件下においては、変性タンパク質の凝集防止や凝集体の再生を、DnaJ だけでは

効率的に行うことができないために、CbpA がその役割を補助していると思われ

る。マイクロアレイやリアルタイム PCR による解析から、通常培養条件時には、

dnaJ の発現は cbpA よりも顕著に高いことが分かっている。これらの遺伝子は、

いずれも
32 により発現制御されているにもかかわらず、発現量が大きく異なる

ことは、細胞内での機能を反映しているものと考えられる。また、cbpA の発現

量が低く保たれていることは、dnaJ のものとは異なる調節因子が存在するもの

と考えられる。  

E. coli では、CbpM と呼ばれるモジュレーターが CbpA に結合して、コシャペ

ロンとしての活性を負に制御している（Chenoweth et al., 2007）。P. putida におい

ても、ゲノムに cbpM が cbpA に隣接して存在しており、同様な機構により CbpA

の活性を調節しているものと推察される。E. coli では、J-ドメインタンパク質で

ある DnaJ、DjlA の高発現は、生育を阻害することが報告されている（Genevaux 

et al., 2007）。DnaJ や CbpA は、細胞質において DnaK へ基質タンパク質を提供

する働きをもつコシャペロンであり、基質タンパク質と結合するために、細胞

内で高発現することによって、より頻繁に基質タンパク質との結合と解離を繰
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り返すことで、タンパク質の正しい立体構造の形成の妨げとなると考えられる。

P. putida において、dnaJ と cbpA の二重変異株の作製を試みていないが、二重変

異株はさらなる生育温度範囲の制限や生育速度の低下、ストレスに対する影響

が著しく現れることが予想される。以上のように、P. putida は dnaJ が機能でき

ないときに備えて、ストレスによる影響を緩和させるために、部分的に共通し

た機能をもつ他の J-ドメインタンパク質を持ったものと考えられ、P. putida は

CbpA を DnaJ に置き換えられる J-ドメインタンパク質として、独自に進化させ

てきたと考えられる。また P. putida において、J-ドメインタンパク質が、ある

程度過剰に存在する場合には、熱ストレスにより生じる凝集タンパク質の生成

を緩和させることが明らかとなった。これらの知見から、産業的に P. putida を

利用する場合、DnaJ や CbpA を高発現させることで、ストレスに強い菌株が作

製され、ストレス環境条件下でも安定した物質変換や環境浄化が可能になると

考えられる。  
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第３章 Pseudomonas putida におけるタンパク質の熱凝集と再生  

 

緒言 

Pseudomonas putida KT2442 株（KT 株）のトルエン耐性株である P. putida 

KT2442-R2 株（R2 株）は、分子シャペロンとして機能する DnaK をコードする

遺伝子（dnaK）に点変異をもつ。分子シャペロン DnaK は、真核細胞の Hsp70

のホモログであり、タンパク質の正しい立体構造への折りたたみを介助する役

割をもつことが知られている。R2 株の dnaK の変異部位は、DnaK と基質との結

合の安定化に関わる部分に挿入されており、R2 株では正常な機能をもつ DnaK

が生産されず、タンパク質の折りたたみや凝集したタンパク質の再生が正常に

行われないために、野生株と比べて温度感受性が高く、35℃以上の温度ではコ

ロニーを形成できないものと思われる。また R2 株は、通常の培養条件温度であ

る 30℃で培養すると、KT 株と比較して定常期以降に Hsp を高発現し、細胞内

に蓄積する特徴を持つ。これも、正常な DnaK が生産されていないことから、

細胞内に誤った立体構造をもつタンパク質が増加し、これらが DnaK システム

と相互作用することにより、あるいは DnaK が
32 と正しい相互作用ができない

ために、Hsp 遺伝子の発現を制御している
32 が安定化し、分子シャペロンや ATP

依存性プロテアーゼが高発現するものと考えられている（Kobayashi et al., 2011）。 

第１章で述べたように、R2 株は LB 液体培地において長期間培養することに

よって、コロニー形成能および増殖能が消失することが分かっている。R2 株で

は、正常な機能を持つ DnaK が生産されていないことから、ストレスなどによ

り細胞内で生じた変性タンパク質の分解、あるいは再生機構が正常に機能しな

いことで凝集体が蓄積し、長期の培養によるコロニー形成能の消失、あるいは

細胞死が起こるものと考えられる。KT 株や R2 株の各種変異株において、変性

タンパク質の蓄積により生じた凝集体を解析することで、DnaK の機能および微

生物における細胞死についての知見が得られると考えられた。そこで第 1 章で

作製した各種菌株を、より高い温度に曝すことにより、細胞内に蓄積する凝集

タンパク質（不溶性タンパク質）の検出と同定を試みた。  
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第１節 実験方法  

 

１）使用菌株およびプラスミド  

 第１章に記載した菌株およびプラスミドを使用した。  

 

２）不溶性タンパク質の調製  

第１章に記載した方法で行った。タンパク質量の定量は、ウシγグロブリン

を標準タンパク質として、Bio-Rad Protein Assay（Bio-Rad）を用いて行った。ま

たタンパク質の同定は、第２章に記載した方法により PMF 法により行った。  

 

第２節 実験結果  

１）細胞質タンパク質の熱凝集と再生 

P. putida において生じる不溶性（凝集）タンパク質の検出と、その脱凝集に

ついての解析を行った。通常の培養条件において、不溶性タンパク質画分に含

まれる P. putida の主要細胞壁タンパク質、および 30℃から 45℃の間の温度で熱

処理することで形成される不溶性（凝集）タンパク質の解析結果を、図 3-1、表

3-1 および表 3-2 に示した。  

 

①P. putida の細胞壁タンパク質  

PMF 法による同定の結果、熱処理を行わない細胞に存在する不溶性タンパク

質として、表 3-1 に示したように Porin D、OprF、OmpA などの外膜タンパク質

が同定され、これらが P. putida の細胞壁の主要タンパク質であることが確認さ

れた。  

 

②熱処理により不溶性タンパク質は増加する  

O/N 培養した KT 株を様々な温度（30-45℃）で 30 分間処理し、凝集タンパク

質として細胞の不溶性タンパク質を調製し、SDS-PAGE により不溶性タンパク

質を検出した（図 3-1）。30℃で培養した際の不溶性タンパク質と比較して、37℃  
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表 3-1. Pseudomonas putida の主要細胞壁タンパク質  

 
Gene Size (kDa) Protein  

1 PP_1206 46 Porin D 

2 PP_2089 37 Outer membrane protein OprF 

3 
PP_1121 

PP_2648 

24 

34 

OmpA family protein 

Universal stress protein 

4 PP_0504 24 Outer membrane protein OprG 

5 PP_1185 22 Outer membrane protein H1 

6 PP_1223 18 Outer membrane protein OprL 

7 PP_0258 16 LysM domain protein 

 

 

 

図 3-1. Pseudomonas putida の主要細胞壁タンパク質とタンパク質凝集の温度依

存性 

各レーンには、KT 株の菌体を各温度で 30 分間処理後、0.50 ODunit 分の菌体

に相当する不溶性タンパク質を泳動した。45℃で処理をしたものは、その後 30℃

で 2 時間培養した場合と 5 時間培養した後の不溶性タンパク質も泳動した。  

KTclpB 株（clpB）については、45℃で 30 分間処理後、さらに 30℃で 5 時

間処理した菌体から調製した不溶性タンパク質を泳動した。  
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の処理では KT 株から得られた不溶性タンパク質の種類には、大きな違いはなか

ったが、20 kDa 未満の低分子量のタンパク質が、より多く含まれていることが

観察できた。37℃と 40℃では凝集タンパク質と考えられる不溶性タンパク質の

種類には差異は見られなかったが、さらに処理温度を上昇するに従って、不溶

性タンパク質の量的および種類の増加が観察された。25 kDa 以下タンパク質の

凝集はほとんど認められなかったが、それより分子量の大きいタンパク質につ

いては、非常に多種類のものが熱処理によって不溶化（凝集）することが示さ

れた。熱処理によって生じた凝集タンパク質の同定を、PMF 法により行った。

結果を表 3-2 に示した。タンパク質の合成や DNA の複製に関わる因子、あるい

は代謝に関わる酵素類が含まれていた。PurL、Aconitate hydratase 2、タンパク

質伸長因子 G（Elongation factor G）、IbpA については、E. coli においても凝集し

やすいタンパク質として報告されている（Mogk et al., 1999）  

 

③熱ストレスにより生じた凝集タンパク質の再生には ClpB と DnaK システムが

必要である  

45℃、30 分間の処理後、30℃で細胞を再び培養すると、2 時間後には不溶性タ

ンパク質の量が著しく減少し、熱処理前のレベルに近づくことが明らかとなっ

た（図 3-1）。このことは、熱処理によって凝集した不溶性タンパク質が、何ら

かの機構により可溶化した、あるいはプロテアーゼにより分解されたかのいず

れかによるものと考えられる。本論文においては、熱処理後に 30℃で培養した

後の不溶性タンパク質の減少を、「再生」として記述する。  

E. coli などにおいて、凝集タンパク質の脱凝集に関わることが報告されてい

る ClpB の遺伝子（clpB）や、J-ドメインタンパク質の遺伝子欠損株において、

熱処理後の不溶性タンパク質の検出、および 30℃で再び細胞を培養した後の凝

集タンパク質の再生の挙動について観察した。いずれの株においても、45℃で

処理すると細胞内の不溶性タンパク質が 4～5 倍に増加・蓄積することが分かっ

た（図 3-2）。   
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表 3-2. Pseudomonas putida KTclpB 株で見出された熱凝集タンパク質  

 Gene Size (kDa) Protein 

A PP_1037 141 Phosphoribosylformylglycinamidine synthase PurL 

B PP_1145 106 ATP-depedent helicase HepA 

C PP_2339 94 Aconitate hydratase 2 

D 
PP_0451 

PP_0387 

79 

69 

Elongation factor G 

RNA polymerase sigma factor RpoD 

E 
PP_0451 

PP_3668 

79 

82 

Elongation factor G 

Catalase/peroxidase HPI 

F PP_0356 78 Malate synthase G 

G PP_5044 67 GTP-binding protein TypA/BipA 

H PP_0674 62 ABC transporter, ATP-binding protein 

I PP_3099 56 Hypothetical protein 

J PP_4037 49 Glutamate synthase, small subunit, putative 

K PP_3511 37 Branched-chain amino acid aminotransferase 

L PP_5040 67 Fructose-1,6-bisphosphatase class 1 

M PP_4573 32 ATPase, AAA family 

N PP_1121 24 OmpA family protein 

O 
PP_1591 

PP_2648 

27 

34 

30S Ribosomal protein S2 

Universal stress protein 

P PP_1638 30 Ferredoxin-NADP reductase 

Q PP_0460 26 30S Ribosomal protein S3 

R PP_3089 19 Hypothetical protein 

S PP_0466 20 50S Ribosomal protein L5 

T PP_1982 16 Heat-shock protein IbpA 

 

 

KTclpB 株では、45℃での処理後に 30℃で培養することで、野生株では再生

された凝集タンパク質がほとんど再生されず、細胞内に不溶化したまま蓄積し

ていることが明らかとなった（図 3-2、図 3-3）。45℃の熱処理前後の不溶性タン

パク質を、PMF 法により同定したところ、elongation factor G（EF-G）やリボソ

ームタンパク質 S3、 L5、などの多種多様のタンパク質であることが分かった。  
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図 3-2. Pseudomonas putida 各株の熱処理時の不溶性タンパク質の検出  

各レーンには、菌体 0.50 ODunit に由来する不溶性タンパク質量を泳動した。下の数字は、泳動した不溶性タンパク

質量を示す。 

PMF 法により同定したタンパク質：1, 50S リボソームタンパク質 L2、2, 30S リボソームタンパク質 S2、3, 30S リボ

ソームタンパク質 S3、4, 50S リボソームタンパク質 L3 と 30S リボソームタンパク質 S4、5, 50S リボソームタンパク

質 L5、6, 50S リボソームタンパク質 L16、7, 30S リボソームタンパク質 S9。



77 

 

clpB 欠損株が高温の熱処理後、コロニー形成能が消失することは、ClpB の欠

失により、タンパク質が再生・可溶化できないからであると推測できる。特に、

EF-G やリボソームタンパク質が不溶化して、機能を持たないことが、clpB 欠損

株が熱処理後にコロニーを形成できない理由の一つである可能性が示唆された。 

 

 

図 3-3. Pseudomonas putida KTclpB 株の温度別凝集タンパク質  

各レーンには、菌体 0.50 ODunit に由来する不溶性タンパク質量を泳動した。 

 

 

dnaJ 欠損株においては、熱処理を行う前の 30℃で O/N 培養後の細胞内に、他の

株と比べて不溶性タンパク質が多く蓄積していた（図 3-2）。それら不溶性タン

パク質を、PMF 解析により同定したところ、すべてがリボソームを構成するタ

ンパク質であることが判明した。また、KTdnaJ 株では 45℃の熱処理を行うと、

KT 株や他の変異株と比較して、より多くの凝集タンパク質が蓄積することが分

かった（図 3-2）。特に、200kDa 以上の高分子のタンパク質が多く蓄積していた。

dnaJ 欠損株では、熱処理時に生成された凝集タンパク質のうち、比較的低分子

量のものでは再生されていたが、高分子、特に 200kDa 以上のタンパク質は再生

されにくいことが判明した（図 3-2、図 3-4）。生成した凝集タンパク質のかなり

の割合が再生していたことは、他の因子が再生の過程における DnaJ の機能を補

完する可能性を示唆するものであると考える。  
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一方、KTcbpA 株、KTdjlA 株および KThtpG 株は、熱処理前（O/N 培養時）、

熱処理後の凝集タンパク質の生成、および 30℃処理後のタンパク質の再生につ

いては、KT 株と同様であると思われた（図 3-2）。  

 

 

図 3-4. Pseudomonas putida KTdnaJ 株の温度別凝集タンパク質  

各レーンには、菌体 0.50 ODunit に由来する不溶性タンパク質量を泳動した。 

 

 

２）遺伝子相補による細胞質タンパク質の熱凝集と再生への影響  

①clpB 欠損株における clpB による相補 

clpB 遺伝子を、プラスミドを用いて KTclpB 株に導入し、熱処理、および 30℃

での処理による凝集タンパク質の蓄積と再生についての検討を行った。結果を

図 3-5 に示した。  

clpB 遺伝子を含むプラスミドを導入することによって、熱処理時の凝集タン

パク質の生成においては、若干の減少が見られたのみであったが、その後の再

生の過程では、熱処理で生じた凝集タンパク質のほとんどが再生されており、

プラスミドにより導入した clpB 遺伝子が、正しく機能しゲノム上の clpB 遺伝子

の欠失を相補したものと考えられた。 
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図 3-5. clpB 相補による熱処理時の不溶性タンパク質の検出  

KTclpB 株に、プラスミド pKT231（pKT231）、あるいは clpB を含む pKT231

プラスミド（pKT231-clpB）を導入し、各レーンには、菌体 0.50 ODunit に由来

する不溶性タンパク質量を泳動した。下の数字は泳動した不溶性タンパク質量

を示した。  

 

 

②dnaJ 欠損株における J-ドメインタンパク質遺伝子による相補  

ゲノム上の dnaJ の機能を、プラスミド上の dnaJ が相補することが可能か、

また、同じく J-ドメインタンパクの遺伝子である cbpA が、dnaJ の欠失を相補す

ることができるかを、プラスミドを用いて dnaJ、もしくは cbpA を KTdnaJ 株

に導入することにより解析した。結果を図 3-6 に示した。熱処理後の不溶性タ

ンパク質については、dnaJ を相補した場合と cbpA を相補した場合で、不溶性タ

ンパク質の量はほとんど差が無く、野生株である KT 株と同程度の凝集タンパク

質が生成していた。その後の 30℃での再生においては、dnaJ を相補した場合の

方が、不溶性タンパク質は減少したが、cbpA を導入した場合でも、プラスミド

pKT231 のみを導入した場合に比べて、凝集タンパク質の再生の度合いは高かっ

た。このことから、cbpA は dnaJ の機能の一部を相補できる可能性が示唆された。 
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図 3-6. Pseudomonas putida dnaJ 欠損株と J-ドメインタンパク質遺伝子相補株の

熱処理時の不溶性タンパク質の検出  

各レーンには、菌体 0.50 ODunit に由来する不溶性タンパク質量を泳動した。

下の数字は泳動した不溶性タンパク質量を示す。KT 株の dnaJ 欠損株には、

pKT231 プラスミド、dnaJ もしくは cbpA を含む pKT231 プラスミドを導入した。  

 

３）R2 株およびその変異株における細胞質タンパク質の熱凝集と再生  

KT 株由来の dnaK 変異株である R2 株と、その温度感受性復帰変異株である

TR1 株および TR2 株について、同様の操作・処理により、凝集タンパク質を検

出した（図 3-7）。R2 株では、45℃の処理により生成される凝集タンパク質量が、

著しく少ないことが明らかとなった。一方、R2 株由来の温度感受性復帰変異株

（DnaK の機能が回復していると考えられる）では、KT 株と同程度の凝集タン

パク質の生成が認められた。これは、復帰変異株ではタンパク質の凝集を妨げ

る働きをもつ Hsp の蓄積が起きないことにより、熱凝集したタンパク質が多く

生成したものと推測される。30℃で培養することにより、R2 株の温度感受性復

帰変異株はいずれも凝集タンパク質が顕著に減少し、DnaK の機能が回復してい

ることを裏付けるものと考える。  
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図 3-7. R2株および温度感受性復帰変異株の熱処理時の不溶性タンパク質の検出  

各レーンには、菌体 0.50 ODunit に由来する不溶性タンパク質量を泳動し、下

の数字は泳動した不溶性タンパク質量を示す。  

TR1 株および TR2 株は、それぞれ DnaK の 445 番目のアミノ酸が Ser および Leu

に変異した dnaK 遺伝子をもつ R2 株由来株であり、KT 株と同様に 37℃まで生

育できる。  

 

 

 

図 3-8. R2 株とその変異株の熱処理時の不溶性タンパク質の検出  

各レーンには、菌体 0.50 ODunit に由来する不溶性タンパク質量を泳動した。

下の数字は泳動した不溶性タンパク質量を示す。  
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R2 株に由来する、分子シャペロン遺伝子変異株の R2clpB 株、および R2dnaJ

株についても同様に熱処理を行い、凝集タンパク質を検出した（図 3-8）。R2clpB

株は、R2 株と同様に、KT 株に比べて凝集タンパク質の生成が少なかったが、

R2dnaJ 株は KT 株由来の菌株と同程度の凝集タンパク質が生成されることが

分かった。30℃での培養により、R2clpB 株では R2 株と同様に、熱により生じ

た凝集タンパク質の再生が起きていないように見られたが、R2dnaJ 株ではわ

ずかに凝集タンパク質量が減少していた。これについては、脱凝集による再生、

プロテアーゼによる分解のいずれによるかは明らかではない。  

R2htpG 株は、R2 株に由来する遺伝子破壊株の内で、最も温度感受性が高く、

33℃ではほとんどコロニーを形成することができない。R2htpG 株を 33℃で培

養した際に、特異的に生成される凝集タンパク質が、HtpG の機能についての知

見をもたらすものと考えた。R2 株と R2htpG 株を、30℃および 33℃で培養し

た際の不溶性タンパク質を図 3-9 に示した。htpG 遺伝子の破壊株の作製におい

て、遺伝子全長の約 2/3 の位置に薬剤耐性遺伝子を導入したために、HtpG の  

 

 

図 3-9. R2 株と R2htpG 株の 30℃および 33℃培養時の不溶性タンパク質の検出

各レーンには、等量の菌体（0.50 ODunit）に由来する不溶性タンパク質量を泳

動した。  
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N 末端側のポリペプチドが約 45kDa のバンドとして存在している。これに加え

て、DnaK、およびリボソームタンパク質などが、凝集タンパク質として検出さ

れた（表 3-3）。  

 

表 3-3. R2 株と R2htpG 株で同定された不溶性タンパク質  

 
Gene Protein 

A PP_0268 porin (OprE3) 

B PP_1206 porin D (OprD) 

C, F PP_4179 HtpG 

D PP_4838 outer membrane copper receptor 

E PP_4727 DnaK 

G PP_0457 50S ribosomal protein L2 

H PP_1591 30S ribosomal protein S2 

I PP_1982 IbpA 

 

 

図 1-3 に示したように、R2htpG 株は 33℃で培養すると、著しくコロニー形

成能が低下する。33℃で O/N 培養した R2htpG 株における不溶性タンパク質を

検出したところ、DnaK、50S リボソームタンパク質  L2、30S リボソームタン

パク質 S2 が不溶化することが示された。これらの結果が、dnaK と htpG の二重

変異によってもたらされたことから、少なくとも部分的には DnaK と HtpG は協

同的に機能すると考えられる。R2clpB 株においても、33℃の培養では生育速

度が著しく低下しており、変性し凝集したタンパク質の再生に関わる ClpB の欠

失が高温での生育に影響をおよぼすものと推測できるが、R2htpG 株が 33℃で

高い温度感受性を示すことは、真核生物のホモログである Hsp90 のように、HtpG

特定のタンパク質の折りたたみに関与し、特に DnaK やリボソームタンパク質

の折りたたみにおいて支障をきたすことが、生育の遅延に繋がる可能性を示唆

するものと考えられる。  
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４）R2 株およびその変異株における熱ショックタンパク質の増加  

 R2 株は、dnaK の変異によって
32 が安定化することにより、定常期に Hsp を

蓄積する特徴をもつ。対数増殖期の R2 株が、Hsp を蓄積しない理由は明らかで

はない。R2 株に由来する遺伝子破壊株において、30℃および 33℃培養での対数

増殖期、および一夜培養時の Hsp の発現パターンを調べ、Hsp 量におよぼす各

遺伝子の欠失の影響を検討した。  

図 3-10 に示したように、凝集タンパク質の再生に関わる clpB を破壊した株

（R2clpB 株）では、30℃で培養した際の対数増殖期において、R2 株に比べて

有意に Hsp の蓄積量が増加することが判明した。33℃では、30℃に比べて R2

株での発現量が増えるために、その差は少なくなっていたが、clpB 破壊株の方

が、主要な Hsp である DnaK、HtpG、および GroEL の量は多かった。O/N 培養

時においても、30℃で培養した場合には、R2clpB 株の方が Hsp 量は多いこと

が示された。  

 

 

 

図 3-10. R2 株と R2clpB 株の温度別培養時の細胞タンパク質の検出  

左, 全タンパク質、右, 可溶性タンパク質。各レーンには 0.10OD unit 分の菌体

に由来するタンパク質を泳動した。 

○ , DnaK、♢, HtpG、□ , GroEL 
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図 3-11. R2 株と R2htpG 株の温度別培養時の細胞内全タンパク質の検出  

左, 全タンパク質、右, 可溶性タンパク質。各レーンには 0.10OD unit 分の菌体

に由来するタンパク質を泳動した。 

△ , ClpB、○ , DnaK、□ , GroEL 

 

 

同様に、R2htpG 株についても、各温度、培養時期での Hsp の発現パターン

を解析したところ、図 3-11 示したように、30℃で培養した際の対数増殖期にお

いて、R2 株に比べて主要な Hsp である DnaK、ClpB、および GroEL の量は多か

った。htpG 破壊株の場合には、33℃培養時の対数増殖期や、O/N 培養時におい

て、Hsp 量の顕著な上昇は観察されなかった。  

 

 

第 3 節 考察  

 第 1 章で述べた clpB 欠損株における高温処理時の生存率の低下は、熱スト

レスにより生じる細胞内の凝集タンパク質が、脱凝集されないことが主な要因

であると考えられる。しかし、熱ストレス後の凝集タンパク質の再生・分解・

除去だけが、熱処理後に再び細胞が増殖するために必要とされるかは明確でな

い（Weibezahn et al., 2004）。ClpB は DnaK システムと協同的に働き、凝集した

タンパク質を脱凝集し、元のタンパク質へと再生することが知られている
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（Glover and Lindquist, 1998; Goloubinoff et al., 1999）。本研究により、P. putida

においても ClpB は、熱などにより生成した凝集タンパク質の脱凝集に関わるこ

とが確認された。clpB 欠損株において、一旦形成した凝集タンパク質の再生が

起きなかったことは、ClpB が脱凝集に直接関わることを示すものと考えられる

が、加えて、分解に関わるプロテアーゼが変性し、その再生に ClpB が関わって

いる可能性も否定できない。熱などのストレスにより、多くの種類のタンパク

質が変性し、その機能を失うと思われる。ClpB が機能しないことで、比較的細

胞内に多く存在する転写や翻訳系に関わるタンパク質や代謝に関わる酵素類を

始め、DNA 複製や細胞周期の切り替えに関わる転写因子などの、細胞内で極め

て少ない数しか存在しないタンパク質分子の多くが、変性したまま機能を回復

できない状態になると考えられる。E. coli においても、RNA ポリメラーゼのサ

ブユニットや EF-G のように、細胞が増殖するために必須のタンパク質が、熱処

理により凝集するとされている（Mogk et al., 1999）。P. putida においても、clpB

破壊株で、熱処理後に再生されない不溶性タンパク質を同定したところ、EF-G

に加えていくつかのリボソームタンパク質が再生されないことが分かった（図

3-1、図 3-2、表 3-2）。細胞機能に必須のタンパク質が変性・凝集し、それが再

生されなかったとしても、凝集タンパク質が直接細胞に有害な働きをしない限

りは、新たにそのタンパク質が合成されることで、細胞の機能不全は解消され

る。このため ClpB は、おそらく DNA 複製やタンパク質合成の根幹に関わる因

子の再生、あるいはタンパク質複合体において生じた多分子から成る変性（凝

集）状態からの復帰に関わるものと推測できる。  

 P. putida の dnaK 変異株である R2 株も、熱処理後に生じる凝集タンパク質を

ほとんど再生できなかったが、R2 株由来の株で形成される凝集タンパク質の量

は、KT 株を同様に処理したときに生じる場合よりもかなり少なかった（図 3-7）。

E. coli において、Hsp（特に GroEL/ES、DnaJ）がタンパク質を凝集から保護し

ていることが報告されており（Gragerov et al., 1992）、R2 株においても、おそ

らく Hsp が高発現しているために、凝集タンパク質の生成が抑えられたものと

推測できる。一方、定常期の R2 株は、KT 株と同程度の高温耐性をもっていた
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にも関わらず、熱処理後の R2clpB 株の生存率は、R2 株に比べて著しく低下し

ていた（図 1-6）。R2 株では、熱により生成した凝集タンパク質が再生されな

いにも関わらず、生存率が野生株（KT 株）と同程度であったことは、熱による

凝集タンパク質の蓄積と再生の不全は、コロニー形成能の消失（あるいは細胞

死）に、直接関係しているとは限らないとも考えられる。しかしながら、細胞

内でごく限られた数のタンパク質分子の再生が、増殖可能な状態への復帰に必

要であれば、表面的には凝集タンパク質の減少が観察されないと思われる。  

KT 株の dnaJ 欠損株（KTdnaJ 株）において、凝集タンパク質、特に 200kDa

を超える高分子凝集体が顕著に蓄積したことは、熱によるタンパク質の凝集の

防御に、DnaJ が極めて重要な役割をもつ J-ドメインタンパク質であることを示

している。また、dnaJ 欠損株では、熱処理後に通常の培養温度へとシフトして

も、凝集タンパク質の多くが再生されないままであった。DnaJ は、巨大なタン

パク質凝集体に結合し、DnaK への基質分子の提供を補助するとされており

（Acebrón et al., 2008）、dnaJ 欠損株において、高分子の凝集体が再生されない

ことと強いつながりをもつと考えられる。E. coli において cbpA は、dnaJ のマル

チコピーサプレッサーとして機能することが報告さている（Ueguchi et al., 1995）。

本研究結果から、P. putida における凝集タンパク質の再生についても、DnaJ の

機能は CbpA に置き換えられるものと考えられる。E. coli においては、cbpA は


S によって制御されており、たとえ DnaJ と CbpA が同じ機能をもっていても、

熱ショックにより誘導されない可能性が高く、このことが、E. coli のゲノム上

の cbpA が、dnaJ の欠失を効果的に補うことができない原因の一つと考えられる。

一方、P. putida の cbpA は先に述べたように、dnaJ と同様に
32 による制御を受

けており、熱により誘導されるため、dnaJ 欠損株において凝集タンパク質の生

成が野生株（KT 株）より顕著に多かったことは、凝集タンパク質の生成阻害に

おいて、CbpA の機能が DnaJ に比べて低い、あるいは凝集タンパク質の生成阻

害においては、熱処理時の J-ドメインタンパク質量が重要で、通常培養時の

CbpA 量では、充分な効果が得られない可能性を示すものと考える。しかしなが

ら、プラスミドを用いて cbpA で相補した際に、凝集タンパク質の形成が KT 株
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と同程度であったことは、E. coli の場合と同様に、P. putida においても凝集タ

ンパク質の生成の阻害とその再生の過程において、cbpA は dnaJ の機能を相補す

ることを強く示唆している。   
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第４章 Pseudomonas putida の有機溶媒耐性における分子シャペロン、ATP 依存

性プロテアーゼおよび AhpC の機能  

 

緒言 

 有機溶媒は細胞に侵入し、細胞膜などの細胞構造を乱し、呼吸鎖やエネルギ

ーの生産に支障をきたすために、多くの生物にとって有害であるが、いくつか

の細菌が、キシレンやトルエンなどの有機溶媒の存在下で生育することが報告

されている（Sikkema et al., 1995; Ramos et al., 2002; Segura et al., 2012）。本研究

において用いてきた P. putida KT2442-R2 株（R2 株）も、トルエンに対する耐性

株として分離されたものである（Kobayashi et al., 2011）。Pseudomonas における

有機溶媒の耐性に、分子シャペロンが関与するといういくつかの報告があるが

（Segura et al., 2005; Domínguez- Cuevas et al., 2006; Volkers et al., 2006）、それら

は、有機溶媒により分子シャペロンが誘導されたことを示すのみであり、直接

的に有機溶媒耐性に関わっている科学的な根拠を示すものではない。一方、グ

ラム陽性菌（Tomas et al., 2003; Desmond et al., 2004）においては、芳香族炭化水

素ではないが、有機溶媒の耐性を上昇させる遺伝子として groEL/ES が報告され

ている。E. coli においても有機溶媒耐性に寄与する遺伝子として groEL/ES

（Zingaro and Papoutsakis, 2013）、および以下に述べる AhpC ペルオキシレドキ

シン（Ferrante et al., 1995）が報告されている。E. coli は、細菌の中では有機溶

媒の耐性度が比較的高いことが知られている。しかしながら、Pseudomonas 属細

菌、特に P. putida の有機溶媒耐性は突出している。細菌における有機溶媒耐性

機構において、最も重要な役割を果たすのが、グラム陰性菌の細胞壁を貫通す

る形で存在する RND（resistance-nodulation-cell division）薬剤排出ポンプである

が（Godoy et al., 2010）、ABC 排出ポンプも関わることが知られている（Kim et al., 

1998）。これに対して、本研究において P. putida の分子シャペロン、および ATP

依存性プロテアーゼに関して解析を進める過程で、これらのタンパク質をコー

ドする遺伝子の欠失が、有機溶媒の耐性に影響を与えることが明らかになって

きた。  
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有機溶媒による細胞への影響には、酸素ストレスに起因する可能性が強く示

唆されている。酸素は好気性生物にとって、物質を効率的に酸化してエネルギ

ーを獲得するために不可欠な分子種である。酸素は呼吸鎖によりエネルギーを

生み出す過程での最終酸化物として用いられ、その還元反応において不完全な

還元反応により、スーパーオキシドやヒドロキシラジカルなどの反応性の高い

活性酸素種を産生する可能性がある。活性酸素は DNA の損傷や脂質の過酸化な

どを引き起こし、老化を促進するなどの細胞に悪影響を与えるため、酸素を最

終酸化剤として用いる生物種は、活性酸素種に対する防御機構を有している必

要性がある。細菌における活性酸素種の除去過程については、E. coli において

もっとも研究が進んでいる。E. coli における活性酸素種の除去過程は、スーパ

ーオキシドジスムターゼ（SOD）によるスーパーオキシドの不均化や、カタラ

ーゼなどによる過酸化水素（H2O2）から水への分解経路と、チオレドキシン、

グルタレドキシン等を含む酸化された物質の還元経路が存在する。活性酸素分

子種の除去過程に関わる主要な制御因子として、OxyR や SoxR などが存在する

（Imlay et al., 2013）。OxyR は約 34kDa の LysR 型の転写調節因子であり、oxyR

レギュロンの発現を活性化し、酸化ストレス応答に対する抗酸化において重要

な役割を担っている（Toledano et al., 1994; Åslund et al., 1999）。OxyR は酸化型

では、E. coli において（ATAG-n7-CTAT-n7-ATAG-n7-CTAT）のコンセンサス配列

を認識すると提唱されている。OxyR により調節を受ける遺伝子群は、E. coli で

は katG（hydroperoxidase I 遺伝子）、gorA（glutathione reductase 遺伝子）、や ahpCF

（alkyl hydroperoxide reductase 遺伝子）などを含むことが知られている。 

偏性好気性細菌である P. putida は、呼吸鎖により分子状酸素へ電子を送るこ

とが、効率良く ATP を合成するために不可欠であることから、同様の酸化スト

レス防御機構が働いていると考えられる。しかしながら、P. putida の酸化的ス

トレス応答については、E. coli と比較すると知られていない部分も多い（Kim and 

Park, 2014）。一部の SoxR レギュロンの一部は、E. coli とは異なり、FinR（Yeom 

et al., 2010）あるいは HexR（Kim et al., 2008）により調節を受けていることが報

告されている。我々の研究室で作出された P. putida KT2442-oxyR1 株（KT-oxyR1
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株）は、トルエン耐性菌である P. putida KT2442-TOL株において見出された OxyR

をコードする遺伝子（oxyR）の点変異（oxyR1）を、P. putida KT2442 株（KT 株）

に導入した株である。oxyR1 変異により、OxyR 中の Phe
106 が Ile に変化し、OxyR

制御下の遺伝子の発現が高まる（Hishinuma et al., 2006）。OxyR は過酸化物の存

在下で酸化され、そのタンパク質内部の 2 つのシステイン残基間でのジスルフ

ィド結合の形成により立体構造が大きく変化し、RNA ポリメラーゼの α サブユ

ニットと相互作用することで、標的遺伝子の発現を促進する。ペルオキシレド

キシン遺伝子（ahpC, alkyl hydroperoxide reductase C サブユニット遺伝子）は、

一般に OxyR によって制御を受けることが知られており、P. putida においても

ahpC が OxyR 依存性であることがすでに確認されており、KT2442-oxyR1 株は

特に ahpC を高発現する (Fukumori and Kishii, 2001; Hishinuma et al., 2006)。P. 

putida の過酸化物の除去に関わる酵素であるペルオキシレドキシン AhpC は、ア

ルキル過酸化物と H2O2 の両方に対する Km 値が、カタラーゼに比べて非常に低

く、E. coli において報告されているように、内因性の過酸化水素を迅速に分解

するための主要な除去機構であると考えられる（Poole and Ellis, 1996）。しかし、

酸化された AhpC は、再活性化のためにペルオキシレドキシン還元酵素 AhpF と

NADH による還元を必要とするため、AhpC は大量の過酸化物の分解には適して

いないと考えられる。一方、カタラーゼは、好気性菌に広く分布しており、触

媒活性が高く、また NADHのような化合物を必要としないことから、多量の H2O2

の分解に適していると考えられる。また、微生物の中には複数カタラーゼを有

するものや、ペルオキシダーゼ活性を併せもつ 2 機能的なカタラーゼを有する

種も存在することから、酸化ストレス防御において重要なタンパク質の一つで

ある。P. putida KT2440 株のゲノム DNA には、4 つのカタラーゼ遺伝子｛PP_0015

（katE）、PP_0481（katA）、PP_2887（unknown）、PP_3668（katB）｝が存在する

（Nelson et al., 2002）。酸化ストレスによって生じる過酸化物は、これらのペル

オキシレドキシンやカタラーゼが協同的に無毒化すると推測される。一般に、

ペルオキシレドキシン遺伝子の発現は酸化ストレスにより誘導され、OxyR の制

御を受けることが知られている（Storz et al., 1990; Mongkolsuk et al., 2000; 
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Ochsner et al., 2000）。ahpC は OxyR により制御されていることは、確実である

が、転写調節については不明な点も多く、プロモーターを認識するシグマ因子

も推定できていない。この章では、P. putida の ahpC プロモーター領域の OxyR

結合部位を欠失させ、得られた株を解析することで、転写調節機構についての

知見を得ることを目的にした。また、多くの細菌において、DNA ヘリカーゼ

（RecG）の遺伝子（recG）は、OxyR とオペロンを形成している。E. coli の RecG

は二本鎖 DNA ヘリカーゼであり（Sharples et al., 1999）、Holliday junctions、

three-strand junctions、さまざまなループ構造などの DNA をターゲットとして、

DNA の複製、修復、組換え、転写などにおいて重要な役割を担っている（Rudolph 

et al., 2010）。このため、recG についても欠損株を作出し、有機溶媒耐性との関

係性を考察した。  

 

第 1 節 実験方法  

 

１）使用菌株、プラスミドおよびプライマー  

 使用した菌株、プラスミドおよびプライマーを表 4-1 に示した。  

 

表 4-1. 使用菌株、プラスミド、プライマー  

菌株 特徴 文献あるいは供給元  

Pseudomonas putida    

  KT2442 株(KT 株) hsdR Rif
R
  Franklin et al., 1981 

KTOBD 株  KT2442 lacking the OxyR binding site for 

ahpC 

 

  KT2442-oxyR1 株  

(KT-oxyR1 株) 

oxyR1 (OxyR Phe
106

 to Ile) derivative of 

KT2442 

Hishinuma et al., 2006 

KT-oxyR1OBD 株  

 

KT-oxyR1 lacking the OxyR binding site 

for ahpC 

 

  KTrecG 株 recG－  derivative of KT2442, Km
R
  

KTOBDrecG 株  recG－  derivative of KT2442OBD, Km
R
  

  KT-oxyR1recG 株  recG－  derivative of KT2442-oxyR1, Km
R
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KT-oxyR1 

OBDrecG 株  

recG－derivative of KT2442-oxyR1OBD, 

Km
R
 

 

Escherichia coli   

 DH5α 株  (lacZ)M15 Gibco BRL 

 CC118pir 株 

R, resistance; Rif, 

recA pir lysogen, host for pKNG101  

rifampicin; Km, kanamycin. 

Herrero et al., 1990 

 

プラスミド  特徴 文献あるいは供給元  

 pNEB193 Cloning vector, Ap
R
 New England Biolabs 

 pKNG101 SacB Sm
R
 Kaniga et al., 1991 

 pZErO-2 Clonig vector, Km
R
 Invitrogen 

 pUCP26Km Clonig vector, Km
R
 Kobayashi et al., 2011 

 pKNG101-OBD pKNG with ahpC promoter lacking 

the OxyR binding site  

 

 pKNG101-recG pKNG101 with P. putida recG::Km
R
  

 pUCP26Km-ahpC pUCP26Km with P. putida ahpC（from   

－231 to +698）  

 

 pUCP26Km-ahpCF 

 

 

R, resistance;  

pUCP26Km with P. putida ahpC-ahpF

（from －231 to +1712）  

 

Ap, ampicillin; Sm, streptomycin. 

 

プライマー  配列（5'→3'）   

 ahpC F-311 TTGAATGTCGACGTTGCAAG  

 ahpC R-99Bg GTTTTGGCTAGATCTGGGGTTAT  

 ahpC F-83B GCTTTGCCAAGGATCCTTCAGCGG  

 ahpC R+423B CGACAATCTGGATCCGGCCTTCC  

ahpC R-37 GGATAGAATCCTAACTAATCAT  

 ahpC F-238 CATGGGCTCGAGCGTAGACC  

 ahpC R+708B CATACGGGCGGATCCTTTTTCAAA  

ahpF R+1720B TCCTGAGGGATCCGCAGTAAGCAT  

recG F+2S TGAGTGAGCTGTCGACGGTCCCG  

recG R+746B GCACGCAGGATCCGCAGGCTTTC  

recG F-57 GATTCGATCCGCCTGTGCT  

 recG R+866 TCGTGCTGGCTAAGGTCGTA  
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２）培地  

第 1 章に記載したものおよび以下の PB-I 培地を使用した。  

PB-I 培地：polypepton 5g, polypepton-S 5g, Yeast extract 5g, NaCl 5g, glucose 1g/L, 

MgSO4 は別に滅菌し 10mM となるように加えた。  

 

３）有機溶媒耐性試験  

試験菌株を LB 液体培地 2ml で前培養を行い、前培養液を LB 液体培地で

10~10
6 倍に段階希釈を行った。その後、LB プレートおよび PB-I プレートに希

釈した培養液を 5µl ずつスポットした。PB-I プレート上に菌液をスポットした

ものについては、室温で 2 時間、静置した。その後、KT 株とその変異株につい

ては p-キシレン 15ml、R2 株と R2 株に由来する変異株はトルエン 15ml を PB-I

プレート上に重層した。その後、LB プレートとともに 30℃で ON 培養した。生

存率は、（有機溶媒を重層した PB-I プレート上で生育したコロニー形成数

CFU/ml）÷（LB プレート上で生育したコロニー形成数 CFU/ml）で求めた。  

 

４）ahpC プロモーター領域の OxyR 結合領域削除  

pKNG101-OBD プラスミドの構築のために、表 4-1 に示した菌株、プラスミ

ドおよび PCR プライマーを使用した。まず、ahpC F-311 および ahpC R-99 プラ

イマーを用いて、KT2442 株のゲノム DNA から PCR により DNA 断片を増幅し

た。この PCR 産物を SmaI で処理した pNEB193 と連結し、E. coli DH5α に導入

した。この形質転換した E. coli から、プラスミドを調製後、BglII でプラスミド

を処理した。また、プライマーahpC F-83B および ahpC R-423B で同様に増幅し

た DNA 断片を BamHI で処理し、この PCR 産物を前述した BglII で処理したプ

ラスミドと連結し、E. coli DH5α に導入した。そのプラスミドを調製後、BamHI

と SalIで切り出される DNA断片を同制限酵素で処理した pKNG101に組み込み、

E. coli CC118pir に導入した。この調製したプラスミドを pKNG101-OBD とし

た。構築したプラスミド pKNG101-OBD を、エレクトロポレーション法により

KT 株および KT-oxyR1 株に導入した。Sm（250µg/ml）を含む LB 平板培地上で
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生育したコロニーを、5％スクロースを含む LB 平板培地に画線し、菌を室温で

培養した。数回の画線培養により形成したシングルコロニー中から、Sm 感受性

のコロニーを選抜した。選抜したコロニーから、プライマーahpC F-311 および

ahpC R-37 を用いてコロニーPCR を行い、本来増幅される DNA 断片の長さより、

DNA が短く増幅されたコロニーを選抜した。  

 

５）recG 遺伝子欠損用プラスミドの構築と recG 遺伝子欠損株の作出  

 pKNG101-recG の構築は、recG 遺伝子の DNA 配列の一部を、表 4-1 に記載

したプライマーrecG F+2S と recG R+746B を用いて PCR により増幅し、SmaI で

処理した pNEB193 を用いてクローニングした。このプラスミドを調製後、クロ

ーニングした DNA 配列の内部のみで切断できる NcoI を用いて処理し、T4DNA

ポリメラーゼにより、末端を平滑化した。生じた末端部分に pUC4K プラスミド

から調製した Km 耐性遺伝子と連結し、耐性遺伝子配列を組み込み、E.coli DH5α

に導入した。これにより作製したプラスミドを BamHI と SalI で処理して生じた

DNA 配列を同様の制限酵素で処理した pKNG101 ベクターにサブクローニング

した。recG 欠損株の作製は、構築した遺伝子破壊用プラスミド（pKNG101-recG）

を破壊したい株にエレクトロポレーション法により導入し、Km 耐性および Sm

耐性の菌株を、抗生物質を含む平板培地により選抜した。コピー数を確認後、

Km (50µg/ml) を含む 5%のスクロース＋LB 液体培地もしくは同組成の平板培地

で培養し、Km 耐性、Sm 感受性の株を選抜した。遺伝子欠損の確認は、PCR に

よる方法により確認した。  

 

６）ahpC および ahpF 相補用プラスミドの構築  

表 4-1 に記載した、プライマーahpC F-238 および ahpC R+708B を用いて ahpC

の全長を含む DNA 断片を、プライマーahpC F-238 および ahpF R+1720B を用い

て ahpCと ahpFの全長を含む DNA断片を、KT2442株のゲノム DNAから PCR に

より増幅した。得られた PCR 産物（約 0.95 kbp および約 2.7 kbp）それぞれを、

EcoRV で処理した pZErO-2 と連結し、E. coli DH5a に導入した。目的のインサー
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トを含むプラスミドを調製し、そのプラスミドを BamHI と XhoI で処理して得

られた DNA 断片を、BamHI と SalI で処理した pUCP26Km と連結し E. coli DH5

に導入した。目的のインサートを含むプラスミドを、それぞれ pUCP26Km-ahpC、

pUCP26Km-ahpCF とした。  

 

７）倍加時間の測定  

 第 1 章の１-１に記載した方法で行った。  

 

８）過酸化物耐性試験  

 第 1 章の１-２に記載した方法で行った。  

 

 

第２節 実験結果  

 

１）分子シャペロンおよび ATP 依存性プロテアーゼ遺伝子欠損株の有機溶媒耐

性 

P. putida KT2442 株（KT 株）は、有機溶媒に対する耐性度が高く、多くの生

物が増殖することのできないキシレンの重層下でも、1/10 程度の細胞が生育し、

コロニーを形成することができる。また、KT 株の dnaK 変異株である P. putida 

KT2442-R2 株（R2 株）は、より毒性の高いトルエンに対してかなりの耐性を持

っており、1/10 程度の細胞がその重層下でコロニーを形成する。今回、作出さ

れた分子シャペロンおよび ATP 依存性プロテアーゼ遺伝子欠損株について、KT

株とそれに由来する株はキシレンを用いて、R2 株とそれに由来する株について

はトルエンを用いて、遺伝子破壊が有機溶媒の耐性におよぼす影響を、有機溶

媒重層下におけるコロニーの形成率を測定することにより検討した（図 4-1）。  

前述したように、KT 株のキシレン重層下におけるコロニー形成率（生存率）

は、約 10%ほどであった。また、実験に供した各遺伝子破壊株（図 4-1 に示し  
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図 4-1. 有機溶媒重層によるコロニー形成率  

KT 株由来の菌株にはキシレンを、R2 株由来の菌株にはトルエンを重層した。

別々に 3 回行った操作によって計算された平均値と SD（エラーバー）を示した。  

 

 

た）においても、キシレン重層下における菌の生存率は KT 株と比べて、lon-2

以外は大きな差は見られなかった。また、KT 株の dnaJ 欠損株は、キシレン重

層条件下においてコロニーの形成率は野生株（KT 株）と有意な差は見られない

が、図 4-2A に示すように、平板培地上で目視できるコロニーが形成するまでに

3 日ほどかかり、生育の遅延が起きることが分かった。  

R2 株由来の遺伝子破壊株については、dnaJ 欠損株において、KT 株の dnaJ 欠

損株で見られた増殖の遅延が観察され、トルエン重層下では大きく生育速度が

下がることが示された（図 4-2B）。また、htpG 欠損株と lon-1 株欠損株について

は、トルエンによる生存率への影響が見られた（図 4-1）。特に lon-1 株について

は、コロニー形成能が約 1/1,000 に低下することが分かった。Lon は、E. coli に

おいて異常なタンパク質の分解に関わる主要なプロテアーゼとされていること

から（Gur et al., 2011）、トルエンの処理によって細胞内に異常なタンパク質が

蓄積し、それらが分解・除去できないことにより、コロニー形成率が減少する

可能性が考えられた。htpG 欠損株では、生育については大きな差異は見られな

かったが、生存率が他の株に比べて 1/10 程度となっていた。HtpG は特定のタン
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パク質の成熟に関わっているとされているため、トルエン耐性に関わるタンパ

ク質の成熟に関わっている可能性があると考えられた。  

 

 

図 4-2. dnaJ 欠損株の有機溶媒存在下での生育  

A; KT 株と KTdnaJ 株のキシレン重層下でのコロニー形成、B; R2 株と R2dnaJ

株のトルエン重層下でのコロニー形成  

左側は有機溶媒なしで、右側は有機溶媒を重層して培養した。  

 

 

２）OxyR 結合部位削除株および recG 欠損株の作製とその形質の解析  

有機溶媒耐性におけるペルオキシレドキシン AhpC の役割を調べるために、

AhpC 遺伝子（ahpC）のプロモーター近傍に存在する、OxyR 結合部位（OBD）

の削除を試みた。ahpC のプロモーター領域の DNA 配列を、図 4-3 に示した。

相同組換え株の AhpC の発現量を指標とすることで、KT 株および KT-oxyR1 株

において、OBD を削除した株（KTOBD 株および KT-oxyR1OBD 株）を作製

することに成功した。また、KT 株、KT-oxyR1 株、KTOBD 株、KT-oxyR1OBD
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株のそれぞれにおいて、recG 欠損株についても作製に成功した。欠損株の Km

耐性遺伝子の挿入位置と、同株の作製に使用したプライマーの位置を図 4-4 に

示した。  

 

 

図 4-3. ahpC プロモーター領域の OxyR 結合部位の削除部位  

OxyR 結合部位のコンセンサス配列：  ATAG-n7-CTAT-n7-ATAG-n7-CTAT 

 

 

 

図 4-4. recG 欠損株の遺伝子内のカナマイシン耐性遺伝子の挿入部位と使用した

プライマーの結合位置  

ORF ; オープンリーディングフレーム、Km ; Km 耐性遺伝子、（）の数字は ORF

の開始コドン ATG の A の部位を 1 として計算した場所を示した。  

 

 

各変異株の 30℃における倍加時間を測定したところ、OBD の欠失の影響は、

ほとんどなかった。一方、recG の欠失により、やや生育速度が遅くなることが

分かった（表 4-2）。recG は、細胞の生育に必須ではないが、細胞が分裂すると

きの DNA の複製に関わるとされており、生育に影響したものと考えられた。  

各株の過酸化物に対する感受性を調べたところ、OBD の欠失により、KT 株

および KT-oxyR1 株の両株で、アルキル過酸化物である tert-Butyl hydroperoxide 

（BHP）に対する耐性度が顕著に低下した（表 4-3）。   
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表 4-2. Pseudomonas putida 各株の 30℃における倍加時間  

Strains 倍加時間 (分) 

Pseudomonas putida  

 KT2442 (KT)  36±1
1)

 

KTOBD 37±1 

 KT-oxyR1 36±1 

 KT-oxyR1OBD 36±1 

 KTrecG 39±1 

KTOBDrecG 39±1 

 KT-oxyR1recG 40±1 

KT-oxyR1OBDrecG 42±2 

1)平均±SD (n=3) 

 

表 4-3. Pseudomonas putida 各株の過酸化物にに対する耐性  

Strains 

増殖阻止円の直径  (mm) 

 BHP※  H2O2 

(3%) (30%) 

Pseudomonas putida   

 KT  28±1
1)

 21±1 

KTOBD 34±1 23±1 

 KTOBD（pUCP26Km）  34±1 23±1 

 KTOBD（pUCP26Km-ahpC）  28±0 23±0 

 KTOBD（pUCP26Km-ahpCF）  25±1 23±1 

KTrecG 32±1 23±1 

 KTOBDrecG 37±1 28±1 

 KT-oxyR1 16±0 20±1 

 KT-oxyR1OBD 33±1 19±1 

 KT-oxyR1OBD（pUCP26Km）  34±0 19±1 

 KT-oxyR1OBD（pUCP26Km-ahpC） 15±1 23±1 

 KT-oxyR1OBD（pUCP26Km-ahpCF）  14±1 23±1 

 KT-oxyR1recG 22±1 21±1 

 KT-oxyR1OBDrecG 37±0 27±1 

1)平均±SD (n=3)、BHP※：tert-Butyl hydroperoxide 
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oxyR1 変異をもつ KT-oxyR1 株は、KT 株に比べて BHP などのアルキル過酸化

物に対する耐性が著しく高いが、ahpC の OBD が欠失することにより、KT 株の

OBD 欠損株とほぼ同じ感受性となった。このことは、ahpC の誘導に、OxyR の

活性化と OBD の存在が不可欠であることを示すものである。一方、H2O2 の耐性

においては、KT-oxyR1 株は KT 株と大きな差はないことが分かっている。ahpC

の OBD が欠失することにより、両株の H2O2 に対する耐性度は大きくは変化し

なかったが、KT 株では耐性度がわずかに低下し、逆に KT-oxyR1 株ではわずか

に耐性となった（表 4-3）。KT-oxyR1OBD 株の O/N 培養時の細胞内全タンパク

質を確認したところ、OBD の欠失前と比べて、KatB カタラーゼ量がやや増加し

ているように見えた（結果は示していない）。このため、KT-oxyR1OBD 株は、

H2O2 に対する耐性が若干高くなったものと考えられる。ahpC の OBD が失われ

たことにより OxyR は、他の遺伝子の同タンパク質結合領域に結合する頻度が

高くなると予想される。活性化された OxyR は、標的遺伝子の転写量を上昇さ

せるが、不活性のものは抑制的に働く可能性が高い（Toledano et al., 1994）。こ

のため、ahpC の OBD の欠失により、二つの株で過酸化水素に対する耐性度の

変化に差が見られたものと考えられる。OBD 欠損株に、自身のプロモーターを

もつ ahpC 遺伝子を、プラスミドにより導入したところ、BHP に対する耐性度は

元の株のレベルに回復した。さらに、ahpC とオペロンを形成し AhpC を還元す

る AhpF の遺伝子（ahpF）を併せて導入したところ、BHP に対してさらに耐性

度が増加した。しかし、H2O2 に対する耐性は、どちらの株でも回復しなかった。  

KT 株と KT-oxyR1 株の recG 欠損株についても、BHP と H2O2 に対する耐性を

調べたところ、両株共に、recG の欠失は BHP に対する耐性度を特に低下させる

ことが明らかとなった（表 4-3）。H2O2 に対する耐性もやや低下していたが、顕

著ではなかった。KT 株における recG の欠失は、BHP に対する耐性に関して、

同株における OBD の欠失と同程度に影響したが、KT-oxyR1 株では、その影響

が KT 株ほどではなかった。このことは、OxyR が標的遺伝子のプロモーター上

流領域に結合する際に、野生型 OxyR と変異型 OxyR では、RecG が果たす役割

が異なる可能性があることを示すものと考える。加えて、OBD の欠損株におい
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ても、recG の欠失が更なる過酸化物に対する耐性度の低下につながったことか

ら、OxyR と RecG は、互いに協同的に働くと推測された。  

各株の有機溶媒に対する耐性を調べるために、キシレン重層下でのコロニー

形成能について検討した。結果を、図 4-5 に示した。ahpC プロモーターの OBD

を欠失した場合には、有機溶媒耐性が顕著に低下することが分かった。 

 

A                                      B 

 

図 4-5. 変異株のキシレン耐性  

A, OxyR 結合部位の損失によるキシレン耐性の影響  

括弧内は導入したプラスミドを示す。ベクタープラスミド pUCP26Km、ahpC

のみを含むプラスミド pUCP26Km-ahpC、および ahpC と ahpF を含むプラスミ

ド pUCP26Km-ahpCF を導入した。3 回の平均値と SD（エラーバー）を示した。 

B, recG 欠損によるキシレン耐性の影響  

3 回操作を行った平均値と SD（エラーバー）を示した。  

 

 

特に、KT 株では OBD が欠失することで、1/10
4 程度にコロニー形成能が低下

した。KT-oxyR1OBD 株では、KT 株の場合ほどではないが、約 1/300 にコロニ

ー形成能が低下していた。有機溶媒の重層下でコロニー形成能が低下すること
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は、エネルギー生産を行う呼吸鎖の電子伝達系が異常を起こし、細胞内で過酸

化水素などの活性酸素種が生成されることから、細胞が死に至る可能性がある。

本研究により作出した OBD の欠損株は、OxyR の活性化による ahpC の誘導が

起こらないことから、細胞内で生じた活性酸素分子が増加して、細胞死に至る

と推測される。KT-oxyR1OBD 株が KTOBD 株よりも生存率が高かったのは、

oxyR の変異によって KT-oxyR1 株において発現量が増加した、他の酸化ストレ

スに関わる遺伝子産物が、キシレンの毒性を緩和しているものと考える。  

有機溶媒の耐性度の低下が、AhpC および（あるいは）AhpF の発現量の低下

によるものであることを検討するために、プラスミドを用いた相補実験を行っ

た（図 4-5A）。ahpC のみを相補した場合と、ahpC とオペロンを形成し、ahpC

の再生に関わる ahpF と ahpC の両方を相補した場合のいずれにおいても、有機

溶媒耐性度の上昇が観察された。KT-oxyR1OBD 株の場合は、ahpC のみを相補

した場合と、両方を相補した場合でほとんど差はなかったが、完全には元の耐

性度に戻らなかった。KTOBD 株では、ahpC と ahpF の両方を相補した場合に、

耐性度が KT 株に近いレベルまで回復した。ahpC のみを相補した場合には、回

復の度合いは低かった。AhpC の還元には AhpF（および NADH）を必要とする

が、ahpC のみを相補した場合に耐性度の顕著な上昇が見られたことから、OxyR

による誘導を受けない場合にも、ahpCF の基礎的な転写があり、それにより生

成された AhpF により、誘導され大量に発現した AhpC を還元することができる

ものと考えられる。一方、recG の欠損は、有機溶媒耐性にほとんど影響しなか

った（図 4-5B）。  

 

 

第３節 考察  

P. putida において、ahpC プロモーター領域の OxyR 結合部位を除去した株を

作製することで、AhpC ペルオキシレドキシンの有機溶媒耐性における機能を評

価できるようになった。ahpC が E.coli の有機溶媒耐性に関わることは、以前に

報告されているが（Ferrante et al., 1995）、本研究により、AhpC が有機溶媒の耐
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性に直接関わっていることを明らかにすることができたと考える。有機溶媒に

よる細胞への影響は、細胞膜への有機溶媒の蓄積により、膜の流動性や細胞内

の pH、あるいは膜電位を変化させる。これにより、細胞死が起きると考えられ

ている。有機溶媒の耐性の獲得は、排出ポンプの発現、膜構成の不飽和脂肪酸

のシス型からトランス型への異性化、Hsp の発現などが関係することが知られ

ている（Segura et al., 2012）。P. putida は、E. coli と比較して高い有機溶媒耐性

を持っており、P. putida KT2440 株の OxyR レギュロンのいくつかの遺伝子がト

ルエンによって誘導され（Domínguez-Cuevas et al., 2006）、フェノールによって

AhpC が誘導されることが報告されている（Santos et al., 2004）。ahpC の OxyR

結合部位の除去により、AhpC が誘導されず、細胞内に生じた過酸化物が分解で

きず、有機溶媒耐性が顕著に低下したものと考えられる。細胞内で生じる過酸

化物は、DNA に障害を与え、変異を導入させることから、細胞分裂ができずに

死に至ると思われる。  

過酸化物を基質とする AhpC の OxyR による誘導が起こらないことで、特に、

アルキル過酸化物（BHP）に対する耐性度が顕著に低下した。oxyR とオペロン

を形成していると考えている recG についても、欠損株を作製して、その影響を

確認した。RecG は酸化ストレスに対して重要な因子であり、OxyR に依存する

遺伝子の制御に OxyR と RecG が協同的に作用する可能性が考えられている。

（Yeom et al., 2012）。また、P. aeruginosa において recG の欠損株により、過酸

化物に対する耐性度が低下することが報告されている（Ochsner et al., 2000）。P. 

putida においても、recG の欠損により、BHP と H2O2 に対する耐性度が低下し、

OxyR の結合部位を削除した場合と recG の欠損した二重変異株では、さらに過

酸化物に対して感受性となった。このことから、oxyR とオペロンを形成してい

ると考えられる recG は、OxyR と協同的に転写を調節していると考えられる。

RecG は DNA の組換えなどに関係している ATP 依存性ヘリカーゼである。本研

究により、酸化ストレスに関係していることが明らかとなったが、有機溶媒耐

性における役割は顕著ではなかった。  
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要約および総括  

 

１）要約  

①DnaK/DnaJ システムは 35℃以上での生育に重要な役割をもつ  

生物において Hsp70 は、タンパク質の立体構造の構築だけでなく、凝集した

タンパク質の脱凝集や立体構造の再構築、組み立て、不要なタンパク質の除去

などのタンパク質の品質管理を行うとともに、タンパク質の輸送にも関わって

おり、ストレス応答や細胞内のシャペロンネットワークの中心となっている。

細菌の Hsp70 ホモログの中で、最も詳細に研究されている大腸菌の DnaK シス

テムは、DnaK、DnaJ、GrpE から構成されており、DnaK は DnaJ（Hsp40）の補

助により、あるいは単独で、リボソームから合成された新生ポリペプチドや変

性したタンパク質の疎水性領域に結合し、露出したポリペプチドの疎水性領域

が互いに凝集することを防いでいる。DnaK に ATP が結合している場合は、基

質ポリペプチドは基質結合ドメインから結合と解離を繰り返すが、Hsp40 によ

る ATP の加水分解の促進が、基質ポリペプチドとの結合を安定化し、Hsp40 と

しては DnaJ、CbpA、DjlA が存在する。また、大腸菌の DnaK 遺伝子変異株、お

よび DnaJ遺伝子欠損株は、いずれも温度感受性を示すことが知られている。我々

の研究室では、これまでに P. putida KT2442 株（KT 株）のトルエン耐性株であ

る P. putida KT2442-R2 株（R2 株）について、全ゲノム配列を決定するとともに、

タンパク質の発現パターンや、リアルタイム PCR や DNA マイクロアレイによ

る遺伝子の発現解析を行ってきた。R2 株は、分子シャペロンとして機能する

DnaK をコードする遺伝子（dnaK）に点変異（dnaK1 変異）をもち、野生株と比

べて温度感受性が高く、35℃以上の温度ではコロニーを形成できない。また、（野

生株においては非ストレス条件と考えられる）通常の培養条件温度である 30℃

で培養すると、KT 株と比較して定常期以降に Hsp を細胞内に蓄積する特徴を持

つ。これは、Hsp の発現を制御するシグマ因子（
32）の、量的および活性の制

御に関わる DnaK の機能不全により、
32 が安定化したためと考えられている。  

本研究において作出した KT 株の dnaJ 欠損株（KTdnaJ 株）は、R2 株と同様
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にすべての生育温度域で著しい増殖速度の低下が観察された。また、35℃では

コロニー形成能が 0.1%程度に、37℃ではさらにその 1/100 程度にコロニー形成

能が低下し、dnaK 変異株の R2 株ほどではないが、高い温度感受性を示すこと

が判明した。他の J-ドメインタンパク質遺伝子の欠損をもつ株（KTcbpA 株、

KTdjlA 株）では、増殖に影響はなかった。dnaJ のアナログとされている cbpA

を、プラスミドにより KTdnaJ 株に導入した場合、35℃では生育の遅延は完全

に回復することはできなかったが、コロニー形成能を回復した。一方、37℃で

は充分に相補することはできなかった。また、djlA はそれらの回復に全く機能

しなかった。このことは、P. putida において、DnaK および DnaJ が生育温度域

の決定に深く関係しており、DnaJ は通常よりも高い温度での生育において、

CbpA や DjlA が相補できない機能をもつことを強く示唆するものである。  

 

②Pseudomonas putida の熱ショック応答 

対数増殖期（OD600 ~ 1.0）の KT 株の培養温度を、様々な温度（33℃、35℃、

37℃、40℃、42℃、45℃、50℃）にシフトし、SDS-PAGE による全タンパク質

を観察することで、タンパク質レベルでの熱ショック応答を確認した。30℃の

培養温度から 33℃へとシフトした場合は、Hsp 量の増加は観察されなかった。

35℃へシフトした場合は、DnaK、GroEL、HtpG のわずかな増加が見られ、Hsp

の増加が確認された。さらに、高い温度の 37℃でも同様な Hsp の増加が見られ

た。40℃、42℃では主に ClpB、DnaK、GroEL、HtpG の増加が見られた。増加

が観察された Hsp の中でも、ClpB については、40℃、42℃、45℃で熱処理の時

間の経過とともに増加が見られるが、P. putida KT2442 株の生育可能な温度の

37℃までは、ClpB の顕著な増加は見られなかった。また、45℃における熱ショ

ック応答を確認したところ、42℃ではタンパク質量の増加が確認された DnaK、

HtpG、GroEL の大きな増加は確認できなかった。しかし、ClpB のみにおいては、

45℃の処理後、時間の経過とともに、他の Hsp と比べて、優先して ClpB 量が増

加していることが確認できた。さらに、高い温度の 50℃の処理では、Hsp だけ

でなく様々なタンパク質の合成も停止しているように見えた。KT 株の各変異株
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で 42℃、45℃の熱ショック応答を確認したところ、どの株でも基本的に 42℃に

おける熱ショック応答は確認され、Hsp（主に、ClpB、DnaK、HtpG、GroEL）

の発現の増加が確認した。高温処理後の生存率が低下する KTclpB 株の熱ショ

ック応答は KT 株と同じであった。しかし、KTdnaJ 株においては、42℃の処

理において、Hsp の誘導が鈍った。dnaK 変異株である R2 株も同様に、42℃で

熱ショック応答が起こったが、KTdnaJ 株と同様に Hsp の誘導が鈍った。また、

熱処理により、elongation factor G（EF-G）と 30S ribosomal protein S1（RpsA）

の二つのタンパク質が、経時的に減少しており、特に KTclpB 株ではそれが顕

著であった。これらのタンパク質の量的調節は、少なくとも転写レベルで起き

ていることが、遺伝子発現解析により明らかとなった。  

大腸菌では、熱ショック応答は、
32 の量の変化に依存することが知られてい

る。ウエスタンブロッティングにより、熱処理による
32 の変化を検出した。KT

株では熱処理前の
32 の量は、低いレベルに抑えられていた。しかし、細胞を 33℃

に 10 分間さらすと、Hsp の増加は観察されなかったが、
32 量の顕著な増加が観

察された。この増加は一時的で、20 分後には低下したが、30 分後では再び増加

していた。リアルタイム定量 PCR により、KT 株で熱処理前後の細胞から調製

した RNA を定量することで、4 つの hsp 遺伝子（clpB、dnaK、htpG、groEL）の

転写量を測定したところ、clpB、dnaK、htpGの発現は、
32 の変化と高い相関を

もつことが明らかとなった。この発現量の上下は、より高い温度では振れ幅が

少なくなり、発現は上昇する傾向があった。しかし、groEL においては、この現

象は見られなかった。groEL の mRNA は 5'非翻訳領域が長く、明確なステムル

ープ構造を少なくとも 3 つもっているのに対して、clpB、dnaK、htpG の mRNA

は、5'非翻訳領域が短く安定な構造をとることは難しい。このことが、mRNA の

安定性に大きく関わることが推測される。  

 

③Pseudomonas putida の CbpA は熱ショックタンパク質である  

 大腸菌の Hsp 遺伝子の多くは、
32 により認識される典型的な熱ショックプロ

モーター配列を持っている。これまでの研究から、大腸菌では
32 の制御下にあ
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る 50 個以上の転写単位のうち、約 3 分の 2 のプロモーターは、最も上流にある

遺伝子の開始コドンの上流 100bp 以内に位置している。P. putida のゲノム配列

から、
32 のプロモーター配列（CTTGAA-n13-17-CCCCATnT）をもつと考えられ

る遺伝子を検索したところ、すでに同定されていた
32 依存性の Hsp 遺伝子のほ

かに cbpA、hfq（host factor-I をコードする PP_4894）、secA（タンパク質輸送に

関わる SecA をコードする PP_1345）が新たに見出された。前述したように、大

腸菌の CbpA は DnaK の ATPase 活性を促進させる DnaJ の、機能的なアナログ

とされる J-ドメインタンパク質であり、cbpAは dnaJ欠損株の成長をサポートし、

凝集タンパク質の再生を補助することが知られている。大腸菌においては、cbpA

の発現は定常期特異的シグマ因子である
S によって制御され、定常期もしくは

リンが欠乏した場合に発現することが報告されている。これに対して、P. putida

では定常期での cbpA の発現量の増加は見られなかった。P. putida における熱シ

ョック時の cbpA の mRNA 量を測定したところ、熱処理前と比べ 2 オーダーほ

ど高く誘導され、熱処理時の誘導は、
S をコードする rpoS の欠損株でも同様に

起こることが判明した。さらに、CbpA タンパク質量は熱処理によって 5 倍程度

増加することが、P. putida の CbpA に対して作製した抗血清を用いて確認するこ

とができた。これらの結果から、P. putida の CbpA は大腸菌とは異なり、
32 依

存性の Hsp であると結論づけられた。  

 

④ClpB は高温耐性と凝集タンパク質の再生に重要であり DnaK システムと協同

して機能する  

分子シャペロンおよび ATP 依存性プロテアーゼの欠損が、P. putida の高温耐

性におよぼす影響を検討した。野生株（KT 株）では、clpB 遺伝子の欠損だけが、

50℃処理後の生存率の大幅な低下を引き起こした。dnaK に変異をもつ R2 株に

おいては、dnaJ の欠損が clpB ほどではないが、生存率を低下させた。また

R2clpB 株は、高温処理で KTclpB 株よりもさらに生存率が低下し、高温耐性

に DnaK システムと ClpB が協同的に働いている可能性が示唆された。 

次いで、熱処理による不溶性（凝集）タンパク質の生成と、その再生につい
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て検討を行った。KT 株を様々な温度（30-45℃）で 30 分間処理し、凝集タンパ

ク質として細胞の不溶性タンパク質を調製した。熱処理前の不溶性タンパク質

を、PMF 法により同定したところ、Porin D や Outer membrane protein OprF など

膜タンパク質が検出された。37℃の処理では低分子のタンパク質凝集体の形成

が見られ、熱処理の温度を高くするにしたがって、凝集タンパク質と考えられ

る不溶性タンパク質の種類と量は増加した。45℃、30 分間の処理により、細胞

内の不溶性タンパク質が 3～4 倍ほど増加したが、その後 30℃で 2 時間程度培養

した後は、かなりの割合で凝集タンパク質の再生が起こっていた。P. putida の

各変異株を同様に処理したところ、KTclpB 株は 45℃熱処理時に生じた凝集タ

ンパク質がほとんど再生されなかった。熱処理により生じた不溶性タンパク質

を、PMF 法により同定したところ、elongation factor G やリボソームタンパク質

S3、同 L5、などの多種多様のタンパク質が不溶化していることが分かった。  

酵母の Hsp104 や細菌の ClpB は、ATP 依存型の分子シャペロンで、生物にお

ける熱耐性や凝集タンパク質の脱凝集に、それぞれ Hsp70 システムや DnaK シ

ステムと協同的に働くことが知られている。P. putida の clpB 欠損株において、

高温の熱処理後にコロニー形成能が大きく低下することは、ClpB の欠失により、

凝集したタンパク質が再生・可溶化できないからであると推定できる。特に、

EF-G やリボソームタンパク質が不溶化して機能を持たないために、clpB 欠損株

が熱処理後にコロニーを形成できない理由の一つである可能性が示唆された。  

また、dnaJ 欠損株においては、熱処理を行う前の 30℃で O/N 培養後の細胞内

に、他の株ではほとんど見出せない数種の不溶性タンパク質が蓄積していた。

解析の結果、それらはリボソームタンパク質であることが分かった。KTdnaJ

株は、熱処理により他の KT 株に由来する株よりも、多くの凝集タンパク質が蓄

積し、特に 200kDa 以上の高分子の凝集タンパク質が蓄積することが分かった。

タンパク質の凝集を防ぐ働きをもつ DnaJ の欠失が、この原因であると考えられ

る。dnaJ 欠損株では、clpB 欠損株とは異なり、凝集タンパク質の再生は起きる

が、200kDa 以上の高分子の凝集タンパク質は再生されにくかった。KTdnaJ 株

に dnaJ もしくは cbpA を、プラスミドにより相補した場合、dnaJ では KT 株と
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同程度、cbpA では dnaJ よりは少ないが、かなりの凝集タンパク質の再生が起き

たことから、cbpA は凝集タンパク質の再生における dnaJ の機能を、一部を相補

できる可能性が示唆された。また、dnaK 変異株である R2 株に由来する株では、

ほとんど不溶性タンパク質が再生されないように思われた。  

 

２）総括  

 P. putida の分子シャペロン遺伝子の機能解析のために、様々な分子シャペロ

ン遺伝子の欠損株を作出し、主に熱ショックによるストレスの影響を調べるこ

とにより解析を進めた。同じグラム陰性細菌の大腸菌の熱ショック応答は、シ

グマ因子の
32 によって制御されていることが知られている。P. putida において

も熱ショック応答は、
32 により同様な制御を受けていることが確認された。し

かしながら、すべてが大腸菌と同一ではないことも明らかとなった。大腸菌で

は
38（

S）に制御されており、定常期に発現誘導される J-ドメインタンパク質

の CbpA は、P. putida では Hsp であり、かつ
32 によって制御されている可能性

が高いことが示唆された。腸内細菌である大腸菌と異なり、P. putida は土壌微

生物であるために、生育環境の違いや転写調節因子の相違から、P. putida は CbpA

を DnaJ の機能を相補できる J-ドメインタンパク質として、独自に進化させたと

もの考えられる。  

熱ストレスによって細胞内に生じる凝集タンパク質（不溶性タンパク質）の

再生・可溶化には、Clp ファミリーの ClpB と DnaK シャペロンチームが関わる

とされている。P. putida においても、同様にその再生の過程に clpB、dnaK、dnaJ

が深くかかわっていることが明らかとなった。非常に高い温度に細胞を曝した

場合、clpB 欠損株では、コロニー形成能が著しく低下し、その際に生じると考

えられる不溶性タンパク質は、大腸菌の欠損株と同様に再生がほとんど起こら

ず、不溶化したままであることが明らかとなった。加えて、dnaJ の欠損は、そ

の菌株の温度感受性を引き起こすこと、リボソームタンパク質の折りたたみに

影響を与えることや、また、熱ストレスにより、高分子の凝集タンパク質の生

成を引き起こすことが明らかとなった。さらに、dnaK における変異も、同様に
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凝集タンパク質の再生を妨げる要因であることが明らかとなった。  

P. putida は高温にさらされたときには、elongation factor G や 30S リボソーム

サブユニットタンパク質 A などのタンパク質合成に極めて重要な役割をするタ

ンパク質の合成を抑制し、停止させると考えられた。熱に不安定なタンパク質

の合成は、細胞にとって今後の生育に悪影響を増大させる可能性があるため、

さらに、高温の場合は、Hsp の合成でさえ停止させると考えられる。加えて、

45℃では細胞内に豊富に存在する Hsp 遺伝子の mRNA の存在は、Hsp 以外のタ

ンパク質合成を妨げる働きをしている可能性がある。  

本研究は、P. putida における分子シャペロンの機能について、熱ストレス応

答を中心に、詳細な解析を行ったものである。P. putida における分子シャペロ

ンが関わるストレス適応機構は、本質的には大腸菌のものときわめて類似して

いるが、それぞれの分子種の機能について生物間での差異が存在し、微生物の

多様性を示唆するものであると確信する。  
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