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oxyRの 転 写 開始 点上流 に存在 す る プ ロモ ー タ ー

過酸化水素は逆向きの転写を誘導する

吉 田 あや,武 部  聡

Divergent promoter, existed in oxyR promoter region, is hydrogen peroxide-inducible

Aya Yoshida and So Takebe

1.は じ め に

 酸素は呼吸のような効率の良いエネルギー生産を

行 うために有用な物質であるが,酸 素分子から生 じ

た活性酸素(ス ーパ ーオキシ ド,過 酸化水素,ヒ ド

ロキシル ラジカルや種 々の酸素 ラジカルなど)は 概

して反応性が高 く,生 物に様々な障害をもたらす こ

とが知 られてい る。そのため好気的条件下で成育す

る生物には,活 性酸素に対する様 々な防御機構が存

在 している1～4)0その中のひ とつ としてよく知 られ

ているものに,大 腸菌における活性酸素適応応答が

ある。適応応答 とは生体を害のない程度の低濃度の

毒性物質にさらす と,こ の物質の変異原性や毒性に

対 し抵抗性を示す ようになることであ り5),大腸菌

では致死効果を示 さない程度 の低濃度(通 常30

μM)の 過酸化水素で処理 してお くと,そ の致死作

用(mMオ ーダー)に 対 して抵抗性を獲得する よ

うになる6)。この耐性の獲得には前処理 中にある種

のタンパ ク質が誘導合成されることが必要で,過 酸

化水素を消去す る酵素 カタラーゼやDNA修 復に関

与する酵素などが含まれる7)0

 過酸化水素に よる前処理の間に合成 されるタンパ

ク質 としては30種 が検出されてお り,こ の中には前

述のカタラーゼやDNA修 復酵素のほか,ス ーパー

オキ シ ドを消去す る酵素 スーパーオキ シ ドジスム

ターゼ(SOD),ア ルキル ヒ ドロペルオキ シ ド還元

酵素,グ ルタチオン(GSH)還 元酵素など過酸化水

素の消去に直接関与 しないと思われる消去系酵素 も

含まれている。 この ことか ら活性酸素適応応答のシ
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ステムを考えると,細 胞が刺激 を受けた後,消 去系

酵素や修復系酵素の遺伝子発現を誘導す る因子の存

在が必要になる。 この ような調節因子の遺伝子 とし

てAmesら に よって大腸菌か らoxyRが 単離 され

た8)00xyRは 活性酸素 消去酵素群の正 の発現制御

因子 で あ り,カ タ ラーゼの遺 伝子(katG), Mn-

SODの 遺伝子(sodA),ア ルキル ヒドロペルオキシ

ド還元酵素 の遺伝子(ahpC, F), GSH還 元酵素 の

構造遺伝子(gor)な どはo"1～ の支配下にある。つ

ま り,こ れ らの遺伝子 のプロモーター領域の上流に

存在す るOxyR結 合部位に活性化 されたOxyRが

結合す ると,転 写量が増加す る。一方OxyRは,

自身を コー ドす る遺伝子oxyRに 対 しては転写の抑

制因子 として働いている8)。OxyRの 結合部位はoxyR

の転写 開始点付 近にあ り,こ こにOxyRが 結合

することによ りRNAポ リメラーゼによる転写をブ

ロックすると考 えられている。実際に,in vitro転

写系においては,OxyRの 添 加に よ りoxyRの 転写

が行われな くなることが観察 されている9)0し か し,

細胞 内のOxyR濃 度は過酸化水素の有無 にかかわ

らずほぼ一・定に保 たれてお り10),OxyRのoxyRプ

ロモーター領域への結合力は活性型,不 活性型でほ

とん ど変化 しない11)こ とか ら,in vivoで は複雑な

転写制御機構が働いていると考えられ る。

 本 研究室 に おいて,プ ロモ ー ターを 持たない

lacZの 上流にoxyRをlacZの 転写方向とは逆向きに

挿入す ると,lucZの 産物である β一ガラク トシダー

ゼが過酸化水素によって誘導 され る現象が観察 され

た。これは,OxyRに はその転写を行 うプロモーター

(PoxyR)の 他に逆方向の転写を行 うプロモーター

(Pd)が 存在す ることを示唆 してお り, Pdの 過酸化

水素 による活性変動は,oxyRの 自己発現制御機構
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を考える上で輿味深く思われた。そこで，in vivo 

における PoxyRと Pdの転写活性が，過酸化水素

によりどのように変化するのかを検討した。

11. 実験材料・方法

1. 実験材料

大腸菌MC1061(hsdRmcrBaraD 139d. (araABC-leu) 

7679 d. lacX74 galU galK rpsL thi)は，s-ガラクト

pMS437C 

B 

10.3 kb 

pMS-Poxy(+) 

10.5 kb 

lacZ 

lacZ 
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シダーゼ活性の測定および RNAの調製に用いた。

大腸菌]M109(recA1 sψIE 44 endA 1 hsdR 17 gyr A 96 

relA 1 thi d. (lacてproABF' [traD 36ρroAB+ lacIq 

lacZ d. M15] )はプロープ DNAの調製に用いた。

プラスミド pMS437Cは lacZのプロモーター領域

を欠いた部分を持ち，この上流に制限酵素 EcoRI，

BamHI， HindIIIの切断部位をそれぞれーか所ずつ

持つ(図 1)。これらの部位を利用して oxyRのプロ

B 

¥s 'E 

oxyR promoter 

Sau3Al digestion 

B 

pMS-Poxy(・}

10.5 kb 

E 

lacZ 

図 1 pMS-Poxy( +)， pMS-Poxy(一)の構築

B. BamHI: E. EcoRI 
S， Sau3AI; H， HindIII 
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モーター領域を挿入し，プロモーター活性測定のた

めのプラスミドを構築した。 pUCl18は pUC18か

ら開発されたファージミドベクター 12) で，プライ

マー伸長法によるプロープ DNAの調製に用いた。

制限酵素など遺伝子操作用酵素類は東洋紡社製を

使用した。 RNAを吸着させるナイロンメンブレン

はポール社製 BIODYNEを用い，プロープ DNA

の標識および核酸の検出にはベーリンガーマンハ

イム社製のDIG核酸検出キットを使用した。過酸

化水素は三徳科学工業社製を， 0-引-ni凶li批t廿ro叩phe児en町1ザyl-十D-

g伊alacto叩py打ranoωsi凶de(ONPG)，および，その他試薬

はナカライテスク社製を用いて調製した。

2. プロモーター活性の測定

pMS437Cの lacZの上流に挿入された DNA断片

の大腸菌内におけるプロモーター活性は，lacZの

発現量すなわち舟ガラクトシダーゼ活性の測定と

プロモーター領域からの転写産物量の変化を調べる

ことにより求めた。

a) s-ガラクトシダーゼ活性値の測定13)

目的のプラスミドを含む大腸菌を対数増殖期まで

培養し，培養液の 600nmにおける吸光度を記録し

た (OD600)。培養液 O.lml(v)にかメルカプトエタ

ノールを含むリン酸緩衝液 (pH7.0) を加え全量

を 1ml ~.こした。これと少量のクロロホルムとを激

しく撹持することにより菌体を破壊し， ONPG (4 

mg/ml， リン酸緩衝液に溶解)200μlを基質として37

OCで反応させた。反応は 1M炭酸ナトリウム 500

μlを加えることで停止し遠心分離して菌体破砕

物を除いた後溶液の 420nmにおける吸光度を測定

した (OD420)。単位時間における活性値は次式によ

り算出した。

ODA?内

活性値 (units)= 1000 x ω 
t xvx OD600 

t=反応時間 (min)

v=反応液 1ml中の培養液量 (ml)

b)転写量変化の観察

転写量変化は， RNAのスロットプロットハイブ

リダイゼーション法により観察した。目的のプラス

ミドを含む大腸菌を対数増殖期まで培養し，フェ

ノーノレーSDS法14) により全 RNAを調製したものを

試料として用いた。試料中の RNA量は，吸光度(1

OD260=40μg/ml)より求め，一定量の RNAをス

ロット (BioRad社製スロットプロット SF)を通

してナイロンメンプレンに吸着させ， 800Cで2時

間加熱することにより固定した。プロープ DNAの
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標識はプライマー伸長法によりジゴキシゲニン標識

デオキシウリジン三リン酸の新鎖中への取り込みで

行った。 DNA-RNAハイブリッドの形成は，プロー

プ DNA存在下，メンブレンを680Cで一晩保温す

ることにより行い，目的 RNAへのハイブリッド形

成の確認は，抗ジゴキシゲニンアルカリ性ホスファ

ターゼ標識を使用した ELISA法により， 5七romo・4・

chloro-3・indolylphosphate(X-リン酸)と nitroblue

tetrazorium salt (NBT)の発色反応によって行っ

た。

111. 実験結果

1. pMS・Poxy(+)， pMS-Poxy(ー)の構築

大腸菌の遺伝子発現は， RNAポリメラーゼのプ

ロモーター認識から始まる。 RNAポリメラーゼが

DNAのプロモーター領域に結合し複合体が形成

されると転写が始まり， mRNAが合成される。合

成された mRNAには，ただちにリボゾームがその

認識部位に結合してタンパク質合成を開始するた

め，遺伝子の発現量とプロモーター活性はよい相関

を持つことが多い。そこで，oxyRのプロモーター

領域を lacZのアミノ酸コード領域の上流に挿入し，

プロモーター活性を lacZの発現量，すなわち舟ガ

ラクトシダーゼ活性によって定量するためのプラス

ミドの構築を行った。

プロモーター検索用ベクター pMS437Cは，プロ

モーター領域を欠いた lacZを持ち，その転写方向

に対して上流に BamHI切断部位がーか所だけ存在

する(図 1)。また oxyRのプロモーター領域は，

Sau3AIにより 204bpの断片 (PoxyR断片)とし

て切り出すことが可能である(図 2)。また，Sau・

3AIの切り口は BamHIの切り口と相補的な塩基配

列を有するので，それぞれの制限酵素で消化した

DNA断片は， DNAリガーゼによる連結が可能で

ある。

このようにして， pMS437CのBamHI部位に

oxyRのプロモーター領域を挿入して組み換え体を

作成し，lacZの転写方向と同じ向きに oxyRのプロ

モーター (PoxyR) が挿入されたものを

pMS-Poxy( +)，逆向きに挿入されたものを pMS-

Poxy(一)と名付けた(図 1)。

2. PoxyR断片に存在するプロモーターとその性

質

PoxyR断片に存在するプロモーターとその活性

を調べるために， pMS-Poxy ( + )， pMS-Poxy (一)

を大腸菌 MC1061に導入し，lacZの発現量，すな
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BamHI Sau3AI 
GG且TCCTGGAG且TCCGCAAAAGτ-rCACGTτBGCTTTAGTTATTCGAGTτBAGAAACTCTC

GAAACGGGCAGTGACTTCAAGGGTTAAAAGAGGTGCCGCTCCGTTTCτロτUAGCAATTAT

-35 ....胴・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ー・・τ10..・・・・・・・ー・・..犬1....

CAGTCAGAA叩CTTGATA!GGG抑制聡開問栂開祖:A;IP:!P:C!ß:C情期!鐙怠惰幣精:~~~

Sau3AI 
菅沼信明書<re岳民f虫GGAGGATGGATAAτUAATATT CGT呈AT♀

M N 工 R D 

図2 oxyRプロモーター領域の塩基配列8)

網掛けの部分は， DNaseIフットプリンティングで OxyRタンパグにより保護された領域で、ある。ア

ミノ酸をコードするのは ATG(M)以降で，以下のアミノ酸配列を 1文字略号で示す。

35 -10，oxyRのプロモーター配列，+1，転写開始点

わち s-ガラクトシダーゼ活性値を測定した。また，

過酸化水素を培地に添加することにより，これらの

活性はどのように変化するのかを測定し，プロモー

ターの性質を検討した(表 1)。

pMS-Poxy (+)を大腸菌 MC1061に導入し，対

数増殖期まで培養すると，高い戸ーガラクトシダー

ゼ、活性 (402.9units)が見られた。 pMS437Cを導入

した MC1061では活性値は低いまま (74.3units) 

であったことからこの活性の上昇は PoxyRを lacZ

の上流に挿入したこと，つまり PoxyRの活性に由

来している。 PoxyRの活性は，過酸化水素により

約1.3倍上昇した。

一方， pMS-Poxy( -)を導入した MC1061では，

過酸化水素非存在下における活性値は 105.8units 

で， pMS437Cと同程度であったが，過酸化水素に

より 356.3unitsとなり， 3.37倍の上昇が見られた。

以上の結果はPoxyR断片にはPoxyRの他に，似;yR

の転写方向とは逆向きのプロモーター (Pd)が

存在しこのプロモーターの活性は過酸化水素によ

って誘導されることを示している。

3. 過酸化水素による PoxyRおよび Pdの転写量

の変化

先の方法では，プロモーター活性を遺伝子発現の

最終産物である酵素の活性値から判断しているため，

mRNAの安定性や翻訳の効率，酵素の安定性など

の要因が含まれている。そこで，プロモーター活性

をより直接的に調べるため，転写産物である

mRNAの量的変化を検討した。

PoxyRおよび Pdからの転写活性の変動を調べる

ために，大腸菌から全 RNAを抽出してナイロンメ

ンブレン上に固定し，単一の塩基配列を持つ一本鎖

DNA (プロープ DNA) とのハイブリッド形成から

特定の塩基配列を持つ mRNAのみを検出する方法

を用いた。

pMS-Poxy( +)または pMS-Poxy(一)を持つ

MCI061をそれぞれ 1mM過酸化水素添加または無

添加の LB培地で対数増殖期まで培養し， RNAを

調製した。プロープ DNAとして， pMS437C由来

表 1 H202存在下、非存在下における PoxyR断片のプロモーター活性

s-galactosidase activity (units) 
plasmid 

+H202
a H202

a 

pMS437C 75.4 74.3 

pMS-Poxy( +) 530.0 402.9 

pMS-Poxy(一) 356.3 105.8 

a: +H202，過酸化水素 1mMを培地中に添加した時の活性値

H202，過酸化水素を培地中に添加しなかった時の活性値

b: H202非存在下に対する 1mM  HzOz存在下における活性値の比率

ratiob 

1. 01 

1. 32 

3.37 
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BamHI Sau3AI Hindlll 
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図3 PoxyR断片からの転写産物とプロープの位置

1 2 3 4 

p M S 4 3 7 C 
ート

pMS-Poxy(+) [ ート

pMS-Poxy(-) [ ート

図4 過酸化水素が oxyRプロモーター領域からの転写量に与える影響

pMS437C， pMS-Poxy( +)， pMS-Poxy( -)を持つ MCI061を，それぞれ lmM過酸化水素存在下(+)， 

非存在下(-)で，対数増殖期まで培養し，全 RNA を調製した。このうち， 20，ug (1)， 2μg (2)， o. 
2μg (3)， 0.02μg (4) をナイロンメンブレン上に固定して，プローブと DNA-RNAハイブリッドを

形成させ，検出した。

のBamHI-HindIII断片の下側の鎖 140bを用いると，

pMS-Poxy ( + )における PoxyRからの転写産物と，

pMS-Poxy(一)における Pdからの転写産物はとも

にプロープ DNAとハイブリッドを形成するため，

検出することが可能である(図 3)。

図4より pMS-Poxy(-)を持つ MCI061から調

製した RNAを用いると，培地中に過酸化水素を添加

した時の試料で、は mRNAが検出されたが，無添加

の試料では検出されなかった。このことから， Pd 

は過酸化水素によって転写活性が誘導されるプロ

モーターであることが確認できた。また， pMS437 

Cまたは pMS-Poxy(+)を持つ MCI061から調製

した RNAを用いると，過酸化水素添加，無添加に

よる転写量の著しい変化は見られなかった。

IV. 考察

oxyRの自己発現制御機構を調べるため，プロモー

ター検索用ベクタ-pMS437Cの持つ lacZの上流

にoxyRのプロモーター領域を含む 204bp断片を挿

入したプラスミド pMS-Poxy(+)， pMS-Poxy(一)
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を構築し，過酸化水素が PoxyRおよび Pdのプロ

モーター活性に与える影響を検討した。

pMS-Poxy( +)， pMS-Poxy(一)に存在する PoxyR

および Pdの下流にある lacZの発現量，すなわ

ち舟ガラクトシダーゼの活性値を測定した結果，

pMS-Poxy ( + )では， pMS437C に比べて 5倍以上

もの活性値の上昇，つまり， PoxyRの働きにより

介ガラクトシダーゼの発現が見られた。さらに過酸

化水素により活性値が約1.3倍に上昇したが有意な

差ではなく，このことは， OxyRが細胞内で一定濃

度を保つことと一致した。 PoxyR断片を逆向きに

挿入した pMS-Poxy(一)は過酸化水素非存在下で

は， pMS347Cと同程度の値であり lacZの発現は見

られないが，過酸化水素により約 3倍以上もの活性

値の上昇が起こることが確認された。これにより，
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PoxyR断片に逆向きのプロモーター (Pd)が存在す

ることと，このプロモーター活性が過酸化水素の存

在によって誘導されるものであることが示された。

さらに転写量の変動を観察し過酸化水素による

Pdからの発現量の増加が転写レベルにより行われ

ていることが明らかとなった。

OxyRタンパクは，生体内環境の酸化還元に伴い

活性型(酸化型)と不活性型(還元型)の二つの状

態で存在しており，支配下の遺伝子のプロモーター

の上流に結合した OxyRタンパクが活性型であれ

ば，その遺伝子の転写は促進される。しかし oxyR

自身の場合は，結合するタンパグが活性型であって

も不活性型であっても転写が抑制されることがわか

っている11)。さらに本研究で，逆向きのプロモーター

が存在し，過酸化水素による酸素ストレスに適応し
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て転写レベルで、応答することが認められたが，以上

のことをまとめて図 5のようなモデ、ルを考えた。こ

のモデ、ルにおいては， PoxyRとPdが塩基配列上の

一部を共有して存在している。順向きの転写量，つ

まり oxyRの発現量は， OxyRタンパクが不活性型

であっても活性型であっても一定であるが， OxyR 

が活性化されたとき，すなわち過酸化水素の存在に

より OxyRタンパクが酸化された時にのみ Pdから

の転写が誘導される。

また， PoxyRの塩基配列からも逆向きにプロモー

タ一様の配列があることがわかるが，これが偶然に

存在したために偶然に転写量が増したのか，必然に

存在したために必然的に転写が起きたのかにより転

写制御における意味付けが異なってくる。さらに，

逆向きの転写産物が何らかの形で転写制御因子とし

て関与することも考えられ，この逆向きのプロモー

ターの下流にタンパク質をコードする配列があれ

ば，それは過酸化水素による誘導を受け，oxyR支

配下にある遺伝子であるということになり ，oxyR 

とプロモーターを共有する必然、性も考えなくてはな

らない。そして，もしこれらが転写制御因子として

関与するならば，未解明の部分が多い酸素ストレス

適応応答におけるシク。ナル因子として位置付けする

ことも可能である。 OxyRタンパク自身がストレ

スを感じるセンサーとして，酸化された自身がシグ

ナルとして働くといわれているが10)，センサーやシ

グ、ナルも複数存在すると考えられており，それらの

可能性が広がったといえる。

このような逆向きのプロモーターを持つものに，

cAMP receptor protein (CRP)の遺伝子cゆがある。

CRPに cAMPが結合した cAMP-CRPは，糖代謝

系遺伝子の発現制御因子であり，プロモーターの上

流に結合部位を持つ遺伝子の発現を正に制御してい

る一方で，自身の遺伝子の結合部位は転写開始点よ

り下流にあり，その発現は負に制御している15，16L

この cゅのプロモーター領域に cAMP-CRPが結合

すると逆向きの転写量が増加する現象が観察されて

おり，これが発現制御に関与するのではなレかと考

えられている。しかし，crpにおいても逆向きのプ

ロモーターの働きはまだ不明のままであり，偶然で

あるとの見方もある。

以前として oxyRレギュロンには未解明の部分が

多く ，oxyR自身の転写制御機構についても未知の

部分が多い。しかし最近になって， Amesらにより

OxyRの結合部位における塩基配列の相向性と，

OxyRが二量体で結合する可能性とが見出ださ

食物学会誌・第48号

れll)，TaoらによりOxyRと RNAポリメラーゼの

相互作用が示された9)。また CRPにおいては，偶

然性のほうが強調されていた逆向きへの転写も，今

回異なる調節タンパク OxyRにおいても同様の現

象が認められたことにより転写制御に関与する可能

性が広がり，少しずつではあるがその実態を把握す

ることができつつある。
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