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Halobacterium sp. aus-１株の pR様タンパク質の遺伝子のクローニング
と塩基配列の決定

蓑輪 尚実 (高橋研究室)
オーストラリアで採取された新種の好塩菌 aus-1株には、アーキロドプシン (aR) 、センサリーロドプ

シン (sR)と呼ばれる 2種類のロドプシン様タンパク質の存在が確認されている。この株が持つ aRをコー
ドするDNA塩基配列はイスラエルで採取された好塩菌 SG1株のバクテリオロドプシン (SG1BR)のもの
と全く同じであり、aus-1株と SG1株、双方あわせて確認されていない古細菌ロドプシン類は、唯一フォボ
ロドプシン (pR)だけである。
pRは種間で相同性が乏しい為、相同性を利用して新規のpR遺伝子をクローニングすることは困難である。
しかし光感覚受容体である pRおよび sRをコードする遺伝子の場合、それぞれの上流には対応するトラン
スデューサータンパク質 (Htr)の遺伝子が極く近接して存在する。しかも Htrには非常に相同性の高い領
域 (HCD) が含まれている。したがって、HCDを指標としてHtrの遺伝子を探索すれば、すぐ下流にある
光感覚受容体の遺伝子をクローニングできると考えられる。
そこで、本研究ではロドプシン様タンパク質の間で比較的保存されている領域と、HCDのそれぞれに相補
的なプライマーを設計し、2種の遺伝子にまたがった PCR を行うことにより、aus-1株の pR遺伝子を探
しだし、その塩基配列を決定することを目的とした。
【結果】数回のPCRでは、期待していた長さの産物が得られず、目的とする塩基配列はGC 含量の高いこ
とが予想された。そこで数段階に分けてアニール温度の設定をし、さらに deaza dNTPの使用により目的
とする産物の増幅が行えた。これをプローブとして Southern Hybridyzationを行い、ゲノム DNAから、
光感覚受容体の全長をコードするDNA断片を得、その塩基配列を決定した。
この遺伝子の読み枠は 250残基からなるタンパク質をコードしており、上流のHtr の読み枠と「G」1塩基
を挟んで隣接していた。Hydropathy prot からは、このタンパク質が７本の膜貫通ヘリックスをもつこと
がわかる。すでに知られている 3 種類の pRと比較してみると、今回得られた塩基配列のGC含量は 72.6
％とどの pRのものよりも高かった。また、既知の古細菌ロドプシン類のアミノ酸配列との相同性は pRに
対しては 37％から 49％あり、sRや bRに対しては 30％以下であった。
【考察】古細菌ロドプシン類では発色団レチナールと接触している部位のアミノ酸残基にそれぞれ相同性が
見られる。それらのうち bRで 118番目の残基に相当するアミノ酸は、pR以外の古細菌ロドプシン類では
すべてMetとなっており、現在までに知られている 3種類の pRではValまたはThrである。今回得られ
たアミノ酸配列では、その部位に相当する 118番目の残基はValであり、さらに pR類に特徴的なEヘリッ
クスの N末端領域の相同性もみられた。これらから、今回得られた塩基配列は aus-1の pRをコードする
ものであると考え、このタンパク質をAus-1pRと名付けた。このように２つの遺伝子にまたがるPCRで、
古細菌の光感覚受容体遺伝子のクローニングが効率良く行えることがわかった。
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