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枯草菌胞子発芽期の 遺伝子発現制御の 一

つ の 指標で ある蛋白質合成の 経時的変化を 二 次 元電 気泳動 法を 用 い て 分析 し

た ･ 発芽5 分で 明白に 3 種類 の 標識蛋白分子′ 10 分 まで に 約65 種 軌 次の1 0 ～ 2 0 分期に 約21 0種類 , 増 殖期 に は 約260 種類の 標

識蛋白分子 がそ れ ぞれ 確認 された ■ また ア ク チ ノ マ イ シ ン D と
35
S

-

メ チ オ ニ ン を発芽と 同時に 加え15 分 まで 培養 した と こ ろ

2 種類の 蛋白分子の 合成 が確認 された ･ ア ク チ ノ マ イ シ ン D 存在下で 合成が確認 され る こ の 2 種類の 蛋白分子ほ発芽 5 分ま で

に 合成が確認 され た 3 種類 の 蛋白分子の うち 2 種頸 と同 じもの で あ っ た ･ ま た こ の 2 種類の 蛋白分子の う ち の
一

つ ほ枯草菌の

R N A ポリ メ ラ ー ゼ の 0
･ A

で ある可 能性が 示 唆さ れ る .

K e y w o r d s B a c ill u s s u b tilis
･ g e r mi n a tio n

, p r O t ei n s y n t h e sis
,
R N A p oly m e r a s e ,

q f a ct or

胞子形成細菌の 作 る胞 子ほ 生物学的括性 を休止 し
, 外的環境

に強い 抵抗性を 示す . こ の 様な 胞子ほ 固有 の 条件 に 応 じて発芽

し 成長期を 経て 栄養細胞 に なる . 従 っ て こ の 過程は胞 子 にお

い て抑止状態に ある遺伝子を 活性化 し発現す る過程と して と ら

える こと がで きる . F u k u d a ら
1)

そ の 他
2)3)

に よ り ‥ 胞子 形成過

におい て の 遺伝子 の 転写制御に R N A ポ リ メ ラ ー ゼ の α 因子が

関与して い る こ とが 証 明 され て い る . しか し胞子 が 発芽 して 増

殖期 へ 移行する過程に つ い て は ほ と ん どわ か っ て い な い .

従 っ て 枯草菌 の 細胞分化を 包括的 に 理 解す るに は胞子 の 発芽

に つ い て の 研究が 特 に 重要で ある . 胞子 の 発芽期の 蛋白質合成

パ タ →

ン の 変化 に 関す る解析 が
,
M ulli n ら

4)

や
,
H e c k e r ら

5)6 )
に

よりな され て い るが
,

こ れ ら の 結果に は 相互 に 多く の 相違点が

あり
,

い ずれも こ の 過程の 蛋白分子 の 特異 パ タ ー

ン を結論する

には不 十分 で あ る . 胞子 の 発芽過 程 で 合成 さ れ る 伝令 R N A

(m e s s e n g e r R N A
,

m R N A ) は増殖期と 同様 に 寿命が 短い こ と

が特徴である
7)
か ら胞子発芽過程 の 蛋白質合成は

, 直接 的に 遺

伝子発現の プ ロ グ ラ ム に よ っ て 表現 され て い る とみ なす こ と が

できる .

従っ て本研究で ほ
l 高感度 二 次元電 気泳動法

8)
を も ち い て 胞

子の 発芽期に 合成 され る蛋白分子種 の 解析 を お こ な い
,
あわせ

て遺伝子 発現制御 の
一

端 を明 らか に す る こ とを め ぎした .

材料お よび方法

Ⅰ . 試薬頬

特に会社名の 記載の な い 試 薬撰 ほ和 光純 薬株 式会社 ( 大阪)

から購入 した . 標識 した ア ミ ノ 酸 ほ I C N バ イ オ メ デ ィ カ ル 社

(C o st a M e s a
,

U S A ) か ら購入 した .

Ⅰ , 使用菌種

枯草菌168 伽 c 肋 ∫ ∫以如 拙) L M H : 1
- ロ イ シ ソ

,
レ メ チ

A b b r e vi a tio n s : E D T A
,
et h yl e n e di a m in e t et r a a c e ti c a cid :

Sali n e : S D S - P A G E
,

S O di u m d o d e c y l s ulf a t e
-

p Ol y a c r yla m id e

オ ニ ン
,

L - ヒ ス チ ジ ン 要求性

Ⅲ . 培 地

1 . 増殖培地

枯草菌培養 の 前培養お よび増殖用 に 用い た .
こ の 培地は 1 上

中 に 1 M ト リ ス 10 0 m l
,
肉 エ キ ス 1 .5 g , 酵母 エ キ ス 1 .5 g ,

ペ

プ ト ン 5 g , 塩 化 ナ ヤ リ ウ ム 3 . 5 g , 第 ニ リ ン 酸 カ リ ウ ム

1 4 0 m g , 第 一 リ ン 酸 カ リ ウ ム 60 m g ,
ブ ドウ糖 5 g お よ び ユ

ー

ロ イ シ ソ
,

1 - メ チ オ ニ ン
, L

-

ヒ ス チ ジ ン を 各 50 m g 含み

p H 7 と した .

2 .
S c h a eff e r の 胞子 調整培地

枯草菌胞子を得 るた め に 剛 ､ た . こ の 培地は 1 上 中に 肉 エ キ

ス 8 g , 硫酸 マ グ ネ シ ウ ム 25 0 m g , 塩化 カ リ ウ ム 1 g , 塩化 マ ン

ガ ン 1 ･ 9 6 m g , 硫酸鉄 0 . 2 8 m g , 硝酸 カ リ ウ ム 23 6 m g ,
ブ ドウ

糖 5 g お よび エ ー ト リ プ ト フ ァ ン
, L - ロ イ シ ン 各 5 0 m g , 寒

天 粉末 20 g を含み
, p H 7 . 2 と した .

3 . 発芽培地

枯 草菌 の 発芽培地と して S p主z iz e n の 最小培地
9〉

に
,
2 0 0 〟 g/

ふl 酵母 エ キ ス
, 5 0 0 〟 g/ m l カ ザ ミ ノ 酸 ,

0 . 5 % ブ ドウ糖 ,
1 0 0

〃 g/ m l 工ノ

ー ア ラ ニ ン を加え て用 い た .

Ⅳ . 緩 衝 液

緩衝液A (1 0 0 m M ト リ ス
, 1 M 塩化ナ ト リ ウ ム

,
1 0 m M 塩

化 マ グネ シ ウ ム
, P H 7 . 2) 緩衝液 B (1 0 0 m M ト リ ス

,
1 0 m M 塩

化 マ グネ シ ウ ム (石 軌 大阪) , 1 m M エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四酢酸

( e th yl e n e di a mi n e t e tr a a c e ti c a cid
,
E D T A ) , 2 0 % グリ セ リ ン

,

0 .1 5 M 塩化 ナ ト リ ウ ム)

V . 胞子の 調整

S c h a eff e r の 胞子調整培養液を含 む寒天( 2 % ) 培地 で培養し

た ･ 37 ℃
,

3 日 の 培養後 , 顕敏鏡で 胞子を確認 して集菌 した .

適当量の 滅菌蒸留水 に懸濁 して リ ゾチ
ー ム お よび ドデ シ ル 硫酸

m R N A
,

m e S S e n g e r R N A : P B S , p h o s p h a t e b uff e r e d

g el el e c t r o p h o r e sis : T C A
,
t ric hl or o a c eti c a cid
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ナ トリ ウ ム (s o di u m d o d e c yl s ulf a t e
,
S D S) (半井 ,

大阪) 処理 の

軋 1 M お よび 0 ･1 4 M 塩化 ナ ト リ ウ ム で よく洗浄 し ･ 更 に 滅

菌蒸留水で 数回 十分 に 洗浄 し
,
使用 ま で滅菌蒸留 水に 懸濁 して

4 ℃で 貯蔵 した .

Ⅵ . 発 芽

使用前に80 ℃
,
1 5 分熱処理 した胞子 を い ア ラ ニ ン (1 00 〃 g/

m l) を含む発芽培地 中で37 ℃に 加乱 数 しい 振と う下 で実 験を

行 っ た . 増殖期の 細胞は 中期対数増殖期か らと っ た ･

Ⅶ . 放射性 同位元素に よる標識

生体高分子合成 の 経時 的解 析 に は
, 放射 性同位 元 素標識 の

3
H _ ウ リ ジ ン (比活性 2 . 22 T B q/ m m ol) ,

3
H - チ ミ ジ ン (比活性

1 . 1 1 T B q/ m m ol) ,

3 S
S -

メ チ オ ニ ン (比悟性 50 T B q/ m m ol) を用

い た . 標識反応ほ 同量の 冷10 % トリ ク ロ ロ 酢酸(tri c h l o r o a c e ti c

a cid
,

J

r C A ) で 3 回洗浄後 T C A 不溶性沈殿を ガ ラ ス 繊維濾 紙

( w h at m a n G F/ C) 上 に 集め
,
放射性活性を ト ル エ ン p p o シ ソ テ

レ ー タ
ー

(B e c k m a n
,
C alif o r ni a

,
U S A ) を 用い て 測定 した ･

発芽期及び 増殖期の 細胸 は
35
S - メ チ オ ニ ン で 標識 し た 後 ,

発芽開始後30 分 ま での 細胞は10 % メ ル カ プ ト エ タ ノ
ー ル を ふ く

む 8 M 尿素 ( p H 2 . 0) で3 7 ℃1 時間処理 し
∫ 緩衝液 A で 5 回 良

く洗浄 し
,

さ らに 緩衝液 B で 洗浄 軋 同液に 懸濁す る ･ こ れを

リ ゾチ ー ム 処理 し
, そ の 後超音波( U ltr a s o n ic s ･

U S A ) 処理 で破

砕 した . 発芽開始30 分以降の 細胞は緩衝液A で 洗い
･
そ の 後緩

衝液 B に 懸濁 し
,

リ ゾチ
ー

ム 処理 の 後超音波処理 した ･

Ⅶ .
ニ 次元 電気泳動

蛋白質 の 抽出液は ,
0

,

F a r r ell
8)

の 二 次元電気泳動法 で分析 し

(
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T i m e a f t e r s t a r t o f g e r n i n a t i o n ( m i n )

F ig . 1 . P bl s e
-l a b e11i n g of R N A , p r O tei n a n d D N A a n d th e

eff e c t of a c ti n o m y c in D o n th e s e q u e n ti al s y n th e si s of R N A

d u ri n g g e r mi n a ti o n a n d o u tg r o w th of B a cill u s s u b tili s 1 68

L M H s p o r e s . I n c o r p o r atio n f o r l m in of
3
H -

u ri di n e ( △)･

a5
S -

m e thi o ni n e ( ○) a n d
3
H rth ym idi n e ( ▼) i n t o R N A ･

p r o t ei n a n d D N A
･

r e S p e C ti v ely l
W a S m e a S u r e d ･ A c t in 0 rn

-

y ci n D (5 0 FL g/ m l) a n d
3
H -

u ridi n e

●

w e r e ad d e d t o th e

s u s p e n si o n of s p o r e s a t th e s t a r t of g e r m i n a ti o n
,

a n d th e

i n c o r p o r a tio n of
8
汀 u rid i n e w a s m e a s u r e d a t th e i n di c a t e d

ti m e ( ▲) .

た . こ の 方法は
一 次元 に ほ等電点電気泳動法 ,

二 次元 ほ ドデシ

ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム
ー

ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳動法

( s o d i u m d o d e c yl s u lf a t e- p Ol y a c r yl a m id e g el el e c tr o p h o r e sis
▲

s D S - P A G E) を 組み合わ せ た も の で あ る ■ 等電 点電気泳動に は

4 % ゲル を用 い た ,
S D S- P A G E は S D S - ト リ ス ー グリ シ ン 系

で10 % の 泳動用 ゲ ル と 5 % の 濃縮用 ゲル の 紅合せ を用い
, 泳動

用緩衝液 に は 25 m M † リ ス
,
1 9 2 m M グリ シ ソ

, 0 ･1 % S D S を

用い た .
二 次元 電気泳動法に よ り 分画 した 蛋白分子 ほ ゲ ル 乾燥

の 軋 オ
ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ

ー で 検出 した ･ 銀 染 色法は 2D 一

銀染色試薬 ･ Ⅱ ｢ 第
一

｣ ( 第 一 化学 ,
東京) で指示 され た方法で

行 っ た .

Ⅸ . 大腸菌 R N A ポ リメ ラ
ー

ゼ 坑血清

大 腸 菌 の R N A ポ リ メ ラ
ー ゼ (P h a r m a ci a

･
U p p s ala

,

s w e d e n ) を 70 FL g ず つ 1 0 日 ご と に 4 回 ウ サ ギ に 免疫 し
,

o k ｡ S hi ら
1 0}

に よ り述 べ られ た方法 で抗血 清を作 製 した ･

X . ニ 次元 二 重免疫拡散法

二 次元 二 重免疫拡散法は O u c h t e rl o n y
川

に よ り開発され た方

法で 行 っ た .

刃 . ウ エ ス タ ンブ ロ ッ テ ィ ング

ニ 次元電気泳 動法 で分 離 した 蛋白 質ほ ニ ト ロ セ ル ロ
ー

ス 膜

(S c hl ei c h e r & S c h u ell
,
D a s s el

,
G e r m a n y) に 転写 した ･ この ニ

イ

F ig . 2 ･ S D S -

p Ol y a c r yl a m id e g el el e c t r o p h o r e si s p a tte r n Of

p r ot ei n s s y n th e si z e d d u r in g g e r m i n a tio n ･ L a b eui n g w ith

35
S -

m e th i o ni n e w a s p e rf o r m e d f r o m O t o 5 mi n (1) ･
O to l O

m i n (2) ,
1 0 t o 2 0 mi n (3) ,

a n d 2 0 t o 3 0 m i n (4) d u rin g

g e r mi n a ti o n .



枯草菌胞子発芽期 の 蛋白質の 解析に つ い て

トロ セ ル ロ ー

ス 膜 を ブ ロ
ッ キ ン グ用の 緩衝液 に 3 時間浸 し

,

一

次抗体と して 抗大腸 菌 R N A ポ リ メ ラ ー ゼ 家兎血 清で30 分反応

させた後 ,
二 次抗体 と して 西 洋 ワ サ ビ過酸化 酵素 (h o r s e r a di sh

p er o xid a s e) 標 識 し た 抗 ウ サ ギ 抗 体 ヤ ギ 抗 体 (Bi o R ad
,

C al if o r ni a ,
U S A ) を 用い て ▲ 間接抗体法

12)
で 抗原を検 出 した .

発色剤は 4 塩化 ナ フ ト ー ル ( B i o R a d) を用 い た .

刃 . 枯草菌 の R N A ポリ メ ラ
ー

ゼ

分析に 用い た R N A ポ リ メ ラ ー ゼ ほ , 硫安塩析の 後 D E A E セ

ル ロ ー ス カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ で 精製 した もの を 小林春夫教

授(東京農工 大) よ り供与 して い た だ い た .

成 績

Ⅰ . パ ル ス標識

これま で も多く の 報告
13)14 )

が ある よう に 枯草菌胞 子 の 発芽期

では
t 最初に R N A が合成 され 次 に 蛋白質 合成 , 少 し 遅れて

D N A 合成と続く . 著者は ま ず
3
H - ウ リ ジ ン

,

35

S - メ チ オ ニ

ン
,

3
H - チ ミ ジ ン を用 い て R N A 合成 , 蛋白質合成

,
D N A 合成

を1 分 パ ル ス 標識 で 調 べ た (図1 ) . 図1 で 示 すよ うに 発芽 5 分

で R N A 合成が 始 ま り , 1 5 分で 蛋白質合成 が 開始 され
,
や や 遅

れて45 分で D N A 合成が ほ じま る . ま た ア ク チ ノ マ イ シ ン D (5 0

C ■ -

凌

.･
一 ■ a

58 5

〟 g/ m l) を発芽開始と 同時に 加え る と
,

3
H - ウ リ ジ ン の 取り 込

み ほみ られ な い ･ 発芽初期に おけ る ア ク チ ノ マ イ シ ン D の 存在

は R N A 合成を 阻害 して い る (図1 ) .

E ･ S D S - P A G E に よ る解析

発芽期に おい て まず最初 に 合成さ れ る蛋白質分子ほ どの よ う

なもの か
,

そ して こ の 過程 の 進行と ともに 合成 され る蛋白分子

種を 解明す るた め に 以下 の 実験を お こ な っ た . S D S . P A G E の

解析で は発芽5 分で 少なくと も 3 つ の バ ン ドに
35
S - メ チ オ ニ

ン の 取 り込み が確認 され10 分 ,
2 0 分 と蛋白分子 の バ ン ド数お よ

び それ らの 標識 の 強度 が増大す る (図 2) .

Ⅲ ･ ニ 次元電気泳動法に よる解析

分解能が S D S - P A G E よ り高性 能の 0
,

F a r r el1
8)

二 次元電気泳

動法を用 い て発芽後特定の 時期に 合成 され る蛋白分子種 の 解析

を行 っ た
t

こ の 方法に よ る解析の 結果 ,

35
S - メ チ オ ニ ン を 0 分

に加えて 5 分ま で 培養 した もの で は少 なくと も3 種類の 蛋白分

子 の 合成が確認 され(図 3 A) ,
0 分 ～ 1 0 分の もの で は約6 5 種類

(図 3 B) ,
1 0 分 ～ 2 0分 の もの では 約210 種煩( 図3 C) ,

そ して 増殖

期 の 1 分標識で は約260種類 (図 3D) の 蛋白分子の 合成 が 確認

され た ･ こ の よ うに 発芽過程の 進行 に と もな っ て 合成され る蛋

白分子種が 段階的に ふ えて いく .

Fig ･ 3 ･ T w o- di m e n si o n al g el ( el e c tr o p h o r e sis) p a tt e r n of p r o t ei n s s y n th e siz e d d u ri n g g e r mi n a ti o n a n d v e g e t a ti v e g r o w th .

L a b elli n g w ith
35
S -

m e thi o ni n e w a s p e rf o r m e d f r o m O t o 5 mi n (A )･ O t o l O mi n (B ) ,
a n d l O t o 20 mi n ( C)d u ri n g g e r mi n a ti o n , a n d

f o r l mi n (D ) d u ri n g v e g e t a tiv e g r o w th ･ H o riz o n t al a n d v e r ti c al a r r o w s i n di c a t e th e d ir e cti o n of is o el e ct ri c f o c u si n g a n d
S D S -

p Oly a c r yl a m id e g el el e c tr o p h o r e si s r e s p e c ti v el y ･ S p o t s a
･ b a n d c i n d i c a t e p r o tei n s s y n th e siz e d at e a rl y s t a g e of

g er mi n a ti o n ･ T h e d
･

e a n d f i n d id a t e p r o t e in s s y n th e siz e d at l a t e r s t a g e of g e r m i n a ti o n a n d dis a p p e a r e d a t v e g et a ti v e st a g e .

S p o ts g a n d h i n di c a t e p r o tei n s s y n th e siz e d a t v e g e t a ti v e s ta g e .
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こ の うち 発芽 5 分で合成 され る a
,

b , C の うち b は こ の 後

連続 して 多量 に 合成 され るが a と c は そ の 後20 分期 まで b に 比

べ て相対量は 少な い (囲3 C) . また こ の 蛋白質 a
,
b は

一 度合成

が 開始され る と発芽期 , 増殖期とも継続 して 合成 され る が c は

増殖期に は合成が 確認 され ない ･ 発芽10 分 に は さ らに多く の 蛋

白分子数が合成 され
ユ5
S - メ チ オ ニ ン 標識濃度 の 高 い も の で1 0

数 阻 濃度 の 低 い も の を 含め る と約65 種の 蛋白分子の バ ン ドが

確認され (図 3B) ,
こ れ らは こ れ 以降継続 して 安定 し た 発現 が

み られ る . 次の 発芽10
～ 2 0 分期に ほ10 分ま で に 発現 した 蛋白分

子種の ス ポ ッ トもよ り明確 に な り新 たな 蛋白分子種 の 発現 がみ

られ( 図 3C) こ れ らの 蛋白分子の 大部分は 継続 して発現す るが

発芽初期 に の み み られ る蛋白分子も少な い な が ら存在 する ･ そ

れ らの 蛋白分子ほ 固 3 C の d
,

e
,

f な どで ある (因 3 C) ･

増殖期の 主要 な蛋白分子種 ス ポ ッ トの 二 次元パ タ
ー

ン は20 分

期の そ れ と ほ ぼ 一 致す る . 増殖期 に の み み られ る蛋白分子の ス

ポ ッ トほ 図 3 D の g ,
h な ど であ る . こ の よ うな分子種 の 合成

量や 分子種の 段階的増加 はそ れの 鋳型 とな る m R N A に 依存 し

て い る と思わ れ る . 特に 発芽初期の 蛋白分子 の 合成 が どの よ う

な m R N A に 依存 して い るか を 吟味 す る こ と が 必 要 で あ る ･

J e n g ら
15)

は 休眠胞 子に増殖期 お よび 胞子形成期 の m R N A ほあ

るが 発芽期 に は機能 しな い と して い る ･ また ア ク チ ノ マ イ シ ン

D を加え る と た だ ち に m R N A の 合成が 阻害 され る ･ しか しな

が ら現在の と こ ろ 休眠胞 子に 蓄 え られた R N A に 発芽 に 必要な

m R N A の 機能 が あるか どうか 証明 され て い る と は 考 え られな

し ､
.

Ⅳ . ア クチ ノ マ イ シ ン D の 影響

図1 に 示す よ う に
, 発芽初期に お け る ア ク チ ノ マ イ シ ン D の

存在は 完全に R N A 合成 を 阻害 して い るか ら
,

ア ク チ ノ マ イ シ

ン D 存在下で蛋 白合成 が認め られ ると する な らばそ れ は胞子に

蓄え られ て い た m R N A に よ る の か
, あ るい は ア ク チ ノ マ イ シ

ソ D が発芽初期に は 胞子 内部 に 透過 しな い の で ,
こ の 薬剤の影

響を受けず に 合成 さ れ た m R N A に 依 存す る こ と も考 え られ

る . 以上 の 観点か ら ア ク チ ノ マ イ シ ン D の 蛋白合成に およ ぼす

影響を 調べ た .

まず発芽開始 と 同時 に ア ク チ ノ マ イ シ ソ D と
35

S
- メ チ オ ニ

ン を加え ,
1 5 分ま で合成蛋白質を 標識 し

,
○

'

F a r r ell の 二 次元

泳動法に よ っ て 2 種類 の 蛋白 分子 a
,

b の 合成 が 確 認さ れ た

(図 4 A) . 0 分 に ア ク チ ノ マ イ シ ン D を 加え , 1 0 分に
35
S 一メ チ

Fig . 4 . E H e c t s of a c ti n o m y ci n D o n th e p r o t ei n s y n th e si s d u ri n g g e r m i n ati o n t ( A ) A c ti n o m y ci n D a n d
35

S -

m e th i o n in e w er e ad d ed

at o m i n of g e r m i n ati o n a n d th e p r o t e in s s y n th e si z e d o v e r th e n e x t 1 5 mi n w e r e a n aly z e d l (B ) A c ti n o m y ci n D w a s a d d e d a t O

m i n o f g e r m i n a ti o n
,

3 5

S -

m e thi o ni n e w a s th e n a d d e d at l O mi n , a n d th e p r o t ei n s w e r e a n al y z e d a t 2 0 m i n af t e r th e s t a rt Of

g e r mi n a ti o n . (C ) A c ti n o m y ci n D a n d ･
}ら
S -

m e th i o ni n e w e r e a d d e d at l O m i n d u ri n g g e r mi n a tio n a n d p r o t ei n s w e r e a n aly z e d at 2 0

mi n , ( D) A c ti n o r n y ci n D a n d
3$
S -

m e thi o ni n e w e r e a d d e d a t 2 0 m i n d u ri n g g e r mi n a ti9 n a n d th e p r o t ei n s w e r e a n aly z ed at 30

m in . H o riz o n t al a n d v e r ti c al a r r o w s i n di c a t e th e d ir e c ti o n of i s o el e c tric f o c u si n g a n d S D S
-

p Oly a c r yl a m id e g el el e c tr o ph o r e sis

r e s p e c ti v ely ･ P r o t ei n s a a n d b c o r r e s p o n d t o th a t of fi g 3 r e s p e c ti v ely ･



枯草菌胞子発芽期 の 蛋白質の 解析 に つ い て

ォニ ソ を加えさ らに10 分間培養 した 結果も こ の 2 種類 の 蛋白分

子の 合成が 同様に 確認 された (図 4B) ･ また 発芽開始10 分後(図

4C) ,
2 0 分後(図 4D) に そ れ ぞれ ア ク チ ノ マ イ シ ン D と

35
S -

メ

チオ ニ ン を 加えて1 0 分間標 識 した 場合も こ の 2 種の 蛋 白分子 の

合成が確認された が そ れ 以外にも安定 に 合成 される蛋 白分子が

あっ た .

ァ クチ ノ マ イ シ ン D 存在下で合成 され る こ れ ら 2 種 の 蛋白分

子は胞子由来の m R N A に よ るもの か
,

また は ア ク チ ノ マ イ シ

ソI) の 阻害を 開始 して か ら合成 され た m R N A に よ る もの か は

わからない が
, 発芽開始 5 分ま でに 合成 され た 3 種の 蛋白 分子

(囲3 A の a ,
b

,
C ) の うち a

,
b と 同 じもの で あり , 比較的

寿命の なが い m R N A に よ り合成 されて い る こ とを うか がわ せ

てい る . こ の 2 種以外の 蛋 白分子 ほ 発 芽後新 しく 合成 さ れ た

m R N A に よ り合成 され て い ると 考え られ る . 発 芽開始後 た だ

ちに 合成される こ れ ら 2 種の 蛋白分子は
l 新 しい 遺伝 子群 の 発

現の ス イ ッ チ を い れ る正 の 調節 因子 の 働きを して い るの で は な

いかと推測さ れる .

Ⅴ .
R N A ポリ メ ラ

ー ゼ の J サ ブ ユ ニ ッ トの同定

K o b a y a s hi
16 )

は胞子が 発芽 し成長期
, 増殖期 へ と 転換す る の

にリボ ゾ
ー ム蛋白質や R N A ポ リ メ ラ

ー ゼ が 重要な 役割を 演 じ

てい ると して い る
1T)1 8)

. S h a w ら
19)

も発芽初期 に リ ボ ゾ ー ム 蛋白

質の 合成がた だち に 継続する と して い る . わ れわ れが 発見 した

発芽初期に合成 され る
,

2 種の 蛋白分子 と リ ボ ゾ ー ム 蛋白質あ

るい は R N A ポ リ メ ラ ー ゼ と の 関連 を検索す るた め に 二 つ の 実

験を行っ た .

まず枯草菌の 増殖期 と発芽期の 両方か ら リ ボ ゾ
ー ム 蛋白質を

と り
,
0

'

F a r r elI の 二 次元電気泳動法で 分析を お こ な っ た が
,

蛋白分子の a , b に 該 当す るもの は なか っ た . 枯 草 菌の R N A

ポリ メ ラ
ー ゼ の 二 次元電気泳動 に よ る 分析 結果 を 園 5 A に 示

す , ス ポ ッ トの 1 は R N A ポ リ メ ラ ー ゼ の J
A

サ ブ ユ ニ
ッ ト で

あり
,

ス ポ ッ ト の 2 ほ α サ ブ ユ ニ
ッ ト で ある

抑

( 図 5 A) .

図 4 A と 図 5 A の 比較の 結果 R N A ポ リ メ ラ ー ゼ の q
A

サ ブ

ユ ニ
ッ トは図4 の 蛋白分子 b と 非常 に 近 い 位 置に あり ( 図 4 A

,

図5 A) 両者は同
一

分子種 で ある こ と を 強 く示 唆す る . こ の 事を

確認するため , 発芽後20 分か ら得た蛋 自分画 と枯 草菌 の R N A

ポリ メ ラ ー ゼ を混合 して , 0
'

F a r r elI
8)

の 二 次元電 気泳動法 で 分

離した後, 銀染色 を行 っ たの が 図 5B で あ る . 図 5 B の ス ポ ッ

トの1 が J
A

サ ブ ユ ニ
ッ トで 2 が α サ ブ ユ ニ

ッ ト であ る . 比較

の結果, 蛋白分子b の ス ポ ッ トと げ
A

サ ブ ユ ニ
ッ ト の ス ポ ッ ト

は
一

致し
, 蛋白分子 の b は α

A
サ ブ ユ ニ

ッ ト で ある可 能性 が 示

酸され る結果を え た .

Ⅵ . 抗原抗体反応

これを確認する た め
, 次 の 実験を行 っ た . 枯草菌 の R N A ポ

リメ ラ
ー

ゼ の ♂
A

サ ブ ユ ニ ッ ト と 大腸菌 の R N A ポ リ メ ラ ー ゼ

の J サ ブ ユ ニ
ッ ト ほ ア ミ ノ 酸配 列 の 間 に か な り の 相 同性 が あ

り
, 枯草菌の R N A ポ リ メ ラ

ー ゼ の α
A

サ ブ ユ ニ
ッ ト を 抗原と

して作製した抗体は大腸菌 の R N A ポ リ メ ラ
ー ゼ の J や 枯草菌

の J
A

とほ反応するが 枯草菌の 他の α 因子や ,
R N A ポ リ メ ラ ー

ゼの コ ア 酵素に 関連す る ペ プチ ドと は反 応 しない
21)

. ま た
, 大

漁菌と枯草菌の R N A ポ リ メ ラ ー ゼ の α
A

因子間 の 塩基配列に

ほ非常に 大きな相 同性 が ある
22}

.

これ らの 知見にも とづ い て家兎を 大腸 菌 R N A ポ リ メ ラ
ー ゼ

で免疫 し抗血 清を作製 した .
こ の 抗体を 用い て 枯草 菌 の R N A

ポリメ ラ ー ゼ を 抗原 とす る 二 重免疫拡 散汝
11)

に よ っ て α
A

の 同
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定を 行 っ た .
こ の 抗血清 は枯草菌,

大腸菌両方の ポ リ メ ラ ー ゼ

と沈降反応を お こ した ( 図 6 A) .
こ の こ と ほ家兎抗血 清 と 反応

す る共通の 抗原が あ る こ とを 示 して い る . 更に ア ク チ ノ マ イ シ

ソ D を 0 分に 加え発芽15 分の 蛋白分 画を 0
'

F a 汀 ell の 二 次元電

気泳動法で解析 した 後,
上 記家 兎血 清 を 用 い て ウ ェ ス タ ン ブ

ロ
ッ テ ィ

ン グ を行 っ た . ウ ェ ス タ ン ブ ロ
ッ テ ィ ン グで染色 され

た 位置と 蛋白分子 b の 位置ほ 明 らか に
一

致 L た ( 図 6B) . 図 3
,

図4
, 図 5

, 図6 の 結果か ら発芽初期 に 合成 される蛋 白分子 b

が枯草菌 R N A ポ リ メ ラ
ー ゼ の α

A

で ある可 能性 が強く示 唆さ

れ る . 今後の 課題 と して抗 α
A

抗体で 反応す る蛋 白質 に
35
S が

取 り込 まれる か どうか 確認 した い .

考 察

枯草 菌胞子 の 成長 , 発生 サ イ ク ル は 細胞 ゲ ノ ム の 遺 伝 子

(群) の 選択と 遺伝子の 逐次発現に 関す る分子機構 を研 究す るの

に 適 した モ デ ル で ある .
これ まで胞 子形成期の 研究 で は多くの

成 果が蓄積 され胞子形成期 の 分子機構 を解明する努力 が結実し

ニ = = = 二 き

F i g . 5 . P o siti o n al c o r r el a ti o n o n th e t w o- di m e n si o n al g el

P r Ofil e s of p r o t ei n s s y n th e siz e d d u ri n g g e r m i n a ti o n t o th e

R N A p oly m e r a s e p r o t ei n s of B a cill u s s u b tili s . ( A )

T w o-d i m e n si o n al g el p a tt e r n of th e R N A p oly m e r a s e

f r a c ti o n p r e p a r e d f r o m B a c ill u s s u b tili s . ( B) T h e p r o t ei n

p r e p a r e d f r o m c ells a t 2 0 mi n of g e r mi n a ti o n w a s mi x e d

W ith th e R N A p oly m e r a s e f r a c ti o n f r o m B a cill u s s u btili s

a n d a n aly s ed o n t w o-di m e n si o n al g el el e c tr o p h o r e si s . T h e

P r O t ei n s w e r e vi s u aliz e d b y sil v e r
-

S t ai ni n g m e th o d .

H o ri z o n t al a n d v e r ti c al ar r o w s i n di c a t e th e d ir e c ti o n of

is o el e c tri c f o c u sin g a n d S D S -

p Ol y a c r yl a mi d e g el el e c t r o p h
-

O r e Si s r e s p e c tiv ely . P r o t ei n s l a n d 2 c o r r e s p o n d t o th e

O
' A

a n d α S u b u nit of B a cill u s s u b tili s R N A p ol y m e r a s e

r e s p e c ti v ely .
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つ つ ある . 胞子形成 の 開始期即ち 初期か ら中期 , 後 期に 関与す

る多く の α 因子が 同定 され ト 胞子化遺伝子の 転写制 御に 明確 に

関与 して い る こ と が証 明され た .

しか しな が ら枯 草菌胞子の 発芽期の 研究は 比較的少なく t そ

の分子機構 に つ い て 見る べ き進展 は ない . 枯草菌胞 子の 発芽期

でほ 胞子ゐ遺伝子発現プ ロ グ ラ ム が成長期 , 増殖期 へ と 変化 す

る過程 と して 掃らえ る こ とが で きる ,
こ の 枯草菌胞子の 発芽過

程 の 転写制御に 関与する遺伝子括 性化調節因子の 解明は 興味深

い と こ ろ で あ る . 他方, 発芽中の 胞子内で 合成 さ れ る m R N A

の 大部分ほ 増殖細胞の m R N A と 同 じく短命 で ある の で 遺伝 子

発現プ ロ グ ラ ム は 蛋白質合成 プ ロ グラ ム を 解析す る こ とに よ り

知る こ とが で きる . 従 っ て 著者 ほ 高分解能の 0
'

F a r r ell の 二 次

元電気泳動法を 用い て 胞子発芽糸の 蛋白質合成 パ タ ー

ン を分析

Fig . 6 . I m m u n ol o gi c al id e n tifi c a ti o n of p r o t ei n s s y n th e siz e d

d u ri n g g e r r n i n a ti o n . ( A ) O u ch t e rl o n y d o u b l e i m m u n o d iff u
-

Si o n t e st u si n g a n tis e r u m a g ai n s t E s c h e ri c hi a c olt ( E .

C Oli) R N A p ol y m e r a s e . T h e o u t e r w e11 s c o n t ai n e d

p h o s p h a t e
- b u ff e r e d s ali n e (P B S ) (1); R N A p oly m e r a s e

f r o m E , C O li (2); a n d R N A p oly m er a s e f r o m B a c ill u s

S u btili s (3) . T h e c e n t e r w e11 c o n t a in e d th e a n ti s e r u m f r o m

a r a b bit i m m u n iz e d wi th E . c oli R N A p ol y m e r a s e . A f t e r

O V e r n ig h t i n c u b a ti o n a t r o o m t e m p e r a t u r e , th e slid e m a d e

Of l % a g a r o s e i n P B S w a s w a s h e d w ith P B S a n d di s till e d

W a t e r a n d st ai n e d w ith O .1 % C o o m a s si e B l u e . (B ) W e s t e r n

bl o tti n g . A c ti n o m y ci n D w a s a d d e d a t th e s t a r t of

g e r m i n a ti o n a n d p r o t ei n s s y n th e si z ed f o r th e n e x t 1 5 m i n

W e r e f r a c ti o n a t e d b y t w o
-d i m e n si o n al g el el e c tr o p h o r e sis .

T h e 鴇 b lo t te d m e m b r a n e w a s all o w e d t o r e a c t w ith

a n ti s e ru m a B ai n s t E . c oli R N A p ol y m e r a s e .

し
, 転写調節 に 関す る多様 な新 しい 分子的作用様式 を解明する

事を 期待 した .

著者が こ の 報 告で 示 した結果 ほ上 記の 期待 と良く合致して胞

子発芽期の 各時間帯 に お い て合成 され る蛋白分子種 の パ タ ー

ン

の 変化を 示す こ と に 成 功 した と
●

考 え られ る . 発芽開始と共に3

種の 蛋白分子の 合成 が 確認 され10 分 まで に 約65 種類, 2 0分まで

に 約210 種撰の 蛋白分子 の 合成 が確認 され た . こ れほ ゲ ノ ムに

おけ る遺伝子の 選択的活性 化ほ 発芽期 に お い て完全に 逐次段階

的なもの で あ る こ と を 物語 っ て い る ･ 増殖期に み られ る主要蛋

白分子 の 多くは 発芽開始後20 分ま で に 発現 して い る . こ の こと

ほ遺伝子転写調節機構は20 分ま で に す で に 増殖期 の 機構をほぼ

確立 して い るもの とみ る こ と が で きる . こ れ は発芽期の 胞子も

増殖期細胞 と 同 じく成長や 増殖の た め に 同様 の 遺伝子産物を必

要とす る こ と を意味す る .

0
'

F a r r ell の 二 次元 電気泳動 の 結果 は合成開始時間と 継続時

間に よ っ て 以下 の よ うに 分類で き る . 但 し遺伝 子群 の 分類はl

個の 細胞 中かと十分 な分子数が 存在 し ,
二 次元 ゲ ル 上 でほ っ きり

確認 される蛋 白分子 の みに 限 っ て い る .

1 . 合成 が 発芽 開始 と 同時 に 始 ま り , 全発芽過程 を通じて合

成 され る 蛋白分子群 (図 3 A の a
･ b )

2 . 発芽 5 分以降10 分ま で に合成 され る蛋白分子群

3 . 発芽開始10 分以降に合成 され る蛋白分子群

4 . 特定の 発芽段 階の み に限 られ ,
そ れ 以外に ほ 発現しない

蛋白分子 群 (図 3 A の c
, 図 3 C の d ･

e
･ f

, 図 3 D の g
･

h )

発芽過程が 進ん で か ら転 写さ れ る遺伝子群ほ 少なく とも, 部

分 的に はそ れ以前 に 発現 した遺伝子群 に よ り合成 された 蛋白分

子 の 直接的な 正 の 制御を 受けて い る と考 え られ る . こ の ような

転写制御 に 携わ る と思わ れ る蛋白分子ほ
, 発芽 開始と 同時に合

成 され る蛋白分子群 1 お よび 2 に 含ま れ るも の が候補と して考

え られ る . 図4 の 結果が 示 すよ うに ア ク チ ノ マ イ シ ソ D の 存在

に もか かわ らず 2 種 の 蛋白分子の 合成が確認 された ,
この 2 種

の 蛋白分子 の ス ポ ッ ト は図 3 A の a
･ b と同 じもの である . ニ

れ ら 2 種 の 蛋 白分子 の 合成の 鋳型と な っ た m R N A は
, 胞子由

来の m R N A か新 しく合成 され た m R N A に よ る もの かはわか

ら な い
.

こ れ 以降合 成 さ れ る 蛋白 分子 ほ 新 しく 合成 され た

m R N A に よ るもの と思わ れ ,
こ れ ま で の 説 を裏づ けてい る .

発芽の よ り遅い 段 階で ほ R N A 合成は 蛋白質合成 阻害剤であ

る ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル で阻害 され る こ とが 観察 された .
した

が っ て 発芽初期に 合成され る蛋白分子の a
･ b は こ れ以降の転

写 制 御 に 重 要 な 役 割 を 演 じ て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ る ･

K o b a y a s hi らは 発芽期の 遺伝 子発現制御 に R N A ポリ メ ラ
～ セ

と リ ボ ゾ
ー ム 蛋白質の 重要性 を 主張 して い る .

胞子形成遺伝子 の 逐次発現に 関 して は F u k u d a ら
l)
や D oi

ユ
切

研究に 始 ま り , 現在で は 9 種類の ♂ 国子
23 卜 27)

が 同定 され , 胞子

形成機構が 明らか に な り つ つ あ る . 発芽期 に おけ る遺伝子の発

現も完全 に 逐次段階的な もの で あ り,
これ に 関与する と考えら

れ る R N A ポ リメ ラ ー ゼ の 構造と機能の 変化が 示酸される ･ こ

の 報告 で 示 した よ う に 発 芽初期 に 合成 され る 蛋 白 分子 b は

R N-A-- ポ リーメ テ ー ゼ の α
A
で ある 可能性 が強く示唆される ･

その

分子的実体 を解 明す る こ とほ 今後の 課題 で ある .

結 論

高分解能 の 0
,

F a r r ell の 二 次元電気泳動法 を 用い て枯草菌胸



枯草菌胞子発芽期の 蛋白質の 解析に つ い て

子の 発芽期の 蛋白分子種の 合成 プ ロ グ ラ ム を 解析 した結果次の

ことが明らか に な っ た ･

1 . 枯草菌胞子の 発芽期の 遺伝子 は 段階的 に 発現する ･

2 . ア ク チ ノ マ イ シ ン D 存在下に もか か わ らず発現する蛋白

分子がある ･

3 . 発芽期に は 比較的寿命の 長 い m R N A が 存在する ･

4 . 発芽期に 最初 に 合成さ れ る蛋白分子は 2 種あ り , う ち
一

っほ R N A ポ リ メ ラ
ー ゼ の J

A

で ある可 能性が 示 吹 され る ･
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