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序論･

すべ ての 細胞は ､ 生命を維持するため ､
必須の 栄養素を外界か ら取り込み ､ 毒性の強い物質を外界 -

吐き出す必 要がある ｡ こ の細胞内と外界との 間で物質の輸送の多くは肺胞質膜に存在する蛋白質 (輸送

担体 ､ 膜輸送蛋白) によ っ て仲介されて い る ｡ 輸送担体は大きく､ 物理 的 エ ネル ギ
ー. (光な ど) やイヒ学

的エ ネル ギ
ー

( A T P な ど) を物質の 輸送に変換する
一

次性能動輸送体と ､
一

次性能動輸送により形成さ

れたイ オ ン (主と して E
＋ある い はN a ＋) の電気化学的ポテ ン シ ャ ル を別の物質の輸送に変換 する二次性

能動輸送体 とに分けられ る ｡ 二 次性能動輸送体は更に共役イ オ ンと物質の 輸送の方向によ り共輸送体

( シ ン ポ 一

夕
-

､ s ym p o rt e r) と逆輸送体 ( ア ンチ ポ
ー

タ
ー

､ a n tip o r te r) とに分類される ｡ また ､ 特定の

輸送担体を介して い て も共役イ オ ンを必要とせ ず､ 単に濃度勾配に従っ て物質の 輸送を仲介 する促進拡

散担体 ( ユ ニ ポ
ー

タ
ー

, t mi p o rt e r) も 二 次性能動輸送体に含まれる(1) o こ の よう に生物界における普遍

性を持ち つ つも､ 輸送担体の原 子 レベ ルで の 立体構 造と分子レ ベ ル での 物質輸送機構はほと ん ど明らか

にされて い な い ｡ そ の原 因と して ､ 可溶性酵素 にお い ては比較的容易に得られる結晶学的解析に基づ い
･

た立体構造 に関する情報が ､ 膜輸送蛋白にお い て は非常に困難を要する ことが ひと つ 挙げられる ｡ 膜黄

白質は､ 疎水性の 強い月旨質二重層の中に埋もれて い るの で ､ 疎水性部分 に富んで い る ｡ こ の 性質が ､ 三

次元結晶を形成 しにくくさせる 主要因であり ､ 高次構造解析の大きな障壁とな っ て いる ｡ 現在 ､ Ⅹ線結

晶構造解析 により三次元結晶構 造が明らか にされた膜黄白質は数例ある が ､ いずれも親水性部分を複雑

なサ ブ ユ ニ ッ ト構造の 中に持ち合わせ てい るもの で ある ｡ そ
･

れに比べ る と ､ 膜輸送蛋白の中でも二次性

能動輸送体 はその ほとん どが疎水性領域であるため ､ より
一 層の 困難を極める と思われる ｡ それ故､ 現

在の蛋白質工学的研究分野にお い て ､ 二 次性能動輸送体の 三次元立体構造を解明する ことは最も待ち望

まれる課題であると言っ ても過言で はな い ｡

筆者は､ 二 次性能動輸送体の 三 次元立体構造を解 明すべ くその モ デル 系と して ､ 細菌の テ トラサイク

リ ン排出蛋白 ( T etA ) (2 ,3) を取り上げた o こ れは ､ テ トラサイ クリ ン 2 価カ チオ ンキ レ
ー

ト体とH ＋との

1 対 1 の 逆輸送により薬剤を細胞外に排出する膜蛋白で あり( 4) ､ それ故､
テトラサイ クリン/ H

＋
アンチ

ポ ー タ ー ( m et al -t et r a c y cli n e / H
＋
a nti p o rt e r) と呼ばれる ( Fi g u r e 1) ( 5) . T et A が 二 次性能動輸送体の ひと

っ である と いう側面 に加え , 近年臨床上 問題にな っ て い る抗生物質や化学療法剤に対する耐性の 主たる

原因蛋白の ひ とつ で あると いう側面も持 っ て い る ｡ T e t A は薬剤 ( テ トラサイクリ ン系抗生 剤) を肺胞外

へ排出する こ とにより耐性化させる初めて の蛋白質と して 明らかにされ た蛋白である ｡ 排出による薬剤

耐性は､ 現在で は､ 三大耐性機構 (①薬剤分解 ･ 修飾酵素の 産生 ､ ②薬剤作用点の変化およ び薬剤標的

酵素の 生産量増加 ､ ①薬剤の膜透過性の低下) の ひと つ (③に含ま れる) と して認知され(
6 - 9) ､ テ トラ

サイクリ ン 系薬剤以外 に､ 従来①や由ヵ号耐性の主たる原因であ っ た抗生 物質､ 化学療法剤 ･( マク ロ ライ

ド系抗生剤 ､ ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ
ー ル ､ ニ ュ

ー

キ ノ ロ ン剤など) に つ い て も排出による耐性化が様々 な菌

種にお い て見い だ されて い る ( T a bl e i) ( & 1 0 .l l) . また ､ 構造的に共通性の ない種々 の薬剤 (化学療法剤

の ほか ､ 消毒剤な ど毒性物質も含む) を排出し､ 多剤耐性をもたらす排出蛋白もまた様々 な菌痩にお い

て見い ださ れ ､ 近年特に問題視 されて いる ｡ これはち ょう ど晴乳動物の ガ ン繍胞 にお い て多剤耐性を伸

介するP ･糖蛋白 (p ･

g ly c o p r o t ei n) ( 1 2
- 1 4) ある い はM R P ( m ul tid ru g r esist a n ce

･

r el at e d p r o t ei n) (
1 5

-1 8) ､ L R P

(l u n g r e sist a n c e
-

r el a te d p r ot ei n) ( 1 9 , 2 0)が ガンの化学療法上 問題視されて い るのと同様である o P 傭蛋白､

M R P はA T P 加水分解の エ ネルギ ー を利用して ､ 構造上類似性の ない種々 の 抗悪性腫蕩剤を能動的に細胞

外に排出する
一

次性能動輸送体の ひとつ であるが ､
そ の構造機能相関の 解明に向けた研究が多くの研究

グル ー プにより盛んに行われて い る ｡ また､ 二 次性 能動輸送体の
一 種も生体異物排除系の中 に存在し､

ク ロ マ フィ ン額粒やシ ナプス 小胞 にお い て はモ ノ アミ ン輸送体 (C G A T ; ch r o n affi n g r a m lle a m in e

t r a n sp ｡ rte r ､ S V A T ; s y n a p tic v e sicle a mi n e tr a n s p o r te r) が珊脆Fq
,] ､ 胞に濃縮し( 2 1 , 2 2) ､ 腎近位尿細管上皮柵

1 4
-



胞にお い て は有機カチ オ ン輸送体 ( o c T l ; o r g a nic c a tio n 也･

a n s p o rt e r) が尿細管中に排他し､ 無毒化する

(23) こ とが最近示唆され､ 注目さ れて い る ｡

テトラサイク リ ン耐性因子 ( tet遺伝子) の ほと んどはR プラス ミ ドある い はトラ ンス ポ ゾ ン上 に見い

だされ､ 耐性の基質特異性､ 耐性遺伝子の D N A - D N A ハ イ プリダイゼ - シ ョ ン ､ 耐性蛋白の アミノ 酸
一

次

配列の 相同性な どから幾つ かの クラス に分類 されて い る ( T a ble 2) (l l ,2 4 , 2 5) ｡ また ､ . 最近で は､ 排出に

よる耐性以外にも ､ 耐性蛋白が テトラサイクリ ン 分子の標的であるリボゾ ー ム を保護する こ とによる耐

性 ､ 更にはテ トラサイク リン 分子を修飾 (不活性化) する こと による耐性も見い だされて い る■｡ 薬剤排

出を仲介するグラ ム陰性細菌由来の teと遺伝子 は､ クラス A - E と G ､
H に､ グラム陽性細菌由来のt et遺

伝子は､ クラス K とL に分類 されて いる ｡ 前者は構造遺伝子t etA と調節遺伝子tetR とから構成されるの に

射 し､ 後者は梼遼遠伝子しか持 たな い ｡ これ は発現調節機構の相違 によ るが ､ 後者で はプロ モ
ー

タ
ー 領

域と構造遺伝子の 間に存在する リ
ー

ダ
ー

ペ プチ ド コ ー ド領域の ため に翻訳時ア テ ニ ュ エ ー シ ョ ン機構が

作動する(2 6
-

2 8) ｡ 前者にお い て は ､ そ れぞれの遺伝子 は重複した プロ モ ー タ ー 領域か ら逆方向に範写され

る ｡ T e t R 蛋白は通常 プロ モ ー

タ
ー 領域 に重複するオ ペ レ 一

夕
一

領域に結今してい るが ､ 薬剤 を結合する
`

とオ ペ レ 一 夕 一 領域から解離し､ 両遺伝子の 発現が誘導される (F ig u r e 2) (2 9) o

と こ ろ で ､ テトラサイクリ ン分子が どの ように して繍胞内に進入する かと いうことがつ い 十数年前ま

で議論の 的とな っ て い た o と い うのも､
テトラサイ ク リン 感受性蘭では テトラサイクリ ン分子が エ ネル

ギ
ー

依存的に取り込まれ蓄積される の に射 し､ 耐性菌で は蓄積量が減少する ことが観察されて いた(3 0)の

で ､ 当初 ､ 細菌の 細胞質膜には耐性菌で は機能が抑制されるテ トラサイ クリ ンに特異的な誘導性の 能動

的取り込み系が存在すると考え られて い た ｡ しかし ､ こ の 考えに反 して ､ 耐性を仲介する蛋白が発見さ

れたの に射 し､ 能動的取り込み系はつ い に発見される にい たらなか っ た の である ｡ この 間題 に対する回

答は､ 黄白成分を全く含まな い リポソ ー ム を用い る こと によ っ て得られた(31) ｡ 内部p H が外部よりも高い

人工的な △p H によ っ て テ トラサイ ク
l) ン 分子はリポソ ー ム 内部 に取り込まれるの で ､ 柵胞にお い て は､

繍胞膜に形成さ れる △p 引 こ依存して電気的に中性の 分子型テトラサイクリンが脂質二重層を単純拡散す

る こと によ っ て 蓄積が起 こるこ とになる ( Fig u r e i) ｡ つ まり､ 薬剤の細胞内 へ の取り込みは特定の輸送

担体 を必要とし ない ことが明らかにな っ た o また ､ テトラサイ クリン分子の 3 つ の解離基のp K a 値(3 2 -3 3)

か ら推測する と､ 弱アル カリ性の細胞内にお い て は､ H ＋を解離 し1 価の ア ニ オ ン塾 となり ､ M g 2 十な どの

2 価カチ オ ンとキ レ ー ト して蓄積されて い る ｡ そ して ､ 耐性菌にお い て はテ トラサイクリ ン排出蛋白が

その キ レ
ー

ト体 をプロ ト ン との 逆輸送により肺胞外 へ 輸送する ことになる (F ig u r e i) (5 ,3 1) 0

筆者の テ トラサイクリ ン排出者白の 立体構造と 輸送機構に関する研究では ､ トラ ンス ポゾ ンT n l O に由

来するクラス B の排出蛋白 ( T e 仏(B)) を用 いた ｡ クラス A - E とG ､ H の T e 仏 はアミノ 酸
一

次配列にお

い て 互 い に高 い 相同性を有 し､ 同
一 の祖 先蛋白か ら進化した ことを窺わせる ｡ T e 仏(B) は ､ 4 0 1 個の アミ

ノ 酸残基から構成される( 34 ,3 5 )が ､
ハ イ ドロ パ シ

ー 解析( 35) ､ プ ロ テア ー ゼによる蛋白限定分解( 36) ､ 抗体

結合性実験の結果( 37) ､ ア ル かJ 性フ ォ ス フ ァ タ
- ゼ融合蛋白の 解析糖果( 3 8)等により､

グラム陰性細菌

由来の T e 仏 に つ い て は多くの 二次性能動輸送体に共通の繍胞質膜を1 2 回貴通する二次構造が推定されて

い る ( Fi g u re 3) .

一

般 に1 2 回貴通塾 二次性能動輸送体 は細胞質側の中央の親水性ル
ー プ領域を境と し

て 6 本ずつ にか ら成る 2 つ の領域に分けられ､ こ れ らの 間にアミノ 酸
一

次配列の相同性が見 られる こと

から ､ 6 本の 膜貴通領域を コ
ー

ドする祝先遺伝子がt a n d e m d u p lic atio n に よ っ て現在の遺伝子が形成され

たと いう説が唱えられて い る(3 9 ,4 0) ｡ ･ 特にT e 仏 では N 未側半分が α 領域､ C 未側半分がβ領域と呼ぼれる

が ､ やはり両領域 は互 い に相同 であり ､ 原始 α 遺伝子が重複 し ( α / α) ､ 派生 する ( α/ ♂) ことに

よ っ て te t4 遺伝子が生 じたと推測さ れて い るo
一 方､ グラム 陽性細菌由来の蛋白につ い て は1 4 本の膜貴

通領域を持つ 二 次構造が ハ イ ドロ パ シ ー 解析により推定され( 4 1) ､ N 末側6 本の膜貴通領域で グラム 陰性

細菌型の排出蛋白と相同性が比較的高 い ことから ､ t a n d e m d u p lic ati o n に依らずに､ 原始 α ( 6 本の膜景
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連領域をコ ー

ドする) に全く由来を別にする原始β ( 8 本の 膜貫通領域 をコ
ー

ドする) が融合し生 じた

とされて い る( 10 ,4 2) . と こ ろが ､ C 未側8 本のうち後半の 6 本の 膜貴通領域は低い ながらもグラム 陰性価

菌型の排出者白と相同性を示して い るの で ､ 原始 α のt a n d e m d up lic atio n とともに2 本の余分な騰貴通領

域が中央に挿入され て 1 4 本膜貴通塾が生 じた の かも しれな い ｡ ある い はその 余分 な2 本は膜を貴通せ

ず､ 膜貴通領域は全部で 1 2 本である可能性も考えられる(l l) ｡

こ の よう な黄白の進化論は ､ アミノ 酸配列の相同性 ､ 特に､ 幾 つ かの 保存性アミノ酸残基 によ っ て構

成される モ チ
ー

フがその根底にある と思われる(4 3- 4 8) ｡ ユ ニ ポ ー タ
ー

､ シ ン ポ
一

夕
-

､ ア ンチポ
ー

タ
ー の

ほとん どが1 2 本の 膜貫通領域 を含む共通の 二次構造を持つ ことで さえも ､
こ れら 3 種の 二次性能動輪送

体がそれぞ れ別々 に発生 し､ 進化したもの とは考えにくい ｡ こ の考えを裏付けるかの ように ,
これら3

種には共通の保存性配列モチ ー フが数種存在 してい る. しかも ､ t a n d e m d u p lic atio n 説に
一 致 して ､ こ の

ような モチ ー フ の 多くは蛋白の N 未側半分と C 東側半分の 相好応する位置に存在して いる ｡ これらの こ

とは ､ これ ら3 種の 二次性能動輸送体が同
一

の祖先輸送担体から進化したこ とを物語る のと 同時に､ 基

本的に同
一

の メ カ ニ ズム によ っ て ､ 基質輸送およびイ オ ンとの共役が説明される ことを強く示唆して い

る ｡

そ こで ､ 本研究で はまず､
二 次性能動輸送体保存性配列モ チ

ー フの 中で最も保存性アミノ 酸が集中す

る ､ Gl y
- Ⅹ- Ⅹ- Ⅹ- A s p

- A r g
･ Ⅹ - G l y

- A r g
- A rg モ チ

ー

フ( 43 ,4 4) の役割に つ い て解析した . こ の モチ ー フは塩基性残

基が多い中に酸性残基が ひと つ 存在すると いう特徴を持ち､
1 2 本渡貴通型､ 1 4 本院貫通型 (現在のと こ

ろア ンチポ
ー

タ
ー の み) を含め ､ ほとん ど全ての 二 次性能動輸送体の第 2 膜貴通領域と第3 膜貴通領域

と を結 ぶ細胞質側親水性領域 ( ル
ー プ2 -

3) に保存されて い る ｡ また 更に､ 1 2 本膜貴通型 では C 東側の

第8 膜貴通領域と第9 膜貴通領域とを結ぶ細胞質側親水性領域に､ 1 4 本院貴通型ア ンチ ポ
ー タ ー で は第

1 0 膜貴通領域と第1 1 膜貴通領域を結ぶ領域にも 同種のある い は類似のモチ
ー

フが保存され( l l) ､ t a n de m

d u p lic ati o n 説を支持する結果にな っ て いる ｡ 当研究室で はすで にT etA(B) の G l y
･ Ⅹ- Ⅹ- Ⅹ - A s p

I A r g
- Ⅹ- G ly

- A r g
-

A rg モ チ
ー フ に含まれる ､

S e r 6 5 およびA s p 6 6 残基の部位特異変異導入解析が行われて いる(
4 9) ｡ こ の連続

する 2 残基は ､ 排出を仲介するT et A の全て に保存され て いるの で ､ C b o p r a が基質の認識結合部位である

と考えて い たもの であ っ た( 50) ｡ 変異導入解析では ､ 6 6 位負電荷が機能に必須である こと､ s e r 6 5 はそれ

自体必須で はない が ､ c y s 6 5 変異体がS H 修飾試薬に より修飾側鎖容積 に依存した活性阻害 を受ける こ

と､ こ の活性阻害が基質 によ っ て保護されない ことが見 い だされた ｡ その結果から ､ s e r 6 5
･ A s p 6 6 は基質

結合部位と言うよりはむ しろ ､ 6 6 位の負電荷が輸送過程にお い て基質と
一 時的に相互作用 して いる と考

えられ､ こ の q:
'

チ
ー

フ を含むル ー

プ2 -3 は基質透過経路の入り口に相当する ゲ
-

.
トと して機能して いると

推定された( 49) o こ の 興味深 い清果を受け､ 本研究で はル
ー プ2 - 3 を構成する全 アミノ酸残基に目 を向

け､ 部位特 異変異導入解析を通 して個々 のア ミ ノ酸残基の重要性を評価 し､ 改め て この モチ
+
フ の役割

を考察した ｡

現在の 膜蛋白質の構造機能研 究では ､ 部位特異的変異導入による解析 が依然主流であるが ､ 最近､ 抑

圧変異体の 解析もまた有用である ことが種々 の 蛋白の 解析を通して 証明されてきた ｡ こ こで の抑圧変異

体とは､ あるアミノ酸置換によ っ て機能が消失ある い は低下 した変異体から分離される機能回復を起こ

した変異体 を意味し､ とりわけ第
一 の ア ミノ 酸置換 により低下 した機能が別部位の第二 の ア ミノ酸置換

によ っ て 回復 した ( つ まり ､ 第
一 変異が 第二変異により抑圧 された) 変異体 (p s e u do

-

r e v e rt a n t) を重要

視 して い る . と いうの は ､ これ により第
一

変異部位の アミ ノ酸残基と第二 変異部位のアミノ 酸残基が構

造的に近い こと ､ 変異により第
一

部位で 失われたア ミ ノ酸残基と第二部位に生 じたアミノ 酸残基とが機

能的に等価である ことな ど ､ 構造的機能的連 関が
一 般的 に示唆さ れるからで ある . ル

ー プ2 - 3 の研究で

は ､ 多くの 部位特異変異体を作成 し､ その中に機能が消失あるい峠低下 した変異体が新たに塊つ か見い

ださ れるこ と にな る ｡ そ こで ､ そ の うちの ひと つ (7 0 位A r g 残基の 変異体) を選び ､ 抑圧 変異体の分

- 6 -



髄 ､ 解析 を行うことに した｡ 結果は上記の ように単純に解釈されるもの で はなく､ 第二変異が黄白の コ

ン フ ォメ - シ ョ ン変化を催すと い っ た遠隔的な効果 を第 一 変異部位近傍 に及ぼして いると解釈された .

また
､
以上の 7 0 位残基に関する部位特異的変異導入 による解析と抑圧変異体の 解析によ っ て ､ ル

ー

プ

2 - 3 の G l y
- Ⅹ- Ⅹ - Ⅹ - A s p

- A rg- X
- G ly

- A r g
- A r g モ チ

ー フ と､ これ に隣接する)I , - プ4 -

･5 に存在するA sp
- X - Ⅹ - Ⅹ- X -

Ⅹ- Ⅹ- A r g モ チ
ー

フとの相互 作用が示唆された の で ､ こ の 可能性 につ い ても若干の検討を加える こ とにし

た ｡ A s p
- Ⅹ- Ⅹ- X - Ⅹ- Ⅹ- X - A r g モ チ

ー

フもほとん ど全て の 二次性能動輸送体に保存される興味深い モチ
ー

フ の

ひと つ である(4 4) ｡

抑圧変異体の解析 を更に膜貫通領域 に存在する酸性残基 に つ い て も行っ た ｡ T e 仏(B) の 膜貴通領域には

4 つ の 荷電ア ミノ酸残基が存在し ( F ig u r e 3) ､ い ずれもグラム陰性細菌由来の T e 仏 ( クラス A
- E

､

G ､ H) に保存されて い る ｡ 当研究室で はすで にこ れ ら 4 つ の保存性残基の 部位特異変異導入解析が行

われており､ その重要性が指摘されて い る(5 1) o 第 8 膜貴通領域のfli s2 5 7 はT etA(B) に存在する唯
一 重要

なH i s残基 である( 52 , 53) ｡ 現在は否定され て い る が ､ 大腸菌テ クト - ス 輸送体 の膜貴通領域 に存在する

Ⅲi s3 2 2 残基がH ＋輸送に必須であると いう考え( 5 4
-

6 3) に基づ い て ､ T et A(B) の H i s 2 5 7 は他の1 9 種類の アミ
`

ノ酸残基に置換された ｡ しか し､ 結果はむ しろ ラク 下 - ス輸送体の 場合と同様 に､ E ＋輸送 へ の直接助な

関与を否定するもの であ っ た( 6 4 ,6 5) ｡ しか しなが ら､ 2 5 7 位は基質特異性に関与する こと ､ H is 残基以外

で は活性が 著しく低下または消失する ことか ら依然 として その重要性は注目すべ きもの で ある ｡ 残りの

3 つ の荷電残基はすべ て A s p 残基で ､ 第1 膜貫通領域の A sp 1 5 ､ 第3 鹿茸通領域の A sp 8 4 ､ 第9 膜貫通領

域の A s p 2 8 5 である ｡ A s p 1 5 やA s p 8 4 で はA s n 置換で反転膜小胞で の テトラサイク リン輸送活性が著しく低

下するもの の ､ 中程度の テトラサイクリ ン耐性を与える ことができるの に対 して ､ A s p 2 8 5 の A s n 変異体

は輸送悟性が完全 に消失 し､ また薬剤 耐性も全く与えな い と いうように､ A s p2 8 5 は膜貫通領域の 3 つ の

酸性残基の 中で最も重要な役割を果た して い る ｡ これらの解析結果から､ 3 つ の A s p 残基 は基質 (テ トラ

サイ クリ ン ー 2 価カ チオ ン キレ
ー

ト体) の認識結合 に関与 し､ A s p 2 8 5 は更に共役イ オン ( H
＋) の 輸送に

も関与 して い ると考えられた(51 ) ｡ 本研究で は､ A s p 2 8 5 の A s 且変異体をから薬剤耐性を与えることができ

る抑圧復帰変異体 を分離 し､ そ の解析 を系統的に行 っ た ｡ こ の解析 では ､ 第2 変異として酸性残基の導

入が同定さ れ､ 膜貴通領域の酸性残基の 重要性を示すと共に､ 第
一

変異部位と第二変異部位 との 間での

機能的､ 構造的関係が明らかにされた ｡

以上 の 部位特異的変異導入解析､ 抑圧変異体の 解析の 結果から ､ テ トラサイ クリ ン/ H
十
ア ンチポ

ー ト

の 分子機構 に関して ､ ある作業仮説を提出する ｡ しか し､ こ の モ デルの 中で示 される残基間の相対的な

位置関係や機能残基の役割を証明する ためには､ T e t A の 三 次元 立体構造の解明が必要である ｡ その ため

にはまず､ 目的蛋白を迅速に､ 大量にか つ適度な純度で得る系を準備する必要がある ｡ そ こ で ､ 本研究

で ､ T et A(B) の大量発現系の構築､ 精製
･ 再構成系の 確立 を行 っ た｡ T e t A(B) は マ ルチ コ ピ

⊥
プラスミ ド上

で発現させると耐性度が低下する､ い わゆる負の 遺伝子量効果(6 6
･ 6 9) を示すの で ､ これまで安定な大量発

現系は報告されて い なか っ たが ､ tet A 遺伝子をte tR 支配下か ら切り放し､ マ ルチ コ ピ
ー プラス ミ ド上の] a c

プ ロ モ ー

タ
ー 支配下 に置き､ ] a clq 変異大腸菌株を宿主とする ことで ､ 安定な大量発現系を得る ことがで

き､ 大きな進展を見せた ｡ また ､ 内膜を適当な界面清性剤で 可溶化後､ D E A E イオ ン交換ク ロ マ トグラ

フィ
ー

により 一 段階で活性を保持 したまま精製する系を初めて確立 し､ 結晶化の ための蛋白標品を調製

する系と しても有用なもの とな っ た ｡ 最初にも述べ たように膜蛋白質は
一

般に疎水性が強い の で ､ 三次

元結晶を形成 しにくい ｡ 従 っ て ､ 親水性部分を多くすれば､ その部分が い わゆる ｢ たね+ と な っ て結晶

化 を促進される と期待され る ｡ そ こで ､
三次元結晶構造既知の可溶性酵素 ( ジ ヒ ド ロ 葉酸還元酵素､ β

-

ラクタ マ
- ゼ) を選び､ T e 仏 との融合蛋白大量発現系の構築を行 っ た｡ 3 種の融合蛋白遺伝子を作成し

たと ころ ､ いずれも融合蛋白の 大量発現が確認され たの で ､ 可溶性酵素部分を用い てア フィ ニ ティ精製

する ことを試みた ｡

- 7
-



また ､
T e 仏大量発現系を用い て ､

T et A の 二分割発現を行 っ た ｡ L e v y の グル
ー プは α領域に機能的欠失

の あるT etA とβ領域 に機能的欠失のある T e tA を同時発現させると 械能が相補さ れると報告 して い る(
7 0 1

7 3)
｡ こ の ことは別々 の ポリ ペ プチ ドに由来する正常な α 領域とβ領域とが相互作用し ､ 活性中心を形成

して い る こ とを示 し､ T e tA が少 なくとも 二量体 を形成 して い る ことを示唆して いる( 7 2) ｡ ま た ､ R u b i n

a n d L e v y は ､ t e t A(B) 遺伝子中央 にフ レ
ー ム シ フ トを導入 した変異遺伝子が部分的にテトラサイクリ ン耐

性を付与する こ とを観察し ､ α 領域 とβ領域との 間の相互作用が 更に示される こととな っ た( 7 4) ｡ しか

し､ こ の 実験で はβ領域 ペ プチ ドの 開始点が明確で なく､ ペ プチ ド自身の検出も行われて い 飢
､
｡ こ の

点を改善するため ､ t et A(B) 遺伝子を蛋白中央の 細胞質側親水性領域 に相当する部位で明確に 二分射し､

そ れぞれの遺伝子断片を] a c プ ロ モ ー

タ
ー 支配下 に置き､ α 領域､ β領域の それぞれ の単独発現系と両領

域の 同時発現系を構築した ｡ 分割されたペ プチ ド断片は免疫学的手法により確認され､ 細胞質膜 へ の分

子集合とテトラサイク リ ン輸送括性 につ い て 検討された ｡

最後に､ 近年開発された新規テ トラサイクリ ン系抗生剤 ､ グリ シル サイクリ ン(7 5) の 評価を行っ た ｡ グ

リシ ルサイ クリ ンはメチ シ リン 耐性草色ブドウ球菌 など従来のテ トラサ イクリ ン耐性菌に対 して優れた

抗菌力を発揮する ことが知られ ､ 注目されて い る ｡ 本研究で はグリシ ルサイ クリ ンが了e 叫 B ) を誘導する

か どうか ､ つ まりT etR と相互作用するか どうか ､
また ､ グリシ ルサイクリ ンが T e 仏(B) の輸送基質と成り

うるか どうか につ い て検討した ｡

-

8
-



T a b l e l ･ D i s t r i b u t i o n o f a n ti b i o ti c/ Ⅹe n o b i o ti c e 組 ⅦⅩ p r o t ei n s .

C l a s si fi c a ti o n E ffl u x P r o te i n S u b st r a t e D i s tri b u ti o n R e f e r e n c e s

Ⅰ. M aj o r r a cilit a t o r s up e rr a m ily

( 1) 1 2
- tr a n s m e m b r an e - ty p e T e tA( A) ,( B) , ( C) ,

”) ,( E) , ( G) , ( H)

C m l A

B c r

E m I D

N o r A

t e t r a c y cli n e s

c hl o r a m pI l e n i c o l

b i c y cl o m y c l n

m tlltid r u g

n e w q u l n Ol o n e s ,

m ultid r u g

B m r 皿 ultid r 喝

B lt m ultid r u g

L m r P m u ltid r u g

C m r P c b l o r a m p b e n i c o l

C m l R c h l o r a m p h e n i c o l

C O A T m o n o a m l n e S

S V A T m o n o a m l n e S

C o l o r g a n i c c a ti o n s

G r a m - rl e g a ti v e b a c te ri a

P s e u d o m o n a s a e r u g i n o s a

E s c h e ri c h i a c o lt

E s c h e fi c h i a c o lt

S ta p h y l o c o c c u s a u r e u s

S e e T a bl e 2

7 6 - 7 8

7 9

8 0

8 1 - 8 4

B a c ill u s s u b iili s 8 5 - 8 7

B a c ill u s s u b tili s 8 8

L a c to b a cill u s l a c ti s 8 9

R h o d o c o c c u s Jzz s c i a n s 9 0

S ir e p t o f n y C e S li v i d a n s 9 1

c h r o m a ffi n g r an u l e s 2 I

s y n a p ti c v e si c l e s 2 1

r e n al p r o xi m al t u b ul e s 2 3

( 2) 1 4
- tr a n s m e m b r a n e - ty p e Y e t( K) , G .)

Q a c A , Q a c B

E m I A B

M m r

T c m A

･L m I A

A c tI トO R F 2

A c tV A - O R f l

P u r8

C m (汁

t e tr a c y cli n e s

m ultid r u g

m ultid r n g

m e th y l e n o m y ci n A

t e tr a c e n o m y ci n C

li rl C O m y C l n

a cti n o r b o di n

a cti n o r h o di n

p u r O m y C l n

c e p b a m y c l n

G r a m -

p o siti v
e b a c t e ri a S e e T a b l e 2

S ta p h y l o c o c c u s a u T e u S 9 2 - 9 5

E s c h e ric h i a c o li 9 6
.
9 7

S tr e p i o m y c e s c
o e li c o l o l

･

9 8

S tr e p to ′町 C e S g l a u c 由 c e 乃 S 9 9
,
1 0 0

S ir e p to m y c e s h
l

n c o l n e n si s 1 0 1

S tr e p i o m y c e s c o e li c o l o l
･

1 0 2

S ir e p t o m y c e s c o e li c o l o l
' 1 0 3

S tr e p t o m y c e s a lb o n ig e
f 1 0 4

N o c a r di a l a c ぬJ n d u r a n s 1 0 5

ⅠⅠ. 7 - tr a n s m e m b r a n e - ty p e T e t B ( T et3 4 7 , t e tr a c y c li n e s S tr e p
to l n y C e S ri m o s u s 1 0 6

,
1 0 7

0 tr B)

Ill . 4 - tr an s m e m b r a n e - ty pe E m r E ( E b r , M v r) m u ltid r u g

Q a c E m ultid r u g

Q a c C / D ( S m r , E b r) m u lti d r u g

E s c h e ri c h i a c o li

K l e b si e ll a a e r o g e n e s

S ta p h y l o c o c c u s a u T
'

e u S

1 0 8
,
1 0 9

1 1 0

1 1 1 - 1 1 3

I V . R N D f a m ily

( r e si s t a n c e - n o d tll a ti o n
I

di v i si o n)

A c r A B

E n v C D ( A c r E F)

M e x A B - O p r M

M t r C D E

m u ltid r ll蛋

m ul tid n l g

m n ltid r u g

m u ltid r 喝

E s c h e ri c h i a c o lt

E s c h e ri c h i a c o li

P s e u d o m o n a s a e l
･

u g m O S a

N ei s s e l
･

i a g o n o r l
･

h o e a e

1 1 4
,
1 1 5

I

1 1 4
,
1 1 6

1 1 7 - 1 2 3

1 2 4
,
1 2 5

V . A B C s u p e rf am ily M s rA

D Ⅱ A B

T lr C

C a 工A

S m B

O l e C

T n r B

A rd l

m a c r oli d e s

d a u n o rt lb i °i n
,

d o x o r u b i °i n

ty l o si n

c a rb o m y c l n

S p l r a m y C l n

ol e a n d o m y c l n

te t r o n a si n

A 2 0 1 A

S ta p h5
,l o c o c c u s e p i d e r m i di s

S tr e p to t n y c
e s p
e u c e ti u s

S tf e P t O m 3
1 C e S P a di a e

S tr e p t o m y c e s ih e r m o ih ol e r a n s

S ir e p t o m y c e s a m b oftz ci e n s

S tr e p f o m y c e s a n ti b z
l

o ti c u s

S t r e p to m y c e
s l o n g i s p o r oj 7 a v u s

S lf e P tO m y C
e S C a P r e O l u s

1 2 6 - 1 2 9

1 3 0

1 3 1

1 3 2

1 3 3

1 3 4

1 3 5

1 3 6
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T a b l e 1 ( c o n ti n u e d)

M d l m u lti d ru g (?) E s c h e ri c hi a c o l z
.

1 3 7

P -

g l y c o p r o t ei n s m ul d d r ug ( a n ti c a n c e r m am m al s 1 2 - 1 4

d m g s)

M R P/ G S - X p u m p m ul ti d r u g ( a n ti c a n c e r m a m m al s 1 5 - 1 8
,

d r u g s . g l u t athi o n e 1 3 8
,
1 3 9

c o nj u g a t e s)

u ミP m u l ti d r u g ( a n ti c a n c e r m 弧 m al s 1 9
.
2 0

d n ユg S)

M O A T o rg a n i c a n i o n
s li v e r c an ali c ul a r m e m b r a n e 1 4 0

.
i 4 1

V I . R e g u l a to r M a r o p e r o n m u ltid r u g E s c h e T
･

i c h i a c o li 1 4 2 - i 4 6

R a m A m u ltid r u g K l e b si ell a p n e u m o n i a e 1 4 7

T a b l e ま. C l a s si fi c a ti o n a n d d i s t rib u ti o n o f t e t r a c y c li n e r e s is t a n c e d e t e r m i n a n t s i n

m i c r o o r g a n i s m s .

C l a s s M e ch a nis m D ist ri b u ti o n R e fer e n c es

B n u x h t e r o b a ct 由 ac e a e
,
A e r o m o n a g

,
Vi b l ･i o

,
P se u d o m o n a s

瓦阻u x E 瓜e r o b a cte d a c e a e
,
H a e m op h il u s , Vi b ri o , Y e rsi 7u

'

a

E ft h x E 瓜e r o b a ct ed a ce a e
,
Vi b ri o

,
P s e u d o m o n a s

Ef n u x E 山e r o b a ct eri a c e a e
,
A e r o m o n a s

,
Ⅵb ri o

,
P a gt e u rell a

E m tl X A e r o m o n a s
,
E s ch e ri ch i a c olt , Vib ri o s al m o ni cid a

班I u x Ⅵb ri o a ng u ill aT u m

a n u x P m t e u r ell a m ult o cid d

E ffl u x S t ap hy lo c o c c u s , E n i e r o c o c c u s , S t r ep t o c o c c u s ,

P ep t o st re p to c o c c 弘T

E m u x B a cill u s
,
S t a p hyl o c o c c u s , E n t e r o c o c c u s , S tr ep t o c o c c u s ,

P ep t o st re p t o c o c cz m

M R ib o s o m al p r o te c ti o n

0 R ib o s o m al p r o t e c d o n

P F n u x 良 R ib o s o m al

p r ot e c 也o n

Q R ib o s o m al p r o t e c ti o n

S R ib o s o m al p r o t e c ti o n

X の M o difi c a 也o n ＋ Erfl u x

Cl o si ridi u m , E n i e r o c o c c u s , St ap hyl o c o c c us , St r ep t o c o c c u s ,

P ep t o si r ep t o c o c cILg ; N eis s e ri a , M y c op la T m a , U re q
)la s m a

･

H a e m o p hil u s , C a m p yl o b a c te r , G a r d n u ell a , K i n g ella ･

E ik e n ell a
,
V eill o n ell a

,
F u s o b a ct e ri u m

C L m P yl ob a cl e r; L m i o b a cill w , Si r ep i o c o c c u s , E n t e r o c o c c w

Cl o s かidi u m p e rP i n g e n s

B a c te r oid es

Li stq ri a m o n o cyt o g e n es , E n t e r9 o c o c czLS f u c alis

B a ct e r o i d es fr a gilis ( cry p d c)

14 8
,
1 4 9

3 4 β5 ,1 5 0 ,1 5 1

15 2 -1 5 4

1 55 -1 5 8

15 9 -1 6 1

1 62
,
1 63

1 64

2 6
,
2 8

,
4 1

27
,
1 6 5 - 1 7 2

17 3 -1 7 9

1 80 - 18 2

1 83 - 18 5

1 8 6
,
1 8 7

1 8 8
,
1 8 9

1 90 -1 94

- 1 0 -
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T H 2 ヰ
⊥
T H

-

帽 S Pir at o ry

T

g H ＋

チ
Mg
2 ＋

T et A

ch ai n H
＋

cyt o pl a s m

i n n e r m e m b ra n e

p e ‖pl a s m

H
＋

Fig u r e l ･ M e ch a n is m o f A p 臥 d e p c n d e n t t e t r a c y c 血 e a c c tl m td a ti o n in c ells a n d m e t al
･ t et r a c y cu n e m

＋

a n tip o r t b y T et A . T etr a cy cli n e diffu s e s a cr o s s th e i m er m e m b r a n e a s a p r o t o n at e d , el e ct ri c al ly n e u tr al f o rm

叩i 2) ･ A m o n ∝ ati o ni c ch el at e c o m pl e x CrI 別 g
'

) of a m ag n esi u m i o n a n d an an i o ni c f o r m Cr H
-

) i s

a c c u m ld at e d i n tet r a c y clin e
- s u s c ep ti bl e c ells ･ I n t etr a c y cli n e ィ esist a n t c ells , a TI瓜4g

＋
c o m pl e x is e x clu d e d

th r o u gh an el e ctri c all y n e u t r al 1 :1 e x ch a n g e w i th a p r ot o n b y T e t A (5 , 3 1) .

H
＋

斑蒜麺麹
H
･iF

2

T H
‾

9 et 用

M g
2 ＋

㊨
鱒 -

q qq8 -

@
@

@

W

渉

＋ T H

S g
'

/
昔etA

三富斑冨芯

㌢塩
Fig u r e 2 ･ M e c h a n is m o f r eg tlla ti o n of th

e t e t r a cy cli n e r e sist a n c e d et e r mi n a n t s f r o m G r a m
･ n eg ati v e

b a ct e ri a . h th e ab s e n c e o f t et r a c y clin es , di n e rs of T et R , e n c o d e d b y th e te lR g e n e , bi n d t o t w o t an d e m le t

op e r at o rs (o 1
an d 0
2) l o c at e

d b e t w e e n th e te ll a n d t e lR g e n es ･ T h e g e n e s h a v e di v e rg e n t p ola ri tie s an d a r e

tr an s c ri b e d fr o m o v e rl a p pin g p r o m ot e rs ･ T e tr a cy c h n
e - M g
2 ＋
c o m pl e x 汀ⅡM g

＋
) bi n d s t o th e r ep r e ss o ト OP e r at O r

c o m pl e x an d bi gg e rs a c o n f or m a ti o n al c h a n g e i n T etR s o
th at e xp r e s si o n o f th e tet g e n e s is i n d u c e d (2 9) I

- l l
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第 1 章 材料と方法

第1 節 実験材料

1
. 菌株とプラス ミ ド

実験に使用 した大腸菌株 をT a ble 1 - 1 に示した ｡ すべ て大腸菌K -1 2 株由来の もの である ｡

T a b l e l ･ l ･ G e n o t y p e o f E s c h e ri e h i a c o Zi s t r a i n s .

S t r ai n G e n o ty p e R ef er e n c e

T G I A (la c , p r o A B) , s u p E , t hi, h sd D 5 / F t r a D 3 6 , p r o A
十B ＋

,
la clq Z △ M 1 5 1 97

w 3 1 0 4 ri f

M V l 1 8 4

g al T1 2 , rp o B A
-

F
-

1 98

A (la c , p r o A B ) , a r a , st r A , th i , ( i 8 0 la c Z A M 1 5) , A ( s rl , r e c A)3 0 6 :: T n l O / F 1 99

t r a D 3 6
, p r o A

＋B ＋
,
l a clq Z A M 1 5

J M 1 0 9 r e c A l
,
e n d A l

, g y r A 9 6 , th i , h s d R 1 7 , s up E 4 4 , r elA l , A
-

,
A (la c , p r o A B) / F

f

2 00

ir a D 3 6 p r o A
＋B ＋la c l q Z A M 1 5

J M l 1 0 d a m , d c m , h s d R 1 7 , s u p E 4 4 , th i , le u . rp s L , l a c y , g al K , g al T , a r a , t o n A th r ,
20 0

t s x , A (la c , p r o A B) / F
-

i r a D 3 6
, p r o A

＋B ＋ ･ la clq Z △ M 1 5

C J 23 6 d u t J
,
u n g

- 1 , r elA l , thi - 1 / p C JI O 5 ( c am
r F ) 2 01

,
2 0 2

B M H 7 1 11 8 m u i S A (la c , p r o A B) , i hi , s up E , m ut S 2 1 5 :: T n l O / F tr a D 3 6 , p r o A
＋B ＋

,
la c l q Z △ 2 01

,
2 0 2

M 1 5

R B 7 9 1 W 3 11 0 Jαcβエβ 20 3

D K 8/p B W U 13 △u n c B - C
,
ilv:: T n l O

,
th i / A m p

r u n c
' 20 4 -2(蛎

プラス ミ ドD N A の調製には通常T G l 株を使用した ｡ ただ し､ d a m m e 也yl a s e ､ d c m m e 也yl a s e の影響を受

ける制限酵素で プラス ミ ドD N A を消イヒする場合 には､ JM l 1 0 株を使用した ｡ ライ グ
ー シ ョ ン 反応および

変異導入後の 形質範換 にはT G 1 株を使用 したo s s D N A の調製にはM V 1 1 8 4 株ある い はJ M I O 9 株を使用 し

た ｡ デオキシウ ラ シル を含むs s D N A の 調製にはC J2 3 6 株を使用 した ｡ K u n k el法( 20 1 ,2 0 2) による変異導入操

作 にB M E 7 1 - 1 8 m u tS 株を使用 した ｡ 反転膜小胞の 調製 には W 3 1 0 4 rif株およびTR B 7 9 1 株を使用した ｡ 特

に､ R B 7 9 1 株は1 a c プロ モ ー タ ー 支配下 に置かれた遺伝子発現 に用い られた ｡ 薬剤感受性 の測定には通常

w 3 1 0 4 rif 株を使用した . 二井博士､ 森山博士 より分与されたD K 8 / p B W U 1 3 株はH
＋

- A T P a s e( F o F 1) の調製

に用い られた｡

マ ルチ コ ピ
ー

ク ロ
ー ニ ン グ ベ クタ

ー と して ､ p U C l 1 8 ､ p U C l 1 9 (
1 9 9)

, p ⅡS G 3 9 8 (
2 07 ) ( 宝酒造) を､

また､ ロ
ー コ ピ ー

ク ロ
ー ニ ン グ ベ クタ

ー として ､ p L G 3 3 9 (
2 0 8) を用 いた ｡ 通常使用して い るトラン ス ポ

ゾ ンT n 1 0 由来のte tH お よびte tA 遺伝子は､ プラス ミ ドp o T 3 (R 3 8 8 ::T n l O) (2 0 9) に由来する o 大腸菌染色体

性ジヒ ドロ 葉酸還元酵素遺伝子fo] A を コ
ー ドする プラス ミ ドp T P 7 0

-i ( 2 1 0 , 2 1 1) は巌倉博士 より分与され

た ｡ そ の ほかの プラス ミ ドはすベ て 当研究室にお い て構築された ｡

s s D N A の 調製にはM 1 3 K O 7 ヘ ル パ
ー フ ァ ー ジ(1 9 9) ( 宝酒造) を使用したo

- 1 3 -



2
. 培地

①ハ
ー

トイ ン フ ュ
ー ジ ョ ン ブイ ヨ ン培地 (H I b r ot h) (栄研化学)

ウ シ心臓抽出液 5 0 0 g

ペ プトン 1 0 g

塩化ナ ト) ウム 5 g / e

② ハ
ー

トイ ン フ ュ
ー ジ ョ ン寒天培地 ( H I a g a r) (栄研化学)

ウシ心臓抽出液 5 0 0 g

ペ プト ン 1 0 g

塩化ナ い) ウム 5 g

寒天 1 5 g / e

③2 × Y T b r o 也 (2 1 2)

B a c t o セ y p t o n e ( D ifc o)

B a c t o- y e a s t e x t r ac t (D ifc o)

N a C l

④y T ag a r (2 1 2)

B a c t o セ y p t o n e (D ifc o)

B ac t o- y e a s t e x t r ac t (D isc o)

N aC l

寒天末

⑤m e diu m A (3)

K 2 H P O 4

K H 2 P O 4

t Ti ･ s o di u m cit r at e ･ 2 H 2 0

M g S O 4
･ 7 H 2 0

( N H 4) 2S O 4

滅菌後､ 別途滅菌 した2 0 % gl n c o s e ､

1 6 g

l o g

5 g / e

8 g

5 g

5 g

1 5 g / e

7 .O g

3 . O g

O . 5 g

O .1 g

1 .O g/ e

l O % c a s a m in o a cid s ( D ifc o) を1 / 1 0 0 量加えた ｡

@ M 9 gl u c o s e m e diu m (2 1 2)

N a 2王王P O 4
･ 1 2 H 2 0 1 5 ･O g

K Ⅱ2 P O 4 3 一o g

N a C I 0 .5 g

N H 4 C l l ･O g / e

滅菌後 ､ 別途滅菌したo .1 m g / m l tbi a m i n e
- H Cl ､ 1 0 0 m M M gS O 4 , 1 0 m M C a C1 2 ､ 2 0 % gl u c o s e を1 / 1 0 0 量

加えた ｡

M 9 gl u c o s e a g a r は ､ M 9 gl u c o s e m e diu m に寒天未を1 .5 % 加えたもの である ｡

- 1 4
-



3 . 抗生物質､ 放射性同位体標識イヒ食物 ､ 遺伝工学研究用試薬類 ､ その 他の試薬

塩酸テト ラサイクリ ンは和光純薬､ sig n a より購入 した ｡ 塩酸クロ ルテトラサ イクリ ンはsi g m a より購

入した ｡ 塩酸ミノ サイクリ ン ､ グリシ ルサイクリ ンは日本レ ダリ
-

より分与された ｡

【7
- 3 H B et r a c y cli n e はD u P o nt

- N e w E n gl a n d N u cl e a r より購入 した o N- et h yl
-

【2 ,3
- 1 4 Cl 血al ei mi d e ､ 5

'

1 A
-3 5 Sl

d C T P ､ 5
'
-

【α
- 3 2 P】d C T P ､ 【35S】p r ot ein A はA m e r s h a m より購入した ｡

p A N S O R BI N S t a p h ァ1o c o c c u s a u T e u S C ell はc al bi o c h e m より購入 した .

01i g o n u cl e o tid e
- dir e ct e d in vi 加 m u t a g e n e si s s y st e m はA m e r s h a m より購入した . sit e-di re c te d m ut a g e n e sis

s y st e m M u t a n
･ K は宝酒造より購入したo s e q u e n a s e 7

- d e a z a - d G T P K it はu nit ed S t at e s B i o ch e mi c al より購入し

た ｡ その他 の遺伝子操作 に用い た制限酵素､ 修飾酵素 ､
リ ン カ

ー

､ キ ッ ト等は､ 宝酒造､ ニ ッ ポ ン ジ
ー

ン ､ 東洋紡 ､ N e w E n gl a n d B iol a b s より購入した ｡

D E A E - S e p b a r o s e C し6 B ､ S e p b a d e x はp b a r m a ci a より､ M e tb ot r e x a t e - a g a r o s e はsig m a より購入 した ｡

その他の 試薬はすべ て 試薬特級ある い は生化学用 のもの を使用 し､ 和光耗薬､ ナカライ テス クより購

入した ｡

4 . 抗血清

テ トラ サイ クリ ン排出黄白C 末端1 4 アミノ 酸残基に対するウサギ抗血清 (抗T etA - C t 1 4 抗血清) は以

前当研 究室 にお い て作成された( 37 , 2 1 3) ｡ 同中央ル ー プ領域1 4 アミノ 酸残基に対する ウサギ抗血 清 (抗

T et A-M L 1 4 抗血清) お よ び精製テ トラサイクリ ン 排出蛋白に対するウサギ抗血清 (抗T et A 抗血清) は大

寺( 2 1 3) が示す通り に本研発で作成さ れた ｡ 中央ル ー

プ領域 1 4 ア ミノ酸残基に相当する合成 ペ プチ ド

( M L 1 4 : N
- A sp

･ A s n - T h r - A s p
I T h r ･ G l u - V a トG l y

- V aトG l u
-

T h r
-

G 上n
-

S e r
- A s n

- C) は也y r o gl o b uli n に蘇合させ ､ 日本

白色種の ウサギ (雄) を免疫 した o M L 1 4 1

t h y r o gl o b uli n 結合体はp B S (p h o g h at e
-b uff e re d s alin e) 溶液とし

て 調製され ､ 注射する 際､ 等量の フ ロ イ ン ト完全 ア ジ ュ バ ン トと混合 エ マ ル ジ ョ ン とした . 初め ､

M L 1 4 -

t h y r o gl o b uli n 結合体o .9 m g を後足指裏皮内および腰部筋肉内に注射し､ 1 0 日後 に2 .4 m g を､ 更に6 日

後に1 .8 m g を同様に注射した ｡ こ の 日からおよそ5 日毎に耳静脈より採血 し､ 血清を調製した D 精製テ ト

ラサイクリ ン排出蛋白は第3 節6 に示す方法で ､ 0 .1 % T rit o n X
-1 0 0 を含む媛衝液中に調製された｡ 初回

の免疫には精製蛋白4 2 〃g を用い ､ 以後 ､ 7
- 1 0 日おきに3 回8 4 〝g の 精製蛋白を注射 した ｡ 第3 回投与

日よりおよ そ5 日毎 に耳静腺より採血 し､ 血清を調製 した ｡ 血清 は5 6 ℃ で3 0 分間加温処理 して非働化

し､ o .1 % N a N 3 を加え ､ 4 ℃ で保存した ｡

アルカリ性フ ォ ス フ ァ タ
- ゼ標識ヤ ギ抗ウサ ギIg G 抗体はB i o -R a d より購入した ｡

- 1 5
-



第二節 遺伝子工学的手法

1 . D N A 調製法

プラス ミ ドD N A の調製はアル か ) 法(21 2 ,2 ] ･4) に従 っ た . s s D N A の 調製はv ieir a a n d M e s si n g (1 9 9)が述べ る

方法に従っ た ｡

2 . 制限酵素 ､ 修飾酵素反応

制限酵素 ､ 修飾酵素反応は各メ
ー

カ
ー

が示した条件 に従い ､ それぞれ の酵素に添付する反応周蔵衝液

ある い はU ni v e r s al b uff e r ( 宝酒造､ 東洋紡) を用い て行 っ た ｡

3 . D N A の 電気泳動

ア ガロ
- ス ゲル 電気泳動はA D V A N C E 社 のM upi d

-

2 を用 い て行 っ た . ポリア クリル ア ミ ドゲル 電気泳動

は アト
-

の垂 直型ス ラ ブ電気泳動装置を用 い て行 っ た ｡ 泳動用務衝液に はそれ ぞ れ､ 1 × T B E 溶液

( 8 9 m M T ris ､ 8 9 m M b o r a te ､ 2 m M E D T A b H 8 .0)) ､ 0 . 5 × T B E 溶液を用い た . 泳動後 ､ I p g/ m l のe 也idi u m

b r o m id e 溶液で 染色 し､ トラ ン ス イル ミネ
一

夕
-

上 で 2 9 5 n m の 口Ⅴ光を照射 し､ 写真撮影した ( フジイ ン

ス タ ント フイ ルム F P - 3 0 0 0 B) . D N A 断片の大きさは､ E c o R I とH i n d Ⅲ で消化 されたÅD N A の 断片をも

とに見積もられ た o D N A q)帯U 限酵素切断断片の調製 には､ ポリアク
l) ル アミ ドゲル電気泳動を用 い ､

3 6 5 n m の ロⅤ光を照射 し､ 写真撮影､ ゲル の切り出しを行 っ た ｡ D N A 断片は透析チ ュ
ー ブ中で 電気的に溶

出 した後､
エ タノ

ー ル沈殿により回収した ｡

4
. 変異導入法

部位特異的変異導入は ､ 合成オリゴヌ ク レオチ ドを用 い てE c k st ei n 法(1 9 7 , 21 5)奉る い はK u n k el法( 20 1 ,2 0 2)

により行っ た ｡ 操作は基本的に市販されて いるキ ッ トの マ ニ ュ ア ル に従 っ た ｡

5 . D N A 塩基配列決定法

塩基配列 の決定は ､ S a n g e r法( 2 1 6) により行っ た ｡ 操作は市販さ れて い る キ ッ トの マ
ニ ュ ア ル に従 っ

た ｡ プライ マ
ー

はキ ッ トに添付の U ni v e r s al p ri m e r ある い は合成オリゴヌ クレオチ ドを用 い た o

- 1 6
-



第三節 細菌学的手法お よび生化学的手法

1 . 薬剤感受性測定法

薬剤感受性の 測定は寒天平板希釈法を用い た ｡ H I b r o 血中3 7 ℃ で
一

晩培養 した菌液をⅡI b r o 也 で1 0 0 倍

希釈 し､ そのうち5 FL e ( 3 × 1 0
6 cell / m l) をミク ロ プランタ ー (佐久間製作所) を用い て 二倍系列希釈

の薬剤を含むH I a g a r平板に接種した ｡ 3 7 ℃ で1 8 時間以上培養した後､ 菌の 生育を判定し､ 薬剤感受性を

最小発育阻止濃度( m i ni m u m i n hibit o r y c o n c e n t r ati o n; M I C , FL g / m l) で表した ｡

2 . 大腸菌リ ン脂質の 調製

B lig h a n d D y e r の 方法(2 17) に従 っ た｡
I

適当な宿主大腸菌株 をm e diu m A 中3 7 ℃ で O D 53 0
- 1 ま で培養 し､ 集菌した ｡ 菌体を生理食塩水で敷皮

洗浄し , 菌体湿重量1 g 当たり1 0 m l の 生理 食塩水に懸濁 した ｡ 菌体懸濁液3 0 m l当たり1 0 0 m lの メ タノ
ー

ル ､ 次 い で 5 0 m l の ク ロ ロ ホ ルム を室温で撹拝しながら加えた ｡ 3 0 分間放置後, 懸濁液を凍過し､ 洩液を

分液漏斗に移 して ､ 更にク ロ ロ ホ ル ムを5 0 m l ､ 蒸留水を5 0 m l 加え ､ 激しく撹拝 し､ 室温で
一

晩放置し

た ｡ 下層をナス フラス コ に分取 し､ ロ ー タリ ー エ バ ボ レ ー タ
- で ク ロ ロ ホルム を蒸発させ ､ 残直の リ ン

脂質を5 0 m g/ m lの濃度になるように2 m M β
-

m e r c a p t o e t b a n ol に懸濁し､
-

2 0 ℃に保存した｡

3 . 超音波破砕膜の 調製

液体培地 (l o 血l) 中3 7 ℃ で 適当 な試薬を用い て遺伝子発現の 誘導を開始して 2 時間後､ 集菌 し､

5 0 m M リ ン 酸 か) ウ ム嬢衛液 (p H 7 .0 ) で 洗浄後 ､ 同潰衝液1 mi に懸濁した ｡ 菌体懸濁液をチ ッ プ ソ ニ

ケ
一

夕
-

(B R A N S O N S o nifi e r C ell D is r u p t o r 2 0 0) で超音波処理 し､ 菌体を破砕 した o 未破砕菌を除去後､

道連心 (3 0 分 臥 4 ℃､ 2 1 0 ,0 0 0 ×g ; B e c k m a n n ､ T L A I O O . 2 ロ ー タ ー

､ 7 0 ,0 0 0 r p m ) で膜画分を回収 し､

同媛衝液5 0 F L l に懸濁 し､
-

8 0 ℃に保存した ｡

4 . 反転膜小胞の 静製(3 ･5)

.

m e diu m A 中3 7 ℃ で適当な試薬を用 い て遺伝子発現の誘導を開始して 2 時間後 ､ 集菌し､ 0 ･ 1 M K Cl ､

1 0 m M E D T A を含む5 0 m M M O P S - K O Ⅱ嬢衝液 (p Ⅱ 6 . 6) ､ で洗浄後､ 菌体湿重量1 g 当たり5 m lの 同緩衝液に

懸濁 した ｡ 菌体懸濁液に終濃度1 0 0 〃 g / m l の D N a s e Ⅱを加えた後 ､ 5 ,0 0 0 p ･ s ･i ･ の 圧 力で フ レ ン チプ レス

(S L M A M I N C O) を通 し､ 菌体を破砕 した｡ 未破砕蘭を除去後､ 超遠心 ( 1 時間､
4 ℃ ､ 1 9 0

,
0 0 0 ×g ; 日

立 ､ 7 0 A T ロ
- 夕 -

､ 4 3 ,0 0 0 r p m) で反範膜小胞を回収 し､ o .1 M K Cl を含む5 0 m M M O P S - K O H 凌衝液(p E

7 .0) に懸濁 した o 再度超遠心を行 い ､ 同嬢衝液に懸濁 し､
- 8 0 ℃ に保存 したo

- 1 7
-



5 . 内膜画分の調製､ 界面括性剤 による可溶化

m e diu m A 中3 7 ℃ で適当な試薬を用い て遺伝子発現の 誘導を開始して 2 時間後､ 集菌し､ 0 .1 M K C l ､

2 m M P
-

m e rc a p t o e th a n ol ､ 1 0
0
/o g ly c e r ol を含む5 0 m M M O P S I K O H 凄衛液( p H 7 .

0) で洗静後､ 菌体湿重量I g

当たり5 m l の 1 0 m M M g C 12 ､ 0 .5 m M Ⅲ) T A ､ 5 % gl y c e r ol ､ 0 . 5 m M p h e n yl m et b yl s ul血n yl 伽 o rid e ( P M S F) を含

む5 0 m M M O P S
- K O H 凌衝液 ( pli 7 .0) に懸濁 した｡ 菌体懸濁液に終濃度1 0 FL g / m lの D N a s e I を加えた後､

1 0
,
0 0 0 p .s .

i
.
の 圧力 で フ レ ン チ プ レス を通 し､ 菌体を破砕 した｡ 未破砕菌を除去後､ 超遠心 ( 1 時間､ 4

℃､ 1 9 0
,
0 0 0 × g ; 日立 ､ 7 0 A T ロ

ー

タ
ー

､ 4 3
,
0 0 0 r p m) で反範膜小胞を回収し､ o .5 m M E D T A ､ 1 m M

D T T ､ 5 % gl y c e r ol ､ 0 .5 m M P M S F を含む5 0 m M M O P S -

K O H 嬢衝液 b E 7 .0) に懸濁した . 再度超遠心を行

い ､ 同蔵衝液に懸濁 した後 ､ 3 0 - 4 5 %( W / W ) シ ョ 糖密度勾配遠心 (1 2 時間､ 4 ℃ ､ R m a x - 2 0 5 ,0 0 0 ×g ;

日立 ､ 4 0 S T ロ
ー タ ー

､ 3 4
,
0 0 0 r p m) し､ 内膜画分を分取した( 21 8) ｡ 内膜画分はo .5 m M E D T A ､ 5 m M

thi o gl y c e r ol ､ 1 0 % gl y c e r ol を含む5 m M M O P S
- K O Ⅱ緩衝液(p H 7 .0) に希釈し(2 1 9) ､ 道連心 (4 0 分 臥 4 ℃ ､

1 6 5
,
0 0 0 × g ; 日立 , 7 0 A T ロ

ー タ ー

､ 4 0
,
0 0 0 T p m) で内膜画分を回収 し､ 5 m M 也i o gl y c e r ol ､ 1 0

0/o g l y c er
J

ol

を含む5 0 m M M O P S - K O H 嬢衛液(p H 7 . 0) に懸濁し､
-

8 0 ℃に保存した ｡ また､ 上記 3 の方法に従い 反範

膜小胞を調製 し､ シ ョ 糖密度勾配遠心以降この 方法 に従うことも可 能である｡

T e 払およびその誘導体の可溶化は､ 内膜画分懸濁液 (2 0 m g p r o t ei n / m l) に終濃度1 . 2 5 % o ct yl gl u c o sid e

( o G) ある い は2
0/o T rit o n X - 1 0 0 ( T X I O O) ､ 2 % d o d ec yl m alt o sid e ( D M ) を加えて穏やか右こ混和し､ 超遠心

(3 0 分間､ 4 ℃ ､ 2 1 0 ,0 0 0 × g ; B e c k m a n n ､ T L A 1 0 0 . 2 ロ
ー

タ
ー

､ 7 0
,
0 0 0 r p n) した o 上清を分取 し､ 更な

る精製操作ある い は再構成実験に用い た ｡

6 . テ トラサイ クリ ン排出蛋白の 精製

上記の界面活性剤可溶化後の 超遠心上清5 0 0 FL l を ､ o . 1 0/o D M を含む5 0 m M t ri eth a n ol a m in e - H C l緩衝液

(p H 8 .0) で平衡化 した､ ベ ッ ド体構6 m l (1 ×8 c m ) の D E A E
-

S ep h a r o s e C L
- 6 B カラム に添加し､ 初めに

同緩衝液3 0 mi で ､ 次 い で溶出液全量が3 0 m l になるように0 .5 M ま で K C l濃度を直線的に変化させ ､ 溶出し

た ｡ こ の操作の みで ､ テ トラサイクリ ン排出蛋白はほぼ完全に精製される ｡

テトラサイクリ ン排出者白 とジヒ ドロ葉酸還元酵素 ( D fI F R) と の融合蛋白の精製には､ M e th ot r e x at e
-

a g a r o s e を用 い た o 担体は1 × 8 c m の ベ ッ ドでカ ラム に充填され､ 1 M K Cl ､ 0 .1
.
m M E D T A ､ 1 4 m M β

-

m e rc a p t o e 也a n o l ､ 0 . 1 % D M を含む1 0 m M リ ン酸カ リウム緩衝液 (p H 7 .0) で平衡化された｡ 可溶化後の超

遠心上清I m l をカ ラム に添加 し､ 同凍衝液3 0 m lで洗浄後､ 3 m M 葉酸を含む同媛衝液で溶出
'

L た ｡

7 . テ トラサイクリ ン排出蛋白のリポ ソ ー ム へ の再構成

リポソ
ー ム は

､ 肉薄の試験管中､ 大腸菌リン脂質ある い はL
-

α
-

p h o s p h ati d ylc h oli n e (L
-

α
ll ecithi n) t y p e II

-

s (sig m a) に1 m M D T T を含む2 0 m M M O P S
- T ri s凝衝液(p H 7 .0) を1 0 m g lipi d/ m lの 濃度になるように加え､

窒素ガス を吹き付けた後密封 し､ バ ス型 ソ ニ ケ
一

夕
- で超音波処理 し､ 作成 した ｡

大腸菌H . - A T P a s e ( F o F l
- A T P a s e) はM o ri y a m a らの方法(

20 6) に従い ､ O G で大腸菌D K 8 / p B W U 1 3 株 の 内

膜画分を可溶化後､ 1 0 -

3 0 % グリ セ ロ
- ル密度勾配遠心にて精製した｡

(1)凍結融解希釈法による再構成リポソ
ー ム の調製 : l o n g / m lリポ ソ

ー ム6 0 FL l ､ 精製F oF l
- A T P a se L O O FL l

(1 0 0 FL g p r o tei n) ､ お よび T etA を含む可溶化後の超遠心上清1 0 0 p
l (2 0 0 FL g p r o tei n) ある いは精製T etA

ー 1 8
-



1 0 0 FL l (2 0 F L g P r o t ei n) を混合 し､
1

8 0 ℃にて 凍結後 ､ 急速に溶解する操作を2 度行 い ､ 1 3 m l の 0 .1 M

K C l , 5 m M M g C12 を含む2 0 m M M O P S ･ T ri s 緩衝液( p H 7 .0) に希釈し､ 超遠心 ( 1 時臥 4 ℃､ 1 6 5
,
0 0 0 ×g

; 日立 ､ 7 0 A T ロ
ー

タ
ー

､ 4 0
･
0 0 0 r p m) して プ ロ テ オリポソ ー ム を回収し､ 同棲衛液1 5 0 〝1 に懸濁

■
した 0

こ の プロ テオリ ポソ
ー ム は【3 H 炉 トラサ イクリ ン輸送悟性測定に用 い られ たo 蛍光消光法 によるH ＋輸送

の 潤定には ､ 後述するように､ 凍結融解後の混合液5 0 FL l を1 m l の測定用凄衝液に希釈し､ そのまま測定

を行 っ た ｡

(2) ゲ ル 洩過ク ロ マ ト グラ フ ィ ー

に よる再構成 リ ポソ ー ム の 調製 : 1 m g / m l リ ポソ
ー ム 6 0 O i L l ､ 精製

F oF l
- A T P a s e 8 0 0 F L 1 (8 0 0 FL g p r o t ei n) ､ お よびT et A を含む可溶化後の超遠心上清5 0 0 FL 1 (1 m g p r o t ei n) あ

る い は精製T e tA 5 0 0 iL l ( 1 0 0 F L g p r Ot ei n) を混合 し､
-

8 0 ℃ にて凍希 ､ 急速に溶解する操作を2 度行 っ た

後 ､ 5 m M thi o g ly c e r ol を含む2 0 m M M O P S ･ T ri s 媛衝液 ( p Ⅱ 7 .0) で平衡イヒしたs e p h a d e x G
- 2 5 カラム (1 X

I O c m) に添加 し､ 同壊衝液で溶出 した ｡ 白濁した溶出液を集め､ 超遠心 ( 3 0 分間､ 4 ℃ ､ 2 1 0 , 0 0 0 × g ;

B e c k m a n n ､ T L A I O O ･2 ロ ー タ ー

､ 7 0
,
0 0 0 r p m) し､ プ ロ テオリポソ ー ムを同嬢衝液8 0 0 〃1 に懸濁 した｡ こ

の プ ロ テ オリポソ ー ム も【3 H げ トラサイクリ ン輸送暗性測定に用い られた o
･

8 . 蛋白質定量法

蛋白質の定量は､ L o w r y ら の 方法(220) ､ ある い は､ s c h aff n e r a n d W eis s m a n n の方法(2 2 1)に従 い行 っ た｡

い ずれの場合もウシ 血清アル ブミ ン(B S A) を標準蛋白と して用 いた ｡

9 . S D S - ポ リアクリル アミ ドゲル電気泳動

L a e m mi iの 方法( 2 2 2) に従 い 行 っ た ｡ 電気泳動はアト
- の垂直型ス ラブ電気泳動装置ある い はマ リソル の

垂直型 マ イクロ ス ラブ電気泳動装置を用 い て行 っ た ｡ 泳動後､ ゲル を染色液 (o .1 % C o o m a s si e b rilli a n t

bl u e R-2 5 0 ､ 5 0 % メ タノ
ー ル

､ l o
o
/ o 酢酸) に1 0 分間浸 して染色 し､ 脱色液(7

0
/ o メ タ ノ

ー ル ､ 7 % 酢酸)

で脱色した ｡ 十分に脱色 した後､ 蒸留水に浸 して洗浄 し､ 譲耗の上 に乗せ てゲル乾煉機 ( ア ト
- ) で乾

燥した ｡

1 0 . イ ム ノ ブ ロ ッ テイ ン グ

T o w bi n ら( 2 2 3 ,2 2 4) ､ B u m ett e(2 2 印の 方法に従 い行 っ た ｡ 電気泳動後のS D S - ポ リアクリル ア ミドゲル に ニ

トロ セ ル ロ ー ス フ ィ ルタ
ー

(M illip o re ､ 0 .2 2 FL m ､ T y p e G S) , ある い はI m m o bil o n
- P S Q ( M illip o re) を密着さ

せ ､ 湿式グ ルメ ン ブラ ン範写装置ある い は半乾式グ ル メ ン ブラン蘇写装置 ( いずれもマ リソ ル) を用い

て ､ T ris - g ly ci n e媛衝液 b H 8 .3) (2 5 m M T ri s ､ 1 9 2 m M gl y ci n e ､ 2 0 % メ タノ
ー ル) 中で転写 した ｡ 範写後の

ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フィ ルタ ー は､ 3 % ゼラチ ン含有T ris - b uffe re d s ali n e (T B S) 中で ブロ ッ キ ン グし､ 次 い

で ､ 予め大腸菌宿主株か ら調製した膜画分 で非特異的な抗体を吸収した抗血清と3 % ゼラチ ン含有T B S 中

で 一 次抗原抗体反応を行 っ た ｡ 反応終了後､ ニ トロ セ ル ロ
ー ス フ ィ ルタ

ー をo .1 % T ri t o n X - 1 0 0 含有T B S

､ 次 い で ､ T B S で十分に洗静 した ｡ 二 次抗原抗体反応は ､ 3 % ゼ ラチ ン含有T B S中で ア ルカリ性 フォ ス

フ ァ 夕 - ゼ標識抗ウサギI g G ヤギ抗体を用い て行 っ た ｡ 反応終了後 ､ o .1 % T ri t o n X -

1 0 0 含有T B S ､ 次い

で ､ T B S で十分に洗浄した o l m M M g C 12 ､ 0 .5 m g / mi p
-

nit r obl u e t e tr a z oli u m chl o rid e ( N B T) ､ 0 .2 5 m g / m l

- 1 9
-



5 - b r o m o ヰ c hlo r o
-3 -i n d o ylp h o s p h at e

.

t ol ui di n e s alt( B C IP) を含む1 0 0 m M 炭酸ナ ト) ウム凄衝液( pⅠⅠ9 .8) に

浸 して発色反応を行 い ､ T e 仏ある い はその 誘導体の 検出を行っ た ｡ ア ルカリ性 フ ォ ス フ ァ タ
- ゼ標識二

次抗体の代わりに【3 5S】p r o t ei n A を用 い る場合は､ ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス フ ィ ルタ

ー

を沈静後風乾 し､ オ ー ト

ラジオグラ フイ
一 により放射性標識された蛋白の バ ン ドを検出した ｡

1 1 . 【14 CI N エ チ ル マ レイ ミ ド結合性の 測定

5 m g p r o t ei n / m lの 反転膜小胞1 0 0 FL l に終濃度o .5 m M の【
14 CI N

-

e th y l m alei mi d e ( N E M ) を加え､ 3 0 ℃ で 5 分

間反応せ た ｡ o .1 M K C lを含 む5 0 m M M O P S - K O Ii 緩衝液 (p H 7 .
0) 1 mi を加えて 直ちに超遠心 (3 0 分間､ 4

℃ ､ 2 1 0 ,0 0 0 ×g ; B e c k m a n n ､ T L A I O O .
2 ロ ー

タ
ー

､
7 0
,
0 0 0 r p m) した｡ 沈殿を2 0 0 F L lの 0 .

1 M N a C l ､ 1
0
/o

T rit o n X - 1 0 0 ､ 0 .1 % S D S ､ 5 m M N E M を含む1 0 m M リ ン酸ナトリウム渡衝液 (p H 7 . 4) に懸濁し､ 可溶イヒし

た｡ 超遠心 ( 3 0 分間､ 4 ℃ ､ 2 1 0 , 0 0 0 × g ; B e ck m a n n ､ T L A I O O .2 ロ ー タ
ー

､ 7 0 ,0 0 0 r p m) 後の上清を抗

T et A - C t 1 4 抗血清1 5 F L l と混合 し､ 室温で 1 時間反応させ た . 更に､ P a n s o rbi n(
2 2 6) (C albio c h e m) を1 0 0 j L l

加え､ 室温で 1 時間反応させた ｡ 低速遠心で得られた沈殿を適量の 0 .1 M N a C l ､ 1 % T rit o n X
- 1 0 0 ､ 0 . 1 %

s D S を含む1 0 m M リ ン酸ナ トリウム 嬢衝液 (p H 7 .4) で数回洗浄した後､
L a e m m liの s a m p l e b nffe r(

2 22) に懸濁

した ｡ 室温に3 0 分間放置 した後､ 低速遠心上清 をs D S - *
o

リ アクリル アミ ドゲル 電気泳動に用い ､ オ ー ト

ラジオグラフイ
一 により放射性標識さ れた蛋白の バ ン ドを検出した ｡

1 2
.
テ トラサイクリ ン輸送括性測定法

(1) 反転膜小胞で の テトラサイクリ ン輸送活性の測定( 5)

テトラサイ クリ ン輸送活性は反転倶小胞へ の【3 Hl テトラサイクリ ンの取り込みと して 測定された o

3 .5 m g p r ot ein / mi の 反転膜小胞1 0 iL l に2 5 0 m M β
- N A D H をo ･

5 FL l加えて ､
3 0 ℃で 1 分間反応させ (射照

はβ
- N A D E を加えな い) ､ [3H]テ トラサイクリ ン､ C o C12 ､ 0 ･

1 M K C l を含む5 0 m M M O P S
- K O H 媛衝液 (p Ⅱ

7 ･0) を4 0 F L l加えて ､ 3 0 ℃ で任意時間反応させた o O ･ 1 5 M L iC l を含む5 m M M O P S
･ K O H 凍衝液( p E 7 ･

0) を

2 m l加えて希釈し､ 素早くニ トロ セ ル ロ
ー ス フ ィ ルタ

ー

( M illi p o r e , 0 ･4 5 FL m ､ T y p e ⅡA) を通 して減圧下

洩過 し､ 更に 2 度同棲衝液で洗浄 した . 減圧涼過 には ､ M illip o r e の ポ ンプを装着 した ､ H o ef e
r の1 0 穴凍

過装置を用い た ｡ ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス フ ィ ル タ

ー は1 0 m lの シ ンテ レ
一

夕
-

(2 ,5-dip h e n yl o x
'

a z d n e ( D P O) 8 g ､

2
,
2
,
-

p
-

p h e n yl e n e-his(5 -

p h e n yl o x a z ol e) (P O P O P) 0 ･2 g ､ T ri t o n X
- 1 0 0 1 e ､ トル エ ン 2 e ) に溶解し､ 液体シ

ンチ レ
ー シ ョ ン カ ウ ン タ

ー で3 H -d p m を測定した ｡

通常 ､ 輸送活性測定は､ 1 0 /L M [3=]テトラサイ クリ ン ､ 5 0 F L M C o C12 存在下 ､
0 ･1 M K Cl を含む5 0 m M

M O P S I K O H 凄衝液 ( p H 7 .0) 中 で行われ ､ 5 ､ 1 5 ､ 3 0 ､ 4 5 ､ 6 0 ､ 9 0 および1 2 0 秒間
の 取り込みを測定し

た o また ､ テ トラサイクリ ン輸送の速度静的パ ラメ
ー タ ー は､ 1 m M C o C l 存在下 ､ 様々 な(3 H]テトラサイ

クリン 浪度にお い て 3 0 秒間の取り込みを測定し､ n o n
-li n e ar r e g r e s si o n c u r v e より求めた o

ー2 0 -



(2) プ ロ テオリポソ
ー ム で の テトラサイ クリ ン輸送晴性の測定

プロ テオリポ ソ
ー ム3 0 j L l に0 .1 M K C l ､ 1 0 m M 鳩 C1 2 ､ L IL 菖/ m l v ali n o m y ci n ､ 1 0 m M A

T P を含む1 0 m M

T ri ci n e
-

c h o li n e媛衝液 b H 8 .0) を3 0 FL l加え､ 3 0 ℃ で 1 分間反応させ た (対照はA T P を加えない) 0 0 ･1 M

K Cl ､ 1 0 m M M g C1 2 ､ I iL g/ m l v ali n o m y ci n ､ 1 0 F L M t
3 H】テ トラサイクリ ンを含む1 0 m M T rici n e

-

c h olin e緩衝

液 (p H 8 .0) を9 0 FL l加え､ 3 0 ℃ で任意時間反応させた後､ 全量を5 m M 也i o gl y ce r ol を含む1 0 m M T ri ci n e
･

c b ｡1i n e媛衝液(p E 8 .0) で平衡化したs e p b a d e x G
- 5 0 遠心カラム に添加し ､ 4 0 0 ×g で 2 分間遠心 した ｡ 溶出

液の蛋白質濃度と3 H-d p m を測定した｡ 清性測定はA T P の代わりにβ
- N A D Ii ( 終濃度2 .

5 血M) を用い ても

行われた ｡

1 3 . プロ ト ン輸送測定法

膜を介した プロ ト ン の移動は蛍光消光法( 2 27) により測定した ｡ 蛍光は日立F
- 2 0 0 0 塾蛍光分光光度計を

用 い て測定した o p E 感受性蛍光プロ
ー ブとして q ui n ac ri n e ( 励起波長4 4 0 n m ､ 蛍光波長5 0 0 n m) ､ ある い

は､ ac ridi n e o r a n g e (励起波長4 9 0 n m ､ 蛍光波長5 4 0 n m) を用 いた ｡

(1)反転膜小胞で の プロ ト ン輸送活性の 測定

o .1 M K C l ､ 1 0 m M M gS O 4 を含む5 0 m M M O P S
I K O = 緩衝液 b = 7 ･0) 1 m l に､ 2 m g p r ot ei n / mi の反転膜小飽

を2 5 FL l ､ 1 6 0 F L M q ui n a c ri n e ( ある い は2 5 0 i L M a c ri di n e o r a n g e) を5 p l加え､ 蛍光
の モ ニ タ ー を開始し

た o 2 5 0 m M β- N A D = を2 ･5 FL l ､ 2 m M テトラサイクリ
ンを5 - 1 0 FL l ､ 1 M N H 4 Clを5 F L l 馴涙次加えた o

(2) プロ テオリポソ ー ム で の テトラサイクリ ン輸送活性の測定

o .1 M K C l
､
1 0 m M M g C 12 を含 む1 0 m M T rici n e

･

c b oli n e潰衝液 (p H 8 ･0) 1 m l に､ 凍結蘭解後の蛋白脂質混

合液を5 0 /L l ､ 1 6 0 / L M q ui n a c ri n e ( ある
い は2 5 0 FL M a c ri di n e o r a n g e) を5 p l l O ･2 5 m g / m l v ali n o n y ci n を

2 . 5 FL l加え､ 蛍光の モ
ニ タ

ー

を開始した o o ･1 M A T P を5 F L l ､ 2 m M テトラサ
イクリ ンを5 - 1 0 F L l ､ I M

N H 4C l を5 〝1 を順次加えた ｡

1 4 . ジ ヒ ドロ 葉酸還元酵素括性測定法(2 1 0 ,2
1 1

,
2 2 8)

N A D P H の分解に基づく3 4 0 n m における吸収の時 間依存の減少を測定し､ そ
の モ ル吸光係数 E = 1 ･1 8 ×

1 0 3 M
-

1 c m
･

1 を伺 い て酵素活 性を求めた ｡ I U の酵素滑性は3 0 ℃ にお い て 1 分間当たり 1 FL m Ol
の ジ ヒドロ

葉酸 (D E F) をテトラ ヒ ドロ 葉酸 (T = F) に還元する酵素量と した o 日立ひ3
3 0 0 塾分光光度計を用い て 吸

光度を測定した ｡

1 2 m M β- m e rc a p t o e 也a n ol を含む5 0 m M リ
ン酸カ リウム凄衝液 (p H 7 ･0) 2 m l に､ 適当量の酵素溶液､

2 4 m M N A D P H を5 〃1加え､ 吸光度測定を開始した o 2 0 m M
D ⅡF を5 〃1加え､

お よそ 5 分間測定を続け

た ｡

- 2 1 -



1 5 . βう クタ マ
- ゼ惰性測定法(22 9 ･2 3 0)

βう クタム剤の ラクタ ム環開裂に基 づく吸収の 減少を測定した o β
- ラクダム剤はc e ph al o thi n ( C E T) ､

b e n zy 1p e n icilli n (P C G) を用 い た o c E T の 2 6 5 n m におけるモ ル吸光係数は 亡
- 7 ･2 0 × 1 0 3M

' 1c m
- 1
､ P C G の

2 3 5 n m にお けるモ ル吸光係数は e - o .9 4 ×1 0 3M
-

1 c m
-

1 である ｡ 1 U の酵素清性は3 0 ℃にお い て l 分間当た

り 1 〃 m ol のβ
- ラクタム剤を加水分解する酵素量と した ｡ 日立リ

ー 3 3 0 0 型分光光度計を用 い て 吸光度を測

定した ｡

1 2 皿M β- m e rc a p t o e 也a n ol を含む5 0 m M リ ン酸カリウム嬢衝液 (p H 7 ･0) 2 m l に､ 適当量の酵素溶液を加

え､ 吸光度測定を開始 した ｡ 1 0 m M の β-ラクタム剤溶液を4 0 〃1加え ､
およそ 5 分間測定を続けた o

ー 2 2 -



第2 章 細胞質側親水性領域 に存在する保存性配列モチ ー フ G X X X D R X G R R の役割

第 1 節 は じめに

二 次性能動輪遺体 は生物界に普遍的に存在 し､ その生 命晴動を支えて いる( 1) ｡ そ の 中で､ H ＋共役型シ

ン ポ
一

夕
-

､ ア ンチ ポ
ー

タ
ー

お よび ユ ニ ポ
ー

タ
ー の 多くは､ 輸送基質や共役方向が異なる にもかかわら

ず､ α
ヘ リ ック ス を形成すると考えられる1 2 本の疎水性領域 が細胞質膿を貴通する二次構造が共通に推

定されて い る(4 3
-4 8 )0 H e n d e rs o n らは種々 の 二次性能動輸送体の アミノ 酸

一

次配列を比較し､ 特定の アミ

ノ酸残基が短い領域に保存され るモチ ー フ を数種同定し､ それらがほと ん どの 輸送担体にお い て ､ 推定

二次構造中全く同 じ位置に見い だされるこ とを述べ て いる( 4 4 ,4 5) ｡ こ の ことは, それらが輸送担体の種類

を越えて共通の役割を持っ て い る こと ､ 二 次性能動輸送体が基本的に共通の メ カ ニ ズム によ っ て基質輸

送やそれ に共役するイオ ン 輸送を行っ て い る こと ､ 更 には､ これら輸送担体が共通の現先を持つ ことを

示唆して い る ｡ 幾 つ かの モ チ ー フ の中で ､ とりわけ ､ 第2 膜貴通領域と第3 膜貫通領域と を結ぶ柵胞質

側親水性領域 ( ル ー プ213) には､ 保存性アミノ酸残基が集中して存在し､ A r g - Ⅹ ･ G l y
- A r g

- A r 雷 ( Ⅹは任意

の アミノ酸残基) と いうモ チ ー フを構成して いる ｡ こ の モ チ
ー

フ の 直前にはA s p 残基が ､ 更に4 残基前に

はG ly 残基がよ く保存されて いる の で ､ G l y
- X - Ⅹ- Ⅹ･ A sp

- A r g
- Ⅹ- G ly

- A r g
- A r g とモ チ

ー フは拡彊さ れて いる

(F ig u r e 2
- 1) ｡

こ の モチ
ー

フ は1 2 回膜貴通塾輸送担体ばかりで なく､ 1 4 回膜貫通型輸送担体にも同じ

領域に保存されて いる( l l) 0

c h o p r a はテ トラサ イ クリ ン排出 を伸介 する全 て の耐性蛋白 ( グラム 陰性細菌の ク ラス A
- E ､ G ､

H ､ グラム 陽性柵革の K , L ) の ル
ー プ2 ･3 に､ モ チ

ー フを構成するA s p 残基に加え､ そ の前にS e r残基が

保存されて い る ことに注目し､ こ の 連続するS e r
- A sp 残基が基質結合部位で はない かと推察した( 50) ｡ 当研

究室 で はこの 点に関して ､ 部位特異変異導入法を用 い てす で に解析 がなされて い る( 4 9) 0 A sp 6 6 残基の

A s n 変異体が完全 にテトラサイ クリ ン輸送活性を消失 し､ G l u 変異体が野生塾の 1 0 % 程度の 輸送括性を保

持する ことから ､ 6 6 位の負電荷が機能に必須 であると籍静された ｡ T e 仏 の輸送基質は､ 正味1 価カチオ

ン の テトラサイクリ ン M g 2
＋
キ レ

ー

ト体であるの で ､ A sp 6 6 残基は基質と相互作用する部位であると推察

された｡
一

方､ s e r 6 5 残基はA l a やC y s に置換 してもテトラサイクリ ン翰漸舌性にほと んど影響がなく､ そ

れ自身は機能に必須な残基で はない ｡ と こ ろが ､ c y s 6 5 変異体の テ トラサイク リン輸送活性は､ s H 修飾

試薬の ひと つ ､ N - エ チ ル マ レイ ミ ド ( N E M ) を作用させる ことによりほぼ完全に阻害さ れるの に射し､

N E M よりも修飾側鎖 の小さな
●

メチ ルメ タ ン チオス )I , フ ォ ネ - I (M M T S) では約4 0
0
/. 残存する というよ

うに ､ S H 基修飾によ る晴性阻害の程度が修飾基の大 きさ に依存 して い た｡ こ の こ と.
は変異導入解析に

ょ っ ても確か められて い る( 2 3 1) ｡ すなわち† M M T S 修飾を受けたC ys残基に相当する ､
M et6 5 変異体で は

中程度の 輸送晴性を保持 し､ 側鎖が大きくなるP b e 6 5 変異体では活性が完全に消失する ｡ また､ C y s 6 5 変

異体に対する N E M 修飾が基質テトラサイクリ ンの 存在により保護されず､ む しろ N E M 結合が促進される

( 2 3 2) こ とか ら ､ ル
ー プ2 - 3 中央のS e r- A s p 残基は基質結合部位で はなく､ むしろ ､ 6 6 位負電荷が輸送の初

発段階にお い て基質と
一 時的に相互作用して いる と推定された ｡ それ故､ 細胞質側の ル

ー

プ2
-

3 は ､ 膜貫

通領域によ っ て構 成され る基質透過経路の 入り口 に相当するゲ
ー

トと して機能 して い ると考えら れた

(4 9 ,2 3 1 -2 3 3) 0

本研究で はこ れらの結果を受けて ､ ル
ー

プ2 - 3 を構成する残り8 残基の重要性を評価し､ 個 々 のアミノ

酸残基の役書TJ t ル ー プ2 - 3 の 役割に つ い て検討した o 特に1 )
i ,

-

プ2 : 3 には負荷 電残基がA sp 6 6 残基ただ

ひと つ であるの に対 して ､
塩基性残基が モ チ

ー フを構成する 3 つ の保存性A r g残基とL ys 6 3 残基と合計4

- 2 3 -
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tif) G X X X D R X G R R I i n a p tl t a ti v e c y
t o
pl a
s mi c l o o p , l o o p 2

- 3
･
b e t w e e n t r a n s m e n b r a n e

s e g m e n t s 2 a n d 3 o f v a ri o u s m e m b r
a n e t r a n s p o r t p r o t ei n s ･ C o n s e r

v e d a mi n o a cid r e sid u e s a r e s h o w n i n b o x e s ･ A b b r e vi a ti o n s

ar e a s f oll o w s: T e t A an d Y e t
,
t et r a c y cl

i n e r e si s t an c e p r o t ei n s fr o m G r am
-

n e g a ti
v e a n d -

p o si ti v e b a c t e ri a , r e s pe c ti v el y (2 7 , 2 8 , 3 5 ,

1 4 9
,
1 5 3

,
1 5 7

,
1 6 1

,
1 6 3

,
1 6 4) . C m l A , T n 1 9 6 9 - e n c o d e d c hl o r am p h e n i c ol r e si s ta n c e p r o t ei n ( 7 7) ･ B c r , bi cy cl o m y c i n r e si s ta n c e

p m t ei n (7 9) . E m r D , E .
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r o tei n (9 3) ･ M m r , m e th yl e n o m y ci n A r e si s t an c e p r o t ei n ( 9 8) ･ T c m A , t e tr

a c e n o m y ci n C

r e si s ta n c e p r o t ei n ( 9 9) . L m r A , li n c o m y ci n r e si s t an c e p r o tei n ( 1 0 1) ･ A c tII
- O R F 2 a n d A c tV A - O R F l

,
a c ti n o rh o di n r e si st a n c e

p r o t ei n s ( 1 0 2 , 1 0 3) . P u r8 , p u r o m y ci n r e si s t an c e p r o tei n (1 0 4) ･ C m c T , c e p h a m y ci n r e si st an c e p r o
t ei n ( 1 0 5) . C G A T

,
c h r o m a ffi n

g r a n ul e a mi n e t r an s p o rt
e r ( 2 1) . S V A T , s y n a p ti c v e si cl e a m i n e tr an s p o rte r ( 2 1) I V A C h T , v e si c ul a r a c e tyl c h o li n e tr a JI S P O rt e r ( 2 3 4;

s e e al s o 2 3 5
,
2 3 6) . O C r l

,
o rg an i c c a ti o n t r an s p o rte r i n r e n al p r

o x i m al tu b ul e s (2 3) . S V 2 , s y n a p ti c v e si cl e p r o tei n 2 f r o m b r ai n

(2 3 7 ; s e e al s o 2 3 8
,
2 3 9) . C it A , pl a s m i d

-

m ed i a t e d ci tr a t e tr a n sp o rt e r ( 2 4 0 , 2 4 1) ･ K g tP , α
- k e to gl u t a r a t e tr a n s p o rte r (2 4 2) ･ A r a E ,

a r a b i n o s e p e r m e a s e (2 4 3) . G al P , g al aLC t O S e pe r m e a S e (4 4) ･ X y l E , x yl o s e pe r m e a s e ( 2 4 4) ･ L a c Y , l a c to s e pe r m e a s e (2 4 5) ･ C s
c B

･

s u c r o s e p e r m e a s e (2 4 6) . R a f B , r a ff h o s e p e rm e a s e ( 2 4 7) A M el B , m elib i o s e p e r m e a s e ( 2 4 8) , G L U T 1
- 7

, gl u
c o s e tr an sp o rte r s ( 2 4 9 -

2 5 4) . P e p T l , di p e p ti d e / H
＋
s y m p o r te r (2 5 5 ; s e e al s o 2 5 6) I G A L 2 , g al a ct o s e tr a n s p o rte r ( 2 5 7 , 2 5 8) . H X T 2 , h

e x o s e tr a n s p o rte r

(2 5 9 ) .

- 2 4 -



残基存在 し､ ポリカチ オ ニ ッ クであると いう点 ､ 2 つ の 保存性G l y 残基の ル
ー

プ構造形成､ 錐持 へ の 寄与

に関して 留意 した ｡

第2 節 部位限局ラ ンダム変異導入､ 部位特異的変異導入による重要残基の検索

すで に解析が行われたs e r 6 5 ､ A s p 6 6 残基以外 にル
ー

プ2 - 3 領域に重要残基が存在するか どうか を検討

するため ､ まず初めにル
ー

プ2 - 3 を構成するアミノ 酸残基全て を標的と して部位限局ラ ン ダム変異導入を

行っ た ｡ こ の 際､ 変異導入用プライ マ
ー と して ､ T n 1 0 - T et A のL e u 6 1 フう､ らv a17 3 の コ ド ン に対応する塩基

配列 (5
'

-C T T .G G A .A A A . A T G . T C T . G A C .C G A .T T T . G G T .C G G .C G C .C C A .G T G -3
'

) を
､

もと に､ それぞれの位

置に他の 3 種の塩基が0 .5 % ずつ 混在する ように合 成された オリゴヌ ク レオチ ドを用い た ｡ 変異導入は

E c k s tei n 法に従 い ､ T e 仏 の α 領域のサ ブクロ ー ンp E R 2( 5 1) の ss D N A を鋳型と して用い た ｡ 単離されたプラ

ス ミ ド ( p R N D シ リ
ー ズ) 4 2 種の ル ー プ2 -

3 付近に対応する部分の 塩基配列を決定 した ｡ T a ble 2 -1 には塩

基置換を生 じて い たプラス ミ ドにつ い て ､ その 塩基置換とそれに伴うアミノ酸置換が示されて い る ｡

T a b l e ヱ･ 1 ･ N u c l e o ti d e s e q tl e n C e O f l o c ali z e d r 乱 n d o m m tlt A n t S ･ O nly s tlb s ti t ut ed m l Cl e o d d e s a r
e

sh o w n .

Pla s m i d N u cl e o ti d e s u b s tit u ti o n A mi n o a c id s u b s tit u ti o n

甘 - 6 1 L e u S l y l p s 斌e t S e r A s p A r g T h e G I y 且 r g A r g P r o V a 1 7 3
- C

5
'

- C T T G G 且 Å且A A T G ℡C T G 且C C G 且 T T T G G T C G G C G C C C A G T G - 3
-

p R N D 1 6 0

P R N D I 0 8

p R N D 1 5 6

p R N D l

P R N D 1

p R N D 5

p R N D 2

P R N D 1

P R N D 1

p R N D l

P R N D 1

P R N D 1

6

5 4

0

5 7

6 3

0 4

2 4

0 3

p R N D 3

p R N D 1 6 1

p R N D 1 4 1

p R N D l 1 0

P R N D I 0 5

- - ー ー T - - - - -
†

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

- - ･ - - - - - - ℡ - - - - - - - - - - - - - - - 1 - - - - - - - - - - -
I

-
-

- - - li l - - - - - - - - - - A - - - l l - - - - - - - - - -
- - - - - - - -

_ _ _ - _ - - - _ - - - - - - - - - - ℡ - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

_
_

_
_ _ . . _ _ _ _ _ _ _ , _ _ _ . _ - N ･ - - G - - - ･ - - - - - - - - - - - - - I -

_ _
_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ - - - - - - - - - - C ･ ･ - - - - - - - -

- - - -

_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ - _ - - - - - - - T -
- -

- -
1 - - - - -

_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
_ _ - 1 - - - - - - - - - - T - - - - - - - -

_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ i. _ _
_

_
_ _ _ _ _ _ _ - - - - - - - - - T - - -

- - - -

_ _ _ _ _ _ - - 1 N -
- - - - C - - - - - - - - , - - - - - - I , I - - -

･
-

- - - 1 - -

_ _ - _ _ _ _ _
- - - - - - - - - T A - - - - - - - - - - - -

- - - - - - - -

_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
_ _ _ _ _ _ _ C - - - - - - - -

- - - - - - A - -

_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
_ _ _ _ _ _ _ _ _ - _ - - - 1 A - - - T -

-

_ - _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
_ _ _ _ _ _ _ _ - - 1 A A - - - - T - -

- - - -

_ _ _ _ _ G _ - - -
- - - - - - - - T - - - - - A -

- A - - - - - - I - - - -

G l y 6 2
一 V al

L y s 6 3
→ A s n

A s p 6 6
- A s n

A rg 6 7
I

- Le tl

P h e 6 8 . V al

0 1y 6 9
- A l a

A rg 7 0
. T TP

A r g7 1
- C y s

A r g 7 1
1 ･ ＋ L e u

( sil e n t)

( sil e n t)

P h e 6 8 - Le u
,

V a 17 3 → M e t

V a17 3 . L e u

( sil e n t)

A rg 6 7
→ s t o p ,

G l y 6 9
→ S e r

N o b a s e c h a n g e : p
R = D 4 6 , 8 , 9 , l l , 1 2 , 1 3 , 1 4 , 1 5 ･ 1 8 ･ 4 8 ･ 1 2 0 ･ 1 2 3 ･ 1 4 2 ･ 1 4 4 ･ 1 4 6 ･ 1 4 7 ･ 1

4 8
7
1 4 9

･
1 5 0

.
1 5 1

,
1 5 2

･

1 5 5
,
1 5 8

,
a n d 1 6 2 .
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この ラ ン ダム変異導入で は ､ ル ー プ2 -3 の ほぼ全域 に渡っ て変異体を作成する ことが で きたが ､ M et 6 4

残基の変異体を得る ことが できなか っ た ｡ 本研究で はル ー プ2 - 3 の構成残基の変異体を扱うの で ､ 得られ

たラ ン ダム変異体のうち ､ G ly 6 2
1 - V al ､ L y s 6 3

- ＋ A s n ､ A r g 6 7 - L e u ､ P h e 6 8 一 V al ､ Gly 6 9
- Al a ､
■
A r g 7 0

- T rp ､ A rg 7 1
→ C y s ､ お よび ､ A r g 7 1

- ⊥e u 変異体を以後の解析 に用 い る ことにした ｡ 目的の塩基置換を

含むE c o R V I E c o R I制限断片をそれぞれの変異p R N D プラス ミ ドか ら静製 し､ トラ ンス ポゾ ン T n l O に由来す

る 出遺伝子を持つ ロ ー コ ピ ー プラス ミ ドp L G T 2( 5 1) の対応する部分と交換し､ 変異te tA 遺伝子を持つ プラ

ス ミ ドをFi 即 r e 2
-2 に示すように構築した｡

得られた変異プラス ミ ドで 大腸菌w 3 1 0 4 株を形質範換し､ 薬剤感受性測定とイム ノ ブロ ッ テイ ン グに

よる変異T e t A 産生の確認 を行 っ た o イ ムノ ブロ ッ テイ ン グの ためのS D S - ポl) ア クリルア ミ ドゲル電気泳

動 には､ 超音波破砕膜1 0 FL g p r O t ei n 相当を用い た ｡ なお ､ 準音波被砕膜は ､ 菌体培養液のO D 61 0 がo .4 の

時点で終濃度o .2 5 FL g / m lの H C T C (1 2 1
o

C で2 0 分間処理 したもの) を加えて遺伝子発現を誘導した後 ､ 調

製された o 変異蛋白はすべ て野生型T e t A と同程度産生 されて い ることが確認された ( d at a n ot s h o w n) o

変異プラス ミドを有する大腸菌w 3 1 0 4 株の テトラサイクリ ン耐性レ ベ)i / をT a ble 2 1 2 ( * で記した彰の

がラ ン ダム変異導入で得られた変異体) ･

に示 した｡

T a b l e 2 ･ 2 ･ T e t r a c y cli n e r e si s t a n c e l e v el s o f E . e o li W 3 1 0 4 c ell s h a r b o ri n g r a n d o m a n d si t e
･

d i r e c t e d m tlt a n t P l & s m id s ･

A st e ri s k s (
*

) i n di c at e m u t 皿t S Ob t ai n e d th r ot1gh ra n d o m Ⅱ m t ag e n e sis . R esi st a n c e le v els w er e e x p r es s e d as th e

mi ni m t m i n hibit o ry c o n c e n t r a ti o n ¢瓜C) .

pla s mi d T e t A
Ⅶ C o

i
t

g

e

/

t m

mi

c

)
y cl h e

p. as mi d T et A
Ⅶ

?
O

i
t

g

e

/

t m

d

C

)
y Clh e

N o n e N o n e O .8 p L G G 6 9 S G ly 6 9
→ S e r 1 0 0

p L G T 2 W ild - ty pe 2 0 0 p L G G 6 9 C G ly 6 9
- C y s l O O

p u ユG 6 2 A Gl y 62
･

→ Al a 1 2 .5 p L G G 6 9 N G ly 6 9
- A s n 9 ･5

p L G G 6 2 V
* Gl y 62 → V al 0 ･8 p u } G 6 9 Q G ly 6 9

- G ln 5 0

p Lj3 G 6 2 L Gl y 62
→ Le u 3 .1 p L G R 7 0 W

* A rg 7 0 - T rp O ･8

p L G G 6 2 N Gly 62
→ A s n l ･6 p L G R 7 0 A A rg 7 0

1 ･ > Al a 1 2 ･5

p L G K 6 3 N
* L y s6 3

一 As n i oo p L G R 7 0 L A rg 7 0
→ L e n O ･8

p L G K 6 3 C L y s6 3
･ → C y s 2 00 p L G R 7 0 K A rg 7 0

- L y s 1 2 ･5

pI . G K 6 3 L L y s6 3
- k u 50 p L G R 7 0 D A rg 7 0

- す As p O ･8

p L G M 6 4 C M et6 4 - ･ ＋ C y s 2 00 p L G R 7 0 S A rg 7 0
- S e r 1 2 ･5

p L G S 6 5 A S e r6 5 一 Al a 2 0 0 p L G R 7 1 L
* 血g 71 - Le u 5 0

p L G S 6 5 C S e r6 5 → C y s 2 0 0 p L G R 7 1 C
* 血g 71

- C y s 5 0

p L G D 6 6 N As p 66
- As n O ･8

p L G D 6 6 E A sp 66 - G lt1 4 ･7

p L G D 6 6 R As p 66 → A rg O ･8

p L G R 6 7 L
* A rg 67 - Le u 2 0 0

p L G R 6 7 C A rg 67
･ - C y s 2 0 0

p L G F 6 8 V
* P h e6 8 一 Ⅴal 2 0 0

p L G D 6 6 N /R 7 0 L As p 6 6
→ As n

,
0 ･8

A rg 7 0
- す Le u

p L G I 光6 N /R 7 0 A As p 6 6
- A s h , 0 ･8

A rg 7 0
→ Al a

p L G D 6 6 R/ R 7 0 D A s p 6 6
･

ヰ A rg ･ 0 ･8

A rg 7 0
→ As p

p L G F 6 8 C

p L G G 6 9 A
*

pI∫i G 6 9 V

pI - G G 6 9 L

p L G G 6 9Ⅰ

P h e6 8 ･ . C y s

Gl y 69
＋ Al a

Gl y 69 - V al

Gl y 69 → Le u

G ly 69
→ Ile

2 0 0

1 2 .5

0 .8

9 .5

0 .8

p L G R 6 7 L/ R 7 1 L A rg 67
. Le n

,

A rg 7 1
→ Le u

p L G K 6 3 L/R 6 7 L L y s 63 → Le u ,

/R 7 1 L A rg 6 7
-

す Le u
,

A rg 7 1 ) Le u

5 0

1 2 . 5

-

2 6
-



A m p

p E R 2

t e tA( α)

E c o R V

E c o Rl

i M ut a g e n e sis
A m p

p E R G 6 2 V

t et A( α)

i

★

E c o R V

E c o Rl

E c o R V ＋E 00 R l

4 8 5 b p in s e rt fr a ョm e nt

亡c o R V

t et月

E c o R[

t etA

βa /れ川

K m

B g^I

p L G T 2

ネE c o R V ＋E c o R I
7 .8 k b v e ct o r f ra g m e nt

Lig ati o n

K m

t et R

E c o Rl

E c o R V

B gnl
p L G G 6 2 V

t etA

B a m HJ

F ig u r e 2
･ 2 ･ C o n st rtlC tio n o f l o w ･

e o p y n tl m b e r pl a s mi d s c a r r y m g th e m u t a n t おIA g e
n e s ･ p m w a s

●

c o n st ru ct ed b y in s e rti o n Qf th e 4 8 5 b p E c o R V
- E c o RI fr ag m e n t of th e t el A g e n e i nt o th e v e ct o r fr ag m e nt of

p u c l 1 8 R V (5 1) , w hic h is a d e ri v ad v e of p U C l 1 8 i n w h ich th e E c o R V sit e h a s b e e n in tr o d u c e d in t o th e

Q ri gi n al S a cl sit e b y a li n k e r in s e rti op . T h e E c o R V - E c o R I fr ag m e n t fr o m th e m u t a n t p n 2 pl a s mi d (f o r

e x a mi pl e , p E R G 6 2 V) w as t r a n s fe rr e d t o th e c o rr es p o n din g r e gi o n of p L G T 2 (51) , w hi ch c o n t ai n s th e e mi r e

t e t A a n d t et R g e n e s , r es ul ti n g i n th e m ut an t l o w
- c op y n um b e r pl a s mi d (f o r e x a mi pl e , p L G G 6 2 V ) ･ A st e ri sk s

(
*
) i n di c at e th e m u t a ti o n sit e s .

- 2 7 -



この結果より ､ v a16 2 お よびT r p 7 0 変異体はテ トラサイクリ ン耐性を全く与えず､ A l a 6 9 変異体が中程

度の薬剤耐性 しか与えない こと がわかる ｡ 従 っ て ､ この 3 残基はテーラ サイクリ ン輸送機構 にお い て重

要で ある こ とが予想される o G l y 6 2 ､ G l y 6 9 ､ A r g 7 0 の 3 残基は､ 保存性配列 モチ ー

フを構成する残基で

ある ことは興味深い ｡ また ､ モチ ー フを構成する残基でありながら､ A r g 6 7 残基やA r g 7 1 残基は置換の影

響があまりなく､ A r g7 0 残基と は対照的である ｡

そ こで次に､ G ly 6 2 ､ G ly 6 9 ､ A rg 7 0 の 3 残基 に特に着目 し､ 数種の 部位特異助変異体を作成するこ と

にした ｡ また､ ラ ン ダム 変異導入で はM et6 4 残基の 変異体が得られて い ない の で ､ 部位特異的にc y s に置

換した ｡ c y s 置換はその 他､ L y s 6 3 ､ A r g 6 7 ､ P h e6 8 ､ G ly 6 9 残基につ い ても行っ た ｡ 部位特異的変異導入

に用い られた合成オリ ゴヌ ク レオチ ドの 塩基配列をT a bl e 2 -

3 に示した ｡ これ らはアミノ酸置換を起こす

塩基置換の ほか に､ サイ レ ン トで新た な制限酵素切断部位が導入されて いる ｡ p E R 2 の▲s s D N A を鋳型とし

て E c k stei n 法に従い 変異導入操作を行っ た後､ まず初め に新た な制限酵素切断部位の出現を確認し､ 次 い

で塩基配列の確認を行 っ た o 変異が確認されたp E R 2 プラ ス ミドよりE c o R V
- E c o R I制限断片を調製し､

ロ ー コ ピ ー

プラス ミ ドp L G T 2 の対応する部分と交換 し､ 変異プラスミ ドを構築した (Fi 即 r e 2 - 2) o こ れ

を用 い て大腸菌w 3 1 0 4 株を形質転換した ｡ 蛋白は全て の変異体 につ い て野生塾と同程度産生されて い る

ことを確認し (d at a n o t sh o w n) ､ 薬剤感受性を測定した ( T ab le 2 -2) o

■

T a b l e 2 ･ 3 . M tl t a g e n i c p r i m e r s tl S e d f o r si t e
･ d i r e c t e d m tlt a g e n C S is .

M ut ag e ni c p n m er s c o n t ai n t w o kin d s of mi s m at ch e s ･ T h e o n e c a u s e s a mi n o a cid s u b s d t ud o n a n d di e Oth e r th e

i nt r o d u cti o n o f n e w r e st ri c d o n sit e(s) . A st erisk s (
*

) i n di c at e mi s m at ch e s . U n d erli n e s i n dic at e n e w r e st ri c ti o n sit e s

i ntr od u c ed . I

拙 - e r N u l e o 也d e s eq u e - ?h
O

:
O

g

n

e 忠言en
d

G 6 2 A

G 6 2 L

G 6 2 N

K 6 3 C

K 6 3 L

M 6 4 C

D 6 6 R

R 6 7 C

F 6 8 C

* *

5
I

- G G C T T G C A A A A A T G T C T G 且T C G 且T
- 3
-

Cユa 工

★ ★ ☆ ★

5
I

_ C T T G G C T T C T T A A G A T G T C T G - 3
-

A fユ工エ

★ ★ ★ ★

5
I

_ G G C T T A A T A 丸 姐 T G T C G G A C C G - 3
I

N c o =

☆ ★ ★ ★

5
I

- G G C T T G G A T G T A T G T C T q 迎 過豊T T - 3 -

C l a =

☆ ★ ★ ★

5
-

- C T T G G C T 基 迎 浄A T G T C T G - 3
I

β七u 工

☆ ★ ☆ ★

5
-

- C T T q 逃 込 基聖⊆望望⊆T 髄 聖蛙T T G G
- 3
.

加 n r C l a =

★ ★ ☆ ★★

5
-

- T G G A A 且A A T G A g W G A T T T G G T
- 3
-

S a 1 =
,
H i n c = =

★ ☆ ☆

5
I

- T G T C T G A C T G T T T T q 迎 G C C C A - 3
-

S a l I , H i n c = =

★ ★

5
f

_ A T G T C T G 且C C G A T G T q 迎 追G C C C A
- 3
I

s a 1 = , H i n c = =

ー 2 8 -

G G A ･ 一 G C A G ly 6 2 → A l a

G G A -

, C T r G ly 6 2
→ Le u

G G A - A A T G ly 6 2
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G ly 6 2 残基の変異体の 中で ､ A l a 変異体のみ 中程度の テトラサイク リ
ン耐性を保持するも のの ､ その 他

の置換で ほぼ完全に耐性は失われ てい る ｡ もうひと つ の G ly残基 ､ G l y 6 9 残基の変異体 は ､ 導入
されるア

ミノ酸残基により耐性 レベ ル は様々 であるが ､ 完全 に耐性が失われるものもあり､ 2
つ の保存性G l y 残基

は重要な役割を担 っ て い ると考えられる o 荷電残基 に関して は､ 以前の 解析
で機能に必須で ある ことが

分か っ て い るA s p 6 6 残基以外に､ A r g7 0 残基が置換による耐性 レ
ベ ルの低下が認められており､ 重要であ

ると考えられる ｡ 残りの塩基性残基､ L y s 6 3 ､ A r g 6 7 ､ A rg 7 1 残基は置換の影響を ほとんど受けず､ 機能

ー 2 9
-



に必須で はな い と考えられる ｡ 2 つ の G ly 残基および 4 つ の塩基性残基の役割につ い て は､ 節を改めて述

べ る ことにする｡ こ こ で はまず､ T ab le 2 -

2 の結果からあまり重要でな いと考えられるM et6 4 残基とp b e 6 8

残基の 変異体の テトラサイク リ ン 輸送特性につ い て 述べ て おく｡ なお ､ 野生型ある い は変異蛋白を含む

反転膜小胞 へ の呼吸基質N A D H 依存の テ トラサイ クリ ン取り込みをテトラサイク リ ン輸送晴性と した ｡

テトラサイ クリ ン取り込み の測定は､ 1 0 F L M (3H]テ トラサイクリ ン ､ 5 0 FL M C o C 12 が存在する条件下 で行

われた ｡

M e t6 4 およ びp b e 6 8 は モチ
ー フ を構成する残基で は な いが ､ P b e 6 8 に相当する部位には芳香属性側鎌を

有する アミノ 酸残基が多くの蛋白に見 い だされ注目される ( Fi g u re 2
-

1) 0 M et6 4 残基はC ys に､ P b e 6 8 残

基はV alおよびc y s に置換 したが､ F ig u r e 2
-

3 に示すように､ 野生型と同程度の テトラサイク リン輸送活性

を示すの で ､ これらは機能 に必須な残基で はない と いえる｡

第3 節 2 つ の 保存性G ly 残基の役割

2 つ の朕貴通領域を結ぶ ル ー プ領域にはβタ
ー ン構造など折れ曲がり構造 を形成する必要がある o G ly

残基やP r o 残基は蛋白の 折れ曲がり部分に多く見い だされるアミノ酸残基として知 られて いる(2 6 0 ,2 6 1) 0

ル ー プ2 - 3 にはG l y残基が 2 つ 存在 し､ い ずれも保存性配列モチ
ー フ の構成残基であるこ

一
とから ､ 折れ曲

がり構造を形成 し､ 蛋白の 正常な構造を維持するの に寄与 して い る ことが予想される ｡ T a ble 2
-

2 に示し

た薬剤耐性 レベ ル は十分にその 可能性を裏付けて い るように見える ｡ 本節で は､ これら2 つ の G ly残基の

変異体を産生する大腸菌株より反転膜小胞を調製 し､ テ トラサイクリ ン輸送活性 を測定した ｡

Fig u r e 2
- 4 に示すように ､ G ly 6 2 残基は､ A l a ､ V al ､ L e u ､ A s n に置換したが ､ Ⅴal ､ L e u ､ A s n 変異体で

は完全 に輸送活性は失われ て い た o 唯
一 悟性を保持して い たA l a 変異体でも野生塾 の わずか 5 % 程度で

あ っ た ｡ A l a はG l y に次い で最も側鎖容積が小さ い アミノ酸残基であるこ とを考慮すると､
こ の結果は ､

6 2 位アミ ノ酸残基の側鎖の 占める 空間が制限さ れて い るた めに､ こ の部位にG ly よりも大き 朗
Tj鎖を持

っ アミノ酸残基が導入される と ペ プチ ド主鎖に対 して立体障害的に作用 して折れ曲がり構造の形成を阻

害 して い る ことが示唆される ｡ ま た ､ 6 2 位の ア ミ ノ酸残基と して は側鎖容積が最も小 さ
い Gl y である こ

とが必須と い える ｡

G ly 6 9 残基はA l a ､ V al ､ L e u ､ Ile ､ S e r ､ C y s ､ A s n ､ G l n に置換したo これ ら変異体は､ 6 9 位に導入され

るアミノ酸残基 により様々 な程度の輸送活性を示 した (F ig u r e 2
- 4) o G ly 6 9 残基がル

ー

プ2
-

3 の折れ曲

がり構造 に寄与して い るな らば ､ G lァ6 2 の置換 にお
い て みら れたように導入した残基の側鎖容積や､ そ

の残基が どれほど無理なく折れ曲がり構造を形成で きるかによ っ て ､ 輸送悟性は影響を受け
ると考えら

れる ｡ そ こ で ､ G l y 6 9 残基の 変異体の 輸送活性を､ 導入 したアミノ酸残基のβタ
ー ン傾向指数 ､ および

側鎖容積に対して プロ ッ トして みた (F ig ｡ r e 2.
- 5) 0 βタ

ー

ン 傾向指数はL e v 拙 が示 した僅( 2 6 1) を 剛
､

た ｡ こ の指数は三次元構造既知 の蛋白のβタ
ー ン構 造に出現するアミノ 酸残基の相対額度を指数化した

もの である ｡ また ､
ア ミノ酸残基の側鎖容積はK yt e a n d D o olittle の億(

2 6 2)を用い た o

F ig u r e 2
15 を見る と､ 各変異体の輸送活性は側鎖容積よりはむ しろβタ

ー

ン傾向指数との 間によい 相関

関係が得られ ､ βタ
ー ン傾向指数の減少と共に輸送悟性は低下 して い たo A l a はβタ

ー

ン傾向指数が小さ

い にもかかわらず比較的高い輸送癌性を示して い るが､ これは恐らくA l a がβタ
ー

ン構造よりはむしろ α

ヘ リ ッ クス構造に多く出現するために ､ A l a のβタ
ー ン傾向指数が相対的に過小評価されて い るためと思

われる ｡ ある い は ､ 側鎖容積もまたβ夕
- ン傾向指数と比較すれぼ寄与 は小さ いが ､ 輸送悟性 に影響を

与える要因の
一

部にな っ て いるの かもしれない o G l y 6 2 残基の 置換でもA l a 変異体が有意
の括性を保持す

る唯 一 の変異体であり､ 6 9 位にお い てもA l a の小さな側鎖は
ペ プチ ド主鎖の折れ曲がり構造の 形成にそ

- 3 0 -
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れほ ど悪影響を及ぼ して い ない と考えられる ｡ 従 っ て ､ 6 9 位に導入されるア ミノ 酸残基と して はβタ
ー

ン傾向指数が大きい ことが要求され ､ また部分的に側鎖が小さい ことが 要求されると弁論さ れる ｡ 以上

の結果は､ ル
ー プ2 1 3 が6 9 位に 軌 ､ てβタ

ー

ン構造を形成 して い る ことを示唆して いる ｡

第4 節 正荷電残基の役割

ル
ー

プ2
-

3 は1 0 アミノ酸残基より構成されると推定されるが ､ そのうち4 残基が塩基性アミノ酸残基で

あり､ 全体と して ポリカチ オ ニ ッ クなル
ー プ である ｡ そのうち3 つ の A rg 残基は保存性配列モ チ

ー フを構

成する残基である ｡ こ の こ とから､ ル
ー

プ2
-

3 の塩基性残基は機能に重要な役割をもつ ことが推測され

る ｡ こ こ で は3 つ の保存性A r g残基に加えて ､ 非保存性のL y s 6 3 残基の変異体の性質を検討した｡

T a ble 2
- 2 で示したように､ これら4 つ の塩基性残基の中でアミノ酸置換によるテ トラサイクリン 耐性

レ ベ ル へ の影響が最も大きか っ たの は､ モチ ー フ 第9 番目に位置するA r g 7 0 残基であ っ た ｡ これは他の

保存性A r g 残基とは対照的であっ た｡

反範膜小胞を調製し､ テ トラサイクリ ン輸送惰性を測定したとこ ろ ､ A r g 7 0 残基がとりわけ重要な役割

を持っ て いる こと は明確で ある (F ig u r e 2 - 6) . まず ､ L y s 6 3 残基はc y s ､ A s n ､ L e u に置換された o A s n お

よびL e u 変異体の 輸送活性 は野生塾 のおよ そ半分程度に減少 して い たが ､ C y s変異体 は野生 型と同程度の

輸送晴性を保持して い るの で ､ L y s 6 3 残基は機能に必須で か ､ と言える ｡ モ チ
ー フ を構成するA rg 6 7 残基

およ びA r g7 1 残基は､ c y s ､ L e u 変異体を構築したが ､ いずれの 変異体も輸送活性は野生型のもの とほと

んど変わらず､ こ の 2 つ も必須残基ではない と言える ｡

一

方､ A r g 7 0 残基につ い て はA l a ､ S e r ､ L y s ､ A s p ､ L e u , T r p 変異体を作成した｡ こ の中でL y s 変異体の

み野生塾の約3 0
0
/. と顕著考輸送活性が観察されたの に射 し､ 残りの 5 つ の変異体では輸送活性は完全に

消失して い たか ､ も しくは著しく低下 して いた o 従 っ て ､ A r g 7 0 残基は同じくモチ
ー フ構成残基である

A r g6 7 ､ A r g 7 1 残基とは異なり ､ その 正荷電側鎖が磯能に重要な役潮を果たして い るこ とが考えられる o

ル
ー

プ2 - 3 唯 一 の酸性残基 A s p 6 6 はその負電荷が輸送機能に必須であり､ A s n 6 6 変異体は完全 に輸送活

性を消失する(4 9) 0 A rg 7 0 残基のL e u 変異体やA l a 変異体もまた輸送滑性が大きく低下 して いる こ とから､

これら2 残基閏で の塩橋形成が 互 い の電荷を中和し ､ 蛋白構造の安定イヒに寄与して いる可 能性が考えら

れる( 2 6 3
･

2 6 9) ｡ 幾 つ かの 黄白にお い て ､
塩橋形成に関与 して い る2 つ の荷電アミ ノ酸残基の いずれか

一 方

を置換した ときに失われる蒋性 は両方を置換したと きには回復する ことが見い だされて い る o そ こで ､

A s p 6 6 残基とA r g 7 0 残基との 間の塩橋形成の可能性につ い て検討するため､ 両方を中性残基に置換
した変

異体 を構 築した ｡ A s n 6 6 / L e u 7 0 二 重変異体 ､ A s n 6 6 / A l a 7 0 二 重変異体は い ずれも薬剤耐性 を与 えず

( T a bl e 2 - 2) ､ またテトラサイク
.) ン 輸送活性も見 いだ されなか っ た (F ig u r e 2

1 7) o ま た ､ A sp 6 6 残基

とA r g7 0 残基の 荷電を交換 した ､ A r g 6 6 / A sp 7 0 二軍変異体も全く薬剤耐性を与えず (T able 2
-

2) ､ テト

ラサイク リン 輸送活性もなか っ た (d at a n o t s h o w n) ｡ しか し､ A s p 6 6 残基の負電荷が基質と相互作用す

ると いう考えの もとで は､ A s p 6 6 残基の 負電荷とA r g7 0 残基の正電荷とが永続的に塩構を形成
して いる こ

とはむ しろ 考えにくい ｡ 従 っ て ､ これ ら二重変異体 の結果は､ 蛋白構造安定化のための永続的な塩橋形

成の な い ことを示 し､ 基質輸送過程における
一 時的な相互作用を否定するもの ではない o

最後に ､ ル ー プ2 - 3 の ポリカチ オ
･土 ッ クな性質につ い て検討した . ル

ー プ2 -

3 の 4 つ の塩基性残基の中

で ､ A r g 7 0 残基の みが重要 であるの で ､ A r g 7 0 を残すように他の塩基性残基
を中性残基に置換 した変異体

を構築した ｡ A r g 6 7 およびA 曙7 1 の 2 残基をL e u に置換 したL e u 6 7 / L e u 7 1 二重変異体は､
M I C が5 0 FL g / m l

と比較的高い薬剤耐性を与えて い る ( T abl e 2 - 2) o また ､ 更にL ys 6 3 残基の L e u 置換を追加 したL e u 6 3

/L e u 6 7 / L e u 7 1 三重変異体もまたM I C が1 2 . 5 p g / m l と
いう中程度の薬剤耐性を与える ことがで きる (T ab le
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2 - 2) ｡ 更 に ､ 輸送活性を測定する と､ L e u 6 7 / L e u 7 1 二 重変異体は野生塾 の約4 0 % の輸送晴性を示し､

L e u 6 3 / L e u 6 7 / L e u 7 1 三重変異体で すら野生塾の 3 0 0/. 程度の惰性を保持しており ( Fi g u r e 2 - 7) ､
ル ー

プ

2 - 3 の ポリカチ オ ニ ッ ク な性質は輸送機能には必須で ない と いえる ｡

第5 節 c y s 変異体 へ のS H 修飾試薬の作用

ル ー プ2 - 3 中央のS e r6 5 残基の C y s 変異体の輸送活性はs H 修飾試薬､ N
- エ チ ル マ レイ ミ ド ( N E W ) を作用

させ る こと により ほぼ完全 に阻害される ｡ 野生 塾T e tA はC y s残基をひとつ (C y s 3 7 7) も っ て い る が､

N E M による活性阻害を受けない( 4 9 ,2 3 1
- 2 3 3) ｡ N E M よりも修飾側鎖が小さ い ､ メチル メ ダン チオ ス ル フ ォ

ネ - I ( M M T S) で はc y s 6 5 変異体の悟性阻害の程度が約4 0 % と低下する(4 9) ｡ 以上 の結果は輸送清性の

阻害が6 5 位側鎖による立体障害に基づ い て い る ことを示し､ 6 5 位側鎖が基質輸送経路の極近傍に位置 し

て い る こと を示唆して い る ｡ 本研究で は ､ L y s 6 3 ､ M e t6 4 ､ A r g 6 7 ､ P b e 6 8 ､ G ly 6 9 ､ A rg 7 1 のC y s 変異体

を新た に構築したの で ､ N E M の 輸送活性 へ の効果を検討した ｡ それぞれの反転膜小胞を様 々 な濃 度の

N E M で 5 分間処理した後の清性を､ 未処理の 時の悟性と比較し､ 残存活性と して表した ( Fig u r e 2
-

8) 0

そ の結果 ､ 新た に構築されたc y s 変異体は､ 2 m M の N E M を作用させても輸送活性 が 阻害される ことはな

く､ 結局､ ル ー プ2 - 3 にはN E M 感受性部位が6 5 位の み である ことが わか っ た ｡

c y s6 5 変異体以外の C y s変異体が N E M による晴性阻害を受けな い理由と して ､ C y s残基側鎖がN E M を蘇

合 しても基質輸送を阻害する位置にはない こと ､ ある い は ､ C y s残基側鎖がN E M を藩合できない位置にあ

る ことが考えられる ｡ これら の可能性を区別する ために､ 【1 4 C】N E M を用い て その筋合性を調べ た｡ 反範

膜小胞をo .
5 m M の【14 C】N E M で 5 分間処理し､ C 末端特異抗体とp a n s o r bi n を用 い て T e 仏 を免疫沈降し､

S D S- ポ
l) アクリ ルア ミ ドゲ?レ電気泳動後 ､ オ

ー トラ ジオ グラ フイ
-

で【1 4 C】N E M 結合性 を潤定した o

Fi g u r e 2
1 9 に示すように､ こ の条件下で ､ 晴性が阻害されるC y s6 5 変異体だけでなく､ c y s 6 3 ､ C y s 6 7 ､

c y s 6 8 ､ C y s 6 9 変異体 にも【1 4 q N E M 結合が観察された ｡ 従 っ て ､ これらの部位で N E M を作用させてもテト

ラサイク リ ン輸送活性が阻害され ない の は､ N E M が結合しても基質輸送の 障害とは ならな い方向に側鎖

が向い て い ること を示 して い る ｡ また､ c y s 6 4 ､ C y s 7 1 変異体 で は野生塾T e 仏 と同様 に･【
1 4 C】N E M の結合が

見られなか っ た ｡ N E M はs E 基の解離型 ､ s
-

と反応するの で ､ C y s 6 4 ､ C y s 7 1 変異体で は倒鎖が蕉白内部に

埋め込まれて い るの で ､ 解離塾になる ことができな い ､ も しくは､ 解離塾 になりにくい と考えられる o

以上 の結果より､ s e r 6 5 残基の側鎖が ル
ー プ2 - 3 の構造上 特異な位置､ 基質輸送経路の極近傍 に存在す

る ことが強く支持された ｡

第6 節 考察

本章 で は､ 二次性能動輸送体 に普遍的に見い ださ れるア ミノ酸配列モ チ
ー フ ､ G l y

- Ⅹ- Ⅹ - Ⅹ- A sp
- A r 雷

- X ‾

G l y
- A r g

- A r g の役割とそ れを構成するア ミノ酸残基の 役書陀 明らか にす
るため

､
トラ ンス ポゾ ン T n l O に

コ ー ドさ れるテ トラサ イク リン排出蛋白 (T et A(B)) を用い ､ モチ
ー フが存在するル

ー

プ2
-

3 領域の 部位

特異的変異導入解析を行っ た ｡

ル ー プ2 - 3 の 1 0 アミノ酸残基のうち ､ 置換による清性 へ の 影響が顕著で機能に重要である
とされたもの

は ､ G l y6 2 ､ A s p 6 6 ､ G l y 6 9 , A rg 7 0 の 4 残基であ っ た ( T ab le 2
･ 2) o これ らは いずれもモチ

ー フを構成

する残基である o しか し､ A rg 7 0 残基と同様モ チ
ー フ構成残基でありなが ら､ A rg 6 7 およびA r g 7 1 残基は

機能に必須 で はなか っ た ｡ この 結果は ､ 機能に重要 であると いう要因以外にもア
ミノ酸残基の 保存性を
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決定する要因が別にあるこ とを示唆して い る｡

A rg 7 0 残基 はL y s変異体の み商い 輸送暗性を保持して い たの で ､ 7 0 位の正電荷は機能に重要であると考

えられる (F ig u r e 2
-

6) ｡ そ の役割と して ､ 機能に必須な6 6 位の負電荷と塩庸を形成して蛋白構造を安

定化する可 能性を挙げたが ､ 両者を中性残基に置換 しても､ また電荷を交換しても括性回復は認められ

なか っ た ( F ig u r e 2 7 ) の で ､ その 可能性は否定された o ただ し､ 6 6 位の負電荷は基質､ テトラサイク

リ ン 2 価カチオ ン キ レ ー

ト体との相互作用部位であると いう推定(4 9 ,2 3 1 - 2 3 3)を考慮すれば､ 黄白構造安定

化のための 永続的な塩橋形成は むしろ考えにくい ｡ 本研究の結果はこの 考えを支持し､ 永続的な塩橋形

成が ない こと を否定する が , 輸送過程における
一

時的な相互作用を否定するもの で はない ｡ A rg 7 0 残基

の役割につ い て は ､ 次章以降更に検討を加える ｡

ル ー

プ2
-

3 は1 0 残基中 4 残基が 塩基性残基であり ､ 全体と して ポリカチオ ニ ッ クな性質を持つ ｡ しか

し､ 機能に重要なA s p 6 6 残基とA r g 7 0 残基を残し､ 他の 3 つ の塩基性残基をL e n に置換して も､ 興味深い

ことに､ 薬剤耐性を与える こと が でき､ また顕著な テトラサイクリ ン輸送清性を保持してい る ことが明

らか にな っ た (F i g u r e 2 - 7) ｡ 従 っ て ､ ル ー プ2 1 3 の ポリカチオ ニ ック な性質は磯能に必須で は 飢 ､ と言

える ｡

2 つ の Gl y残基は黄白構造の 形成､ 維持に重要である ことが明らか にな っ た ( Fi g u r e 2 - 4) o 6 2 位は6 9

位よりも挿入されるア ミノ 酸残基に関して厳密さが要求される ｡ すなわち､ G l y に次 い で側鎖容積が最も

小さ い A l a ですら著 しい活性低下 をもたらして い る ｡ こ の こと から､ 6 2 位側鎖の 占める空間が 制限され

てい る こと ､ そ の ために大きな側鎖をもつ アミノ酸残基が導入されると ペ プチ ド主鎖に対して 立体障害

を引き起 こ し､ 黄白構造を歪ませて い ることが示唆される ｡
一 方､ 6 9 位の変異体は ､ 導入されたアミノ

酸残基により様々 な程度の 輸送晴性を示 し､ アミノ 酸残基の側鎖容積よりもむしろβタ
ー ン傾向指数と

の 間で よ い相関関係が得られ (F ig u r e 2
1

5) ､ 6 9 位がβタ
ー

ン構造形成に寄与 して い る ことが示唆され

た｡ 興味深い ことに､ C y s 6 9 変異体はN E M を結合する (Fi g u re 2
- 9) が､ そ の輸送活性は全くN E M の影響

を受けて い な い ( Fig u re 2
-

8) 0 C y s残基にN E M が結合すれば明らか に6 9 位倒鎖は大きくなり､ 輸送晴性

が 阻害されても不思諌 で はない ｡ こ の結果は6 9 位変異体で見ら れた輸送活性が側鎖容積 に依存する ので

はなく､ ア ミノ酸残基が蛋白分子中の特定の部位に導入されたときに示す物理的 か ヾラメ
一 夕

一

によ っ

て主に支配されて いる こ とを示すもの と思われる ｡

本研究では幾 つ かの C ys 変異体を新たに構築したが ､ N E M により輸送滑性が 阻害されるの は､ C y s 6 5 変

異体の みであ っ た (F ig u re 2
- 8) ｡ 【1 4C】N E M 結食性実験の結果, c y s 6 4 ､ C y s 7 1 変異体以外のC y s 変異体で

f 1 4 C】N E M の結合が観察された (F ig u r e 2
- 9) o 従 っ て ､ ル ー プ2 1

3 には､ 側鎖が畢白内部に向い て いるた

めにN E M を結合でき ない 位置 (6 4 位､ 7 1 位) ､ N E M を結合して も輸送溶性が阻害され 如 一位置 (6 3

位､
6 7 位､ 6 8 位 ､ 6 9 位) ､ N E M が結合して 輸送括性 を阻害する位置 (6 5 位) の 3 種類あるこ とが明ら

かにな っ た . 更に注 目すべ き点として ､ C y s 6 5 変異体の 特性はM M T S で は約4 0 % しか阻害されない(
4 9) こ

とが挙げられる ｡ こ れは輸送の 阻害が6 5 位側鎖による立体障害である ことを示唆 して い る ｡ これを裏付

ける かの よう に ､ M M T S で修飾 されたc y s 側鎖 に相当する側鎖をもつ M et 6 5 変異体で中程度の括性 をも

ち､ 更に側鎖が大きくなるP h e 6 5 変異体が完全に活性を失っ て いる ことが明らか にな っ て い る(
2 3 1) ｡ 以上

の結果か ら､ 6 5 位側鎖が基質輸送経路の極近傍に位置する こと､ それ故､ ル
ー プ2 - 3 がA s p 6 6 の負電荷を

正味 1 価カ チオ ン の基質との 相互作用部位とする ､ 細胞質側の基質輸送経路の入り口に相当する珊胞質

側ゲ ー

トと して機能して い る ことが示唆される ｡

M ｡ N i｡b ｡1 a s らはヒ ドロ キ シル アミ ンを用い てp B R 3 2 2 に コ
ー ドされるT e 仏(C)の ラ ン ダム変異体を数種分

離 した( 2 7 0) ｡ そ れに よると ､ テ トラサイクリ ン耐性が著 しく低下する変異体が ､ 膜貴通領域 で はほぼ全

域に渡っ て分布して い たが ､ 親水性領域で はル
ー プ2 - 3 およびル

ー プ1 0 ･ 1 1 に著しく局在 して い たo こ の

結果はル ー プ2 - 3 領域の 重要性を裏付けるもの である が ､ 更に興味深 い ことに､ 本研究の T e 仏(B) の 結果

ー
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と同様に重要残基 の分布が見ら れて い る ｡ す なわち ､ T e tA( C) の ル
ー プ2 -

3 の耐性低下変異体と して ､

G ly6 4
一 斗 G lu ､ S e r 6 7 → P h e ､ A s p 6 8

→ A s n ､ G ly 7 1
- A sp ､ A r g 7 2

- す C y s が挙げられる . これらの 部位はそれ

ぞれT e tA(B) の G l y 6 2 ､ S e r6 5 ､ A s p 6 6 ､ G l y 6 9 ､ A r g 7 0 に相当し､ T et A(C) の結果はT e tA( B) の結果とよく
一

致
.
して い る ｡

現在まで に3 種類の膜輸送蛋白につ い て ､ )I, -

プ2 - 3 領域の アミノ酸残基の解析が報告されて V l る ｡ ま

ず､ 大腸菌の α サ トグル 夕ル酸輸送体 ( α サ トグ)I , タ ル酸/Ⅱ＋シ ン ポ 一 夕 -

､
K g t P) の解析がS eo l a n d

s h a tki n によりなされた(2 7 1) o E:g tP もT et A と同様 に1 2 回膜を貴通する二 次構造をもち､ G l y
- Ⅹ- Ⅹ
1
- Ⅹ- A s p

-

A rg
-

X
･

G ly
- A r g

･ A r g が保存されて い る ( Fi g u re 2
-

i) ｡ この 報告ではA sp 8 8 ､ flis 9 0 ､ A r g 9 2 を部位特異的

変異導入の 標的と して選 んでお り､ こ れらはそれぞ れT e tA( B) の A sp 6 6 ､ P b e 6 8 ､ A r g 7 0 に相当する｡

K g tP でもA s p 8 8 残基 ､ A rg 9 2 残基は機能に重要と い う結果が得られて いる o しか し､ そ れぞれ電荷を保

存する G l u 8 8 変異体 ､ L y s9 2 変異体で も機能には不十分であるという点で若干T et A( B)の 場合と は異な っ

て い た｡ H is 9 0 残基は保存性残基で はな いが ､ A l a 変異体の活性は野生塾K gtP と同程度であり ､ T e tA( B)の

p h e 6 8 の 結果と同じである . K g tP は シ ンポ
一 夕 -

､ T e t A(B) はア ンチ ポ
ー タ ー と い う遠い はあるが ､ いず

れの輸送休も保存性モチ ー フ を含むル ー プ2 - 3 の重要残基の 分布は 一 致し､ こ の モ チ ー フまたそれを構成

する個々 の ア ミノ 酸残基 は ､ 基質輸送機構 にお い て共通の 役割をもっ て いる と いう考えを支持して い

る ｡

部位特異的変異導入解析が精力的に行われて い る輸送体である ､ 大腸菌テク 下
- ス輸送体 ( ラクー

-

ス/ H ＋ シ ンポ
一

夕
-

､ L a c Y) の ル
ー

プ2 - 3 の解析が最近報告された｡ L a c Y の ル
ー プ2 -3 の 配列は､ Gl y6 4 -

L e u - L e u - S e r ･ A s p
- L y s

-L e u - G l y
- L e u ･ A rg

- L y s であり､ モチ
ー フ の通常の 形に比べ る と､ 第8 番目の G ly と第9

番目の A rg の 間にL e u が挿入された形にな っ て い る ( Fig u re 2 - 1) 0 J es s e n 胡 a r sh all らは保存性の 高い モ

チ ー フ構成残基 ( G l y 6 4 ､ A sp 6 8 ､ L y s 6 9 ､ Gl y 7 1 ､ A rg 7 3 ､ L y s 7 4) の部位特異変異体を数稜作成 した

( 272) ｡ そ れによると ､ 3 つ の鹿基性残基 は､ T e 仏( B) の A r g 7 0 残基に相当するA r g 7 3 残基でさえも､ 置換

による晴性 へ の 影響 はほとん どなく､ L a c Y で はル
ー プ2 - 3 の 塩基性残基はあまり重要で ない と言える｡

更 に､ T e 叫 B) の A s p 6 6 残基 に相当するA sp 6 8 残基も ､ A s n ､ Gl u ､ E is に置換した場合には活性は著しく低

下するものの ､ A h S e r ､ T h r ､ T y 濁換で野生塾の 1 0
- 2 0 % の活性が残存し､ 負電荷が機能に必須とし

L
､

うわけで は ない ｡ これは ､ 基質の ラク ト
- ス が中性分子である ことと関係があるの かもしれ 飢

- が ､ 置

換 しても野生塾と同等の括性を保持する変異体はない の で ､ こ の部位はA s p残基であることが最も望ま し

い ことは両者にお い て
一 致 して い る｡ G ly6 4 残基はT e 仏(B)の Gl y 6 2 残基の置換で見ら れたように ､ A l a 変

異体で5 0 % 程度の晴性を保持する以外は活性は1 0 % 以下 になり､ 第 1 番目の部位が側鎖容積の大きい ア

ミノ 酸残基を好ま な い 点で よく
一

致レて い る ｡ しか し､ G ly7 1 残基 は導入されるア ミノ酸残基に
より

様々 な程度の輸送活性 を示すが ､ T e tA(B) の G ly 6 9 残基の ように特にβタ
ー

ン傾向指数や側鎖容硬に相関

して い るわけで はない ｡ C y s ､ P r o ､ L e u 変異体では惰性が4 0
0
/. 以下 に低下するこ とから ､ G ly 7 L 残基は輸

送の速 度給に影響する残基 と して い る ｡ こ の 2 つ の G l y 残基の 変異導入解析 は､ J u n g ら によるL ac Y
の全

G ly 残基の解析の 中でも行われ(2 7 3) ､ J e s s e n
･ M a rs h all らと同様の結果を得て い る o J e s s e n

- M a r sh al 1 らは最後

に､ こ の モ チ
ー

フが様々 な輸送担体に保存されて い る ことか ら､ 細胞質 へ の基質の 移動に重要な領域で

あり､ 基質の惰性中心へ の結合 に伴 っ て 蛋白全体の コ ン フ ォ
ー メ ー シ ョ ン変化を引き起 こ して い るのか

もしれな い と推察して い る . ま た､ 別の 可静性と して ､ 基質透過経路の 開閉の ため のゲ
ー トと して機能

して い るかも しれない とも述べ て いる(2 7 2) 0

M e rick el らは小胞体性モ ノ アミ ン輸送体 (モ ノアミ ン/ H
＋ア ン チポ

ー

タ
ー

､ S V A T ､ V M A T 2) の変異導

入解析の中で ､ そ の ル
ー プ2 -3 の G l y1 5 1 ､ T h r 1 5 4 ､ A s n 1 5 5 ､ G

l y 1 5 8 の変異体 を作成した(
2 7 4) o こ れら

はそれぞれT etA(B)の G ly 6 2 ､ S e r 6 5 ､ As p 6 6 ､ G ly 6 9 に対応する o V B4 A T 2
で はもともとモ チ ー フ の 第5 番

目を中性残基が 占めて い る ことは注目すべ き点である ｡ G l y 1 5 1 およびG l y1 5 8 残基はL e u に置換しても括
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性に変化がなく ､ 必須で はない ｡ T b r 1 5 4 残基はA l a に､ A s n 1 5 5 残基 はG l n ､ A s p に置換 したが ､ いずれも

活性に大 きな変化はなく ､ これ らも必須残基で はない ｡ 従 っ て ､ V M A T 2 で はA s n 1 5 5 残基が基質と相互

作用する可能性はな い と考えられる ｡

H e n d e r s o n ら はA r g
- Ⅹ- G l y- A rg

- A r g モ チ
ー フが1 2 本膜貴通蛋白分子内に 2 カ所存在するこ とを指摘して い

る(4 4) . ひと つ はル
ー

プ2 ･ 3 であるが ､ もうひとつ はル ー プ8 - 9 に存在 して い る o これ らは蛋白をN 末側､

c 未倒それ ぞれ 6 本ずつ の膜貴通領域からなる 2 つ の領域に分けたとき ､ 柵胞質側で対称の 位置に存在

し､ t a n d e m d u p li c a ti o n 鋭(39 ･ 4 0) を支持する証拠の ひと つ にな っ て い る o アミノ酸配列を詳細 に検討する

と ､ ユ ニ ポ
ー

タ
ー

､ シ ンポ
一 夕 - で は)i / - プ2 - 3 と同じ､ G I ㌣

- X - Ⅹ･ Ⅹ- A sp
- A r g

- Ⅹ- G ly
- A r g- A r g モ チ

ー

フが見

い だされるが ､ ア ン チ ポ
ー タ ー で は ､ 酸性残基が 第9 番目に位置するようにモチ ー フは変形し､ Gl y - Ⅹ

-

Ⅹ ･ Ⅹ･ Ⅹ
-

A r g
･ Ⅹ-

G l y
･

G l u
･ A r g と表される ( Fi g u re 2

- 1 0) ｡
こ れまで ､ 薬剤排出黄白しか見いだされて い 凱 ゝ

が ､ 1 4 本膜貴通蛋白の C 末側 8 本の領域は N 東側相当領域のt a n d e m d u p lic a 也o n に依らず､ 由来を異にす

るとされて い た( 10 , 4 2) ｡ しか し､ アミノ酸配列 を詳細 に観察する と､ 第1 0 膜貴通領域と第1 1 膜貫通領域

を結ぶ領域にこの モ チ ー フ の 名残をG ly
- Ⅹ- Ⅹ- Ⅹ- Ⅹ - A r g

- Ⅹ- G ly- Ⅹ
- Ⅹと いう形で見い だすことができる(l l) 0

しか し､ こ こ で は特徴的な酸性残基の保存性は低く､ T et (K)およびT et (L) で モチ
ー フ第 5 番目残基と し

て しか見 いだ されて い な い ｡

T et A( B)の ル
ー プ8 - 9 の アミノ酸配列は､ G l y2 6 6

1 A r g
-

Il e
-

A l a
-

T h r L y s
I T rp

I Gl y
･ G l u - L y s である9 当研究室

で はすで にル ー プ8 - 9 の 変異導入解析 が行われて い る(2 7 5)が ､ ル
ー プ2 - 3 に類似 した配列をもっ にもかか

わらず､ アミノ 酸置換の効果には差異が認められた｡ 機能に重要なA s p 6 6 残基 ､
A r g 7 0 残基と対応する位

置にあるT h r 2 7 0 残基､
Gl u 2 7 4 残基はそれほ ど重要とは考えられて い ない o つ まり､ T h r 2 7 0 残基はc ys に

置換した が高 い輸送晴性を保持 し､ G l u 2 7 4 残基はA s p ､ G l n ､ L y s に置換した場合には活性はかなり低下

するもの の ､ A l a ､ C y s 置換で は野生塾と変わらな い情性を保持して いた o Gl u2 7 4 残基は薬剤排出費白
の

多くに見い だされ､ シ ン ポ
一

夕
-

や ユ ニ ポ
ー タ ー と は異なりモチ

ー フの 第9 番目に位置する ことで ､ 共

役との 関連で注目されたが ､ 結果は予想に反したもの であ っ た ｡ 保存性のL y s 2 7 1 およびL y s 2 7 5 残基は
い

ずれもc y s置換 で悟性低下 は見られず､ 必須残基で はな い と言える o
一

方､
2 つ の G l y 残基 に関しては

ル ー プ2 - 3 とほぼ同様の役審陀 もっ て い ると考えられ て い る ｡ G ly 2 6 6 残基はC y s置換では野生塾と同程度

の活性を示すが ､ V al置換で半分程度に清性は低下 し､ G ly 6 2 残基ほ ど厳密ではな いが ､ 側鎖容積 に依存

した滑性を示 した ｡
一 方 ､ G l y2 7 3 残基の変異体の輸送油性は導入したアミノ酸残基のβタ

ー ン傾向指数

とよく相関 し､ Gl y 6 9 残基と同じくβタ
ー ン形成 に圃与 して い ると考えられる ｡ ル

ー

プ8 - 9 で は1 0 残基全

て の C y s変異体を作成した ｡ いずれの C y s変異体も【
1 4 C】N E M 結合が観察されたが ､ 嘩謝舌性が 阻害される

の はc y s2 6 6 ､ C y s 2 6 8 ､ C y s 2 6 9 ､ C y s 2 7 3 変異体の 4
つ であ っ た o そ の中で最もN E M の影響を受けたの が

c y s 2 6 9 変異体であ っ た ことは ､ 2 6 9 位が6 5 位と対応する位置にある ことを考える
と興味深い o

･

この こと

から ､ 両ル
ー

プの構造は非常 に類似 して い ると考えられる . ただ し､ 機能の面で重要な残基がル
ー

プ8 - 9

には見い だされなか っ たの で ､ ル
ー

プ2 ･ 3 は
”

a c tiv e
･,

なゲ ー

ト ル
- プ8 - 9 は

･'

sile n t
” ff ゲ ー トと推測されて

い る(2 7 5) ｡

当研究室 で は､ 枯草菌の プ ラス ミ ドp N S 1 (2 8) に コ
ー

ドされるクラス K テ トラサイクリ ン排出蛋白 (でet

( K)) ( 27 6 , 2 叩 の変異導入解析も行 っ て い る(
2 7 8) o T et(a) は現在 ハ イ ドロ パ シ

ー 解析により1 4 本の 膜貴通領

域をもつ 二次構造が推定されて い る( 41) o Fi g u r e 2
- 1 お よびFig u r e 2

-1 0 に示 したように､ T et( K)Lにも保存

性配列モ チ
ー

フが ル
ー プ2 - 3 とル

ー

プ1
･

0
- 1 1 の 2 カ所 に見 い だされ ､ しかもA sp 残基が両ル

ー

プの 籍5 番

目に位置 し､ ク ラス K お よびクラス L に保存されて いる ｡ T et(K)の ル
ー プ2 - 3 に存在するA s p 7 4 はA s R に置

換 しても輸送括性は消失する ことな く､ 顕著に残存 して い たが ､ ル
ー プ1 0-1 1 の A sp 3 1 8 はA s n に置換す

ると完全 に活性を失う. 従 っ て ､ クラス K およびク ラス L の テ トラサイクリ
ン排出蛋白で はル

ー

プ2
- 3 よ

りもル ー プ1 0 11 1 の重要性が高く､
, ,

ac tiv e
”

なゲ
ー トと して 棟能して いる ことが示唆される ｡

ー
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第3 章 保存性配列モ チ
ー

フ G X X X D R X G R R の 第9 番目残基A r g 7 0 の役割

第1 節 は じめに

第2 章 で は ､ T et A( B) の ル
ー

プ2 ･ 3 領域 に存在する保存性配列モチ ー フG ly
-

Ⅹ - Ⅹ ･ Ⅹ- A s p
- A T E

- Ⅹ- G l
`
y

- A rg
-

A r g の 第9 番目残基A r g 7 0 の 正荷電側銀が ､ 他の 2 つ の保存性A r g 残基とは異なり ､ 機能に重要であるこ

とが示された(2 7 9) ｡ 当研究室で は ､ ル ー プ2 -3 領域に引き続く第3 膜貴通領域お よびル ー プ3
- 4 付近の精

密なト ポロ ジ
ー を決定する ため に､ これ らの領域に含まれ るアミノ酸残基を個 々 にC y s残基に置換し､

l1 4C】N
- エ チ ル マ レ イミ ド ( N E M ) の結合性を調べ て い る( 1 9 5) ｡ そ の過程で ､ 第2 章では作成されて い な

か っ たA rg 7 0 残基の C y s 変異体が構築された ｡ c y s 残基側鎖は中性で比較的小さく ､ c y s 7 0 変異体の性質は

A l a 7 0 変異体 ､ s e r 7 0 変異体 に類似して ､ わずかなテ ーラサイク l] ン輸送悟性しか残存して い ない であろ

うことが予想された ｡ と ころ が ､ 予想に反し､ c y s 7 0 変異体はL y s 7 0 変異体に次ぐ顕著な輸送活性をもつ

ことが観察された ｡ 本章で は ､ こ の C y s 7 0 変異体の 高い輸送悟性を示す原因につ い て検討 した ｡

第2 節 A r g7 0 - C y s 変異体の構築

A r g 7 0 残基のC ys 置換はE c k st ei n 法 に従い ､ T ab le 3
-1 に示す合成オリゴヌク レオチ ドとp E R 2 の s s D ⅣA を

鋳型と して用い た ｡

T a b l e 3 ･ l ･ M tl t a g e n i c p r i m e r u s e d f o r t h e A r g 7 0
- C y s s u b s ti t tlti o n ･

A st e ri sk s (
*
) an d u n d e rlin e i n di c ate mi s m at ch es an d a n e w r e st ri cti o n sit e , r es pe c 也v ely ･

f h m er N u cl e oti d e s eq u e n c e C o d o n ch a n g e A mi n o a cid s ub s 血 ti o n

R 7 0 C

★ ★ ★ ★ ★

5
I

- G A T T T G G T T G C 基⊆⊆⊆⊆里G T G C T G T T
- 3 '

S t u =

C O G - T G C A rg7 0
→ C y s

Fi g u r e 2
･ 2 に示したようにロ

ー

コ ピ ー プラスミ ド､ p L G R 7 0 C を構築し､ 大腸菌 w 3 1 0 4 株を形質転換し

た ｡ 変異蛋白の産生量は野生型T e 仏 と同程度であっ た (d a t a n o t s h o w n) 0 C y s7 0 変異株の テトラサイク

リ ン耐性 レ ベ ル を測定し､ T abl e 3 - 2 に他の 7 0 位変異株とともにまとめた ｡

ー 4 1 -



T a b l e 3 ･ 2 ･ T e t r a c y c li n e r e si s t a n c e l e v el s o f E ･ c o ls W 3 1 0 4 c ell s h a r b o ri n 筈

t h e A r g 7 0 s tl b s t it tR ti o n m tlt a n t P l a s m i d s .

Pl a s mi d T et A M C of t etr a c y cli n e 佃g/ m l)

N o n e

p L G T 2

p L G R 7 0 C

p L G R 7 0 A

p L G R 7 0 S

p L G R 7 0 K

p L G R 7 0 D

p L G R 7 0 L

pIよ‡R 7 0 W

N o n e o .8

W ild -ty pe 2 0 0

A r g7 0
. C y s 1 2 .5

A 増70 → A l a 1 2 .5

A r g7 0
→ S e r 1 2 .5

A rg 7 0
→ L y s 1 2 .5

A rg 7 0
→ As p 0 .8

A rg 7 0
- Le u 0

.8

A rg 7 0
→ T rp 0 .8

c y s 7 0 変異体はA l a ､ S e r ､ L y s 変異体と同程度の薬剤耐性 レ ベ ル を与える ことができる こ とが分かる ｡

L y s 変異体はA l a ､ S er 変異体に比べ ると高 い 輸送活性 をも っ て いる にも関わらず､ 薬剤耐性レ
ベ ルでは変

化が な い ｡ M I C のfBT)走は焦点として い る蛋白の輸送清性だけを反 映するとは 限らない の で ､ 必ずしもi n

vit r o で の輸送晴性測定と比例 しない が ､
こ の結果はc y s ､ A l a ､ S e r 変異体もテ トラサ イクリ ン排 出能を

もっ て い る ことを示 して い る ｡

c y s残基側鎖は中性で比較的小さ い の で+ C y s 7 0 変異体の性質はA l a 7 0 ､ S e r7 0 変異体に類似して ､
わず

か なテ トラ サイ クリ ン輸送悟性 しか示さない であろうと思われた ｡ とこ ろが ､ 反転膜小胞を調製 し､ テ

トラサイ クリ ン輸送悟性を珊定すると ､ F ig ll r e 3 1 1 A に示すように､ 明らかにA l a 7 0 ､ S e r 7 0 変異体の輸送

悟性よりも高く､ L y s 変異体に次ぐ惰性を保持して い る ことが明らかになっ た , Fig u r e 3
- 1 B で はア ツ セイ

溶液中の C ｡ 2 ＋濃度を1 m M に上 げ､ テトラサイクリ ン
ーC o 2 ＋キ レ

ー

ト体の量を上昇させたときの取り込みを

示して い るが ､
野生型､ L y s 変異体､ A l a 変異体の 輸送活性の上鼻の程度に比べ て ､ C y s 変異体の特性の上

昇度は著しく大きい こ とが分･かる ｡

I n M C ｡ C 12存在下 で測定した速度静的定数 ( T able 3
-

3) を見ても ､ c y s 7 0 変異体がA l a ､ S e r 変異体とは

異なる性質を持 っ て いる こ とが 分かる ｡ また , 各変異体 に対するテトラ サイクリ ンの 見かけの親和性は

野生型 に対する催とほぼ同 じであり､ 7 0 位が基質と直接相互作用する部位で は 加
､ ことが示唆される o

T a b l e S I S . E i n e ti c c o n s t a n t s
【

f o r t e t r a c y cli n e tl p t a k e b y i n v e r t e d m e m b r a n e

v e s i c l e s .

N A D H - d e pe n d e n t t etr a cy cli n e
tlP t ak e f or 3 0 s e e w

as m e a s u r e d i n th e p re s e n c e of v a d o tw
I

c o n c e n tr ati o n s (5 - 1 0 0 y M ) of t et r a c y cli n e an d l 血 M C o C1 2 ･ T h e ki n e d c c Q n St a n tS W
er e C al c ul at ed

fr o m n o n -li n e a r r eg r e s si o n ･ D at a in dic at e a v e r ag e j = S ･ D ･ ･

M u t ati . n 監m G E M ) V m a x ( n m ol/ m g p r o t ei n/ mi n)

N o n e 仲Ⅶd -ty pe )

A rg7 0 → C y s

A rg7 0
. L y s

A rg7 0
. Al a

A rg 7 0
→ S er

24 .8 ± 7 .3

2 6 .6 ± 5 .7

1 8 .6 ± 2 .7

2 2 .7 ± 3 .1

23 .8 士 9 .8

4 3 .1 ± 4 .8

1 0 .7 ± 0 . 8

1 9 .2 ± 1 . 0

4 .4 ± 0 .3

2 .3 ± 0 .4
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第3 節 A r g 7 0
- C y s 変異体の H g 2 ＋イ オ ン による活性化

c y s 7 0 変異体が予想外 に高い テトラサイクリ ン輸送清性を示す原因を明らか にするため､ c y s 残基側鎖

の S H 基が ､ ある種の 重金属イ オ ン と高い 親和性を有する ことに着日した ｡ s H 基はH g ＋ ､ H g 2
＋
､ A g

＋
､

c d 2
＋
､ Z n 2

＋
､ P b 2 ＋などと親和性が高く､ 両者は次式の ように反応して ､ メ ル カ プチ ドを形成する ことが

知られて いる(2 8 0) 0

R
-

S H ＋ M e ＋ こ字 R
-

S
-

M e 十 H ＋

c ｡ 2
＋もまたsli 基との 親和性が高く､ シ ス テイ ン分子や グルタチオン分子のSfI 基とメ ルカ プチ ドを形成す

る ことが知られて いる( 28 1 ,2 8 2) 0 T e 仏 はテトラサイ クリ ン と 2 価カチオ ンとの キレ
ー ト体を輸送基質とす

るの で ､ 通常の テトラサイ クリ ン輸送活性測定ではc o c 12 ( C o 2
＋
) が含まれ て い る ｡ S H 基の メ ルカ プチ

ド形成を考慮する と ､ c y s 7 0 変異体 の顕著な悟性 はア ツ セイ溶液中のC o 2
＋がC y
-
s 7 0 残基側鎖のS ff基に賠

合して メ ル カ プチ ド (
-

s
I

C o
＋
) を形成 し､ 正荷電側鎖として 磯能 して い る可 能性 が考えられた . テトラ

サイク
L
.) ンはM n 2

＋
や M g 2

＋ ともキ レ ー

ト体を形成 しT e tA により輸送される( 5)が ､ C o 2 ＋ の代わりに これら

の 2 価カチオ ンを用 い て反転膜小胞 で輸送活性を測定した場合には､ c y s 7 0 変異体の滑性はむしろA l a7 0

変異体の 悟性に近 い (F ig u r e 3
･

2) ｡ こ の結果は､ M n 2 ＋やM g 2＋が メルカ プチ ドを形成 しにくい こ とを示

すもの と考えられる ｡

メ ル カ プチ ド形成を明確にするため に､ 次にS Ⅱ基に対して より親和性の高い H g 2
＋の効果を検討した ｡

まず､ H g 2 ＋が テ トラサイク リ ンとキ レ
ー ト体を形成するか どうかにつ い て検討した . テ ーラサイクリ ン

分子は3 6 0 n m 付近に極大吸収をもち､ 2 価カチ オ ン を加えキ レ
ー

ト体が形成される に つ れて 極大吸収が

3 8 0 n m 付近に移動すると い う特徴を持っ て.
いる( 5 .2 8 3) ｡ テ トラサイク リ ン濃度を1 0 FL M に固定し､ H g C12

を徐 々 に加えて い っ た場合 ､ 5 m M と いう高濃度でも極大吸収波長の移動は見られず (d a t a n o t s b o v n) ､

キ レ
ー ト体形成はない と結論された｡ そ こで次に､ H g 2

＋ をc o 2 ＋と共存させた場創 こ輸送惰性に影響があ

るか どうかを調べ た ｡ Fi g u r e 3
- 3 A はc o 2 ＋を加えずH g2

＋だけを加えて テトラサイクリ ン輸送が起こるか ど

うかを見たもの で あるが ､ キ レ
ー

ト体 を形成しない ことと
- 敦して ､ 野生型T et A を含む反転膜小胞でも

テ トラサイクリ ン の取り込みは全く見られなか っ た ｡ F i g u r e 3-4 A は5 0 FL M の C o
2 ＋と様々 な濃度の E g 2

＋ を

共存させ たときの 野生塾T et A とc y s 7 0 変異体の輸送活性の変化を示 したもの である ｡ 野生塾 は1 0 jL M 塩

化第二水銀が存在すると ころ ま で輸送括性 に変化はなく､ それ 以上の 濃度で は輸送活性
は著しく低下

し､ 1 m M の濃度で は完全 に活性 は消失した .
一 方､ c y s 7 0 変異体 は2 FL M 塩イヒ第二水銀ま で輸送惰性に変

化 は見られな いが ､ 1 0 〃M の 点で活性が顕著に上昇し､ そ
れ以上で低下すると いう現象が見られた o 1 0

p M 以上の濃度で輸送活性が 減少するの は､ 高濃度
の H g

2 ＋が プ ロ ト ンの濃度勾配 ( △p H) を破壊するた

めである ことがF i g n r e 3 - 4 B に示す実験により明らかで ある o N A D = により膜を介 して 形成された △p E は

1 0 〃 M より高い濃度の H g
2 ＋を加えると消失する のが分かる o これは恐らく､ H g

2 ＋が直接呼吸鎖を阻害す

るた めと思われる(2 8 4) 0 F ig u re 3-3 B にお い て ､ 5 0 i L M C o
2 ＋お よび1 0 F L M H g

2 ＋存在下での 時間依存の テ

トラサイクリ ン取り込みを韻隠 した ｡ F i g u r e 3-1 A と比較すると､ 野生塾､ L y s 変異体お よびA l a 変異体の

輸送活性はH g 2
←の存在により全く影響 を受けな いの に対し､ c y s 7 0 変異体の輸送活性はH g

2 ＋の存在によ

り著 しく上昇し､ 輸送の初速ではおよそ3 倍の上昇が見られる o
こ の条件で はL y s変異体よりも高い 輸送

悟性を示して い る ことは特記すべ き点である o H g
2 ' 存在下で の テトラサイクリ ン輸送の V m a x 倦も周 らか

にC ys 変異体の 方がL ys 変異体よりも大きい (T able 3
- 4) o 以上の結果は､ C y s 7 0 変異体の7 0 位のS H 基が

fl g2
＋を結合して メ ルカ プチ ド(

-S 月g
←) を形成し､ L y s 側鎖よりもむしろ好都合な正荷電側鎖

として機能

して いる こと を示 して いる o

- 4 4
-



( A)

′ - ヽ

1=

i 3
一. _

C L

t コ)

≡
ら

0

∈ 2
⊂
ヽ■一 一

■

u+
5e

<

i 1
⊃

U
ト

0

A

§ 4
0
C r)
ヽ ､

⊂:

i 3
I , I

lコ_

t コ)

毒 2
≡
⊂
ヽ
ヽ _ . ′

坦 1
<
ト･

L
⊃

2 0

0 3 0 6 0 9 0 1 2 0

TI M E (S e c)

0

(ら)

⑳

◎

◎

A

A

◎

0

W il d ･ty p e

R 70 C

R 7 0 K ㌔

R 7 0 A

n O e n e r;】y

2 5 0 トLM

-
-

- -

ロ
ー -

- 令

0 3 0 6 0 9 0 1 2 0

T[ M E ( s e e)

Fi g ll r e 3
･ 3 ･ E ff e ct o f H g C 12 0 n t et r a Cy Cli n e u p t a k e b y i n v e r t ed m e m b r an e

v e si cl es ･ As s ay s w e r e p er f or m e d i n t h e p re s e n c e o f 1 0 p M t et r ac y cli n e a n d l OトL M H g C1 2

( A) o r 5 0 トL M C o C 12 P l u s lO トL M H g C1 2 ( B) I

N A D H

(B) 野
(A)

R 7 0 C

0 0 .1

三誉ト
1 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 m i n

H g C12
C o n c ･(LI M) A

H g C] 2

F i g t l r e 3
･4 ･ E ffe c t of Ⅲg C 1 2 0 n t et r a Cy Cli n e u p t a k e b y

i n v e rt e d m e m b r a n e v esi cl es ( A)

a n d A p H f o r m ed b y N A D H
- d ep e n dQ n t r es pi r a ti o n i n m e m b

r a n e ve si cl e s ( B) I ( A) N A D 臥

d ep e n d e nt t et r ac y cli n e u p ta k e
f o r 3 0 se e w as m e as u r e d i n t h e p r e s e n c e of 1 0 p M t etra c yli n e , 5 0 LI M C o C 12

an d th e i n di c at ed c o n c e nt r ati o n s o f H g C 12 ･ ( B) H
'
t r a n sl o c ati o n ac r o s s i n v ert e d v esi cl e s w as m e a s ur e d b y

m o nit o ri n g th e ch a n g e i n fl u or e sc e n c e o f ac ri di n e or an g e ･ A
fter e n er gi z a ti o n of th e w il d

-ty p e v esicl e s w ith

N A D H
,
flg C 1 2 W a s ad d e d , w hi c h g a v e th e i n dic at e d fi n al c o

n c e n t r ati o ns ･

- 4 5 -

5 0 トLM

1 O
2

o

P

E
M
M
M



T a b l e 3 ･ 4 ･ 監i n e t i c c o m s t a n t s f o r t e 色r a c y c li m e u p t a k e b y i n v e r t e d m e m b r a n e

v e si c l e s .

N A D H - d ep e n d e n t t etr a cy cli n e u p t ak e f o r 3 0 s e e w as m e as u r ed i n t h e p r es e n ce of v a ri o u s

c o n c e n tr ati o n s (5 - 1 0 0 JI M ) of t etr a cy cli n e , 1 m M C o C 1 2 a n d 1 0 p M H g C1 2 . T h e ki n e 也c c o n st a n ts

w e r e c al c ul at ed fr o m n o n -li n e ar r e g r es si o n . D at a i n di c at e a v e r a g e ± S . D . .

M u t a ti o n E m O i M ) V m a x ( n m ol/ m g p r o t ei n/ mi n)

N o n e W ild -ty p e)

A rg7 0
→ C y s

A rg 7 0
→ L y s

3 1 .4 ± 3 .5

1 9 .7 ± 6 .0

1 0 .3 ± 4 .2

4 6 .1 ± 2 . 0

2 2 .5 ± 2 . 2

1 7 .5 ± 1 .9

第 4 節 A r g7 0 - C y s 変異体 へ の S 刺客飾試薬の作用

A T g 7 0
1 - C y s 変異体の輸送悟性に対するS H 修飾試薬､ N - エ チ ル マ レイミド ( N E M ) およびメ チルメ タ ン

チ オス ル フ ォネ - ト ( M M T S) の効果を検討した｡ 7 0 位が存在するル
ー プ2 -3 にはこれま でC y s琴異体の

輸送活性がS E 修飾試薬により阻害されるもの はs e r 6 5
- C y s変異体だけであっ た( 49 -2 7 9)が ､ F ig u r e 3

- 5 に示

すよう に､ C y s 7 0 変異体の 輸送悟性もN E M ､ M M T S により阻害される ことが明らか にな っ たo M M
T S は

o .5 m M と いう低 い濃度で最大の 阻害 に達し､ 残存活性は1 5 % 程度にな っ て いる ｡ それ に比べ るとN E M に

ょる 阻害は高濃度の試薬を要 し､ 2 m M 以上で残存活性は1 0
- 2 0 % になる . こ の結果はM M T S の 方がSfI基

に対して 反応性が高い こ とを示 して い る o F ig u re 3
- 5 のi n s et で は反転膜小胞を最初に2 m M の M M T S で処理

した後に示さ れる濃度の N E M で更忙処理 した場合の残存惰性を示 したもの であるが ､ その 億は高濃度の

N E M でも変わ らず､ c y s 7 0 残基とM M T S と の反応が完結 してい る ことが分かる o

c y s6 5 変異体の場合 ､ 阻害の程度は修飾側鎖の大きさに依存 して
い た( 4 9)が ､ C y s7 0 変異体で はそのよ

うな依存性 は見られなか っ た ｡ 従 っ て ､ S H 修飾試薬 によるC y s7 0 変異体の 活性阻害は､ 修飾側鎖
が基質

透過を立体障害して い るためで はない ことを示唆して いる o S H 修飾を受けたC y s 7 0 変異体
の 残存清性が

A l a変異体やS e r 変異体の輸送活性と同程度である こと はこの考えを支持して
いるように見えるo

c y s 7 0 変異体の輸送活性はE g
2 ← により活性化を受ける o こ の原因と考えら れるメ ル カ プチ ド形成に

は

遊離のS H 基が必要である ｡ また ､
S H 修飾試薬の標的となる の も遊離の S Ⅱ基 ( N E M ､

M M T S は実際にはS
.

塾と反応する) である ｡ こ れらの ことから､ H g
2 . が本当にC y s 7 0 残基のS 旺基に結合 して い るならば､ s H

修飾試薬で 処埋されたc y s 7 0 変異体はH g
2 ＋ による清 肘ヒを受け ない ことが ､ また ､ H g

2 ＋ で前処直された

c y s 7 0 変異体はs H 修飾試薬 による活性 阻害を受けな
い ことが予想される o

まず第
一 点に関して ､ C y s7 0 変異体を含む反転膜小胞を2 m M M M

T S ある い は5 m M N E M で 5 分間処盈･

L

た後 ､ それぞれfl g
2 ＋存在下ある い は非存在下で輸送悟性を測定し､･ 比較

した ( T ab le 3
- 5) o
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f r o m th e C y s 7 0 m u t a n t ･ I n v er te d m e m br a n e v e sicl e s w e r e p r e tr e at e d w it h th e i n d i
'c at e d

c o n c e n t r ati o n s of N - et h y l m al ei mi d e ( N E M) o r m eth y l m e th an e th i o stll f o n at e ( M M T S) f o r 5 mi n at 3 0
o

C ･ T h e n

N A D H - d e pe n d e n t t etr ac y cli n e up t a k e f or 3 0 s e e w as m e as u r e d i n t
h e
p
r e s e n c e o f 1 0 p M tetr a c y cli n e a n d 5 0 p M

c o c12 ･ R e sid u al a cti vit y is e x p r e s se d as a p e rc e nt ag e o f
th e a cti vity w ith o nt s ulf h y d r yl r e ag e nts ･

I n th e i ns et ･

th e C y s 7 0 v esi cl es w e r e fi rst t r e ate d

c o n c e ntr a ti o n s of N E M .

N A D H

A

;L
l m l n

w it h 2 m M M M T S f or 5 mi n , an d t h e n tr e at e d w i th th e i n d i c at e d

N A D H

嘗 ∴官

托
TC

-

ATb c
3

.

T C

Fig u r e 3
･ 6 ･ E f fe c t of p r ei n c u b a ti o n wi t h E g

2 ＋
o n N E M -i n h i biti o n of t et r a c y cli n e

･ d ep e n d e n t fI
＋

t r a n sl o c a ti o n i n t h e C y s 7 0 v e si cl e s ･ fI
＋
tr ah sl o c ad o n a c r o ss i n v e rt e d v e si cle s w as m e a s u

r ed by m o nit o ri n g th e

c h a ng e i n n u o re s c e n c e of q u ln a C ri n e ･ A s s ay s
w er e p erf or m e d i n t h e p re s e n c e o

f 1 0 m M M gS O 4 ･ B ef o re e n ergl Z atio n w ith

6 2 5 u M N A D H , n ei th e r H g C 1 2 n o r N E M w e
r e a d d e d i n tr ac e l ･ I n t r a c e 2 , th e v esi cl e s w e re p r ei n c u b ate d w

ith 1 0 u M

H g C1 2 f o r l mi n p n or t o e n er giz ati o n ･ I n
t r a c e 3

7
th e v e si cl e s w e r e p r ei n c u b at

e d w i th 2 m M N E M f or 3 mi n p rl Or t O

e n e rgi z ati o n ･ I n tr a c e 4 , t h e v e sicl e s w er e p
r ei n c ub at e d w ith 1 0 p M H g C1 2 f o r l mi n , f oll o w e d b y i n c ub at

i o n w it h 2 m M

N E M f or 3 mi n p n or t o e n e r gi z ati o n ･
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T a b l e 3 ･ 5 ･ E f f e c t s o f s u lS h y d r y l m o d ifi c a ti o n o n Ⅱ蛋
2 '

･ a c ti v a ti o n f o r t h e A r g 7 0 - C y s

m llt a n t T e t A .

A ft e r t r e at m e n t w it h a n S H r e ag er[t f o r 5 mi n at 3 0
o

C
,
N A D H - d ep e n d e nt t etr a cy cli n e u pt a k e f o r 3 0 s e e w a s

m e a stlr e d i n t h e p r es e n c e of 1 0 y M t etr a cy cli n e , a n d 50 JI M C o C1 2( N o n e) , o r 5 0 y M C o C 12 Pl u s 1 0 y M Iig C1 2

( ＋H g 2 ＋) ･ A cti v ati o n w as c al c d at ed a s a r ad o of th e i ni也al r at e s i n th e p r e s e n c e a n d a b s e n c e of H g C12 .

T et A S H r e ag e n t

T etr a c y cli n e u pt ak e

( n m ol/ m g p r ot ein/3 0 s e e)

N o n e ＋H g
2 ＋

A c血v a塩o n

A r g7 0
･ → C y s

W ild -t y pe

N o n e

2 m M M h q r S

5 m M N E M

N o n e

2 m M M M T S

5 m M N E M

0 .7 1 .9 2 .7

0 .3 0 .3 1 .0

0 .2 0 .2 1 .0

2 .9 2 .9 1 .0

2 .9 2 .6 0 .9

2 .5 2 .2 0 .9

c y s 7 0 変異体はs H 修飾試薬で処理されな い とき､ 輸送清性はH g 2
＋ により約3 倍の括性イヒを受けるが ､

M M T S ある い はN E M の 修飾により阻害 された活性は ､ H g 2
＋が存在しても最早上昇する ことはない ｡ 野生

型T e tA はH g 2 ＋ による括性化もs H 修飾試薬による悟性阻害もうけない の で ､ こ の ような変化はない ｡ 以上

の結果より､ E g 2 十の標的はc ys 7 0 残基の遊離のS H 基であることが分かる 0

次に､ 第 二 点に つ い て は蛍光消光法により
.
H
＋輸送を測定する ことで検討した ｡ F ig u re 3

1

6 に はc y s 7 0 変

異体の 結果の み示されて い る ｡ t r a c e l は1 0 m M M g 2
＋存在下 での結果であるが､ N A D王Ⅰ添加により△p E 形

成後 ､ テ トラサイ クリ ン (終濃度1 0 p M ) を加える と､ 蛍光強度が回復 しテトラサイクリ
ン との ア ンチ

ポ ー トによりH ＋が反範膜小胞か ら排出されたこ とが分かる ｡ t r ac e 2 で はN A D H 添加前に1 0 FL M の Ⅱg
2 ＋が

加えられて い る o こ の場合 ､ テトラサイクリ ン添加に伴うH
＋ の排出量が多く なっ て おり､ c y s 7 0 変異体

の テトラサイクリ ン輸送晴性上昇 (Fi g u re 3
-3 B) と対応して いる . t r a c e 3 で はN A D H 添加前に反転膜小

胞が2 m M の N E M で 3 分間処理 されて おり､
テトラサイ クリ ン輸送の 阻害 ( Fig u r e 3

-

5) と ∵ 致 して ､ テ

トラサイク リン依存の H . 輸送も阻害されて いる ｡ 最後に､ t r a c e 4 は ､ 1 0 〃 M の H g
2 十存在下 で反転膜小胞

を2 m M の N E M で 3 分間処理 し､ 滑性測定を行っ たもの である o こ の場合､ t r a c e 2 と同程度
の E
＋輸送が観

察され ､ H g 2
＋がC y s 7 0 残基のS E 基をN E M 修飾から保護 し ､ メ ル カプチ ドを形成して 滑陸上昇

を導い て い

ると解釈される ｡ N E M の代わりにM M T S を 剛
､ ても同様の結果が得られた (d a t a n o t sh o w n) o また ､ 野

生型T et A で はH g 2
＋
やS E 修飾試薬による変化は見られなか っ た (d at a n ot s h o w n) o

更にこの こ とはテ トラサイ ク .) ン 取り込みの測定でも確かめられた｡ Fig a r e 3 7 A はテトラサイク .

1) ン

と 一 緒に終濃度が2 m M になるようにN E M を反転膜小胞 に晒したときのテ トラサイクリ ン の取り込みを示

して い る ｡ 野生塾T e tA の輸送活性はFig u r e 3
- 1 に示した通常の測定条件のときに比べ ると高くなっ て い鳥

が ､ c y s 7 0 変異体の輸送清性 は明らか に阻害されて
いる ことが分かる o Fig u r e 3 - 7 B は2 m M N E M に加えて

更 に1 0 〃 M H g
2 ＋が含まれるが ､ 野生塾T e 仏 の輸送活性はFi g n r e 3

- 7 A と変わらな い の に射 し､ c y s 7 0 変異

体の輸送活性は著 しく上昇して い る . こ の場合､ 野生塾 に対する活性
の比 はFi g u r e 3

- 3 B の結果と同程度

である ｡ こ の結果は､ H g 2
. とs H 修飾試薬は同

一 の標 臥 C y s 7 0 残基のS 且基を競合するが ､ H g
2 ＋の 方が早

くs H 基に結合 しメ ルカ プチ ドを形成するの で ､ 活性上昇が生 じる ことを示し
て い る o

以上の結果より ､
c y s 7 0 変異体の H g

2 ＋ による活性上 昇は側鎖のS 且基がメ ルカ プチ ドを形成することに

基づくと結論される｡
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第5 節 考察

本章で は第3 膜貴通領域周辺の
一 連のC y s- s c a n n i n g 変異体(1 9 5) の中で ､ 第2 章にお い て作成されなか っ

たル
ー

プ2-3 の重要残基A r g7 0 のC y s 変異体に焦点を当て ､ そ の性質の解析を行っ た ｡ c y s はA l a やS e r の よ

うに中性の ､ 比較的小 さ い側鎖をもっ て いるの で ､ 当初はc y s 7 0 変異体の テトラサ イクリ ン輸送活性は

A l a 7 0 変異体やS e r 7 0 変異体 に類似して著しく低 い であろうと予想して い た｡ と ころが ､ 意外にもc y s 7 0

変異体の 輸送活性 は顕著 に見られ ､ L y s 7 0 変異体の晴性に次ぐもの であ っ た (Fi g u re 3
- 1) ｡ 通常の滑陸

側定用嬢衝液中にはc o 2
＋が含まれて い る こと､ シ ス テイ ン 分子や グルタチオン分子の S壬Ⅰ基にC o 2 ＋が結合

しうる( 2 8 1 , 28 2) こ とから ､ c y s 7 0 変異体の顕著な輸送晴性の原因として ､ C y s 7 0 残基側鎖のS H 基が測定緩

衝液中のC o 2 ＋ を結合して メ ル カプチ ド ( -

s
-

c o
十) を形成 し､ 正荷電側鎖の ように振る舞っ て い る可能性

が考えられた｡ c o 2 ＋の代わりにM n 2 ＋やM g 2
＋ を用 い たときにはC ys 7 0 変異体の 活性はA l a 7 0 変異体の晴性

よりも著 しく高くなると いうことはなく (F i 即 r e 3
- 2) ､ こ れらの 2 価カチオン はC o 2

＋
に比べ るとメ ルカ

プチ ド形成能が著しく低 い ことが示唆される ｡ C y s7 0 残基側鎖がメ ルカ プチ ドを形成するという証拠は
`

s H 基に非常 に親和性の高い H g 2
＋を用い る ことにより得られたo Ⅰi g 2 ＋は テトラサイ クリン とキレ

ー ト体を

形成せず､ その輸送を仲介する ことはな い (Fi g u r e 3
- 3 A) ｡ H g 2

＋ をc o 2
＋と共存させると ､

c y s 7 0 変異体

の輸送括性の み大きく上昇し､ L y s 7 0 変異体よりも高 い悟性を示すようになる ことは興味深い ( Fig n r e 3
-

3 B) ｡ こ の ことは､ H g
2 ＋を結合 しメ ルカ プチド (- s - H g ＋) とな っ たc y s 側鎖がL y s 側鎖よりも機能にお い

て適して い る ことを示して い る o また､ C y s7 0 変異体はs H 修飾試薬 ( N E M およびM M T S) により活性阻

害を受ける (F i g u re 3
･ 5) が ､ 低下 した悟性はH g 2 ＋を加えて も最早上昇する こと はなく ( T a ble 3

- 5) ､

H g
2 ＋ による晴性化には遊離の S H 基が必要である ことが分かる ｡ 更に､ H g 2

＋
が存在する ことによりc ys 7 0

変異体のS H 修飾試薬による活性阻害が回避される こと (F ig u r e 3
- 6 ､ F ig u re 3

-7) は､ H g 2
＋の標的が

c ys 7 0 残基側鎖のS H 基であろこ とをより強く確認するもの である o 以上 の結果より ､ 7 0 位
の正荷電側鎖

が機能に重要 な役割を担 っ て い る ことが確認された ｡

c y s 残基は修飾試薬による特異的 な標識が容易ある の で ､ 様々 な蛋白にお
い て C y s変異体が作成されて

い る ｡ 特に大腸菌ラ クト
- ス輸送体 (L a ｡ Y) にお い て はほぼ全域に渡っ て C y s

･

s c a n ni n g 変異体が作成さ

れ
､ 重要残基とs H 修飾試薬の 影響 を受ける残基の マ ッ ピ ン グが行 われて いる(

2 8 5
- 2 P ) o 当研究室 で も

T etA の C y s- s c a n ni n g 変異体を数十種作成 し､ 【
1 4 cIN E M 結合性の差異により召的の残基が膜貴通部分に存在

するのか ､ 膜表面に露出するの か を判定する ことに用 い て い る(
1 9 5

･
1 9 6) o 本研究で は､ C y s 変異体を側錬

修飾 による 荷電残基の再構築に用い たが ､ イ オ ン をその 目的で使用した の は初やて の例である o 負荷電

残基の再構築にはよくヨ
ー ド酢酸が用い られる ｡ 例えば ､ バクテリオロ ドプシ ン(

2 9 1) ､ テクト
- ス 輸送

体( 2 66) ､ 大腸菌F o F l
- A T P a s e( 29 2) で は､ 機能に重要なA sp やGl u をc y s に置換する と括性が失われるが ､

ヨ ー ド酢酸でカ ル ポキシ メ チル 化すると活性が回復 する ことを観察 して
い る o こ の 場合 ､

ヨ ∵ ド酢酸で

修飾されたc y s残基の 側鎖はG l 滅 基よりも炭素 1 個分長くなっ て
いる o ま た ､ (2 - ブロ モ エ チル) アミ

ン を用い て ア ミノ エ チル化するとL y s 側鎖と同じ長さの 正荷電側鎖が生 じ､ ア ス
パ ラ ギン 酸アミ ノ トラン

ス フ ェ ･

ラ
ー ゼな どに用い られた( 29 3) ｡ ラ クト

- ス輸送体で は正荷電側鎖を導入する ため に､ メ タ ン チオ

ス ル フ ォネ - ト エ チ ルア ン モ ニ ウ ム ( M T S E A) を用い て い る( 26 8) . い ずれの場合も修飾 による晴性回復

が見 られて い る ｡ また ､ 荷電残基の 再構築で はな いが ､ ニ コチ ン作動性アセ チル
コ リ ン レ セ プタ

ー で

は､ そ の イオ ンチ ャ ン ネル部分 の特性 を解析する ために ､
正電荷を導入するM T S E A や メ タ ン チオス ル

フ ォネ -

ト エ チル ( 川 メ チル) ア ン モ ニ ウム ( M T S E T) ､ 負電荷を導入する メ タ ンチ オス ル フ ォ ネ
-

ト エ チル ス ル ホ ン酸( M T S E S) を用い て い る(
2 9 4)

○ その 他 ロ ドプシ ンやバクテリオロ ドプシ ン で はc ys

変異体をス ピン ラベ ル し､ 蛋白の構造変化の検出を行っ て
いる(2 9 5:

3 0 5) o ま た ､ 蛍光試薬標識黄白を和
一

た構造変化の検出がラク ト
- ス 輸送体(3 0 6

･3 1 0) ､ ミ オシ ン(3 1 1
･

3 1 4)などで行われて い る o

- 5 0 ･



最近､ 膜蛋白質にお い て 立体構造上近傍に位置するであろう幾つ かの アミノ酸残基 をH is 残基に置換し

て金属結合部位を作り出し､ そ れら残基の位置関係 を解析する研究が行 われて い る(3 1 5 , 3 16) 0 Ⅱi s はz n 2
＋

な ど重金属イ オ ンを配位するア ミノ酸と して よく知 られ ､ 多くの金属酵素に見い だされる ｡ 本研究では

蛋白の金属 による修飾を述べ たが ､ c y s 残基によるメ ル カ プチ ド形成もまた残基間の 相対的位置関係の 解

明に応用で きるかもしれ ない ｡

- 5 1
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第 4 草 A r g7 0 残基変異体の抑圧変異体の解析

第1 節 はじめ に

近年､ 膜蛋白質の構造機能研究の ため に抑圧変異体の 解析が盛んに行われるようにな っ た(20 5 ,2 6 3 , 2 6 4 ,

2 6 7
.
3 1 7

1

3 43) ｡ 抑圧変異体とは ､ ある アミノ酸置換 によ っ て活性が低下もしくは消失 した変異体 をもとに

得られる ､ 活性を回復 した変異体を意味して い る｡ 活性回復に導く新た なアミノ酸置換が ､ 活性低下 の

原因となるア ミノ酸置換の部位での 野生塾へ の復帰である場合には､ 単に戻り変異体 (b ac k m tlt a n t ､ t ru e

r e v e r t a n t) と 呼ばれ ､ 別部位で の新た なアミ ノ酸置換が活性回復 を起 こ した もの は ､ p se u d o で e V e r t a nt

( se c o n d
-

sit e r e v e rt a n t) と呼ばれる ｡ 本研究で の抑圧変異体は特 に断りがない 限り後者を指すことにす

る ｡ こ の 後者の抑圧変異体解析が構造機能解析 に有用であるの は､ 将性消失の原 因となる第
一 変異部位･

と晴性回復の 原因となる第二変異部位とが立体構造上近傍に位置する こ と､ 第 一 変異部位で 失われたア

ミ ノ酸残基と第二変異部位で生 じたアミノ酸残基と が機能的に等価である ことが 一 般的に示唆される こ

と による ｡ しか し､ 多くの黄白で抑圧変異体解析が行われ ､ 変異部位が明らかにされる に つ れ､ 活性回

復の原 因が 必ずしも上記の範暗 に入らない抑圧変異体も分離されるようにな っ てきた ｡ こ の 場合 ､ む し

ろ ､ 暖味な意味になるが ､ 第 一 変異部位と第二変異部位との間で構造的 ､ 機能的な連関があると いうべ

きかも しれない ｡

本章で は前章で作成された A rg 7 0 残基の C y s 変異体から抑圧変異体を分離する こと を試みた o C y s7 0 変

異体は完全 に悟性 を消失 した変異体で はない が､ 野生塾に比 べ れぼテトラサイクリ ン耐性レ ベ ルもか な

り低く､ 輸送活性も十分で はない( 3 4 4) ｡ 従 っ て ､ こ の変異体の抑圧変異体を分離すれぼ7 0 位残基そのも

の の機能における役割や7 0 位残基の 近傍にある ､ ある い は相互作用するアミ ノ酸残基を推測する ことが

可能になると期待される ｡

第2 節 A r g7 0 - C y s 変異体産生株か らの テトラサイクリ ン耐性上昇抑圧変異株の 分離

A r g7 0
- C y s 変異体産生株の テトラサイクリ ン耐性レ ベ ル は ､

T abl e 3 - 2 にも示 したように最小発育阻止

濃度 ( M IC) が1 2 .5 /L g / m lと野生型の耐性レ
ベ ル に比べ ると著 しく低い o A T g 7 0 - C y s変異体の抑圧変異

体を分離するため ､ 大腸菌 w 3 1 0 4 / pL G R 7 0 C 株培養液約1 .5 m l を1 0 0 〃1程度に濃縮し､ テトラサイ クリ
ン

2 0 0 〃g / m l を含むy T 寒天培地上 に塗布し､ 3 7 ℃ で培養 した ｡ 3 日後
4 0 個の コ ロ ニ ー を得､ テ十ラサイク

リ ン の M IC を測定した ｡ 耐性 レベ ル が明らか に上 昇した蘭株1 6 につ い て ､
プラス ミ ドD N A を単離 し､ 改

めて大腸菌 w 3 1 0 4 株を形質転換し､ 再度 テトラサイク リ ン の M I C を測定した ｡ そのうちM IC が野生塾
と

同じ2 0 0 iL g / m l を示す菌株 ( w 3 1 0 4 / p L G R 7 0 C R 5) を選択
した ｡ 第二 変異が お出遺伝子領域 内にあるこ

とを確認するため に､ p L G R 7 0 C R 5 よりte tA 遺伝子の大部分を含むE c o R V
- B a m E I切断断片を野生塾te t4 遺

伝子をもつ p L G T 2 の対応する領域と交換した プラス ミ ド､ p L G T α P (R 5) を構築し (F ig u r e
4 - 1) ､ 大腸

菌w 3 1 0 4 株を形質転換 し､ テ トラサイクリ ン耐性レ ベ ル を測定した ｡ こ の菌株に対するテ トラサイクリ

ン の M I C は W 3 1 0 4/ p L G R 7 0 C R 5 株と同じであ っ たの で ､ 変異部位はtet
A 遺伝子内にあると判断した o そ

こで ､ P L G R 7 0 C R 5 の te t A 遺伝子全域を含むx b aI
- B a m H I切断断片をp c T l 1 8 3 B の対応する領域と交換して

p c T R 7 0 C R 5 を構築し (F ig u r e 4
-1) ､ 変異te tA 遺伝子の塩基配列を決定したo その結果､ 7 0 位およびそ

の周辺で の 塩基置換は保た れたまま､ T e t A の1 7 1 位に対応する コ ドンがA C T からT C T に変化して い た ｡
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･ t ct g e n e s i n a

m u lti c o p y pl a s mi d a n d c o n s t ru c ti o n of th e pl
a s mi d s e n c o di n g th e L e 血 g e n e f r o m th e r

e v e r h n t p l a s mi d ･

p u c l 1 83 , p U C l 1 8 3Ⅰ認 an d p U C 1 1 8 3 B a r e d e ri v
ad v e s of p U C 1 1 8 ･ in w hi ch mi ti cI Q n in g s l

t e S ar e m O difl ed b y

a li n k e r i n s er ti o n ･ p C T l1 8 2 c o mi ni n g th e
e n ti r e t ei R a n d t eL 4 g e n e s fr o m th e t r a n sp
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b y th e i n s e rd o n･ of th

e B glII
I B a m m fr ag m e n t fr o m p C r l 18 2 t o p U C l 1

83 ･

p c T l 1 83 B w a s c o n s b J Ct ed b y th e in s
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n g e d w ith

th e c o rr e sp o n di o n g r e gi o n of p L G T 2 c a u yin g th e w a d
-t y pe tet g e n es t o c o n str u c t p L G T αβ( 那) ･ p C T R 7 0 C R 5

w a s c o n st ru ct e d b y e x ch a n g n g th e X b aI
- B a m t M r ag m e n t fr o m p L G R 7 0 C R 5 w idl th

e c or r e sp o n din g r eg io n Of

p c r l1 83 B ･ T h e tel A g e n e fr o m t h e r e
v e rt a n t pl as mi d is un d e rli n e d ･
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その結果 ､ 1 7 1 位はT h r からs e r ＼ と置換されるこ とになる ｡ 1 7 1 位は推定二次構造中 ( Fi g u re 3) で は､

第6 膜貫通領域の ほぼ中央に位置 し､ 親水性ル
ー プ領域にある7 0 位残基と直接相互 作用して い る可能性

は低 い と考えられ る ｡ 次節以降 ､ 1 7 1 位変異によ る7 0 位変異抑圧 の メ カ ニ ズム に つ い て 検討する ｡ な

お､ 以後の解析 で は､ p L G R 7 0 C R 5 をp L G R 7 0 C / T 1 7 1 S と改める ことにする｡

第3 節 A r g 7 0
-

- C y s変異抑圧 に対する1 7 1 位残基の要求性

A r g 7 0
- C y s 変異を抑圧 し耐性 レベ ルを回復させる ため には､ 1 7 1 位の アミノ酸残基と して何が要求さ

れるの かを明らか にするため ､ T h r1 7 1 残基を部位特異置換 した ｡ K u n k el法に従い ､ T abl e す 1 に示すオリ

ゴヌク レオチ ドも用 い て ､ T h r 1 7 1 残基をA l a ､ C y s ､ T y r に置換 した . こ の際 ､ トラ ン ス ポ ゾン T n l O の

te tR 遺伝子および垣tA 遺伝子 を含む マ ルチ コ ピ
ー

プラス ミ ド､ p c T 1 1 8 3 由来の デ オキシ ウラシ ル を含む

ss D N A を鋳型 と して用い た ｡ 変異マ ルチ コ ピ
ー

プラス ミ ド (p c T T 1 7 1 A 左ど) より調製される1 7 1 位変

異を含む M l ロI - E c oR I 切断断片と､ 7 0 位変異を含む プラス ミ ド ( p E R R 7 0 C など) からの E c oR V
- M l uI 切断断

片をロ
ー

コ ピ ー

プラスミ ドp L G T 2 の E c o R V
I E c oR I ベ ク タ

ー 断片に挿入し､ 7 0 位と1 7 1 位の 二重変異プラス

ミ ド (p L G R 7 0 C / T 1 7 1 A など) を構築した ｡ 1 7 1 位の単独変異プラス ミド (p L G T 1 7 1 A な ど) は､ 1 7 1 位

変異を含む E c oR V - E c o R I切断断片をp c T T 1 7 1 A などから調製し､ p L G T 2 の対応する領域と交換 し構築し

た o また ､ p L G T 1 7 1 S はp c T l 1 8 3 からの E c oR V
- M l uI切断断片とp c T R 7 0 C R 5 からの A D uI

I E c o R I切断断片と

をp L G T 2 の E c oR V
･ E c oR I ベ クタ

ー 断片に挿入し構築した ( Fig u r e 4 1 2) o 作成された変異ロ ー コ ピ ー

プラ

ス ミ ドで大腸菌w 3 1 0 4 株 を形質範換 し､ 薬剤感受性 レ ベ ル の測定に用い た (T able 4
- 2) ｡

いずれの変異

蛋白も野生塾T e 仏 と同レ ベ ル発現して いる ことを確認 した (d at a n ot s b o w n) 0

T a b l e 4 ･ 1 ･ M tl t a g e n i c p r l m e r S tl S e d f o r t h e T h r 1 7 1 m tl t a ti o n s ･
■

N u cl e o ti d e s eq u e n c e s of m llt ag e ni c p n m e rs c or r esp o n d t o th e c o m pl e m e nt a ry s
eq u e n c e of th e t e tA g e n e . A s te ri s k s

( *) i n dic at e mi s m at ch e s . M llt a d o n s w e re fir st d et e ct ed b y th e dis s a pe ar an c e of th e o d gi n al S s pl sit e (A A T A T T
-

G A T A T T) a s i n di c at ed b y t m d e d in e s ･

p h m e r N u cl e o d d e s eq u e n c e C o d o n ch an g e A mi n o･
a cid s u b s ti t u ti o n

★ ★

T 1 7 1 A R 5
I

- G G B L A A G C G A C 良基聖基望竺T - 3
I

★ ★ ★

T 1 7 1 C R 5
-

- A G G A A A C A G A C 旦星空星空望T
- 3
1

★ ★ ★

T 1 7 1 Y R 5
I

_ A G G A ÅA T A G ÅC 昆監聖盛運望T - 3
I

A C T - ＋ G C T T h r 1 7 l 一 Al a

A C T - T O T T h r1 7 I - C y s

A C T - T A T T h r 17 I - T y r
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A m p
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p L G R 7 0 A 汀1 7 1 S

Fig tl r e 4
･ 2 ･ C o n s t r u cti o n o f l o w ･ c o p y n tl m b e r e x p r e s si o n pl a s mi d s

c a r ryi n g th e A r g 7 0r r h r 1 7 1 m tl
t a n t

幽 g e n e ･ M u t a ti o n s of T h 1 7 1 w er e享ntr o
d u c e d b y th e m e th o d o f K u n k el o n a m d d c op y pl a

s mi d p C T l l畠3 ･

皿 e T h r1 7 1 si n gl e m n t a n t pl as mi (f or e x am pl e , p L G T 1 7 1 A) w e r e c o n st ru ct ed b y e x ch a n gi
n g th e E c o R V

-

E c o R I fr a g m e n t fr o m th e p C r pl as mi d s 仲C T
r

r 17 1 A) w id l th e c o rr e sp o n di n g r e gi o n of p L G T 2 ･ p L G T 17 1 S

w a s c o n s 加 ct e d b y th e i n s er ti o n of th e E c o R V
- M ul fr a g m e n t fr o m p E R 2 a n

d th e M l uI - E c o R I fra g m e n t fr o m

p c T R 7 0 C R 5 t o th e E c o R V
- E c o R I v e ct o r fr ag m e n t of p L G T 2 ･ T h e A rg 7 0/T h r1 7 1 d o u bl e 皿 ut a l t Pl as mi d s

(f o r e x am pl e , p L G R 7 0 A /T 1 7 1 A) w e r e c o n st ru ct ed b y th e i n s e rti o n of th
e E c o R V - M iul fr a g m c n t 丘o m th e

P E R pl a s mi d s (p E n 7 0 A ) a n d t h e W uI
- E c o R I fr a g m e n t fr o m th e P C T pl as mi d s (メ: T T 17 1 A) t o th e E c o R V

-

E c o R I v e ct o r fr ag m e nt of p L G T 2 ･ T h e W uI - E c o RI fr ag m e n ts c o n t a - g t h e T 1 7 1 S Ⅱm t a ti o n
w e r e c u t o ff

fr o m p C T R 7 K R 5 ･
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T a b l e 4 ･ 2 ･ T e t r a c y c li n e r e s is t a n c e l e v el s o f E ･ c o lt W 3 1 0 4 c e ll s h a r b o ri n g t h e A r g 7 0

/ T h r 1 7 1 s Ⅶb s tit u ti o n m llt a n t p l a s m i d s .

Pl as mi d T et A M C of t etr a c y clin e G ig/ mi )

N o n e N o n e Q .8

p L G T 2 W il d -ty pe 2 0 0

p L G R 7 0 C

p L G R 7 0 C /T 1 7 1 S

p L G R 7 0 C/ T 1 7 1 A

p L G R 7 0 CノT 1 7 1 C

p L G R 7 0 CノT 1 7 1 Y

A rg 7 0 → C y s 1 2 .5

A rg 7 0
→ C y s/T h r17 1

-

, S e r 20 0

A rg 7 0
･ → C y s/T h r17 1

1 1

> Al a 5 0

A rg 7 0 → C y s/T b r1 7 1 - C y s 5 0

A rg 7 0
→ C y s/T h r1 7 1

ヰ T y r 3 .1

p L G R 7 0 A

p L G R 7 0 A /T 17 1 S

p L G RフO A /T 1 7 1 A

p L G R 7 0 A /T 1 7 1 C

p L G R 7 0 A /T 1 7 1 Y

A rg 7 0
→ A l a 1 2 .5

A rg 7 0
- A l a/ T b r 17 1 - S e r 2 0 0

A rg 7 0
→ Al a/ T h r1 7 1 → Al a 5 0

A rg 7 0
-

や Al a/T h 1 7 1 - C y s 5 0

A rg 7 0 → Al a/ Ⅷr1 7 1 → T y r 3 ･I

p L G T 1 7 1 S

P L G T 17 1 A

p L G T 1 7 1 C

p L G T 1 7 1 Y

T b 17 1 → S e r 2 0 0

T h r1 7 1 → Al a 2 0 0

ⅥⅡ1 7 1 - C y 5 2 0 0

I

T h r1 7 1 - T y r 2 0 0

c y s 7 0 変異に様々 な1 7 1 位変異を導入 した場合 ､ s e r 1 7 1 変異が導入されたc y s7 0 / S e r1 7 1 変異体が野生

塾レ ベ ルの テ トラサイクリ ン 耐性を与える ことがで きる以外に､ A la 1 7 1 変異､ c y s 1 7 1 変異 ( それぞれ ､

c y s 7 0 / A l a 1 7 1 変異体､ c y s 7 0 / C y s 1 7 1 変異体) も耐性 レ ベ ル を顕著に上昇させて い るこ とが分かる ｡ と

こ ろが ､ 1 7 1 位 にT y r残基が導入される (C y s 7 0 / T y r1 7 1 変異体) と ､ 耐性レ
ベ ル の上昇は見られず､ む

しろ 感受性菌 レ ベ ル 近く にまで低下 して い た ｡ 1 7 1 位残基の 効果はC y s 7 0 変異 に射するだけで なく､

A l a 7 0 変異に対 しても全く同様であ っ た｡
一 方 ､ 1 7 1 位単独の 置換は薬剤耐性レベ ル に全く影響が なく､

T b r 1 7 1 残基は機能そ のもの に関与する残基で はない と言える｡

次に､ 反転膜小胞での テ トラサイ クリ ン輸送活性を測定した ( Fig u re 4
- 3) 0 C y s 7 0 変異単独でも顕著

な輸送活性 を示すが ､ S e r 1 7 1 変異 ､
A l a 1 7 1 変異ある い はc ys 1 7 1 変異が加わ っ た場合には､

●

明らかな輸

送晴性上昇が見られ ､ 機能的に回復 して い ると言える o T a ble 4-3 に示 した速度静的定数を見ると ､ K m 億

がやや減少傾向を示すが , V m a x 催が上昇して い るの が分かる o Fi g u re 4 - 3 で は､ A l a 1 7 1 変異ある い は

c ys 1 7 1 変異の方がS e r 1 7 1 変異よりも活性上昇の程度 が大きい ように見えるが ､
V m a x備 にはそれ ほど大

きな差は見られなか っ た ( T a ble 4 - 3) ｡

一 方､ T y r 1 7 1 変異は薬剤耐性 レ ベル からも推測される通り, 袷

送括性 をほぼ完全に消失させ て い る? こ の傾向はA l a7 0 変異に対し
ても同様に見られ (F ig u r e 4

- 3) ､ 特

にA l a 7 0 / A l a 1 7 1 変異体､ A l a 7 0 / C y s 1 7 1 変異体で V m a 五億の上昇が顕著で あっ た ( T ab le 4
･

3) o 以上の結

果より､ 7 0 位の変異を抑圧 し機能を上昇させ る には ､
1 7 1 位の アミ ノ 酸残基と して ､ 特異的な水酸基は

必要で はなく ､ 側鎖がT b r の側鎖よりも小さくなる ことが必要である ことが分かる ｡

1 7 1 位を単独で置換 させた場合､ s e r 1 7 1 変異体で わ ずかに輸送活性が低下するが ､ 他の変異体 は野生

-
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塾と同 レベ ル であ っ た (F ig u r e 4 - 3) ｡ 速度静的定数を覗U 定すると (T able 4 -

3) ､
い ずれの変異体も

v m a x 催が低下 し､ また ､ K m 億が減少する傾向にあ っ た○ 特
.
にS e r1 7 1 変異体で K m 値が野生塾 に比べ およ

そ1 / 4 に低下 し､ 顕著である ｡ T y r 1 7 1 変異単独で は括性を消失させな い ことから ､ T b r 1 7 1 残基は磯能残

基で はなく､ 1 7 1 位の アミノ酸残基と して T b r が最も適し､ 側鎖容積が厳密 に保たれて い る必要があると

言える o 観察されたK m 億 ( - ( k 2 十k- 1)/ k l) の低下は､ 其の親和性が 上昇し､ 基質結合速度 (k l) が上昇

したとい うよりはむ しろ ､ 基質が黄白に結合 した後､ 輸送され放出される過程の 速度 (k 2) が減少した

ためと考えられる ｡

T a b l e 4 ･ 3 ･ E i n e t i c c o n s t a n t s f o r t e t r a c y cli n e u p t a k e b y i n v e r t e d m e m b r a n e v e s i cl e s ･

N A D 臥d e pe n d e nt t etr a cy clin e u p ta k e f or 3 0 s e e w a s m e a stw e d i n th e p r es e n c e of 1 m M C o d 2 a n d v ad o u s

c o n c e nt r a ti o n s of t etr a cy cli n e . Ki n e ti c c o n st a n ts w er e c al c d at ed fr o m n o n -li n e a r r e g re s si o n ･ D at a i n di c at e av er ag e

± S ･ D ･ ･ N D m e a n s th at p a r a m et e rs c o d d n ot b e d et e mi n e d b e c a u s e of l o s s of a c h vlty ･

M u t a ti o n s K m ( 〃M ) V m a x ( n m ol/ m g p r ot ei n/ mi n)

N o n e ( w ild -ty pe )

T h r1 7 1 → S e r

皿r1 7 1 ･ → A l a

Ⅵ∬1 7 1 → C y s

T h r1 7 l - T y r

2 4 .8 ±7 .3

5 .8 土 2 .8

9 .7 ± 1 .8

1 3 .8 ± 3 . 0

1 3 .4 ± 4 .4

4 3 .1 士 4 .8

8 .5 ± 1 .1

l l .8 ± 0 . 6

2 3 .7 ±･1 . 6

1 5 .5 ± 1 . 6

A rg 7 0 → C y s

A rg 7 0
→ C y s/ T k 1 7 1

→ S e r

A rg 7 0 → C y s/ T 虹1 7 1 → Al a

A rg 7 0 - C y s/T h r1 7 I - C y s

A rg7 0 → C y s/T b r1 7 1 → T y r

2 6 .6 ± 5 .7

1 5 .2 ± 3 .2

1 6 .0 ± 4 . 4

1 3 .1 ± 5 . 6

N . D .

1 0 .7 ± 0 . 8

1 6 .0 ± 1 . 1

1 4 .3 ± 1 .4

1 6 . 2 士 l .5

N . D .

A rg 7 0
→ A l a

A rg 7 0
- A la/ T h r1 7 1 - S er

A rg 7 0
＋ Al a/T h r1 7 I - Al a

A rg 7 0
→ A l a/ T h r1 7 1 - C y s

A rg 7 0
- A l a/Ⅵ∬1 7 1 - T y r

2 2 .7 ± 3 . 1

2 6 .5 ± 4 . 9

3 5 .0 ± 6 . 9

5 4 . 2 ± 1 8 .3

N . D .

4 .4 ± 0 .3

9 .1 j = 0 . 7

2 2 .7 ± 2 .0

3 6 .2 ± 6 .5

N .D .

I - - - - 一
-
I - - -

- - - - - - - I - - - - - - -
- J
1
- - - - - J L J - - - - - - 1

P
- - - - - - - I . - l l I I - ← - I - ← - - - 1 [ - - - - 1 - - - - J . - - - I - J II - - - - -

- I - I- - - - 1 I - - - J ■ - 1 一 一 一 一 - - ●l { 一 b 一 H I J P ＋ I 一 一 ■ 一 I 一

A rg 7 0
- L y s 1 8 ･6 ± 2 ･ 7 1 9 ･2 ± 1 ･ O

A rg 7 0
- L y s/T h r1 7 1

- S er 8 ･2 ± 1 ･2 4 ･5 ± 0 ･ 2
I

-
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第 4 節 T h r 1 7 1
一

斗 S e r 変異の種々 の 7 0 位変異へ の効果

s e r1 7 1 変異が他の 7 0 位変異体の活性に対して どの ような影響を及ぼすかを検討するため ､ 7 0 位と1 7 1

位の 二 重変異体 を構築 した ｡ 7 0 位 に変異をも つ p E R 2 プラ ス ミ ドより E c o R V I M ] uI 切 断断片を ､

p c T R 7 0 C R 5 よりs e r1 7 1 変異を含む M ] uトE c o R工切断断片を調製し､ p L G T 2 の E c o R V - E c o RI ベ クタ
ー 断片に

挿入し､ 二重変異プラスミ ドを構築した (Fi g n r e 4-2) ｡ 大腸菌w 3 1 0 4 株を形質転換 した後､ 薬剤感受

性の測定( T ab le 4 - 4) と変異費白産生の確認を行 っ た (d at a n ot sh . w n) .

T a b l e 4 1 4 ･ T e t r a c y c li n e r e si s t a n c e l e v el s o f E ･ c o lt W 3 1 0 4 c ell s h a r b o ri n g t h e A r g 7 0

/ T h r 1 7 1 s ll b s ti t tl ti o n m u t a n t p l a s m i d s .

M I C s o f t etr a c y cli n e ar e s h o w n i n a mi t of p g/ m l ･ M I C f o r W 3 1 0 4 c ells is O ･ 8 y g/ m l ･

T】∬1 7 1 s u b sti t u 也o n

A rg 7 0 s u b sit uti o n

N o n e ( m r1 7 1) T b r1 71 - S e r

N o n e ( A rg 7 0)

A r g7 0 → C y s

A rg7 0
→ Al a

A rg 7 0 . S e r

A rg 7 0 → L y s

A rg 7 0
1 ＋ A sp

A rg 7 0
→ Le u

A rg 7 0 → T rp

2 0 0 2 0 0

1 2 . 5 2 0 0

1 2 . 5 2 00

1 2 . 5 2 00

1 2 .5 2 0 0

0 .8 1 2 . 5

0 .8 1 2 . 5

0 .8 1 2 .5

S e r 1 7 1 変異が加わる こと により､ 中程度の M I C を示すc ys , A l a ､ S e r お よびL y s 変異体は野生型レ ベ ル の

耐性を与える ことが できるように なる ぼかりで なく ､
全く耐性を与える ことが できない A sp ､ L e u お よび

T r p 変異体に対 しても抑圧効果を示 し､ 中程度の耐性 を与える こ とができる ようにな っ て いる ｡ これらの

変異体の輸送活性をFi g u r e 4- 4 に示 したが ､ 7 0 位がC ys ､ A l a ､ S e r ､ L y s およびA s p である変異体につ い て

は顕著に輸送括性が上昇 して い るのが 分かるが ､ L e u およ びT rp 変異体に つ い て は明確で なか っ た ｡ 速度

静的定数を見ると (T abl e 4
-

3) ､ S e r 1 7 1 変異は ､ C y s 7 0 およ びA l a 7 0 変異体に対して は明らかにV m a x 備

を上昇させ ､ 抑圧効果を示 して い る o と ころが ､
L y s 7 0 変異体 に対 して はV m a x 催は減少し､ 更にK m 値の

著しい減少 が見られ ､ 機能的に は抑圧 されたとは言えない ｡ L y s 7 0 変異に対するS e r 1 7 1 変異の効果は7 0

位にA r g残基をもつ 野生塾蛋白に対する効果に類似 して おり､ 7 0 位に正荷電残基がある場令と ､ それ以

外の残基が占め る場合とで1 7 1 位変異の効果 に差異があると考えられ る｡ 恐らく7 0 位に正帯電がある限

りは1 7 1 位が変化 してもそれが壌能で きる と考えられる ｡

い ずれにせよ ､ S e r 1 7 1 変異の抑圧効果に特異性が ない ことから､ また推定二 次構造 (F ig u r e
'

3) にお

い て ､ 1 7 1 位は第6 膜貴通領域の ほぼ中央に位置 し､ 7 0 位は親水性領域に存在するように ､ 両者が立体

棒道上近 傍にある可 能性は低 い と考えられる ｡ また､ 1 7 1 位変異の抑圧効果が ､ 7 0 位変異に対 して特異

性はな いもの の ､ 1 7 1 位残基の 側鎖容積に依存する ことから ､ 1 7 1 位の側鎖容積の 減少が蛋白の微妙なコ

ン フ ォ メ - シ ョ ン変化を誘起し､ それが7 0 位近傍 へ と伝達されて抑圧が起こる可能性が 考えられる ｡ こ

の 際､ 7 0 位近傍の他の 正荷電側鎖が失われた7 0 位の正荷電側鎖の機能を代替できる位置に動い て い る こ

とも考え られる ｡ 7 0 位近傍 に は保存性配列モ チ
ー

フ を構成するA r g6 7 ､ A rg 7 1 が存在 し､ 代替残基の候

補となりうる ｡ こ の可能性 に つ い て は第6 節で検討する ｡
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第5 節 A r g 7 0 - C y s 変異体の抑圧変異体 へ の H g 2 ＋の効果

c y s 7 0 単独変異体の輸送悟性はH g 2
＋
により著しく上昇する (F i g u r e 3

-

3) (3 4 4) ｡ 本節では､ c y s 7 0 変異

と1 7 1 位変異とをもつ 二重変異体の輸 送清性がH g 2＋ により活性化 を受けるの か どうか ､ またその程度に

つ い て検討した ｡ F ig u r e 4
-

5 は1 0 FL M H g
2 ＋が共存する条件でiBT] 定されたテトラサイクリ ン の取り込みを

示して い る ｡ Fig u re 413 の 結果と比較 して ､ C y s 7 0 変異を含む二重変異体は輸送清性が上昇 して いるが ､

そ の程度はc y s 7 0 単独変異体 (Fi g u r e 3 - 3) に比べ る と小さ い ｡ C y s 7 0 / T y r1 7 1 変異体が1 0 F L M H g 2
＋
が存

在する場合 に､ 顕著 な輸送活性が観察されるようになり､ 興味深い ｡ 比較と してC y s 1 7 1 変異体の輸送括

性を測定 したが ､ H g 2
＋
による 影響は認め られなか っ た ｡ 恐らくc y s 1 7 1 残基は膜内の疎水性領域に存在

し､ その 側鎖にH g 2
＋
が到達できな いた めと考えられる o こ の ことは､ 【1 4 C】N E M がc y 5i1 7 1 変異体 には結合

しない ( d at a n o t 血o w n) こととも
一

致する . T a ble 4 - 5 の 速度静的定数を見ても､ 1 7 1 位変異 (s er ､ Al a

ある い はc y s) が導入されると ､ T a bl e 4
-

3 と比較して V m a x 億が上昇するが ､ そ の程度は明らかにC y s 7 0

単独変異体 ほ どで はなくな っ て いる ｡ また別の見方をすると ､
H g
2 ＋存在下で ､ すなわちC y s 7 0 残基がメ

ル カ プチ ドを形成 し正荷電側鎖様にな っ て い る場合､ c y s 7 0 / S e r1 7 1 二 重変異体の V m a x 値はc y s 7 0 単独変

異体の V m a x値とほとんど同じである ｡ これは明らか にH g 2 ＋非存在下 ( T a bl e 4 - 3) で の様相とは異な っ

て い る ｡ T a ble 4 - 3 で は ､ 7 0 位残基が正荷電をもつ A r g ( 野生塾) ある い はL ys である場合には ､ S e r 1 7 1 変

異はv m a x 借を顕著に低下させる ことも述べ た ｡ H g 2
＋存在下で のS e r 1 7 1 変異のC y s 7 0 変異に対する効果は

最早抑圧 する効果 で はなく､ 正荷電側鎖に対する効果に類似 して い ると思われる ｡ こ れらの結果は､ 7 0

位に正荷電がある場合 には､ 1 7 1 位が変化しても7 0 位の正 電荷が機能を持つ ことを示唆して い る ｡

T a b l e 4 ･ S ･ E i n e ti c c o n s t a n t s f o r t e t r a c y eli n e tlp t a k l e b y i n v e r t e d m e m b r a n e v e si c l e s ･

N A D H -d ep e n d e nt t et r a cy qli n e u pt a k e f o r 3 0 s e e w a s m e as u r e d in th e p r e s e n c e of I m M C o C12 , 1
0 y M H g C 1 2 a nd

v ari o u s c o n c e n t r ati o n s of t etr a cy cli n e ･ K n eti c c o n st an t s w er e c al c ul at e d fr o m n
o n -1in e ar r eg r es si o n ･ D at a i n di c at e

a v e r a g e ± S .D -

M u t a 丘o n s E m G L M ) V m a x (Ⅱ m ol/ m g p r ot ei n/ mi n)

A rg7 0
→ C y s

A rg 7 0 → C y s/T h r1 7 l → S e r

A rg 7 0
→ C y s/T 虹17 1

→ A l a

A rg 7 0 → C y s/T h r17 1 → C y s

A rg 7 0
→ C y s/T h 1 7 1

→ T y r

T h 1 7 1 1 ' C y s

1 9 .7 ±3 . 5

2 0 .0 士 7 . 5

2 2 .4 ± 8 . 7

2 4 . 6 ± l l .4

6 . 0 ± 3 . 0

1 0 .1 ±7 . 1

2 2 ,5 ± 2 .2

2 6 .0 士 3 .5

2 4 .0 ± 3 .5

2 6 .2 ± 4 .6

1 .0 士 0 .2

2 1 .
0 ± 4 .2

'

第6 節 T b r 1 7 1
一

- S e r 変異 による7 0 位残基変異抑圧 へ の A r g 6 7 ､ A rg 7 1 残基変異の効果

第4 節にお い て7 0 位の正電荷が失われT h r 1 7 1 残基がS e r に置換された抑圧 変異体で は ､ ウo 位近傍の 正

荷電残基が機能を代替で きる位置 に移動する可能性を述 べ た o A r g 7 0 近傍には保存性配列
モ チ

ー フの構

成ア ミノ酸残基であるA r g 6 7 とA r g7 1 が存在し､ 代替残基の候補となりうる o 本節で はA rg 7 0 残基の A l a

変異体をもと にA rg 6 7 残基ある い はA rg 7 1 残基を置換し､ s e r 1 7 1 変異によ る抑圧効果
へ の影響を検討し

た . こ のため に､ T a ble 4
-

6 に示す合成オリ ゴヌク レ オチ ドを尽い て 6 7 位と7 0 位の ､ および7 0 位と7 1 位

の 二 重置換を導入 した ｡ また､ こ れらにS e r 1 7 1 変異を含む三重変異体はF ig u r e 4
- 2 に示したように構築し

- 6 1 -



た｡ A r g 7 1 残基の A l a 変異プラス ミ ドは当研究室にお い て作成されたもの を用いた(3 4 5) 0

●

T 且b l e 4 ･ 6 ･ M u t a g c n i c p m m e r s Ⅵ･ s e d f o r 純 e A r g 6 7 / A r g 7 0 a n d A r g 7 0/ A r g 7 1 s u b s ti t tl ti o n s ･

As t e ri sk s ( *) an d l 皿d e rli n e in di c at e mi s m at c h e s a n d n e w r e st ri cti o n sit es , r e sp e cti v ely . T h e R 7 0 A / R 7 1 A m mi h o n

w as fir st d et e ct ed b y th e dis ap p e ar an c e o f t h e o ri gi n al N a rt sit e (G G C G C C
- ヰ C G G C C C) , w hi ch is i n di c at e d w i th

p a r e n 血e sis ･

P ri m e r N u cl e o ti d e S eq u e n c e C od o n ch an g e
A mi n o a cid

s11b s d t u 也o n

R 6 7 C / R 7 0 A

R 7 0 A /R 7 1 C

★ ★ ★ ★ ☆ ☆

5
-

_ 且℡G ℡C ℡G A C ℡G ℡℡℡℡G G ÅG C ℡C G C C C A G ℡G - 3
-

S a c =

★ ★ ★ ☆

5
1

_ C G A T T T G G T G C A T G C C C 且G T G C - 3
I

S p h =

☆ ★ ☆ ★

R 7 0 A /R 7 1 A 5
I

- C G A T T T G G T G C G G C C C C A G T G C T - 3
-

C G A ･

一 T G T
,

C G G ･ ･

ヰ G C T

C G G → G C A
,

C G C . T G C

C O G - G C G ,

( N a r =) C G C → G C C

A rg 67
. C y s ,

A rg7 0
- A l a

A rg7 0
→ A l a

,

A rg7 1
) C y s

A rg7 0
- Al a

,

A rgワ1 → A la

構築された 変異プラ スミ ドを用 い て大腸菌w 3 1 0 4 株 を形質転換 し､ 変異蛋白の 産生を確認 し (d a t a

n o t s h o w n) ､ 薬剤耐性レ ベ ルを測定した ( T abl e 4
-

7) o

T a b l e 4 ･ 7 ･ T e t r a c y cli n n e r e s i s t a n c e l e v el s o f E ･ c o li W 3 1 0 4 c e ll s h a r b o ri n g m u t a n t

p l a s m i d s .

M [ C o f t etr a c y cli n e f o r E ･ c olt W 3 1 04 c ells is O ･8 y g/ m l ･

T h r 1 71 s u b s ti t u ti o n

A r g6 7/ A r g7 0/ A rg 7 1 s u b sti t uti o n(s)
N o n e ( T k 17 1) T 虹1 7 1 → S er

N o n e ( A rg 6 7/ A 瑠7 0/ A 増7 1)

A r g6 7
. C y s

A r g7 0
) Al a

A r gワ1 → C y s

A r g7 1
→ A l a

A rg6 7 → C y s/ A rg7 0
→ Al a

A rg7 0 → A l a/A rgワ1
→ C y s

A rg7 0 - Al a/A rg 7 1
) Al a

2 0 0 2 00

2 0 0 2 00

1 2 .5 2 0 0

2 5 2 0 0

5 0 2 0 0

3 .1 5 0 I

o .4 1 . .6

o .4 3 .1

A r g 6 7 残基ある い はA r g7 1 残基が代替して い るの ならば ､
.

こ のうちの い ずれか
一

方とA rg 7 0 残基の置換

を組み合わ せた二重変異体の薬剤耐性レ ベ ルおよび輸送活性は､ S e r1 7 1 変異が加わ
っ て も上昇しな い こ

とが期待される ｡

T a ble 4 7 の薬剤耐性レ ベ ル から判断する と､ s e r1 7 1 変異はA l a 7 0 変異体ばかりで なく､ c y s 7
1 変異体

ぉ よびA l a 7 1 変異体の 耐性 レ ベ ル を上鼻させて いる o C y s6 7 単独変異は薬剤耐性レ
ベ ル に影響を与えず､

s e r1 7 1 変異が加わ っ ても変化 は見られなか っ たo C y s 6 7 / A l a 7 0 二 重変異体はM IC が わずか
3 ･1 〃 g / m l と

い

う耐性 レ ベ ル しか与えな い が ､ S e r 1 7 1 変異に より5 0 〃g / m l にまで大きく回復 し
た ｡ これ に射 し､

A l a 7 0 / C y s 7 1 二 重変異体､
A l a 7 0 / A l a 7 1 = 重変異体 はM IC が0 ･ 4 F L g / m l

となり ､ 感受性蘭 よりも低い レ ベ

ー 6 2 -



ルである ｡ これは変異蛋白が稽 主菌にと っ て致死的 である ことを示 し､ 蛋白の コ ン フ ォ メ
- シ ョ ンが著

しく損なわれて いる こ とが示唆さ れる ｡ これ ら二重変異にS e r 1 7 1 変異が加わ っ て も耐性レ ベ ル の回復は

わずかであ っ た ｡

次に､ 反転腹小胞 へ の テ トラサイクリ ン の取り込み を測定した o F ig u r e 4 - 6 は通常の条件で の結果を､

T a ble 4-8 は輸送の速度論的定数を示すが ､
A r g 7 0 残基が含まれるC y s 6 7 変異体およびc y s 7 1 変異体の輸送

活性はS e r 1 7 1 変異が加わる こ とによ っ て低下 し､ 野生塾T e 仏 へ の効果 ( Fig u r e 4
-

3 ､ T a ble 4
-

3) に類似

して い るが ､
A la 7 1 変異体に対 しては顕著な変化は見られ なか っ た｡ c y s 6 7 / A l a 7 0 二 重変異体 は低い輸送

活性をもつ が ､ C y s 6 7 / A l a 7 0 / S e r 1 7 1 三重変異体で は 2 倍に活性は上昇し､ A r g 6 7 残基が代替残基である

可能性は低 い ｡
一 方､
A l a 7 0 / C y s 7 1 二 重変異体 ､ A l a 7 0 / A l a 7 1 二重変異体はいずれも輸送活性はほぼ完

全に消失して い た ｡ と ころが ､ こ れら にS e r 1 7 1 変異 を加えた三重変異体は顕著な輸送清性 を示して い

る ｡ もとの 二 重変異体が 宿主 レベ ル以下 の薬剤耐性 しか与えな い こと ､ c y s 7 1 およ びA l a 7 1 変異体で

s e r 1 7 1 変異により薬剤耐性 レベ ル の上昇は起 こるが ､ 輸送機能は回復して い な い ことを考慮する と､ 7 0

位と7 1 位の 二 重変異体で は正 しい コ ン フ ォ メ - シ ョ ン を採る ことが できず蛋白の 安定性 が失われて お

り､ s er 1 7 1 変異による薬剤耐性レ ベ ルの 上昇 ､ 輸送能の発現はむ しろ蛋白の安定性の上昇 (致死性の低

下) のためかもしれな い ｡ T a bl e 4
- 8 の速度静的定数を見ると ､ A l a 7 0 / A l a7 1 / S e r 1 7 1 三重変異体の V m a x

偉はA l a 7 0 / C y s 7 1 / S e r 1 7 1 三重変異体の V m a x 備 に比べ 顕著に低くな っ て いる ｡ こ の差は､ C y s 7 1 残基側鎖

のS H 基が ア ツ セ イ溶液中のC o 2
＋ と メ ル カ プチ ドを形成 したこと による と考えら れる ｡

‾
そうである なら

ば､ A r g 7 1 残基が代替残基で ある可能性が高い ことになる ｡

そこ で ､ F ig u r e 4
-7 で ､ C y s残基を含む変異体に つ い て 1 0 F L M H g

2 ＋存在下 での輸送晴性を測定した ｡

c y s 7 0 変異を含む変異体の場合 ( Fig u re 3
-

3 ､ Fi g u r e 4
- 5) とは異な っ て ､ C y s 6 7 変異を含む変異体で は

H g 2
＋ が存在すると惰性が.阻害されて

いる ( T abl e 4
-

9 も参照) 0 c y s7 1 単独変異体お よびc y s 7 1 / S e r1 7 1 二

重変異体の輸送活性もやや阻害される傾向にある ( T a ble 4
- 8 ､ 4

-

9) o c y s 7 0 単独変異体がfi g 2
＋存在下で

野生型T et A に近づくように ､ A l a 7 0 / C y s 7 1 二重変異体はII g 2
＋存在下ではA l a 7 0 単独変異体 に近づくと期

待されたが ､ 輸送清性の上昇は全く見られず､ 産生 される変異蛋白が正 しい コ ン フ ォ メ
- シ ョ ン を推持

して い な い こと を強く支持 して いる ｡
一

方､ A l a 7 0 / C y s7 1 / S e r 1 7 1 三重変異体はこれらの変異体の中で唯

一 H g
2 . 存在下 で輸送括性が上昇 して いる ｡ そ の清性化の程度もc y s 7 0 変異体に匹敵して い る こと ( T a bl e

4 -

9) は最も注目すべ き点で ある ｡ 従 っ て ､ これらの結果より､ 7 0 位A rg残基が中性残基に置換され更に

T b r 1 7 1 残基がS e r に置換 されると ､ 失 われた7 0 位の正 電荷 の代わりを7 1 位の A r g残基が務め て い る可能

性が示唆される｡

ー 6 3
-



R 6 7 C

R 6 7 C

R 7 1 C

㊨

R 7 1 C

4

R 7 1 A

R 7 1 A ◎

′
‾ ヽ

t=
'

Bi

邑 3
⊂》

≡
､
'

6

巨 2
ヽ . . ′

′

山
さ∠
<
ト

a l
くっ
ト

0

′
■ ■
ヽ

( =
'

Bi

g .

3

tコ)

≡

%

巨 2
ヽ
ー

L山
:ゝ
<
ト･

% i
O
トー

0

令

珍

R6 7 C /r 1 7 1 ら

○
-

u
-

- - er
- 一 一

-

O

0 3 0 6 0 9 0 1 2 0

TI M E ( S e c)

R 6 7 C / R 7 0 A

○

O

R 6 7 C / R 7 0 A
○

㊥

71 S

○ ･
■

0
`

◎

○
- ℡

- - - O -
- - C

0 3 0 6 0 9 0 1 2 0

T I M E ( s ¢c)

0

0

c r
&

R 7 1 C /T 1 7 1 S

◎

I e > - O
-

q
-
- - - a - - -

D

0 3 0 6 0 9 0 1 2 0

T[ M E ( s e e)

R 7 0 A / R 7 1 C

R 7 0 A/ R 7 1 C/ T 1 7 1 S

R 7 0 〟R 7 1 C

- - .
-

O

0 3 0 6 0 9 0 1 2 0

TI M E ( s e e)

0

4

0

◎
･ ¢

`

◎

◎

R 7 1 A / T 1 7 1 S

O

. &
･

q
-

o
･

｢
- ¢ - -

り

0 3 0 6 0 9 0 1 2 0

TI M E ( s e e)

R 7 0 AノR 7 1 A

R 7 0 A/ R 7 1 A / T 1 7 1 S

R 7 0 A/ R 7 1 A

0 3 0 6 0
r

9 0 1 2 0

TJ M E ( s e e)

F ig u r e 4
･ 6 ･ T et r a c y cli n e t lP t a k e b y i n v e rt ed

m e m b r a n e v e si cl e s fr o m E ･ c o lt W 3 1 0 4 c ells

h ar b o r o n g th e A rg 6 7/ A r g7 0/ A rg 7 1/ T h r1 7 1 m u t a
n t pl a s mi d s ･ As s a y s w e r e p e rfo r m ed i 且 th e p r e s e n c e o

f

l O けM t etr a cy cli n e a n d 5 0 いM C o C 12 ･

- 6 4
-



R 6 7 C

a ?
n

ノ
ー ■
ヽ

【=
'

B
O
ー

I

C D

≡
= i

0

∈
l=
ヽ･
-
■′

l . U

亡ゝ
<
ト
a _

= )

0
ト

′
- ヽ

ヽ

⊂
'

B
O
L

l

ロ)

≡
= ∋

○

≡
⊂
ヽ ー

L U
:∠
･く
ト
a _

⊃

()
ト

ー

3

2

0

3

2

0

R 6 7 C ◎

R 6 7 C/T 1 7 1 S

. &
･ ℡

･

す
-

- - &
･

- I l o

0 3 0 6 0 9 0 1 2 0

TI M E (s e c)

R 6 7 C / R 7 0 A

7 1 S

R 6 7 C/R 7 A

e〉
` ○

- 廿 g
¢ ¢

0 3 0 6 0 9 0 1 2 0

TI M E (s e c)

0

0

R 7 1 C

◎
⑳

R 7 1 C

R 7
8l
C rT1 7 1 S

0
‾ ¢

■ ¢
-
_ 令

-

&
-

- - O ･ -
-

也

0 3 0 6 0 9 0 1 2 0

T] M E (s e e)

R 7 0 〟 R 7 1 C

R 7 0 〟R 7 1 C 汀1 7 1 S

R 7 0 A/ R 7 1 C

`

5
'

～
- -

～ ～

0 3 0 6 0 9 0 1 2 0

TI M E (s e c)

F ig u r e 4
- 7
･
T et r a cy clin e tlP t? k e b y i n v e r t e d m e m b r a n e v esicle s f r o m E ･ c olt W 3 1 0 4 c ells

h a r b o r h g t h e A rg 6 7/ A r g7 0/A rg 7 1 r rh r 17 1 m tlt a n t P
l a s m id s ･ As s ay s w er e p erf o rm ed in th e p r es e n c e o f

1 0 p M t etr a cy cli n e , 5 0 トL M C o C12 a n d 1 0 p M H g C 12 ･

- 6 5 -



T a b l e 4 ･ S ･ 監i n e ti c c o m s t a 独立s C o p t c t r a c y cli m e Ⅶp t a k e b y i n v e r t e d m e m b r a n e v e si c l e s ･

N A D‡壬- d e p e n d e n t t e tr a cy cli n e u p t a k e f o r 3 0 s e e w as m e a s u r e d i n th e p r es e n c e o f v a ri o u s c o n c e n tr ati o n s of

t et r a cy cli n e a n d l m M C o C 1 2 ( -) o r 1 m M C o C12 Plll S 1 0 y M H g C1 2 ( 十) . Ki n e d c c o n st a n ts w er e c al c d at e d fr o m

n o n -1i n b e ar r eg r e s si o n ･ D at a i n di c at e a v e r ag e ± S ･ D ･ ･ N ･ D ･ m e a n s th at p a r am et e rs c o ul d n ot b e d et e mi n ed ･

M H t ati o n s A d diti o n of H g
2 ＋ E m G E M ) V m a x ( n m ol/ m g p r ot ei n / mi n)

A rg 67
- C y s 2 1 .5 ± 1 .2 2 7 .0 ± 0 . 5

A rg 67
- C y s/T h r17 1

→ S er 5 .8 ± 1 .9 7 .2 ± 0 .6

A rg 67
→ C y s/ A rg 7 0

→ Al a 1 1 .2 ± 4 .7 3 .8 ± 0 .5

A rg 67
→ C y s/ A rg 7 0

→ A l a/ T h r1 7 1 → S e r 1 8 .9 士 2 .9 1 0 .4 士 0 . 6

A rg7 I
- C y s

A rg7 1
→ C y s/T 血1 7 1

- i S er

＋

1 6 .2 ± 6 .1

1 9 .3 ± 3 .4

4 .2 ± 2 .4

4 .0 ± 2 .1

3 2 .1 ± 5 . 0

2 4 .2 ± 1 . 9

6 .5 ± 0 .9

3 .7 ± 0 .5

A rg7 0 → Al a/ A rg 7 l i C y s

A rg7 0
→ A l a/ A rg 7 1

･ ヰ C y s/T h r1 7 1
→ S e r

N . D . N . D .

＋ N . D .

1 6 .7 ± 1 . 8

＋ 2 1 .5 ± 3 . 1

N . D .

3 .8 ± 0 .1

5 .5 ± 0 .4

A rg7 1
- Al a 3 0 3 ± 3 ･1 3 0 ･5 士 1 ･2

A rg7 1
一 Al a/T h r1 7 1 - S er 8 ･7 士 3 ･5 6 ･2 ± 0 ･6

1 I ■ ■ ■ I I r I I - I ■ I ■ 一 I A ■ I I I I I - L ■ ■ 1 N 一 ■ ● ■ { ● ■ 一 ■ ■ ■ ■ J * 一 - - I - 一 ー ー ー ー 1 - Il l. - - - → - - - - -
一 I II - - - l l - - - - JL - 一 - - - - - - I l - - I . 一 一 I 1 - - - J l l1 - - - - I - 1I I - I 1 - - - I - - - - - 一 ■ ■

- - Jq I J q l d ■ ■ ●

A rg7 0 - Al a/ A rg 7 1
一 Al a N ･ D ･ N ･ D ･

A rg7 0
- Al a/ A rg 7 1

- Al a/T h r1 7 1 - S er 2 0 ･8 ± 1 3 2 ･2 ± 0 ･0 5

T a b l e 4 ･ 9 ･ E ff e c t o f E g C 1 2 0 n t e t r a C y Cli n e tl p t a k e b y i n v e r t e d m e m b r
a n e v e s i cl e s ･

N A D Ⅲ -d ep e n d e n t t etr a c y c li n e u p t a k e f o r 1 5 s e e w as m e as 町 ed i n th e p r es e n c e of 1
0
p
M t et r a c y cli n e a n d 5 0 y M

c o c1 2 W ith o r wi th o u t 1 0 p M = g C1 2 ･ H g
2 ＋ - a c ti v a ti o n r ep r e s e n t s th e r ati o of th e up ta k e in th e p r e s e n c e of 1

0

y M H g C 1 2 t O th e u p t ak e i n it s ab s e n c e ･

T et r a cy cli n e u p t ak e i n th e T et r a cy cli n e tIP ta k e i n th e

T e t A ab s e n c e of H g C1 2 P r eS e n C e O f H 軒l2 H g
2 ' - ac d v ad o n

( Ⅱm ol/ m g p r o t ei n/1 5 s e e) ( n m ol/ m g p r o tei n/1 5 s e e)

W a d -

ty pe

R 67 C

R 6 7 C /T 1 7 1 S

R 7 0 C

R 7 0 C /T 1 7 1 S

R 7 1 C

R 7 1 CノT 1 7 1 S

R 6 7 C /R 7 0 A

R 6 7 CノR 7 0 AノT 17 1 S

R 7 0 A / R 7 1 C

R 7 0 A / R 7 1 C/ T 17 1 S

2 .2

1 .9

0 .87

0 .3 8

0 .6 0

2 .7

1 .2

2 .0
-

0 .9

1 .6 . 0 .8

o
.4 2 0 .5

1 .2

1 .1

2 .8

0 .8 1

o
.2 6 0 .2 7

o .8 7 0 .6 2

N . D .
N . D .

o .1 2 0 .3 5

3 .2

1 .8

1 .0

0 .7

1 .0

0 .7

2 .9

- 6 6
-



第7 節 C y s 変異体 へ の N
- エ チ ル マ レイ ミ ドの作用

c ys 7 0 単独変異体の輸送晴性 はN
- エ チ)i , マ レイ ミ ド ( N E M ) により阻害される (Fi g u re 3

-

5) (3 4 4) ｡ 本

節で は､ C y s 7 0 変異の 抑圧変異体および6 7 位､ 7 1 位にC y s残基を有する変異体の輸送活性 へ の ⅣE M の効

果を検討した ｡ Fig u r e 4 - 8 はc y s 7 0 単独変異体と1 7 1 位変異を含む二 重変異体の輸送活性の N E M による 阻

害を示して い る ｡ C y s 7 0 単独変異体の輸送汚性は2 m M の N E M 処理 で約9 0 % 阻害されるが ､ T b r 1 7 1 残基が

置換された抑圧変異体で はN E M 感受性がやや低下する傾向にあ っ た ｡ 特にC ys 7 0 / S e r 1 7 1 二 重変異体で顕

著であり, 2 m M の N E M 処理 で は輸送悟性はおよそ5 0 % 阻害されて い るに過ぎを い ｡ こ の結果は､ 1 7 1 位

の置換が黄白の コ ン フ ォ メ
-

シ ョ ン変化を引き起こ し､ 7 0 位側鎖の配向に影響を与えて い る ことを示唆

して い る ｡ 対照と して ､ C y s 1 7 1 変異体を用い たが ､ こ の輸送活性はN E M の 影響を全く受けなか っ た ｡ こ

の結果は､ c y s 1 7 1 変異体が H g 2 ＋の 影響を受けない と いう結果 (F ig u r e 4 ･5) か らも示さ れるように､

1 7 1 位が膜内の 疎水性領域に存在する こと を示して い る ｡ また､ 6 7 位 ､ 7 1 位にC y s残基を有する変異体

につ い て は5 m M の N E M で処理 したときの活性を未処理の 時の晴性と比較し､ グラ フに示した (F ig u r e 4
一

一

9) 0 C y s 6 7 単独変異体 ､ c y s 7 1 単独変異体の 輸送活性 はN E M によ りほと ん ど影響されな い が ､ C y s 6 7

/ s e r1 7 1 二重変 異体 ､ c y s 7 1 / S e r 1 7 1 二 重変異体で はN E M 感受性が顕著 に増加して いる ｡ こ の結果も ､

1 7 1 位変異による蛋白の コ ン プ オメ - シ ョ ン変化を支持 しており､ 7 0 位側鎖ばかりで なく､ 6 7 位､ 7 1 位

の側鎖の 配向性 にも影響を及ぼ して い る ことが示唆さ れる ｡

一 方 ､ c y s 6 7 / Al a 7 0 二重
‾
変異体 ､ c y s 6 7

/ A l a 7 0 / S e r 1 7 1 三重変異体､ A l a 7 0 / C y s 7 1 / S e r1 7 1 三重変異体の輸送活性はN E M の 影響をほとん ど受けて

い ない ｡ これらの共通点はA l a 7 0 変異を含むことであり､ 結果はA l a 7 0 変異そのもの による わずかな構造

変化を反映して い るの かもしれ ない ｡

第8 節 考察

本章で は､ 抑圧変異体の系統的な解析を通 してT et A の構造機能連関の解明を目指 した｡ 抑圧変異体を

分離する ための素材と して ､ ル
ー

プ2 - 3 の保存性残基A r g 7 0 の C y s 変異体を用いた ｡ こ の変異体はテトラ

サイ クリン感受性宿主株に対 して中程度の薬剤耐性 しか与えず､ ま た輸送活性も野生型T e 仏 の 1 0 % 程度

で機能的に は完全な蛋白で はな い ｡ こ の変異体を産生 する大腸菌株から野生型 レ ベ ル の テ トラサイクリ

ン耐性 を与える自然復帰変異株を分離 したとこ ろ ､ C y s 7 0 変異を保持しながら ､
.

第6 膜貫通領域中央の

T b r 1 7 1 残基がS e r 1 7 1 に置換される抑圧変異体を分離する ことが できた ｡ 推定二 次構造 ( Fig u r e 3) か ら

判断して ､ 7 0 位と1 7 1 位とが立体構造上近傍に位置する可能性は低し1 と思わ れたo 部位狩異的に1 7 1 位

残基を置換した結果 ､ 1 7 1 位の ア ミノ 酸残基はT b r よりも小さな側鎖をもつ ことが機能抑圧 に必要な条件

で ある ことが分か っ た ( T a ble 4 - 2 ､ F ig ｡ r e 4
- 3) ｡ ま た ､ s e r 1 7 1 変異はC ys 7 0 変異ばかりで なく､ 第2 章

で作成された他の 7 0 位変異 (L y s ､ A l a ､ S e r ､ A s p ､ L e u ､ T r p) に対しても
- 棟の 耐性 レベ ル上昇効果を

示 した ( T a ble 4 - 4) ｡ と こ ろが ､ 輸送活性を測定すると ､ s e r 1 7 1 変異が清性上昇効果を示すの は､ 7 0 位

がA r g ( 野生型) ある い はL ys 以外の 場創 こ限られて い た (T abl e 4
- 3) ｡ 更に､ H g 2

＋ 存在下で はc ys 7 0 単

独変異体とc y s 7 0 / S e r 1 7 1 二 重変異体の 輸送活性はほとん ど変わらなか っ た (T abl e 4
-

5) o 以上の結果

は､ s e r 1 7 1 変異は7 0 位を正電荷をもた な い 側鎖が 占める ときにの み機能的な抑圧 効果を発揮する ことを

示し､ 7 0 位が正荷電側鎖をも つ ときは1 7 1 位の ア ミノ 酸残基に依らず､ それが依然機能して いる ことを

示唆して い る｡

7 0 位と1 7 1 位とが立体構造上 近傍に か ､ こと ､ s e r1 7 1 変異が7 0 笹の アミ ノ酸残基に依らず
一 棟の抑圧

効果 をも つ こと､ 7 0 位変異の 抑圧が1 7 1 位の側鎖容積に依存するこ とから ､ 抑圧変異体にお い て は1 7 1

- 6 7 一
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位の側鎖容積の減少により蛋白の コ ンフ ォメ -

シ ョ ン変化が誘起され､ 蛋白構造中を伝わっ て7 0 位近傍

に到逢する ことが考えら れた ｡ こ の こ と は､ 1 7 1 位単独変異体による テ トラサイクリ ン輸送の 速度静的

定数の大きな変化 ( T a ble 4-3) によ っ ても支持される ｡ 1 7 1 位が単独に置換され ても ( T y r 置換でも) 悟

性の 消失が ない こと はT b r1 7 1 残基が輸送機能に直凄関与する必須残基で はない ことを示して い る ｡ 従 っ

て ､ 速度静的定数の 変化は基質輸送の 素反応が置換により乱 された蘇果と考えられる ｡ 更に､ S e r 1 7 1 変

異がC ys 7 0 変異体の N E M 感受性を低下させ ､ c y s6 7 変異体およびc y s 7 1 変異体の感受性を上昇させる こと

も蛋白の コ ン フ ォ メ -

シ ョ ン変化が 生 じて いる こ とを示唆して い る . 1 7 1 位残基の置換の結果としてこ

の よう なコ ン フ ォ メ -

シ ョ ン変イヒが起こるため には､ 1 7 1 位は膜貴通領域が接する側面に位置 しなけれ

ぼならない ことが考えられ る o 第8 膜貫通領域に存在するflis 2 5 7 残基の C y s変異体の輸送悟性がH g 2
＋感

受性である( 34 6) の とは対照的にC y s 1 7 1 変異体の活性はⅡg 2
＋非感受性であり (Fi g u re 4

-

5) ､ 更にS H 修飾

試薬に対 しても非感受性で あっ た こと (F ig n r e 4-8) は ､ 1 7 1 位側鎖が膜貴通領域の疎水的な側面に位置

して い る ことを支持 して い る ｡ そ れ故､ 1 7 1 位残基が ヘ リ ッ クス 間相互作用に重要である ことが示唆さ

れる ｡
-

S e r 1 7 1 変異による7 0 位変異の抑圧のメ カ ニ ズム に関 して ､ 7 0 位近傍の正荷電側鎖が機能を代替する可

能性を考えた ｡ その候補と して A r g6 7 残基あるい はA r g7 1 残基が考えられたの で ､ こ れらの変異の効果を

検討した ｡ 種々 の変異体の中で ､ A l a 7 0 / C y s 7 1 / S e r1 7 1 三重変異体が最も注目すべ きもの であ っ た ｡ こ の

変異体の み輸送活性 がE g 2
＋
により約3 倍活性化さ れ ､ そ の 程度 はc y s 7 0 単独変異体た匹敵するもの で

あ っ た ( T ab le 4 ･ 9) 0 C y s 7 1 単独変異体 ､ c y s 7 1 / S e r 1 7 1 二 重変異体など他の変異体の輸送活性がH g 2
＋に

よる晴性化を受けな い ことを考慮すると ､ 7 0 位残基が中性に置換され､ 更に1 7 1 位残基がT h r よりも小さ

くなると ､ 失われたA rg 7 0 残基の 代わり にA r g 7 1 残基が機能して い る こ とが示唆さ れる ｡ A l a 7 0 / A l a 7 1

/ S e r 1 7 1 三 重変異体もまた括性を有するが ､
上記 の可 能性から いうと､ こ れには桟離する正荷電側鎖が

7 1 位にない o しか し､ A l早7 0 単独変異体も7 0 位に正荷電側鎖が なくても輸送磯能を保持 して い る ｡ 従 っ

て ､ こ の領域の正電荷は必ずしも機能に必須で はな い が､ 蛋白の代謝回転を上げ､ 基質輸送の効率を上

昇させる上で重要であると考えられる｡
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第5 章 A r g 7 0 残基周辺の 電荷
一 電荷相互作用に関する解析

第1 節 はじめ に

第2 章､ 第3 章､ 第4 章にお い て ､ A r g 7 0 残基の 正 電荷が機能に重要な役割を担っ て い る こ とを述べ

た( 2 7 9 ,3 4 4 ,3 4 7) ｡ T e 仏 の基質は正味 1 価カチオ ンの テトラサ イクリン 2 価カチオン キレ
ー

ト体である(5) の

で ､ A r g 7 0 残基の 正電荷が直接基質と相互作用する可能性 は低 い と考えられる ｡ 第2 章で A r g7 0 残基が存

在する細胞質側の ル
ー プ2 - 3 は基質輸送経路の 入り 口の ゲ

ー ト と して機能して い るヱ とが推察さ れた

( 49 ,2 3 11 2 33 2 7 9) ｡ ゲ
ー

トは恐ら く出口となる ペ リプラズ ム側 にも存在し､ 両者の交互の 開閉が厳密に守ら

れる こと により､
プ ロ トン輸送と共役 した基質輸送 が厳密に行われて い るで あろう｡ こ の 際 ､ 膜貫通領

域の動的変化と協調 して ､
ル ー プ領域もまた動的変化を遂げると考えら れる . そ こで ､ ゲ

ー

トの 開閉と

して捉えら れるル
ー

プ領域の 動的変化に ､
ル ー プ領域 に存在する蔑つか の荷電アミノ酸残基間の 相互作

用の変化が関与 して い る可能性 を考えた ｡

第2 章で ､ A r g 7 0 残基の 正電荷とA s p 6 6 残基の負電荷との 間の塩櫛形成の可能性を検討した o 両者を同

時に中性残基に置換 した二 重変異体や荷電を逆転した 二重変異体を構築したが ､ いずれもテ トラサイク

リ ン耐性を与える ことが できず､ 蛋白構造安定化の ための永続的な塩席形成の可 能性は否定されたo こ

の結果はむしろ ､ A sp 6 6 残基の負電荷が基質との相互作用部位であると いう考え(
4 9

-
23 1- 2 3 3) を支持 し､ 負

電荷が厳密に6 6 位に存在 しなけれぼなら ない ことを示 して い る ｡ また ､ A sp 6 6 残基の負電荷は消失する

と蛋白は完全に失格するの で必須 である と言えるが ､ A r g 7 0 残基の 正電荷は消失 しても活性は著 しく低

下するが残存するの で 必ずしも必須で はない( 2 7 9 ,3 4 4) ｡ そ れ故､ A rg 7 0 残基の 正電荷は直接基質輸送機能

に関与 して い るの で はなく､ 輸送効率､ 代謝回範を上昇させ るの に必要で ある と結論さ れた o A r g 7 0 残

基が ､ あ る負荷電残基と 相互作用 して ゲ
ー トの 開閉に寄与して いる な らば､ A r g7 0 残基の正 電荷の消失

による活性低下 は､ 対になる負電荷の 露出が輸送反応を部分 馴こ阻害して いる結果かもしれ か
､
｡

当研究室ではT e 仏(B)の 親水性領域 に存在する ､ 保存性の高い負荷電残基の部位特異的変異導入解析
が

すで に行われて いる(3 4 8) ｡ そ の結 果､ 横能に必須な もの はA s p 6 6 残基の み であ っ たが､ それ に次 いで重

要な残基と して A sp 1 2 0 残基が見い だされて いる o こ の残基は推定
二 次構造 (F ig u r e 3) にお い て第 4 院

貴通領域 と第5 膜貴通領域 とを結ぶ細胞質側 の ル
ー プ4 - 5 領域の第 1 番目に存在し､ ル

ー

プ2
- 3 の A r g 7 0

残基と立体構造上 近傍に位置する可能性が高い ｡ そ こ で ､ 本章で は､ A s p 1 2 0 残基を
A r g 7 0 殊基と相互作

用する可 静隆の ある残基の ひと つ と
-

L て着日 し､ 部位特異的変異導入による解析を行っ た o

- 7 0
-



第2 節 A r g7 0
q

- ＋ A la / A s p 1 2 0
･

- A s n 二重変異体の性質

A r g 7 0 残基が As p 1 2 0 残基と ル
ー

プ間相互作用を形成する可 能性を検討するため ､
A r g 7 0

-

ナAl a / A s p 1 2 0

→ A s n 二重変異体を構築した｡ A s p 1 2 0 - A s n 変異プラス ミ ド (p c T D 1 2 0 N およびp L G D 1 2 0 N) は当研究室

におい て作成されたもの を用い た( 348) ｡ 二重変異体を発現する ロ
ー コ ピ ー

プラスミ ドはF i g n r e 5
-i に示す

ように構築し､ 大腸菌 w 3 1 0 4 株を形質転換するの に用い た ｡ 変異蛋白が正常に膜に発現する ことを確認

し (d at a n o t s h o w n) ､ 薬剤耐性 レ ベ ル を測定した ( T ab le 5 - 1) 0

T a b l e 5 ･ 1 ･ T e t r a c y cli n e r e si s t a n c e l e v el s o f E ･ c olt W 3 1 0 4 c e u s h a r b o ri n g t h e A r g 7 0

/ A s p 1 2 0 s u b s ti t tl ti o n p l a s m id s ･

pl as mi d T et A Ⅶ C o f tet r a c y cli n e ( 〃g/ m l)

N o n e

p L G T 2

p L G R 7 0 A

P L G D 12 0 N

p L G R フO A / D 1 2 0 N

N o n e 0 .8

W il d -ty pe 2 00

A r g7 0 一 Al a 1 2 ･5

A sp 1 2 0
- A s n 25

A r g7 0
一 Al a/ As p 12 0

- A s n 5 0

A l a 7 0 単独変異体 ､ A s n 1 2 0 単独変異体の テ トラサ イクリ ン耐性 レ ベ ル に比較 して ､ A l a 7 0 / A s n 1 2 0 二

重変異体の 耐性 レ ベ ル はわずか で はあるが明らか に上昇して おり ､ 単独の置換で 露出された 電荷が両者

を置換 して 正味中性にすると蛋 白が安定化さ れる か ､ 機能面で の回復が趣こ っ て い る こと が示唆され

る o そ こで ､ 次に反転膜小胞を調製し､ テトラサイクリ ン輸 謝舌性を測定した (F ig u r e s
- 2) ｡ 通常の規

定条件で ､ A l a 7 0 単独変異体の 輸送悟性は著しく低下 して い るが ､ A s n 1 2 0 単独変異体は野生塾に匹敵す

る清性を保持 して い た ｡ しか し, T ab le 5
- 2 に示した輸送の速度静的定数を見ると ､ 両者は同等の V m a 三倍

をもち ､
A sp 1 2 0 残基の単独置換も著 しく機能を低下 させる ことがわかる ｡ F ig u

re 5
- 2 の A s n 1 2 0 単独変異

体の結果はむ しろ K m 億の大きな低下のた めと考えられる .
一

方､ F i g u r e 5
- 2 より､ A l a 7 0 / A s n 1 2 0 二重変

異体の 輸送括性はA l a 7 0 単独変 異体に比べ て 明らかに回復 して い る ことがわかる Q
これ は速度静的定数

にも顕著に現れ ､ 有意にV m a 五億が上昇して いる (T abl e 5
- 2) ｡ 従 っ て ､ 以上の結果よりA rg 7 0 残基と

A s p 1 2 0 残基との 間で の相互作用が示唆される｡

T a b l e 5 ･ 2 . E i n e ti c c o n s t a n t s f o r t e t r a c y c li n e u p t a k
e b y i n v e r t e d m e m b r

a n e v e si cl e s ･

N A D H - d e p e n d e nt t etr a c y cli n e up t ak e f
o r 3 0 s e e w a s m e as u r ed in th e p r es e n c e o f v a ri o u s c o n c

e nt r ati o n s Qf

t etr a cy cli n e a n d 1 m M C o C l っ･ T h e ki n
eti c c o n s 血 ts w e r e C al c ul at ed fr o m n o n -1i n e ar r eg r e ssi o n ･

M u t ati . n s K m (〃M ) V m a x ( n m olj m g p r o t ein/ mi n)

N o n e ( W a d -ty pe )

A rg7 0 . Al a

A s p 1 2 0
→ A s n

A rg 7 0
1 - Al a/ As p 1 2 0

. A s n

2 4 .
8 ± 7 .3

2 2 .7 ± 3 .1

4 .0 ± 1 .
9

2 1 .5 ±3 . 4

4 3 .1 ± 4 .8

4 .4 ± 0 .3

4 .3 ± 0 .
4

5 . 9 ± 0 .3

- 7 1 -



K m

tet R

A m p

p C T D 1 2 0 N

tetA

E c o R L
B g^l

te tF7

i
A

B a m HI

E c o Rl
★

A s eJ

E c o R V

s eI ＋E c o Rl

3 6 6 b p A s eI
- E b o Rl

i n s e rt fr ag m e nt

A m p

p E R 2

teLA( α

i
A m p

A m p

p E R R 7 0 A

tetA( a

妄

E c o R V

n
A s e-

E c oRI

E c o R V ＋A s eI

1 1 9 b p E cx)R V
- A s el

i n s e rt fr ag m e nt

B g/[[

E c o R V

A s el

E c o Rl

p L G T 2

teLA

i
E c

βa m H1

oR V ＋E c o R[

E c o R V - E c o R[

v e ct o r fra g m e nt

K m

lig atio n

tetF7

E c oR V

A s e[

E c o RI

M ut a g e n e sis

E R D 1 2 0 C

t etA ( α

i A
★

E c o R V

A s eI

E c o R I

s el＋ E c o Rl

3 6 6 b p A s el
- E c o RL

i n s e rt f ra g m e nt

1 1 9 b p E c o R V
- A s el

i n s e rt fra g m e nt fr o m

p E R R 7 0 C

h

S
o

.

R

8:
'

b:
m

E

R

i R V - E - R
+

i n s e rt■f ra g m e nt

lig ati o n

)ig atio n

BgI”

E c oR V

A s eL
★

p L G R 7 0 A/ D 1 2 0 N

te LA

6 c o R I

p L G D 1 2 0 C

p L G R 7 0 C /D 1 2 0 C

βa m H I

Fig u r e 5
･ l ･ C o n s t ru c ti o n o f pl a s mi d s c a T y y n g th e A rg 7 0/ A s p 1 2 0 m

u t a n t 幽 g e n e ･ p L G R 7 0 A / D 1 2 0 N

w a s c o m t ru ct ed b y th e in s e rti o n o f th e E c o R
V - A s el fr ag m e n t fr o m p 皿 R 7 0 A 皿d

th e A s eI - E c o 和 fr ag m e n t

fr Q n P C T D 1 2 0 N in t o th e E c o R V
- E c o R I v e ct o r fr ag m e n t o f p L G T 2 ･ T h e D 1 2 0 C m ut a d o n w a s i nt r o d u c ed b y

th e m e th o d of K u n k el o n p E 氾 ･ t h e E c o R V - E c o R I an d A s eI - E c o R J fr a g m e n ts w e r e ctlt O u t fr o m p f R D
1 2 0 C

a n d u s ed f o r c o n str u c ti o n s o f p L G D 1 2 0 C a n d p L G R 7 0 C
/D 1 2 0 C

,
r e sp e c ti v ely ･ S ym b ols (y a n d

*) r ep r e s e n t

m tlt ad o n s at p o siB o 皿 7 0 a n d 1 2 0 , r e s pe cti v ely ･
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第3 節 A r g 7 0
- - C y s / A s p 1 2 0

- C y s 二重変異体の性質

A rg 7 0 残基とA sp 1 2 0 残基が相互作用 して い るな らば立体構造上両者は互 い に近傍 に位置するこ とが予

想される ｡ こ の ことを証明するため ､ 両者の 間での架橋形成の可能性を検討する ことに した｡ N , N
'
- ジ シ

ク ロ ヘ キ シル カル ポジイミ ド (D C C D) はカル ポキシ ル基 とアミノ基との 間で0 Åの架橋､ すなわちアミ

ド結合形成 を促すの で ､ 極近傍 に存在する正負両荷 電アミノ酸残基を末席するの に非常に有用である ｡

しか し､ D C C D は､ 架橋形成反応の 際最初に カ ル ポキ シル 基と反応するの であるが ､ - C O O
･

で は なく､

- c o o Ⅱ にの み反応 するの で ､ 親水性領域 に存在する カ ル ポキシ ル基とは反応 しな い ことが予想される ｡

D C C D は単にカル ポキシ ル基修飾試薬と しても用い られ ､ F o F l- A T P a s e 阻害剤として よく知られて い る ｡

大腸菌F oF l
- A T P a s e に対 してD C C D はその膜内在性の c サ ブ ユ ニ ッ トの G l n 6 1 残基に結合 しH

＋輸送を阻害す

る ことが分か っ て い る(3 4 9 .3 5 0) 0 G l u 6 1 残基はH
＋
輸送に直凄関与する残基であり､

H ＋の結合 ､ 解離を伴う

が ､ c サ ブ ユ ニ ッ トはF o F l
･ A T P a s e l 分子中1 0 分子前後存在 し､ その 内の 大部分の G l u 6 1 残基は朕内の 疎

水性領域に画して い ると認識 されて い る(3 3 2) ｡ こ れ に反し､ T e t A(B) はD C C D を作用させて もテトラサイ

クリ ン輸送は阻害されず､ D C C D を結合しない と考えられる(3 5 1) ｡ こ の結果から､ T e 仏 の膜貴通領域に存

在する 3 つ の A s p 残基は朕貴通領域の 親水性側面に位置 して い る ことが示唆される とともに､ 野生塾蛋白

にお い て D C C D を用い て A r g7 0 残基とA sp 1 2 0 残基との 間で 架橋を形成させ る こと は困難と思われる o そ

こで ､ 架橋試薬と して 二価性s H 修飾試薬を用 いる こ と を考慮 した｡ その ためには､ 両残基をc ys に置換

した二重変異体を構築する必要 がある ｡ C y s 7 0 変異体 は第 3 章で構築したの で ､ 本章で はC y s 1 2 0 変異体

およびc ys 7 0 / C y s 1 2 0 二 重変異体を構築した ｡ c y s 1 2 0 変異の導入は ､ T able 5
-

3 に示した合成オリ ゴヌ ク

レオチ ドを用い ､ p E R 2 のs s D N A を鋳型としてK un k el法により行っ たo

T a b l e S - 3 ･ M Ⅶt a g e n i c p r l m e r u s e d f o r t h e A s p 1 2 0
- C y s m u t a ti o n ･

As t e ri sk (
*

) an d un d e rlin e i n di c at e mi s Ⅱ姐t C h es an d a n e w r est ri cti o n sit e , r e sp e cti v ely

p ri m e r N u cl e o 也d e s eq u e n c e C od o n ch an g e A 血 n o a cid stlb s ti t u ti o n

D 1 2 0 C

★ ★ ☆ ★

5
I

_ C G G T C A T T G C A T G C A C C A C C T C A G - 3
T

S p h I

O A T - T G C As p 1 2 0
. C y s

変異プラス ミ ドはF ig u r e 5
- 1 に示 したように作成 し､ 大腸菌w 3 1 0 4 を形質範換するの に用い た ｡ 各変

異蛋白は野生型と同程度産生 されて い た (d at a n o t s h o w n) ｡ 変異体を産生する大腸菌の薬剤耐性レ ベ ル

をT abl e 5 - 4 に示 した o

T a b l e 5 ･ 4 ･ T e t r a c y cli n e r e si s t a n c e l e v el s o f E ･ c o lt W 3 1 0 4 c ell s h a r b o ri n g t h e
･

A r g 7 0

/ A s p 1 2 0 s u b s ti t tl t i o n p l a s m i d s ･

pl a s mi d T et A M 【C of t etr a cy cli n e G i g/ mi )

N o n e

p L G T 2

p L G R 7 0 C

P L G D 1 2 0 C

p L G R 7 0 C/ D 1 2 0 C

N o n e 0 .8

w ild -t y pe
2 0 0

A r g7 0
- C y s

1 2 ･5

A sp 1 2 0
- C y s 3 I1

血g7 0 - C y s/ As p 1 2 0
- 一 C y s

4 ･7

A s n 1 2 0 変異体とは異なり ､ c y s 1 2 0 変異体の 薬剤耐性 レ
ベ)I , 峠著 しく低下 して い たo また ､ C y s 7 0

/ c y s 1 2 0 二 重変異体の耐性レ ベ ルも低く､ c y s 7 0 変異体か ら見た場合､ 回復して いる とは言えな い o これ

- 7 4
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は前節に述べ たA l a 7 0 / A s n 1 2 0 二重変異体とは異な っ て い る ｡ ただ ､
M IC は正菌体で測定するため ､ 様々

な要素の複合 として 決まる もの であ るの で ､ 必ずしもT et A の排 出悟性の みを反映 して い るとは限らな

い o そ こで次に ､ 反転膜小胞で の テ トラサイクリ ン輸送活性を測定した (Fi g u re 5
-

3 A) o c y s 1 2 0 変異体

は薬剤耐性 レベ ルが ほぼ感受性蘭 レベ ル であるの にもか かわらず､ A s n 1 2 0 変異体と同程度の輸送清性を

示した ｡ M IC の低下 は変異蛋白の 産生 が稽主菌 にと っ て 致死的であることが考えら れる｡
一

方､ c y s 7 0

/ c y s 1 2 0 二重変異体もまたM IC とは対照的に高い 輸送活性を示し､ c y s7 0 単独変異体と比 べ 著しく､ また

c ys 1 2 0 単独変異体と比べ て も上昇して い た ｡ T ab le 5
- 5 に速度静的定数を示したが ､ 二重変異体の V m a x

値は顕著にそれぞれの単独変異体の V m a x 催よりも上昇して い る ことが分かる o こ れは本質的にT a ble 5
-2

の結果と
一

致し､ A r g 7 0 残基とA s p 1 2 0 残基との 間で の相互作用を示唆して い ると考えられる ｡

T a b l e 5 ･ 5 . E i n e ti c c o n s t a n t s f o r t e t r a c y c li n e tA P t a k e b y i n v e r t e d m e m b r a n e v e s i c l e s ･

N A D H -d e pe n d e nt t etr a c y cli n e u p t ak e f o r 3 0 s e e w as m e ast u ed in th e p re s e n c e of v a ri o u s c o n c e n tr a也o n s of

t etr a c y cli n e a n d 1 m M C o C 12 . T h e ki n e ti c c o n st a n ts w er e c al c ul at ed fr o m n o n -li n e ar r eg r e ssi o n ･

M ut ati o n s K m G E M ) V m a x ( m n ol/ m g p r ot ei n/ mi n)

N o n e W ild -t y pe )

A rg 7 0
→ C y s

A sp 1 2 0
→ C y s

A rg 70
→ C y sノA s p 1 2 0

→ C y s

2 4 .8 ± 7 .3

2 6 .6 ± 5 .7

8 .8 ± 3 .3

2 4 .7 ± 4 .2

4 3 .1 ± 4 .8

1 0 .7 ± 0 . 8

6 .
0 ± 0 .6

1 3 .8 土 0 . 9

c y s 7 0 単独変異体が
,

]別封ヒされる ､ 1 0 p M E g 2
＋存在下 で輸送活性を測定したところ ､ C y s 1 2 0 単独変異

体の輸送活性はおよそ2 / 3 に低下 した ( F ig u r e 5 - 3 B) ｡ こ の 結果は1 2 0 位のメ ルカ プチ ドが輸送活性を阻

害する こと を示し､ 7 0 位の A r g 残基の 正 電荷との 間で の電気的な反 発が生 じて い るの かも しれ な い ｡ 同

じ条件で ､ C y s 7 0 / C y s 1 2 0 二 重変異体の輸送活性はお よそ1 / 6 にまで低下 して い た ｡ こ の結果も､
2 つ の

部位で の メ ルカ プチ ドが電気的な反発を起こ して い る こ とを示唆して い るが ､ E g
2 ＋による悟性阻害の程

度がc y s 1 2 0 単独変異体よりも大きく ､ ひと つ の H g
2 ＋が 2 つ の SfI 基に結合して架橋 ( - s - H g -S-) が形成さ

れ､ 蛋白の代謝回範 を大きく低下させ て い る可 能性も考えられる ｡

次に､ これら 3 種の C y s 変異体の輸送活性 へ の N エ チ ル マ レイミ ド( N E M ) の効果を検討した (F i g u re

5 ･ 4) 0 C y s 7 0 単独変異体の輸 送活性は最大9 0 % 阻害されるが ､ それには2 m M の N E M を要す
る o C y s 1 2 0

単独変異体 は0 . 5 m M で約3 0 % 特性が阻害され､ それ以上 の濃度の N E M で処理 しても阻害の程度に大きな

変化は ない . それ故､ 1 2 0 位 の S H 基 はN E M と の反 応性が7 0 位のS H 基よりも高 い と言える ｡
一

方 ､

c y s 7 0 / C y s 1 2 0 二 重変異体は最大阻害か約8 5 % とc y s 7 0 単独変異体と同じ程度であるが､ 0 ･5 m M の N E M 処

理ですで にその レ ベ)I , に到達 して い る o 従 っ て ､ 二 重変異体に対して は ､ それぞれの単独変異体
へ の効

果が相加的に現れて いる と言える ｡

以上 は作成され た変異体の性質であるが ､ 幾 つ かの結果から ､ A r g 7 0 残基とA s p 1 2 0 残基とが互 い に近

傍にある こ とが示 唆された . こ こ で ､ 2 残基間で架僑 を形成させると いう本来の 目的 に入る ｡ 2 個性s H

修飾試薬として 3 種の フ ェ ニ レ ン ビス マ レイ ミ ド ( N , N
'
- 1

,
21 フ ェ ニ レ ン ビス マ レイ ミ ド､ N , N

'

l l
,
3 - フ ユ ニ

レ ン ビス マ レイミ ド､ N
,
N
,

l l
,
4 - フ ェ ニ レ ン ビス マ レイ ミ ド) を用 いた o こ れらで 2 つ のS H 基が架帝され

た場合 ､ そ の間の 距離はそれぞれ5 .5 ･､ 8 .8 ､ 9 .9 Åと見積もられる ｡ C y s 7 0 / C y s 1 2 0 二 重変異体をo
- 5 m M

の各試薬で室温3 0 分間処理 した後､ S D S - P A G E を行 い蛋白を分離し､ イム ノブロ ッテイ ン グ によりT e 仏

の検出を行 っ た ｡ 架橋形成が起 こ っ て い るならばわずか でも蛋白の移動度が変化 して い る こ とが予想さ

れたが ､ 顕著な変化 は見られず ､
こ の 方法での架橋形成の検出には限界があると判断した ｡ 現段階で は

こ こまで しか解析が進んでお らず､ 今後の 検討を要する｡
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第 4 節 考察

本章 で は､ 画筆まで に明らかにさ れたル
ー プ2 -

3 領域の A r g 7 0 残基の正電荷が重要で あると い う結論

(27 9 ,3 4 屯3 4 7) を受け､ A r g 7 0 残基が立 体構造上近傍の負電荷と相互 作周し､ 細胞質側の ゲ
ー トの 開閉に寄

与して いる 可能性を挙げ､ 検討 した｡ 当研究室 の 以前の研究より ､ )i ,
- プ4 - 5 に存在するA s p 1 2 0 残基の

負電荷はル
ー プ2- 3 の A sp 6 6 残基に次 い で機能に重要 である ことが分か っ て い た(3 4 8) ｡ 更に､ 推定二次構

造中､ A rg 7 0 残基が第3 膜貫通領域の直前に存在 し､ A s p 1 2 0 残基が第 4 朕貴通領域の 直後にあり､ 莫際

の立体構造にお い て も極近傍に位置する可能性が最も高 い と思われ､ A r g 7 0 残基と相互作用する残基の

第
一 候補と した｡

一 役に､ 正荷電残基と負荷電残基とがイ オン対を形成 して い るとき､ そのうちの いずれか
一 方を中性

残基に置換 したときには悟性が 消失するが ､ 両方を 同時に中性残基に置換 したときには活性が保持され

る傾向がある(26 3
･2 6 9)

｡ 従 っ て ､ A r g 7 0 残基とA s p 1 2 0 残基の両方を中性残基に置換 したときの 活性がそ

れぞ れの単独変異体の括性よりも上昇 して い る なら ば､
こ れら2 残基間で何らかの相互作用があると期

待される ｡

そ こで ､
A l a7 0 / A s n 1 2 0 二 重変異体を構築し､ その性質をそれぞれの単独変異体の性質と比較した ｡ そ

の結果､
二 重変異体の テ トラサイクリ ン輸送惰性 ( v m a x 催) は明らかに単独変異体よりも上昇して いる

ことが見い だされた o 単独変異体はいずれもわずか で はあるが輸送活性を保持しており､ 必 ずしも機能

に必須で はな い が ､ 単独置換によ っ て孤立した電荷 は基質輸送過程の素反応を著 しく傷害して い ると考

えられる ｡ こ の ことは､ 二重置換で孤立した電荷を消失させた場合に明 らかに清性が回復 したこ とから

裏付けられる . Fi g u r e 5 - 5 に はA r g 7 0 残基とA s p 1 2 0 残基の役割に関する現時点で の作業仮説が示されて

い る ｡ ル
ー

プ2 - 3 と ル
ー

プ4-5 の ル
ー プ間相互作用には この 2 残基の 他にル

ー プ2 -3 の A s p 6 6 残基とル
ー

プ

415 の A r g 1 2 7 残基を加えて い
.

る o A s p 6 6 残基は前述の よう に必須残基であり(
4 9)
､ 正味1 価カチオ ンの基

質が相互作用する部位と考えられて い る(2 3 1
- 2 3 3) 0 A r g 1 2 7 残基は､ 当研究室の T e 仏 の保存性A r g残基の 解

析により機能に重要である こ とが見い だされて いる残基で ある(
3 4 5)

｡
こ の モ デル にお いて ､ 基質が存在

して い ない ときは､ A sp 6 6 残基とA r g7 0 残基が ､ またA s p 1 2 0 残基とA r g1 2 7 残基が ル
ー プ内で相互作用

し､ その結果細胞質側ゲ ー トが閉じた状態にある ｡ 基質が A s p 6 6 残基の負電荷と相互作用すると､ A s p 6 6

残基とA r g 7 0 残基の相互 作用が切断され､ そ の結果､ A r g 7 0 残基はA s p 1 2 0 残基と相互作用 しよう
と し､

A s p 1 2 0 残基とA r g 1 2 7 残基の相互作用が切断され ､ ゲ
ー

トが開くo こ の初期相互作用にお い て A r g 1 2 7 残

基の 正電荷が この モ デル の中で 孤立するが ､ 別の負荷電残基や水素結合能を有する アミノ 酸残基 により

安定化され ると してもよ い o 細胞質側ゲ
ー トが開く と ､ 基質は院内の結合部位に移る こと になる o こ の

とき､ A s p 6 6 残基の負電荷が基質を放すの で ､ A r g 7 0 残基との相互作用が再び形成さ れ, またA r g 1 2 7 残

基の 正電荷も再びA s p 1 2 0 残基 と相互作用し､ もとの状態に戻る こ とになるo A s p 6 6 残基とA r等7 0 残基
は

ル ー

プ213 に存在する保存性配列モ チ
ー

フを構成する残基であり､ 種々 の二次性能動輸送体に保存されて

い ることは第2 章で述べ た o 更 に､ こ こに示したA s p 1 2 0 残基とA rg 1 2 7 残基もFi g u r e 5
- 6 に示すように二

次性能動輸送体 に広く保存される残基である こと は注目 に催する(
4 4) o この ことは ､ Fig u re 5

- 5 の モ デル

が
一

般性をもっ て 二 次性能動輸送体に受け入れ られうる可能性を示唆して い るo

A r g 7 0 残基と A s p 1 2 0 残基 とが本 当に近く に存在 すると いう直接的 な証拠を得る た め に､ C y s
7 0

/ c y s 1 2 0 二 重変異体を構築した ｡ こ の 変異体もそれぞれの単独変異体に比
べ活性回復が見られ ､ 両者が

近傍にある こ とを支持 して い る ｡ 3 種の フ ェ ニ レ ン ビス マ レイミ ドを用 い て架橋形成の可 能性 に
つ い て

検討 したが ､ 結果はそ れを裏付ける には 至らなか っ た ｡ 今回は架橋形成の 判定が可 能と思い ､ i n 也c t の

T e 仏 を使用したが ､ 実際こ れで はs D S
-

P A G E やイ ムノ ブロ ッ テイ ン グで判定がつ かなか っ た｡ それ故 ､

今後は 2 分割発現系､ 具体的に は､ ペ リ プラズム 側の ル
ー プ3 -4 に相当すると ころ でte t 4 遺伝子 を切断
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し､ N 未側 3 本 ､ C 末側9 本の 膜貴通領域を含むペ プチ ド断片を発現させる系を用 いる予定である ｡ 分

封された蛋白は明らか にi nt a c t の T e 仏 とは異なるとこ ろ に泳動される の で ､ 架橋形成が起 こればi nt a c t の

T e tA に近い泳動度の と ころ に検出される ことが期待される｡

最近､ ラクト
- ス 輸送体 にお い て ､ C y s 二 重変異体をビ レン マ レイ ミドで標識し､ その 蛍光を郷党する

ことで 2 残基が近傍にある ことが証明された(3 06 ･3 5 2) ｡ こ れは､ 2 つ の ビレ ン環が平面どうしで重複する

と､ e xci m e r を形成し､ 通常の 蛍光波長よりも長波長側に独特 の ピ ー

クを形成する こ とにより判別され

る ｡ こ の方法も近傍に存在 する こ との ひと つ の証明法 と して ､
これ には精製蛋白が 必要 であるが ､

c y s 7 0 / C y s 1 2 0 二 重変異体にも応用し か ヰ 段である .

- 7 9 -



第6 章 膜貴通領域必須酸性残基A s p 2 8 5 の A s n 変異体の 抑圧変異体の 解析

第1 節 はじめ に

T etA は ､ 正味 1 価カチオ ン の テトラサイク リ ンと2 価カチオ ン との キ レ
ー

ト体とE ＋とをアンチポ
ー ト

する(5) の で ､ 蛋白の負荷電残基が 基質お よび共役イ オ ン の認識 ､ 肴合に重要 である と考えら れる ｡

T e 仏( B) の膜貴通領域 には 3 つ の酸性残基､ 第1 膜貴通領域の A s p 1 5 残基 ､ 第3 膜貴通領域の A sp 8 4 残

塞, 第9 膜貴通領域の A sp 2 8 5 残基が存在する ( Fi g u re 3) ( 3 5) ｡ こ れらはい ずれもグラ ム慢性細菌由来の

T e 仏 ( クラス A - E ､ G ､ H ) に保存され( 1 6 4) ､ 重要性が示唆された ｡ 当研究室で はすで にこれ らの残

基の 部位特異的変異導入解析が行われて い る(5 1) . そ の結果､ A s p 1 5 残基とA sp 8 4 残基はG l n ､ A s n ､ L y s 置

換で高い テ トラサイクリ ン耐性 レ ベ ル を維持して い るが ､ G l n 置換での み高い 輸送悟性を保持して いる こ

とか ら､ こ れらの 部位の カ ル ポキシ ル 基は機能に必須で はない が ､ 基質輸送 に重要 である と結論 され

た ｡ As p 1 5 残基の重要性はM c M u r r y らによ っ て も確認されて いる(
35 3) o また､ A s p 1 5 残基とA s p 8 4 残基を

同時にA s n に置換するとテ トラサイクリ ン耐性を全く与えなくなる( 35 4) の で ､ これら2 つ の部位につ い て

は少なくと もい ずれか
一 方に カ ル ポキシ ル基が必要であると言える ｡

一 方､ A s p 2 8 5 残基 はG l u 置換でも

わずか な輸送活性 しか示さ ず､ A s n 置換で はテ トラサ イ クリ ン耐性も全く与える ことが できない ｡ 従 っ

て ､ 2 8 5 位の アミノ 酸残基 はA s p で ある ことが機能 に必須 である と言え ､
A s p 2 8 5 残基 は基質だ けで な

く,
H
＋
の輸送にも関与 して いると推察された(5 1) 0

本章で は､ A s p 2 8 5 残基の 役書陀 更に詳細に解明する ことを目的として ､ A s p 2 8 5 残基の A s n 変異体をも

と にテト ラサイクリ ン耐性を回復する抑圧 変異体を分離 し､ 2 8 5 位と機能的､ 構造的に連関する アミノ

酸残基の検索を行っ た ｡

第 2 節 A s p 2 8 5 - A s n 変異体からのテ トラサイクリ ン耐性回復抑圧変異体の分離

A s n 2 8 5 変異体をコ
ー

ドする ロ ー コ ピ ー プラス ミ ドp L G D 2 8 5 N (
5 1) を保持する大腸菌w 3 1 0 4 株 はテトラ

サイクリ ン耐性を全く示さず､ M I C は宿主株と同じo .8 〃g / m lで ある ○ こ の変異株か ら耐性を回復す
る自

然復帰変異株を得る ため ､ そ の培養液約1 .5 m lを1 0 0 p l程度に濃縮 し､ その全量を5 0 jL g / m l
の テ トラサ

イク リン を含むy T 寒天平板に塗布し/ 3 7 ℃ で培養 した ｡ 2 日後1 0 個の コ ロ ニ
ー

が得られたの で ､
そ の

薬剤耐性 レ ベ ル を測定した と こ ろ ､ いずれも野生型T etA を産生する大腸菌株と同じ耐性 レ
ベ )Y ､ M IC で

2 0 0 〃g / m l を示 した o それぞ れの復帰変異株よりプラ
ス ミ ドD N A を単離し､ 改めて大腸菌w 3 1 0 4 株を形

質転換 して も野生塾 レベ ル の耐性 を示 したの で ､ 耐性獲得の原 因は大腸菌染色体上 にで はなく∴プラス

ミ ド上 にあると判断した｡

変異部位を含む領域を限定するた め ､ 復帰変異株より単離された プラスミ ド (p L G D 2 8 5 N B-1) か ら

2 8 5 位を含むC 末側半分 (β領域) を コ
ー

ドする･E c o R r - B a m H I切断断片を野生型 T e tA を コ
ー

ドするpL G T 2

の対応する領域と交換 した プラス ミ ド (p L G βr e v) を作成 した ｡ W 3 1 0 4 /p L G βr e v 株もp
L G D 2 8 5 N B - 1 と

同 じ 野生 型 レ ベ ル の 耐 性 を 示 した の で ､ 変異 部位は β領域 に含 まれ る と判 断 した o そ こ で ､

p L G D 2 8 5 N B
- 1 から調製された E c oR I - B a m E I切断断片をマ ルチ コ ピ

ー プラス ミ ドp u c l 1 8 に挿入 した プラス

ミ ド ( p u c D 2 8 5 N B
- 1) を作成 し､ β領域 を コ

ー ドする領域の塩基配列を決定したと ころ ､ A s n 2 8 5 変異

は保持したまま､ A l a 2 2 0 残基に対応する コ ドンG C G が G A G に置換さ れて おり, その結果G l u 置換が生 じ

ー

8 0
-



て い た｡ こ の結果は負電荷の 消失が新たな負電荷の 導入により耐性回復が起こ っ た ことを示 して い る ｡

2 2 0 位は推定二 次構造上 (F ig u r e 3) ､ 第 7 膜貴通領域の ほぼ中央に位置し､ 第9 膜貫通領域の2 8 5 位と

膜表面か らの距離はほぼ同 じである ことが推定される ｡ こ の こ とから ､ 2 8 5 位側鎖と2 2 0 位側鎖とが立体

棒道上近傍に位置 して い る こ とが示唆される ｡

第3 節 A s p 2 8 5
- - A s n 変異抑圧 に対する2 2 0 位残基の 要求性

A s n 2 8 5 変異体の抑圧変異体はA l a 2 2 0
- す G l u 変異を新た にもち､ 新たな負 電荷が導入されてい た . 本節

ではA s n 2 8 5 変異を抑圧する には負電荷を有する カ ルポキ シ ル基が必要なのか どうか を明らか にするた

め ､ A l a 2 2 0 残基 をG l n ､ A s p ､ G l n ､ L y s に置換し､ A s n 2 8 5 変異と観み合わせ ､ テ トラサイクリ ン 耐性が

回復するか どうか検討 した｡ また ､ 2 2 0 位 の単独変異体も構築した ｡ 変異導入にはT a ble 6 - 1 に示す合成

オリゴ ヌク レオチ ドを用い た ｡ Gl u およびA s p 置換は､ p L G D 2 8 5 N の E c oR I
- B a m fI 滑 断断片をマ ルチ コ ピ ー

プラス ミ ドp u c l 1 8 に挿入 した プ ラス ミ ド (p u c D 2 8 5 N) を鋳型と して用い ､ E ck stei n 法に従い 行 っ た ｡

G l n お よびL y s 置換は ､ p L G D 2 8 5 N の E c oR V
- B a m H I切断断片 を マ ルチ コ ピ

ー

プラス ミ ドp u c 1 1 8 R V に挿入

したプラス ミ ド (p R V B H D 2 8 5 N) を鋳型として用い ､ K u n k el法により行 っ た ｡ A s n 2 8 5 変異を含む二重変

異体はそ れぞれの 変異プラス ミ ドからE c o RトB a m E I切断断片を調製し､ p L G T 2 の対応する領域と交換 し構

築した｡ 2 2 0 位の単独変異プラ ス ミ ドは､ それぞ れの変異プラス ミドから調製した E c o R トB g]Ⅰ切断断片と

野生塾te tA 遺伝子をもつp C T l 1 8 3 か ら調製 したB g]Ⅰ
- B a m H I切断断片とをp L G T 2 の E c o R I - B a m fII ベ クタ

ー 断

片に組み込み構築した ( Fig u r e 6
-

1) 0

T a b l c 占 ･ 1 ･ M tl t a g e n i c p r l m e r S u s e d f o r t h e A l a 之2 0 m tl t a t i o n s
･

As te ri s k s (
*
) an d u n d erli n es i n di c at e mi s m at ch e s a n d n e w r e st ri cti o n sit es , r e sp e cd v e .1y ･ N tlCl e o ti d e s eq tle n C e S Of

p ri m ers c or r e sp o n d t o th e c o m pl e m e n t a ry s e q u e n c e of 也e t e lA g e n e ･

p ri m e r N u cl e o d d e s eq u e n c es ･
C o d o n c h a n g e A mi n o a ci d stlb sit u d o n

A 2 2 0 E R

A 2 20 D R

A 2 2 0 Q R

A 2 2 0 E R

★ ★ ★

5
I

- G G C C T A T ⊆臣⊆⊆里⊆C T C T G 且A 礼乱A T - 3
I

P v tl = I

★ ★ ★ ★

5
I

- G G C C T 且T 島 越 旺払T C T G A A A A A T
- 3

-

P v u = =

★ ★ ★ ★

5
-

_ C C T A T C A G C T G C T G T G A A A A A
- 3
-

P v u = I

☆ ★ ☆ ★

5
I

- C C T A T ⊆ 巡 望⊆C T T T G A A A A A
- 3
I

P 1 7 ロ= I

G C G → G A G Al a2 2 0 - G l u

G C G - G A T Al a2 2 0 一 斗 A sp

G C G → C A G A l a2 20 - G ln

G C G - A A G A l a 之20 → L y s

構築した変異プラス ミ ドで大腸菌w 3 1 0 4 株を形質転換 し､ 薬剤耐性レ
ベ ル を測定した (T a bl e 6 - 2)

また､ 変異蛋白はい ずれも野生塾 T e tA と同程度産生 されて いる ことを確認した (d at a n o t s h o w n) o
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･

→ A s n 2 0 0

A l a2 2 0 - A spノA sp 2 8 5
→ A s n 5 0

Al a2 2 0 - Gl nJ As p 2 8 5 → As n 3 ･1

Al a2 2 0 一

寸 L y s/ As p 2 8 5
→ As n 4 ･

7

- - ■ 一 一 I J r I 4 I - - - - J . J - I 1 - - 1 - - I - - - . - 1 I - J- - J - - 11 [ 1- - - ←
-
-
- Il l - 1 I - ● 1 - A - ＋ JI - J - 1I . - I - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 一 一 - - - - - - - - J . - - 一 1 - - - - I - I - - 1～ - - - - I -

- - -
I
- J 1 - I . d } - b d 1 一 I J I l

p L G A 2 2 0 E

p L G A 2 2 0 D

p L G A 2 2 叫

pI J G A 2 2 ∝

Al a2 2 0 1 ･

＋ G l u 1 0 0

A l a 22 0 - A sp 5 0

A l a 22 0 → G l n 5 0

A l a2 2 0 - L y s 2 5

G l u 2 2 0 変異はA s n 2 8 5 変異を抑圧 し､ テ トラサイク リ ン耐性を野生塾レ ベ ル ､ M IC で2 0 0 p g / m l にまで

上昇させ るが ､ G h lよりも側鎖が短くなるA sp でもわずか に弱くなるが抑圧効果を示 し､ M IC で5 0 FL g / m l

にまで 回復させる ことができた ｡ これ は､ 2 8 5 位の単独置換で ､ Gl u 2 8 5 変異体よりも野生型 ( A sp 2 8 5)

の 方が高い 耐性を与える の と対照的で ある ｡ しか し ､ G l n お よ びL y s変異は抑圧効果がほ とんどなく ､

M IC の 上昇はわずか しか見られなか っ た ｡ 従 っ て ､ A s n 2 8 5 変異を抑圧 する にはカ ル ポキシル基の存在が

必要であると言える .
一 方､ 2 2 0 位の 単独変異体を見 ると ､ どれも比較的高い テ トラサイクリ ン 耐性を

与える こと ができる ｡ G l u 2 2 0 およびA s p 2 2 0 変異体は膜貴通領域にひと つ 余分にカ)
i , ボキ シル 基が導入

され
､
また

､
L y s 2 2 0 変異体で は正電荷が 導入される にもかかわらず､ 耐性を与えろことがで き､ 蛋白構

造 へ の荷電アミノ酸残基の 影響は比較的小さ い と考えられる ｡

F ig u r e 6
1 2 で は ､ 各変異プラス ミ ドを保持する大腸菌株か ら調製された反転膜小胞

へ の テトラサイクリ

ン の取り込みを測定した ｡ A s n 2 8 5 単独変異体はテ トラサイクリ ン輸送活性が全くない が､ そ の抑圧変異

体である G l u 2 2 0 / A s n 2 8 5 二 重変異体 は顕著な輸送晴性を示し､ テトラサイクリ ン輸送における カル ポキ

シ ル基の 重要性が確認された ｡ しか し､ そ の 輸送活性は野生型レ
ベ ルの 耐性を与える ことが できる こと

を考慮するとかなり低い もの であ っ た ｡ また､ A sp 2 2 0 / A s n 2 8 5 二 重変異体も輸送清性が観察されたが ､

更に低く ､ A s n 2 8 5 変異抑圧 には側鎖 の長 い G l u 2 2 0 変異の 方が 適して い ると言える o
一 方 ､ G l n 2 2 0

/ A s n 2 8 5 二 重変異体お よびL y s 2 2 0 / A s n 2 8 5 二重変異体はM IC から予想さ れる通り ､ 輸送活性
は検出され

なか っ た ｡ 2 2 0 位の単独変異体は､ Gl ur2 2 0 変異体が野生塾よりも高い 輸送晴性を示すほか ､ A sp 2 2 0 変異

体およびG ln 2 2 0 変異体 で比較的商 い輸送清性が観察された ○ とこ ろが ､ L y s 2 2 0 変異体は､ 中程度の耐性

を与える ことがで きるにもかか わらず､ 輸送油性は認められなか っ た ｡ T a ble 6
- 3 で テ トラサイクリ ン輸

送の速度論的定数を測定 したとこ ろ ､
G l u 2 2 0 / A s n 2 8 5 二 重変異体串よびA s p 2 2 0 / A s n 2 8 5 二重変異体の

K m 億は いずれも野生塾 のお よそ 4 倍に上 昇して い た o Fi g u re 6
- 2 で は1 0 〃 M テトラサイクリ ンを含む粂

- 8 3
-
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件で活性を測定して い るの で ､ こ れら二重変異体の 低 い清性は基質との 親和性の 低下が原因であると言

える o
一 方 ､ 輸送の V m a 五億はG l u 2 2 0 / A s n 2 8 5 二重変異体の方が A sp 2 2 0 / A s n 2 8 5 二 重変異体よりも約3 .5

倍大きい ｡ こ れは､ 2 8 5 位 の G l u 変異体が野生塾 よりも低 い活性をもつ こ とと対照的である(5 1) ｡ こ の結

果は2 2 0 位の方が2 8 5 位よりも基質結合部位から離れて い る ことを示し､ 2 2 0 位側鎖の長さが代謝回軒に

影響して いる こ とが示唆される ｡

2 2 0 位に余分にカル ポキシ ル基が導入されるG l u お よびA sp 変異体で はK nl億が野生型 のおよそ1 / 2 に低

下し､ 2 2 0 位側鎖も基質の認識 ､ 結合に寄与 して い る ことが示唆される ｡ こ の場合も2 2 0 位側鎖の 長さは

v m a 五億にの み影響し､ 二重変異体の結果と
一

致した｡ こ の余分なカル ポキシ ル基 は機能に致命的な障害

を与える ことはない が ､ 野生塾よ りも輸送活性を上昇させずに､ K m 借を低下させる ことから ､ こ の変異

体で は基質の放出過程が幾分損 なわれて い る可能性がある ｡ 2 2 0 位はもともと中性側鎖をもつ A l a である

が､ 同じく中性の G l n が導入されてもK m 値の低下が認め られた ｡ これは ､ G l n 残基側鎖が親水性であるた

めに水素結合を通して基質結 創 こ寄与できるもの と考えられる ｡ また ､ v m a x 億はG l u 2 2 0 変異体と同程

度であり､ 輸送効率 に側鎖の 長さが影響して い るこ とを支持 して い る .
一

方､
L y s 2 2 0 変異体は中程度の

テトラサイ クリ ン耐性を与える ことがで きるが ､ 輸送清性 は全く観察され なか っ た ｡ この 変異体では ､

2 2 0 位の 塩基性側鎖と2 8 5 位の 酸性側鎖との間で相互作用が生 じ､ 基質輸送ある い はH
＋輸送を傷害して

いるの かもしれな い ｡

T a b l e G I S . E i n e t i c c o n s t a n t s f o r t e t r a c y cli n e u p t a k e b y i n v e r t e d m e m b r a n e v e s i c l e s ･

N A D H -d ep e n d e n t t en :a d c y cli n e u pt ak e f or 3 0 s e e w as m e a s
n r ed in th e p re s e n c e of v a ri o u s c o n c e n tr ati o n s o f

t et r a c y cli n e a n d 1 m M C o C1 2 ･ Ki n e ti c c o n st an tS W e r e C al c ul at ed fr
o m Li n e w e a v e r - B u rk pl o ts ･ N ･ D ･ m e a n s th at

p a r am ete rs c o d d n o t b e d et e mi n e d ･

M u t a ti o n s K m O L M ) V m a x (Ⅱ m ol/ m g p r o t ei n/ mi n)

N o n e W ild -ty pe )

Al a2 2 0 - ･ ＋ Gl u / As p 2 8 5
1 ＋ As n

Al a2 2 0 ･ ･ -

> A sp/ A sp 2 8 5
- す As n

A l a2 2 0 → G lll

A l a 2 2 0 → A sp

Al a 2 2 0 1 , ･ ･ > G l n

A l a2 2 0 - L y s

3 6 2 7

1 4 5 5 3

1 4 1 1 5

1 4 2 8

1 6 1 6

2 0 28

N . D .
N .D .

第 4 節 2 2 0 位変異の A s p 2 8 5 - L y s 変異 へ の効果

L y s 2 2 0 単独変異体はテ トラサイク リ ン輸送活性を全く示さず､ L y s2 2 0 残基の塩基性側鎖とA sp 2 8 5 残

基の 酸性側鎖との間でのイ オ ン 性の相互作用が額能 を傷害して い る ことが示唆された o また ､
こ の結果

より2 2 0 位と2 8 5 位とが立体構 造上 近傍に位置 して い る可能性が示された o 当研究室で はA s p 2 8 5 残基
の

L y s 変異体が構築されて い る(
5 1) o そ こセ､ 本節で は､ 中性側鎖をもつ A s n 2 8 5 変異を抑圧することができ

る A l a 2 2 0 残基の 酸性残基 へ の置換が ､ 塩基性側鎖をもつ L y s 2 8 5 変異を抑圧する
こ とが できるかどうかを

検討 した . その ために､ p L G D 2 8 5 K ( 5 1) よりL y s 2 8 5 変異を含むB glI
- B a m H I切断断片を調製し､ 2 2 0 位変異

を含むE c o R I-B g]I切断断片とと もに､ Fig u r e 6
-1 に示 したの と同様にp L G T 2 の 対応する領域に観み込み+

二重変異プラス ミ ドを構築した ｡ 変異蛋白産生を確認し (d at a n o t s b o w n) ､ 薬剤耐性 レベ ル を測定した

- 8 5 -



( T a ble 6-4) 0

T a b l e 6 ･ 4 . T e t r a c y c li n e r e s i s t a n c e l e v el s o f E . c o lt W 3 1 0 4 c e u s h a r b o r i n g t h e A l a 2 2 0

/ A s p 2 S S s tl b s ti t Ⅶti o n m tlt a n t p l a s mi d s
･

pl as mi d T et A M I C of t etr a cy cli n e O Lg/ d )

N o n e

p L G T 2

pI ･ G D 2 8 5 K

p L G A 2 2 0 E/ D 2 8 5 K

p L G A 22 0 D / D 2 8 5 K

N o n e 0
.
8

W ild -ty pe 2 0 0

A s p 2 8 5
･ ヰ L y s 9 ･5

Al a2 2 0 → G l u/ A s p 2 8 5
→ L y s 4 .7

Al a2 2 0 一 As p/ A s p 2 8 5
→ L y s 3 ･1

L y s 2 8 5 単独変異体は わずか にテトラサイク リ ン耐性を与える ことが できるが ､ 2 2 0 位に酸性残基が導

入されると耐性 レ ベ ル は顕著に低下 し､ A s n 2 8 5 変異に対する効果とは著しく異なっ て い た ｡ こ の結果は

L ys 2 2 0 単独変異体で示唆されたように､ 2 2 0 位残基の酸性側鎖と2 8 5 位残基の塩基性側鎖との間での 相

互作用が機能を傷害 して い る と解釈され ､ 両者が近傍に位置する ことを支持して い る ｡

第 5 節 A l a 2 2 0 周辺残基の G l u 置換の A s p 2 8 5
- A s n 変異 へ の効果

これまで の結果より､ A s n 2 8 5 変異を抑圧するため には2 2 0 位 へ の酸性残基の導入が必要である こと ､

また ､ G l ｡ 2 2 0 変異の 方がA sp 2 2 0 変異よりも抑圧効果が強い こと､ カ ル ポキシル基が2 8 5 位か ら2 2 0 位
へ

と移る ことで K m 値が大きく上 昇する ことから ､ 基質透過の ための活性中心は2 2 0 位よりも2 8 5 位に近
い

とこ ろ に存在する ことが示唆さ れた｡ この よう 朗TJ 部位で の ア ミノ酸置換による抑圧 は蛋白の 柔軟性を

示すもの で ある ｡ 自然復帰変異体で は塩基置換の原皮が限られて い る可 能性があり ､ 必ずしも機能を完

全に回復する部位に変異が導入さ れない 場合も考えられる ｡ 本節では この 可能性を考慮 し､ 2 2 0 位以外

に酸性残基が導入されて A s n 2 8 5 変異を抑圧 し､ テトラサイクリ ン耐性を回復させる部位がある
の か どう

かを検討 した ｡ 第二変異 を導入する部位と して は2 2 0 位が存在する第7 膜貫通領域 に注目し､ そ
の前後

数残基を選び､ G l u 置換を導入した ( Fig u r e 6-3) o また ､ 細胞質膜内在性蚕白の 膜貫通領域は α ヘ
l) ッ

クス を形成して い るとされ ており､ A sp 2 8 5 残基の 1 タ
ー

ン 下方のP b e 2 8 9 残基をA s p に置換 し､ A s n 2 8 5

変異に対する効果も検討 した ｡ 変異導入はK un k el 法に従 い ､ T abl e 6
- 5 に示した合成オリ ゴヌク レオチ ド

を用 いた ｡ こ のうち ､ Ile 2 1 6 - G l u 変異､
G l n 2 2 1 - G l 腐 異の 導入にはpc T D 2 8 5 N を鋳型と し､ れ 以外

はp R V B H D 2 8 5 N を鋳型と して用 いた . A s n 2 8 5 変異を含む
二 重変異 プラスミ ド､ 単独変異プラ ス ミ ドは

F ig u r e 6
- 1 に示 したの と同様に構築した o

- 8 6 -



T a b l e 6 - 5 . M tl t a g C n i c p m m e r s tl S e d f o r t h e s五色e
･ d 量r e c t e d m tlt a g e n e S is ･

●

As te ri sk s (
*

) an d un d erli n e s i n di c at e mi s m at ch e s an d n e w r est ri cti o n sit e s , r es pe c ti v ely ･ N u cl e o d d e s eq tl e n C e S Of

p n m e rs c or r e sp o n d t o th e c o m pl e m e n t a ry s
e q u e n c e of th e t e tA g e n e ･

p ri m e r N tlCl e o ti d e s eq u e n c e C od o n ch a n g e A mi n o a cid stlb 血t u ti o n

L 21 3 E R

Ⅰ2 1 6 E R

Y 2 1 7 E R

F 2 1 8 E R

S 2 1 9 E R

Q 2 2 1 E R

L 2 2 2 E R

Ⅰ2 2 3 E R

G 2 2 4Ⅰ三R

★ ★ ★ ★

5
7

- A 丸ÅT A A T 鎚 望鎚謎A T G G G C - 3
I

S a c =

★ ★ ☆ ☆

5
I

- T 以I A 磯 辺遇£里C A 且T C A 且C A - 3
I

S c a =

☆ ★ ★

5
-

- G B L A A A T T C A A 型:辺丑!⊇払 - 3 I

βc ユ工

☆ ★ ☆

5
-

- G C G C T 旦匙望望笠A T A A A T A
- 3
I

H i n f I

★ ★ ★

5
I

- C A A T T G C G C m A A A T A A L A T A A T - 3
I

C s p 4 5 =

★ ☆

5
I

- T A T C A A T T 豊臣⊆追望⊆各島且良 一 3
'

P v u = I

★
'

★ ★ ★

5
-

- T T G G ⊆⊆基基里⊆望豊里聖⊆追 G C T G A A
- 3
I

B s t X =

M s c =

★ ★ ★ ★ ★

5
.

_ G A 且T T T G G C C 旦 巡 込塁T T G C G C T G A - 3
-

X h o = , A v a =

★★

5
I

- G G 壁 迫聖望 迎 笠T A T C A A T T G C
- 3
I

加 n =

★ ☆ ★ ☆

G 2 2 4 D R 5
-

_ A A LT T T 唱 埋!芸追旦T A ÅT T G C G
- 3
-

C ユa エ

P 2 2 7 E R

F 2 8 9 D R

A s e =

★ ★ ★ ★

5
.

_ C G T T G C T T C ÅA T T 2 i追⊆LA A T C A A T
- 3 I

M s c: I

★ ☆ ★

5
I

- C T 且 那 血基部茎追望C T G C A C T
- 3
I

E c o T 2 2 =

T T G → G A G Le 1 1
-

- Gl u

A T T → G A G n e や G l u

T A T - G A A T y r - G lu

T r r → G A A P h e - Gl u

T C A → G A A S e r ･ ･ i Gl u

C A A → G A A G h - Glt1

T T G - す G A G Le t1 ･ 一 G l1 1

A T A - G A G n e
一 一 Gl11

G G C 一 寸 G A A G ly → G lt1

G G C 1 - G A T G ly
) A sp

c c c - G A A P r o - G ill

m - O A T P b e → A s p
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構築した プラス ミ ドで大腸菌w 3 1 0 4 株を形質転換 し､ 変異蛋白の産生を確認し (d a t a n o t s h o w n)

テトラサイクリ ン 耐性 レ ベ ル を測定 した (T a ble 6
-

6) 0

T a b l e 6 ･ 6 ･ T e t r a c y cli n e r e si s t a n c e l e v el s o f E ･ c o Ei W 3 1 0 4 c ell s h a r b o ri n g m Ⅶt a n t

p l a s m i d s ･

M I C s of t etr a･
c y cli n e a r e s h o w n in a 1 mi t o f y g/ mi ･ M C f o r W 3 1 04 c ells i s 0 .8 p g/ mi . N . C

. m e an s th at m u t a n t

w a s n ot c o n st ru ct ed .

A s p 2 85 皿 1t a也o n

H elix 7 m u t a 也o n

A sp 2 8 5
→ A s n N o n e ( A sp 2 8 5)

N o n e

L et12 1 3 - G h l

lle 21 6 - G 山

T yr2 1 7
1

, G ltl

P h e2 1 8 - G l u

S er ユ1 9 - G l u.

Al a2 2 0 ･ ･ → G l Ⅶ

Al a2 2 0 → A sp

G ln 22 1 → G lll

Le u 2 22 1 > G h

Il e 2 2 3 ) G l u

Gl y 2 24
1 . G l u

G ly 2 24
→ A sp

托 o 22 7 一 斗 G l u

P b e 2 8 9 → A sp

0 .8 2 0 0

0 .8 5 0

0 .8 5 0

0 .8 1 0 0

0 .8 1 0 0

0 .8 1 0 0

20 0 1 0 0

5 0 5 0

0 .8 1 0 0

0 .8 2 5

0 .8 1 0 0

1 2 .5 2 5

1 2 . 5 1 0 0

3 .1 3 .1

0 .8 N . C .

G l u 2 2 0 / A s n 2 8 5 二 重変異体 ､ A s p 2 2 0 / A s n 2 8 5 二 重変異体以外､ 構築された二重変異体の中でA s n 2 8 5

単独変異体よりも耐性レ ベ ルが上昇して いるの は ､ G l u 2 2 4 / A s n 2 8 5 二 重変異体､ A ! p 2 2 4 / A s n 2 8 5 二重変

異体 ､ G l u 2 2 7 / As n 2 8 5 二 重変異体の 3 種の みであっ たが､ 2 2 4 位の置換で はM IC が1 2 ･5 FL g / m l ､ 2 2 7 位 の

置換で は3 .1 〃g′m l と回復の 程度は弱い もの で あ っ た ｡ A s n 2 8 5 変異を抑圧 す
るこ との で きる これ ら3 つ

の変異部位の 位置関係を見るた めに､ F ig u r e 6
- 4 で 第7 勝景通領域の エ ドマ ン ドソ ン ホイ

ー

ル プ ロ ツ ー

( 35 5) を措くと ､ 3 部位が α ヘ リ ッ クス の 同
一 側面上 に存在する ことが明らかにされた｡ また ､ 抑圧効果

の 程度が 2 2 0 位から2 2 4 位 ､ 2 2 7 位 へ と離れるに従っ て弱くなる ことも明らかである ｡ こ の結果は膜貴通

領域が α ヘ リ ッ クス構造を形成 して い る ことを確認するとともに､ 清性中心を構成する上 で ､ 第 7 膜貴

通領域上 の カ ル ポキシ ル基の導入にはある程度の 柔軟性がある ことが示された ｡ 佃方､ 2 2 0 位上流側
の

残基の中で ､
Ile 2 1 6 とL e u 2 1 3 が同 一 側面上 にある が ､ それらの部位の G lu 変異はA s n 2 8 5 変異を抑圧する

ことがで きなか っ た ( T a bl e 6
- 6) ｡ こ

･の 結果は機能に必要なカ ル ポキシ ル基は適度な深さに位置 しなし
､

と機能を発揮する ことができな い と解釈される｡

一 方､ 第 9 膜貴通領域 にお い て は ､
2 8 5 位の 1 タ

ー

ン 下 方に位置するP b e 2 8 9 残基 をA sp に置換 して

も､ A s n 2 8 5 変異体の 耐性 レ ベ ル を上昇させる ことが で きす ､ 第7 膜貫通領域の場合と は異な っ て厳密に

ヵ ルポキシ ル基が配置される必要がある ことを示 して い る o こ の こと は､ 活性中心が 2 2 0 位よりも2 8 5 位

- 8 8 -
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Fig u r e 6
･3 ･ P tlt a ti v e s e c o n d a ry st r u ct tl r e a r O t m d

t r a n s m e m b r a n e d o m ai n s V II , VIII a n d I X of T n l O ･ T et A .

Am i n o a cid r esid u e s w hich tln d er w e n t s e c o n d sit e m tlt a ti o n s i n

th is st u d y a r e e n cl o s e d in cir cl es , w ith p o siti o n n um b ers in th e

pr l m ar y S eq u e n C e ･ T h e p rl n a ry m ut ati o n r e sid u e ･ A s p 28 5 ･ is

als o e n cl o s e d i n a cir cle .
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P h e
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Fig u r e 6
- 4 ･ E d m u n d s o n w h e el p r oj e cti o n m ap s of p tlt ativ e t r a n s m e m b r an e d o m ai n s ⅥI a n d I X ･

T h e

r es p e cti v e t r an s m e m b r a n e h eli c e s w er e v
ie w e d v er ti c ally fr o m th e c yt o pla s mi c s u rfa c es ･ T

h e r e sid u e s of w hic h

G lu m u t an ts sh o w e d an y s u pp r e ssi o n t o th e As p 28 5 →
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cir cl e s . O th er r esid u es w h e r e th e Gl u m ut ati o n w as in tr o d u c ed ar e d e n o te d b y b old lett ers ･
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の近傍に位置すると いう考えとよく
一 致して いる ｡

耐性が 回復 した2 2 4 位 ､ 2 2 7 位変異を含む3 種の 二 重変異体につ い て反転膜小胞で の テ トラサイクリ ン

輸送活性の測定を試みたが ､ 有意の輸送活性は観察されなか っ た (d a t a n ot s h o w n) 0 G l u 2 2 0 / A s n 2 8 5 二

重変異体 ､ A s p 2 2 0 / A s n 2 8 5 二重変異体の K m 値が顕著 に上昇 して い た ことを考慮すると､ 3 種 の 二重変

異体にお い ても更なる K m 億の 上昇が起こ っ て い るこ とが予想さ れ､ そのために輸送活性が観察されない

のかもしれな い ｡

第7 膜貴通領域の G l u 単独変異体 はG l u 2 2 7 変異体を除い て 比較的高い テ トラサ イクリン耐性 を与えて

おり ( T ab le 6
- 6) ､ 新た なカ ル ポキシ ル基の 導入が機能お よび蛋白構造に致命的な影響を与えて い ない

ことを示して い る ｡ また ､ これ らの 部位の アミノ 酸残基は墳能に必 須で ない とも言える ｡ Gl u 2 2 7 変異体

はM IC が3 ユ〃 g/ m l
とわずかな耐性しか与える こ とがで きな い o 2 2 7 位はもともとp r o 残基が占めており､

蛋白の構造維持に寄与 して いた 可能性がある の で ､ こ の部位の置換は蛋白構造の変化を介して機能を大

きく傷害するの かもしれな い ｡

第6 節 考察

本章で は まず､ テトラサイ クリ ン耐性を全く与えない A s p 2 8 5
- - A s n変異体より野生塾 レ ベ ルの耐性を

与える ことができる自然復帰変異体を単離した ｡ この 変異体はA s n 2 8 5 変異をそのままもち なが ら､ 第 7

膜貫通領域の A la 2 2 0 残基が G l u に置換されて い た ｡ 推定二 次構造にお
い て ､ 2 8 5 位､ 2 2 0 位 は段内の ほぼ

同じ深さの と ころ に位置する と考えらYL ､ 両者は立体構造にお い て藤近傍に位置する こと が示唆され

た o また ､ 得られた抑圧変異体 は酸性残基の消失を新た な酸性残基の 出現で機能回復を起こすタイプ
で

あり ､ 膜貴通領域 の酸性側鎖が 機能に必須で ある ことを裏付けるもの である ｡ こ の ような抑圧変異体

は
､ 大腸菌F o F r A T P a s e の H

＋輸送に関与するc サ ブ ユ ニ ッ トの 変異体( 32 2) ､ ウ シ の ロ ドプシ ンの シ ッ プ塩

基対イオ ンの 変異体( 356 .3 5 7) ､ R h o d o b a cte r s p h a e F O l
･

d e s の光合成反応中心の E
' 輸送に関与する残基の変異

体( 3 4 0) ､ 大腸菌メ リ ピオ
ー ス 輸送体 の共役イ オ ン認識 に関与する残基の変異体(

3 1 9) からも得られて い

る ｡

2 2 0 位残基を部位特異的に置換 したとこ ろ ､ 中性の G l n ､ 塩基性の L y s はA s n 2 8 5 変異に対 して抑圧効果

をほとん ど示さず､ 酸性側鎖 をもつ G l n ､ A s p で の み大きな抑圧効果が認められた ( T a ble 6
-2) o 従 っ

て ､ A s n 2 8 5 変異を抑圧するため には酸性側鎖が必要である と結静されるo また､ 酸性側鎖
の位置特異性

に関して 検討したとこ ろ ､ 2 2 0 位以外 に2 2 4 位､ 2 2 7 位にG l u ある い はA s p が導入され
てもA s n 2 8 5 変異が

抑圧 される ことが明らかにな っ た ( T abl占6 -6) ｡ 2 2 4 位､ 2 2 7 位は α ヘ
l) ッ ク ス構造で 2 2 0 位と同

一 側面

上 に位置し (F ig u r e 6
-4) , そ れぞれ2 2 0 位の 1 夕∵ ン ､ 2 タ

ー ン下方に存在する残基である (F ･i g u r e 6
-

3) ｡ こ の ような縦 方向の柔軟性は ロ ドプシ ン におし予て も見
い だ され て いる( 35 8 ,3 5 9) o す なわち､ レチ

チ - ル分子とシ ッ フ塩基を形成するL y s 2 9 6 残基の対イ オ
ン とな っ て いる Gl u l 1 3 残基をG l n に置換した変

異体をもと に､ それぞれ α ヘ リ ッ クス の 1 タ
ー

ン ､ 2 タ
ー

ン離れたI 1 7 位､ 1 2 0 位にG l n が導入されると

機能回復が起 こる というもの で ある｡

本研究の 結果は､ 2 2 0 位､ 2 2 4 位 ､ 2 2 7 位の 3 部位を含む側面が ､ 第9 膜貫通領域
の A sp 2 8 5 残基を含

む側面とともに ､ 基質輸送経路 を構成する領域である こと を示唆して
い るo 最近､ G u a y らは ､ T e 仏( B) の

T r p 2 3 1 残基の C y s変異体が第1 0 章に述
べ るグリシ ルサイクリ ン に対して耐性化するこ とか ら､ T r p 2 3 1 残

基が基質認識に関与する 残基である ことを報告した(
35 8) o T r p 2 3 1 残基は第 7 膜貫通領域に存在 し､ しか

も2 2 0 位､ 2 2 4 位､ 2 2 7 位と同
一 側面上 に存在する残基であ (Fi g u re

.

6 - 3) る こと は興味深く､ こ の 側面

の重要性 を支持して いる ｡ また ､ G l u 2 2 0 変異の 方がA sp 2 2 0 変異よりも大き
な抑圧効果を持つ こ と､ カ

- 9 0
-



ルポキシ ル基の導入 に関して第 7 膜貫通領域の 方が第 9 膜貴通領域よりも柔軟性をもつ ことから ､
基質

輸送にかか わる悟性中心は第 9 膜貴通領域により近 い とこ ろ にある ことが示唆される ｡ また ､ 反転膜小

胞にお い て ､ L y s 2 2 0 単独変異体の テトラサイク
l) ン輸送悟性が観察されなか っ たこ と (Fi g u r e 6 -2) ､

また ､ G l u 2 2 0 変異およびA s p 2 2 0 変異がL y s 2 8 5 変異を抑圧 できなか っ たこと (T abl e 6
- 4) は､ 両部位間

でのイ オ ン性の 相互作用が機能を障害して い る ことを示 し､ 2 2 0 位と2 8 5 位とが立体構造上近傍に位置す

る ことを支持して い る ｡

と こ ろ で ､ 2 2 0 位など膜貫通領域 へ の 余分な荷電ア ミノ 酸の導入は ､ 意外にも ､ 比較的高い テトラサ

イクリ ン耐性を維持 して おり (T able 6
- 2

､
6 ･6) ､ 蛋白の フ ォ

ー ル デイ ン グに大きな影響を与えて い な

い こと を示 して いる . T et A で の この よう な現象とは対照的に､ 大腸菌のラクト
-

ス輸送体で は膜貴通領

域の 荷電ア ミノ酸残基が蛋白の フ ォ
ー ルデイ ン グに重要な寄与をして い る ｡ ラグ ト ス輸送体の抑圧 変

異体の 解析 から ､ 膜貫通領域内の 幾つ かの正荷電残基と負荷電残基とがイオ ン ペ アを形成して い る こと

が示唆され(2 63 , 2 64 , 26 7) ､ 部位特異変異導入解析により確認されて い る( 26 5 ,2 6 6 ,2 6 8) o こ の場合 ､ イ オン
ペ

ァを形成して い る
一 方の電荷を中性にすると機能が著 しく傷害されるが ､ 両方を中性 にする と機能が回

復する現象が観察されて い る ｡ ラク ト ス輸送体で は この ような朕貫通領域での イオ ン ペ ア の形成と解

離がゲ ー ト の 開閉とな っ て い ると主張して い る( 26 7) ｡ ま た ､ 大腸菌メリ ビオ
ー

ス輸送体でも余計な荷電

アミ ノ酸残基の存在は機能障害 の原因とな っ て い る ようである(
31 9) o メ リ ビオ

ー ス 輸送体の膜貴通領域

に存在するA s p 5 1 残基は共役イ オ ン結合に重要とさ れて い る o A s p 5 1 残基をs e r に置換した変異体から
メ

リ ピオ
ー ス輸送を回復 した抑圧変異体を分離したところ ､ S e r 5 1 変異以外にG ly l 1 3

- - - , A sp 変異が見い ださ

れた ｡ 負電荷の消失が新た な負電荷の 導入により禰われる 点で T e t A の A s n 2 8 5 変異体の場合と
一 致する

が ､ 単独にA s p l 1 3 変異を導入した変異体は活性が全くなく､ 大きく異なる点であるo

T e 仏 にはA sp 2 8 5 残基 の 他に更 に2 つ の保存性A s p 残基 が存在する
(3 5 ,5 1) o そ れは第 1 膜貴通領域の

A s p 1 5 残基と第 3 膜貫通領域のA s p 8 4 残基で あり ､ これ らも基質輸送 に重要
である ことが示され て いる

( 51 ,3 5 3) ｡ ま た ､
T e 仏を2 つ の領域 ､

それぞれ6 本の膜貫通領域を含む α 領域とβ領域とに分けた とき､

A sp 8 4 残基とA s p 2 8 5 残基が対応する部位 にあり､
A sp 1 5 残基とA l a 2 2 0 残基が対応する部位にある ことは

興味深い (F ig u r e 3) 0 t a n d e m d u plic a 山 盛(40) を支持する､ こ の ような対照性は俄 にも観察され ､ 特
に

顕著であるの は､ 第2 章に述べ た保存性配列モ チ
ー フ の存在である( 4 4) o また ､ 第8 膜貫通領域と第9 膜

貴通領域の アミ ノ 酸残基で 構成されるカル テ ッ ト､ H i s 2 5 7
･ Ⅹ

- X - Ⅹ - G l n 2 6 1/ G ly 2 8 1
-

Ⅹ
-

Ⅹ
- X - A s p 2 8 5 は第2

膜貴通領域と第3 膜貴通領域にも見られ ､ T y r5 0
- Ⅹ

-

Ⅹ- Ⅹ
-

G l n 5 4 / G ly8 0
1 Ⅹ- X

- Ⅹ- A sp 8 4 と表され､ T et A に保

存され ､ そ の重要性も示されて いる( 叫 ｡ こ の ような結果から､ 現在少なくとも第1 .

- 3 鹿茸通領域と第

7 - 9 膜貴通領域が基質輸送経路 (チ ャ ンネル) を構成して
いる と考えられて いる ｡ また ､ 第5 章にお

い て ル
ー

7
o

4 - 5 の A s p 1 2 0 残基 ､ A rg 1 2 7 残基が ゲ
ー

トの 開閉に寄与 して い る可能性が考えられ､ 電 には

A rg l O l 残基と いう極めて 重要 な残基が第4 膜貴通領域 に存在す
る ことが示され(1 95 ,3 4 5) ､ 第4 および第

5 膜貫通領域も基質輸送チ ャ ンネル に関わ っ て いる可熊性も考えられて
いる ｡

第 2 牽か ら本章までの 結果(2 7 9 ,3 4 4 , 3
47 3 5 9 ･3 6 0) および当研究室で の研究結果(4 9 ･5 1 ,5 2 ･ 6 4 , 23 11 2 3 3 2 7 5)呑もと

に､ テ トラ サイクリ ン/ H
. ア ン チポ

ー

ト の分子機構 に関してゲ
ー

ト付きチャ ンネ ル による直接共役説を

提唱する (F ig u r e 6
- 5) o こ の モ デル で は ､ 上 で述べ た膜貴通領域がひとつ の チャ ンネル を形成し､ 膜

の

両側 にル ー プ領域 により構 成され るグ
ー ほ も っ て い る ｡ 柵胞質側で はル

ー プ2 -3
､
)I ,

- プ4 - 5 および

ル ー プ8 -9 が ゲ
ー ト機能を持 っ て い ると考えられる o 正 味1 価カチオ ンの 基質とH

＋ のチ ャ ン ネル内の結

合部位は重複 し､ それらの結合は互 い に持抗 して い る o 基質が
ル ー プ2 - 3 の A s p 6 6 残基の負電荷と相互作

用すると ､ 細胞質側ゲ ー トが開く o こ の とき ､
ル ー プ2 - 3 の A rg 7 0 残基の正電荷とル

ー

プ4
1 5 の A s p 1 2 0 残

基の負電荷 が相互作用して い る ｡ 基質がチ ャ ンネル 内の結合部位に結合する
の に呼応 して ､ そ こに結合

して い たH ＋が放出される ｡ こ こで ､
ル

ー

プ2
-

3 内で A s p 6 6 残基とA r g 7 0 残基とが相互作用 し､
ル ー プ4 -5
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内で A s p 1 2 0 残基とA r g 1 2 7 残基が相互作用して ､ 細胞質側ゲ
ー トが閉じるように コ ン フ ォ メ - シ ョ ン変

化が 生 じ､ ペ リプラズ ム側ゲ
ー

トが開くよう になる ｡ ペ リ プラ ズム側 は細胞質側よ りも酸性であるの

で ､ fI
＋が結合部位に結合 しようと して ､ そ れに呼応 して基質が放出される ｡ H

＋の結合は柵胞質側ゲ ー ト

が開い た コ ン フ ォ メ
- シ ョ ン に変イヒさせる の に十分である と思われる ｡

こ のモ デル はシ ン ポ
一

夕
一

にも適応で きると考える ｡ ア ンチ ポ ー タ ー で は基質とE ＋との結合が括抗的

であるの に対 し､ シ ンポ
一

夕
- で は協調的であると考える . つまり､ H ＋の結合は基質の結合を催 し､ コ

ン フ ォ メ
-

シ ョ ン変化が起 こる ｡ 次 い で ､ 基質およびH ＋が放出されると ､ 再びコ ン プ オ メ
- シ ョ ン変イヒ

が起こり､ もとの状態に戻る ､ と いうもの である ｡

しかしなが ら､ こ の ようなモ デルや各膜貴通領域 の並び方､ ア ミノ酸残基間の位置関係を証明するた

めには､ 蛋白の 3 次元立体構造 を解明する必要があ る ｡ 膜蛋白質は強い 疎水性故に3 次元結晶を形成し

にくく､ 現在まで にⅩ線結晶構造解析された膜内在性蛋白質は数例 しか な い ｡ つ い 最近にな っ て ､ 2 次

元結 晶の電子顕微鏡画像解析が進んで きたものの ､ 原子 レ ベ ル での詳細な構 造は明 らかに な っ て い な

い ｡ こ の ような状 況の中 ､ 膜蛋白質の 立体構造解析は現在最も魅力的な研究課題で あると い っ て もよ

い ｡ 次章以降で T e 仏 の 立体構造解析 を押し進める べ く､ そ の大量発現系､ 精製系の確立を試みる ことに

する ｡

- 9 3
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第7 章 テ トラサイ クリン排出蛋白の精製とリポ ソ
ー ム へ の再構成

第1 節 は じめに

前章まで は ､ 部位特異的変異導入法を用い て T e tA の幾 つ かの ア ミノ 酸残基を置換し､ そ の結果からも

ともとの ア ミノ酸残基が基質輸送機構にお い て どの ような役害陀 担 っ て いるの か､ アミノ酸残基が どの

ように配置されて いるの か ､ ま た ､ 分子レ ベ ル で どの ように基質が輸送され､ どのようにしてイ オンと

の共役が達成されて いるの かを推定してきた ｡ この ような推定は実際の 立体構造が解明されるまで は証

明されたと は言えな い . 可溶性 酵素におv
l て は比較的容易にⅩ嵐結晶構造解析により3 次元立体構造が

解明され ､ 多くの 情報が得られて い る ｡ しか し､ 膜内在性の蛋白は未だ 数例しか立体構造が解明されて

い な い ｡ そ の最初の例が紅色光合成細菌R h o d o p s e ロd o m o n a s vl n
'

di s の 光合成反応中心複合体であり､ 1 9 8 5

年にⅩ線結晶解析 により3 Åの解像度の立体構造が報告された(
36 1) ｡ その 後は､ 1 9 9 2 年に大腸菌ポリ ン

( o m p F ､ P h o E) がそれぞれ2 ･
4 ､ 3 Åの解像度で( 36 2) ､ 1 9 9 3 年にS y D e C h o c o c c u s の 光合成反 応中心複合体

Ⅰが6 Åの解像度で( 36 3) ､ 1 9 9 5 年にR h o d o p s e u d o m o n a s a ci d o p hil a の集光性アンテ ナ複合体Ⅱが2 ･5 Åの解

像度で( 364) ､ ウ シ ミ ト コ ン ドリア のチ トクロ
ー ム c 酸化酵素(3 65)およびp a r a c o c m s d e nit n

'

fl
'

c 血 s の チ トク

ロ ー ム c 酸化酵素(3 66)が いずれも2 .8 Åの 解像度でⅩ線結晶解析 により立体構造が解かれて い るの みであ

る ｡ また ､ ウ シミト コ ン ドリアの F o F l
-

A T P a s e の膜表在性部分 (F l) を構成する α βγ複合体 の立体構

造も1 9 9 4 年にⅩ線結晶解析により2 .8 Å の解像度で解かれ注 目された(367) 0 Ⅹ線結晶構造解析 は蛋白の

3 次元結晶 を必要とするが ､ 2 次元結晶を用い た電子顕微鏡画像解析から3 次元構造を再構成す
る試み

が幾つ かの 膜蛋白につ い て行われて い るo 高度好塩菌H a] o b a ct e n
-

u m h a] o bi u m の バク テリオロ ドプシ ンが

そ の 最初 の 例で ,
1 9 9 0 年に詳紳な 3 次元構造が 提出さ れ た( 3 6 8) o 以後 ､

1 9 9 3 年に筋小施体 の

c a 2 . - A T P a se( 3 6 9) ､ ウ シ の ロ ドプシ ン(
3 70) ､ ホ ウ レ ン草ク ロ ロ ブラス トの光合成反応中心複合体Ⅱ( 3

7 1)
､

1 9 9 5 年にR h o d o sp i ri]1 u m r u b T u m の集光性ア ン テナ複合体Ⅰの構造(37
2) が捻出

'
され七いる o こ の ような状

況の 中､ 膜蛋白質の ､ とりわけ膜輸送者自の 3 次元結晶化､ Ⅹ線溝晶構造解析は現在最も注目
されて い

る ｡

本章で はT et A の結晶化､ 構造解析を行うべく, その 前段階を整える ｡ まず､ T e 仏 の 大量産生糸を準備

し､ 機能を保持 したまま迅速且 つ 大量 に精製する系を確立するこ とを試みた ｡

第2 節 テトラサイ クリ ン排出蛋白の 大量発現系の構築

トラ ン ス ポゾ ン T n 1 0 に コ
ー ドされる クラス B の テ トラサイクリ ン排出者自適伝子tetA は負の 遺伝子量

効果､ す なわち ､
マ ルチ コ ピ

ー

プラス ミ ド上にT n l O-t e 慮伝子をクロ
ー ニ ン グする と､ 宿主菌 の テトラ

サイクリ ン耐性 レベ ルがロ
ー

コ ピ ー プラス ミ ドの 場合よりも著しく低下する現象が知られ て
いる( 66

･ 6 9) o

負 の遺伝子量効果は他の グラム 陰性細菌の 由遺伝子で は知 られ
て い ない( 1 6 1) o こ の効果はT et A の過剰産

生が原因であり､
こ の とき隈電位が消失する と言われて い る(

6 9) o T n 1 0
- T et A を大量 に発現する系を確立

する試みが 幾つ かなされて い る が ､ 負の遺伝子量効果が障壁とな っ
て い るために ､ これまで 安定な大量

発現系は知られて い な い ｡

本節で はT n l O
- T e t A の 安定 な大量発現系の構築を目指 した o

マ ル チ コ ピ
ー

ク ロ
ー ニ ン グ ベ クタ ∵

p u c l 1 8 は1a c プ ロ モ
ー タ

ー
･ オ ペ - 夕

-

をもち､ そ の支配下の] a c 洩 伝子上流にマ ルチクロ
ー ニ ン グサ

･ 9 4 -



イトがある ｡ p C T 1 1 8 2( 5 1) はT n l O一山遺伝子をp u c l 1 8 の マ ルチクロ
ー ニ ン グサイ トにサブ クロ

ー ニ ン グ

したもの で ある o T e t A 大量発現系の構築はこのp C T l 1 8 2 を出発材料とした (F ig u r e 7
- i) o p c T 1 1 8 2 は

ベクタ
ー 由来の1 a c プ ロ モ

ー タ ー を保持して おり､ マ ル チクロ
ー

ニ ン グサイトの E c oR I切断部位が残っ て い

る ことに着目 した ｡ t e t A 遺伝子中央には E c o R I切断部位がある の で ､ まずこれをサイ レ ン ト変異により消

去し､ 次 い で T et A の N 末端側にE c oR工切断部位をサイ レ ン ト変異により導入する ことにした .･ これらの 変

異導入はp C T l 1 8 2 を鋳型 と して ､ T ab le 7
-1 に示す合成オリ ゴヌク レオチ ドを用い ､ K u nk el 法により行っ

た｡

T a b l e 7 - 1 ･ M tl t a g e n i c p r l m e r S u s e d f o r c o n s t r tl C
t i o n o f a T e t A o v e r p r o d tl Ci n g p l a s mi d ･

●

N u cl e o ti d e s eq u e n c e s o f p ri m e rs c o rr e sp o n d t o th e c o m p
le m e n t ary s eq tl e n C e Of th e t el l g e n e ･ As t eri sk s (

*

) an d

un d erli n e s in di c at e mi s m at ch e s an d th e E c of u rst ri cti o n sit es i n tr od u c ed o r d ele te d , r esp e cti v ely ･ W it h E G R
,
th e

sit e w as i nt r o d u c e d , an d w i th E D R , th e sit e d el et e d ･ An y c o d o n ch an g es d o n ot l e ad t o a mi n o a cid s tlb s 也h lti o n
･

p ri m er N u cl e o ti d e s eq u e n c e C o d o n ch an g e

★ ☆

E G R 5
I

- T T T G T C G A A g A Zi u A T T T C
- 3
I

E c o R =

E D R

★

5
I

- G T A T A C C 塾 望望笠G A T T G C - 3
-

( E c o R =)

A G T . T C T f o r S e r3

A A T . A A C f o r A s n 2 0 0

E G R とE D R とを用い て作成されたプラ不ミ ドをp c T 1 1 8 4 とした ｡ 次に､ p C T 1 1 8 4 をE c o RI
で 漸ヒして調

製された ベク タ
ー 断片をセ ル フライゲ

- シ ョ ンさせる こ とにより､ t et A と] a cゑがi n f r a m e で融合した遺伝

子を作 成する こ とが できた ｡ こ の プラ ス ミ ドをp s y T E T と した o こ の プラス ミ ドから ､
T e t A はL a c Z

( β
- ガテク トシ ダ

ー ゼ) の 開始± ド ンか ら翻訳されるこ と になり､ その 結果T et A
の N 末端に?

- ガラク

トシ ダ
ー ゼ の 4 アミ ノ酸残基 ( T h r - M et

-Il e
- T h r) が挿入されたかたちにな っ て い る ことが塩基配列から推

定される (F ig u r e 7
- 2) 0

構築されたp s Y T E T で大腸菌 W 3 1 0 4 株を形質乾換したと
ころ ､ 数時間後に溶蘭が認められた (d at a n ot

s h o w n) ｡ こ れは1 a c プロ モ
ー

タ
ー の 誘導剤であるIP T G (i s op r op y l

-

P
-

D
-

thio g al ac t o p y r a n o sid e) を添加 しな

くて も起 こるの で ､ 1 a c プロ モ
ー タ ー か らのb a s al な転写でもT e t A が大量に発現し､ 致死的効果を与えて い

る ことが示唆される ｡ 通常ラク ト ス オペ ロ ン の 発現は1 a c リ プレ ッ サ
ー

が1a c プ ロ モ
ー タ ー に重複するオ

ペ レ 一

夕
一 領域に結合 して い るの で抑制されて い る(

37 3) が ､ W 3 1 0 4 株の染色体由来の
r
l a c リプレ ツ サ

ー で

は マ ルチ コ ピ
ー

プラス ミ ド上 の1 a c プロ モ
ー

タ
ー

を十分 に抑制でき て い ないと考えられる o そこで､ ･

1 a cリ

プレ ッ サ ー 過剰産生変異株を用い る ことを試みた ｡ W 3 1 0 4 株
で は1a c リプレ ツ サ

ー の発現は誘導性である

が
､
R B 7 9 1 株は遺伝子型として 1 a clq % もち､ 構成 剛こ] a c

.) プ レ ッサ
ー を発現する変異株である o mi 7 9 1

株 をp s y T E T で形質転換 した とこ ろ ､ 洛菌は見られず､ 正常な コ ロ ニ
ー

を形成した ｡

p s y T E T か らの T e 仏 の産生 を確認するた め､ R B
7 9 1 ′p S Y T E T 株より反転膜小胞を調製 した o 遺伝子発

現は終濃度o .1 m M のI P T G を添加 し､ 誘導した Q また同時に､ R B 7 9 1 株お よび
R B 7 9 1 / p L G T 2 株の 反転膜

小胞も調製 した｡ なお ､ p L G T 2 か らの 発現は終濃度o ･2 5 〟g / m l の H C T C (b e a ヒ
i n a c 加 at e d c bl o r 触 a c y cli n e)

で誘導さ れた ｡ 1 0 p g の蛋白を含む反転膜小胞
をs D S- *

o

リ アク リルア ミ ド電気泳動に用い ､ ゲ ルをクマ

ジ ー

プリリア ン け ル
ー で染色 した (F ig u r e 7

- 3) o そ の結果､ R B 7 9 1 / p S Y T E T 株由来の 反転膜小胞に

は3 5 k D a 付近に明瞭な太い バ ン ドが認められた ｡ こ の
バ ン ドに対応する もの はR B 7 9 1 株 の反範朕小胞に

は全く認め られず､
R B 7 9 1 / p L G T 2 株 の反範膜小胞で はわずか し

か認められなか っ た o また ､
C 末端特異

抗体を用い た イム ノ ブロ ッ テイ ン グに より､
こ の3 5 k D a 付近の太い バ ン ドがT e 仏 である ことが確認され

- 9 5 -
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蔓

た(d ata n ot s b o w n) ｡ 以上の ように､ T et A の大量発現が容易に観察されたの は本研究が初めて である｡

次に､ 反転膜小胞 へ の テトラサイクリ ン の取り込みを測定した ｡ Fi g u r e 7-4 に示すようにp L G T 2 由来の

反転膜小胞 よりも商い 輸送悟性 を示すが ､ 蛋白の 増加量に比べ れば静性の上昇はわずかである ｡ こ の よ

うな現象はL e v y の グル
ー プによ っ ても観察されており(37 4) ､ 輸送担体が高密度に膜内にある ため に輸送

基質やH
＋の局所で の濃度が ､ p L G T 2 由来の 反範膜小胞の場合と比較して低下 したためとも考えられる｡

第3 節 テ トラサイ クリ ン排出蛋白の 可溶化､ 精製

疎水性の 強 い膜内在性蛋白質を精製するには､ そ の第
一 段階として 目的の蛋白を界面悟性剤を用い て

可溶化する必要がある ｡ 可溶化 された蛋白は界面活性剤の ミ セ ル として 溶解して おり､ 脂質二重層に存

在して い る ときよりも不安定で ある ｡ それ故､ 更なる精製過程は迅速に行う必要がある ｡ その ためには

可溶化する前まで にある程度目 的賓白を濃縮する こ とが望ま しい と思わ れる ｡ その ために､ 菌体をフ
レ

ンチ プレ ス で破砕 した後 ､ まず､ 膜画分 をシ ョ糖密度勾配遠心によ っ て 内膜と外膜とに分離 した(
2 18) o

分画さ れた内膜は表在性蛋白が含まれて い るので ､ こ れを除去する ためE D T A を含む低イ オ
ン強度の 潰

衝液で処理 し( 2 1 9) ､ 適当な擾衝液(例えば ､ 5 0 m M M O P S
- K O H (p E 7 ･0) ､ 5 m M チオグリセ ロ

- ル ､ 1 0 %

グリセ ロ
- ル) に内膜を懸濁した ｡ 分画過程で のそれぞ れの画分をs D S

- ポリアクリル ア ミ ド電気泳動に

用い た (F ig u r e 7 - 5) ｡ 以上の 処理によりT e tA を失うことなく､ 内膜内在性蛋白の およそ3 0 % 以上を

T e 仏 が占めるまで 濃縮で きた｡ なお ､ 表在性蛋白除却こは ､ 5 M 尿素処 乳 ある い は強アル カリ性凄衛液

( 5 0 m M C A P S
- K O H ( p H l 1 .0) ､ 0 .1 M 塩イヒカリウム ､

1 0 % グリセ ロ
-

ル) 処理も有効であっ た (d a t a n o t

s h o w n) ｡ こ れらの 処理 で T e tA は膜画分に回収さ れたの で ､ 大量発現したT e 仏 はイ
ン クル

ー ジ ョ ン ボ

ディ にはな っ て い な い と考えられる｡

精製過程をより少なくするた めには可溶化以前の 濃縮操作に加え､ 目的賓白を選択的
に可溶化する こ

とも重要である o T e tA は終濃度1 .2 5
0
/. の オクテル グル コ シ ド (O G ; n

-

o ct yl
-

β 廿 glu c o p y r a n o sid e) でE D T A

処理した内膜画分か ら比較的選択的に可溶化された (F i g u re 7
-

5) o そ の 他 種々 の界面惰性剤を試みた

と ころ
､
2 % T rit o n X-l o o (T X 1 0 0) ､ 2 % ドデシ)I

, マ ル トシ ド( D M ; n
- d o de c yl

-

P
-

D
･

m alt o p y r a n o si de) ､ 1 ･5 %

M E G A ･ 9 ( n - n o n a n o yl
- N -

m e th y lg l u c a m i d e) ､ 1 % M E G A
- 1 0 (n

-

d ec a n o yl
- N -

m eth y lgl n c a mi d e) ､ 2 % ヘ プチ ルチオ

グル コ シ ド( H T G ; n
-h ep t yl

-

β
-

D
-

t hio g lu c o p y r a n o sid e) でも同様の効果が見られた o
一 方 ､ オクチル チオグ

ル コ シ ド ( O T G ; a- o c t yl
-

β
- D

-

th i o gl u c o p y r a n o si de) ､ M E G A
- 8 ( n- o c t a n o y l

- N -

m eth ylg l u c a mi d e) ､ C H A P S ､

c H A P S O はT etA を可溶化できなか っ た (d at a p
o t sh o w n) o ま た､ 可溶化の 際超廃液に0 ･1 M の塩化 カリウ

ムが含まれて い るとT e 仏 の 可溶化は阻害される傾向にあっ た (d at a n ot s h o w
n) o

次に､ 精製法につ い て検討 したo 膜輸送体の精製には しばしif D E A E 陰
イオ ン交換体が用い られてV ) る

(37 5- 3 8 3)の で ､ T e 仏 の 精製 にもD E A E 陰イオ ン交換体が有効.
であるのか どうかを検討する ことにしたo イ

オ ン交換体はP b a r m a ci a の D E A E
-S ep h a r o s e C L

-6 B を用 い た o 樹月旨をB i o R a d の エ コ ノカラム (1 ×1 0 c m) 8
土

充填 し ( ベ ッ ド体積はお よそ7 m l) ､ 界面活性剤を含む5 0 m M トリ エ タノ
ー ル ア ミ ン

･ H Cl凄衝液 (p H 8 ･0)

で平衡化 した｡ こ の とき加えられる界面蒋性剤 は上 で述
べ たT e 仏 の可溶イヒに有効で あ っ たもの のうち幾

っ かを試 し､ それぞれの界面滑性剤の 臨界ミセ ル濃度 ( C M C; c ritic a
l m ic ell e c o n c e n t r a b o n) よりも幾分高

い 濃度で用 い た (1 % O G ､ 0 . 1 % T X 1 0 0 ､ O i % D M ､ 1 % E T G) o l ･2 5 % O G で内膜を可溶イ臓 ､ 超遠心上

清をカ ラム に添加し､ 界面悟性剤を含む5 0 m M トリ
エ タノ

ー ル ア ミ ン H C l嬢衝液 b E 8 ･0) 約3 0 mi で洗浄

後､ 同凄衛液中0 .5 M ま で の塩化 かノウム の 直線塩濃度勾配により溶出させた o 試された 4 種
の界面清性

剤のうち､ o .1 % T X I O O ある い はo .1 % D M を用
い た場合にT e tA が他の蛋 的 よく分離 して溶出され ､ 良好

な結果を得た ｡ F ig u r e 7
-

5 には0 . 1
0/o T X I O O を含む5 0 m M b

l) エ タ ノ
ー ル ア ミ ン H Cl嬢衝液 (p H 8 ･0) で精

- 9 9 -
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製されたT e 仏を示すが ､ か なりの純度で精製されて い る ことがわかる ｡ 0 .1 % D M でもほぼ同様の結果で

あっ た (d a t a n o t s h o w n) . ま た､ 可溶化時の界面活性剤には影響されなか っ た (d at a n o t s h o w n) o

一

方､ O G ある い はH T G を含む緩衝液で は黄白の溶出がほとんど見られず､ 界面活性剤の 濃度を上げても同

様であ っ たの で ､ カラム操作の過程で賓白が非可逆的に凝集して しま っ たと考えられる ｡

以上の ように､ 可溶化か ら
一

段階で純度の高い 蛋白を得られたことはT et A の機能的な再構成にと っ て

も重要な利点である ｡ 次節で は ､ T et A の リ ポソ
ー ム へ の再構成を検訂した｡

第 4 節 テ トラサイ クリ ン排出蛋白の大腸菌H
＋ - A T P a s e との リポソ ー ム へ の再構成

二次性能動輸送体の再構成で は基質輸送の ための エ ネル ギ
ー

をどの ような形で供給するかが問題にな

る ｡ 機能的な再構成は ､ 特定の
′

エ ネル ギ ー を添加せ ず濃度勾配に従っ た基質の ダウン ヒル輸送を測定す

るか ､ ア ン モ ニ ウ ムや酢酸の拡散による人工的なH
＋ の濃度勾配か ､ K ＋とバ リノ マイ シ ンによる人工的な

膜電位を利用 した基質の 能動輸送を測定する ことで確認されて いる o T et A の場合 ､ 基質で あるテトラサ

イクリ ン が若干疎水性で あるため ､ 脂質二重層を拡散 して透過する性質を持っ ており
(3 1)

､ ダウ ン ヒル 輸

送を測定する ことが困難で ある ｡ ま た ､ 人工 的なH ＋の濃度勾配で は極めて
一 過性 の輸送 しか測定 でき

ず､ これも再構成系 へ 適応するの は難しい(
4) o T e 仏 の テトラサイ クリ ン輸送には膜電位 は関与しない(

5)

の で ､ K
＋ バ リノ マ イ シ ンの系も用 いる こ とができない ｡

以上 は二 次性能動輸送体単独 で リポソ
ー ム に再構成する方法であるが ､ イオ ン の濃度勾配を形成させ

る
一 次性能動輪送遺体をとも に再構成する方法もある . こ の場合 ､

バクテリオロ ドプシ ン やH
' - A T P a s e

が有効である ｡ M o riy a m a ら は大腸菌H
＋ - A T P a s e (F o F l

- A T P as e) の大量発現系を構築し､ 精製 したF o F l-

A T P a s e を シ ナプス小胞の神経伝達物質輸送担体とともにリポソ
ー ム に機能的に再構成することに成功 し

た( 2 0 6) . F o F l
- A T P a s e は正菌体とは逆向きにリ ポ ソ

ー ム に挿入される(3 B 5) D 神経伝達物質輸送担体はfI
＋

と伝遣物質の ア ンチ ポ
ー

タ
ー であるの で ､ A T P 加水分解 に依存 した神経伝達物質のリポソ

ー ム内 へ の 取

り込みが観察さ れる こと になる( 20 6) ｡ 従 っ て ､
こ の系はア ン チポ

ー タ ー の 再構成系として 有用である o

そ こで ､ T et A の 再構成にこの 系を用いる ことに した ｡

まず初め に､ O G によ っ て 可溶化された私腹抽出物を精製F oF l
- A T P a s e とともにリポソ

ー ム に再構成し

た . 再構成の操作は第 1 章第3 節 に述べ たように行っ た o Fig u r e 7
-6 に再構成リポ ソ

ー ム の S D S - *
o

l) ア ク

リル ア ミ げ ル 電気泳動の パ タ
ー

ン を示すが ､ F ig u r e 7
- 5 の租朕抽出物の パタ

ー

ン と比べ て顕著に低分子

量 ( 1 6 k D a 付近) の爽雑物 と高分子量 ( 6 0 k D a お よび7 0 k D a)
の 爽雑物の量が減少し､ 結果的にT e 仏が

濃縮されて い た｡ 簡便に機能助な再構成を確認する ため に蛍光消光法によりテ
トラサイクリ ン に依存し

･

たH
. の 輸送を観察した ｡ Fi g u r e 7

- 7 A に示すようにA T P 添加 により蛍光が消光し､ H
＋
が リポ ソ

ー ム に取

り･込まれ ､ △p H が形成される o テトラサイクリ
ン を加える と､ 蛍光強度が回復し､ H

＋が リポ ソ
ー ムの外

に排出され た ことを示して い る ｡ テトラサイクリ ン依存の H
＋ の排出は精製F o F l

- A T P a s e の みの リポソ
ー

ム で は観察されない (d at a n ot s h o w n) の で ､
T 幽 によるテトラサイクリ ン/ H

＋ア ンチポ
ー

トを反映して

い る と考え られる ｡ こ の こ と を更に確認する た め に､ S e r 6 5
- C y s 変異体の 大量発現 プラス ミ ド､

p s y s 6 5 C を構築し､ 野生塾T e tA と同様に可溶化 し､ リ
ポ ソ ー ム に再構成した o こ の リポソ

ー ムもテトラ

サイ クリ ン依存の H
＋の排出が観察された (F ig血r e 7

-

7 C) o s e r6 5
- C y s 変異体はN E M によりテ トラサイク

リ ン輸送が阻害される(4 9) ｡ そ こ で ､
こ の変異体を含むリポ ソ

ー ム を予 めl I 血 のN E M で処理したと ころ ､

テ トラサイ クリ ン依存の H ＋ の排出が ほぼ完全 に消失して い た (F ig u r e 7
-

7 D) o 野生塾T e tA を含むリポ

ソ ー ム はN E M の影響を全く受けない (Fi g u r e 7 7 B) の で ､ こ
こ で観察されf=

.

テ トラサイクリ ン依存のH
＋

の排出はT et A によるテトラサイクリ ン/ =
＋
ア ンチポ

ー ト である ことが確認された ｡

- 1 0 1
-
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F ig u r e 7
- 8 は再構成リボ ソ

- ム によるテトラサイクリ ンの取り込みを示して いる ｡ A T P を添加したとき

と添加 しな い ときで比較 した と ころ ､ A T P 添加時に有意の テ トラサイ クリ ン取り込みが観察された o
一

方､ A T P の代わりにN A D E を加えた場合にはテ トラサイクリ ン取り込みは全く見られなか っ た (d a t a n o t

s h . w n) の で ､ A T P 依存の テ トラサイクリ ン取り込みは リポソ
ー ム に組 み込まれた機能的なT et A による

ことが確認された ｡

次に､ D E A E 陰イ オ ン交換ク ロ マ ト グラ フィ
ー

により精製されたT et A を精製F o F r A T P a s e と ともに
l) ポ

ソ - ム に再構成した ｡ Fig u r e 7 - 9 に示すように､ テトラサイクリ ン に依存したH ＋輸送が観察され ､ 精製

T e 仏が機能を保持 して い る ことが わかる｡ 精製蛋白の 再構成は初めての成功例である ｡ ま た この結果に

ょりT e t A の みがテ トラサイクリ ン輸送に関わる因子である ことが確認された｡

第5 節 考察

これまで ､ T e 仏 の再構成を試みた例が幾つ か報告さ れて いる ｡ H ic k m a n n ら はT n l O てe 仏 の C 末端に
コ

ラ
ー ゲ ンリ ンカ

ー

を介 してβ ガ テク トシ ダ
ー ゼを融合させた蛋白をÅp L プ ロ モ

ー タ ー 支配下で大量発現

させる ことを試みて い る( 38 6) ｡ 融合蛋白はある程度大量発現し､ 抗β ガ ラク トシ ダ
ー ゼ抗体を用いる こ

とで ア フィ ニ ティ 精製された ｡ 精製融合蛋白は更にコ ラゲナ
ー ゼ で 処理され､ T e 仏部分の みを単離 し､

リ ポソ
ー ム へ の再構成を行 っ て い るが ､ すで に悟性 を失っ て おり､ その 試みは果たせなか っ た o また ､

最近､ A l d e m a らが T n l O
- T et A の C 末端 にポリヒス チ ジン タ グを融合させ ､ T 7 プロ モ

- タ - から大量発現

させて い る(37 4) o こ の 融合費白はN i2
＋
カラム で簡単に精製する ことが できるという利点がある o 精製さ

れた融合蛋白は1 3-c y cl o p e n tyl th i o
- 5-h yd r o x y

- 6 廿 d e o x y tet r a c y cli n e( 即 を用い て基質結合能を保持 して
い

る ことは確認されたが ､ リポ ソ
ー ム↑の再構成は行

われて い ない o

本研究で はT n l O -

t e t A 遺伝子をp u c l 1 8 の1 a c プロ モ
ー タ ー 支配下 に置き､

J a c リプレ ツサ
ー を構成的に発

現する1 a cI 疲 異大腸菌株を宿主とする ことで ､ T e t A を安定に大量 発現する菌株を得
る ことがで きた o 産

生されるT etA は ベ クタ
ー の P - ガラク トシ ダ

ー ゼ の 開始コ ドン から読まれることになるの で ､ その N 末端

にはβ ガ ラク トシ ダ
ー

ゼに由来する 4 アミ ノ酸残基 (T h r
-

M et
-Il e - T h r) が見かけ上挿入されている こと

になる ( F ig u r e 7
-2) が ､ テ トラサイクリ ン輸送汚性には影響して

い ない ように見える ( Fig n re 7
- 4) o

T e 仏 の大量発現系を得た ことは ､ T e t A の精製を容易にするため
の重要な第

一 歩とな っ た o まず､ 様 々

な界面活性剤を試したとこ ろ ､ T e 仏 は1 ･2 5 % O G ､ ある い は2 % T X I O O ､ 2 % D M ､
1 ･5 % M E G A

- 9 ､ 1 %

M E G A1 1 0 ､ 2
0
/. H T G で よく可溶イヒされた o T X I O O やD M はC M C が低

い ため､ 除去しにく い性質を持つ の

で
､ O G を用 いて 可溶化 した後 の超遠心上清を精製F o F l

- A T P a s e と ともにリポ ソ
ー ム に再構成したと ･こ

ろ ､ テトラサイク リン/ H
＋
ア ンチ ポ

ー トが観察された ( F ig u r e 7
- 7 ､ 7 - 8) o ま た ､ 可溶化の際､ 大腸菌

リ ン脂質を5 m g/ m l程度加えて おく方が比較的高
い輸送活性を保持したまま再構成ができた D T et

A の精製

はD E A E 陰イオ ン交換クロ マ トグラフィ
ー により

一 段階で達成された (F ig u r e 7
- 5) o

一 般に､ 膜蛋白質

は脂質二 重層から可溶化される と ､
ミ セ ル中で は不 安定になるの で ､ 精製は より少な

い ス テ ッ プで迅速

に行う必要がある ｡ 本研究で開発されたT e 仏 の精製法はそ
の 要求に適うもの である o 精製時の 界面括性

剤はT X I O O ある い はD M が最適で あり ､
O G ､ fIT G で は良好な分離が得られなか っ た o

桟能的再構成には成功 したもの の ､ 再構成リポソ
ー ム で 見られた輸送晴性は反転膜小胞で 観察される

輸送活性 に比較して ､
かなり低い もの であ っ た ｡ ま た､ 通常の発現系 (p L G

T 2) からの反転膜小胞での

輸送活性 に比べ ､ 大量発現系 (p s y T E T) からの反 転膜小胞で の輸送活性
は

､
T e 仏 発現量が 著しく増加

して い るわりには上昇の程度が小さ いもの であ っ た ( Fi 即
r e 7 -4) o これ らの結果 に対して ､ T e 仏 の大部

分がイ ン クル ー ジ ョ ン ボディ を形成 して い る可能性も考えられたが､ 内膜を5 M 尿素
で処理 してもT e 仏 は

- 1 0 4 -



可溶化され なか っ たの で ､ 膜内在性の ままであると結論された ｡ 反転膜小胞で は､ 局所的な基質濃度や

Ⅱ
＋濃度が蛋白に対 して飽和 して しま い , 相対的に輸送晴性が低くな っ て しま っ たとも考えられるが ､ 可

溶化 ､ 精製後の低 い晴性に対して は 一 部の T e 仏がその 過程で失惜 した ことが考えられる ｡ こ の点､ 精製

法に改良の 余地 を残して いる ｡ い ずれにせよ ､ T e 仏 の 大量発現か ら始ま っ て ､ 可溶化 ､ 精製､ 再構成の

系を確立した こと は本研究が初めて で あり､ 今後の 更なる改善の ため にも重要な礎 を築い た こと にな

る . また ､ この系で 迅速且 つ 大量にT etA を精製する こ とができるの で ､ 3 次元結晶化の た めの材料を捷

供するの にも好都合であると考えられる ｡

また ､ 再構成系の確立は蛋白の 構造と機能の物理 化学的測定にも道を開くことになると考えられる ｡

バク テリオ ロ ドプ シ ンや ロ ドプシ ンは倶蛋白質の 中でも物理化学的研究が最も進ん だ黄白と して知ら

れ､ N M R ､ E S R ､ F T
-IR ､ 共鳴ラマ ン と い っ た分光学的解析が なされ､ 詳細なH

＋輸送横棒や光照射後の構

造変化が解明されて い る( 38 8
-

3 9 0) ｡ 二次性能動輸送体にお いて はまだ このような測定法は
一

般的ではな い

が ､
T e t A 蛋白の 動的な変化の 追跡に応用されることが期待される｡
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第8 章 テ トラサイ クリ ン排出蛋白とジヒ ドロ 葉酸還元酵素 ､ β
- ラク タ マ

-

ゼとの融合蛋白の作成､

機能解析と精製

第1 節 は じめに

第7 章で も述べ たように膜蛋 白質の 立体構造が 3 次元結晶の Ⅹ線構造解析 により明らか にされた例は

少な い ｡ 構造が解明された蛋白の多くは複薙なサ ブ ユ
ニ ツ = 阻成をもち ､ その中には疎水性の強い膜内

在性成分ばかりで なく､ 膜表面 でそれらと結合する 親水性のサ ブ ユ ニ ツ ーをもっ て いる こ とに気付く o

この ことか ら､ 疎水性の膜内在性蛋白だけで は3 次元結晶をつ くりにく いが ､ 特異的に結合する親水性

蛋白が存在する こ と によ っ て 3 次元結晶化が促さ れる と考え られる ｡ 事実､ I w at a らはP a r a c o c
c ロS

d e ni b l
･

fic a n s の チトク ロ
ー ム c 酸化酵素の結晶を特異抗体の F v 断片とともに作成しており(

36 6) ､ 黄白の親

水性部分を多くする こ とが結晶化を促進させて い るこ とを裏付けて
い る｡

T e t A は単
一 の ポリペ プチ ド鎖からなり､ その推定二次構造 ( Fi g u r e 3) からも親水性領域に露出した

部分が少なく､ 非常 に疎水性が強い ことが伺える o 従 っ て ､ T e 仏 の 3 次元結晶化
は非常に困難である こ

とが予想さ れる ｡ そ こで ､ 蛋白の 疎水性を改善する手段と して ､ 本研兜で は親水性の酵素をT e t A に融合

する ことを試みる ことに した｡ 可溶性酵素と して は ､ 3 次元結晶構造が既知
の

､ 大腸菌染色体性の ジヒ

ドロ葉酸還元酵素 ( D H F R) (3 9 1 ,3 9 2) およびプラ ス ミ ド性の T E M l β- ラク夕
マ

- ゼ( 3 9 3) を選び､ それらの

遺伝子をtetA 遺伝子た融合し､ 融合煮白の大量発硯プラス ミ ドを構築する ことを試みた o

第2 節 融合蛋白大量発現系の構築

ジ ヒ ドロ 葉酸還元酵素 ( D H F R) につ い て は､ T e 仏 の N 末端
へ の 融合黄白 ( D H F R

- T e 仏) とT e t A の C

末端へ の融合蛋白( T e 仏
- D H F R) の 2 穫類の 発現系を､ T E M l β

- ラクタ マ
- ゼ に つ い て はT e 仏 の C 末端

へ の 融合蛋白 ( T e 仏
-

β
-1 a c t a m a s e) の 発現系を構築する こ とにした o 大腸菌染色 体性

の D H F R 遺伝子

(fo] A) は ､ 工業技術院の 巌倉正寛博士より分与さ
れたプラス ミ ドp T P 7 0

- i( 2 10 ･2 1 1) に コ
ー ドされるものを

用いた . T E M 1 β
-

ラクタ マ
- ゼ遺伝子はクロ

ー ニ ン グ ベ クタ
ー

p U C l 1 8 にコ
ー

ドされるものを用い た o 融

合遺伝子は主に適当な制限酵素切断部位を遺伝子両端 に導入し､
2 つ の 遺伝子を連結させ作成 したo 制

限酵素切断部位はK un k el法による部位特異的変異導入により導入した Q
こ の際､ T ab le 8

-

1 に示 した合成

オリ ゴヌ クレ オチ ドを用 い た ｡

- 1 0 6 -



●

T a b l e 8 - 1 . M tl t a g e n i c p m m e r s u s e d f o r c o n s t r u c ti o n o f p l 且S m i d s c a r r y i n g ftl Si o n g e n e s ･

A st eri s k s (
*

) a n d un d e rli n e s i n di c at e mi s m at c eh s an d n e w r e st ri c ti o n sit e s , r e sp e c血v ely ･

･p ri m e r N u cl e o ti d e s e q u e n c e N ot e

= T e m pl at e: p u c ュ1 8;

p U C N
d e Ⅱと

P U C B gll m

p U C A o rI2 6 4
LR

P U C S alュ1 O7 4 R

A orI 12 5 8 R

D N d eI

D A o d

5
I

_ T G G T C A T A T G T G T T T C C T - 3
I

Ⅳd e エ

* * * *

5
I

- G A A T T C G A G A T C T G G G T C 且T A - 3
I

B g 1 = =

★★ ★

5
-

_ G G T G A G C G C T A A C A G G A - 3
I

Å o r 5 1 H エ

☆ ★

5
I

- A T A T 以 唱望⊆旦塾⊆T T G G T C
- 3
.

βa ユエ

★

5
'

- A A C T 迎 T G T C T C - 3
.

A o r 5 1 tl =

★ ★ ☆

5
.

- A G G A A C T 迦 ;A T C A - 3
.

Ⅳd e エ

★ ★ ★ ★

5
I

- A G G A G G B LAA G ⊆G e 2 A T G A T C A G
- 3
I

且 o ヱ
･

5 1 H エ

N d el o v erl ap s A T G fo r l a cZ ･

T e m pl at e: p U C l 1 8;

B g ml is i ntr od u c e d b ef o re

sit e . N -t e mi n al ( M m T -)

M r QI S
-

.

E c o RI i n m d ti cl o ni n g

of L a c Z i s c a lm g ed t o

T e m pl at e: p U C l1 8 ;

A o r5 1 和 i s in tr o d u c ed o n th e r eg i o n C Or r eSP O n di n g
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ch an g ed t o S e r ･

T e m pl at e: p U C l 1 8;
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1 a ct a m a s e .

T e m pl at e: p C T l1 8 4 ;

A o r5 1 H I is in tr o 血c ed o n th e 3
-
e n d ( c od o n 5 f or

s er4 0 0 - Al a4 0 1) of th e t el l g e n e ･ N o a mi n o acid

c h a n g e s ･

T e m pl at e: p D Ii A 5 1 ;

N d el o v erl ap s A T G fo r f oI A ･

T e m pl at e: p D H A 51 ;

A o r5 1Ⅰ丑is in tr o d u c ed b ef or e A T G f o rjTo IA ･

F ig u r e 8-1 は ､ D H F R
-

T et A 融合蛋白遺伝子を1 a c プ ロ モ
ー

タ
ー 支配下に コ

ー ドする プラスミ ド､ P U F D T

の構築方法を示 して い る ｡ 簡単に述べ る と､

①p T P 7 0
- 1 はs s D N A を調製する こ とがで きない の で ､ こ の プラス ミ ドからfo]

A 遺伝子を含む H i n dIIt
-

A o r5 1 H I切断断片を調製し､ p U C 1 1 8 の H i n cII
- Hi n dIII ベ クタ

ー

に挿入し, p D H A 5 1 を構築した ｡

②p D ⅡA 5 1 を鋳型と して ､ D N d eI プライ
マ

ー を用い て 変異導入を行い ､ D H F R の 開始
コ ド ン に重複する

N d eI 切断部位をもつ p D E A 5 1 N を作成した ｡

③p u c 1 1 8 を鋳型と して ､ , U C B gl工I R プライ
マ

ー

を用い て変異導入を行い ､ マ ル チク ロ
ー ニ ン グサイ ト

の E c o R I切断部位の 前にB g]II切断部位をもつ p U C 1 1 8 B g を作成した ｡
こ の プラスミ ドで はL a c Z の N 末端が

M et-T h r - M e t
-Il e - T h r - か らM et-T h r-G ln

-Ile
-

S e r一に置換さ れて いる ｡

& c T 1 1 8 4 からte tA 遺伝子 を含むE c o R ” a m H
I 切断断片を調製し､ p U C l 1 8 B g の E c oR I

- B a m H I ベ クタ
ー に

挿入 し､ p s Y T E T B g を構築した ｡

⑤p u
.
c l 1 8 を鋳型 と して ､ p U C N d eIR プライ

マ ー を用い て 変異導入を行い ､ L a c Z の 開始 コ ド ン と重複す

る N d eI 切断部位をもつp U C 1 1 8 N d を作成した｡

⑥p u c l 1 8 N d の N d eI
- H l

･

n dIII ベ クタ
ー に､ p D H A 5 1 N か ら調製された N d e

I - B g l[Ⅰ切断断片とp s y T E T B g から

調製されたB glII ･ H i n dII 減 断断片とを挿入し､ p U F D T を構築した o

ー 1 0 7
-
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Fig u r e 8-2 は ､ T e t A-D H F R 融合遺伝子を∫a c プ ロ モ
ー タ ー 支配下 にコ ー ドする プラ スミ ド､ p U F T D の構

築方法で ある ｡

①p c T l 1 8 4 を鋳型と して ､ A o rI1 2 5 8 R を用い て変異導入を行
い
､ T et A の C 末端s e r 4 0 0

- A l a 4 0 1 の コ ド

ン に重複する A o r 5 1 H I切断部位をもつ p C T l 1 8 4 A を作成した ｡

②p D H A 5 1 を鋳型として ､ D A o rI プラ イマ
ー を用い て 変異導入を行い ､ D B F R の開始 コ ドンの 直前に

A ｡ r5 1 H I切断部位をもつp D H A 5 1 A を作成した｡

①p u c l 1 8 の E c o R I
- K p nI
ベ クタ

ー

に , p C T l 1 8 4 A から調製されたE c o R トA o r5 1 HI切断断片とp D E A 5 1 A か

ら調製されたA o T 5 1 H I
- K p nI切断断片とを挿入し､ p U F T D を構築したo

Fi g u re 8
-

3 に は､ T et A
-

P
-1 a c t a m a s e 融合蚤白遺伝子を1a c プ ロ モ

ー

タ
ー 支配下に コ

ー

ドするプラス ミ ド､

p H F T B
の構築方法を示した o

①p u c l 1 8 を鋳型として ､ p U C A o rI2 6 4 R プライ
マ

ー とp u c s all l O 7 4 R プライ マ
ー とを用 い て 変異導入を

行い ､ p U C l 1 8 A S を構築した o こ の プラス ミ ドは､ β う クタ
マ - ゼ の シ グナル配列切断部位近傍に対応

する遺伝子領域 にA o r5 1 H t切断部位をもつ o そ の結果､ シ グナル配列中
のP h e(

- 2) がS e T に置換されるが ､

ァ ン ピシ リン耐性 に顕著な影響は見られなか っ たo また ､ 終止 コ ドン下洗にS a]I切断部位が導入されて い

る ｡

②ク ロ ラム フ ェ ニ コ
ー ル耐性遺伝子を有する マ ルチ コ ピ

ー プラス ミ ドp H S G 3 9 8 の E c o R トS a]I
ベ クタ

ー

に､ p C T l 1 8 4 A から調製された E c o R I
- A o 別 H I切断断片とp u c l 1 8 A S から調製されたA o r5 1 H I

-S a 欄 断断

片とを挿入し､ p H F T B を構築した ｡

Fig u r e 8
-4 に3 種の融合遺伝子か ら発現する融合蛋白の ア ミノ 酸配列の

一 部を示 したo

構築された 3 種の融合遺伝子か ら融合蛋白が大量発現するかを確認す
るために､ それぞれの プラス ミ

ドを大腸菌R B 7 9 1 株に導入し､ 終濃度o 止 M のI P T G で 2 時間誘導後､ 反蘇膜
小胞を調製した o F ig u re 8

-

5 はそのS D S- ポリアクリル アミ ド電気泳動パ タ
-

ン である o 3 種の プラスミ ドいずれからもそれぞれの融

令蛋白が ､ p S Y T E T か らの T et A
の大量発現 (F i g u r e 7

- 3) ( 3 9 5) に匹敵する程大量発現して いるのが確認さ

れ7= ｡ 融合蛋白の分子量は ､ D H F R
I T et A が約6 1 k D a ､ T et A

-

D H F R が約6 4 k D a ､ T et A サ 1 a c t a m a s e が約

7 0 k D a と推定された ｡ T e 仏 の C 末端 に対する特異抗体 を用
い てイム ノ ブロ ッ テイ ン グにより融合賓白の

検出を試みたとこ ろ ､ D H F R
- T e t A に対応する蛋白しか検出されなか っ た (d a t a n o t s h o w

n) o

一 方 ､ 第7

章で陰イ オ ン交換ク ロ マ け ラ フイ
一 により精製されたT etA を抗原と して調製された抗血清は､ す

べ て

の融合蛋白と反応 した (d at a n ot sh o w n) o 従 っ て ､ T e t A- D = F R お よびT et A
-

P -1 a c t a n a s e で は
エ ビ ト プ

部分以 降にもペ プチ ド鎖が続い て い る ので ､ 高次構造が 変化し
たため にC 末端特異抗体で 検出さ れな

か っ たと考えられる ｡

次に､ 融合蛋白が活性を保持して い るか どうかを検許した ｡
まず､ F 如 r e 8

- 6 で反蘇膜小胞での テトラ

サイクリ ン 輸送活性を測定した ｡ いずれの融合蛋白にお
い て も輸送悟性が認め られたが ､

T et A の輸送活

性よりも低下する傾向にあっ た o 特にT e t A サ 1 a ct a m a s
e融合費白の テトラサイク

1) ン輸送暗性はT e t A の

半分程度であり顕著であるが ､ テトラサイク
l) ン輸送を保持 して い たことは親水性酵素部分が

T e tA 部分

の コ ン フ ォ メ
- シ ョ ン に致命的 な影響を与えて い な い こと を示して

いる と考えられる o 次に､ それぞれ

の酵素清性を測定し､ T a bl e 8
- 2 お よびT a ble 8

- 3 にまとめた o

- 1 0 9
-
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d efi n e d a s u nits p er m g of p r ot ein .

S p e cifi c a c也vity ( 也 ts/ m g p r ot ei n)
E .
c o li c ell s

S ol u bl e fr a c血o n M e m b r an e f h c 丘o n

Ⅰ‡B 1 01/p T P 70
-1

R B 7 9 1

R B 7 91/p U f D T

R B 7 91 /p U m

7 4 . 1 0 .1 3

0 .1 1 0 .07

0 . 1 0 1 .8

0 . 1 0 1 .9

T a b l e 8 ･ 3 . 軒I a c t a m & s e a c ti v i t y o f s o l 皿b l e a n d m e m b r a n e f r a c ti o n s fr o m v a r i o tl S E ･ c o l t

c ell s . S oltlbl e fr a cti o n a n d m e m b r a n e fr a c ti o n w er e p r ep ar e d as d es c ri b e d i n T able 8
-2 ･ β-1 a ct am a s e a c ti vity w a s

m e as u r e d i n 50 m M K n b u ff e r 佃H 7 .0) c o nt ai nin g 2 0 0 p M b e n zylp e ni cillin 甲C G) o r c ep h al othi n ( C E T) a n d 1 2

=i M 2 - m e r c ap t o e th a n ol at 3 0
o

C ･ T h e r e a cti o n r at e w a s m o nit o r ed at 2 3 5 n m ･ O n e u nit of th e e n zy m e is d efi n ed a s

th e am o un t of th e e n z ym e r eq uir e d t o h y d r oly z e 1 y m ol o f P
-1 a ct a m pe r mi n , ., sin g a m ola r e x ti n c d o n c

o effi ci e n t

of 0 .9 4 × 1 0 3 M
l l (P C G) o r 7 .2 × 1 0 3 M - 1 ( G E T) f o r c al c ul a ti o n ･ S p e cifi c a cti vity of th e e n z ym

e is d efi n e d as

u nits p e r m g of p r o t ei n ･

S p e cifi c a c丘vity ( mi ts/ m g p r ot ein)

E . c o lt c ell s P C G C E T

s .l u bl e fr a c也o n M e m b r a n e fr a cti o n S ol u ble fr acti o n M e m b ra n e fr a c血o n

T G lノp U C l 1 8 9 2 ･0 0 5 ･0 0

R B 7 9 1 0 0 0 0

R B 7 9 1/p - O 7 ･7 0 0 ･7

D H F R - T et A 融合蛋白およびT et A
- D H F R 融合黄白の D H F R 清性､

T et A サ1 a ct a m a s e融合蛋白のβ
- ラクタ

マ - ゼ活性 は､ それぞれp T P 7 0
･ 1 から発現される遊離の D H F R の悟性､ p u c l 1 8 に由来するβ

･ ラクタマ
-

ゼ の悟性 に比べ著 しく低い ｡ こ の 結果は ､ D H F R やβ
-

ラクダ マ
_

- ゼ はN 末端ある い はC 末端N 末端が周

定されると酵素暗性が 阻害され る ことを示 して い る と考えられる ｡ いずれに しても､ 有意の テ トラサイ

クリ ン輸送活性およびD fI F R 活性ある い はβ
-

ラクタ マ
-

ゼ活性が認められたの で ､
T et A に類似した コ ン

フ ォ メ - シ ョ ン を融合費白も採 っ て い ると判断した ｡

- 1 1 3
･



第3 節 融合蛋白の 精製

融合蛋白の 3 次元結晶を作成する ことを目指 し ､ その 精製系 につ い て検許 した ｡ T e 仏 はD E A E 陰イ オ

ン交換クロ マ トグラ フィ ー
一

段階でか なりの 精製度で精製する こ とができた(3 9 4) が ､ D H F R I T et A 融合蛋

白およびT etA - D H F R 融合蛋白は同様の方法で良好な分離が得られなか っ た (d a t a n ot s h o w n) の で ､
･

別の

方法を試みる こ と にした ｡ D H F R の酵素活性はメ トトレ キ セ -

ト ( M T X) に よ っ て 阻害さ れるの で ､

M T X をリガ ン ドと した担体によりD H F R を ア フィ ニ テ ィ精製する ことが可能である( 21 1) ｡ 現在､ sig m a よ

りM T X- ア ガロ
- ス ( M T X をs e p b a r o s e 4 B にC N B r 法により固定化 したもの) が市販されており､ 額用され

て い る ｡ そ こ で ､ D H F R 融合蛋白の精製にM T X ･

ア ガ ロ
- ス を用い ること にした ｡ 担体をB i o -R a d の エ コ ノ

カラム ( 1 X I O c m) に充填し ( ベ ッ ド体積 はおよそ7 m l) ､ 0 .
1 % D M を含む緩衝液 (1 0 m M リ ン酸かリウ

ム (p H 7 .0) ､ 1 M 塩化カリウム ､ 0 .1 m M E D T A
､
1 4 m M β- メ ル カプト エ タノ

ー ル) で平衡化 した ｡ 2 %

T X I O O ある い は2 % D M で E D T A 処理された内膜画分を可溶化し､ その超遠心上清をカラム に添加し､ 同

媛衝液約3 0 m l で洗浄した ｡ 次 い で ､ 3 m M 葉酸を含む同潰衛液約2 0 m lを用い てM T X -

ア ガロ
- ス に結合し

て い たD H F R 融合蛋白を溶出させた ｡ こ の 方法に より､ D E F R 融合蛋白は特異的にM T X -

ア ガ ロ
- ス に患

合し､ 葉酸 によ っ て溶出され､ ほぼ完全に精製され るが ､ その溶出パ タ ー ン はブ ロ ー ドになり､ 結果的

に蛋白濃度が低くなっ て しま っ た ｡ F ig u r e 8 7 にT etA - D H F R 融合蛋白の 精製過程の各画分のS D S - *
o

リ アク

リ ル ア ミ ド電気泳動 パ タ ー

ン を示 した ｡ 精製 さ れた融合 蛋白の 濃度はo . 2 m g / m l 程度 で あ っ た
‾
｡

D王i F R - T e t A 融合黄白につ い ても同様の 結果であっ た (d at a n ot s h o w n) a

こ の対処法と して ､ (1)塩濃度 を変えて みる ､ (2) カ ラム の ベ ッ ド体積を小さくする ､ (3)カ ラム のサイズ

を太く短い もの にする ､ (4) バ ッ チ法での精製を試みる ､ な どが挙げられ ､ 今後の検討を要する ｡

また､ T e t A- P -1 act a m a s e 融合蛋白の精製につ い ても検討中であるが ､ S ig m a よりm
- ア ミノ フ ユ ニ ル ポ ロ

ン 敵 アガロ - ス ､ ペ ニ シ ロ イ ン酸- ア ガワ
ー スが ､ ホクスイ プラウ ンよりイモ ビライズ ドア ンピシ リナ

-

ゼが市販されて おり ､
ア フィ ニ ティ 精製 ､

イ ムノ ア フィ ニ ティ精製が可能な状況と な っ て いる ｡

第4 節 考察

本章で は ､ 現在まで にⅩ線結 晶構造解析により立体構造が解明されて い る膜蛋白質が比較的親水性部

分を多く含んで い る ことに着目 し, T et A に親水性酵素を融合 した蛋白を作成する ことに した? これによ

り ､ 親水性酵素部分が結晶化の ための ｢ たね+ となり ､ 結晶化が促進する と考えられる ｡ こ の 発想は､

p a r a c o c m s d e nl
･

t rifl
･

c a n sQ) チ トク ロ
ー ム c 酸化酵素の結晶化にお い て も実証され､ I w at a らは特異抗体のF v

'

断片とともに結 晶化 ､ Ⅹ線結晶構造解析 に成功して い る( 3 6 6) . また ､ p ri v e らも大腸菌ラク ト
- ス輸送体

の中央に大腸菌のチ トク ロ ー ム b 56 2 を挿入 した融合蛋白を作成し､ 結晶化を目指して
いる(39 5) o

本研究で は親水性蛋白と して 大腸菌の ジ ヒ ドロ 葉酸還元酵素 (D H F R) とプラスミ ド性T E M 1 β
- ラクタ

マ
-

ゼ を選 び､ 3 種の融合蛋白 を作成 した . こ れら 2 つ の酵素はすで にⅩ線席晶構造解析が なされてお

り ､ 詳細 な立体構造が明らか にされて いるもの である( 3 91
-

3 9 3) ｡ 作成された融合蛋白はい ずれも膜に組み

込ま れ､ テ トラサイクリ ン 輸送活性を保持 して い るばかりで なく､ D H F R 滑性ある い はp う クタ マ
- ゼ

活性を保持してお り ､ 酵素の融合がT e 仏 の機能に致命的な影響を与えて い ない と判断さ れる｡ また ､ 当

研究室で はヒ トP 一 糖費白 (M D R l) の 2 つ の A T P 結合部位をT e 仏 の中央ル
ー プ領域とC 末端 に挿入した

融合蛋白が作成され､ 顕著 なレ ベ ル の テトラサイクリ ン耐性を与える ことが観察 されて い る( 39 6) o 従 っ

て ､ T e t A の親水性領域 (中央ル ー プ領域と C 末端) へ の比較的大きな ペ プチ ド
.

の挿入はそ れほど蛋白構

造に影響しな い と言える ｡

ー 1 1 4 -
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2 種類の D H F R 融合蛋白につ い て ､ M T X - 7 ガ ロ
- ス によ るア フィ ニ ティ 精製を試みた ところ ､ ほぼ完

全に精製蛋白が得られるものの その 濃度は低く､ 幾 つ かの 点で今後検討し 削ナれぼならない ｡ ♂
-

ラクタ

マ
- ゼ融合黄白も市販されて い る担体を用い て ア フィ ニ ティ精製が可能であるが ､ 現在検討中である ｡

最近は種々 の 融合蛋白作成用の ベ クタ
ー

が各社 (p b a r m a ci a ､ Cl o n te c b ､ N o v a g e n な ど) か ら市販されて

おり､ 様 々 な膜蛋白質の ワ ン ス テ ッ プ精製に用い られて いる( 3 7 6 ,3 8 8 3 97
･ 40 3) ｡ ア ル カ リ性フ ォス フ ァ ダ

ー

ゼ､ β
- ガラクトシ ダ

ー

ゼ ､ マ )i , ト ス結合蛋白､ グル タチ オ ン ･ S - ト ラ ンス フ エ ラ
ー ゼ ､ 緑色蛍光蛋白な

ど別の蛋白を融合させるもの や ､
ポリ ヒスチ ジン タ グを融合させるもの などがあり､ またそれ に対応す

るアフィ ニ ティ担体も市販されて い る ｡ 結晶化は微妙な条件によっ て左右されるの で ､ T e 仏 に つ い ても

様々 な融合蛋白を作成 し､ 結晶イヒを検討 して い く必要があると思わ れる ｡

-

1 1 6
-



第9 章 tetA 遺伝子の 二分割と分割遺伝子の 同時発現

第1 節 は じめに

T e 仏 に限らず､ 多くの 1 2 回膜貴通型二次性能動輸送体やA B C 輸送体に属する
一 次性能動輪送体は､ N

末側6 本の 領域 ( α 領域) と C 末側 6 本の 領域 (β領域) とがア ミ ノ酸
一

次配列にお い て相同であるの

で ､ それ ら は 6 本の 膜貴通領域 の みを コ ー ドする単 一 の 遺伝子が重複 して進化 したとするt a n d e m

d u p li c ati o n 説が
一 般に受け入れられて い る( 39 -4 0) . こ の ことはまた ､

1 2 本の 膜貫通領域が ひと つ の ポi] ペ

プチ ドを形成せず､ 6 本の みの ユ ニ ッ トでも機能しうるこ とを示唆して い る ｡ 寛際､ 幾 つ か の輸送体で

は､ 同
一 の あるい は相同な6 本 の 膜貫通領域か らな る蛋白が 2 分子会合 し､ 物質輸送を仲介 して い る ｡

更にこの ことから ､ 現在1 2 本の 朕貴通領域をも つ 蛋白が人工 的に 2 つ の 6 本の騰貴 通領域からなる断片

に分割されても機能を保持する可 能性が考えられる ｡

L e v y の グル
ー プはT e 仏 にお い て ､ α 領域 ､ β領域の それぞれ に機能的欠失をもたらすア ミノ酸置換が

ある 2 種の 変異蛋白を同
一

の細 胞で同時に発現させ ると機能的な相補が 起こり ､ テトラサイ クリン 耐性

を回復する ことを報告して い る(7 0-7 3) ｡ この 結果は別々 の ポリペ プチ ドから正常な α 領域とβ領域とが供

与され､ 機能的な蛋白分子が形成されて いる こ とを示唆し､ T e 仏 は二量体で機能して い るとする根拠に

な っ て い る( 7 2) ｡ こ の 結果はまた ､ T et A が 二 分翻されて も機能を保持する こと を示唆するが ､ 実際､

R u bi n a n d L e v y は ､ t et A(B)遺伝子中央に 4 塩基が挿入される フ レ
ー ム シ フト変異を導入しても野生型の2 0

% 程度の テ トラサイクリ ン耐性 を与える ことを観察 し､ 二分部蛋白が機 能を保持する ことを報告 して い

る( 7 4)｡ しか し､ こ の報告で は､ 4 塩基の挿入か ら考えて正常な黄白は産生されない と言えるが ､ α 領域

ペ プチ ドとβ領域 ペ プチ ドが検田されて い な い ｡ ま た ､ β領域 ペ プチ ドの開始点が明確にされて い ない

な どの 問題点を残して い る ｡

そ こで ､ 本研究で は ､ T e t A の α 領域と β領域を明確に二分害幡現させる ことを考慮 し､ t et A(B)遺伝子

を二 分害u L て α 領域 ､ β領域に対応する遺伝子領域 をそれぞれを別々 の] a c プ
ロ モ ー

タ
ー 支配下 に置き､

それぞれの 単独発現プラス ミ ドお よび同時発現 プラス ミ ドを構築した . α 領域 ､ β領域は単独でもテ ト

ラサイ クリ ン輸送を仲介するの か､ 両領域が分封さ れた場合 に輸送活性 は保持されるの か に つ い て ､ ま

た ､ 繍胞質膜 へ の分子集合につ い て 検討した ｡

一 1 1 7 -



第2 節 二 分蕃T] t et A 遺伝子の単独及び同時発現系の構築

α 領域 ､ β領域それぞれの単独発現プラ スミ ドおよび同時発現プラス ミ ドの構築はF ig u re 9-1 に示すよ

うに行 っ た o こ のとき用い られた合成オリ ゴヌク レオチ ドをT ab le 9
-

1 にまとめた ｡ 変異導入はK un k el法

に従い行 っ た ｡

T a b l e 9 ･ 1 . M u t a g e n i c p m m e r s u s e d f o r sit e
･ d i r e c t c d m Ⅶt a g e n e s is ･

●

As t e h sk s (
*

) a n d u n d e di n es i n di c at e mi s m at c eh s an d n e w r est ri c ti o n sit e s , r es p e cti v el y ･

P ri m er N u cl e o 也d e s e q u e n c e N ot e

S B G R

B 2 G R

* * * * * * *

5
'

_ T T T A 且礼T A A A G G G A T C C A G G C C T A G T T C G A T T G
- 3
I

B a m H = S t u =

☆ ★

5
1

_ T C C A G T C G G A G A T C T G T C G T G C C - 3
I

T e m pl at e: p C T l 1 84 ;

A st o p c o d o n is i n tr o d u c ed at th e 2 01 s t

c o d o n . B a m t 8 a n d S t ul are i ntr o d u c e d

b e hin d th at .

T e m pl at e: p C T l 1 8 2 ;

B g荘I is i ntr o dllC e d u p str e m o f th e la c

B g l I = p r o m ot e r ･

α 領域単独発現プラス ミ ド､ p s y T E T α は次の ような手順 で構築した ｡

①p c T l 1 8 4 を鋳型と して ､ S B G R プライ マ
ー

を用い て 変異導入を行い ､ 2 0 1 番目の コ ド ン が終止 コ ドン

に変わり ､ その 直後にB a m H I およびs tuI切断部位をもつ p C T l 1 8 α を作成したo

②p c T 1 1 8 α をE c o R IとB a m H I で消化後､ o n
'

領域 ､ A m p マ
ー カ ー を含むベ クタ

ー 断片と α 領域を コ ー ド

する領域 (tetA( α)) を含む断片を調薬し､ それらを連結させ ､ p S Y T E T α を構築した.

β領域単独発現プラス ミ ド､ p s Y T E T βの構築は次の ように行
っ た o

①p c T l 1 8 2 を鋳型と して ､ B 2 G R プライ マ
ー を用 い て変異導入を行 い ､ 1a c プ ロ モ

ー

タ
ー

上流にB gl工Ⅰ切

断部位 をもつ p C T l 1 8 βを作成 した ｡

②p c T 1 1 8 βを E c o R Iで 消化後 ､ そ の ベ ク タ
ー 断片 の みを調製 し､ セ ル フライ ダ

ー

シ ョ ン させ ､

p s y T E T βを構築した ｡

α 領域とβ領域の同寿発現 プラス ミ ド､ p s y T E T α / β の構築は次の ように行っ た o

①p L G 3 3 9( 2 0 7) の E c o R I切断部位が B glII に変えられたp L G 3 3 9 2 (
5 1) の B g]II

･ B a m fII ベ クタ
ー に ､ P S Y T E T β

から調製されたtetA(β) を含むB g]II
- B a m H I切断断片を挿入 し､ P L G T E T P を作成した o

②p s y T E T α をst uI とB a m H I で消化して ベ クタ
ー を調製し､ p L G T E T βからK m マ

ー カ
ー とtetA(β) を含む

p v uIトB a m H I切断断片 を調製 し､ それらを連結させ ､ p S Y T E T α / βを構築した o

l a c プ ロ モ
ー

タ
ー が同

.

-

プラス ミ ド上 に2 つ存在する と ､ それらの間で相同観み換え を趣 こすことが考

えられる ｡ これ を回避するため に､ p S Y T E T α / βには2 種の 薬剤耐性マ
ー カ ー ( A m p と K m) が組み込ま

れて い る ｡

それぞれの プラス ミ ドの] a c プ ロ モ
ー タ ー

下流域の塩基配列の
一

部と ､ それに対応するポリペ プチ ドの

ア ミ ノ酸配列の
一 部をFi g u r e 9

- 2 に示 した o α 領域 ペ プチ ド､ β領域ペ プチ ドともβ
- ガラク トシ ダ

ー ゼ

の 開始コ ド ン を利用するの で ､
それに由来する 4 ア ミ ノ酸残基が N 末端 に挿入されて いる こ とが予想さ

れる ｡
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- l ･ C o n s t r u c ti o n of p l 乱Sr n id s c a r r y ln g

th e - g e n e f r a g m e n t s ･ p C
T l 1 8 α c o n t ai n s a s t o p c o d o n at

■

th e 2 0 l st p o siti o n , c o n st ru ct ed fr o m P C T l 1
8 4 b y sit e

-dir e ct ed m u t ag e n e sis ･ p S Y T B T α w as
c o n st r u ct ed b y th e

i n s e ,li o n of d i e E c o R I - B a m t n elA (α) fr a g m e n t fr o m p C T l 1 8 α t o th e E c o R I
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r e s ul ti n g in P L G T E T β･ p S Y T E T α/βw as c o n st ru

c t ed b y h g ati o n of

th e si uI - B a m m v e ct o r fr ag m e n t fr o m p S Y T E T α a n d th e P
v uII - B e m Ⅲ i n s e rt fr a g m e n t fr o m P L G T E T β･
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第3 節 二 分剖蛋白の発現

構築された 3 種の プラス ミ ドはそれ ぞれ大腸菌R B 7 9 1 株に導入された｡ 蛋白の発現を確認するため､

それぞれの反範膜小胞を調製 した ｡ こ の 際､ 遺伝子発現は終濃度o .5 m M のIP T G を添加して誘導した ｡ 比

較の ため にR B 7 9 1 株およ びR B 7 9 1 / p S Y T E T 株の 反転膜小胞も調製した ｡ 1 0 〃 g の膜蛋白を含む反範膜小

胞をs D S
- ポ リアクリルアミ ド電気泳動に用 い ､ ゲル をク マ ジ

ー プリリア ン下ブル
ー

染色 したo F ig u r e 9
-

3 A に示 したように､ p S Y T E T 由来の T e 仏 が漉 い バ ン ドと して観察される他､ p s y T E T α およびp s y T E T α

/ β由来の 反範膜小胞にはお よそ2 0 k D a の分子量をも
つ ペ プチ ドが認め られ､ α 領域の 大量発現と考えら

れる ｡
一 方 ､ p s y T E T βか らの 反範膜小胞 にはβ領域 と推 定される バ ン ドは認め られ なか っ たo 従

っ

て , β領域ペ プチ ドは α 領域ペ プチ ドに比
べ て珊胞質濃 へ の観み込みが悪いと考えられ る ｡

Fi g u r e 9-3 B で はo .2 〃 g の 膜蛋白を含む反転膜小胞をs D S- ポリアクリルア ミ ド電気泳動に用
い ､ 抗C 末

端特異抗体 ( a n ti-C t1 4) を用 い たイムノ ブロ ッ テイ ン グにより蛋白の検出を試みて いる ｡ こ れにより､

p s y T E T βおよびp s y T E T α / βの 反転膜小胞にβ領域
ペ プチ ドが発現 して いる ことが確認された｡

単独発現株と同時発現株 での α 領域 ､ β領域の発現量を比較すると ､ α 領域ペ プチ ドにつ い て は､ 同

時発現株では単独発現株よりも発現量が わずか に減少 して い る (F ig u r e 9
- 3 A) の に射 し､ β領域ペ プチ

ドの発現量は ､ Fi g u re 9
-

3 B で見ると ､ 明らかに単独発現株よりも同時発現株で増加 して い る ことが分か

る ｡ バ ン ドの漉さを定量化した とこ ろ ､ 増加量はおよそ1 .5 倍 であ っ た ｡ これらの結果は ､ α 領域ペ プチ

ドはβ領域 ペ プチ ドの存在 ､ 非存在にかかわらず膜 に観み込まれ
るが ､ β領域ペ プチ ドが膜に組み込ま

れ安定に存在するため には α 領域ペ プチ ドの存在が必要である ことを示して
い る o

α 領域 ペ プチ ドを特異的に検出できる ように､ α 領域ペ プチ ドの C 末端に相当する1 4 アミノ酸残基か

らなる合成 ペ プチ ド ( N - 18 7 A s p
･ A s n - T h r

-

A s p
･ T h r - G h - V al - G l y

-

V al
-

Gl u
- T h r - G I 凸-S e r

-

A s n 2 0 0
-

C) に対する抗

血清 ( a n ti
一

肌 1 4 ) を調製した o また､ 陰イ オ ン交換ク ロ マ げ ラ フイ
一 により精製されたT etA (Fi g u re

7 - 5) ( 3 9 4) に対する抗血清 ( a n d
- T et A) も調製した ｡ Fi g u r e 9

- 4 に は､ これらの抗血清を用い て T e tA およ

び α 領域 ペ プチ ドの 検出 を行 っ た結果が示 され て い る ○ 標品 はR B 7 9 1 / p S Y T E T α/ β株 ､
R B 7 9 1

/ p s y T E T 株およびR B 7 9 1 株の 反転膜小胞である o F ig u r e 9
-4 A はa n ti ･ C t 1 4 による検出結果で ､

Fi g u r e 9
･ 3 B

と同 じである ｡ Fi g u r e 9
-

4 B はa n d
- M L 1 4 を用い た結果であるが ､ p S Y T E T に由来する T et A は検出されず､

p s y T E T α / βに由来する α 領域ペ プチ ドの みが検出され て
い る o p S Y T E T α の α 領域 ペ プ チ ドも同程度

検出されて い る (d at a n o t s h o w n) 0 T e t A はa nd 湖 L 1 4 の
エ ビ ト プに相当するアミノ酸配列をもっ てい

る にもかか わらず全く反応 しな か っ た ことになる o こ の反応性の 差は､ α 領域ペ プチ ドで は エ ビ ト プ

部分が C 末端尾部と して 自由度が高い の に対し､ T e t A で は膜貴通領域を
つ なぐル ー プ領域 にあり､ 両者

でその 部分の 立体構造が異な っ て い るためと考えられる ｡

一

方､ a n d - T et A はT etA の みな らず､ 分割ペ プチ ドに対 してもよく反応した (F ig u r e 9
- 4 C) o また ､

ps y T E T α 由来の α 領域ペ プチ ド､ p s y T E T β由来の β領域
ペ プチ ドとも反応し (d a t a n o t s h o w n) , こ

れらで検出された バ ン ドの 位置を比較する ことで ､ p S Y T E T α / βの 反転膜小胞
で検出される 2 つ の バ ン

ドは ､ 上側が α 領域 ペ プチ ド､ 下側がβ領域ペ プチ ドに対応する ことが
わか っ た o また ､ こ の 2 つ の バ

ン ドの渡さ はほぼ同じであるように見え､ ゲル のク マ ジ
ー プリリア ン け ル

ー 染色の パ タ
ー

ン とは著 し

く異なっ て い る｡ α 領域とβ領域は同
一 の エ ピト

ー プをも っ て い な いの で確定的な結論は下 せな いが ､

2 つ の領域 は同程度産生するが ､ β領域ペ プチ ドが α 領域
ペ プチ ドよりもク マジ

ー プリリア ン け ル
ー

染色され にくい可 能性､ α 領域 ペ プチ ドの方がβ領域 ペ プチ ドよりも多く産生 するが ､
a n d - T et A に対す

る反応性がβ領域ペ プチ ドの 方が高
い可能性が考えられる o

ー1 2 1 -
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第4 節 二分副費白の機能

3 種の分割発現プラス ミ ドを保持する大腸菌株か ら調製された反転膜小胞 へ の テトラサイクリ ン の取

り込みを測定した ｡ Fi g u r e 9
- 5 に示すように､ α 領域ある い はβ領域単独で は いずれもテトラサイクリ ン

輸送を仲介 する ことがで きな い が ､ そ れらが同時に存在すると ､ 顕著なテトラサイ クリ ン輸送が観察さ

れ ､
T et A の 約2 0 % の 活性を維持 して い た ｡ P S Y T E T α / β由来の反 転膜小胞で の 分封蛋白発現量 は

p s y T E T 由来の反転膜小胞で の T etA の発現量に比
べ著 しく低い ( F ig u r e 9-3) の で ､ 輸送活性をC 末端量

で補正すると ､ 分割蛋白の 輸送活性はT etA の約5 0 % に相当する こと になる ｡ また ､ テトラサイ クリ ンに

依存した プロ トン輸送も認められ (d at a n o t s h o w n) ､ 共役した基質輸送能を保持して い ることが確認さ

れた ｡ 以上 の結果はテトラサイ クリ ン輸送には α 領域 ､ β領域の 2 つ の 領域が必要である こと を示すと

ともに､ 分害帽 れた黄白が細胞質膜にお い て分子集合し､ 機能的な複合体を形成 して い る こと を示して

い る ｡

こ こ で ､ T e t A およ び分割蛋白の輸送活性 へ の抗体結合 の影響 を検討した ｡ p S Y T E T 由来の 反乾膜小

胞､ p S Y T E T α / β由来の 反転膜小胞 (5 m g p r o t ei n / m l) 1 0 0 〃1を ､ 血清 (免疫前
血清 ､ a n ti - C t1 4 ､ a n ti

‾

M L 1 4 ､ a n ti
- T e t A) 1 0 0 iL l と混合 して ､ 室温で 1 時間処理 し､ 反転膜小胞を回収後輸送活性を測定した

とこ ろ
､ 未処理の 反転膜小胞で観察さ れた輸送活性と全く変化が認められなか っ た (d a t a n o t s h o w n) ,

o

同様に血清で処理し､ 超遠心 で回収された反転膜小胞を可溶化後､ p a n s o rbi n c ell と混和すると ､ T e 仏 や

分割蛋白が それぞれ反応する抗 体により免疫沈降さ れるの で ､ 輸送活性汎定時に抗体が結合 して
い か -

とは考えにくい . a n ti ･ C t1 4 およ びa nti
- M L 1 4 の エ ピト

ー プ部分は明らか に親水性領域であり､ しかも反蘇

膜小胞の外側にある ｡ a n ti
-

C t 1 4 がT et A お よび分割黄白の輸送暗性 に影響しなか っ た こと ､
a n ti - M L L 4 が分

書憶 白の 活性に影響しなか っ た ことか ら､ これらの エ ピト
ー プを含む中央ル

ー プ領域 ( ル
ー

プ6
- 7) と C

末端は機能に関与しな い領域､
ま た､ 輸送経路からは離れた領域と考えられる ｡ また ､ a n かT et A が悟性

に影響を与え か ､ ことから ､ こ の血清中の 抗体の エ ピト
ー プは活性に関与しない領域で ある ことが示唆

される ｡

第5 節 考察

本章で は､ t e t A( B)遺伝子を二等分し､ 2 つ の 遺伝子断片 を別々 に1 a c プ
ロ モ ー タ ー 支配下 にお い て発現

させ るこ と を試みた ｡ α 領域､ β領域それぞれの単独発現 プラ
ス ミ ド､ 両領域の同時発現プラス ミ ドを

構築し､ テトラサイ クリ ン輸謝舌性､ 紳胞質膜 へ の組み込み に つ い て検討した ｡

テ トラサ イクリ ン 輸送活性に 関して は､ α 領域ある い はβ領域単独で はテトラサイクリ
ン 輸送を仲介

しな い が ､ 2 つ の領域が同時に存在する ことにより顕著なレ
ベ ル の輸送晴性が認められ ( Fig u re 9

1 5) +

機能には 2 つ の領域が必要で ある こ とが分か っ た o また､ こ の結果はT e 仏 が
二分劃され､ 二 つ の領域が

別々 のポリ ペ プチ ドとして作ら れても ､ 細胞質膜にお い て分子集合し､ 機能的な複合体を形成する
こと

を示して い る ｡ これは α 領域とβ領域との間の 相互作用を示 して
いるが ､ 最近､ M c M u r r y a n d L e v y は類

似の分割発現系を用 い て ､ 2 つ の α 領域の間に相互作用があるこ と を示 し､ T e 仏 が 二量体として機能し

て い るこ とを述べ て い る( 4 喝 ｡ また ､ α 領域とβ領域との 間の相互作用は､ p B R 3 2 2 に
コ ー ドされるクラ

ス C の T e 仏 に つ い て抑圧変異体の解析 により示唆された(
4 0 6) o

また ､ 細胞質膜 へ の組み込み に つ い て ､ S D S
- ポ リアクリ ル アミ げ ル のク マ ジ

ー 染色とa n ti-C t 1 4 を用

い たイム ノ ブロ ッ テイ ン グにより検討したと ころ ､ α 領域 は比較的大量 に発現し､ β領域の 存在､ 非存

ー 1 2 3
-
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在にかか わ らず膜へ 組み込まれる の に射 し､ β領域 はイ ム ノ ブロ ッ テイ ングで検出されるが ､
ゲ ル のク

マ ジ
ー 染色で は認められなか っ た (F i g u r e 9-3) ｡ 更 に ､ β領域は a 領域が存在する ことにより組み込み

量が約1 .5 倍増加する こ とが分かり ､ β領域単独で は不安定である こ とが示唆された ｡ と ころが ､ a n ti
-

M L 1 4 お よびa nti
- T et A で イ ムノ ブロ ッ テイ ン グを行 っ た とこ ろ ､ 同時発現株か ら調製された反転膜小胞に

お い て α 領域とβ領域の量 にそれほ ど差は見られなか っ た (F i g u r e 9
-

4) ｡ こ れに射し､ β領域が α 領域

に比べ ク マ ジ ー 染色を受けにくい可 能性 ､ あるい はa n ti - M L 1 4 ､ a n d - T et A が α 領域に対して反応性が低い

可能性が考えられる ｡

こ れまで ､ 二 分割蛋白が汚性 を保持する例が幾つ かの 膜蛋白質にお い て報告されて い る ｡ 大腸菌ラク

I
- ス 輸送体は多くの分割蛋白が作成され て いる( 4 0 7- 4 1 0) ｡ そ の 結果､ 切断部位が親水性領域にあると

き, 分割蛋白は暗性を保持する が ､ 切断部位が膜貴通領域 にある場合には活性が消失する こ とが見 い だ

され ､ 膜貫通部分と親水性領域 とを区別する こと に応用で きる可能性を示 して い る(
4 1 0) ｡ また ､ 概 して

c 末端側の ペ プチ ドは N 未満側 ペ プチ ドよりも不安定であり､ 正菌体におけるその膜内存在量､ 安定性

が N 末端側 ペ プチ ドに依存 して い たo この 結果は本研究の 結果と
- 敦して おり､ 膜 へ の 組み込みの シ グ

ナル となる ような情報が主と して N 末端側､ おそらくは第 1 膜貴通領域近傍に含まれて い る ことを示唆

して い ると考え られる ｡ その ほか ､
バ クテ リオロ ドプシ ン( 4 1 1-4 1 3) ､ ロ ドプシ ン( 4 1 4) ､ β2- アドレ ナリ ン

レセ プタ
ー ( 4 1 5) ､ ム ス カリ ン レセ プタ

ー ( 4 16)
､ N a

＋
チ ャ ン ネル( 41 7) ､ ニ コ チ ン アミ ドヌク レ オチ ドトラ ン

ス ヒ ドロ ゲナ
- ゼ( 4 1 8)

､ ア デ ニ ル酸シクラ ー ゼ( 4 1 9) ､ 酵母 a 因子輸送体s T E 6( 42 0) ､ P
一 糖蛋白( 4 2 1) ､ グル

コ ー ス輸送体G L U T l(4 2 2) で も分割蛋白が作成され ､
い ずれの場合も機能を保持して いる こ とが観察され

て い る ｡ こ の ような性質は脂質二重層 に半ば固定されて い る膜蛋白質に特徴的なもの かも しれな
い o

分書憶 白は残基間の相対的な位置関係を推定する こと に応用する ことがで きる o 例えば､ α 領域､ β

領域それぞれ にC y s残基をにと つ ずつ 導入し､ 2 価性s Ⅲ架橋試薬 によりそれらの 間
で架橋が形成される

か どうか を分子量の増加で簡単 に判定する ことが で きる o こ の実験を系統的に行う
ことに よ っ て も立体

構造に関する情報が得られる と期待される ｡

また
､
近年蛋白分子の N M R 解析技術が進展してきて い る ○ 分割蛋白のそれぞれの 断片

へ の基質結合な

どを測定するの によ い系となる かも しれ か
､
｡ また ､ 分書幡 白の 精製 ､ 再構成､ 3 次元結晶化も興味あ

る課題である ｡

- 1 2 5 -



第1 0 革 新規テ トラサイクリ ン系抗生剤 ､ グリ シル サイ クリ ンの テ トラサイクリン排出蛋白 へ の作用

第1 節 は じめに

テ トラサ イクリ ン系抗生物質は広域抗菌ス ペ ク トラム をもつ 優れた薬剤であるが ､ テトラサイクリ
ン

耐性菌の 蔓延によ っ てその使用が制限されて きて い る ｡ T a ble 2 に示 したように､ テ トラサ
イクリ ン耐性

の主たる要因は､ 細胞質膜に存在するテ トラサイク リ ン排出黄白が仲介する ､ 薬剤の菌体外
ヘ の能動的

排出である ｡ 現在臨床で使用さ れて い るテトラサイ クリ ン系抗生物質 ( テトラサイクリ
ン

､
ミ ノサイク

リ ン な ど) はこの ような耐性菌に対 して最早効力を発揮する ことが
できなくな っ て い る o

近年､ グリシ ルサイクリ ン と 総称される ､ テ トラサイク リ
ン母核9 位 に修飾基 ( ジメ チル グリシ ル ア

ミ ド基) が導入された新規テ トラサイ クリ ン系抗生剤 (F ig u r e 1 0
- i) が開発された(7 5) o グ

l) シ ルサイク

リ ン はテ トラサイ クリ ン感受性 菌ばかりで なく､ 耐性菌に対 しても高い 抗菌力を発揮する こ とが示され

て いる( 4 2 3
1 4 3 2)

｡ そ れ故 ､ 特にT e t( K) によりテ トラサイクリ ン耐性が付与され て
い るM R S A ( メチ シリ ン

耐性黄色ブドウ球菌) に対 して ､ 新しい世代の テトラサイクリ
ン系抗生剤として注目されたo

本研究で は ､
グリ シル サイ グ リ ンの 優れた抗菌晴性の 原因を､ クラス B の テトラサイ ク

l) ン排出各自

(T e tA(B)) を産生する大腸菌正菌体およびその 反転膜小胞を用
い て生化学的解析により明らか にしたo

第2 節 グリ シル サイ タリ ン の抗菌活性

まず､ 2 種の グリシ ル サイ タリ ン ( D M G
- D M D O T ､ D M G

- M I N O) の抗菌悟性を確認するため ､
T et A(B)

を産生する大腸菌株に対するグリシ ルサイクリ ンのM IC を測定し
た ( T abl e 1 0

-

i) o 併せて ､ 従来の テ ト

ラサイクリ ン系抗生剤 (テ トラサイク リン ､ ミ ノ サイクリ ン) の M I C も測定し
た ｡

T a b l e l O ･ 1 .

c a r r y i n g t h e
●

St r ai n

W 3 1 糾

D r u g r e si s t a n c e l e v e l s
o f E ･ c o lt W 3 1 0 4 c ell s a n d o n e s h a r b o r i n g

cl a s s B t e t r a c y cli n e r e si s t a n c e d e t e r mi
n a n t f r o m t h e t r & n s p o s o n T n l O ･

M i ni m l m i n hibit o ry c o n c e nt r ati o
n s of: O L g/ m l)

T et r a cy cli n e

p L G T 2

M in o c y clin e D M G - D M I X ) T D M G - M I N O

o .8 0 .8 0 ･8 0 ･8

w 3 1 0 4/p L G T 2 2 0 0 2 5 o .8 0 .8

そ の結果 ､ T etA( B) はテ トラサイク
1
) ン ､ ミ ノサイクリ ンに対 して高い耐性を与える ことが

できるが ､

D M G - D M D O T ､ D M G
- M IN O に対 して は耐性を全く与える ことが で きず､ それら

の優れた抗菌力を明らか

にして い る ｡

グラム陰性細菌由来の テトラサイクリ ン耐性因子は構造遺伝子t
e tA と調節遺伝 軸 tR とから成り ､ T etR

へ の基質の結合によりT e tA の発現が誘導される (F ig u r e 2)
( 2 9) o 従 っ て ､ 2 種の グ

l
) シ ルサイクリ ンに

対して クラ ス B テトラサイ ク l) ン耐性因子が耐性 を与えない 原因
として ､ グリシ ルサイ クリン がT e tR 8

こ

結合できな い ために､ T e 仏 の発現が誘導され ない可 能性 と､ グリ
シ ルサイクリ ン はT e伐 に結合し､ T e 仏

の発現が誘導されるが ､ T e 仏 が グリシ ルサ イクリ
ン を輸送基質と して認識できな い可 能性の 2

つ が考え

られる ｡ そ こで ､ この 2 つ の 可能性に つ い て次に検討 した o

- 1 2 6 -
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第3 節 グリシ ルサイクリ ン によるテ トラサイクリ ン耐性遺伝子の発現誘導

まず､ グリシ ルサイクリ ンが テ トラサイクリ ン耐性遺伝子の 発現を誘導するか どうかを検討した ｡ ク

ラス B 耐性因子をもつ プラス ミ ドp L G T 2 を保持する大腸菌 w 3 1 0 4 株をO D 5 30
- 0 .4 まで培摩し､ テトラサ

イクリ ン ､ ミ ノサイクリ ン ､ D M G
- D M D O T ある い はD M G - M I N O を終濃度o ､ o .o 5 ､ 0 .1 ､ 0 .2 ､ 0 .5 ､ 1 .O i l

g/ m l加えて 更 に2 時間培養 を続けた後､ 膜画分を単離 した ｡ 1 0 FL g の蛋白を含む膜面分をs D S
- *

o

リ アク

リル アミ ドゲル 電気泳動に用い ､ C 末端特異抗体によるイ ム ノ ブロ ッ テイ ン グ を行 い ､ T e 仏産生 を確認

した｡ F ig u re 1 0
-2 に示すように ､

テトラサイク リン ､ ミ ノ サイクリ ン はクラス B 耐性因子に耐性になる

こと 一 致して ､ T e 仏(B) の産生を誘導して い る ｡ テ トラサイ クリ ンよりもミノ サイク リ ンの 方が低濃度で

T etA を大量に産生 させる こ とが でき､ 誘導能にお い て優れて いる と言える ｡
一 方､ 2 種の グリシ ルサイ

クリ ンもT e 仏(B) の 産生 を誘導し､ その 能力はミノ サイ クリ ン に匹敵した｡ 従 っ て ､ グリシル サイクリ ン

はT e 伐 によ っ て認識され ､ そ の基質となる ことが判明した ｡

第4 節 輸送基質と して の グリシ ルサイクリ ン の評価

次 に､ p L G T 2 を保持する大腸 菌w 3 1 0 4 株より反 転膜小胞 を調製 し､ 薬剤 の取り込み を測定した｡

F ig u re 1 0
- 3 には ､ テーラサイクリ ン ある い はD M G

- D M D O T の 反転膜小胞へ の取り込みが示されて いる o

テトラサイクリ ンは良好基質と して T e 仏(B) によりよく輸送されるが ､ D M G
- D M D O T は全く輸送されない

ことが分かる ｡ 従 っ て ､ D 班G - D M D O T の高 い抗菌括性は テトラサイクリン排出蛋白がそ れを輸送できな

いため であると言える ｡

T e 仏(B)が グリシ ルサイ クリン を輸送できない ことに対 して ､ 2
つ の可能性､ すなわち ､ T e 仏(B)が グリ

シ ルサイク リン を認識 しない 可 能性､ T e 仏(B)が グリシ ルサイ クリン を認識 し結合 しても､ 輸送反応が起

こらない 可 能性が考えられる ｡ そこ で ､ 反範膜小胞 へ の テ トラサイクリ ン 取り込みに対して ､ 過剰量の

グリシ ルサイクリ ンが影響を及ぼすか どうかを検討した ｡ Fi g u re 1 0
-4 はその結果であるが ､ 1 0 〃M の テ

トラサイ クリ ン に対 して 1 0 0 F L M の D M G
- D M D O T ある い はD M G - M 工N O が共存しても､ テトラサイク

l) ン

取り込みはF ig u re 1 0
-

3 の結果と比較 してほとん ど影響を受けて い ない ことが分かる o
一 方､ ミ ノサイク

リ ン はT e 叫 B)の 輸送基質とな るが ､ こ れが1 0 0 〝 M 共存する 場合には､ 顕著 にテトラ
サイクリ ン取り込

みが 阻害さ れて いるの が分かる ｡ 以上 の結果より､ グリ シ ルサイ クリ ン はテトラサイクリ
ン排出蛋白に

ょり認識さ れな い ため に高い抗 菌力を発揮すると言える○ グリシ ルサイ グリ
ン やミノ サイ クリ ン が高濃

度存在する と エ ネル ギ
ー なしの バ ッ ク ダラウシドの 取り込みが上昇する が ､ これは薬剤の 高い 疎水性に

ょる膜障害性 を反映 して い るもの と思われる ｡ 特に ､ D M G
-

M I N O で顕著である o

しか し､ これ に射 しまた ひと つ の 疑問が生 じる o T et A ( B) の其の 輸送基質はテト ラサイク
リ ン と 2 価カ

チ オ ンとの キレ
ー

ト体である(5) の で ､ グリシ ルサイクリ ン がテ トラ サイクリ ン排出蛋白に より認識され
′

な い の は 2 価カチオ ン とキレ
ー ト体を形成 しない た めで ある ことも考え られるo テ トラサイ クリ

ン は2

価カ チオ ン が存在 しな い と こ ろ で は､ 3 6 0 n m 付近に極大吸収をもつ が ､ 2 価カチオ ン の濃度上昇ととも

に極大吸収が長波長側 に移動する( 5 ･2 8 3) ｡ こ れ により薬剤 と2 価カチオ ン との キレ
ー ト体の解離定数が求

められる ｡ テ トラ サイクリ ン とc o
2 ＋ との キ レ

ー

ト体形成にお い て ､ そ の 解離定数は2 3 FL M であ っ た o
一

方､
D M G- D M D O T は3 5 0 n m 付近に極大吸収をもち ､

c o 2 ＋の 濃度上昇に依存して ､ 長波長側 へ の 極大吸収

の移動が観察された ( d at a n o t s b o w n) ｡ こ れ により解離定数は1 7 〝M と計算され ､ テトラサイクリ
ン と

同様にキ レ
ー

ト体を形成する ことが明らか にな っ た. T etR も実はテトラサイクリ ンと2 価カチ オ
ン との

キレ ー ト体を認識 し結合する( 4 3 3 ･4 3 4) の で ､ こ の結果は当然であるとも言え
る ｡ 従 っ て ､ グリシ ルサイク

ー 1 2 8 -
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リ ンは 2 価 カチオ ン との キ レ
-

ト体を形成する にもかかわらず､ テトラサイクリ ン排出費白はそれを塞

質と して 認識できない と結論される ｡

第5 節 考察

本章で は ､ 2 種の グリシ ルサイ クリ ン (D M G
- D M D O T ､ D M G

- M I N O) が優れた抗菌悟性を有する要因

につ い て明 らかに した ｡ その結果 ､ グ リシ ル サイ ク リ ン は､ 2 価カチ オ ンと の キレ
ー

ト体を形成 し､

T etR によ っ て認識され ､ T et A の 発現を誘導する ことが できる にもかか わらず､ T etA の 輸送基質として認

識されな い ことが見 いだされた o 従 っ て ､ グリ シル サイ クリ ンの 高い抗菌力は基質として 認識され か
ユ

ニとが原因であると結論される ｡

こ れまで多くの テトラサイ クリ ン誘導体が 開発されて い る ｡ これら はその 作用機作により2
つ の グ

ル
ー

プに分けられて い る( 4 3 4) ｡ ひ と つ は静菌的な作用をもつ 典型的なテトラサイクリ ン系抗生物質であ

り､
テトラサイクリ ン ､ ク ロ ル テトラサイクリ ン､ ミ ノ サイ クリ ン ､ ドキシサイクリ

ン ､ オキシ テトラ

サイ クリ ン が含まれる ｡ もうひ と つ は殺菌的作用をもつ 非典型的なテト ラサイクリ ン系物質であり, キ

ロ カル ジ ン ､ ア ン ヒ ドロ テトラサイク リ ン ､ 6 チ アテ トラサイクリ ン､ ア
ン ヒ ドロ ク ロ ル テ トラサイク

リ ン ､ 4
- エ ビ ･

7 ン ヒ ドロ テトラサイクリ ンが含まれる (構造式はF ig u r e 1 0
- i) . 後者の グル

ー プはテト

ラサイクリ ン母核が修飾されて い る ｡ これらはリボ ゾ
ー ムを標的とせず ､ 細胞質膜を障害し抗菌力を発

揮する ｡ しか し､ この ため に重篤な副作用がもたらされ ､ 臨床使用される に至っ て い な い(2 5) o グリシ ル

サイクリ ン (D M G ･ D M D O T ､ D M G
-

M I N O) は化学構造式 から第
一

の グル
ー

プに属するが ､ テトラサイク

リ ン母核9 位にジメ チル グリシ ル アミ ド基をもつ点にお い て特徴的である o これまで 9 位に修飾
基が導

入された誘導体は､ 非典型的誘導体? キロ カル ジン が 9 位 にメチ
ル基を持つ のを除い て ､ 典型的なテ ト

ラサイ ク リ ン にはなく ､ こ の部位の 修飾が高 い 抗菌力 を発揮する の に効果 的であ
る と言える o D M G

-

D M D O T およびD M G
- M IN O は ､ 恐らくFig u r e 1 0

- 4 か らも示唆された高い膜障害性により､ 臨床使用する

ちとがで きなくな っ たが ､ テ トラサイクリ ン 母核 9 位
の 修飾が有効であるという発見は ､ 新たな誘導体

開発の可能性 を依然残すもの と 期待される . また ､ 新た なテ トラサイク リ
ン系抗生物質と して は､ 耐性

因子を誘導し か ､もの ､ 膜障害性が低いものが望まれる o

ー 1 3 1 -



総括

細菌の テ トラサイクリ ン耐性の 主たる要因
と 如 て い るテ トラサイクリ ン排出蛋白( T etA) は細胞質

膜に存在 し､ H
＋との 1 削 の ア ン チポ

ー トにより薬剤を菌体外に排出して いる(
2 - 5)

o T et A は､ ア ミ ノ酸

一 次配列の ハイ ドロ パ シ
ー 解析等により､ 細胞質腹を1 2 回貴通する

二次構造が推定され て いる (Fi g u re

3) (3 4
- 3 8) ｡ こ れは生物界に普遍的に存在する二次性能動輸送体に共通

の構造である( 4 3
･

48 ) o 更に詳珊 に

様々 な二次性能動輸送体の アミ ノ酸配列
を比較する と ､ 輸送基質､ 共役方法にかか わらず保存

される ア
.

ミノ 酸配列 モ チ
ー フが数種存在 する ことに気付く｡ こ の ことは､ これら

モ チ
ー フがすべ て の 二次性能動

輸送体にお い て ､ 共通の役割を担
っ て い る ことを示唆して い る｡ T e 仏 は細菌の蛋白であり､ 特定

の宿主

株 を必要と しない な ど､ 遺伝子操作 ､ 生イヒ学
的解析に好都合である ｡ T e 仏 にもこの ような アミノ酸配列

モ チ
ー

フが保存されて い るの で ､ 本蛋白での 解析結果は
二次性能動輸送体に広く受け入れら れるも

の と

期待される ｡

本研究で はまず､ 二次性能動輪遺体に保存
されるア ミノ酸配列モ チ

ー フ の 中でも最も明確なモ チ
ー

フ ､ 第2 勝景通領域と第3 膜貫通領域を結
ぶ細胞 質親水性領域 ( ル

ー プ2 - 3) に存在する ､ G IP
- X

- Ⅹ - Ⅹ -

A sp
- A r g

- X- G l y
- A r g

- A rg の役割に関する研究を行っ た (第
2 章) (2 7 9) o そ の手段として ､

ル
ー

プ2
-

3 の 1 0

アミノ酸残基すべ て を標的と して ､ 合成オリ ゴヌク レ オチ ドを用い た部位特異的変異導入
を行 い ､ 種々

の アミノ 酸置換を導入した o 変異費白の性質を見
る た め､ 薬剤耐性レ ベ ルの 測定､ 反転膜小胞での テト

ラサイクリ ン 輸送活性の測定を行 い ､ 野生型 舶
の 性質と比較した o そ の結果､ こ の領域

に 4 つ の重要

残基 ( G l y6 2 ､ A s p 6 6 ､ G l y 6 9 ､ A rg 7 0)
を見いだ した o そのうち ､ 2

つ の保存性G l y残基はこの ル
ー プの

構造形成､ 維持に重要であっ た o 中央
の保存性A sp 6 6 残基は､ 正味 1 価カチ

オン のテ トラサイクリ ン
ー 2

価カチ オン キ レ
- 順 が輸送糧栄の最初の段階にお

い て相互作用する部位であると推察され ､ そ
の負電

荷が機能に必須の 役割を果た して い
る( 4 9) o ま た､ こ の モ - フには塩基性残基が 3

つ 解 され､ ル
ー プ

2 湖 全体と
･
して ポリカチオ ニ ッ クな性質を持っ て

い る o そ のうちA r g 6 7 残基およびA r g 7 1 残基
はアミノ

酸置換を導入して も野生型とあまり変
わら - 性質を保持 し､ 機能に必家で はなか

っ た o A r g 7 0 残基は

明らかに これらと は対照 的であ っ た o 第
2 草で はA r g 7 0 残基をL y s ､ A l a ､ S e r ､ A sp ､

L e u b
,

よ びT r p に置

換した結果 ､ L y s 変異体の み野生型の およそ3 0
% の輸送活性を 僻 して い たの で ､

7 0 位 の正電荷が機能

に重要で あると結 凱 た o 第3 章で A r g 7 0 残
基の C y s変異体を作成したと

こ ろ､ 側鎖が類似するA l a 変異

体ある い はs e r変異体よりも高
い輸送活性 をもち､ L y s変異体に近

い性質を示す ことが明らかに な っ たo

こ の 鯛 に つ い て ､ C y s 残基側鎖のS H 基が宝金虜イ オ
ン と高い親和性をもつ ことに着目し､

H g 2
＋の テト

ラサイクリ ン輸送活性
へ の影響を検討したo 野生 乱 L y s変異体

およびA l a 変異体の輸 餅 性はH g
2 ＋ (1 0

p M ) により影響さ
れなか っ たが ､ C y s変異体の 輸 - 性は顕著

に上昇 し､ 輸送の初速で約3 倍 岬 化

が見られた ｡ しかも ､ こ の 条件にお
いて L y s変異体の - よりも高く

なっ て い た o H g
2 ＋ による汚性化は

s 婚 飾試薬の 前処理により起こ らなくな
る こと ､ s H 僻 試薬の 7 0 位c y s * 基

ヘ の結 - 対 してE g2 佃 措

抗的に作用する ことから ､
H g 2

＋ の標的は7 0 位c y s残基側鎖のS E 基
である ことは明ら かである o 従

っ て
､

c y s 7 0 変異体はⅡg
2 ＋がC y s残基側鎖のS 且 凱 結合

して メ ルカ プチ = s
-

H g
＋) を形成し､ 正荷電側鎖とし

て機能 して い る ことが示さ れた o
こ の結果か ら ､ 通常の 条件で測定さ

れたC y s 7 0 変異体の 高い 翰 謝 性

は､ ア ツ セイ溶液中の C o
2 ＋が メ ル カプチ ド形成に寄与 して

い るためであると結論し7=(3
4 4)o

ル ー プ2
- 3 の1 0 残基のうちG l y 6 2 残基 ､

･

A sp 6 6 残基を除い て C y s 変異体
を構築 したの で ､

S E 修飾試薬の

効果を検討した o S H 棚 試薬と し
て N エ チ ル マ レイ ミ ド ( N E W ) を用

いた ところ ､ 輸 謝 性が 阻害され

るの はS e r 6 5 残基の C y s変異体とA r g7 0 残基
のC y s 変異体の みであ っ た(

2 7 9 - C y s 6 5 変異体はN E M により

ほぼ完全 に 離 が 阻害されるの に対し､
N E M よりも修飾側鎖が小さ い メチル メタ

ンチオ ス ル フ ォネ
-

I

(M M T S) で は阻害の程度は大き
く低下 し､ 約6 0 % の活性が残存した

( 4
'

9) o 6 5 位のA l a ､ M 趨 異 郷 舌性

- 1 3 2
-



を残存し､ P b e 変異体が失格 して い る(
2 3 1) こ とも考慮すると ､ 6 5 位変異体の輸送括性は側鎖容積に依存し

て い ると言える ｡
一 方､ c y s 7 0 変異体の輸送油性 はN E M でもM M T S でもほぼ9 0 % 阻害され ､ 側鎖容積

に

は依存して い なか っ た ｡ む しろ ､ S H 基 へ のC o 2
＋結合が阻害されたた めであると考えられた( 34

4) o 以上の

部位特異的変異導入解析の結果か ら､ ル
ー

プ2 - 3 は ､ A s p 6 6 残基の 負電荷を基質と の
一

時的な相互作用部

位とする ､ 基質輸送経路の ゲ
ー トと して機能して い る と推定した(4 9 72 7 9 ,2 3 l

-

2 3 3)o

第 4 章で は更にC y s 7 0 変異体 を用 い て ､ そ の抑圧変異体の 解析を行 っ た(
3 4 7) . C y s7 0 変異体は中程度の

テ トラ サイ クリ ン耐性を与える こ とができるが ､ 第6 膜貫通領域の T h r 1 7 1 残基がS e r に置換
さ れる こと

で ､ 野生型レ ベ ル の耐性を与える ことがで きる よう になる ことが明らかにな っ た｡ T h r 1 7
1 残基の部位特

異的変異導入の 結果､ C y s7 0 変異を抑圧 し､ 耐性 レ
ベ ル を上昇させる には1 7 1 位の アミノ酸残基の側鎖が

T h r よりも小 さくなる ことが必要である ことが明らか にされた o
一 方 ､
s e r 1 7 1 変異は7 0 位の様々 な変異

に対 して
一

棟に耐性上昇効果を示 し, 推定二 次構造か らも分か るように7 0 位
と1 7 1 位とは立体構造上近

傍に はない と推察 された ｡ 1 7 1 位残基の置換 は野生型 に対 しても輸送
の 素過程 に影響 を与 える こ とか

ら､ 蛋白構造に微妙な変化をもた らして いる ことが示唆さ れる ｡
この ことと7 0 位変異を抑圧するために

は1 7 1 残基はT b r よりも小さい 側鎖 をもつ ことを考慮すると ､ 抑圧変異体に
お い て は1 7 1 位側鎖の 容積変

化が蛋白の コ ン フ ォ メ
- シ ョ ン変化を誘起し ､ その 変化が7 0 位近傍に伝達されて

い ると考えられた o こ

の 際､ 7 0 位近傍の 正荷電残基が失われた7 0 位の正電荷の 機能を代替 し
て い る可能性を単軌 A r g 6 7 残基

ぉよびA r g 7 1 残基の置換が1 7 1 位変異による抑圧効果に及ぼす影響に
つ い て更に検討 した ｡ 種 々 の変異体

を構築したと ころ ､ A l a 7 0 / C y s 7 1 / S e r 1 7 1 三重変異体が特徴的な性質
を示すことが明らかにな っ た o すな

ゎち ､ こ の 変異体の み ､ H g 2
＋ によりテ トラサイ クリ ン 輸送の初速が約 3 借上 昇した D C y s 7 1 単独変異

体 ､ c y s7 1 / S e r1 7 1 二重変異体の輸送晴性はむ しろ
E g
2 ＋ により阻害される傾向にあっ た ことからもそれが

顕著であるこ とが分かる ｡ 従 っ て ､ 御庄変異体にお
い て は､ 7 0 位の正電荷の代わりに7 1 位の正電荷が機

能を代替して いる と結論した ｡

以上 により､ 7 0 位の正電荷の 重要性が示さ れた o 輸送基質
が 1 価 カチオ ン であるこ とから ､ 7 0 位の正

電荷が基質と直ヰ相互作用する可 階性は低 い と考えら れた o
そ こで ､ 7 0 位の正電荷が近傍の負電荷と相

互作用する可能性 を考えたo こ の候補と な っ たの は､
ル ー プ2 - 3 に隣接するル

ー 外 5 の A s p 1 2 0 残基であ

る ( F ig u r e 3) o こ の残基は以前の研究によりル
ー

プ2
･ 3 の A s p 6 6 残基に次い で機能に重要である

こ とが

示されたもの であり( 3
4 8) ､ ま た二次性能動輸送体 に保存される残基である

( 4 4) と いうことからも注目され

た ｡ A l a 7 0 / A s n 1 2 0 二 重変異体の 輸送括性はA l a 7 0 単独変異体
の輸送活性よりも著 しく上昇しており､ 7 0

位正電荷と1 2 0 位負電荷との 間での 相互作用が示唆された o
ル ー プ2

-

3 が基質輸送経路の 入り口ゲ
ー トで

ぁる ことを考慮すると ､
7 0 位と1 2 0 位との相互 作用の 形成と解離がゲ

ー トの 開閉と密接に連関 して いる

可能性が考えられる ( 第5 章) 0

第 6 章で は ､ 膜貴通領域 に存在する必 須酸性残基A s p 2 8 5 残
基の A s n 変異体から得られ た抑圧変異体の

･解析を行っ た( 35 9) ｡ 膜貫通領域にはA sp 2 8 5 残基
の 胤 A sp 1 5 残基とA s p 8 4 残基が存在す

るが
､
A s n 2 8 5 変

異体の みテ トラサイ クリ ン耐性 を全く与えなくな
る こ とから ､ 2 8 5 位の A sp 残基 は特に重要である(

5 1)
o

A s n 2 8 5 変異体か ら分離された野生塾レベ ル の テトラサイ クリ
ン耐性を与える抑圧変異体は､ 第 7 膜貴通

領域の A l a 2 2 0 残基の G l u 置換を第二変異とし
ても っ て い た o 従 っ て ､ 負電荷の 消失が新たな負電荷

の導

入により機能相補が生 じた こと を示 して いる ｡ また ､ 2 2 0 位も2 8 5 位も膜貴通領域の ほぼ中央に位置す
る

と推定され ( Fi g n r e 3) ､ 両者が立体構造上極近傍に位置する
ことが 捌 された ｡ 2 2 0 位の部位特異置換

によりA s n 2 8 5 変異 を抑圧するた めには酸性残基
の導入が必要であることが 分か っ た(

35 9 ,3 6 0) o しかし､

2 2 0 位の酸性残基はL y s 2 8 5 変異体の 耐性レ
ベ ル を上 昇させるこ とがで きず､

2 2 0 位の負電荷と2 8 5 位の

正電荷とが相互作用して い る ことが示唆された(
36 0)

o ま た ､ 第 二 変異の位置特異性につ い て検討した
と

こ ろ ､ 2 2 0 位だけで なく､
2 2 4 位あるい は2 2 7 位の G h 変異もA s n 2 8 5 変異を抑圧

し
､
顕著 に耐性 レベ ルを

･ 1 3 3 -



上昇させ ､ そ の抑圧効果の 程度は2 2 0 位か ら離 れる に従 っ て低下 して いた( 3 60) o こ れら 3 つ の 部位は第

7 膜貴通領域の同
一 側面上 に位置 し､ こ の側面が基 質輸送経路を構成して い るこ とが示唆された o 以上

の 部位特 異的変異導入解析 ､ 抑圧変異体の解析により ､ テトラサイ ク
l) ン/ 針 ア ンチポ

ー トの 分子機構

に関して ､ ゲ
ー

ト付き単
一

チ ャ ン ネルによる直鞍共役説を提唱した (Fig u re 6
-

5) ｡ こ の モ デルの原理

は ､ 輸送基質と共役イオ ンの透過経路 ( チ ャ ンネル) は共通で ､ 院内に重複した結合部位をもち､ それ

らの結合が 持抗して い る こと ､ チ ャ ン ネルの 両脇 ( 細胞質側､
ペ リプラ ズム側) には親水性 ル

ー プ領域

によ っ て構成されるゲ
ー トがあり ､ 交互 に開閉する こと ､ である o 本研究で標的と したA s p 2 8 5 残基は朕

内の 必須残基 であり､ 基質お よびH
＋ の認識､ 結合 ､ 輸送 に関与して いる と考えられる o また ､ ル

ー プ

2 - 3 が細胞質側ゲ
ー

トの中心的な役割を担っ ており､
.
A s p 6 6 残基の負電荷が基質との 初発相互作用部位で

ぁる と考えられて い る｡ 更に､ A r g 7 0 残基と ル
ー プ4 - 5 の A sp 1 2 0 残基の相互作用がゲ

ー

トの 開閉と密接

に関係 して い ると考えられる｡

しか しなが ら､ こ の ようなモ デル を証明するため には､ 蛋白の 立体構造の解明が必要である o 現在 ､

立体構造が解明された膜蛋白質は限られた倒 しかな い( 36
1 ･ 3 6 7 )

o 膜蛋白質は疎水性が強く ､ 3 次元結晶を

形成 しにく い ことがその 主たる 原因と して考えられる o 本研究で は ､
T e 仏 の 3 次元立体構造解析 に向

け､ 目的蛋白を大量に得るた め ､ 大量発現系の構 築を行 っ た(
39 4) o ま た ､ 蛋白の強 い疎水性 を改善する

た めに3 次元構造既知の親水性酵素の融合蛋白の大量発現系の構築も併せて行う
ことにした o 第7 章で

はまず､ T e 仏 の大量発現系を構築し､ 迅速且 つ 簡便な大量精製法を確立した o また ､ 精製
さ れた大腸菌

F o F r A T P a s e を
エ ネル ギ ー 供給源として 用い るこ とでT e tA の 機能的再構成系を初めて 成功させた

( 39 4) o

こ れ により ､ T e 仏 の みがテ トラサ イ クリ ン 輸送を伸介する因子である ことが明らかに
なり､ 本蛋白の物

盈化学的研究 へ の 道が開けたと言える ｡ 第 8 章で はとジ ヒド
ロ 葉酸還元酵素 ( D 肝 R) ､ β

- ラクタ マ
-

ゼ との 融合蛋白の大量発現系を構築した ｡ D H F R 融合蛋白は 2 種類､ β
･ ラクダマ

- ゼ融合蛋白は 1 種類

作成 し､ い ずれもテトラサイ クリ ン輸送活性を保持し､ D H F R 括性あ
る い はβう クタ マ

- ゼ活性も保持

して いたの で ､ 親水性酵素の融合がT e 仏 部分の構造にあまり影響を与えて
い ない と判断し､ 3 次元緯晶

化を目指すこ とにした ｡ 現在 ､ D H F R 融合蛋白に
つ い て はメ ト ル キセ

- ト ア ガ ロ
- ス を用い たア フィ

ニ ティ精製が可能とな っ て い る｡ こ れらは3 次元結晶構造解析 に最も期待
されるもの である ロ

続く第9 章で は上記大量発現系を用い てT e 仏 の 二 分書掻 白
の 発現系を構築した(4 3 5) o そ の結果 ､ T et A

は 二分翻さ れても顕著なテ トラ サイ クリ ン輸送活性を保持し ､ 別
々 のポ リペ プチ ドとして発現されても

膜内にお い て 分子集合し､ 機能的な複合体を形成す る
ことが見い だされた ｡ こ の分割蛋白も3 次元結晶

化の材料 として興味深 い . また ､ 分割黄白にC y s 変異を導入
し

､
2 価性s E 修飾試薬で架橋を形成させる

こと により ､ ア ミ ノ酸残基間の 相対的な位置関係を解明する
ことが可能であり､ 立体構造に関する情報

が得られるもの と期待される ｡

最後の 第1 0 章はT e 仏 の機能解析で はなく､ 新規テ トラサイ クリ
ン系抗生剤の抗菌力の 評価とその 要

因に つ い て の 解析を行っ た(4 3 6) ｡ そ の結果､ グリシ ルサイ クリ ン と鎗称される新森抗生剤が排出に
よる

テ トラサイク リ ン耐性に有効で あるの は ､ 薬剤がT et A によ
っ て認識されない ことが原因で ある ことが分

か っ た ｡ グリ シルサイク リン は依然 2 価カチ オン との キ
レ ー ト体を形成し､ 粛節賓自T e 伐 により認識さ

れるの で ,
こ れらの 点を改善した新規薬剤の 開発が望まれる o また ､ グ

l) シ ルサイ クリ ン はテ ーラサイ

クリ ン母核 9 位に初めて修飾基が導入された典型的テ トラサイクリ
ン誘導体であり､ 今後の 開発にも重

要な情報が得られたもの と考える ｡

- 1 3 4 -
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- 1 0 7 3 ･

7) D a vi e s , J . (1 9 9 4) I n a cti v ati o n of a mi b i o ti c s an d th e dis s e mi n ati o n o f r e si sta n c e g e n e s ･ S ci e n c e 2
6 4

,
3 7 5 3 8 2 ･

8) N ik ai d o , H . (1 9 9 4) P r e v e n ti o n of d ru g a c c e ss t o b a ct e ri al t a q g e ts: P e r m e ability b ar ri e rs an d a c ti v e efn u x ･ S ci e n c e

2 6 4
,
3 8 2 - 3 8 8 .

9) S p r att , B . G . (1 9 9 4) R e sist an c e t o an ti bi o ti c s m e di at ed b y t a rg et al t er a ti o n s ･ S cie n c e 之6 4 , 3 8 8
-3 93 ･

1 0) Le v y , S ･ B ･ ( 1 9 9 2) A cti v e eff h x m e ch mi s m s f o r an ti mi cr ob i al r
e sist an c e . A n ti m i c r o b ･ A g e n ts C h e m ot h e r ･ 3 6 ,

6 95 - 7 03 .

l l) 染谷雄
一

､ 山口明人(1 9 9 5) 細菌の 薬剤排出者白 日本舗蘭学雑誌 5 0 , 4 0 3
-4 2 1 ･

1 2) T s u ru o , T . ( 1 9 8 8) M e ch an is m s of m ul ti d ru g r e sis t 皿 C e a n d i m plic ati o n s fo r th e r ap y ･ Jp n ･ J ･ C a n c e r R e s t ( G a m )

7 9
,
2 8 5 - 2 9 6 .

13) E n di c o tt , J . A .
,
an d Li n g , V . (1 9 89) T h e bi o ch e mi str y of P -

gly c o p r ot ei n
- m edi ate d m ul ti d r u g r e sis ta n c e ･ A n n u l

R e v . B i o ch e m . S S
,
1 3 7 - 17 1 .

1 4) G ott e s m a n , M . M .
,
a n d P a st 恥 Ⅰ･ (1 9 9 3) B i o c h e mi st ry of m ul tid ru g r e si sta n c e m edi at e d b y th e Ⅲ ul tid ru g

tr an sp o rt e r ･ A n n u . R e v ･ B i o c h e m ･ 6 2
,
3 8 5 - 4 2 7 ･

1 5) C ol e , S . P . C .
,
B h ar d w aj , G .

,
G e rl a ch

,
J . H ･

,
M a c ki e

,
J ･ E ･

,
G r an t , C ･ E ･

,
A lm q u is t ･ K ･ C ･

･
S t e w a rt

･
A ･ J ･

,

K u r z
,
E . U .

,
D t n c a n

,
A . M . Ⅴ .

,
an d D e el e y , R . G .(1 9 9 2) O v er e x p r e s si o n of a tr an sp o rt e r g e n e in a m ul tid

ru g
-

r e sist an t h u m an h ln g C an c e r C ell li n e ･ S ci e n c e 2 5
8
,
1 6 5 0 - 1 6 5 4 ･

1 6) G r a n t , C ･ E ･
,
V al d i m ar s s o n

,
G ･

, 印pf n e r , D ･ R ･
,
A lm q ui s t ･ K ･ C ･ ･ C ol e , S ･ P ･ C ･

,
a n d D e el ey , R ･

G ･ (1 9 9 4)

o v e r e x p r e ssi o n o f mi ti d ru g r e sist a n c e
- a SS u i at e d p r o t ein O 4 R P) i n cr e a s es r esist an c e t o n at u r al p r od u ct d r u g s ･

C a n c e r R es . 5 4 , 3 5 7 -3 6 l .

1 7) Z am a n , G . J . R .
,
Fl e n s

,
M ･ J ･

,
v an Le u s d e n

,
M ･ R ･

,
d e H a a s

･
M ･

,
M 也l d er

,
H ･ S ･

,
L a n k e lm a

,
J ･

･
Pi n e d o , H ･ M ･

,

s c h ep e r , R ･ J ･
,
B a as

,
F ･

,
B r o x t e r m a n

,
H ･ J ･

,
an d B o rs t

,
P ･ (1 9 9 4) P r o c ･ N a tl ･ A c a d ･ S ci ･ U S A 9 1 , 8 8 2 2

-8 8 26 ･

1 8) L ei er , I . , J e dlit s c h k y , G ･
,
B u ch h ol z

,
U ･

,
C ol e , S ･ P ･ C ･

･
D e el ey ･ R ･ G ･

･
a n d K ep pl e r ･ D ･ (1 9 9 4) T h e M R P g e n e

e n c o d es a n A T P -d e pe n d e n t e xp o rt p t - p f o r l e u k ot ri e n
e C 4 a n d st ru c t - ユl y r el at ed c o nJ u g at eS ･ J ･ B i ol こ C h e m ･

2 6 9
,
2 7 8 0 7 -2 7 8 1 0 .

1 9) S ch e p e r , R ･ J ･
,
B r o x t e - an

,
H ･ J ･

,
S c eff e r

,
G ･ L ･

･
K a aij k ･ P ･

,
D al t o n

,
W ･ S ･

,
v 皿 H eij ni n g e n ･ T ･ H ･ M

'

･
,
v a n

K al k e n , C . K .
,
S l o v ak

,
M . L .

,
d e V ri e s

,
E ･ G ･ E ･

,
v a n d e r V al k

,
P ･

,
M eij e r ･ C ･ J I L ･ M ･

･
an d P i n e d o , H ･ M ･

( 19 9 3) O v er e xp r e s si o n of a M , 11 0 ,0 0 0 v e si
c d ar p r o t ei n in n o n

- P -gl y c op r ot ei n
- m e di at e d Ⅲd ti d r u g r e sist a n c e ･

C a n c e r R e s . S 3
,
1 4 7 5 - 1 4 7 9 .

2 0) S l o v ak , M ･ L ･
,
H o

,
J ･ P ･

,
C ol e

,
S ･ P ･ C ･

,
D e el e y , R ･ G ･

,
G r e e n b e r g er , L ･

,
d e V ri e s

,
E ･ G ･ E ･

,
B r o xt e rm a n , H ･

J .
,
S c h eff e r

,
G . L .

,
an d S ch e pe r , R ･

J ･ (1 9 9 5) T h e L R P g e n e e n c o di n g a m aj or v a d t p r o t ein as s o
ci at ed wi th

d ru g r e si st a n c e m ap s p r o d m al t o M R P Q
n Ch r o m o s o m e 1 6 : e vid e n c e th at ch r o m o s o m e b r e ak ag e pl ay s a k e y

r ol e i n M R P o r L R P g e n e a m plifi c ati o n ･ C a n c e r R e s ･ 5 S
,
4 2 1 4 -4 2 1 9 ･

2 1) Li u , Y .
,
P et e r

,
D ･

,
R o gh a mi ,

A ･
,
S ch uldi n er , S ･

,
P ri v 6

,
G ･ G ･

,
E is e n b e rg , D ･

,
B r e ch a

,
N ･

,
an d E d w ar d s , R ･ H ･

(1 9 9 2) A C D N A th at s tlP P r eS S e S M 押
＋ t o d city e n c o d e d a v esi c ul a r a mi n e

t r a n s p o rt e r ･ C ell 7
0
,
5 3 9 -5 5 1 ･

2 2) M o riy am a , Y ･
,
Am a k ats u

,
K ･

,
a n d F u t ai , M ･ (1 9 9 3) U p t ak e of th e n e u r o t o xi n ･ 4 十m e th yl

-

p h e n ylp y ri di nit m ･
i nt o

ch r o m affin g r a H ul e s an d s y n ap ti c v e sicl es: A p r
o t o n g r adi e n t d ri v e s its u p t ak e th r o u gh m o n o a mi n e t

r an SP O rt e r ･

A r c h ･ B i o ch e m ･ B i o p h y s ･ S O S , 27 1
-2 7 7 ･

1 1 3 6
-



23) G rii n d e m a m ,
D ･

,
G o rb o ul e v , Ⅴ･

,
G am b ar y an ,

S ･
,
V e y hl , M ･

,
a n d K o e p s ell , H ･ (1 9 9 4) D ru g e x cr e也o n m e di at e d

b y a n e w p r o t oty p e of p oly sp e cifi c t r a n s p o rt er ･ N at u r e 3 7 2 , 5
4 9 - 5 5 2 ･

2 4) Le v y , S ･ B ･
,
M c M tlr ry , L ･ M ･

,
B u r d e tt

,
V ･

,
C o u r v al i n

,
P ･

･
H ill e n ･ W ･

,
R o b e rts

･
M ･ C ･

,
a n d T a yl o r ･ D ･ E ･

(1 9 8 9) N o m e n cl at u r e f o r t et r a c y cli n e r esist an c e d et er mi n a n ts ･ A n ti m i c r o b ･ A g e nt s C h e m
o th e r ･ 3 3 ･ 13 7 3 -13 7 4 ･

2 5) C h o p r a , Ⅰ･ , H a w k e y , P ･ M ･
,
an d n n t o n

,
M ･ (1 9 92) T e tr a c y cli n es , m ol e c d ar a n d cli ni c al a sp e ct s ･ J ･

A n ti m i c r o b i a l C h e m oih e r . 之9 , 2 4 5 - 2 7 7 .

2 6) K h an ,
S .
A .

,
a n d N o vi c k

,
R ･ P ･ (1 9 8 3) P la - i d 1 0 , 2 5 l

-2 5 9 ･

27) H o s hin o , T ･
,
Ik e d a , T ･

,
T o mi z d k a

,
N ･

,
an d F b r uk a w a , K ･ (1 9 8 5) N u cle o ti d e s eq u e n c e of th e t et r a c y clin e

r e sist 皿 C e g e n e O f p Tf r r1 5 , a th e rm op hili
c B a cill u s pl as mi d : c o m p a ri s o n w ith st ap h yl o c o c c al T c

R c o n tr ols ･

G e n e 3 7
,
1 3 1 - 1 3 8 .

2 8) N o g u c hi , N ･
,
A o ki

,
T ･

,
S a s at stl

,
M ･

,
K o n o

,
M ･

,
S his bid o

,
K ･

,
an d An d o

,
T ･ (1 9 8 6) D et e r mi n ati o n o f th e

c o m pl et e n u cl e o 血d e s e q u e n c e of P N S 1 ,
a stp h yl o c o c c al t etr a c y 血

e -r e sist a n c e pla s mi d p r op a g at ed i n B a cill u s

s u b tili s . F E N S M i c r o b i ol . L e ft . 3 7 , 28 3
-2 8 8 .

2 9) 比1l e n , W .
,
an d B er e n s

,
C . (1 9 9 4) A n n u l R e v ･ M i c r o b i ol ･ 4 8 , 3 4 5

- 3 6 9 1

3 0) I z aki , K ･
,
an d An m a

,
K ･ (1 9 6 3) D is ap p e a ra n c e of o x y t etr a cy cli n e a c ct m ul ad o n i n th e c ells o f 皿d ti pl e

d ru g

r esist a nt E s ch eri ch i a c olt . N a t u r e 之0 0 , 3 8 4 3 8 5 .

3 1) Y am a gtlCh i , A ･
,
O h m o ri

,
= ･

,
K an ek o - O h d e r a

,
M ･

,
N o Ⅱ - a , T .

,
an d S a w ai

,
T ･ (1 9 9 1) D p H -d ep e n d e nt

a c c u m ul a ti o n o f t et r a c y clin e i n E s ch e ri ch i a c oli ･ A nt
i m i c r o b ･ A g e n ts C h e m o th e r ･ 3 S ･ 5 3

- 5 6 ･

3 2) C h op r a , I . , an d H o w e , T ･ G ･ B ･( 1 97 8) B a ct e ri al r e sist a n c e t o th e t et ra cy clin e s ･ M i c r o b i ol ･ R e v ･ 4 2
,
7 0 7 -7 2 4 ･

3 3) J o n es , J . G ･
,
an d M o mi s o n

,
G ･ A ･ (1 9 6 2) T h e b a ct e ri o st ati c a cd o n s of t et r a cy cli n e a n d o x y

t e tr a cy cli n e ･ A

P h a r m . P h a r m a c ol. I 4
,
8 0 8 - 8 2 4 .

3 4) t L ll e n , W ･
,
an d S ch ol lm ei er , K ･ (1 9 8 3) N u cl e oti d e s eq u e n c e of t h e T n l O e n c od e d

t etr a cy clin e r e sist an c e g e n e ･

N u cl ei c A cid s R e s .
1 1

,
5 2 5 -5 3 9 .

3 5) N g u y e n , T ･ T ･
,
P o s d e , K ･

,
a n d B ert ra n d

,
K ･ P ･ ( 1 9 83) S e q u e n c e h o m ol og y b e t w e e n th e t etr a cy clin

e - r e sist an c e

d ete mi an ts o f T n l O a n d p B R 3 2 2 ･ G e n e 2 5 ･ 83 -9 2 ･

3 6) E ck ert , B .
,
an d B e ck , C ･ F ･ (1 9 8 9) T o p ol o g y of t h e tr a n s p o s o n T n l O

- e n c o d ed t etr a cy ch n e re sista n c e p r ot ein

w i th i n th e i 皿 er m e m b r a n e of E i ch e ri c hi a c oli ･ J ･ B i ol ･ C h e m ･ 2 6 4
,
1 1 66 3 -1 1 6 7 0 ･

3 7) Y am ag u chi , A ･

,
A d a chi

,
K ･

,
a n d S a w ai , T ･ (1 9 90) O ri e n t a ti o n of th e c arb o x y t er m i n u s of th r tr an sp

o s o n T n l O -

e n c o d e d t et r a c y cli n e r e sist 皿 C e P r Ot ei n in E s ch e ri chi a
c oli ･ F E E S L ･e it ･ 2 6 5 , 1 7 -1 9 ･

3 8) A ll ar d , J ･ D ･
,
a n d B e rtr an d

,
K ･ P ･ (1 9 9 2) M e m b r an e t op ol o g y o f th e p B R 3 2 2 t etr a cy

cli n e r e sist 皿 C e P r ot ei n :

T et A -P h o A g e n e f u si o n s an d i 叩1i c ad o n s f or
th e m e c h a ni s m of T e t A

^
n e m b r a n e i n s e rti o n ･ J ･ B i ol ･ C h e m ･

2 6 7
,
1 7 8 0 9 - 1 7 8 1 9 .

3 9) D o oli td e , R ･ F ･ (1 9 81) Si mi l ar a mi n o a ci d s e q u e n c e s: C h a n c e o r
c o Ⅱ 皿 O n an C e Str y? S ci e n c e 2 1 4 ,

1 4 9 1 1 5 9 ･

4 0) R u bi n , R . A .
,
Le v y , S ･ B ･

,
H ei mi k s o n , R ･ L ･

,
a n d K i zd y , F ･ J ･(1 9 9 0) G e n e d upli c a ti o n i n t h e e v ol u ti o n o f th e

t w o c o m pl e m e mi n g d o mi n s of G r am
- n eg ati v e b a ct e ri al t ett

a cy cli n e efn u x p r o
t ei n s ･ G e n e $ 7

,
7 - 1 3 ･

4 1) G u ay , G ･ G ･
,
K h a n

,
S ･ A ･

,
an d R ot h st ei n

,
D ･ M ･ ( 1 9 9 3) T h e t et P ) g e n e of pla s mi d p T 1 8 1

of St a p hy lo c o c c u s

a u re u s e n c o d es an e ftl u x p r ot ei n th at c o n t ai n s 1 4 tr a n s m
e m b r an e h eli c es ･ Pl a s m id 3 0 , 1 6 3 -1 6 6 ･

4 2) S h eri d a n , R . P ･
,
an d C h o p r a , Ⅰ･ (1 9 9 1) O r o gi n of t etr a cy c h n e ef n

u x p r o t ein s:
c o n cl u si o n s fr o m n u cl e o ti d e

s e q u e n c e an al y sis ･ M ol ･ M i c r o b
i o l ･ 5 , 8 9 5 - 9 0 0 ･

4 3) M ai d e n , M ･ C ･ J ･ , D a vi s , E ･ 0 ･
,
B al d w i n , S ･ A .

･
M o o r e ･ D ･ C ･ M ･

,
a n d H e n d e r s o n , P ･ J ･ F ･ (1 9 8 7) M am m al i a n

an d b a ct e ri al s u g a r tr a n sp o rt p r ot ei n s a r e h o m
ol o g o u s ･ N at u re 3 之S , 64 1

- 6 4 3 ･

4 4) H e n d er s o n , P ･ J ･ F ･ ( 1 9 9 0) R o t o n
-li n k e d s u g ar t r a n s p o r t sy s t e m

s i n b a ct e h a ･ J ･ B i o e n e rg ･ B i o m e m b r ･ 2 2 , 5 25 -

5 69 .

4 5) G ri ffith , J ･ K ･
,
B ak e r

,
M ･ E ･

,
R o u c h

･
D ･ A ･

,
P a g e ･ M ･ G ･

,
S k u r r a y , R ･ A ･

,
P a ul s e n

･
I ･ T ･

,
C h at er

,
K ･ F ･

,

B al d w i n , S . A .
,
an d H e n d e rs o n , P ･

J ･
.

F ･ (1 9 9 2) M e m b r an e t r an sp o
rt p r o t ei n s: i m p li c ati o n s of

s eq u e n c e

c o m p a ri s o n s ･ c u r r ･ o p i n ･ C ell B i o
l ･ 4

,
6 8 4 - 69 5 ･

4 6) H e n d e rs o n , P ･ J ･ F ･ (1 9 9 3) m e 1 2
- t r an s m e m b r an e h e li x t r an sp o rt er S ･ C u r r ･ C p

i n ･ C ell B i o l ･ 5
･
7 0 8 - 7 2 1 ･

47 ) M ar g e r , M ･ D ･
,
an d S ai er

,
M ･ H ･

,
Jr ･ (1 9 9 3) A m aj o r s u p e rf a mi 1y of B a n s m e m

b r a n e f a cilit at o rs th at c at al y s e

u nip o rt , s ym p o rt a n d an tlP O r
t

･ T r e n d s B i o c h e m ･ S ci ･ i 8
,
1 3 - 2 0 ･

4 8) G o s w it z , V ･ C ･
,
a n d B r o o k e r , R ･ J ･ (1 9 95) S tr u ctt u al f e at u r e s of th e u ni p

o rtt r/s ym p o rt er/ an ti p o rt e r s u p er
fh mi 1y ･

P r o t ei n S ci . 4 , 5 3 4 - 5 3 7 .

- 1 3 7 -



4 9) Y a m ag u chi , A ･
,
O h o

,
N ･

,
A k a s a k a

,
T ･

,
N o u mi

,
T .

,
a n d S a w ai

,
T . (1 9 9 0) M et al -t et r a cy cli n e/ H

＋ a n 也p ort e r of

E s c h e ri ch i a c olt e n c od e d b y a tr 皿 SP O S O n , T n 1 0: T h e r ol e of th e c o n s er v ed di pe p也d e , S er
65

- A s p
6 6

,
i n

t etr a cy clin e tr an sp o rt . J . B i o l . C h e m . 2 6 S
,
1 5 5 2 5 - 15 5 3 0 .

5 0) C h o p r a , I ･ (1 9 8 6) G e n eti c an d bi o ch e mi c al b a si s o f t et r a c y cli n e r esi st a n c e . J . A nti m i c r o b . C h e m oih er . 1 S ,
S u p pl . C

,
5 1 - 5 6 .

5 1) Y a m ag u chi , A ･
,
A k as ak a

,
T ･

,
O n o

,
N ･

,
S o m e y a , Y .

,
N a k at a ni

,
M .

ゝ
皿 d S a w ai

,
T . (1 9 9 2) M et al - t etr a cy clin e/H

＋

a n tlP O rt er Of E s ch e ri c hi a c olt e n c o d ed b y t r a n s p o s o n T n l O: R ol e s of th e a sp a rtyl r e sid u es l o c at e d i n th e p tlt a ti v e

t r an s m e m b r a n e h eli c e s . J . B i o l . C h e m . 2 6 7
,
7 4 9 0 -7 4 9 8 .

5 2) Y am ag u chi , A ･
,
A d a chi

,
K ･

,
A k a s ak a

,
T ･

,
O h o

,
N ･

,
a n d S a w ai

,
T . (1 9 9 1) M et al J et r a cy clin e/ H 十 a n d p ort e r of

E s c h e ri chi a c olt e n c o d e d b y tr a n sp o s o n a T R I O: 沌s也di n e 2 5 7 pl ay s 皿 e S S e mi al r ol e in H
＋ tr a n sl o c ati o n . J .

B i o l . C h e m , 2 6 6
,
6 0 4 5 - 6 0 5 1 .

5 3) Y a m ag u chi , A ･
,
S am aji m a , T ･

,
Ki m tlr a

,
T ･

,
a n d S a w ai

,
T . H is - 2 57 is a mi q u ely i m p o rt a n t his tidi n e r esi 血e f o r

t etr a cy d in e/H
＋ a n t LP O rt ft m c ti o n b u t n o t m an d a t o ry f o r fhll a c 也vity of th e tr a n s p o s o n T nl O

- e n c o d e d m et al -

t et r a cy clin e/H
＋ a n ti p o rt e r .(s u b mi tt ed f o r p ubli c a d o n)

5 4) n itt n er , Ⅰ. B .
,
S ar k er

,
H . K .

,
P o o ni an

,
M . S .

,
a n d K ab a c k , H . R . (1 9 8 6) L a c p er m e a s e of Es ch eric h i a c oli:

H is d di n e -2 0 5 a n d hi sti di n e - 3 2 2 pl ay diff e r e n t r ol e s i n l a ct o s e/H
＋ sy m p o rt . B i o ch e m i siTy 2 5 , 4 4 83

- 4 4 8 5 .

5 5) C ar r a s c o , N .
,
An t e s

,
L . M .

,
P o o ni a n

,
M . S .

,
a n d K ab a ck

,
H . R . (1 9 8 6) L a c pe rm e as e of Es ch e ric hi a c olt:

Ⅰ屯s ti di n e 3 2 2 a n d gl ut a mi c a ci d -3 2 5 m ay b e c o m p o n e n t s of a ch a rg e
-r el ay s ys t e m . Bi o c h e m i stTy ヱS , 44 8 6

-

4 4 8 8 .

5 6) M e mi c k , D . R .
,
C a r r a s c o

,
N .

,
A n t e s

, L P at el , L .
,
a n d K ab a c k

,
H . R . (1 98 7) Z a c p e r m e as e of E s ch e ric hi a c olt:

A r gi ni n e -3 0 2 a s a c o m p o n e n t of th e p o st ul at e d p r ot o n r el ay . B i o ch e m i stry 2 6 , 6 6 3 8
-6 64 4 ･

5 7) P ti tt n er , Ⅰ. B , , S ark e r , H . K .
,
P ad a 皿

,
E .

,
L olk e m a

,
J . S .

,
an d K ab a ck

,
H . R . (1 98 9) C h ar a ct e ri z ati o n of sit e -

dir e ct ed m u ta n ts in th e la c pe rm e as e of E s c h e ri chi a c oli ･ 1 ･ R epl a c e m e nt of hi s血di n e r e si dtle S ･ Bi o c h e m ist T7

2 S
,
2 5 2 5 -2 5 3 3 .

5 8) C a H a S C O , N . , P d tt n e r , Ⅰ. B .
,
A n t e s

,
L . M .

,
Le e .

,
J

. A .

,
L a ri g a n , J . D .

,
L olk e m a

,
J . S .

,
R o ep e , P ･ D ･

,
an d

K ab a c k
,
H . R . (1 9 8 9) C h ar a ct e ri z ati o n of sit e -dir e ct e d m tlt an t S i n th e la c p e r m e a s e of E s ch e ri chi a c oli ･ 2 ･

G l u ta n at e -3 2 5 r e pl a c e m e n ts . B i o占h e m ist Ty 之8 , 2 5 3 3
- 2 5 3 9 ･

5 9) Le e , J . A . , 托tt n e r , I . B .
,
a n d K a b a ck

,
H

.
R . (1 9 8 9) E ff e c t of dist a n c e 皿 d o ri e nt ati o n b et w e e n ar gi ni n e -3 0 2

,

his ti di n e -3 2 2
,
an d gl 11t am at e 3 2 5 o n th e a ctl V lt y Of la c pe r m e as e fr o m E s ch e rich i a c oli ･ B i o ch e m i stry 2 S ,

2 5 4 0 -2 5 4 4 .

6 0) Ki n g , S . C .

,
a n d W ils o n

,
T . I . (1 9 8 9) G al a ct o sid e - d ep e n d e n t p r o t o n t r a n s p o rt b y m u t a nt s of th e E s c h e ric hia

c o li l a ct o s e c ar ri er: R epl a c e m e n t o f his ti di n e 3 2 2 b y ty r o si n e o r ph e n yl al a ni n e ･ J ･ B i o l ･ C h e m ･ 2 6 4
,
7 3 9 0 -

7 3 9 4 .

6 1) Ki n g , S . C .
,
an d W ils o n

,
T . H . (1 9 8 9) G al a ct o sid e - d e pe n d e n t p r o t o n t r a n s p o rt b y 皿 1t a n tS Of th e E s c h e ric hia

c o li l a ct o s e c ar ri er: s u b sti t u d o n o f ty r o si n e f o r h is ti din e
-3 2 2 a n d of l etlCi n e f o r S e r -3 0 6 ･ B i o c h i m ･ B i op hy s ･

A c t a 9 8 2
,
2 5 3 1 2 6 4 .

6 2) Ki n g , S . C .
,
an d W ils o n

,
T . H .(1 9 9 0) S e n siti v ity of efn t lX - d d v e n c ar ri er t u m o v e r t o e xt e m al p H i n m u t an ts of

t h e E s ch e ri chi a c olt l a ct o s e c a mi e r th a t h a v e t y r o si n e o r p h e n yl al a ni n e stlb s也t u t ed f o r histidi n e
- 3 2 2: A

c o m p ar i s o n of l a ct o s e an d m elibi o s e ･ J ･ B i o l ･ C h e m ･ 2 6 5
,
3 1 5 3 - 3 1 6 0 ･

6 3) F r a n c o , P . J . , a n d B r o ok e r , R . J . ( 1 9 9 1) E v i d e n c e th at th e a sp ar agi n e 3 2 2 m u t an t of th e l a ct o s e わe rm e as ,e

t r an sp o rts p r ot o n s an d l a ct o s e wi th a n o r m al st oic hi o m et ry a n d a
c c u m ul at es l a ct o s e ag ai n st a c o n c e n tr a d o n

g r adi e n t . J . B i o l . C h e m . 2 石6
,
6 6 9 3 -6 69 9 ･

6 4) Y am a g u c hi , A .
,
A k as a k a

,
T .

,
Ki m llr a

,
T .

,
S a k ai

,
T .

,
A d a ch i

,
Y ･

,
a n d S a w ai

,
T ･ ( 1 9 9 3) R ol e o f th e c o n s er v e d

q u ar - of r e sid u e s l o c at e d i n th e N
- a n d C -t e mi n al h al v e s of th e t r an sp o s o n T n l O

- e n c o d e d m et al -t etr a cy cli n e

/H ' a n tlP O rt e r Of E s ch e ri chi a c oli ･ B i o c h e m i s tlT 3 2 , 5 6 9 8
1 57 04 ･

6 5) Y am ag u chi , A .
,
S a m eji m a , T .

,
A d a chi

,
Y .

,
A k as ak a

,
T ･

,
S ak ai

,
T ･

,
a n d S a w ai , T ･ Sit e - dir e ct ed m u t a g e n esis of

th e H is - 2 5 7 r e sid u e t o 1 9 diff er e n t a n h o a cid r e sid u e s .(t m p u bli sh ed d at a)

6 6) C ol e m an ,
D . C .

,
an d F o st er

,
T . J . ( 1 9 8 1) An al y sis of th e r e d u cd o n i n e x p re s si o n of te tr a c y cli n e r esist an ce

d et 血 ed t ra n sp o s o n T n l O i n th e m ul ti c o p y st a t e ･ M ol l G e n t G e n e t ･ 1 $ 2 ･ 1 7 l
- 1 7 7 ･

6 7) M o y ed , H ･ S ･ , N g u y e n , T ･ T ･
,
a n d B e rt r a n d

,
K ･ P ･ (1 9 8 3) M d ti c o p y T n l O

'

t ei pl as mi d s c o n fe r s e n si ti vity
t o

i n 血c ti o n of l ei g e n e e x p r e s si o n ･ J ･ B a ct e ri ol ･ I 5 5 , 54 9
-5 5 6 ･

- 1 3 8
-



6 8) M o y e d , H . S .

,
an d B ert r a n d

,
K . P . ( 1 9 8 3) M u t ati o n s i n m d ti c o p y T n l O l et p ol as mi d s th at c o nf e r r e sis t a n c e t o

i n hibit o ry effe ct s of i n d u c e rs of l et g e n e e x p r e s si o n . J . B a c i eri o l. I S 5
,
5 5 7 - 5 64 ･

6 9) E ck e rt , B .
,
a n d B e ck

,
C . F . ( 1 9 8 9) O v e rp r od u c ti o n of t r an s p o s o n T n l O

- e n c od ed t 紬 a cy eli n e r esist a n c e p r ot 血

r es u lt s in c ell d e a th an d l o ss of m e m b ra n e p o t e n d al ･ J . B a ct eri o l. 1 7 1
,
3 5 57 -3 5 5 9 ･

7 0) C mi al e , M . S .

,
a n d L e v y , S . B . (1 9 8 2) T w o c o m pl e m e n t ar y g r o u p s m edi at e t etr a c y cli n e r e sist an c e d et e mi n e d

b y T n l O . J . B a ct e ri ol ･ 1 5 1
,
2 0 9 - 2 1 5 ･

7 1) C u ri al e , M . S
.
,
M c M u rry , L . M .

,
aJl d Le v y , S . B . (1 9 8 4) I nt r a ci st r o ni c c o m pl e m et a ti o n o f th e t etr a c y clin e

r esist an c e m e m b r an e p r o t ei n of T n l O ･ J ･ B a ct e ri ol ･ 1 S 7
,
2 1 1 - 2 1 7 ･

7 2) 沌 c kn an , R . K .

,
a n d Le v y , S . B . (1 9 8 8) E vid e n c e th at T E T p r o t ei n ftl n Cti o n s a s a m ul ti m e r i n th e i 皿 er

m e m b r a n e of E s c h e ri ch i a c olt . J . B a ct e ri ol . 1 7 0 , 1 7 1 5 - 1 7 2 0 .

73) R n bi n , R . A .

,
a n d Le v y , S . B . (1 9 90) I nt er d o m ai n h y b ri d T et p r ot ei n s c o nfe r tet r a cy cli n e re si st a n c e o nly w h e n

th ey a r e d e ri v e d fr o m cl o s ely r el ate d m e m b e rs of th e l et g e n e fa mi l y ･ J ･ B a ci eri ol ･ 1 7 2 , 2 3 0 3
-2 3 1 2 ･

7 4) R n bi n , R . A .
,
an d Le v y , S . B . (1 9 9 1) T e t p r o t ei n d o m ai n s i n t er a c t p r o d u c d v ely t o m e di at e t etr a cy cli n e

r e si st an c e w h e n p r es e n t o n s e p a r at e p oly p e p ti d es ･ J ･ B a c ie ri o l ･ 1 7 3 , 4 5 0 3 4 5 0 9 ･

7 5) S u m , P .
- E .

,
Le e

,
V . J .

,
T e s t a

,
R . T .

,
姐 a v k a

,
J . J .

,
E ll e s t a d , G ･ A ･

,
B l o o m

,
J ･ D ･

,
G l u z m an

,
Y ･

,
a n d T al 1y ･ F ･

p . (1 9 9 4) G ly cyl cy cli n e s . 1 . A n e w g e n e r a d o n of p ot e n t a mi b a ct e ri al ag e n ts th r o u gh m o difi c ad o n of 9
-

a mi n ot et r a c y cli n e . J . M e d . C h e m ･ 3 7
,
18 4 - 4 8 8 ･

7 6) D o r m an ,
C . J .

,
F o s t er

,
T . J .

,
an d S h a w

,
W .
Ⅴ. (1 9 8 6) N u cl e otid e s e q u e n c e of th e R 2 6 chl o r a m p h e ni c ol

r esi sta n c e d et e mi n a r[t a n d id e mi fi c a ti o n o f it s g e n e p r o d u ct ･ G e n e 4 1 , 3 4 9
- 3 5 3 ･

7 7) B is s o n n ett e , L .
,
C h am p e ti e r , S . , B ui s s o n , J .

- P .
,
an d R o y , P ･ H ･ (1 9 9 1) C h ar ac t e ri z ati o n of th e n o n e n z ym atic

c hl o r am p h e ni c ol re si st a n c e ( c m lA) g e n e o f th e I n 4 i n t e g r o n of T n 1 6 9 6 : Si mi la ri ty of th e p r
o d u ct t o

t r an S m e m b r a n e tr an sp o rt p r o tei n s ･ J ･ B a ct e ri o l ･ 1 7 3 ･ 4 4 9 3
- 4 5 0 2 ･

7 8) S t o k es , H . W .
,
皿 d H al l

,
R . M . (1 9 9 1) S eq u e n c e an al y sis of th e i n d u cibl e chl o r am p h e ni c ol r e si st 皿 C e

d et e mi n an t i n th e T n1 6 9 6 i n t eg r o n s u g g est s r e g ul a d o n b y tr an sl ati o n al atte E u ati o n ･ Pl a - i d 2 6
,
1 0 - 1 9 ･

7 9) B e n tl ey , J . , H y att , L ･ S ･
,
A i nl e y , K ･

,
P a ri s h

,
J I H ･

,
H e rb e rt

,
R ･ B ･

,
a n d W hit e ･ G I R ･ (1 9 9 3) C l o ni n g a n d

s eq tl e n C e an al y si s of a n E s ch eri ch i a c oli g e n e c o n fe mi n g b
i c y cl o m y cl n r e Sist 皿 C e ･ G e n e 1 2 7

,
1 1 7 - 1 2 0 ･

8 0) N a r o dits s k ay a , V .
,
S c hl o ss e r , M : J . , F a n g , N ･ Y ･

,
a n d Le w i s , K ･ (1 9 9 3) A n E ･

c oli
･ g
e n e e m rD is in v ol v ed i n

ad ap t a ti o n t o l o w e n e rg y sh o ck ･ B i o c h e m ･ B i o p hy s ･ R e s ･ C o m m u n ･ 1 9 占
,
8 0 3 - 8 0 9 ･

8 1) Y o shi d a , I .
,
B o g aki , M ･

,
N a k am u r a

,
S ･

,
U b u k at a , K ･

,
an d K o n n o

,
M ･ (1 9 9 0) N u cl e o ti d e s e q u e n c e 皿d

ch a r a ct e h z ati o n of 血e S t ap hyl o c o c c LLg a u re u S f20 r A g e n e , w hi ch
c o n fe rs r esi sta n c e t o q ui n ol o n es ･ J ･ B a cte ri ol ･

1 7 2
,
6 9 4 2 - 6 94 9 .

8 2) O h s hit a , Y .
,
H ir am at s u

,
K ･

,
an d Y o k ot a

,
T ･ (1 9 90) A p oin t m u t ati o n i n n o rA g e n e is re sp o n sible f or q u i n

ol o n e

r esista n c e i n St a p h ylo c o c cILT a u r e uS ･ B i o c h e m ･ B i op h y s ･ R e s ･ C o m m u 7 1 ･ I 7 2 , 1 02
8 - 1 03 4 ･

83) N e yfhk h , A ･ A ･
,
B o rs c h

,
C ･ M ･

,
a n d K a a t z , G ･ W ･ ( 1 9 93) Fl u or o q ui n ol o n e r e sista Ln C e P r ot ein N o r A

of

st a p hy lo c o c czm a u r e w is a m
ul ti d rtl g effltlX t r a n S P O rt e r ･ A n ti m i c r o b ･ A g e n ts C h e m o ih e r ･ 3 7 , 1 2 8

-1 2 9 ･

8 4) K a at z , G . W .
,
S e o , S ･ M ･

,
a n d R u b l e

,
.

C ･ A ･ (1 99 3) E fn u x
- m edi at ed fl u o r o q u i n olo n c r e si sta n c e i n

s t ap h ylo c o c c Ⅰ∬ a u r eLLg ･ A n ti m
i c r o b ･ A g e n t s C h e m o th e r ･ 3 7 , 1 0 8 6

-1 0 94 ･

8 5) N e yf ak h , A ･ A ･
,
Bid n e n k o

,
V ･ E ･

,
a n d C h e n

,
L ･ B ･ (1 9 9 1) Ef fl 拡

- m e di at e d m 舶 d ru g r e sist an c e i n B a cillu
s

s u b tili s : Si mi l a ri ti e s a n d dis si mi l a ri ti e s w i th th e m a m m al i a n s y st e m ･ P r o c ･ N atl ･ A c a d ･ S ci ･ U S A 8 8
･
4 7 81 -

4 7 8 5 .

8 6) N ey fh k h , A ･ A ･ ( 1 9 9 2) T h e m ul ti d ru g effl u - an sp o rt e r of B
a cillu s s u btili s i s a st ru ct u r al a n d ft m c ti o n al

h o m ol o g of th e S i a p hyl o c o c czLg a u r eZi
S N o r A p r o t ein ･ A n ti m i c r o b ･ A g e nt s C h e m ot h e r ･ 3 6 , 4 8 4

-4 8 5 ･

8 7) A h m ed , M ･

,
B o r s c h

,
C ･ M ･

,
T ayl o r , S ･ S ･

･
V a z q u e z

- L asl o p , N ･
,
a n d N e y f ak h , A ･ A ･ (1 9 9 4) A p r ot ei n th at

a cti v at es e x p r e s si o n of a m ul d d ru g ef n tl X tr a n sp o r
t er tlP O n bin di n g th e

t ra n s p o rt e r s ub st r at es ･ J ･ B i o l ･ C h e m
･

2 6 9
,
2 8 5 0 6 - 2 8 5 13 .

8 8) A h m e d , M .
,
L y a s s , L ･

,
M a rk h am ,

P ･ N ･
,
T ayl o r , S ･ S ･ , V a z qtle Z L asl

o p , N ･
,
a n d N e yf a k h , A ･ A ･ ( 1 9 9 5) T w o

hi gh ly si mi l a r Ⅲ 加 d ru g t r an s p o rt e r s of B a cill us s u b tili s w h o s e
e x p r e s si o n is d

iff er e n ti ally r eg ul ate d ･ J ･

B a ct e ri ol . 1 7 7
,
3 9 0 4 -3 9 1 0 .

8 9) B olh u is , H ･

,
P o el ar e n d s

,
G ･

,
v an V e e n , H ･ W ･

,
P o o lm an

,
B ･ , D ri e s s e n , A ･ J ･ M ･

,
a n d K o ni n g s ･ W ･ N ･ (1 9 9 5)

T h e l a ct o c o c c al l m r P g e n e e n c d es a p r ot o n m o ti v
e f o r c e -d e pe n d e n t dr ug tr an sp o rt er ･ J

･ B i ol ･ C h e m ･ ヱ7 0
･

2 6 0 9 2 -2 6 0 9 8 .

ー 1 3 9
-



90) D es o m e r , J ･ , V e r e e c k e , D .
,
C r e spi , M .

,
an d v a n M o n t ag n , M . ( 1 9 9 2) T h e pl as mi d

- e n c o d e d chl o r a m p h e ni c ol
-

r e sist a n c e p r o t ei n of 助 o d o c o c c u s f a s ci a n s i s h o m ol o g o u s t o th e t r an s m e m b r a n e t etr a cy clin e ef n u x p r o t ei n ･

M ol . M i c r o b i o l . 6
,
23 7 7 -2 3 8 5 .

9 1) D itt ri ch , W .
,
B et zl e r

,
M ･

,
an d S ch r e m p f , H . (1 9 9 3) An a m plifi abl e an d d el et a bl e chl or a m p h e ni c ol -r e sis t 皿 C e

d et er mi n a n t of St r ep t o m y c e s li vi d a n s 1 3 2 6 e n c o d e s a p tlt a d v e t r an s m e m b r an e p r o t ein . M o l . M i c r o b i ol ･ 5 ,

2 7 8 9 -2 7 9 7 .

9 2) T e m e nt , J . M .
,
L y o n , B . R .

,
Gill e spi e , M . T .

,
M a y , J . W .

,
a n d S k u rr ay , R . A . (1 9 8 5) C l o ni n g a n d e x p r es si o n

of l as mi d - m edi at e d q u at e m ar y a 皿 O ni Ⅶ n r esi st a n c e i n E s ch e ri chi a c olt . A nti m i c r o b . A g e nt s C h e m o th e r ･ 2 7 ,

7 9 -8 3 .

93) R o u ch , D . A .
,
C r am

,
D . S .

,
D i B er a rdi n o

,
D .

,
Lit d ej o lm ,

T . G .
,
an d S k u rr ay , R . A . ( 1 9 9 0) E fn u x - m e di at ed

an d s e p ti c r esist an c e g e n e q a cA fr o m S t ap hyl o c o c c u s a u r e u s: c o Ⅱ 皿 O n a n C e S 打y wi th t et r a c y cli n e
- a n d s u g ar

-

t r a n sp o rt p r o t ei n s . M o l . M i c r o bi ol . 4 , 2 0 5 1
- 2 0 6 2 .

9 4) L ittl ej o h n , T . G .
,
P a uls e n

,
Ⅰ. T .

,
G ill e s pi e , M ･ T .

,
T e n n e n t

,
J . M ･

,
M id gl e y , M ･

,
J o n e s

,
Ⅰ･ G ･

, P u r e w al , A ･ S ･
,

a n d S k u m y , R . A . (1 9 9 2) S u b s b
･

at e s pe cificity a n d e n e r g eti c s of a n ti s e p ti c a n d disi n fe ct a nt r esist an c e i n

S t ap hylo c o c c Ⅰ∬ a u r e us . F E N S M i c r o bi o l ･ I , ett ･ 9 5
,
2 5 9 - 2 6 6 ･

9 5) P a ul s e n , Ⅰ. T .
,
a n d S kn r r ay , R . A . (1 9 93) T o p ol o g y , s t ru cttlr e a n d e v olllti o n of t w o f a mi lie s of p r o t ei n s

i n v ol v e d i n an 丘bi o ti c a n d an ti s eptl C r e si st a n c e in e u k ar y ot e s 皿d p r ok ar y ot es
- a n a n al y si s ･ G e72e I 2 4 , ト1 1 ･

9 6) L o m o v sk a y a , 0 .
,
a n d Le w is

,
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,
L e wi s

,
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,
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,
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9 8) N e al , R . J .
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a n d C h at e r

,
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,
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,
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,
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e n e s b y bi n di n g t o an in t e rg e ni c o pe r at or r e gl O n ･ J ･
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,
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,
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,
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1 0 2) F e r n 血d e z - M o r e n
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o
,
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,
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,
H op e o o d , D ･ A ･

,
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4 6 9 -7 8 0 ･
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,
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,
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,
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,
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,
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,
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,
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,
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,
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,
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,
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D r o c o u rt

,
D ･
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Ⅰ･ (1 9 9 2) Cl o ni n g a n d ch a r a ct e ri z ati o n of th e m v r C

g e n e of E s c h e ri chi a c o lt K
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,
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,
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1 2 0) Li , X ･

- Z ･
,
Li v e r m o r e

,
D ･ M ･
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D ･ M ･
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,
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,
W ･

,
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- m edi at e d e ry th r o m y ci n
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C h e m op t h e r ･ 3 0 , 6 5 3
1 65 8 ･

1 2 7) G old m an ,
R ･ C ･

,
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24 -
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i s ･ A nii m i c r o b ･ A g e nt s
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,
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,
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,
J ･ H ･

,
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･
B a um b e rg ･ S ･
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er of th e A 甘 -bi n din g tr 弧 SP O rt S u p e r
-

g e n e

- 1 4 1 -
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,
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u c eii u s
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U S A 8 S
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,
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,
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,
G eis tli c h

,
M ･

,
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,
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,
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,
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,
K ･

,
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t r an sp o rt p r o t ei n s ･ G e n e 1 1
5
,
9 3 - 9 6 ･

1 3 3) G eis di c b , M ･
,
L o si c k

,
R ･

,
T tlr n e r

,
J ･ R ･

,
R a o

,
R ･ N ･ ( 1 9 9 2) C h ar a ct e ri z ad o n of a n o v el r

eg ul at o r y g e n
e

g o v e mi n g th e e x p r e s si o n
o f a p oly k e ti d e sy n th as e g e n e i n

S ir ep t o m y C eS a m b of a ci e n s ･ M ol l M i c r ob i ol ･ 6 ･
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1 3 4) R o d ri g u e z , A ･ M ･
,
O l an o

,
C ･

,
V il c h e s , C ･

,
M e n d e z

･
C ･

･
a n d S al as

,
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B ･
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,
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a n d A T P -d e pe n d e n t e m tLX fr o m
l e tk e mi a G en s: M ol e c ul ar ch a r a ct e ri z a ti Q n Of gl ut athio 且e

-

Pl a 血 - c
o m pl e x 皿d

its bi ol o gi c al stlg nifi c an e e ･ J ･ B i o l ･ C h e m ･
2 6 8

,
2 0 1 1 6 - 2 0 1 2 5 ･

1 3 9) Is hik a w a , T ･
,
W ri gh t , C ･ D ･

,
an d l shi z u k a , H ･ ( 1 9 9 4) G S - X p um p is ft m cd o n

al 1y o v e r e x p r e s s ed i 且
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J . B i o l . C h e m . 2 6 9
,
2 9 0 8 5 - 2 9 0 9 3 ･

1 4 0) Pi kn 1 a , S ･
,
H ay d e n , J ･ B ･

,
A w a sthi

･
S ･

,
A w a sthi

･
Y ･ C ･

･
an d Zi m ni ak ･ P ･ (1 9 9 4) O r g a ni c a ni o n

- u a n s p o 血 g
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ati o n ･ J ･ B i ol ･ C h e m ･

2 6タ
,
2 7 5 6 6 - 2 7 5 7 3 .

1 4 1) Pik ul a , S ･
,
H ay d e n , J ･ B ･

,
A w as th i

,
S ･

･
A w a sthi

,
Y ･ C ･
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,
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1 4 2) G e o rg e , A . M ･
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,
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,
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,
H al l

,
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,
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e i n K le b siell a p 7W u m O
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n o v el g e n e , r a m A , c o nf e rs a m ulti d m g r e si st an c e p h e n ot yp
e i n E s ch e ri ch i a c oli ･ M ic r o bi olo g y 4 1 , 1 9 0 9

- 1 9 2 0 ･

1 4 8) Al t e n b tlC lm er , J ･ , S c h mi id , K ･
,
an d S ch mi tt

,
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st ru ct u r al a n d r e g d at o ry g e n e s m edi a 血g r e sis ta n c e ･ J ･ B a ct e ri ol ･ 1 5 3 , 1 1 6
-1 2 3 ･

1 4 9) W at e r s , S . H .
,
R o g o w s k y , P .

,
G 血 st e d

,
J ･
,
Al t e n b u c lm er

,
J ･
,
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,
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l O -lik e el e m e n t in EIa e m op h il u s p ar ai nP u e n z a e r e s ul t s fr o m a m tlt ad o n
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B e ck e r

,
J ･
,
an d 托11 e n

,
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,
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,
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,
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,
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,
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,
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,
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- 7 3 ･
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,
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,
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,
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7 6 5 .
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,
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,
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,
4 9 -5 7 .

1 6 8) S ak ag u chi , R ･
,
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,
H ･

,
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,
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-



1 6 9) P al v a , A .
,
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,
Si m o n e n

,
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,
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,
H .

,
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,
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,
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,
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,
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G e n e 9 4
,
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1 7 1) S ch w ar z , S . , C ard o s o , M .
,
a n d W e g e n e r , H . C . (1 9 9 2) N u cl e o 也d e s e q u e n c e an d p h yl o g e n y of th e l et(L)

t et r a cy cli n e r esi sta n c e d et e r mi n a n t e n c o d ed b y pl as 血 d p S T E l f
r o m St a p hyl o c o c c u s h yi c u s ･ A nti m i c r o b ･

A g e n t s C h e m o th e r ･ 3 6 , 5 8 0
- 5 8 8 ･

1 7 2) P l att e e u w ,
C .

,
M i chi el s

,
F .

,
J o o s

,
I .

,
S e u ri n ck

,
J

･
,
an d d e V o s

,
W ･ M ･ (1 9 9 5) C h a r a ct e d z ati o n an d

h et e r ol o g o Ⅶs e耳p r e S Si o n of th e t eiL , g e n e a n d id e n ti fi c a ti o n o f is o
-I S S 1 el e m e n t s fr o m E 71t e r O C O C C uS jTa e c alis

pl a s mi d p J H l . G e n e 1 6 0 , 8 9 - 9 3 ･

1 7 3) M ar ti n , P .
,
T ri e u - C u ot

,
P .

,
a n d C o u rv al i n

,
P . (1 9 8 6) N u cl e o 也d e s eq u e n c e o f th e t et M t etr a c y cli n e r esist a n c e

d et e mi n a n t of th e st r ep t o c o c c al c o I 耶g ati v e s h nt也e tr a n sp o s o n T n 1 5 4 5 ･ N u cl ei c A cid s R e s ･ 1 4 , 7 0 4 7 - 7 0 5 8 ･

1 7 4) S a n c h e z
- P e s c ad o r

,
R .

,
B r o wn

,
I . T .

,
R ob erts

,
M .

,
a n d U rd e a

,
M ･ S ･ (1 98 8) t h e n u cl e o ti d e s eq u e n c e of th e

t e tr a cy c lm e r esista n c e d e t e mi n 皿t t et M fr o m U r e apl a s m a tu e al y ti c um
･ N u clei c A ci d s R e s ･ 1 6

,
1 2 1 6 -1 2 1 7 ･

1 7 5) N e si n , M .
,
S v e c

,
P .

,
L u p ski , J . R .

,
G o d s o n

,
G . N ･

,
K r e is w ir th

,
B ･

,
K o r n bl tl m

,
J ･
,
an d P r oj an ,

A ･ J ･ (1 99 0)

cl o nin g an d n u cl e o ti d e s e q u e n c e of a ch r o m o s o m al1y e n
c o d ed t et r a cy cli n e r esista n c e d et e mi n an t ･ t e l A(叫 ,
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r e u s ･ A nli m i c r o b ･ A g e nt s C h e m o t h e r ･ 3 4 , 2 2 7 3
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1 7 6) B t u d ett , V . (1 99 0) N u cl e o ti d e s eq u e n c e o f th e l et( M ) g e n e o f T n 9 1 6 ･ N u c le i c A cid s R e s ･ 1 8 , 6 1 3 7 ･
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-S al m e r o n
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C ･
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T ri e tl - C l o t , P ･
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A g e nt s C h e m o th e r ･ 3 5 , 1 6 5 7
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C h e m o th e r . 3 2
,
6 6 7 - 6 7 6 .

1 7 9) B w d ett , Ⅴ ･ (1 9 93) tR N A m o dific ad o n a cti vi ty is n e c e s s ary f o r T etO 4)
- m e di at e d t etr a cy di n e r e sist m c e ･ J

･

B a ct e ri ol . i 7 5
,
7 2 0 9 -7 2 1 5 .

1 8 0) S o u g a k o ff , W ･
,
P ap a d op o ul o u , B ･

,
N o r d m a n n

･
P ･

･
an d C o n Ⅳ al i n , P ･ ( 19 8 7) N u cl e o tid e s e q u e n c e an d

di s b ib u ti o n of g e n e tet O e n c d i n g t etr a c y cli n e r e si st an
c e i n C m np yl ob a cte r c oli ･ F E M S M i c ri o bi o l ･ L ･ett ･ 4 4 ,

1 5 3 -1 5 9 .

1 8 1) Le B l an c , D ･ J ･
,
L e e

,
L ･ N ･

,
Tit m a s

,
B ･ M ･

･
S mi th ･ C ･ J ･

･
a n d T e n o v e r

,
F ･ C ･ (1 9 8 8) N u cl e oti d e s e q u e n c e

a n al ysis of t et r a cy cli n e r esist a n c e g e n e t e t O fr o m
St r ep t o c o c c u s m ut a n S D L 5 ･ J ･ B a ct e ri ol ･ 1 7 0 , 3 6 1 8 - 3 6 26 ･

1 8 2) M an a v a th tl , E ･ K ･
,
n r at s u k a

,
K ･

,
a n d T ayl o r , D ･ E ･ ( 1 9 8 8) N u cl e o ti d e s eq u e n c e a n al y sis an d e xp r e ssi o n o

f a

t etr a c y cl in e
- r esist an c e g e n e fr o m C - p ylo b

a ct e rj ej u ni ･ G e n e 石ヱ, 1 7 -2 6 ･

1 8 3) A b , ah am ,
L . J .

,
a n d R o o d

,
J ･ Ⅰ･ ( 1 9 85) C l o nin g an d a n al y si s of th e Cl o st ridi u m p e rP i n g e n s t etr

a cy cli n e

r e sist 皿 C e Pl as mi d , p C Ⅳ3 ･ Pl a s m id i 3
,
1 5 5 - 1 6 2 ･

1 8 4) A b r ah am ,
L . J .

,
a n d R o o d

,
J ･ Ⅰ･ (1 9 8 5) M ol eとu l ar a n al y sis of t r a n sf e r abl e t et r a cy

cli n e r e sis ta n c e pl as mi d s fr o m

c lo sl ridi u m p e rP i ng e n s . J . B a ct e ri ol ･ 1 6 1 , 63 6
- 6 4 0 ･

1 8 5) Sl o a n , J . , M c M u r ry , L I M ･
,
L y r a s , D ･

,
Le v y , S ･ B ･

,
an d R o o d

,
J ･ I ･ (1 9 94) T h e Clo stridi u m p e rP i n g e n s Y

e t P

d e t e mi n a n t c o m p ri s e s t w o o v e rl ap pi n g g e n es: t e i A 肝) , w h i ch m e di at e s
a c d v e t etr a c y di n e ef n u x , a n d t elB(P) ,

w hi ch i s r el at ed t o th e rib o s o m al p r o t e c d o n fa mi ly of t et r a c y cli n e
- r esi st an c e d et e 血 a n ts ･ M ol l M i c r o bi ol ･ I 1 ,

4 0 3 _4 1 5 .

1 8 6) N ik oli ch , M ･ P ･
,
S h o e m ak e r , N ･ B ･

･
a n d S al y er s , A ･ A ･ ( 1 9 9 2) A B a ct e r oid e s t etr a c y d i n e r esis

t an c e g e n e

r e p r e s e n ts a n e w cl as s of ri b o s o m
e p r o te c ti o n t etr a cy cli n

e r e sist a n c e ･ A n ti m i c r ob ･ A g e nt s C h e m oth e r ･ 3 石,

1 0 0 5 -1 01 2 .

1 8 7) L ipi n e , G ･
,
L a cr oi x

,
J ･ - M ･

,
W al k er

,
C ･ B ･

,
a n d f l o g u ls k e

- F o x
,
A . ( 1 99 3) S eq u e mi n g o f a le t(Q) g e n e is ol at

e d

fr o m B a c te r oid e s P a g ilis 1 1 2 6 . A n ti m i c r o b ･ A g e n t s C h e m o t h e r ･ 3 7 ･ 2
0 3 7 -2 04 1 ･

1 8 8) C h ar p e n ti e r , E ･
,
G erb a u d

,
G ･

,
an d C o t - ali n

,
P ･ ( 1 9 93) C h a r a ct c ri z ad o n o f a n e w cl a ss of t etr a c y

cli n e -

r esi st an c e g e n e l et(S) i n L i si e ri a m o n o cy t o g e n e S B M 4 2 1 0 ･ G e n e 1 3 1 ･ 2 7 3 4 ･

1 8 9) C h ar pe n ti er , E ･
,
G e rb a u d

,
G ･

,
an d C o u r v al in , P ･ (1 9 9 4) P r e s e n c e of th e Li st e ri a t etr ac y clin e

r e sist a n c e g e n e

i e t(S) i n E n te 't' c o c c u sjTa e c a lis ･ A nti m i c r o b ･ A g e nt s C h e m o th e r ･ 3 S , 2 3 3 0
- 2 3 3 5 ･

- 1 4 4
-



1 9 0) G tli n e y , D . G .
,
H a s eg a w a , P .

,
a n d D a vi s C . E . ( 1 9 8 4) E x p r e s si o n i n E sc7 - ic hi a c olt of cr yp ti c t et r a

cy cli n e

r e si st a n c e g e n e s fr o m b a ct e r oid es R pl a s mi d s ･ Pl a s m i d i 1 , 2 4 8
- 2 5 2 ･

1 9 1) S p e e r , B ･ S ･
,
a n d S al y er s , A ･ (1 9 8 8) C h ar a ct e ri z ati o n of a n o v el t et r a c y clin e r esist 皿 C e t h at f un

cti o n s o nl y i n

a e r o bi c al ly g r o w n E s ch e ri c hi a c oli ･ J ･ B a ct e ri ol ･ i 7 0 , 1 4 2 3
- 14 2 9 ･

1 9 2) P a rk , B . H .
,
an d Le v y , S ･ B ･ ( 1 98 8) T h e c ry p也c t e tr a c y cli n e r e sist a n c e d et e 血 n an t o n T n 44 0 0 m edia

t es

t et r a cy cli n e d eg r ad a d o n as w ell a s t et r a cy cli n e e 組tlX ･ A n ti m i c r o b ･ A g e nt s C h e m o th e r ･
3 2 , 1 7 97 - 1 8 0 0 ･

1 9 3) S p e e r , B ･ S ･
,
an d S al y e r s , A ･ A ･ (1 9 8 9) N o v el a e r o bi c t et r a cy cli n e r e si st a n c e g e n e th at ch e mi c al ly m

o difi es

t etr a c y cli n e ･ J ･ B a ct eri ol ･ I 7 1 , 14 8
-1 5 3 ･

1 9 4) S p e er , B ･ S ･
,
B ed z y k , L ･ ,

a n d S al y e rs , A ･ A ･ ( 1 9 9 1) E vi d e n c e th at a n o v
el t etr a c y cli n e r e si st a n c e g e n e f o u n d o 且

t w o B a c te r oid e s t ra n sp os o n s e n c o d e s an N A D P
-r e qt n rl n g O Xid o r e d

n ct a s e ･ J ･ B a ct e ri ol ･ 1 7 3 , 1 7 6 - 1 8 3 I

1 9 5) Y a m a g u c hi , A ･
,
S hii n a

,
Y ･

,
Ki m u r a

,
T ･

,
an d S a w ai

,
T ･ C y s

-s c an mi n g m u t a g e n esis of p ut a ti v e tr a n s m e m b r an
e

d o m ai n Ill a n d it s fl a n kin g l o o p r e gi o n s of th e T n l O
- e n c o d e d T et A ･ ( m a n u s cri pt in p r ep ar ati o n)

1 9 6) Ki m u r a , T ･

,
S u z u ki

,
M ･

,
S a w ai

,
T ･

,
an d Y am ag u chi ･ A ･ D et e mi n ati o n of a tr a n s m e m b r an e s eg m e n t u si n g

cy st ei n e
- s c a 血 n g m u t a n ts of t ra n sp o s o n

T n l O - e n c o d ed m et al -t etr a c y cli n e/ H
＋ an ti p o rt e r ･ (s u b mi tt ed f o r

p u bli c ati o n)

1 9 7) T ayl o r , J ･ W ･
,
O tt

,
J ･
,
a n d E ck st ei n

,
F ･ (1 9 85) T h e r a pid g e n e r ati o n of oli g o n n cl e o 丘d e

- dir e ct e d m u t ag e n esis at

hi gh fr e q u e n cy u s ln g Ph o sp h o r o 血 o at e
- m o difi e d D N A ･ N u cl ei c A ci d s R e s ･ 1 3 , 8 7 6 4 -8 7 8 5 ･

1 9 8) Y am am o t o , T ･
,
T an ak a , M ･

,
N oh a r a

,
C ･

,
F u k un ag a , Y ･

･
a n d Y am a gi shi , S . ( 1 98 1) T r a n sp o siti o n of th e

o x a ci11i n -h y d r oly zi n g pe ni cilli n as e g e n e ･ J ･ B a ct e r
i ol ･ 1 4 S , 8 0 8 1 8 1 3 ･

1 9 9) V i eir a , J . , a n d M e s si n g , J ･ (1 9 8 7) P r o d u c ti o n of si n gl e
- st r a n d e d pl a s mi d D N A ･ M eth o d s E n z y m ol ･ 1 S ,3

,
3 - 1 1 I

2 0 0) Y an is ch
-P er r o n

,
C ･

,
V i eir a , J ･ , a n d M e s si n g , J ･ ( 1 98 5) h p r o v ed M 1 3 p h ag e cl o ni n g v e c

t o r a n d h o st str ai n s:

n tl Cl e o ti d e s e q u e n c e s of th e M 1 3 m p 1 8 a nd p U C 1
9 v e ct o r s ･ G e n e 3 3

,
1 0 3 -1 1 9 ･

2 0 1) E 血 k el , T ･ A ･ (1 9 8 5) R apid a n d effi ci e n t sit e
-s p e cifi c m n t ag

e n e si s wi th o ut p h e n oty pi c s ele cd o n ･ P r o c ･ N atl･

A c a d . S ci . U S A & ヱ
,
4 8 8 - 4 9 2 .

2 0 2) K un k el , T ･ A ･
,
R o b e rts , J ･ D ･

,
a n d Ri ch ar d

,
A ･ Z ･ (1 9 8 7) R apid an d effi ci e nt sit e

-s p e cific m ut a g e n e sis
wi th o u t

p h e n o ty p IC S el e
cti o n ･ M eth o d s E n zy m ol ･ 1 S 4 , 3 6 7 3 8 2 ･

2 03) B r e n t , R ･
,
an d P t a 血 e , M ･ (1 98 1) M e ch a mi m of a c h o n o f th e l e x A g e n e p r

o 血 ct ･ P r o c ･ N a tl ･ A c a d ･ S ci ･ U S A

7 S
,
4 2 04 - 4 2 0 8 .

2 0 4) K li o n s k y , D I J ･
,
B ru sil o w

,
W ･ S ･ A ･

,
a n d Si m o ni

･
R D ･ (1 9 8 4) I n vi v o e vid e n c e f o r th e r ol e of th e c s ub

t mi t

a s an i n hibit o o r o f th e p r ot o n
-tr an sl o c a h n g A T P a s e of E s c h e ri c hi a c o

li ･ J ･ B a ct e ri o l･ 1 6 0
,
1 05 5 -1 0 6 0 ･

2 0 5) I w am o t o , A ･

,
O m ot e

,
H ･

,
H a n ad a , H ･

,
T o mi o k a

･
N ･

,
It ai

･
A ･

,
M a e d a

,
M ･

,
a n d F u t ai

,
M ･ ( 1 9 9 1) M ut ati o n s i n

s e,1 7 4 a n d th e gl y cin e - ri c h s e q u e n c e ( Gl y
1 49

,
G l y
1 5 0

,
an d T b 15 6) i n th e βs 血 ri t of E s ch e ri c hi a c o lt H

' -

A T P as e . J . B i o l . C h e m . 2 6 6
,
1 6 3 5 0 - 1 63 5 5 .

2 0 6) M o ri y am a , Y ･
,
I w a m ot o

,
A ･

,
= a n ad a

,
H ,

,
M a e d a ･ M ･

･
an d F u t ai ･ M ･ (1 9 9 1) O n e

- st e p p mi fic ati o n of

E s c h e ri c hi a c olt H ＋ - A T P as e O =6 F I) a n d its r e c o n s ti t u d o n i n t o lip o s o m e s w ith n
e w ot r a n s mi tt e r tr a n sp o rt e rs ･ J ･

B i o l . C h e m . 2 6 6
,
2 2 1 4 1 - 22 1 4 6 .

2 0 7) T ak e shit a , S ･
,
S at o

,
M ･

,
T o b a

,
M ･ , M a s a h a; hi ･ W ･

,
弧d H as hi m ot o - G o t b h

,
T ･ (1 9 8 7) t B gh - c o p y

- n u m b er l
an d

l o w - c o p y
- - r v e ct o rs f o r l a c Z α - c o m pl e m e nt ati o n a n d chl o r am p h

e ni c ol - or k a n am y cl n
-r e sist an c e s el e cd o n ･

G e n e 6 1
,
6 3 - 7 4 .

2 0 8) S t o k e r , N ･ G ･
,
F ai r w e a th er , N ･ F ･

,
a n d S p r att , B ･

G ･ (1 98 2) V e r s atil e l o w
- c o p y

-r u - b er pl a s mi d v e ct o rs f or

cl o n l n g i n E sc h e ri chi a c oli ･ G e n
e 1 8

,
33 5 -3 4 1 ･

2 0 9) H ar ay am a , S ･
,
O g u c hi , T ･

,
a n d Ii n o , T ･ (1 9 8 4) D o es T n l O t r an sp o s e vi a th e c oi n

t eg r at e m ol e c ul e? M ol l G e n
･

G e n ei . 1 9 4
,
4 4 4 - 4 5 0 .

2 1 0) I w a k L m ,
M ･

,
an d T a n a h ,

T ･ (1 9 9 2) D ih y d r o f ol at e r ed n ct a s e g e n e a s
a s v e rs adl e e xp r es si o n m a=k er ･ J ･

B i o c h e m .( T o ky o) i l l , 3 1 3 6 ･

2 1 1) I w ak u r a , M ･
,
F t - s a w a , K ･

,
K o k u b u ･ T ･

,
O h as hi

,
S ･

,
T a n ak a

･
Y ･

,
S hi m u r a

,
Y ･

･
a n d T s u d a

･
K ･ (1 9 9 2)

D ih y d r o fol at e r ed u ct as e a s a n e w
ft

af{1 nity h a n dle
”

･ J ･ B i o c h e m ･ ( T o k y o) 1 I i I 3 7
- 4 5 ･

21 2) S am b o ok , J ･ , F ri t s c h , E ･ F ･
,
an d M a n i atis , T ･ (1 9 8 9) M ol e c ul ar C l o mi n g , A l ab o r at o ry m

an u al ( S e c o n d

editi o n) C ol d S p ri n g H ar b o r L ab o r at or y P r e s s ･

2 1 3) 大寺美登里 (1 9 8 7) R プラス ミ ド支配テトラ
サイク l) ン 耐性機構の研究 (千葉大学

･ 薬学部､ 博士

論文)

- 1 4 5 -



2 1 4) B ir n b oi m , H ･ C ･
,
an d D oly , J ･ (1 9 7 9) A r a pid al k al i n e e xtr a cd o n pr o c e d u r e f o r s cr e

e ni n g r e c o m bin a n t pl as mi d

D N A . N u cl ei c A ci d s R e s . 7
,
1 5 1 3 - 1 5 2 3 .

2 1 5) N a k am ay e , K ･
,
an d E c k st ein , F ･ (1 9 8 6) h hibiti o n of r e st ri cd o n e n d o n u cl e a s e N cil cl

e a v a g e b y

p h o sp h o r o 血 o at e g r o o u p s a n d its appli c a ti o n t o ol
i g o n u cl e o ti d e

- dir e cte d m tlt ag e n e Si s ･ N u cl ei c A ci d s R e s ･ 1 4 ,

9 67 9 - 9 6 9 8 .

2 1 6) S an g e r , F ･ , N i c kl er , S ･
,
a n d C o ul s o n , A ･ R ･ (1 9 7 7) D N A s eq u e n ci n g w i th c h ai n

-t e mi n a 血g i n hibit o r s ･ P r o c
･

N a tl . A c a d . S ci . U S A 7 4
,
5 4 6 3 -5 46 7 .

2 1 7) B li gh ,
E ･ G ･

,
a n d D y e r , W ･ J ･ (1 95 9) A r apid m et h o d f o r t o t al 1ipid e x t r ac ti o n a n d p

t d i c ati o n ･ C a n ･ J ･

B i o c h e m . P h y si ol ･ 3 7 , 9 1 1
- 9 1 7 ･

2 1 8) O s b o m ,
M ･ J ･

,
G a n d e r

,
J ･ E ･

,
P a ri s

,
E ･

･
a n d C a rs o n , J ･ ( 1 9 7 2) M e c h mi s m of a s s e m bly of th e o u t er m

e m b r an e

of S al m o n ell a typ hi m u ri u m : Is ol a d o n an d ch ar a
ct e ri z ati o n o f c yt o pl a s mi c a n d o u t er

m e m b r a n e ･ J ･ B i ol ･ C h e m ･

2 4 7
,
3 9 62 - 3 9 7 2 .

2 1 9) K a n a z a w a , H ･
,
M iki

,
T ･

,
T a m t -

,
F ･

,
Y u r a

,
T ･

,
a n d F u t ai

,
M ･ (1 97 9) S p e ci al i z e d t r a n sd u ci n g p h ag e 九 c a rryin g

th e g e n e s fp r c o u pli n g f a c t o r of o mi ti v e ph
o sp h o r yl a d o n o f E s

ch e ri chi a c olt: I n cr e as e d sy n th e sis of c o u plin g

f a ct o r o n in d u c ti o n of p t o ph ag e 九as n ･ P r o c ･ N a tl ･ A c a d ･ S ci ･ U S A 7 6 , 1 1 2 6
- 1 1 3 0 ･

2 2 0) L o w r y , 0 ･ H ･
,
R o s e n b r o u gh ,

N ･ J ･
,
F a rr

,
A ･ L ･

･
a n d R a n d al l

,
R ･ J ･ (1 9 5 1) P r o t ei n m e a s u r e m e n t w i th th e F oli n

p h e n ol r e ag e n t ･ J ･ B i ol ･ C h e m ･ 1 9 3
･
2 6 5 - 2 7 5 ･

2 2 1) S ch affn e r , W ･
,
an d W ei s s m an n , C ･ ( 1 97 3) A r apid ･ s e n si也v e ･ an d s p e cifi c m e th o d f o r

th e d et e mi n a d o n of

p r ot ei n i n dil n t e s ol u ti o n ･ A n al ･ B i o c h e m 1 5 6
,
5 0 2 - 5 1 4 ･

2 2 2) L a e d i , Ⅴ･ L ･ (1 9 7 0) C l e a v ag e o f st ru ct ur al p r o t ein s d mi n g th e as s
e m bly of th e h e ad of b a ct e ri o p h ag

e T 4 ･

N a t u re 2 2 7
,
6 8 0 -6 8 5 .

2 2 3) T o w bi n , H ･
,
S t a e h elin

,
T .

,
a n d G or d o n , J ･ (1 9 79) B e ct r o p h ? r ed c t r an sf er of p r

o t ei n s fr o m p oly a cryll a mi d e

g els t o nit r o c ell ul o s e sh e ets: n o
c ed t lre an d s o m e ap pli c a d o n s I P r o

c ･ N a tl ･ A c a d ･ S ci ･ U S A 7 6 , 4 3 5 0 -4 3 54 r

2 2 4) T o w bi n , H ･
,
a n d G o rd o n

,
J ･ (1 9 8 4) Ⅰ - o bl ot ti n g a n d d ot i m m u n obl otti n g

- ct - n t st a b s an d o u d o ok ･ J ･

I m m u n ol . M eth . 7 2
,
3 1 3 -3 4 0 .

2 2 5) B l 皿 ett e , W ･ N ･ (1 9 8 1)
･ W e st e m bl o tti n g

”
: m ec tr op h o r e 也c t r an sf er of p r o t

ei n d fr o m s o dit m d od e c yl s ul f ate
-

p oly ac ryla mi d e g el s
t o un m o dirl ed 血 ∝ 曲 ul o s e a n d r a di og r ap h ic d ete d o n wi th a n d b

od y an d r a di oi o di n t e d

p r o t e ei n A ･ A n al ･ B i o c h e m ･ 1 1 2
,
1 9 5 - 2 0 3 ･

2 2 6) P hilip s o n , L ･ , An d e r s o n , P ･ , 01 sh e v s k y , U ･
,
W ei n b e rg , R ･

,
a n d B al ti m o r e , D ･ (1 9 7 8) T r an sl ati o n of M iiL V

an d M S V R N As i n n u cl e as e -tr e at e d r eti c ul o cyt e e xtr a cts: 瓦血 皿 C e m
e n t Of t h e g ag

-

p ol p oly pe p d
d e w i th y e ast

s u p p r e s s o r t R N A ･ C ell 1 3 ･ 1 8 9 - 1 9 9 1

2 2 7) R o s e n , B . P ･ (1 9 8 6)ュo n e x t ru si o n s y st e m s i n E s ch e ri c hi a c ol
i

･ M e th o d s E n zy m ol ･ 1 2 5 , 3 2 8
- 3 3 6 ･

2 2 8) I w ak t m ,
M ･

,
Sh i m u r a , Y ･

,
a n d T s u d a ･ K ･ (1 9 82) Cl o ni n g of dih y d r of ol at e r

ed u ct a s e g e n e of E s c h e ri c hi a
c olt

K 1 2 . J . B i o c h e m .( T o ky o) 9 1 , 1 2 0 5
- 1 2 1 2 ･

2 2 9) W al ey , S ･ G ･ (1 9 7 4) A sp e ctr op h ot o m eri c a s s a y o 叶1 a ct am
as e o n pe ni ci11in s ･ Bi o ch e m ･ J ･ 1 3 タ, 7 8 9 - 7 9 0 ･

2 3 0) Y am ag u chi , A ･

,
H ir at a

,
T ･

･
an d S a w ai , T ･ (1 98 3) Ki n eti c st u di e s o n in v

es 也g ati o n of C itr ob a ct e r # e u n dii

c ep h ar o s p o ri n as e b y s ul b a ct am
･ A nti m i c r o b ･ A g e n t s C h e m o th e r 1 2 4 , 2 3 3 0

･

2 3 1) Y am ag u chi , A ･
,
Ki m t -

,
T ･

･
an d S a w d

,
T ･ ( 1 9 9 4) H o t sp o ts f o r s u l m y d ryl i n a cti v ad

o n of C y s m ut an ts i n th
e

w id ely c o n s er v ed s e q
u e n c e m o ti fs o f 血e m e t al -t e 仕a C y Cli n e/H

＋ a mi p o " e r of E s ch e ri ch i a c o
li ･ J ･ B i od h e m ･

( T o ky o) 1 1 5 , 9 5 8
- 96 4 ･

23 2) Ki m u r a , T ･
,
I n ag a ki , Y ･

,
S a w ai , T ･

･
an d Y a m ag u chi , A ･ (1 9 95) S ub s B at e

-i n d u c ed a c c ele r a ti o n of N
-

e th y lm al ei mi d e r e a cd o n w it h
th e C y s

- 6 5 m ut an t of th e 仕 an sp o S O n T R I O
- e n c o d e d m e t al - a cy cli n e/H

＋

a n ti p o rt er d ep e n d s o n th e i n
t e r a cti o n of As p

- 6 6 w i th th e s u b st r at e ･ F E B S L e tt ･ 3 6 之, 4 7
- 4 9 ･

2 3 3) Y a m ag u chi , A ･
,
Ki m u r a

,
T ･

･
an d S a w ai

,
T ･ (1 9 9 3) E ff e cts of s ul fh y dr yl r e a g e n t s o n

th e C y s 6 5 m ut a n t p f th
e

tr a m p o s o n T n l O
-

e n c o d ed m et al J etr a cy Cli n e/ H
＋ a n ti p o rt e r o f E s ch e ri c hi

a c oli ･ F E E S L eit ･ 3 2 2 , 20 1 - 2 0 4 ･

2 3 4) E ri c k s o n , J ･ D ･
,
V a r o q ui , H ･

,
S c h a f e r

,
M ･ K ･

- H ･
･
M o di , W ･

,
D i ebl e r , M ･

- F ･
,
W eih e

,
E ･

,
R an d

,
J ･

,
伝d e n

,
L ･

E .
,
B o 皿 er , T . Ⅰ.

,
a n d U sdin , T ･ B ･ (1 99 4) F un c d o n al id e n ti fi c ati o n of a v e si c ul

ar a c e tyl ch oli n e h a n SP O
rt er an d

it s e x p r es si o n fr o m a
--
ch oli n e rgi c

･-

g e n e l o c u s ･ J ･
B i o l ･ C h e m ･

2 6 9
,
2 1 9 2 9 - 2 1 93 2 ･

2 3 5) B ej a ni n , S ･ B ･
,
C e rv ini , R ･

,
M al l et , J ･ , a n d B e 汀 a rd , S ･ (1 9 9 4) A t mi q u e g ep

e or g a ni z ati o nf o r t w o ch
oli n er gi c

m ark er s
,
ch oli n e ac etylt r an sf e r a s e an d a p

u t ad v e v esi c ul ar tr a n s p o rt er of a c etyl ch ol
i n e ･ J ･ B i ol ･ C h e m ･ 2 6 9

,

2 1 9 4 4 - 2 1 9 4 7 .

- 1 4 6
-



2 3 6) R o g h mi ,
A ･

,
F eld m an

,
J ･

,
K o h a n

･
S ･ A ･

,
Shi r z a di

･
A ･

,
G u n d e rs e n , C ･ B ･

,
B r e ch a

･
N ･

･
a n d E d w a rd s

,
R ･ H ･

(1 9 9 4) M ol e c ul ar cl o ni n g of a p u t ad v e v e si cyl a r tr a n sp o rt e r f
o r a c etyl ch ol in e ･ P r o c ･ N atl ･ A c a d ･ S ci ･ U S A 9 i I

1 0 6 2 0 - 1 0 6 2 4 .

2 3 7) B ajj al i eh , S ･ M ･
,
P e t e rs o n , K .

,
S hi n g h al , R ･

,
a n d S c h ell e r

,
R ･ H ･ ( 1 9 9 2) S V 2 ･ a b r ai n sy n ap

ti c v e si cle p r ot ei n

h o m ol o g o u s t o b a ct e ri al t r an s p o rt e rs ･ S ci e n c e 2 S 7 ,
1 27 1 -1 27 3 ･

2 3 8) B ajj al i eh , S ･ M ･
,
P et e r s o n

,
K ･

,
Li ni al

,
M ･

･
a n d S c h ell e r

･
R ･ H ･ (1 9 9 3) B r ai n c o n t ai n s t w o f o r m s of s y n ap

ti c

v e si cl e p r o t ei n 2 ･ P r o c ･ N a tl ･
A c a d ･ S ci ･ U S A 9 0

,
2 1 5 0 - 2 1 5 4 ･

2 3 9) B i n d r a , P ･ S ･

,
K n o w le s

,
R ･

,
a n d B u c kl ey , K ･ M ･ (1 9 9 3) C o n s er v a d o n of t h e a mi n o a cid s eq u e n c e

of S V 2 , a

t r an s m e m b r a n e tr a n sp o rt e r i n s y n ap tl C V e si cl e s a n d
e n d o c 血n e c en s ･ G e n e 1 3 7 , 2 9 9

- 3 0 2 ･

2 4 0) I shig u r o , N ･
,
a n d S at o

,
G ･ ( 19 8 5) N u cl e o ti d e s e q u e n c e of th e g e n e d et er mi nin g p

l as mi d - m edi ate d citr at e

tltili z ati o n . J . B a ci e ri o l. 1 6 4 , 9 7 7 - 9 8 2 .

2 4 1) S as at s u , M ･
,
M i s r a

,
T ･ K ･

,
C h

,
L ･

,
L ad d a g a ･ R ･

,
a n d Sil v e r

,
S ･ ( 1 9 8 5) Cl o ni n g 皿 d D N A

s eq u e n c e o f a

pl a s mi d
- d et e mi n e d citr at e u dliz ati o n s y st e m i n E s ch e ri ch i a c oli ･

J ･ B a ct e ri ol ･ 1 応4 , 9 8 3 - 9 9 3 ･

2 4 2) S e ol , W ･

,
an d S h atk in

,
A ･ J ･ (1 9 9 1) E s c h e ri c hi a c o lt kg lP e n c o d e s a n α

-k et o gl u t a ra te h a n s p O rt e r ･ P TV C ･ N
atl ･

A c a d . S ci . U S A $ 8
,
3 8 0 2 -3 8 0 6 .

2 4 3) M ai d e n , M ･ C ･ J ･
,
J o n e s I M o rti m e r

,
M ･ C ･

,
an d H e n d er s o n ･ P ･ J ･ F ･ ( 1 9 8 8) T h e cl o ni n g , D N A s e q u e n c e ･ an d

o v e r e x p r e ssi o n of th e g e n e ar aE c o din g
f o r a r ab in o s e -p r ot o n s ym p o rt i n E

s ch e ri c hi a c olt K 1 2 ･ J ･ B i ol ･ C h e m ･

三石3
,
8 0 0 3 - 8 0 1 0 .

24 4) D a vi s , E ･ 0 ･
,
an d = e n d e r s o n

･
P ･ J ･ F ･ (1 9 87) T h e cl o ni n g a n d D N A s e q u e n c e

of th e g e n e x yl E f o r x yl o s
e -

p r ot o n s y m p o rt i n E s c h e ri chi a c o
lt K 1 2 ･ J ･ B i ol ･ C h e m ･ 2 6 ヱ

,
1 3 9 2 8 -1 3 9 3 2 ･

2 4 5) B B ch el , D ･ E ･
,
G r o n e n b o rn

･
B ･

,
a n d M hll e r - a ll

,
B ･ (1 9 8 0) S e q u e n c e of t h e l a ct o s e p e rm e a

s e g e n e ･ N at u re

2 8 3
,
5 4 1 - 5 4 5 .

2 4 6) B o ck m aJ m , J ･ , H e u el , H ･
,
an d Le n g el e r ･ J ･ W ･ (1 9 9 2) C h ar a ct e ri z a d o n of a 血 o m o s o m ally

e n c o d e d
,
n o n - P T S

m et ab oli c p a h w a y f o r s u cr o s e u tiliz a ti o n i
n E s ch e ri ch i a c olt E C 3 1 3 2 ･ M ol l G e n ･ G e n et ･ 之3 5 , 2 2 3 2 ･

2 47 ) As 1 a nidis , C .
,
S ch mi d

,
K ･

,
a n d S ch mi tt

,
R ･ ( 1 98 9) N u cl e o d d e s e q u e n c e s a n d op e r o

n st ru c ttu e of pl a as mi d
-

b o m e g e n es m edi ati n g u p t ak e a n d
血1i z ad o n of r affin o s e in E s ch eri c hi a c oli ･ J ･ B a ct e ri ol ･ 1 7 1 , 6

7 53 - 6 7 6 3 I

2 4 8) Y a zy u , H ･
,
Shi ot a - N iiy a , S ･

,
S hi h am ot o , T ･

･
K a n a z a w a , H ･

,
F u t ai , M ･

,
an d T st w hi y a , T ･ (1 9 8 4) N u cl e o tid e

s eq u e n c e of th e m e
l B g e n e an d ch ar act e ri sd cs of

d e d u c e d a mi n o a cid s eq u e n c e Qf th e m
elibi o s e c ard e r in

E s ch e ri chi a c oli . J . B i ol . C h e m ･ 2 5 9 , 4 3 2 0 -4 3 2 6 ･

2 4 9) M u e ckl e r , M ･

,
C a ru s o

,
C ･

,
B al d w i n , S ･ A ･

,
P a ni c o , M ･

･
B l e n ch ,Ⅰ･ , M o r ri s , rI ･ R ･

,
Al l ar d

,
W ･ J ･

･
L i e n h a ld , G ･

E .
,
a n d L o dish

,
a F ･ ( 1 9 8 5) S e q u e n c e a n d st m ctl F e O f a h

u m an gl u c o s e t r a n s p o rt er ･ S ci e n c e 之2 9 , 9 4 1
- 9 4 5 ･

2 5 0) F u k u m o t o , H ･
,
S ei n o

,
S ･

･
I m u r a ･ H ･

･
S ei n o ･ Y ･

,
E d d y ･ R ･ L ･

･
F u k u s hi m a , Y ･

･
B y e rs ･ M ･ G ･

･
S h o w s ･ T ･ B ･

,

an d B ell
,
G . Ⅰ. (1 9 8 8) S eq u e n c e , ti s s u e di st d b u ti o n , an d

ch r o m o s o m al 1 o c ali z ati o n of m N A e n c o di n g a h um 乱

gl u c o s e t ra n sp o rt e r
-lik e p r ot ei n ･ P r o c ･ N a tl ･ A c a d ･ S ci ･

U S A 8 5
,
5 4 3 4 - 5 4 3 8 ･

2 5 1) K ay an o , T ･
,
F - m o t o

,
H ･

･
E d dy , R ･ L ･

,
F an

,
Y ･

- S ･
･
B y e r s , M ･

G ･
･
S h o w s

,
T ･ B ･

･
a n d
･
B ell , G ･ Ⅰ･ (1 9 8 8)

E vid e n c e f o r a fa mi ly o f h l - a n g h c o
s e b a n SP O rte r

-E k e p r o tei n s: S e q u e n c e an
d g e n e l o c al iz ati o n of a p r

o t ei n

e xp r es s e d i n f et al sk
el e t al m u s cl e an d o d l er ti s s u e s ･ J ･ B i ol ･ C h e m ･ 2 6 3

,
1 5 2 4 5 - 15 24 8 ･

2 52) J am es , D ･ E ･
,
St ru b e , M ･

･
a n d M u e ckl e r , M ･ (1 9 8 9) M o le c ul ar cl o ni n g

a n d c h ar a ct mi ad o n o f an i n s ul i n
-

r eg ul at abl e gl u c o s e tra n s p o rt e r
･ N at u re 3 3 8 ･ 8 3

- 8 7 ･

2 5 3) I n h k ai , K ･
,
As a n o , T ･

,
K at a gi ri , H ･

,
I shih a r a ･ H ･

,
A n ai･

,
M ･

,
F u k u shi m a ･ Y ･

,
T s u k u d a

,
K ･

･
Ki k n c hi

･
M ･

,

y a ヱaki
,
Y .

,
a n d O k a , Y ･ (1 9 9 3) Cl o ni n g an d i n c r e as ed e x p r es si o n w i

th f ru ct o s e f e e di n g o f r a tj ej t m al G L U T 5 ･

E n d b c ri n ol og y 1 3 3 , 2 0 0 9
- 2 0 1 4 ･

2 5 4) W ad d ell , Ⅰ･ D ･
,
Z o m er s ch o e , A ･ G ･

･
V oi c e , M ･

W ･
,
a n d B tw ch ell , A ･ ( 1 9 9 2) Cl o ni n g an d e xp r e s si o

n of a

h ep ati c mi c r o s o m
al gl u c o s e & a n s p o n P r ot ei n : C o m p a ri s o

n w it h li v e r pl a s m a
- m e m b r a n e gl u c o s e -t ra n SP O 止

p r o t ei n G L U T 2 ･ B i o c h e m ･ J ･ 之$ 6
･
1 7 3 - 1 7 7 ･

2 5 5) F ei , Y J ･
,
K an ai , Y ･

･
N u s s b e r g er , S ･

,
G an ap at h y ･ V ･

･
Le ib a c h ･ F ･ H ･

･
R o m er o

,
M ･ F ･

･
S i n gh ,

S ･ K ･
,
B o r o n ･

w . F .
,
an d H edig e r , M ･ A ･ (1 9 9 4) E x p r es si o n cl o ni n g o

f a m a - al i a n p r ot o n
- c o u pl e d oli g o pe p

d d e & an sp o rt er ･

N at u r e 3 石島, 5 6 3 -5 6 6 .

2 5 6) Li an g , R ･
,
F ei , Y ･

-J ･ , P r as a d , P ･ D ･
,
R am a m o o r th y ･ S ･

･
H am

,
H ･

,
Y a n g

-F e n g ･ T ･ L H e dig er , M ･ A ･
,

G an ap a th y , V ･
,
a n d Le ib a c h F ･ H ･ (1 9 95) H u m a n i n t e sti n al H

＋/ pe p d d e
'

c o B an S P O r 虹 Cl o ni n g ･
f un cti o n al

e x p r e s si o n , a n d ch r o m o s
o m al 1 o c al i z ati o n ･ J ･ B i o l ･ C h e m ･ 之7 0

･
6 4 5 6 - 64 63 ･

- 1 4 7
･



2 5 7) S zk u mi c k a , K ,
T s ch o p p , J ･ F ･ , An dr e w s , L ･

,
a n d Ci rill o

,
V ･ P ･ (1 9 8 9) S e q u e n c e a n d st ru ctlt u r e Of th e y e as

t

g al a ct o s e tr a n sp ort e r ･ J ･ B a ct e ri o l ･ 1
7 1

,
4 4 8 6 - 4 4 9 3 ･

2 5 8) N ehli n , J . 0 .
,
C arlb e rg , M ･

,
a n d R o n n e , H ･ ( 1 9 8 9) Y e as t g al a ct o s e p er m e a s e is r el at e d t o y e as t an d m a Ⅱ 皿 ali a n

gl u c o s e t r an s p o rt er s . G e n e 8 S , 3 1 3
- 3 1 9 ･

2 5 9) K m c k eb e rg , A ･ L ･
,
an d B is s o n , L ･ F ･( 1 9 9 0) T h e H g T2 g e n e of S a c ch a ,v m y c e s c e r evi si a e is･ re q uir ed f or hi gh

-

affi nity gl u c o s e t r an s p o rt . M o l l C ell ･ B i ol ･ 1 0 , 5 9 03
- 5 9 1 3 ･

2 6 0) C h otl , P ･ Y .
,
a n d F as m a n

,
G ･ D ･( 1 9 7 4) P r e di c d o n o f p r o t ei n c o n f o r m ati o n ･ B i o ch e m i stlT i 3 , 2 2 2

-2 4 5 ･

2 6 1) Le vitt , M . (1 9 7 8) C o nf o rm a ti o n al p r ef e r e n c e s of a mi n o a cid s i n gl o b 血 p r ot ei n s ･ B i o ch e m
i stry 1 7 , 4 27 7

-

4 2 8 5 .

2 6 2) K y t e , J . , a n d D o olittl e , R ･ F ･( 1 9 8 2) A si m pl e m et h o d f o r di spl ayi n g th e h yd r o p a th ic c h ar a c te r of a p r ot
ei n ･ J ･

M ol . B i o l . 1 5 7
,
1 0 5 - 1 3 2 .

2 6 3) Ki n g , S . C .
,
H a n s e n

,
C ･ L ･

,
a n d W ils o n

,
T ･ = ･ (1 9 9 1) T h e i n t er ac h o n b et w e e n a sp ar ti c a cid 2 3 7 a n d ly si n e

3 5 8 i n t h e l a ct o s e c ar ri er of E s ch e ri c hi a c olt . B i o ch i m ･ B i o p hy s ･ A ci a 1 0 6 2 , 17 7
- 1 8 6 ･

2 6 4) L e e , J . -I ･ , H w an g , P ･ P ･
,
H an s e n

,
C
”
a n d W ils o n ･ T ･ H ･ (1 9 9 2) P o ssibl e s al t b ri d g e s b et w e e n t r an s m e n b r a n

e

α _ h elic e s of th e l a c t o s e c a r ri e r of E s ch e ri ch i a c oli ･ J ･ B i ol ･ C h e m ･ 2 6 7
,
2 0 7 5 8 -2 0 7 6 4 ･

2 6 5) S ahi n - T 6 th
,
M ･

,
D un t e n

,
R ･ L ･

,
G o n z al e z , A ･

･
an d K ab a c k , H ･ R ･ (1 9 9 2) F t m c ti o n al in t er a cti o n s b e t w e e n

p ut a ti v e i nt r am e m b r 皿 e Ch arg e d r e
sid u e s i n th e l a ct o s e pe rm e as e of E s ch e ri chi a c oli ･

P r o c ･ N atl ･ A c a d ･ S ci ･

U S A 8 9
,
1 0 54 7 -1 0 5 5l .

2 6 6) D un t e n , R ･ L ･
,
S ahi n - T 6 th

,
M ･

,
an d K ab a c k

,
H ･ R ･ (1 9 9 3) R ol e of th e ch ar g e p ai r asp ard c a ci d

- 23 7 - 1y sin e
-

3 5 8 i n th e l a ct o s e p e rm e a s e o f E s c h e ri chi a c oli ･ B i o c h
e m i siTツ 3 2 ･ 3 1 3 9

- 3 1 4 5 ･

2 6 7) Le e , J .
-I .

,
H w an g , P ･ P ･

,
an d W ils o n , T ･ H ･ (1 9 9 3) L y si n e 3 1 9 in t e r a ct s w ith b o th gl u t a mi c a cid 2 6 9 a n d

as p ar d c a cid 2 4 0 i n th e l a
ct o s e G a mi e r o f E s ch e ri chi a c oli ･ J ･ B i ol ･ C h e m ･ 2 6 8

･
2 0 0 0 7 -2 0 0 1 5 ･

2 6 8) S ahi n - T 6 th
,
M ･

,
an d K ab a ck , H ･ R ･ ( 1 9 93) f l op e rd e s o f i n t e r a c ti n g a sp ar ti c a cid a n d

ly si n e T eSi d n e s i n
th e

l a ct o s e p e r m e as e o f E s c h e ri ch i a c o li ･ B i o c h e m
iFt Ty 3 2 ･ 1 0 0 2 7

- 1 0 0 3 5 ･

2 6 9) F ri lli n g o s , S ･ , S a hi n - T 6t h
,
M ･

,
L e n g el e r , J I W ･

,
an d K a b a c k

,
H ･ R ･ (1 9 9 5) H eli x p a cki n g i n th e s u c r o s e

p er m e as e of E s ch
e ri chi a c olt : r t o p er ti e s o f e n g ln e e r e d ch ar g

e p ai r s b et w e e n h eli c e s V II an d X I ･ B
i o c h e m i stTツ

3 4
,
9 3 6 8 - 9 3 7 3 .

2 7 0) M a N i c h ol as , P ･
,
C h o p r a , I ･ , an d R o th s t ei n , D ･ M ･ (1 9 9 2) G e n eti c a n al y sis of th e t el l( C) g

e n e o n pl as mi d

p B R 3 2 2 ･ J ･ B a ct e ri ol ･ 1 7 4 ･ 7 9 2 6 -7 93 3 ･

27 1) S e ol , W ･
,
a n d S h at kin , J ･ (1 9 9 2) Sit e

- dir e ct ed m u t a n t s of E s ch e ri chi a c olt cl
- k et ogl ut a r at e pe - e a s e (E gtP) A

B i o ch e m i stTT 3 I , 3 5 5 0
- 3 5 5 4 ･

2 7 2) J e s s e n - M a rs h al 1
,
A ･ E ･

,
P a ul

,
N ･ J ･

,
a n d B r o o k e r

,
R ･ J ･ ( 1 9 9 5) T h e c o n s er v e d m o ti f ･ G X X X P /E) 侭

/ K)X G[X ]

q x) q K ) , in h y d r op hili n c l o o p 2/3 of th e l a ct o
s e p e r m e as e ･ J ･ B i o l ･ C h e m ･ 2 7 0

,
1 6 2 5 1 - 16 2 5 7 ･

2 7 3) J un g , K ･
,
J un g , H ･

,
C ol a c Ⅶr ci o

,
P ･

,
an d K a b a ck

,
H ･ R ･ (1 9 9 5) R ol e of gl y ci n e r esi 血 e s in t h e

st ru ctt - an d

f un cti o n of l a ct o s e pe r m e as e , an E s ch e ri c hi a c o
li m e m b r a n e tr an s p o rt p r o t ei n ･ B i o ch e m i stTT 3年, 1 0 3 0

- 1 03 9 ･

2 7 4) M e ri ck el , A ･
,
R o s a n di ch

,
P ･

,
P e t er

,
D ･

,
an d E d w ar d s , R ･ H ･ (1 9 9 5) I d e n d fi c a d o n of r esid u e s i n v ol v ed i n

s ub st r at e r e c o g m h o n b y a v e si c ula r m o n o a mi n
e t ra n sp o rt e r ･ J ･ B i ol ･ C h e m 1 2 7 0 I 2 5 7 9 8 -2 58 04 ･

2 7 5) Y am a g u chi , A ･
,
Ki n u r a

,
T ･

,
S o m ey a , Y ･

,
a n d S a w ai , T ･ (1 9 9 3) M e t al

-t etr a cy cli n e/ H
＋ a n ti p o rt er of E s c h

e ri c hi a

c oli e n c o d ed b y 加 n s p O S O n T n l O : T h
e st r u ct u r al r es e m bl an c e a n d f un cd o n al diff er e n c e i n th e r ol

e of
-

th e

d u pli c at ed s eq u e n c e m o ti f b
e t w e e n h y d r o p h o bi c s e g m e n t s 2

an d 3 a n d s eg m e nt s 8 a n d 9 ･
J ･ B i ol ･ C h e m ･ 之6 8

,

6 4 9 6 - 6 5 0 4 .

2 7 6) N o g u chi , N ･
,
E m u r a

,
A ･

,
S a s ats u

,
M ･

,
a n d K o n o

,
M ･ (1 9 9 4) E x p r e s si o n i n E s ch e ri c hi a c o

lt of a T et K

d et e mi n an t fr o m S t ap hyl o c o c c w a ur
e u s ･ B i ol ･ P h a r m ･ B u ll ･ 1 7

,
3 5 2 - 3 5 5 ･

2 7 7) Y am ag u c hi , A ･

,
S hii n a

,
Y ･

,
F ujih ir a ･ E ･

,
S a w ai

,
T ･

･
N o g u c hi , N ･ ･

an d S as ats u , M ･ ( 1 9 9 5) T h e t et r a c y cli n e

eftl u x p r o t ein e n c d e d b y th e t e
t6 ) g e n e f r o m S t ap hyl o c o c c w a u r e u s is a m

et al -t et r a c y di n e/ H
＋ an d p o rt er ･

F E B S L ,e tt . 3 6 5 , 1 9 3 - 1 9 7 .

2 7 8) Y am ag u chi , A ･
,
F ujihir a , E ･

･
Ki m l 汀 a

,
T ･

,
a n d S a w ai

,
T ･ Sit e - di r e ct e d m u t ag e n e si s o f n eg ati v e

ly
- c h ar g e d

r esid n e s c o n s e rv ed i n T et p r o t e in s fr o m G r a m
-

p o siti v e b a ct
e d a ･ ( u np u blish ed d at a)

27 9) Y am ag u ch i , A ･
,
S o m ey a , Y ･

,
a n d S a w ai

,
T ･ (1 9 9 2) M e t al

-t e B a C y C h e /H
＋ a n ti p ort e r of E s ch e ri c

hi a c olt e n c o d ed

b y B an sp O S O n T n l O: T h
e r ol e of a c o n s e rv e d s eq u e n c e m o ti f ･ G g X X

X R X G R R
･
i n a p ut ati v e cy t o pl as mi c

l o o p

b et w e e n h eli c e s 2 a n d 3 . J . B i o l . C h e m ･
2 6 7

,
1 9 15 5 -1 9 1 6 2 ･

- 1 4 8 -



2 8 0) 石黒正恒(1 9 7 8) 生物化学実験法8 S H 基の 化学修飾 (学会出版セ ンタ
ー)

2 8 1) W eis sb e c k er , L .(1 9 5 6) B ei h . M e d . M o n ai s s c h r ･ Z ･ Allg e m e M e d ･ T h e r ･ 1 5 , 1 2 0
-1 3 8 ･

2 8 2) M ai n es , M . D .
,
a n d K ap p as , A ･ (1 97 6) S t u die s o n th e m e ch a mi m of in 血cti o n of h a e m o x y g e n a s e b y c ob al t

a n d o th e r m et al i o n s . B i o ch e m . J . l s d
,
1 2 5 - 1 3 1 .

2 8 3) S ak a g u chi , T ･
,
T ag tl Chi , K ･

,
F b k u shi m a

,
S ･

,
an d O b i

,
N ･ (1 9 5 8) M et al ch el ate c o m p o un d s of t et r a c y clin e

d eri v ati v e s . V I . St u di e s o n th e b e h a vi o r of s ep ar at e d m et al ch el at e c o m p o - d s of chl o rt
etr a cy clin e a n d

o x yt et r a cy cli n e ･ Y a k u g a k u Z a ssh i 7 8 , 17 7
-1 8 2 ･

2 8 4) Sil v e r , S .
,
an d M i sr a

,
T ･ M ･ (1 9 88) Pl as mi d - m e di at ed h e a v y m et al r e sista n c e s ･ A n n u l R e v ･ M i c r o bi ol ･ 4 ヱ ,

7 1 7 -7 4 3 .

2 8 5) S ahi n - T 6 th
,
M .

,
a n d K ab a ck , H ･ R ･ (1 9 93) C y st ei n e s c a n ni n g m tlt ag e n eSis of ptlt a ti v e tr a n s m e m b r an

e h eli c e s

I X a n d X i n th e l a ct o s e p e rm e a s e of E s c h e ri ch i a c oli ･ P r o t ei n S ci ･ 2 , 1 0 2 4
-1 03 3 ･

2 8 6) D un t e n , R . L . , S ahi n - T 6t b
,
M ･

,
an d E･

ab a c k
,
H ･ R . ( 1 9 9 3) C y st ei n e s c a n nin g m tlt a g e n e Sis of p ut ativ e h eli x X I

i n th e l a ct o s e p er m e as e of E s ch e ri c hi a c oli ･ B i o ch e m i stl? 3 2 , 1 2 6 4 4
- 12 6 50 ･

2 8 7) S ahi n - T 6 th
,
M ･

,
P e rs s o n

,
B ･

,
S ch w i e g e r , J ･ ･ C o h an ,

P ･
,
an d K a b a ck ･ H I R ･ (1 9 9 4) C y s t ei n e s c mi g

m u t a g e n esis of th e N
-t e mi n al 3 2 a mi n o a cid r e sid u e s i n th e l a ct o s e p e - e as e of E s ch e ri ch i a c oli ･ P r ot ei n S c

i
･

3
,
2 4 0 - 24 7 .

2 8 8) F rilli n g o s , S ･
,
S a hi n - T 6 th

,
M ･

,
P e r s s o n

･
B ･

,
an d K ab a ck , H ･ R ･ (1 99 4) C y st ein e s c a mi n g m u t ag e n c sis o f

p u t ati v e h eli x V II i n th e l
a c t o s e p e r m e a s e of E s ch e ri ch i a c oli ･ B i o c h e m i si Ty 3

3
,
8 0 7 4 - 8 0 8 1 ･

2 8 9) S a hi n - T 6th
,
M ･

,
F ri lli n g o s , S ･

,
B ibi

,
E ･

,
G o n z al e z , A ･

,
an d K ab a ck

,
H ･ R ･ (1 9 9 4) T h e r ol e of tr an s m e m b r an e

d o m ai n III in th e l a ct o s e p e r m e as e of E s ch e ri ch i a
c oli ･ P r o t ei n S ci ･ 3

,
23 02 -2 3 1 0 ･

2 9 0) W eit z m an ,
C ･

,
an d K ab a ck

,
H ･ R ･ (1 9 9 5) C y st ei n e s c a mi n g m tlt a g e n eSi s of h eli x V i n t h e l a

ct o s e p e - e a s e of

E s ch e ri chi a c oli . B i o c h e m i stT7 3 4 , 9 3 7 4
- 9 3 7 9 ･

2 9 1) G , e e n h al gh ,
D ･ A ･

,
S u b r am an i am ,

S ･
,
A l e xi e v

,
U ･

,
O tt o

,
H ･

･
H e y n ･ M ･ P ･

･
a n d K h o r an a

,
H ･ G ･ (1 9 9 2) E ff e c t

of i n t r od u ci n g diff er e n t c ar b o x yl ate
- c o n t al m n g Sid e s t ai n s at p o si d o n 8 5 o n ch r o m op h o r

e f o - ad o n an d pr ot o n

tr an sp o rt i n b a ct eri o r h o d op si n ･ J ･ B i o l ･ C h e m ･ 2 6 7
,
2 5 7 3 4 - 2 5 7 3 8 ･

2 9 2) O m o t e ,･ H .
,
Le

,
N ･ P ･

,
P ar k

,
M ･

- Y ･
,
M a ed a

,
M ･

,
a n d F u t ai

,
M ･ (1 9 9 5) βs u b u nit G l u - 1 8 5 of E s ch eri ch i a c olt

H . - A T P a s e ( A T P sy n th a s e) i s aふ e ss e mi al r e sid u e f o r c o o p e r ad v e c at al y si
s ･ J ･ B i ol ･ C h e m ･ 2 7 0

,
2 5 6 5 6 -

2 5 6 6 0 .

2 93) Pl an a s , A ･
,
an d Ki rs ch

,
J ･ F ･ (1 9 9 1) R e e n gi n e eri n g t h e c at al y ti c ly si n e of as p a rt at e a mi

n otr a n sf e r as e b y

ch e mi c al el ab or ati o n of a g e n e ti c al ly i n tr o d u e d cy
st ei n e ･ B i o c h e m i stry 3 0 , 8 2 6 8

- 8 2 7 6 ･

2 9 4) A k ab as , M ･ H ･
,
St a u ff er

,
D ･ A ･

,
X u , M ･ , a n d K arli n ･ A ･ (1 9 9 2) A c e tylc h oli n e re c ep t o r ch a - el st ru ct ur

e pr ob ed

i n cy s t ei n e
- s u b s ti t u ti o n m u t a n ts ･ S ci e n c e 2 5 8

,
3 0 7 - 3 1 0 ･

2 9 5) Flits c h , S ･ L ･
,
a n d K h o r an a , H ･ G ･ (1 9 89) St ru ctt u al st u die s o n tr an s m e m br a n e p

r ot ein s ･ 1 ･ M o d el st u d y u si n g

b a ct e ri o rh o d o p s l n m t(t an tS C O n tiu m n g Si n gl e c y st ei n e r e sid tl e S
･ B i o ch e m isi,T ヱ8 , 7 80 0

- 7 8 0 5 ･

2 9 6) Al t e n b a ch , C ･
,
Flit s ch , S ･ L

り
K h o r an a

,
H ･ G ･

,
an d 駄 bb e11 , W ･ L . (1 9 8 9) S t ru ct u r al st u di e s o n

t , a n s m e m b r an e p r o t ei n s ･ 2 ･ S pin l a b elin g of b a ct e ri o rh o d o p sl n m
u 血 t s at un lq u e Cy St ein e s ･ B

i o c h e m i st 'y ヱ8 ,

7 8 0 6 -7 8 1 2 .

2 9 7) A lt e n b a c h , C ･

,
M ar ti , T ･

,
K h o r a n a

･
= ･
G ･

･
an d H ub b ell

,
W ･ L ･ (1 9 9 0) T r a n s m e m b r a n e p r ot ei n st ru c

t u r e : S pi n

l ab eli n g of b a ct e ri o rh o d o p sl n m u t a n
t S ･ S ci e n c e 2 4 8

,
1 0 8 8 - 1 0 9 2 ･

2 9 8) b e e n h al gh ,
D ･ A ･

,
Al t erL n b a c h

,
C ･

,
H u b b ell , W ･ L ･

･
a n d K h o r an a , H ･

G ･(1 9 9 1) L o c a d o n s of A r g
-8 2; A sp

- 85 ,

an d As p
- 9 6 i n h eli x C of b a ct e ri o rh o d op sl n r el a也v e t o th e a q u e o

u s b o un d a ri es ･ P r o c ･ N a tl ･ A c a d ･ S c i ･ U S A 8 S ,

8 6 2 6 - 8 6 3 0 .

2 9 9) S hi n , Y ･ K ･
,
Le vi n th al

,
F ･

,
Le v in th al

･
C ･

･
a n d H u b b e11

･
W I L ･ (1 9 9 3) C oli cin E l bi n di n g t o m e m

b r a n e s:

T i m e - r es ol v e d s t u u di e s of spi n
-l ab el e d m ut an t s ･ S ci e n c e 2 5 9 , 96 0

- 9 6 3 ･

3 0 0) R e s ek , J ･ F ･
,
F a r ah b ak h sh , Z ･ T ･

,
H n b b ell , W ･ L ･

,
a n d E 血o ra n a , H ･ G ･ (1 9 9 3) F o rm ati o n of th e M et a II

p h o t oi n t er m e di at e is a c c o m p a nie
d b y c o n fo r m ati o n al ch an g es i n

t h e cy t opl a s mi c s u rf a c es
of rh o d o p sln ･

B i o c h e m i st lT 3ヱ , 1 2 0 2 5
- 1 2 0 3 2 ･

3 0 1) F ar a h b ak h sh , Z I T ･
,
n d e g ' K ･

,
an d H n b b ell

,
W ･ L ･ (1 9 9 3) P h ot o a cti v at e d c o nf o rm a

d o n al ch a n g es i n

rh o d o p si n : A ti m e
- r e s ol v ed s pi且I ab el st u dy ･ S ci e n c e 之6 2

,
1 4 1 6 - 1 4 1 9 ･

3 0 2) S t ei n h off , H ･

- J ･
,
M oll a a gh a b ab a , R ･

･
A lt e n b a ch ･ C ･

,
沌 d eg , K ･

,
K r eb s

,
M .

,
K h o r an a

･
H ･ G ･

･
a n d H n b b ell , W ･

L . (1 9 94) T i m e ィ es oI v e d d et e c d o n o f st ru ctl N al ch an g e s
d l mi n g th e p h ot o c y cl e of spi n

-l ab el ed b a ct e ri o 血o d o p si n ･

- 1 4 9 -



S ci e n c e 2 6 6
,
1 0 5 - 1 07 .

3 0 3) 払d g e , K ･ D ･

,
Z h a n g , C ･

,
a n d K h or a n a

,
H ･ G ･ (1 99 5) M ap pi n g of th e a mi n o acid s i n th e c y t opl as mi c l o o p

c o n n e ctl n g h elic es C an d D i n rh o d o p sl n . C h e mi c al r e a ctl V lt y i n th e d ark st at e f oll o ei n g sin gl e cy st ei n e

r epl a c e m e nt s . B i o c h e m i stry 3 4 , 8 8 04
-8 8 1 1 ･

3 0 4) F ar ah b ak h sh , Z . T .

,
R i d g e , K . D .

,
K 血o r a n a

,
H ･ G ･

,
a n d H u b b ell

,
W ･ L . (1 99 5) M ap pi n g li gh t -d ep e n d e nt

st ru ct u r al c h a n g es i n th e cy t o pl a s mi c l o o p c o n n e ct m g h eli c es C a n d D i n rh o d o p sl n: A sit e
- dir e ct ed sp l n

l ab eli n g sttld y . B i o ch e m i stry 3 4 , 8 81 2
- 8 8 1 9 .

3 0 5) St ei n h o ff , H . J .
,
M oll a a gh ab ab a , R .

,
A lt e n b a ch

,
C ･

,
K 血o r an a

,
H ･ G ･

,
a n d ll u b b ell

,
W . L . (1 99 5) Sit e di r e ct e d

spi n l ab elin g s ttldi e s of st ru ct u r e an d d y n a m i c s i n b a ct e ri o rh o d o p sin ･ B i o p hy s ･ C h e m ･ S 6
,
8 9 - 8 4 ･

3 0 6) J un g , K .
,
J u n g , H .

,
an d K ab a ck

,
H ･ R . (1 9 9 4) D y n a mi c s of l a ct o s e pe rm e a s e of E s c h e ri c hi a c o lt d et er mi n ed b y

sit e - dir e ct e d fl t1 0 r e S C e n C e l ab eli n g . B i o ch e m i st ry 3 3 , 3 9 8 0
-3 9 8 5 ･

3 0 7) J u n g , K .
,
J un g , H .

,
a n d K ab a ck

,
H . R ･(1 9 94) A c o nf o rm ati o n al ch an g e i n th e l a c t o s e pe r m e a s e o f E sc h e ri chi a

c o li is i n d u c e d b y lig a n d bi n di n g o r m e m b r an e p o t e n d al ･ P r o t ei n S ci ･ 3
,
1 05 2 - 1 0 57 ･

3 0 8) W t1 ,J . , an d K ab a ck , H . R . (1 9 9 4) C y st ei n e 1 4 8 in th e l a c t o s e p e m e a s e of E s ch e ri chi a c olt i s a c o m p o n e n t of a

s tlb str at e bi n din g slt e . 2 . Sit e - dir e ct e d fl u o r e s c e n c e sttldi e s ･ Bi o ch e m i stTT 3 3 , 1 2 1 6 6
- 1 2 1 7 1 ･

3 0 9) W u , J . , F ri lli n g o s , S .
,
V o s s

,
J .

,
a n d K a b a ck

,
H . R . ( 1 9 9 4) Li g a n d

-i n d u ce d c o nf o rm a也o n al ch a n g e s i n th e

l a ct o s e p e rm e as e of E s c h e ri ch i a c olt: E vid e n c e f o r t w o bi n di n g sit es ･ P r o t ei n S ci ･ 3 , 2 2 9 4
-2 3 01 A

3 1 0) W u , J . , F rilli n g o s , S . , an d K ab a ck , H . R . (1 9 9 5) D y n a mi c s o f l a ct o s e p e r m e as e of E s c h e ri c hi a c olt d e t er mi n e d

b y sit e
- dir e ct e d c h e mi c al 1 ab eli ng a n d n u o r e s c e n c e sp e ctr o s c op y ･ B i o c h e m i stry 3 4 , 8 2 5 7

1 8 2 63 ･

3 1 1) H ir at s u k a , T . (1 9 9 2) M o v e m e n t of C y s -6 9 7 i n m y o si n A T P a s e as s o ciat e d w ith A T P h yd r oly sis: J ･ B i ol ･

C h e m . 2 6 7
,
1 4 94 1 -1 4 9 4 8 .

3 1 2) H ir at sllk a , T . ( 1 9 9 2) S p ati al p r o 由 mi ty of A T P
- s e n si d v e tr yp t o p h an yl r e sid tle(S) a n d C ys - 69 7 i n m y o si n

A T P a s e . J . B i ol . C h e m . 2 6 7
,
1 4 9 4 9 - 1 4 9 5 4 .

3 1 3) n r ats u k a , T . (1 9 9 3) B e h a vi o r o f C y s - 7 0 7 (S Iil) i n m y o si n A T P a s e as s o ci a t ed w i th A T P h y d r oly si s r e v e al e d

w ith a n u o r es c e n t p r o b e li n k e d dir e ctly t o th e s ul fu r at o m ･ J ･ B i o l ･ C h e m ･ 2 6 a
,
2 47 4 2 - 2 4 7 5 0 ･

3 1 4) n r ats u k a , T . (1 9 9 4) N u cl e o d d e -in 血 c e d cl o s u re of th e A T P -bi n di n g p o ck et i n m y o si n stlb fr ag m e n t
-1 ･
J ･ B i ol ･

C h e m . 之6 9
,
2 7 2 5 ト2 7 2 5 7 .

3 1 5) E llin g , C . E .

,
N i el s e n

,
S . M .

,
an d S c h w ar t z

,
T I W ･ (1 9 9 5) C o n v e rsi o n o f a n t a g o nis t

-bi n di n g sit e t o m et al
-i o n

sit e in th e t a ch y ki ni n N K
- 1 r e c ep t o r ･ N at u re 3 7 4 , 7 4

-7 7 ･

3 1 6) J u n g , K .
,
V o s s

,
J .
,
H e

,
M .

,
h b b ell

,
W . L

,
an d K ab a ck , H ･ R ･ (1 9 9 5) h gi n e e ri n g a m et al bi n din g sit e wi th i n

a p oly t o p I C m e m b r an e p r ot ei n , th e l a ct o s e p e rm
e as e of E s c h e d chi a c oli ･ B i o c h e m ist T7 3 4 , 6 2 7 2

- 6 2 7 7 ･

3 17) E elk e m a , J . A .
,
O
f

D o n n ell , M . A .
,
an d B r o o k e r

,
R ･ J ･ (1 9 9 1) An an al y sis of l a ct o s e p er m e a s e

-f

s u g a r

sp e cifi city
--

m u t a ti o n s w hi c h al s o a ff e ct th e c o u pli n g b et w e e n p r ot o n an d l a ct os e t r a n s p o rt ･ ⅠⅠ･ S e c o n d s
it e

r e v e rt a n ts of th e thi o dig al a ct o sid e
- d ep e n d e nt p r o t o n le a k b y th e V al

1 7 7/A s n 3 19 p e rm e a s e ･ J ･ B i o l ･ C h e m ･ 2 6 6 ,

4 1 3 9 - 4 1 4 4 .

3 1 8) O Is e n , S . G .
,
G r e e n e

,
K ･ M ･

,
a n d B r o o k e r

, .
R ･ J ･ ( 1 9 9 3) L a c t o s e p e r m e as e m tlt a n tS W hi ch tr a n sp o rt ( m al t o

-

) olig o s a c ch a ri d e s . J . B a ct e ri ol . 1 7 5 , 6 2 6 9
-6 2 7 5 ･

3 1 9) W ils o n , D . M .
,
H a m a

,
H .

,
an d W il s o n

,
T ･ H ･ ( 1 9 95) G ly l 13 一 As p c a n r e st o r e a cd vity t o th e A sp 5 1

. S er

Ⅱ m t an t i n th e m elibi o s e G a mi er o f E s c h e ri chi a c olt . B i o c h e m ･ B i o p h y s ･ R e s ･ C o m m u n ･ ヱ0 9
,
2 4 2 - 24 9 ･

3 2 0) N els o n , D . R .
,
an d D o u gl a s , M ･ G ･ (1 9 9 3) F un c ti o n -b as e d m ap pi n g o f th e y e as t mi t o c h o n d ri al A

D P/ A T P

tr a n sl o c at o r b y s el e cti o n f o r s e c o n d sit e r e v
e rt a n t s ･ J ･ M o l l B i ol ･ 2 3 0 ･ 1 1 7 l -1 1 8 2 ･

3 2 1) M iki , J . , F uji w ar a , K ･
,
T s u d a

,
M ･

,
T s u chiy a , T .

,
a n d K a n a z a w a

,
H ･ (1 9 9 0) S u pp r e s si o n m tlt ad o n s in th e

d efe c ti v e βs tlb u nit o f F l - A T P a s e fr o m E s c h e ri chi a c oli ･ J ･ B i o l ･ C h e m ･ 2 6 5
,
2 1 5 6 7 - 2 1 5 7 2 ･

3 2 2) 旭Il e r , M . J .
,
01 d e n b w g , M ･

,
a n d Filli n g am e , R ･ H ･ ( 1 9 9 1) T h e es s e n ti al c ar b o x yl g r o u p i n s ub u nit c of t

h e

F I F o A T P sy n th as e c a b e m o v e d a n d H
＋

-tr an sl o c ati n g f un cti o n ret ai n ed ･ P r o c ･ N atl ･ A c a d ･ S ci ･ U ･ S ･ A ･ $ 7
･

4 9 00 - 4 9 04 .

3 23) N a k am o t o , R . K
”
M a e d a , M ･

,
an d F u t ai

,
M ･ (1 9 93) T h e y s u b u nit of th e E s ch e ri c hi a c olt A T P

s y n th as e:

M u t a 丘o n s i n th e c a rb o x yl
-t e mi n al r e g l O n r e st o r e e n e rg y C O u Plin g t

o th e a mi n o -t e mi n al m u t a n t y M et
-

23 ･ 一 L y s ･ J ･ B i o l ･ C h e m ･ 2 6 S
,
8 6 7 - 8 7 2 ･

3 2 4) I w am o t o , A .
,
P a rk

,
M : Y ･

,
M a e d a

,
M ･

,
a n d F u t ai , M ･ (1 9 9 3) D o m ai n s n e a r A T P y p h o s p h at e in t eh c at al y

ti c

sit e o f H ＋ - A T P as e: M o d el p r o p o s ed fr o m - t a g e n esis a n d i n hibi
t Q r St u die s ･ J ･ B i ol ･ C h e m ･ 2 6 8

,
3 1 5 6 - 3 1 6 0 ･

- 1 5 0 -



3 2 5) F r ag a , D .
,
H er m oli n

,
J .
,
a n d Fi11i n g a 皿 e , R ･ H ･(1 9 94) T r a n s m e m b r 皿 e h eli x -h eli x -i n t er a cti o n s i n F o s 一喝g eS t ed

b y s u p p r es s o r m u t ati o n s t o Al a
2 4 - As p/ As p

6 1 - G ly m -1t a 皿t Of A T P s y nt h as e s u b mi t c ･ J ･ B i o l ･ C h e m ･ 2 6 9
,

2 5 6 2 -2 5 6 7 .

3 2 6) Z h an g , Y .
,
a n d Filli n g am e , R , H . (1 99 4) E s s e n ti al as p ar t at e i n stlb u nit c of F IF o A T P s y n th a s e: f Uf e ct of

p o si也o n 6 1 s u b stit 血 o n s i n h eli x
- 2 o n fu n c ti o n of As p

2 4 i n h eli x - 1 ･ J ･ B i ol ･ C h e m ･ 之6 9
,
5 4 7 3 -5 4 7 9 ･

3 2 7) Z h a n g , Y .
,
0 1d e n b u rg , M .

,
an d Fillin g am e , R ･ H ･ ( 1 9 9 4) S u p p r e ss o r Ⅱ氾t ati o 丑S in F I s u b u nit e r e c olIPl e

A T P -d ri v e n H ＋ t r a n sl o c ati o n i n un c o llPl e d Q 4 2 E s u b mi t c m n t an t of E s ch eTi chi a c oli F I F o A T P sy n th as e
･ J ･

B i o l . C h e m . 2 6 9
,
1 0 2 2 1 - 1 0 2 2 4 .

3 2 8) O m o t e , H .
,
P ar k

,
M .

- Y .

,
M a e d a

,
M .

,
an d F u t ai

,
M ･ (1 9 9 4) T h e α/βs u b mi t in t e ra cti o n i n fl o - A T P as e (A T P

sy n th as e): An E s ch eri chi a c olt α s u b mi t m u t ati o n ( A rg
- α2 9 6 → C y s) r est or e s c o u pli n g effici e n c y t o th e

d el et e ri o u s s u b u nit βm u t a n t( S er
-β1 7 4 - P h e) ･ J ･ B i o l ･ C h e m ･ ヱ6 9

,
1 0 2 6 5 -1 0 2 6 9 ･

3 2 9) M ik i , J . , T s tlg mi ,
S .

,
Ik e d a

,
H .

,
a n d K a n a z a w a

,
H ･ (1 9 9 4) I n t er g e ni c sl 甲P r e S Si o n in a βs u b u nit m ut an t w i th

d ef e cd v e as s e m bly i n E s ch e ri chi a c oli F I A T P as e ･ F E B S L ett ･ 3 4 4 , 1 87
- 1 9 0 ･

3 3 0) M iki , J . , I s hih ar a , Y .

,
M a n o

,
T .

,
N o u mi

,
T .

,
a n d K a n a z a w a

,
H ･ (1 9 9 4) R esid tle S i n t e r a c ti n g w i th s e ri n e -1 7 4

an d al a ni n e - 2 9 5 i n th e βs u b mi t o f E s c h e ri ch i a c o lt H ' - A T P a s e: p o s sible t e rn ar y st n l CttLr e Of th e c e nt e r re gi o n

of th e stlb un it . B i o c hi m . B i o p hy s . A ct a I 1 $ 7 , 67
-7 2 ･

3 3 1) M i ki , J . , T s u g u mi ,
S .

,
a n d K a n a z a w a

,
H . (1 9 9 4) R e v e r si o n m u t a ti o n s i n th e βs u b u nit m u t an t s of E s c h e ri c hia

c oli F 1
- A T P a s e w i th d ef e c ti v e s tlb un it a s s e m bly: h pli c a ti o n s f o r st ru ct ur e a n d f u n c ti o n of th e a mi n o

-t e mi n al

r e gl O n ･ A r c h ･ B i o ch e m ･ B i o p h y s ･ 3 1 2 , 3 1 7
- 3 2 5 1

3 3 2) V ik , S . B .
,
a n d An t o ni o

,
B . J . (1 9 9 4) A m e ch a ni s m o f p r o t o n t r a n sl o c ati o n b y F IF o A T P s y n th as es s u g g e st e d

b y d o u bl e m tlt a n tS O f t h e a s u b un it ･ J ･ B i ol ･ C h e m ･ 之応9
,
3 0 3 6 4 -3 0 3 69 ･

3 33 ) H ar t z o g , P . E .
,
an d C ai n

,
B . D . (1 9 9 4) S e c o n d - sit e s u p p r e s s o r Ⅱ皿ta ti o n s at gl y ci n e 2 1 8 a n d his ti di n e 2 4 5 i n

t h e a s u b mi t o f F IF o A T P s y n th as e i n E s ch e ri c hi a c o lt . J ･ B
i o l ･ C h e m ･ 之6少

,
3 23 1 3 3 2 3 1 7 ･

3 3 4) K an a z a w a , H .
,
Y a b u ki , M .

,
M iki

,
J .

,
F u d e m o t o

,
T ･

,
Ik e d a

,
H ･

,
N o u mi

,
T ･

,
a n d S hi n

,
Y ･ (1 9 9 5) E n h a n c e m e n t

o f E s c h e ri chi a c olt H . - A T P a s e
.
c atlS ed b y bin di n g o f m o n o cl o n al a n ti b o di e s is attd btlt e d t o st ru

ctt w al c h an g e s

o f Le t1 -4 5 6 an d S er4 4 0 i n th e α s tlb u n it . A r ch . B i o c h e m . B i o p h y s . 3 1 7 , 3 4 8
- 3 5 6 ･

3 3 5) N ak am ot o , R . K .
,
Al - S h a wl

,
M ∴a n d F u t ai , M . ( 19 9 5) T h e A T P s y nt h as e y s u b - it: S u p p r e s s o r m u t ag e n e si s

r e v e al s th r e e h eli c al r e g1 0 n S i Ⅱ v ol v e d i n e n e rg y c o u pli n g ･ J ･ B i o l ･ C h e m ･ 2 7 0
I
1 4 0 4 2 - 1 4 0 4 6 ･

3 3 6) B e u k el e ar , C . J : D .
,
O m o t e

,
H .

,
I w a m o t o - Ki h ar a

,
A ･

,
M a e d a

,
M ･

,
an d F u t ai

,
M ･ (1 9 9 5) 帥 s u b u nit i nt er a c 丘o n

is r e q uir e d f or c at al y sis b y H
'

- A T P a s e (A T P s y h th a s e): βs u b mi t a mi n o a cid r epl a c e m e n ts s u pp r e ss a y

s u b mi t m u t ati o n h a vi n g a l o n g u q el at e d c a rb o x yl t er mi n u s ･ J ･ B i o
l

･
C h e m ･ 2 7 0

,
2 2 8 5 0 12 2 8 5 4 ･

3 3 7) N a , S .
,
P e rli n

,
D . S .

,
S et o - Y o u n g , D ･

,
W an g , G ･

- F ･
,
an d H ab e r

,
J ･ E ･ (1 9 93) C h ar a ct e ri z ati o n of y e ast pl a s m a

m e m b r an e H 十 - A T P as e m u t a n t p m a l
- A 1 3 5 V an d it s r e v e rt an t ･ J ･ B i o l ･ C h e m ･ 2 6 &

,
1 1 7 9 2 - 11 7 97 ･

3 3 8) E r as o , P .
,
an d P o r till o

,
F ･ (1 9 9 4) M ol e c ul ar m e c h a nis m of r eg ul ati o I ” f y e ast pl as m a m

e m b r a n e H ' - A T P as e

b y gl u c o s e: I n t er a cti Q n b et w e e n d o m ai n s a n d id e n tirl C ati o n of n e w r eg ul at ory sit e
s ･ J ･ B i ol ･ C h e m ･ 2 6 9

,

1 0 3 9 3 -1 0 3 9 9 .

3 3 9) An an d , S . , S et o
- Y o un g , D . , P erli n , D ･ S ･

,
a n d H ab er

,
J ･ E ･ (1 9 9 5) M tlt ati o n s of G 1 5 8 an d th ei r s e c o n d

- sit e

r e v ert an ts i n t h e pl as m a m e m b r an e H
. - A T P as e g e n e ( P M A 1) i n S a c ch w o m y c e s ce r e vi si a e ･ B i o ch

i m ･ B i op h y s ･

A ct a 1 2 3 4
,
1 2 7 - 1 3 2 .

3 4 0) R o n g e y , S ･ H ･

,
P ad d o c k , M ･ L ･

,
F eh e r

,
G ･

,
a n d O k am ur a , M ･ Y ･ (1 9 9 3) P a th w ay o f p r ot o n tr an sfe r i n b a ct e ri ･ai

r e a cti o n c e nt e rs: s e c o n d - sit e Ⅱ m t a ti o n As n - M 4 4 一 As p r est o r es el e ctr o n a n d p r ot o n t r a n
sf er i n r e a c ti o n C e n t e rs

fr o m th e p h ot o sy n th eti c ally d efi cie n t As p
- L 2 3 1 - A s n m u t an t of R h o d ob a ct e r sp h a e r oid e s ･ P f O C ･ N a tl ･ A c ad ･

S ci . U S A 9 0
,
1 3 2 5 -1 3 2 9 .

3 4 1) m e ss , H .
,
a n d V e r m a as

,
W .( 1 99 5) T an d e m s e q u e n c e d u pli c ati o n s fl n Cd o n ally c o m pl e m e n t d el e ti o n

s in th e D I

p r o t ei n of P h o t o s y s t e m II ･ J ･ B i ol ･ C h e m ･

.
2 7 0

,
1 65 3 6 - 1 6 5 4 1 ･

3 4 2) S eb b a n , P .
,
M ar 6 ti

,
P ･

,
S c hiff er , M ･

,
an d H an s o m

,
D ･ K ･ (1 9 9 5) Ele ctr o st ati c s o mi n o e s: L o n g di st an c e

p r o p ag ati o n o f m u t a d o n al e ff e ct s i n p h o t o sy n th
e ti c r e a cti o n c e n t e rs of R h o d bb a ct e r c 甲S ula t u s ･ Bi o c h e m is

try

3 4
,
8 3 90 - 8 3 9 7 .

3 4 3) S ciff e r , M .
,
Am s w o rth , C ･ F ･

,
D e n g , Y ･

- L ･
,
J o h n s o n , G ･

,
P a s c o e

･
F ･
H ･

･
a n d E a n s o n

,
D ･ K (1 9 9 5) P r oli n e i n

a t ra n s m e m b r a n e h eli x c o m p e n s at e s f o r c a viti es i n th e p h ot o sy n
th e丘c r e a cti o n c e n t e r ･ J ･ M ol l B i ol ･ 2 5 2 , 4 7 2

-

4 8 2 .

ー 1 5 1 -



3 4 4) S o m ey a , Y .

,
S a w ai

,
T .

,
an d Y a m ag u chi , A ･ ( 1 9 96) M er c ap ti d e f o r m e d b e t w e e n th e r e si 血 e C y s 7 0 皿d H g

2 十 o r

C o 2 ＋ b eh a v e s a s a f un cti o n al p o siti v ely
- ch a rg ed sid e ch ai n o pe r ati v e in th e A rg7 0

1 1 ＋ C y s m tlt an t Of th e 皿 et al
-

t et n cy clin e/H
' a n ti p o rt er of E s c h e ri ch i a c oli ･ B i o c h e m

i s try 3 5 (i n p r es s)

3 4 5) Y am ag u ch i , A .
,
S u z liki

,
M .

,
Ki m u r a

,
T ･

,
a n d S a w ai

,
T ･ Sit e - dir e ct ed m u t a g e n e sis of th e A r g r esi d u e s

c o n s e rv e d in T et A p r ot ei n s fr o m G r a m
- n eg ad v e b a ct e ri a ･( m u s c d p t in p r ep a r ati o n)

3 4 6) S o m ey a , Y .
,
S a w ai , T .

,
a n d Y am ag u chi , A ･ T etr a cy clli n e t ra n sp o rt a c ti vity o f th e 沌 s

- 2 57 一 斗 C y s Ⅱ 皿t a n t

T et A i s s e n siti v e t o H g
2 ＋

.( u n p tlbli sh ed d at a)

3 4 7) S o m ey a , Y .

,
S a w ai

,
T .

,
皿 d Y am ag tl Chi , A ･ L o n g

- r a n g e s u p p r e s si o n of th e 心 g7 0 m u t a ti o n s b y th e T h r 1 71

Ⅱ氾t ad o n s i n th e tr a n sp o s o n T n l 0
- e n c o d e d m et al - t et r a cy cli n e/ H

十 a n ti p o rt er ･( m a n u s cri p ti n p r ep a r ati o n)

3 4 8) Y am a g u c hi , A .
,
N ak at a ni

,
M .

,
an d S a w ai

,
T ･ (19 9 2) As p ar ti c a cid -6 6 i s th e o nl y es s e n ti al n e g a ti v ely ch ar g e d

r e sid u e i n th e p ut a d v e h y d r o p hili c l o op r eg i o n O f t h e m et al
-t et ra cy cl in e/H

＋ a n ti p o rt er e n c od ed b y tr a n s p o s o n

T n l O of E s ch e ri c hi a c olt . B i o ch e m i st ry 3 1 , 8 3 4 4
- 8 3 4 8 ･

3 4 9) S eb al d , W .
,
M a c hl eid t

,
W .

,
a n d W a ch t e r , E ･ ( 1 98 0) N ,〃 しm cy cl oh e x yl c a rb o dii mi d e bi n ds sp e cifi c all y t o a

sin gl e gl tlt am yl re sid u e o f t h e p r ot e olipid s u b mi t o f th e mi t o ch o n d ri al ad e n o si n etri p h o sp h at as e f r o m

N e u r o sp o r a c r a s s a an d S a c ch a r o m y c es c e r e visi a e ･ P r o c ･ N a tl ･ A c a d t S ci ･ U S A 7 7
,
7 8 5 - 7 8 9 ･

3 5 0) W al k er , J . E .
,
S a r a st e

,
M .

,
a n d G a y , N . J . (1 9 8 4) T h e u n c o p er o n: N ll Cl e otid e s eq u e n c e , r eg d ati Q n an d

st ru ct u r e of A T P - s y n th as e ･ B i o c h i m ･ B i op h y s ･ A ct a 7 6 8 , 1 6 4
- 2 0 0 ･

3 5 1) S o m e y a , Y .
,
S a w ai

,
T .

,
an d Y a m ag u chi , A . T etr a cy cli n e/ H

' an ti p o rt b y th e w ild J y pe T et A i s n ot aff e c
t e d b y

N
,
N
l
- di cy cl oh e x cyl c ar b o dii mi d e (D C C D ) ･ ( un p u blish

ed ob s e rv ati o n)

3 5 2) J u n g , K .
,
Jt m g , H ･

,
W tl

,
J ･

,
P ri v i , G ･ G ･

,
a n d K ab a ck

･
H ･ R ･ (1 9 9 3) U s e of sit e - dir e ct e d fl u o r es c e n c e l ab eli n g

t o st u d y p r o xi m ity r el ad o n s hip s i n th e l a ct o s e p e rm e
as e o f E s ch e ri chi a c oli ･ B i o c h e m i siTy 3 之･ 1 2 2 7 3

-1 2 2 7 8 ･

3 5 3) M c M u r ry , L . M ･
,
S t ep h a n , M ･

,
an d Le v y , S I B ･ ( 1 9 9 2) D e c r e a s ed fu n c ti o n o f th e cl as s B t etr a cy clin e eff h x

p r o t ei n T et w ith m u t ati o n s a t as p ar t at e 1 5 , a p u t ati v e i
n t r a m e m b r an e r e sid u e ･ J ･ B a c te ri ol ･ i 7 4 ･ 6 2 9 4 - 6 2 97 ･

3 5 4) S o m ey a , Y .

,
S a w ai

,
T ･

,
an d Y am ag u chi , A ･ T h e As p

- 1 5 - A s n/ As p
-8 4 - A 卓n d o tlbl e m u t a n t T et A d o e s n o t

c o nf er r e sist a n c e t o t et r a c y cli n e . ( un p u blish ed d at a)

3 5 5) S c hiff e r , M .

,
an d E d m d s o n

,
A ･ B ･ (1 9 6 7) U s e of h eli c al w h e els t o r e p r e s e nt th e st ru ettLre S Of p r o

t ei n s a n d t o

id e n ti fy s eg m e n ts w i th h eli c al p ot
e n ti al ･ B i o p h y s ･ J ･ 7

･
1 2 1 - 1 3 5 ･

3 5 6) Z h k o v sk y , E . A .
,
R o b in s o n

,
P . R .

,
an d O p ri an ,

D ･ D ･ (1 9 9 2) C h an gi n g th e l o c ati o n o f th e S c hiff b as e

c o u n t e ri o n i n rh o d op si n ･ B i o c h e m i st 17 3 I , 1 04 0 0
-1 0 4 0 5 ･

3 57) Z v y ag a , T ･ A ･
,
M i n

,
K ･
C ･

,
B e ck

,
M ･

,
a n d S ak m ar

,
T ･ P ･ (1 9 93) M o v e m e n t of th e r e ti = yli d e n e S c hi ff b as e

c o Ⅷt e ri o n i n rh o d o p si n b y o n e h eli x t u 仙 r e v er s e s th e p H
d ep e n d e n c e of th e m et a qh o

d op sin i t o m et ar h o
d op s m

II t r a n siti o n . J . B i ol . C h e m . 2 6 S , 4 6 6 l - 4 6 6 7 .

3 5 8) G u ay , G ･ G ･
,
T u ck m an ,

M ･
,
an d R o th s t e in

･
D ･ M ･ ( 1 9 9 4) M u t a ti o n s i n th e t etA @ ) g e n e th at c au s e a c h a n g e in

stlb str at e s p e cifi city of th e t et r a cy cli n e e fn u x p u m p
･ A b ti m i c r o b ･ A g e n t s C h e m ot h e r ･ 3 S , 8 5 7

- 86 0 ･

3 5 9) Y am ag u c hi , A ･
,
0
･

y a u c hi , R ･ , S o m ey a , Y ･
,
A k a s ak a , T ･

,
an d S a w ai

･
T ･ (1 9 93) S e c o n d - sit e m ut ati o n of A l a -

2 2 0 t o G h o r As p s u p p r e s s es th e m u t ati o n
of A s p

-2 8 5 t o A s n i n th e tr a n s p o s o n T n l O
- e n c od e d m et al -

t etr a cy clin e/H
＋ a ntip o rt er of E s ch e ri chi a c oli ･

J ･ B i o l ･ C h e m ･ 2 6 S
,
2 69 9 0 -2 6 9 9 5 ･

3 6 0) S o m ey a , Y ･

,
N i w a

,
A ･

,
S a w ai

,
T ･

,
a n d Y am ag u chi , A ･ (1 9 9 5) S it e - s pe cifi city of th e s e c o n d

- sit e s u p p r e s s o r

m u t ati o n o f th e As p
-2 8 5 一 As n m u t a n t of m et al -t e tr a c y cli n e/ H

＋ a n ti p o rt er of E sc h e ri chi a c oli an
d 血e eff e ct s

of a mi n o a cid s u b s tittld o n s at th e fi rst a n d s e c o n d sit e s ･ B i o c h e m i st 17 3 4 , 7
- 1 2 ･

3 6 1) D ei s e n h o f er , J ･ , E p p , 0 ･
,
M iki

,
K
”
H u b e r ･ R ･

,
a n d M i ch el

･
H ･ ( 1 9 8 5) S t m c ttlr e Of th e p r ot ei n

s u b mi t s i n th e

p h ot o sy nt h eti c r e a cti o n c e n t r e of
R h o d op s e u d o m o n ∬ vi rid is at 3 A r e s ol n ti o n ･ N a tu r e 3 1 S , 6 1 8

- 6 2 4 ･

3 6 2) C o w an ,
S ･ W ･

,
S ci rm e r

,
T ･

,
R u m m el , G ･

,
S t ei e rt

,
M ･

,
G h o s h

,
R ･

･
P a u p tit , R ･ A ･

･
J a n s o ni u s

,
J ･ N ･

･
an d

R o s e n b u s ch
,
J . P . (1 9 9 2) C r y st al st ru c ttlr e S e x pl ai n f un cti o n al p r o pe

r ti es of t w o E ･ c oli p o ri n s ･ N a tu r e 3 5 8 ･

7 2 7 -7 3 3 .

3 6 3) K r a u s s , N .
,
旺 mi c h s

,
W ･ ･

,
W itt

,
Ⅰ･

,
F r o Ⅱ - e

,
P ･

,
P ri t zk o w

,
W ･

,
D a u t e r , Z ･

,
B et z el , C ･

,
W ils o n

･
K ･
S ･

･
W itt

･

H . T .
,
a n d S a e n g er , W . (1 9 9 3) T h r e e -di m e n si o 血1 st ru ct ur e of s y st e m l of p h

o t o s y n 血e si s at 6 A r es ol 血 o n ･

N at u r e 3 6 1
,
3 2 6 -3 3 l .

3 6 4) M c D e r m o tt , G ･
,
P ri n c e

,
S ･ M ･

,
F r e e r , A ･ A ･

,
H a w t h o rn th w ai t e - L a w l e s s , A I M ･

･
P api z , M ･ Z ･

,
C o g d ell , R ･ J ･

,

a n d l s a a c s , N . W . (1 9 9 5) C , y st al st ru ct u r e of a n i n t eg r al m
e m b r ai e li gh t -h ar v es ti n g c o m pl e x fr o m

p h o t o s y n th ed c b a ct e ri a . N a
t ur e 3 7 4

,
5 1 7 1 5 2 l ･

- 1 5 2 -



3 6 5) T s u kih ar a , T ･ , A o y am a , H ･
,
Y am a shit a

,
E ･

,
T o mi z aki

･
T ･

･
Y am a g u chi ･ H ･

,
S hi n z a w a -It o h

,
K ･

･
N ak a s hi m a ,

R .
,
Y a o n o

,
R .

,
an d Y o s hik a w a

,
S . ( 1 9 9 5) S t m c t u r e s of m et al sit e s o f o xidi z e d b o v h e h e art cy t o ch r o m e c

｡ xid a s e at 2 .8 A .
s ci e n c e 2 6 9

,
1 0 6 9 - 1 0 7 4 .

3 6 6) I w at a , S .
,
O st e r m ei er , C ･

,
L u d w i g ' B ･

･
a n d M i ch el

,
H . (1 9 9 5) St ru ct u r e at 2 ･8 A r e s ol 血 o n o f c y t o c h r o m e c

o xid as e fr o m P ar a c o c c u s d e nitriP c a n s . N at ur e 3 7 6 , 66 0 - 6 6 9 ･

3 67) A b r a h am s , J . P ･
,
Le sli e

,
A ･ G ･ W ･

,
L u tt e r , R ･

･
a n d W al k e r

･
J ･ E ･ (1 9 9 4) St ru ct u r e at 2 ･8 A r e s o h ti o n of F l -

A T P a s e fr o m b o vi n e h e ar t mi t o ch o n d ri a ･ N a t u r e 3 7 0 , 6 2 1
- 6 2 8 ･

3 6 8) H e n d e rs o n , R ･
,
B al d w i n , J ･ M ･

,
C e s k a

,
T ･ A ･

,
Z e m li n

,
F ･

･
B e ck m a n n

･
E ･

,
a n d D o w ni n g , K ･ H ･(1 9 9 0) M o d el

f . r th e st ru c h q e of b a ct e ri o rh o d o p si n b as e d o n hi gh
- re s ol 血 o n el e ctr o n c ry o

- mi c r o s c o p y ･ J ･ M ol l B i ol ･ 2 1 3
･

8 9 9 -9 2 9 .

3 6 9) T o y o s hi m a , C ･
,
S a s ab e

,
H ･

,
a n d S t o k e s , D ･ L ･ (1 9 9 3) T h r e e

-di m e n si o n al c ry o
- el e ctr o n mi cr o s c op y of th e

c al ci u n i o n p um p i n th e s ar
c o pl a s mi c r eti c ul u m m

e m b ra n e ･ N at ur e 3 6 2 , 4 6 9 4 7 1 ･

3 7 0) S ch e rtl er , G ･ F ･ X ･
,
V ill a

,
C ･

,
a n d H e n d e rs o n , R ･ (1 9 93) P r oj e c ti o n st ru ct u re r of rh o d o p si n ･ N at u r e 3 6 之 , 7 7 0 -

7 7 2 .

3 7 1) H ol z e n b u rg , A ･
,
B e wi e y , M ･ C ･

,
W ils o n

,
F ･ H ･

,
N i c h ols o n

,
W ･ V ･

,
an d F o rd

,
R ･ C ･ (1 9 9 3) T h e e

- di m e n si o n al

st r u ct u r e of p h ot o s y st e m II ･ N at ur e 3 6 3 , 4 7 0
-4 7 2 ･

3 7 2) K ar r as ch , S .
,
B ul 1 o u gh ,

P ･ A ･
,
a n d G h o s h

,
R ･ ( 19 9 5) T h e 8 ･5 A p r oj e cti o n m a p of th e li gh t

-h a r v e 血 g

c o m pl e x l fr o m R h o d o
sp i rill u m r u b r u m r e v

e al s a n n g c o m p o s ed o f 1 6 s u b u nits ･ E M B O J ･ 1 4 , 6 3 1 16 3 8 ･

3 7 3) r h ck s o n , R .
,
A b el s o n , J ･ , B am es , W ･

･
a n d R e z nik off

･
W ･ ( 1 9 7 5) G e n e也c r eg ul ad o n : th e l a c c o n tr ol r egi o n ･

S ci e n c e 1 8 7
,
2 7 -3 5 .

3 7 4) Al d e m a , M ･ L ･

,
M c M t N y , L ･ M ･

,
W al m sl e y , A ･ R ･

･
a n d Le v y ･ S ･ B ･(1 9 9 6) F b ri fi c ati o n o f th e T R I O

- sp e cified

t etr a cy cli n e efn u x an d p o rt
e r T et A i n a n ati v e st at e s as a p oly hi s d din e fu si o n p r ot ei n ･

M o l ･ M i c r o bi ol ･ (in

p r e ss)

3 7 5) K a s ah a r a , M ･
,
a n d = i n kl e

,
P ･ C ･ (1 9 7 7) R e c o n sti t u ti o n a n d p

mi fi c a d o n of th e D - gl u c o s e tr a n s p o rt e r fr o m

h m an ery th r o c yt e s ･ J ･ B i ol ･ C h e m ･ 2 S 之
,
7 3 8 4 -7 3 9 0 ･

3 7 6) N e w m an , M ･ J ･ , F o s t e r , D I L ･
,
W ils o n

,
T ･ H ･

,
a n d K ab a ck

･
H ･ R ･ (1 9 8 1) P mi fi c ati o n an d r e c o n stit n ti o n of

f un cd o n al l a ct o s e c a r ri e r fr o m E i ch e ric hi a c oli ･ J ･ B i o l ･ C h e m ･ 2 5 6 , 1 1 8 0 4 - 11 8 08 ･

3 7 7) F o s t e r , D ･ L ･
,
G ar ci a

,
M ･ L ･ , N e w m an ･

M ･ J ･
･
P at el , L ･

,
an d K ab a ck

･
H ･ R ･( 1 98 2) L a ct o s e

-

p r ot o n sy m p O rt b y

p u ri fl e d la c c ar ri i er p r o t ei n
･ B i o c h e m i st Ty ヱ1 , 5 6 3 4

- 5 6 3 8 ･

3 7 8) V iit a n e n , P ･
,
N e w m an ,

M ･ J ･
,
F o st e r

,
D ･ L ･

,
W ils o n

,
T ･ H ･

,
a n d K ab a c k ･ H ･ R ･ (1 9 8 6) P tui fi c a d o n ,

r e c o n s ti t u ti o n , a n d ch a r a ct e ri z ad o n o f th e l a c p e rm e as e o f B
k ch e ri c hi a c oli ･ M eth od s E n zy m ol I 2 5 , 4 2 9

- 4 5 2 ･

3 7 9) D e n t , H ･ C ･
,
H e n d e r s o n , P ･ J ･ F ･

･
an d h c a s , V ･ A ･ (1 9 9 2) P mi fi c a ti o n of th e g al a ct o s e/ H

＋ s ym p o rt p r ot ei n of

E s c h e ri chi a c olt . B i o ch e m . S o c . T r a m s . 2 0 , 2 5 1 S ･

3 8 0) N ak a mi hi , M ･
,
K ag a w a , Y ･

･
N a ri t a

7
Y ･

,
a n d H ir at a

,
H ･ (1 9 94) P mi fi c a d o n a n d re c o n stit u ti o n of

an i n t es ti n al

N a ＋ -d e pe n d e d n e ut r al しα
- a mi n o a cid t r a n sp o rt er ･ J ･ B i o l ･ C h e m . ヱ6 9

･
93 2 5 - 93 2 9 ･

3 8 1) A m b u d k a r , S ･ V ･
,
L el o n g , I ･ H ･

･
Z h an g ･ J ･ ･ C ar d ar elli ･ C ･ 0 ･

･
G o tt es m an ,

M ･ M ･
,
an d P a st a n

･
I ･(1 9 9 2) P ar ti al

p mi fi c ati o n a n d r e c o n s d t u ti o n o
f t h - m 皿 m ul d d r u g

- r esist an c e p tl m P : C h a r a
ct e An h o n of th e d r u g

-s ti m d at ed

A T P h y d r oly sis ･ P r o c ･ N a tl ･ A c
a d ･ S ci ･ U S A 8 9

,
8 47 2 -8 4 7 6 ･

3 8 2) S h apir o , A ･ B ･
,
an d Li n g , Ⅴ ･(1 9 9 4) A T P as e a cti vity o f p u ri fi e d a n d re c o n

s ti t u te d P 4 y c o pr o t ein fr o m C hin e s
e

h am s t er o v a ry c ell s ･ J ･ B i o l ･ C h e m ･ 2 6 9
･
3 7 4 5 - 3 7 5 4 ･

3 8 3) S h apir o , A ･ B ･
,
a n d Li n g ' V ･ (1 9 9 5) R e c o n sti t u d o n of d ru g 仕a n SP

O n b y p u ri fi ed P
- gl y c o p r o t ei n ･ J ･ B i ol ･

c h e m . 2 7 0
,
1 6 1 6 6 7 -1 61 7 5 .

3 8 4) 0
- R i o r d an

,
C ･ R ･

,
払 ck s o n , A ･

,
B e ar ･ C ･

,
Li

･
C ･

,
M an a v al an

,
P ･

,
W a n g , K ･

Ⅹ ･
,
M ar s h al 1

,
J ･

･
S ch e d e

,
R ･ K ･

,

M c P h e rs o n
,
J . M .

,
C h e n g , S . H ･

,
an d S mi th

,
A ･ E ･ (1 9 9 5) P u ri fi c ad o n an d ch ar a ct e ri z

a ti o n of r e c o m b i n a n t

cy s ti c flb r o si s 仕a n s
m e m b r a n e c o n d n ct a np e re g ul a

t o r fr o m C hin e s e h a - st er o v ar y an d i n s e ct c ells
･ J ･ B i ol ･

C h e m . 2 7 0
,
1 7 0 3 3 - 1 7 0 4 3 .

3 8 5) Y o s hid a , M ･

,
O k am o t o

,
H ･

･
S o n e ･ N ･

,
H i r at a

,
H ･

,
a n d K a g a w a ･ Y ･ ( 1 97 7) R e c o n stit u ti o n of

th er m o st abl e

A T P as e c ap abl e of e n e rg y c o up
li n g fr o m its p mi fi ed s u b u mi

t s ･ P r o c ･ N atl ･ A c a d ･ S ci ･ U S A 7 4 ･ 9 3 6 - 9 4 0 ･

3 8 6) H i ck m a n , R ･ K ･
,
M c M u rr y , L ･ M ･

,
a n d Le v y ･ S ･ B ･ ( 1 9 9 0) O v erp r

o d u cti o n a n d p 血 fi c a ti
o n of th e T n 1 0 -

sp e cifle d i - e r m e m b r an e
t e & a cy cli n e r esist an c e p r o t ei n

T ot u si n g fu si o n s
'

t o β- g al a ct o sid as e ･ M o l t M i c r
o bi ol ･

4
,
1 2 4 1 -1 2 5 1 .

- 1 5 3
-



3 8 7) N el s o n , M ･ L ･
,
P a rk , B ･ 昆

,
A n d r e w s , J ･ S ･

,
G e o r gi a n , V ･ A ･

,
T h o m as

,
R ･ C .

,
an d L e v y , S . B . (1 9 9 3)

I n hibi也o n of th e t et r a c y cli n e e fl u x a ntlP O rt p r o t ei n b y 1 3
-thi o -s llb s ti t ut e d 5 + 1y dr o x y

-6 -d e o x yt etr a cy cli n es I J ･

M e d . C h e m . 3 6
,
3 7 0 -3 7 7 .

3 8 8) N at h a n s , J . (1 9 9 2) R b o d o p si n : S t ru c t u r e , fu n cti o n , a n d g e n eti c s . B i o c h e m ist 7T 3 i , 4 9 23 - 4 9 3 1 .

3 89) E L o r a n a , H ･ G ･ (1 9 9 3) T w o li gh t -tr an s dtlCi n g m e m b r a n e p r ot ei n s : B a ct eri o rh o d op sin a n d th e m a m ali an

rh o d op si n . P r o c . N a il . A c a d . S ci . U S A 9 0
,
1 1 6 6 - 1 17 l ･

3 9 0) K r eb s , M . P .
,
a n d K h o ra n a

,
H ･ G ･ (1 9 9 3) M e ch a n is m of ligh t -d ep e n d e n t p r ot o n t r a n sl o c ati o n b y

b a ct e ri o rh o d o p si n . J . B a ct e ri o l . 1 7 5 , 1 5 5 5
- 1 5 60 .

3 9 1) M att h e w s , D . A .

,
A ld e n

,
R . A .

,
B oli n

,
J . T .

,
F r e e r

,
S . T .

,
H a mi i n

,
R .

,
X u o n g , N .

,
K r a u t

,
J .
,
P o e

,
M .

,

W illi am s
,
M .

,
a n d H o o g et e e n , K ･ (1 9 7 7) D ih y d r of ol at e r ed u ct a s e: Ⅹ -r a y str u cttw e of th e bi n a ry c o m pl e x wi th

m e th o tr e x at e . S ci et2C e 1 9 4
,
4 5 2 -4 5 5 .

3 9 2) B y s tr off , C .
,
O atl e y , S . J .

,
a n d.K r allt

,
J . ( 1 9 9 0) C r y st al s t ru c t u r e s o f E s c h e ri c hi a c olt dih y d r ofol at e r ed u ct as e:

T h e N A D P [ h ol o e n z y m e a n d th e f olat e
｡ N A D f

L
ト t e m ary c o m pl e x . S u b str at e bi n din g a n d a m o d el f o r th e

t r a n siti o n st at e . B i o ch e m i stry 2 9 , 3 2 63 3 2 7 7 .

3 9 3) J el s c h , C .
,
L e nf a n t

,
F .

,
M a s s o n

,
J . M .

,
a n d S am am a

,
J ･ P ･ (1 9 9 2) P -l a ct a m as e T E M l of E . c olt . C ry st al

st ru ct u r e d et e mi n a 也o n at 2 .5 A r e s ol u ti o n . F E B S L ef t . 2 9 9
,
1 3 5 - 1 4 2 .

3 9 4) S o m e y a , Y .
,
M o ri y am a , Y .

,
F u t ai

,
M .

,
S a w ai

,
T .

,
a n d Y a m ag u c hi , A . (1 9 9 5) R e c o n stit u ti o n o f th e m et al -

t etr a cy d lm e/ H
＋ a n ti p o rt e r of E s ch e ric hi a c olt i n p r o t e olip o s o m es i n cl u di n g F ♂1 - A T P a s e ･ F E E S L e tt ･ 3 7 4 ,

7 2 - 7 6 .

3 9 5) P ri v i , G . G .
,
V e r n e r

,
G . E .

,
W eit z m an

,
C .

,
Z e n

,
K . H .

,
E is e n b e r g , D .

,
a n d K a b a ck

,
H . R . (1 9 9 4) F u si o n

p r o t ei n s a s t o ol s f o r c ry s t al li z a ti o n : th e l a ct o s e pe rm e as e fr o m E s c h e ri chi a c oli ･ A ci a C ry st ･ D 5 0 , 3 7 5
-3 7 9 ･

3 9 6) S o m ey a , Y .

,
Ki Ⅲ u r a

,
T .

,
T s11 ru 0

,
T .

,
S a w ai

,
T
リ
a n d Y a m ag tl Chi , A ･ F llSi o n p r ot ein s of T et A a n d n ll Cl e o tid e

bi n di n g d o m ai n( 良) fr o m h u r m n M D R I P -gl y c o p r ot ei n c an c o nf e r m o d er at e l e v els o f t etr a cy cli n e r esi st an c e .

( un p u blis h ed d at a)

3 9 7) S hi m ab Ⅶk tl , A . M .
,
N i shi m o t o

,
T .

,
U ed a , K .

,
a n d K o m a n o , T . (1 9 9 2) P -由y c o p r o t ei n : A T P h y d r ol y sis b y th e

N -t e mi n al 皿 Cl e o ti d e -b in din g d o m ai n . J . B i ol . C h e m . 2 6 7
,
4 3 0 8 -4 3 I1 ･

3 9 8) M o u tin , M .

- ∫.
,
C uill el

,
M .

,
R api n , C .

,
M ir a s

,
R .

,
A n g e r , M .

,
L o m p r6 , A .

- M ･
,
an d D u p o n t , Y ･ ( 1 99 4)
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