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　　　　輝e圭垂ave　c圭Oi｝ed　a癩（黛karaeterized漁e伽．盛◎peref．蒸（＞f　Tetrage？ZOcocc・US擁めP履α

JC泌5888．　The獄ieleotide＄糊置e1垂ce　analysis　of・the　do四界fr姻nenもs　showedもhat撫黛伽ακ

operon　consists　of　four　open　rdading　frarnes　with　the　organization　hrcA－grpE－d’rz，a，K－dee，ct，，L

Two　regulatory　CIRCE　（C’cmtrolling　lnverted　Repeat　of　Chaperone　Expression）　elements　were

identified　in　the　region　up＄tream　of　hrcA．　The　T．　h，alox）h’？Zc）．　dnaK　encoded　a　protein　of　6i8

amino　acids　with　a　calculated　rriolecular　mass　of　67kDa．　rlr，　hc’　deduced　amino　acid　sequence　of

T．　halophila　DnaK　showe・d　high　similarities　with　the　cto，rresponding　DnaK　homologues　（：）f

Lcvctococczes　lactis，　Lactoba，cilt一？x，s　sakei　and　BaciU．us　s？Lbt・ilis．　Using　a　pET　expression　sy＄tem，

the　T．　hαloph乞‘αDnaK：was　overexpressed　in　8sc為θ短碗客αα）認and　the　pllr重fied　T．九αのρ海鋸α

DiiaK　wa＄　feund　to　have　ATI’a＄e　activity．　Nerthem　hybradizat，ioR　analysis　revealed　that　the

trae－iscriptioR　of　d－uaK　gcき魏w～濾i慮乱韮ce縫bンhea転s難◎ck，　and　f，　overa墨t，rai｝scriPts　were　d㈱惚縫

重難d疑（孟重㎎araax孟王飛雛獄s，i7，c・）○ごtetra－cist．1’◎｝．蓬重。　IRRNA　4．9－k重）w｝蟻。紮represents　the　traRscr圭ぎ）t《）ダ

corRPle亀e醜ακOP¢r◎：a．猟餓獄◎U莇or醜ακもra勲scrlμs　was我圭S◎童ncreased　aboミ蕊3．5－fol曲y

high　NaCl　eonditioR　（3一一kl　M），　but　not　by　the　same　eoncentration　of　KCI．　These　resuits　s｛iggast

thatthe　cloned　DnaK　surely　acts　as　the　functional　moleeu｝ar　chaperone　and　play　an　important

role　in　the　salinity　adaptat，ion．

INTRODLTCTION

　　　Heat，　shock　proteins　（H＄Ps）　are　tei￥ipDrarily　everexpres＄ed　wheri　ce｝ls　are　exposecl　to

hi暮hもe獄paraも疑re，　hig｝l　salinity　and　oもher　var三〇織s茎d捻ds◎f　e准vir◎nrRe蓑もa1＄もresses

（Lindquist　and　Craig，　1988）．　HSPs，　iRcludlng　rftenrtbe’rs　of　the　Hsp60　famiiy　（（」roES／EL）

and　members　of　Hsp70　family　（DnaKIDnaJ／GrpE），　are　known　as　highly　cox’）served

proteins．　The　Hsp70　rnole．cular　chaperone　system　in　Escherichta　coLi　as　DnaK　has　been

intensively　characterizeci　with　regard　to　many　funct／ions　such　as　preventing　protein

aggregation　and　acting　as　a　role　of　protein　stabilization　factor　to　adapt　stress　condition

（Gross　et　ag．，　1990）．　Two　ot．her　HSPs，　DnaJ　and　GrpE　have　been　found　to　stimulate

chaperoRe　activity　of　DnaK．　ln　the　preseRce　of　both　D，naJ　and　GrpE，　the　ATPase　ac’twity

of　DxaK　illcreases　up　to　50　ttw｝es　（Libeyek　et　ag．，　1991）．

　　　Irt　Grara一難ega犠ve　bac宅α鎗m・E．　oo麗，　express重（）籍Of　aま獄osも犠e　heaもsh◎ck　ge．Re＄is
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搬ediated　byもhe厚｝02『∫一e嚢。◎ded　a｝terBaも重ve　sigma　facもor　σ…．｛（Y縫raθt　a9．，1993）．　預

contrast，　Gram－positive　bacterium　BacitlzLs　szLbtieis　contains　three　different　classes　of

heat　s．hock　geRes　（．Hecker　et　Gg．，　1996）．　Class　1　heat　shgck　geRes，　inc｝ikding

DnaKfDnaJ／GrpE　and　GroES／GroEL　s：　＄tems，　are　regulated　by．　the　HrcA　protein　and　the

CIRC猛（Co魏rolli簸g　I盤verもed　Repeat　of　ChaperoRe鷺xpres＄io捻）elemenも（Sch羅1z　a盤d

SchumanR，　1996）．　C｝ass　ll　heat　shock　gene＄　possess　u　B　depe．RCIent　proraoter　which　are

expresE　ed　under　several　environrnental　stress　eonditions．　The　regulatory　mechanism　of

class　M　heat　shock　genes　is　almost　unknown．

　　　The　reiation　between　DnaK　functions　and　injury　effects　of　high　temperature　has　been

studied　in　detai｝　（Hartl，　1996）．　Reeent，ly，　it　has　been　reported　that　the　dnaK　mutaiK

strain　of　E．　cogi　failed　to　depiasmolyze　and　adapt　to　high　salinity，　and　moreover　mutant

sもrai難could猟）も澱ai煎ai貧i魏race11戯ar　c◎嚢ce掘raもめR　Of　K＋（Meury　a簑（議K◎h童y芝先灘a，　ig91；

Yaagoubi　et　al．，　1994）．　Therefore，　DnaK　seemed　to　be　an　indispensable　factor　to　adapt　E．

60蕊もOhigher　OsmOlar豆もy．　H◎wever醸1e　i轟fO欝aもi◎n　is　ava銭ab｝e　ab◎嚢tもhe撫iCti◎捻◎£

DnaK　homologue　in　halophilic　eubacteriurn　to　adapt　to　high　salinity　condition．

　　　7’etrage？zococc2ss　hagoph’ila　（forixerly　kRowx　as　Pediococczes　hagophigzes）　is　a

halophllic　Gram－positive　｝actic　acid　bacterium　（LAB）　used　for　breNtmg　of　Japanese　＄oy

sauce　（ColliRs　（？，　t　est．，　i　990）．　Based　on　116S　rDNA　sequence　stuci，　ies，　thiff　bacterium　shows

close　phylogenetic　relationship　to　enterococci　and　｝actobacilli．　Unlike　these　genera　of

LAB，　T．　hatophiea　can　tolerate　high　salt　coneentrations　（up　to　4　M　NaCl），　and　grows

◎pもi瓶ally　in拠edia　co籍もalni獄零0．5も03．OMぐ）f　Naα。　When．　cu1もiva重；ed　i登ahigh　stttlt

eoncentration　medium，　T．　hatophiga　i＄　known　to　accijmiulate　intracellularly　nol）　only　Na’

b就als◎縞入ch　am◎u魏Of　K÷and　severa．｝◎rga漉s護bs甑ces　as　Oo即atible　s◎1朧s（R◎b愈rも

et　al．，　2000）．　We　have　rnuch　interest　in　the　functions　and　the　expression　behavior　of　T．

ん認。ヌ）higa　DwaK　uRder康e　c◎識diもi◎嚢Of　hlgh　i賊；raceikk｝ar　osm（）雛。　pres＄．紋re　aRd　j頃creased

hydrophobic　interactions　in　the　protein　structure．　ln　this　paper，　we　describe　the　cloning，

expressiRg　aRd　transcr重Pもio鍛緩aRa｝y＄is◎f　the　d？zα，κof　T．んα90翼）ん盛α．　Data◎嚢もhe

characもer　of　T．　halloメ）ん螂αD浪aK　coRもributeも◎bette欝undersむandin慈。£its｛藁daptatめ蓑

mecha通sm　to短gh　sah臨y．

MATERIALS　AND　METHODS

Bacterial　strains　and　growth　conditions

　　　T．擁嫁）漉編JCMδ888（ATCC33315っ護sed　iR麗s　study，　w慕s　gr◎wn　at　3◎℃蟄MRS

mediurn　（Oxoid，　Hampshire，　England）　containing　1　M　NaCl．　The　medium　was　adjusted　to

pH　7．5　before　＄terilizatioR．　Escherich’b’ct　cogi　JM　I　O9．　（Tov．　cbo，　Osaka，　JapaR）　a“d　BL21

（DE3）　were　grown　at　370C　with　shaking　in　Luria－Bertani　（LB）　broth．　When　the　growing

was　apprcpriate　for　c｝onal　selectiori，　X－ga｝　（5－bromo－4－isopropy｝一？8－b－tl一（：｝｝rilore－3－

indol－v8－D－gala．ctopyranoside），　IPTG　（isopropyl　1－thio－B－D－galactoside）　ancl　aRRpici｝ltlt

were　added　at　concentrations　of　5e，　40，　2e　mg／i，　respectively．

DNA　isolation　and　manipulation
　　　T．海asSophi・1，（z　chr（）拠◎s◎m綴DNA　w（3s　isd滋ed　by　a．pp｝yiRg哉corabin就i◎R（）f出eもw（＞

rnethods　as　described　previoms．　ly　（Marmur，　19，　61；　Bems　and　Thomas，　1965）．　Plasm．id

DNA，　ge’UC　I　8　vs　ector，　used　for　cleRirig　of　T．　hal．oph・ig・ci　ci？zesK　eperoR，　wa＄　parified　frora　1．17，
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coli　with　Mag　extractor　plasmid　extractioR　kit　（’］royobo）．　RestrictieR　eRdonuclease　diges－

tions，　aRalyses　and　ligatiens　were　performed　according　to　the　irtethods　of　Sambrook　et　ag

（1989）．　E．　cogi　corapetent　ce｝ls　for　electreporation　were　prepared　accerdiRg　to　the

protocol　recommended　for　the　Gene　Pulser　apparatus　（Bio－Rad，　Hercules，　CA，　USA）．

SoutherR　hybridizatioll　with　Rucleotide　prebes　wa＄　performed　by　usiRg　the　AlkPhos

labeliRg　system　（Amersham　Pharmacia　Biotech，　Uppsala，　Sweden）　according　to　the

manufacture’s　protocol．

Cloning　of　T．　halophila　dnaK　operon

　　　［IWo　degeyterated　oligoRucleotides　（dRaK－rl’S　l　and　dRaK－TAI）　used　as　PCR　primer＄

were　designed　from　DnaK　collserved　region　of　other　Gram－positive　bacteria　（Table　1）．

PCR　was　performed　in　a　I　OO－ze｝　volume　eoRtaiRirig　i　psg　genomic　DNA，　50　mM　KCI，　10mM

Tris－HCI　（pH　9．0），　O．le／o　TritoA　X－iOO，　1．5　mM　MgC12，　O．2　ruM　ef　eaeh　dNTPs，　I　Oe　pmol　of

each　primer　and　5　U　of　Taq　polymerase．　Amplification　was　carried　out　for　28　cycles

（deRaturatioR　at　95　eC　for　l　ma，　3［rme3［lii｝g　at　48“C　for　20＄ec，　and　polymerizatieR　at　72　aC

for　1　min）．　Amplijffied　fragment　of　an　expected　size　（O．9－kb）　was　labeled　with　AlkPhos

Direct　Systera　（Amersham　Pharmacia　Biotech）　and　used　as　a　probe　to　screeR　a　T．

haeophiga　genomic　library．　The　3．5－kb　（pTX－H3）　and　2．0－kb　（pTXE－Al）　fragments，

which　generated　a　strong　hybridization　signal　with　the　probe，　were　sequenced　with　ALF

express　autoraated　DNA　seqxeRcer　（Airtersham　Pharraacia　Biotech）　aRd　awa｝yzed　with

the　DNASIS　program　（Hitachi　Software　Engineering，　Tokyo，　Japan）　and　GENETYX－WIN

（Software　Development，　Tokyo，　Japan）．

　　　ImmeCliately　upseream　region　of　partiai　hTcA　gene　which　was　cloned　inte　pTXE－Al

was　characterized　by　inverse　PCR　reactions　（lmis　et　（xg．，　1990）．　T．　hatophZga　chromo－

serrial　DNA　was　digested　cempletely　with　Hindeq　artd　religated　for　llse　as　the　teraplate．

Inverse　PCR　reaction，　using　the　divergent　primers　hrc－IAI　and　hrc－ISI　（Table　1），　was

perferraed　with　KOD　DNA　polymerase　（Toyobo），　which　increased　pg｝ymerizatieR　fidelity．

The　generated　fragment　was　cloned　into　pUC　I　8　and　named　pTIH－B　l．

Table　1．　Oligonucleotide　priraers　used　in　t，his　study

Names Sequekce＄ Notes

dnaK－TSI 5’一ATCAC（A／T）GT（A／T）CCTGCTTACTT－3’ The　degenerative　oligonucleotide　primer　corre－

　SPO嚢（蓬嶽9も0も｝ミe　339も（）359　0罫も鼓e」乙．9aosZ3

　醜盛gene．

顧aK－TA1 5’一ATATC（Cf’11）AATTGGA－AACGACC－3’ The　degeRe譲ve◎匿韮90Rllcle◎もide　pr重mer・C◎rre－

　　spondirtg　to　the　1262　to　1284　of　the　L．　lactis・

　dnaK　gene．

hrcA－ISI 5’一CGGCGCTATCGATTGGACCTGATGTAAG－3’ The　oligonucleotide　primer　corresponding　to　the

　　l87　to　213　of　the　T　hagojphiZa　hTcA　geRe．

hrcA－IAI 5LCGATAACCCTTTAGCGAAGGGATACGACC－3’ The　oligonucleotide　prirner　corresponding　to　the

　362．し03890f　the　T．1乙α‘OPん乞‘αh7て溢gene．
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Compa灘iso盤of　de融ced　a搬i難。　acid　sequence　a盤d　phy巌ogenetic　aRa盈ysis　of　T．

halophila　DnaK
　　　The　r戦u1もiple　a玉igtwneRts　of撫e　D汽aK：ee￥lixxo　acid　seq疑撒ces　were　perf6r獄ed　byぬe

program　ClustalW　（Thompson　et　all，　1990）　a，nd　were　adjusted　manual，ly．　The　phy－

1◎ge鍛eも三。　tree　based◎難もhe　NJ（Neighb◎r一一joinieri9）搬e嶽◎d　was　co塗str瞭穆d　by　Treevi¢w

（ver．　1．6）　（Saitou　and　Nei，　1985）．　Accession　mumbers　of　ot］her　sequences　used　for　the

analysis　are　as　followg．；BaciltzLs　stearothermophilzes　dnaK，　X90709　（Herbort　et　a，t．，

1996）；B．sasわ麟3伽α1（，　X85182（Wetzstein　et　esl．，1992）；α03砂漏乞概・acetoわ面面磁・窺

dndeK，　M　74561　（Narberhaus　et　cxt．，　1992）；　E　cogi，　dnaK　K，i，0420　（Cowing　et　aL．，　i　980cr）l

Lacgobacillz“s　sa，ke’i　d’yzaK，　AJOO6274　（SchmkSt　et　ag．，　1999，．　）；　Lactocecc－or．s　ga・cgis　d7？，asK，

X76642　（Eaton　et　ae．，　1993）；　N’itrosomonas　europae　dna，K，　ABO18706　（lizumi　and

Nakamura，　19．　97）；　Listeria　monoc？ytogenes　chzaK，　ABO23064　（HaRawa　et　al・．，　2000）；

Psezsdo7？rdonas　syrtnyae　cinaK，　A一’1135163　（Keith　et　ag．，　1999）；　Rhodobacter　capsz“int，・？ss

dnaK，　U57637　（Nickel　eta，／．，　1997）；　Stmphylococc2Ls　es2“rez4s’　ts；p　70，　D30690　（Oht，a　et　ag．，

1994）；　Streptococc’zws　wzzLta・ns　clnaK，　U78296　（Jayaraman　et　ag．，　199．　7）；　TheTmzes

thermoipbe，Lzes　dnaK，　L5．　7504　（Motohashi　et　al．，　1999）；　VibTie　chorelae　eln（xK，　VCY14237

（Chakrabargi　eg　ag．，　1999）．

N獲¢藍eotide　seq覆餓¢e　aeeessi贈答押鮎ber

　　　The　nucleotide　sequence　reported　in　this　arti，ele　has　been　assigned　GenBank　accesion

nurnber　ABO70346．

Construction　of　the　fusioR　plasmid　and　expression　of　T．　halophila　dnaK　in　E．

co麗

　　　A　1．9－kb　fragment　that　encoded　the　T．　halox）hila　DnaK　protein　was　amplified　by　PCR

with　two　o｝igonucleot；ide　primers，　5’一GGG　GTA　GAG　ATG　ACT　TTA　AGA　，AAG　C－3’　arid

sLCAA　ewT　CAA　TTG　CTA　CAG　CAC　GTT　C－3’，　followed　by　digestion　with　Xhol　and

八idel．　The　resukant　fragvaeRt　wa＄蓑gaもed　i簑t（）もhe漁・ol－f＞磁王siもe　of　pET14b（Tak：a撒，

Tokyo，　Japan）．　’1’he　res，　ulting　plag．　mid，　named　pTDnaK－His，　was　transformed　into　E．　coti

BL21　（DE3）．　Expression　of　the　II）naK－poly　His　fusion　was　induced　by　the　addition　of

至PTGも◎a蝕al　c◎nceatraもio貧◎fα3獄M、　The　T，　haどol）厩どαD捻aK－p（）｝y｝｛i＄勲s沁rヒpr（）糠嚢

was　purifJ’ied　using　the　Mag　Extracter－His　tag　kit　（Toyobo）．　Protein　samples　were

separated　by　SDS－PAGE慧si嚢91◎％（w！v）SDS－po｝yacryぬ蕪d奪ge至s　a跳d漁¢鍛sもa重難ed　w猛h

Coomassie　Brilliant　Blue．

Measurement　of　ATPase　aetivity
　　　ATPase　activity　was　assayed，　i，！’i　a　reactiori　inixture　（kOOptl）　containiRg　25maM

Tris－HCI，　pH　7．5，　5　irnM　MgCIL，，　150　mM　KCI，　h￥iM　ATP　and　O．62sg　purified　1：）naK　prot，eln．

After　a　1－h　incubation　at　370C，　the　reaction　was　terminateci　by　adding　25．　pa1　200／o　per－

chloric　acrd．　The　reaetioR　mixturef．　were　ceRtrifuged　at　15，000　rpm　for　5　ra，in　at．　40C，　aRct

the　amount　of　released　inorganic　phosphate　was　measured　using　KHzPO4　as　a　standard

（L玉圭．le9（嘉．，1990）．

Northern　blot　hybridization
　　　Toも撮RNA　was　isd滋ed　fr◎m償hCtoph・il，es　c醗s　usi簸g　RN照sy　T◎もa玉RNA　kiも（Qiagau，
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Chatsworth，　CA，モ∫SA）。　RNA　s畿獄p掩＄（5μ零）were　de黙aも難red　wiもh　f◎r獄aldehyde　a蓑d

electrophoresbd　on　a　1．5t／）　agarese　ge｝　¢ontaining　20　mM　MOPS　（morpholine　propane

sulfonic　acid）　buffer，　pH　8．0　and　2．2M　formaldehyde．　A，．fter　electrophoresis，　capillary

traftsfer　to　a　Rylon　raerabrake　（Hybend－N“’，　Ainer＄harri　Pharraacik　Bietech）　was　carried

out　with　20×　SSC　（1×SSC：　O．15M　NaCl，　15rnM　trisodium　citrate，　pH　7．0）．　The

PCR－generate（蓬probe，　u＄ed　i簾clO、瓢数＄Of雛he　T．為認。ヌ）ん嚇α（メ’箆α1ぐoperoR　described　ab◎ve，

was　labeled　wtth　3aP－dCTP．　Northem　bliot　hybridization　was　carried　out　at　42“C　for　12　h．

The　reactive　concentration　of　elnaK　transc．ri，pts　wa＄　estimated　by　autoradiograph

deRsit（）】陰etry　wiもh　a　BAS　2◎（）◎Bio擁搬曙i捻慕Ay｝，a｝yzer　syste．m（F斑玉Phoも◎Fih戦，　T◎kyo，

Japan）．

S互ot－b璽ot　hy萱》ri｛鼓zatio獄

　　　Slot－blot　hybridization　method　is　less　prone　to　pipetting　errors　compared　to　Northern

bloもhybridizaもi臓being　m◎聡欝e掩va魏無蹴ms◎f　exact　ql」anもifica雛◎x．　Five翼癒crogr謙

of　alkaline－denatured　total　RNA　was　transferred　’to　Zeta　Probe　blotting　membranes

（Bio－Rad）with　a　B沁一D（）塾SF　m玉αo銀もr鍼沁難aひparatus（：8め一Rad）as　spec籔e　mla嚢“fac－

turer，　and　treated　with　UV　cross　］jirtk．　Prehybridw．ati，on　anci　hybridlzation　were　carried　out

by　the　same　raethod　as　Norther．lt　hybridizatton　described　above．

R　lil　S　’（，，，，」　L　［［：　S

Clonipg　a蹴d数uc嚢eot薫de　s閃臓e無ce　of　the　dnαK－operon　from　T．海αのp観α

JCM5888
　　　Tvvro　oligoiRgicleetide　priraers　for　degexkerative　PCR，　dxaK－TS　I　arid　dmaK－TAI

（Tablel），　were　designed　based　on　the　amino　aci（，i　g．　eq．uence　alignrneitt　of　highly　conserved

regions　of　DnaK　proteins　frem　L（xctococczes　gcveg・is，　B．　＄scbtigis　aRd　Cgostrutizem・

escetobzt－tpticzem．　Amp｝ified　900－bp　£ragment　a＄　expected　size　was　c｝ened　into　E．　coei

JMIO9　using　pUC18　and　sequenced．　’17he　nuc．1．eot：ide．　sequence　of　the　cloned　PCR　frag－

m£蕊sh◎wed　high　si磁ぬriもies鱒（）tker　bkcteria｝（腕α，κ．　h（）m．〇三〇9ミユes．　This　PCR　frag！装e魏

was　labeled　and　used　as　a　probe　for　Southc＞．rn　hybridization　with　chromosomal　DNA　of　T．

haLophila　JCM5888．　The　3．5－kb　Xbczl　and　2．0・一kb　Xbal－EcoRV　digested　fragments，

準一

一レ≡pTIH－Bl　（4．0　kb）

p’llXS－Ai　（2．e　kb）

pTX－H3　（3，5　kb）

Fig．　L　GeRet圭。◎rga．Rizat三〇齢罫撫¢鶯擁⑳hiim　cisctgK　operolt．

　　　　　　P　indicates　the　putative　promoter　region，　and　potential　stem－loop　structure　also

　　　　　　indicated　as　T．　The　o脚readin＄　frarii吻5．めcated　h㎜ediately　do職stream　of

　　　　　　d’rsaJ　2s　tramscribed　ik　t｝1（黛嚇x：）s三糠d蜘ぐ雛○嵐．漁旗自盛認ぐ○．perCft．
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hybridiziRg　wi撫撫e　P罫◎be　were　p嚢r圭f三ed　fro撚’礪ar◎se　geL　a衰d　d◎ned　i輪t（）pUC18・

res㍊1雛｝g　iR　p玉asmi（is　pTX－H3　axd　pTXE－Al．漁ユ。掩（）もide　seque葺ce　revea給d撒滋漁ese

clones　were　covering　＄everal　opeii　reading　franie＄　（ORFs）．　C｝oning　of　the　ge“e　eneoding

further　upstream　regien　of　hrcA　was　achieved　by　inverse　PCR　as　described　in．　Materials

and　Methods．　A　4．0－kb　amplified　fragment　was　generated　from　the　HindM・一一digest；ed　T．

haLophila　chromosomal　DNA．　This　fragment　Was　cloned　in　E．　coli　JM　I　O9　using　pUC18

and　narned　as　pTIH－Bl．．　The　complete　nucleotide．　＄equence　of　6－kb　revealed　the　pres一

く？．nce　of　five　ORFs．　Fo’：r　ORFs　showed　high　degrees　efsiirriilarity　to　L．　gactis　KreA，　GrpE，

D繋aK　a1隆d　D蓑aJ，　respecも呈ve｝y．　ORF5　showed　h玉gh＄㎞．i1翫r誌y　wi宅hもhe　C弍er磁陰欝磁捻d◎fβ．

＄zt，btig／is　ABC　（Afl］P－binctiRg　cassette）　traRsporter　（Wey　et　al，．，　1998）　（48“／“　id，e．R・tical）．

ThtiS，　ge1隆eも韮e◎rgani21a穏（）簑◎fもhe　d？？，a，K（）peron（）f　T．　h〈xど0メ）ん寵撹is　show　n雛F鷹．1．

Analysis　of　the　nueleotide　and　deduced　amino　aeid　sequenees　of　T．　halophila

DnaK
　　　The　dnaK　gene　enooded　618－amino　acid　protein　with　a　predicted　molecular　mass　of

66，783　Da．　The　similarmies　in　arnino　acids　between　the　T．　halophita　DnaK　and　’the　other

bacterial　DnaK　were　79％（ゐ．　Sactis），76％（L畠ctoわcz，ciggze＄sα，keの，65％（β．　s・？．め編旛），53％

（E．　cogi）．　Tke　degree　of＄irrrdarity　was　coRsisteRtly　higher　at　the　N－teriirk｝us　and　cteeliRed

＄繋bstaRもia1玉yもoward．the　C－te雛慮澱s．　Th重s　pa痴。磁撚fea磁re　co慧1（i　be　shown、．by認玉撫e

難embers　of　Hsp70．王熱fro撚◎f煽て：ど4，　tw◎i．riverもed　repeaもs　were　idenもi艶d　wh豆。｝．l　c（｝rre一

＄ponds　t，o　the　consensus　sequence　of　CIRCE　element　（Zuber　aiid　Schu．marm，　1994）．　A

putative　promot，er　region　simi｝ar　to　the　consensus　Gram－positive　vegetative　promoter　was

found　between　two　Cl’RCE　elements　（with　a　一3，E）　sequence，　5LTTAACA，一一一3．’，’　and　一10

sequence，　5’一TATATT－3’）　（Fig．　2）．　lrnrnediately　downstream　of　dnaK，　stem一一］，oop　Struc－

ture　was　found，　which　may　be　a　rho－independen’t　transcription　terminator　（zz）．　A

l・h◎一independe魏もer貰頭身to罫was　a圭so　foljln（i　d◎職sも：r磁am　o｛d？zα」（T2）．　D嚢aJ　a烹so　exhib－

it，ed　high　similarity　wtth　the　DRa．1　of　L．　inceis　（67％），　ft｝kd　had　highly　cgRserved　reg20x　at

もhe　N－teri窪i］巨US、

　　　Phylege’Retic　tree　06　14　bacterial　DRaK　horrio｝ogi．ies，　c｝early　show’ed　that　two　distinct

elusters　existed　（th’g．　3）．　The　T．　ha・tophZ／a　DnaK　was　ineluded　in　the　cl，u，ster　of

g　am－positive　bacterium．　Differed　from　the　resul’t　of　homology　search，　the　T．　halopuhiga

DnaK　showed　a　close聡1ation　with　DnaK　of　L．　sαん（認more　thall　that　of五．　Zαo傭．

i351

1441

i53i

’YGCTCC｛rTTAGCAAAGCAT｛；rrtl”rTGTCATTAGTTTACCATAGTTATTTATAAACj3’TAGAC（；AACrTTCTAgC？AT’；TCTCCAGAATTAGCA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＞＞＞＞＞＞

CTCTAACATAAAGAGTGCTAATTTTTTGAGCA’lt3’TCCTCTTAACA’；TC’rTGTGACI’TTGCGgTATATTAATAATCGTGTTAGCACT’1’AgAT
＞＞　　　CHRCE　　　くくくくくく＜＜　　　　　　　　　　　　　　　　　一35　　　　　　　　　　　　　　　　　　－IO　　　　　　　　　　＞〉〉〉〉〉．＞　　　CI窪

燕真盛汽（玉C《GT（；CT銭践了，　《《（｝《｝　　（｝ATAAAT7フ石西τ〈；ACGC《AAG《C或AG轟丁《或1”AT『rrrT（；（；《TCAA武TTATTCATAATT《TAC義真《TTTA

CE　＜＜＜＜くくくくく　S．P．　　　MLTQRQうN　lLIIQ　ilIIN￥TNL
　　　　　　　　　　　　　　　　　　カrcA→

144g

瀟3◎

憩20

Fig．2．　Promoter　re慕ion　of　the　T．　hα1・ol）んπαh？A（温慕磁1囎．

　　　　　　The　CIRC”，E．　elements　and　typical　Shine一・Dalgano　sequence　（S．D．）　are　indicated

　　　　　　by　arrowh磁ad＄and　is　boxed，　respectively．　Theエ煎ative　promoter　sequence＄，一35

　　　　　　and「一1（），　a獣、mder｝ined．　The　a圭もemat重va　st餓（こodon（TTG）for・hrcA星s短磁㈱於d

　　　　　　by重もa1三CS．
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LAB　cluster
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　iec｝g

999

1000
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Thermus　thermophilus

　　　　　　　　　　　　　　　Nitrosomonas　europae
Pseudomonas　syringae

Rhedobacter　capsulatus

e．1

F圭9．3。　Pkyl◎ge簑e穏。　aRalys孟s　of　T．　hα90phigαD嚢aK　a鷺《蓬。もher　bacもer呈a王DwaK（ff＄p70）

　　　　　horaologues．

　　　　　A　phylogenetic　tree　was　constructed　based　on　the　NJ　method　as　described　in

　　　　　Materials　and　Methods．

P測r孟f董¢atio簸of撫e翌eeOlmb韮盤ant　M　hal《裡漉だαD盤aK

　　　To　confirm　whether　cloned　T．　hagophieg　elnaK　gene　encodes　a　fukctioAal

DnaK／Hsp70　homologue　protein，　the　T．　hatophila　alnaK　gene　expression　plasmid

pTHDnaK－His　was　constructed　as　described　in　Materials　and　Methods．　After　induction

by　the　addition　of　IPTG，　SDS－PAGE　analysis　revealed　that　a　75－kDa　polypeptide　was

highly　expressed　in　E．　coLi　（Fig．　4）．　Purified　recombinant　T．　halolphiLa　DnaK　protein

possessed　ATPase　activity．　This　indicates　that　the　cloned　dnaK　geRe　from　T．　haZophiga

chromosora31　DNA　eRcoded　the　preteiR　which　cc＝ld　act　as　a　fgRctioria｝　mclecniar

chaperoRe．

Transcriptional　analysis　of　T．　halophila　dnaK　by　heat　shock

　　　To　clarifY　the　expression　behavior，　and　to　confirrn　the　function　of　cloned　T．　halophala

clnaK　as　heat　shock　protein，　we　perfonmed　Northern　blot　hybridization　and　analyzed　the

effect　ef　heat　shoek　oR　the　expression　of　T．　hagophila　elnaK．　Total　RNA　was　purified

fro澱もhe　ceUs　a蓑d　sgbjecもed　to翼。魏hem　a嚢alysis慧si嚢g　speci壼。　probes　for　d鷺aK。　The

autoraedograph　using　cinffK　probe　revealed　several　baftds　of　large　tyartscripts　4．9，　3．8，　2．6

and　1．8－kb　（Fig．　5），　whieh　rftay　correspond　to　hTcAvmpE－dnaK－dnaJ，　hTcA－gmpE一
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1 2 3 4

94一レ

67一→レ

30－rlレ

一　His－DnaK

Fig．　4．　SDS－PAGE　of　His－tagged　T．　halophila　DnaK．

　　　　　　Lane　1，　Molecular　weight　marker　（kDa）；　Lane　2，　before　induction　of　the　recombinant　T．

　　　　　　halophila　DnaK；　Lane　3，　after　overexpression　of　the　recombinant　T．　haLophila　DnaK；

　　　　　　Lane　4，　the　purified　recombinant　T．　hagophiga　DnaK．

1 2 3

一　4．9　kb
〈一一　3．8

〈一一　2．6

一　1．8

23S　rRNA

16S　rRNA

Fig．　5．　Northern　blot　analysis　of　dnaK　gene　expression　in　T．　halophila．

　　　　　　Each　total　RNA　was　isolated　from　the　cells　grown　at　300C　for　24h　in　MRS　medium

　　　　　　contaitmg　i　M　NaCl　（lane　1）　and　fUrther　incubated　for　5　and　10　min　after　shifting　to　45　“C

　　　　　　aanes　2　and　3）．　Ethidium　bromide　staining　of　the　gel　shows　that　equal　amounts　of　RNA

　　　　　　were　loaded．
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dnαK，　g7　ρE－duaK　and（ZnαK（see　Fig．1）．　To　determine　the　induction　level　by　heat

shock　more　precisely，　quantitative　slot－blot　hybri（lization　was　also　performed．　When　ceUs

were　transferred　from　30℃to　45℃the　dnαK　mRNA　level　increased　about　10－fold　after
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヲ

30min（Fig．6）．　These　data　suggested　that　cloned　T．　hαtoph乞1α（ZnαK　surely　belongs　to　a

system　of　heat　shock　response．

Transc］dptionah皿d皿ction　of　T．　halOphilαdnaK　by　salt　stress

　　　In　addition　to　heat，　shock，　we　analyzed　the　effect　of　high　salinity　on　the　induction　of　T．

halophila　dnaK　by　slot－blot　hybridization．　The　cells　grown　in　the　presence　of　1．0　M　NaCl

for　2　h　were　transferred　to　the　same　fresh　medium　containing　the　indicated　NaCl　concen－

trations，　and　incubated　for　further　2　h．　Figure　7　indicates　the　amount　of　dnaK　mRNA

increased　almost　3．5－fold　with　3　M　NaCl，　which　may　be　a　limit　concentration　for　growth．

On　the　other　hand，　KCI　showed　no　induction　of　the　clnaK　even　at　high　concentrations

（data　not　shown）．　These　suggested　that　the　salt　induction　of　T．　hatophiLa　dnaK　is

regulated　at　the　transcriptional　level，　and　is　specific　for　sodium　ion　not　osmolarities．
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Fig．　6．　Quantitative　analysis　of　T．　hatophita　dnal〈gene　expression　by　heat　shock．

　　　　　　Transcript　levels　were　quantified　using　the　dnaK　probe　by　slot－blot　analysis．　Each　total

　　　　　　RNA　was　isolated　frorn　the　cells　grown　at　30　eC　t’or　24　h　in　MRS　mediuTn　contaitmg　1　M

　　　　　　NaCl　and　furLher　incubated　for　5，　IO　and　30　min　at’ter　shifting　to　450C．　The　signal

　　　　　　intensity　before　heat　shock　was　defined　as　1．0．
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Fig．　7．　Tra［nscription　of　T．　halophila　elnaK　gene　under　NaC｝　stress．

　　　　　　Traxxscript　levels　were　quantified　using　the　dnaK　probe　by　slot－b｝ot　anaiysis．　The　celis

　　　　　　were　gro職aも3◎℃罫◎r　24　h短MRS　Re磁㎜co鼓顧飛91撚aCl．冠ach翻RNA　was
　　　　　　O批漁ed　fro凱ce1至s　after　traRS£er　t◎嶽e£resk　MRS　media　coRtaiRiR9撫e熱δ宝caもed

　　　　　　c（）難cenもraも童◎嚢s　of　NaC至a難d　2　h　of熱cubaもio嚢．　The　sig烈綴inもensiもy　w曳th！！V【飛aαw＆s

　　　　　　defined　as　1．e．

DISCUSSION

　　　In　this　paper，　we　describe　the　clo血g　and　nucleotide　sequence　of　el？zακoperon　of　the

halop瞳。　lactic　acid　bacteri㎜肺α1（卿1αJCM5888，　as　wel　as　the　expression　analysis

of　d？zαK．　The伽ακoperon　of猶んα匹qp1痂αconsists　of　at　least　four　open　reading　frames

in　the　order　hrcA－gmpE－dnaK－elnce，f．　This　kind　of　genetic　organizatien　was　also　feimd　in

◎ther　severa11◎w　G十CGr段m－pos羅ve　bacもeria．1Rもhe　case◎f五。ごαo認5，もhe（編αJ　gene　is

not’一part　of　anaK　operon，　although　the　predicted　armo　acid　sequence　of　T，　halophiga

DnaK　showed　high　similarity　with　that　of　L．　lactis　DnaK．　Two　of　highly　conserved

inverted　repeat　＄equence，　terraed　CIRCE　element，　were　found　101－bp　aRd　17－bp

嚢psもream◎fん？“cA　starもcodoR．　This　elemeRもis　exもexxsively　studied　in　B．　s％わ麺弱5　aRd

Sgmphygococczes　ctzerezes　（Z｝jiber　akd　Sch£1mairm，　1994；　Ohta　eg　gg．，　1996）．　lt　has　beeR

receRtly　shown　that　the　｝｛rcA　interacts　to　the　CIRCE　element　and　regulates　the

expression　of　the　dnaK　operon　in　these　bacteria．　lt　can　be　concluded　that　in　T．

hagophita　the　CIRCE　element　axid　HreA　protein　also　represent　aR　ifftpertant　system　to

regglate　the　expressiok　cf　class　1　heat　shock　geRes．

　　　A1もhough　am加。　acid　sequence　of　7憎憎）ん梶αDn翫K：showed　higher　s㎞∬arity　wi搬乙．

lactis　DnaK　more　thaR　that　of　L．　sakea，　phylogenetic　analysis　based　on　NJ　method

showed　close　relation　between　T．　halol）hila　and　L　sakei　DnaK　and　separated　from　L．

lactis　D，naK　（Ng．　3）．　This　result　corresponded　to　the　previous　taxonoinic　analysis　based
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on　16S　rDNA　sequence．　The　deduced　amino　a¢id　sequence　of　additio，　nal　op（th　readi．ng

frame　（ORF5），　imxnediately　dowr’ts．，　t，ream　of　the　dnczJ，　showed　high　degree　of　si．i’t’rilarity　t，o

もha．もof　ABC（ATP－b量Rdin蔀cass黛樵e）transport，er　of．βα薇謬るs　5㍑醜乞認ε（48％烹dentity）．

S茎！達。奪　N◎r捻蓋err蓬ar．la｝ysis　revea至ed　宅haも。？プ5・Wks　r窪。も　蒙1．idljeed　by　the　heaも　＄hock　（：）難

traB＄cr重Pも呈（）篶leve玉（（＝至aもa茎k〈）もsho￥・vr韮）？ORFξ5呈S　R◎も峯）3rt　of　t｝．ke董leat　s簸ock　Opero貰．

　　　The　cめned　T．　hαto？）be－1，a（伽ακgene　was　overexpre＄＄ed　in　rC．　co蕗using　PET　sys糖m

and　the　resulting　DnaK－poty　His　．fusion　protein　wa．　s　puritied．　SDS－PAGH　profilff　reVeal，E／）d

the　molecular　ma＄＄　of　75　kDa，　wi’）ieh　was　higher　than　the　calcula，ted　one　of　T．　ha・lophig・a

d？？．esK　gei｝e　prod慧α．　Th韮＄dlscr磁pa茎蓬cy如gh二尉d嚢e　to　a　feat軽re　of　specif三。　pr◎ζ磁n

str難（）t，xre段簸dζhe川面。董ec縫目ar　mass　Of　hexa圭．嚢sも韮diy｝e一もagg愈〈蓬（葦er量vative．　Pur量f量ed　pτ◎t，eix（）f

the　recovab董nant　IT　hαto1ひ海密αD繋aK　exhibiもed灘竃appayent　ATPase　ae犠v詫y．　Thミ．淫s，　the

purifis　protein　corresponds　to　the　functional　molecular　ehaperone　DnaK．

　　　Northern　hybridizatior’t　analysiE　revea！ed　polycistrortic　trans（rt．ription　manner　writh　the

maxlmum玉¢濃gth礁．9－kb．　This¢Qnfir瓢＄t・hat　tl．le醜ακoperoR　of　7Z忌めμ凝αi＄

tet．ra－cistroriic，　a｝kd　4．9－kb　t，raRscript　may　eRcoi“pass　t，he　corrtplete　dixz，ex，K　operori．　The

艶。艶am◎聖鷹of　2。＄一kb　b童一cistroxxic　traぎ．iscript＠￥）E一伽α・κ）w畿s　d囎。重，ed雛a汽漁e

aniount　of　一4．9－kb　（Fig．　5）．　Thi＄　suggests　that　a　certain　level　of　trang．　cription　from　V2

promoter　might　be．occurred　（Fig．　b．　ln　B．　szebtil，i＄，　specific　c｝eavage　between　sff’Lge｝E　and

dnaK　was　reporte（1　previously　（Homuth　e？・t　at．，　19，．　99）．　The　1．8－kb　t，ran＄¢ript，　which　may

encompass　the　dna，K　gene，　might　be　arisen　due　to　the　saTne　reason．

　　　Slot－b｝ot　aRalysis　ef　t，otal　RNA　coi’i£iryRed　t．he　keat，　shoek　lnduictloR　of　the　T．

hal，c＞必）タ～．寵α69鶉α1ぐ’．　王n　ad（i凸起onも。恵he｝｝ea£shock　inductioxx，　tra汽＄cription．　of　T　タ乞α‘o裏｝h・潟α

dnctK　was　indueeci　by　3　M　NaC｝．　Th（，，．　inci’ea＄ed　expression　of　d’redtK　tmder　higk

concentration　of　NaCl　represent＄　that　X）naK　act，s　as　an　impo，rt，ant，　factor　to　adapt　to

environrnenta1　high　salinity　condit，ion．　Recently，　several　attempt，＄　to　elucidate　the　role　of

DnaK　upoR　os　moti¢　adaptatioR　have　been　perfor／f’ned　wlth　E　col，i．　Mo＄t，　rnicroorganisms

嚢蜘ke　or　synもhesl聡CO職）濾ble　s磁もes蕪ke　PO幡＄1膿漁勤，　glycl醗一beζ蝕e　aRd磁01圭蓑¢鎗

response　to　osrrtotic　adal／／＞tatioi’｝　（Kemp£　and　Bremer，　i　998）．　T．　ha．tophiga．　was　also

reportedし。　uptak礁and　a（3eumulat，e　glycまx．ie－bet芝：誠茎．leし韮Rder｝二君h．　sallR誌y（〕ORd誌まon，　ar、d

imr）orted　compatible　soiut，es　regulate　the　int，racellular　Nafi’　concentration．　Thus，

compatible　solutes　and　DnaK　may　play　oo，．　mplementary　roles　in　the　maintenanee　of　cell

S融点res　by　s二二Z三！．聖9　P二曲aご　d　preventiRg　the　de燃“raもIO籍．　h艶翌esし1ご．蟷嬬slmi玉欝

蟄d慧ct孟。轟behav董。ごofア　ノzex・goph．寵《z　D貧aK　wa．s黙（）も◎bserved　at｝雛蔀h　co識¢e黙もra雛○穀（）f　KC1．

至R宅薫．｝eada罫）ta．tiORも（）hyperO＄lt｝ot一重。　cOR（蓬圭犠（）．1．1，　accumljlat，重on◎f重n．trace｝圭慧玉畿r　K垂馳is　a　pr呈m歌r》∫

event　for　many　bacteria（Palleros　etα1．，1993）．　Sinc（eア1．んαめpんita，　is　also　know　Ilt　to

accumulate　much　amountL　of　K“　intracellularly　as　cornpatible　solute　in　the　high　NaCl

coikceRtratu）n　medium，　ellviroR．menta｝　exeess　potassium　ion　may　be　allowed．

　　　We　are貧ow　i貰vesもlga甑gもhe　ATPa＄e　a｝至d　refoldi三｝gs　acもlvlもy◎f　D！職K　p晶晶of　T、

h・αめ擁寵αimder　kalOphi蕪C　C．cpd達．tio嚢．　The　halotgleraRt　peolecglar　chapero三論w嬉d傑

po．ss，　esses　strong　fnidm’　g　aetivity　of　denatured　pro．　teiR　u｝rder　higt’t　salinit：　might，　be　usefu｝

for　molecular　biological　application．
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