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2P125
　 イ ン フル エ ン ザ ・ヘ マ グル チ ニ ン ・タ ン パ ク 質 に 特異

　的 に結合 す る RNA ア プタ マ ー

　 Penmetcha 　Kuma ．r、西川 諭、　 OIII崎 一
則 （産総研 ・生物機能

　 工 学 ）

　標 的物 質 に対 して 特異 的に 結合 す る人 工 核酸 リガ ン ドをア プ タ マ
ー

と呼ぶ 。ウ イル ス 表 面の タ ン パ ク質 に 対 して 特異的 な ア プ タマ
ーが 開

発 で きれば、ウイル ス 研究や ウイル ス 対策に 有用 と期待 される 。

　 我 々 は 、ラ ン ダ ム な 配 列 （長 さ 30 塩 基 ） を コ ア に 含 む R．NA
（全長 74塩 基 ）の プ ール の 巾か ら、イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に結

合す る RNA ア プ タ マ ーの 選別 を行 っ た 。 標 的 は イ ン フ ル エ ン ザ

AIPanarna ！2007／1999（H3N2 ）株 を用 い た。こ の A！Pana皿 a 株 に は結

合 する が 、対照 と した A 〆Aichi12！1968（H3N2 ＞株には結合 しない RNA

を回収 し増幅させ る 、とい う交差選別 を 10サ イク ル 繰 り返 し、得 られ

た RNA プ
ー

ル か らRNA をク ロ
ーニ ン グ し塩 基配 列 を 決定 した 。特

に ウ イル ス へ の 結合性が 高い 2 種類の RNA 、　P3a−10−1 と P30−10−16
は、どち ら も AIPanama 株 か ら精製 した膜 タン パ ク質 ヘ マ グル チ ニ

ン に は結 合す る が 、AIAichi 株の ヘ マ グ ル チ ニ ンに は結合 しない こ と

が 示され た 。 また、P3“n1 とP3（MO −16 は 、と もに A 型 イ ン フ ル

エ ン ザ ウイル ス の 別 の 亜 型 H 正N】や B 型 イ ン フ ル エ ンザ ウ イ ル ス に

は 結合 しなか っ た 。
　 以上の 結果 よ り、2種類の RNA 、　 P30 −10−1 とP30−10−16は イ ン フ

ル エ ン ザウ イル ス AIPanama12007fl999（H3N2 ）株 の ヘ マ グ ル チ ニ ン

に特 異 的に 結合 す る RNA ア プタ マ
ーで ある こ とが 明確に され た。抗

イ ン フ ル エ ンザ RNA ア プ タ マ
ー

は 、今後．ウ イル ス の 種、型、亜型、
株 な どを識 別 した りウ イル ス タ ン パ ク質 を検 出す る プ ロ

ーブ と して利

用 可能で あろ う。また、ウ イル ス 膜タ ン パ ク 質の 生物活性へ の 効果が

明 らか に なれば、抗 ウ イル ス 薬や ウイル ス 機 能の 研 究試薬 として の可

能 性 も 拓か れ る。
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　Azospririllum 　brasilence の べ ん毛 基 部 体 の 解 析
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　AzospT’iTnltlu，Tn 　brns’ilenceは土 壌 に 住 む グラ ム 陰性細 菌である。小

麦や 豆科の 植物、芝 な ど の 根 に根粒を作 っ て窒素固定を して い る の で

農作物の 成 長 に とって 重要な共生細菌 で あ る 。こ の 菌 は細 胞外 に ポ リ

サ ッ カ ラ イ ド （EPS ） を放 出 し菌体 を覆 い 、菌体 同士が 凝 集す る こ と

に よ り乾燥に 強 い 性 質が あ る 。A ．brasilenceは培地 の 条件 で べ ん毛の

生え 方が変 わる。液体培 地で育 て るとその 極 に
一

本長 い べ ん 毛 （極単

毛〉を持 つ が 、半固形培地 で 育て る と、菌体の 周 りに た くさん の べ ん

毛 〔側 毛） を持つ ように な る。また極単 毛の べ ん 毛 に つ い て は ．糖鎖

修飾 して い る 。我 々 は 今 圓，液体培地で 育て A ．brasiienceか ら、培地

に放 出 され たべ ん 毛 を透過型 電子顕 微鏡 で 観察 した。その 結 果、極単

毛の べ ん 毛 を 基部 体 ご と放 出する とい う現 象が 観察さ れ た。こ の 基

部体に は 2 組の Ril】g構造 と Hook が つ い て い た 。 また Ho 。k の 周 り

に 膜状 構造 が付 着 して い る。現在、我 々 は なぜ菌体 に何 も手 を加 えて

い な い の に も関わ ら ず、べ ん 毛が 基部体ご と放出 され る の か を調 べ て

い る 。
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　 べ ん 毛 モ

ー
タ
ー

の 回転機構
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バ ク テ リア の べ ん 毛モ ーターの 回転を直接 見る方法 に テザ
ー

ドセ ル 法

があ る。ガ ラス 表 面 にべ ん 毛の 抗 体 を付 着 させ 、そ こ に生 菌の べ ん 毛

が結合 する ．と菌 体が 回転 して い るの を 観察する こ とが で きる。バ クテ

リア の べ ん毛は通 常左巻 きで あ りべ ん毛 モ
ー

タ
ー

は順 転 を してい る。
抗 体 を介せ ず に 直接ガ ラ ス にべ ん 毛 を 固定 し て もテ ザ

ー
ドセ ル を作 る

こ とが で きる。こ の 場 合菌 体 は通 常 とは逆の 回転 をす る。逆転現 象の

原因 を探 るため に ガ ラ ス の 表 面 に加 工 を して プ ラ ス の 帯電、親水性、
疎水性 等の 条件下 で の テ ザ

ー
ドセ ル を観察 した。またフ ッ クの 長 さが

異な る ミ ュ
ータ ン トを使 用 して ガ ラス か らの 距離 を変えて 観察 した。

その 結果べ ん毛や フ ッ ク の 抗原 と
’
ガ ラ ス に付着 させ た抗体 が

一
致 した

場合の み べ ん毛 モ
ー

タ
ー

の 回転が 正常 で あ りそれ以外 の 条件で は 逆転

する こ とが わ か っ た。こ の 実験に は che 遺伝 子が無 くべ ん毛モ
ー

タ
ー

が
一
方向に し か回転 しない ミ ュ

ー
タ ン ．トSJW3076 を使 用 した。また

べ ん 毛 モ
ー

タ
ー

の どの よ うな部分 に 逆転 させ る 作用が 働 い て い る か を

調べ るため に 揮G 、殫M 、f扼N 、　 che の 変異体を使用 して抗体法 とガ

ラス 表面で の テ ザ
ー

ドセ ル の 回転 を比較 した。この 結 果 どの ミ ュ
ータ

ン トに おい て も抗体 を使 っ た腸合 と使 わ ない 場 合で は 回転が 逆に なる

こ とが確認された。こ の逆転現象の 原因を探 る こ とで べ ん毛モ
ー

タ
ー

が 回転 して い る の は どの ような状態 なの か、逆転 す るとい うの は どん

な状 態なの か に つ い て新 しい 知 見が得 られ る の で は ない だろ うか 。
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　 サ ル モ ネ ラ菌 べ ん 毛 モ
ー

タ
L

の 固定子 を形成す る

　MotAIMotB 複 合 体 の精 製

　○小 嶋 誠司
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細菌べ ん 毛は 、細胞外 へ 長く延 びた らせ ん 状の べ ん毛繊維 と、そ れ を

回転 させ る 細胞膜 上 に埋 め ら れ た モ
ー

タ
ー

（基部体 ）か ら成 る運動器

官で 、巨大 な タン パ ク質分子 複合体 で あ る 。べ ん毛 モ ータ ーは 、細胞

膜の 内外に形成 され る プ ロ トン またはナ トリウム イオ ン の 電気 化学 ポ

テ ン シ ャル 差 をエ ネル ギ
ー
源 と し、固定子 の 中 をイ オ ン が 流れ る 際に

回転 力が 発 生 する 。こ の エ ネル ギ ー変換機構は ほ とん ど分 かっ て い な

い が、固定子 に プ ロ トン が作 用す る際 の 固定子 内構造 変化 に よ り トル

クが 発生す る モ デ ル が 提 唱 され 、そ れ を支持する結果 が 報告 され て い

る。本研 究 は、固定 子 を形 成 す る MotA ！MotB 複 合体 の 生 化 学的 な

性 質 を明 らか に し、競 掘 m で の 活性測定系を確立 す る こ とを 目的 と

して 行わ れ た 。
　サ ル モ ネラ菌 MotAIMotB 複合体 は ．べ ん 毛モ ーター中で プ ロ トン

を流 しその エ ネル ギ ーを トル ク に 変換 して い るが、複 合体 の み を介 し

た イオ ン 流の 測定 は まだ行 われて い ない 。そこ で 、まず Mot，AIMotB
複 合体 を精 製 し、膜 小 胞中 に 再構成する こ とか ら始 めた。複合 体 の

精製は 当研究室で すで に 行わ れて い たが、こ れ まで に報告 され てい

る大 腸菌 の Mot，A 〆MotB 複 合体、お よび Na．＋ 駆 動型 の PomA ／PomB

複合体の 精 製標 品 に比 べ て 、か な リサ イ ズ の 大きな もの が単．離 され

て い た 。また 収量 も少 な か っ た 。そ こ で 、大量発 現系 を再 検討 して 、
発現量 を上昇 させ る と と もに 、MotA の C 末端 領域 に His タ グ を導

入 し、精 製 を簡便化 した。また細 胞 膜 に似 た構造 を持つ 界面活性剤

dodecylphos］）hoc］コoline を 可 溶化 に用 い る こ とで 、サイ ズ もPomAIB

複 合体 に 近い もの が単離 され る よ うに な っ た 。年会 で は こ れ ら及 び 複

合体再構成へ 向けて の実験結果を議論 した い
。
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