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研究成果の概要（和文）：放線菌の主たる遺伝子水平機構である接合伝達機構について分子生物

学的解析を行った。放線菌プラスミド pSN22 はその接合接合伝達にともない、ゲノムレベル

の遺伝子水平移動を引き起こす。その膜を介した DNA 輸送には TraB と名付けたタンパク質

が DNA チャネルとして主たる役割を担っており、伝達のエネルギーは ATP の分解によって行

われていることを実験的に証明した。伝達に必要なシス因子を明らかにし、その特徴的な配列

と、構造必要性を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：The conjugative transfer of the small plasmid takes a main role in horizontal 
gene transfer in Streptomyces. The small criptic plasmid, pSN22, from Streptomyces nigrifaciens can 
mobilize the host chromosome along with the plasmid transfer. We identified both the TraB protein is 
essential for the plasmid and genome transfer through cytoplasmic membrane and the ATP activity is 
essential for the DNA channel function. In addition the elements acted in trans, we also identified cis 
element essential for the plasmid transfer and determined the distinctive structure. 
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１．研究開始当初の背景 
 接合伝達は、性を持たない細菌が複製ミス
に起因するゆっくりとした進化過程を経ず
に、自然界から構造遺伝子群を取得できる遺
伝子水平移動機構の主役として細菌の多様
化に重要だと考えられている。申請者らは、
放線菌においてもゲノムの進化に接合因子
が重要な役割を果たしていることを明らか
にしてきている(J. Bacteriol, 1999)。遺伝子

水平移動機構の解明は、薬剤耐性菌の拡散を
発端とする R 因子の解析など、グラム陰性菌
を中心に展開されてきた。しかし関連する遺
伝子数が数十と多く、巨大分子である DNA
が細胞膜を介して輸送される DNA チャネル
の解明には至っていない。 
 申請者は、放線菌の接合因子 pSN22 の研
究を通し、世界に先んじて放線菌での接合伝
達が３種の遺伝子群に依存し、遺伝子水平移
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動点であるゲノム DNA の細胞間移動が
pSN22 上の traB 遺伝子座にコードされる
TraBタンパク質 (TraB)のみによって支配さ
れていることを明らかにし  (J. Bacteriol 
1991)、さらに TraB の膜局在や構造的特徴を
明らかにした(Mol. Microbiol, 1996 ほか)。
しかし、TraB が細胞毒性を持ち、非常に少
量しか発現していない膜タンパク質である
ことに起因する実験の困難性により、世界的
に放線菌接合伝達の分子機構解明は進んで
いない。 
 申請者は、近年研究フィールドを脳神経科
学分野に拡大し、膜タンパク質の生化学や蛍
光顕微鏡を用いたイメージング技術を駆使
した解析を行ってきた (EMBO.J 1997 J. 
Neurochem 2000 J. Neurochem in press ほ
か)。神経科学分野で用いた膜タンパク質に対
する操作や生物物理学的手法を、TraB の分
子解析や TraB による DNA 移行の解析に用
いることで、現在の停滞した状況を打破し、
DNA チャネルの正体解明に繋げられると考
えた。 
 
２．研究の目的 
 申請者らは、TraB が DNA チャネルである
ことを提唱し、米英仏独の 5 グループから相
次 い で 同 様 の 提 唱 が な さ れ た (Mol. 
Microbiol.Rev. 2002)。一方、グラム陰性菌の
DNA チャネルは、１本鎖 DNA 特異的で、
Type IV secretase に分類されるが(Science 
2004)、放線菌では２本鎖 DNA (dsDNA) 特
異的であると示唆するデータが我々 (Mol. 
Microbiol 1996)や仏(Mol. Microbiol. 2004)
から発表され、注目を集めている(Nat. Rev. 
Microbiol. 2004)が、まだ仮説の段階である。
また、TraB の分子性状に関する知見は前述
の分子の取り扱いにくさにより極めて少な
い。本研究はこれら不明点が多く残されてい
る DNA チャネルの分子性状や DNA 輸送メ
カニズムを現在までの技術的蓄積と最新技
術で解決しようとするものである。 
 放線菌は、気中菌糸の形成など高度な分化
を示す。TraB が分化していく放線菌コロニ
ー内でいつ、どこで発現しているのかをリア
ルタイム解析手法で明らかにし、TraB 発現
の時空間制御を解明する。 
(1)   TraB は膜に局在していることは、その 

機能からも我々の結果(Mol. Microbiol. 
1996)からも明確であるが、膜局在に必
要なドメインは、見つかっていない。 
TraB の機能構造を明らかにするため、 
膜局在ドメインを決定する。 

(2)   TraB タンパク質は ATP 結合ドメイン 
以外の典型的な機能ドメインを持たな 
いが、ATP 結合ドメインの生化学的な 
機能は不明のままである。DNA 輸送の 
際のエネルギー供給を明らかにするた 

め ATP 結合ドメインの活性と DNA 輸 
送との関連を調べる。 

(3)    DNA の細胞膜通過は、TraB タンパク 
質のみで達成されるのではなく、宿主の 
ゲノム由来因子をアクセサリー分子と
して利用していると予想している。これ
らの TraB 結合因子を探索・分離し、対
象遺伝子を破壊することで DNA チャ
ネル複合   体の正体を明らかにする。 

(4)    放線菌型 DNA チャネルの大きな特徴
として、大腸菌 F 因子などの DNA チャ
ネルが ssDNA を輸送するのに対して、
DNA 鎖開裂を伴わず、dsDNA を輸送
していることが示唆されているが、直接
的な証拠は得られていない。この輸送機
構を明らかにするため in vitroで可視
化技術を利用して DNA のチャネル通
過形態を明らかにする。 

 
３．研究の方法 

① TraB を GFP ラベルし、その時系列発
現を蛍光顕微鏡と抗 GFP 抗体によるウ
エスタンブロットで追跡する。また、コ
ロニー内部のどこで発現しているかを、
共焦点顕微鏡点顕微鏡を用いて３次元
的に発現解析し、それを時系列に並べる
ことで 4 次元の発現マップを作成する。 

② TraB 領域に様々な欠失変異を持つ
TraB-GFP 融合タンパク質の膜局在を
蛍光顕微鏡、共焦点顕微鏡で検出し、さ
らに抗 GFP 抗体を用いたウエスタンブ
ロットで確認する。 

③ ATP 結合ドメインに部位特異的変異を
導入し、変異体の DNA 輸送への影響を
調べるとともに、ATPase 活性を判定す
る。 

④ TraB に結合するタンパク質群を、TraB
を標的とした共沈によって放線菌膜画
分より分離する。分離したタンパク質を
プロテオーム解析し、TraB 会合タンパ
ク質を分離・同定する。 

⑤ GFP ラベルした TraB を発現する放線
菌細胞膜を表面処理したスライドグラ
ス上に固定することで簡易再構成系を
構築する。再構成された TraB 膜画分に
蛍光ラベルした DNA を加えて DNA の
移動状態をタイムラプス観察する。また、
DNA のそれぞれの鎖を異なる蛍光色素
で標識し、両蛍光プローブ間の
FRET(Fluorescent Energy Transfer)
を検出することによって dsDNA が輸
送されているか、ssDNA として輸送さ
れているのかを判定する。 

⑥ TraB をはじめとするトランス因子以外
にプラスミド上のシス因子が必要か否
かを検定し、必要な場合はその位置の決
定を行う。さらに当該部位の構造を決定



 

 

し、どのような構造が必要かを確定する。 
  
４．研究成果 
① 放線菌遺伝子水平移動の中心的役目を

持つ TraB のリアルタイム追跡プロー
ブ TraB-GFP を作製し、その局在や発
現をリアルタイムで検出する系を構築
した。この系を用いて野性型の発現、誘
導発現の場合のそれぞれの発現パター
ンを決定した。また、N 末端、C 末端に
GFP をそれぞれ融合させた場合に、N
末端融合体ではタンパク質のプロセッ
シングを受けやすいことが判明した。 

② TraB の大腸菌を用いた融合発現系を構
築し、精製 TraB を得た。TraB の
ATPase活性をATP transporterの活性
測定法を用いて検出した。 

③ TraB 領域に様々な欠失変異を持つ
TraB-GFP 融合タンパク質発現系を構
築し、膜局在に必要な領域が N 末端１
００残基内にあることを明らかにした。 

④ TraB の ATPase 活性をマカライトグリ
ーンを用いた活性測定法で確認した。多
数の点突然変異 TraB を作製し、それら
の ATPase 活性を測定し、必要な残基の
確定を行った。その結果 Walker type 
ドメイン内ではほとんどの変異が活性
を喪失した。唯一 GSGKT から GSGKS
の変異だけが ATPase 活性を保持して
いた。 

⑤ 放線菌遺伝子水平移動の中心的役目を
持つ TraB のリアルタイム追跡プロー
ブ TraB-GFP を用いて、野性型の TraB
の発現と局在を明らかにし、明白な膜局
在タンパク質であることを明らかにし
た。また、その局在の三次元パターンと
粒子状クラスターの存在を共焦点顕微
鏡をもちいて明らかにした。 

⑥ TraB と TraA タンパク質の物理的結合
と機能相補の時空間的タイミングを明
らかにした。またこの相互作用に必要な
領域を確定した。 

⑦ TraB などのタンパク質因子以外に
plasmid 上のある領域がシス因子とし
て働いていることを明らかにし、clt と
名付けた。clt 領域は traB 遺伝子の下流
に存在しており、clt が存在しない場合
には特異的なプラスミドやゲノムの移
行が起こらないことを明らかにした。 

⑧ clt の必要な構造について欠失変異を多
数導入し、構造的特徴を決定した。clt
部位は 9 回の繰り返し配列と一つの回
文配列から構成されていた。 
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