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　　　The　．qroE’SL　operon　of　a　halophilic　lactic　acid　bacterium，　Tetragenococcirs　httlophila，　was

cloned　and　sequenced．　The　nucleotide　sequence　of　2，853－bp　revealed　the　presence　of　two　open

reading　frames　corresponding　to　the　groES　and　groEL　genes．　The　molecular　inasses　of　GroES

and　GroEL　1）roteins　were　calculated　to　be　10，153　and　56，893　Da，　respectively．　They　showed

high　similarities　with　the　corresponding　proteins　of　other　lactic　acid　bacteria　such　as

Lactobacil，t’Las一　xeae．　CIRCE　（Controlling　lnverted　Repeat　of　Chaperone　Expression）　element

was　identified　iri　the　upstrearn　region　of　groES．　Northern　blot　hybridization　hag　demonstrated

that　the　groES　and　groEL　genes　are　transcribed　as　a　bicistronic　mRNA　of　2．2　kb，　and　tran－

scriptionally　induced　3．8一一一fold　by　heat　shock　（45　eC）　for　30　min．　The　amotmt　of　．qroESL　mRNA

was　also　iricreased　about　4－fold　by　high　NaCl　condition．　Primer　extension　analysis　indicated

t，hat　t，he　expression　of　T．　hatophila　groESL　was　governed　by　the　constitutive　promoter　both

under　normal　and　stress　conditions．

INTReDUCTION

　　　Heat　shock　proteins　（HLSPg．　）　are　temporarily　overexpressed　when　cells　are　exposed　to

high　temperature，　high　salinity　and　other　various　kinds　of　environmental　stresses

（Lindquist　and　Craig，　1988）．　HSPs　are　widely　contributed　to　protect　cells　from　lethal

effect　of　stresses　as　molecular　chaperones　involved　in　maturation　of　newly　synthesized

polypeptides　and　promotion　of　refolding　and　degradation　of　denatured　protetns　（Ilartl，

1996）　．

　　　In　Escherzlch，ia　coli，　about　20　heat　shock　proteins　are　known　（Gross　et　at．，　1991），　and

two　major　HSPs　families，　DnaK　and　GroESL　have　been　extensively　characterized　（Liberek

et　at．，　1991）．　Molecular　chaperonin　proteins　of　GroES　and　GroEL　are　essential　for　growth

ofE．　coli　evemmder　optimtun　growth　conclitions，　and　enhanced　syrtthesis　of　GroESL　was

observed　by　exogenous　environmental　stresses　（Langer　et　al．，　1992）．　The　transcription　of

heat　shock　genes　in　E．　coti　is　mainly　mecliated　by　032－dependent　promoterf　（Cowing　et

at．，　1985）．　However，　in　B．　szLbtilis，　some　heat　shock　genes　possess　an　regulatory　inverted

repeat　sequence，　termed　CIRCE，　in　the　region　around　vegetative　promoter　（Zuber　and

Schumann，　1994）．　Studies　on　other　variety　of　bacteria　genera　have　also　demonstrated

increased　synthesis　of　GroES　and　GroEL　following　exposure　to　heat　shock，　low　pH，

ethanol　and　salt，　suggesting　a　role　for　these　proteins　in　the　adaptation　aga血st　gelleral
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stress（Fujita　et　at。，1998；Homuthθ診αZ．，2000）．　Inムaotococczes　tαctis，　Gro肌and　GroES

showed　sintilar　temperal　induetioR　patterRs　of　NaCl　stress，　resemblirtg　’those　of　heat　shock

（Kllstrup　et　al．，　1997）．　This　has　indicated　that　the　GroESL　molecular　chaperone　system

p｝ay＄　an　impertant　role　to　adapt　to　santy　ceRditions　as　weB　as　heat　g．　heck．

　　　TetragenococczLs　hatophiga　（formerly　known　as　Pediococcz“s　haeophigzLs）　is　a

moderately　halophilic　Gram－positive　lactic　acid　bacterium　（LAB）　used　for　brewing　of

JapaRese　sey　sance．　Based　oR　16S　rDNA　sequeRce　studies，　this　baeterium　shew＄　close

phylogenenic　relationship　to　enterococci　and　lactobacilli　（Collins　et　al．，　1990）．　Unlike

these　genera　of　LAB，　T．　hagophi・la　ean　tolerate　high　salt　concentrations　（itp　to　26C／o

NaCl），　and　grows　optimally　in　media　contaimb｝g　O．5　to　3．OM　of　NaC｝　（R611ing　aRd　VaR

Verserveld，　1996）．　wnen　cultivated　in　a　high　salt　coneentration　medium，　T．　halophita　is

㎞ownも◎acc㎜戯e賊澱。融配属arly鍛◎t◎贈Na÷bu跳。　muc難am◎甑◎f　K加d　sev¢r田
organic　compounds　as　compatible　solutes　（Robert　et　at．，　2000）．　We　have　much　interest　in

the　fUncti◎雄s　andもhe　expressi◎n　behavior◎f　T．擁嫁》ノ麗脇Gr◎ESL　un（塁er　the　c◎ndiもi◎n　of

㎏h蝋raC¢掘ar◎Sm◎もic　press慧re撒d㎞cr奪aSe曲yd塑◎ph◎bまC賊erae伽轟s魚the　pr◎も蝕

structure．　ln　this　paper，　we　describe　the　cloning，　structural　characterization　and　tran－

sc⑳tめ飛a玉a姻ys圭s　of愈he　g磐◎ESム◎peron◎f　7とhαlophiga．　Data◎資もhe　characもer◎f　T．

hatol）為乞ぬGroESL　c◎ntributes　to　betもer　wnderstan（灘盤g　of三もs　a（lapta£沁轟mechanism　t◎

environmental　stresses，　espeeially　against　high　salinity．

MATERIALS　AND　METHODS

Ba¢te纏a監st聡智Rs　a轟d　gmwt血¢o勲ditio塾s

　　　T．　hagophila　JCM5888　（ATCC33315’）　used　in　this　study，　was　grown　at　300C　in　MRS

medium　（Oxoid，　Hampshire，　ERglaRd）　coRtambg　l　M　NaC｝．　The　mediwn　was　adjusted　te

pH　7．5　before　sterMzation．　．Escherichia　coti　JM　I　O9　（Toyobo，　O＄aka，　Japan）　wa＄　grown　at

37℃　with　shaking　in　Luria－Bertani　broth．　wnen　the　grovvirtg　was　appropriate　for　clonal

selection，　X－ga｝（5－Lbromo－4－isopropyレβ一D一一・4－chlor◎一3一ぬ（loレβ一D－galactopyranosidの，

IPTG　（isopropyl　1－thio一　X3－D－galactoside）　and　ampieiJlin　were　added　at　concentrations　of

50，40，20岬，respect三ve玉y。

DNA　isolation　and　manipulation

　　　Tんα蜘瀦αc㎞◎m◎s◎瓢a1　DNA　was　isdaもed　by　apPlyi㎎ac◎mb短ati◎n　ofもheもw◎

methods　as　described　previously　（Marmur，　1961；　Berns　and　Thomas，　1965）．　Plasmid　DNA，

pUCユ8　vector，　used負）r　clo滋簸9◎fアhαlophila　groESん◎peron，　was　pur澁ed　from　E．ゆ。麓

with　Mag　extractor　plasmid　extraction　kit　（Toyobo）．　Restriction　endonuclease　digestions，

anaiyses　and　ligations　were　performed　accor（tiftg　to　the　met．hods　of　Sambrook　et　ag．　E．

c◎認。◎搬peもe魏Ce蕪S　f◎r　electr◎porat韮◎難were　prepared　acC（）rd短g　toもhe　pr◎もoed　rec－

ommended　，for　the　Gene　Pulser　apparatus　（Bio－Rad，　Hercules，　CA，　USA）．　Southern

hybr豆（難zati◎n　wi撫nミエ。玉e◎tid総pr◎bes　was　pe魚）rmed　by　us麹㎎撫e偲（Phos　labe1搬g　sy鵬m

（A贈rsham　Phamacia　Bietech，　UpPsaia，　Swedex）　accor（溢㎎も。もhe　ma捻uね。雛e筆s　pr◎も◎co王．

C蓋ORi鍵g　of　T」海αぽ②ρhit｛乙gro」E78L　operOR

　　　Two　degenerated　oligonueleotides　（groel－TS　I　and　groel－TA　I）　ttsed　as　PCR　prirrters

were　designed　from　GroEL　conserved　region　of　other　Gram－positive　bacteria　（Table　D．
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PCR　was　p曲㎜ed㎞a10α一卿◎1ume　co蕪珈漁g　1μg　gen◎面。　DNA，50　mM　Kα，1◎mM
Tris－HCI　（pH　9．0），　g．IC／e　Trito“　X－lge，　1．5　mM　MgC12，　e．2　iiwt　of　each　dNTPs，　I　OO　pmol　cf

Table　1．　Oligonucleotide　prmers　used　in　this　study．

Names Sequences Notes

groel－TS　i 5’L（｝（T／C）GAAGAMGAAGAACG［ITAos’ 了｝蓬edege】Re擢a糠ve　o㎏◎】R疑C圭eoもideρ】餓er・

corresP◎訣（灘ぎ鳩℃oもhe　287も◎3（｝8《）fもhe　T．

んα加認αgro秘gene。

groel－TAI 5，一mCAGrlVIVI’CAGTAGC（AIG）GCACCAAee’ The　degenerative　oligonucleotide　’垂狽高?

correspondirtg　to　the　1123　to　1144　of　the

T．　halophita　groEL　gene．

gros－IS　I ，5’2－CemCAACGACATCCAAfffCTG－3’ The　d重90芸鷺孟d¢Oもi（ie　pr㎞er　c◎ご驚S茎）◎漁（蓬魂

t◎the　536　to　5580f　the　7んα蜘観α

9γ0石1乙gene．

gros－IAI 5’一GGTAACGGATAATGAAAAAATGGAAGC一一3’ The　oligonuc’ieotide　primer　correspondjng

to　the　594　to　620　of　the　T．　hatophila

gro泓ge簸e．

grel－IS2 5’LGACGGCCGCCAAATCCAGGA．3’ The　oligonucleotide　primer　correspekding

to　the　816　to　835　of　the　T．　halophita

groEL　gene．

grol－IA2 5’L－GACATCGCTGTArM］GACTGGTG（rs’ The　oligonucleotide　prirner　corresponding

to　the　853　to　875　of　the　T．　hatophila

9γ◎泓geR8．
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Fig．　1．　Genetie　organization　and　restnction　map　of　the　T．　haLophila　groESL．

　　　　　　　The　orighlaUy　amphfied　region　by　prim血g　with　groeレTAl　and£roel－TS　l　oligonucleotides　is

　　　　　　　sh（）wa　wiもh　a　b◎ld　b◎x．　Th難e醜箆d盤slもes　w短ch　were継sed熱もha熱ve盤e　PCR　are　als◎sh◎w簑。

　　　　　　　Two　b◎璽曲ar　c◎rresρ◎n磁○癒e　c◎（盤鉄9罫eg重O拾（）f　greES　and　9ToEL．
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each　primer　and　5　U　of　Taq　polymerase．　Amplification　was　carried　out　for　30　cycles

（denaturaもiOn　at　95℃艶r　1曲，繊e撮ing　at　50℃餅30　sec，　and　polymerizatlon就72℃

fer　1　mn）．　Amplified　fragmeRt　of　aR　expeeted　size　（O．9－kb）　was　｝abeled　with　A｝kPhos

Direct　System　（Amersham　Pharrnacia　Biotech）　and　used　as　a　p，robe　to　sereen　a　T．

hagophila　genemic　library．　The　1．5－kb　（lplH－SI）　and　1．3－kb　（plH－LI）　fragment＄　（Fig．　1），

which　generated　a　strong　hybridization　signal　with　the　probe，　were　cloned　by　“inverse

PCR”as　fb恥wsσ㎞s　8君磁．，1990）．7覧hatOphila　chr（）m◎s◎r農al　DNA　was　d三g奪sもed　c◎澱一

pletely　with　Hind　M　and　religated　for　use　as　the　template．　PCR　reaetion　with　gros－IA　I

and　gros－ISII　（Tab｝e　1）　ytelded　a　1．5－kb　amplified　fragn’ient．　1．3－kb　ampljcori　was　also

Qbtained　by　same　method　with　primers　groレIA2　and　groHS2（Table　1）．　Invers¢PCR　was

perfoxraed・wtth　KeD　1）NA　pe｝ymerase　（Teyobe），　wl｝ich　inereased　pelymerizatioxx　fideljty．

The　generated　fragmen，t；　was　cloned　into　Smal　site　of　pUC18　and　trans，formed　into　E．　coli

JM　I　O9．　The　c｝oR’ed　fragmeRts　were　seqgexced　wtth　ALF　express　autemated　DNA

sequencer　（Amersham　Pharmaeia　Biotech）　and　analyzed　with　the　DNASIS　program

（Hitachi　Software　Eerigikeering，　Tckyo，　JapaR）　and　GENETYX－WIN　（Software

Development，　Tokyo，　Japan）．

Comparison　of　deduced　amino　acid　sequence　and　phylogenetic　analygis　of　Z

halophila　GreESL
　　　The　arrtme　acid　sequence　simllarities　of　GreES　and　GroEL　were　investigated　using

BtaST　servi　ee　（Altschul　et　al．，　1997）．　’1’he　multiple　alignmeRts　of　the　GroEL　amino　acid

＄equeRees　were　perforraed　by　the　program　C｝ustalW　and　were　adjusted　raanually

（Thompson　et　al．，　1994）．　The　phylogenetic　tree　based　on　the　NJ　（Neighbor－joining）

method　was　coRstructed　by　Treeview　（ver．　1．6）　（Saitou　and　Nei，　1985）．　Accessien　Rum－

bers　of　other　sequences　used　for　the　analysis　are　as　foilews；　Bacill？Ls　szebtitis　groEL，

D10972（Ll　a糞d　W◎㎎，　i　992）；αos〃鶴襯㏄磁。わ駆血。㈱g磐α肌，　M74572（Nerberhaus

and　Bahl，　1992）；　E．　coli　groEL，　XO7850　（Hernmingsen　et　at．，　1988）；　Lactobacitezes

hegveticzes　groEL，　AFO31929　（Broadbept，，　1998）；　Lantebacielzes　7’ohnsonii　greEL，

AF214488　Cwalker　et偏．，1999）；Lαctococczes　laot乞8　groEL，　AYO292ユ5（Kim　and　Batt，

1．993）；NetSseriα　gonoptrh◎θ（te　gro泓，　U64996（Taxsche．k　et　gl．，　1997）；Listeri．α　moりz◎一

cytoge？zes　gTo泓，　AF335323（Gahan　etα1．，2001）；Pseu，domo？zαsαerugi？zosαgγoEl乙，

S77424　（Sipos　et　ag．，　1991）；　Pomphygomonas　gi7zgivagis　pggreEL，　D　17398　（Hetokezaka

et　at．，　1994）；　Staphglococczes　aureus　hsp　60，　D　14711　（Ohta　et　al．，　19．　93）；　Streptococc2Ls

pnenmoniee　greEL，　AY”l17741　（Kim　et　ctg．，　2eOl）；　Thema2ms　aquaticzcs　groEL，　U29483

（Mikulik　and　Benada，　1993）；　Vibrio　vzegnzfiezes　groEL，　AYO　I　7169　（Wong　et　aL．，　2001）．

Nucleotide　sequence　aecession　number
　　　The　Rucleotide　sequence　reported　in　this　artiele　has　been　assigRed　GenBank

access圭◎鍛rほ灘ber　ABO73399．

No翼吃hern勤纂ot　hybridizatieR

　　　Total　RNA　was　isolated　from　T．　halophita　cells　using　RNeasy　Total　RNA　kit　（Qiagen，

Chatsworth，　CA，　USA）．　RNA　sarap｝es　（5ptg）　were　deRatured　with　fcrraaldehyde　and

electrophoresed　at　50　V　for　1　h　on　a　1．50／o　agarose　gel　contaming　20　rr）M　MOPS　（morpho－

ime　propane　sinfoRic　acid）　buffer，　pH　8．0　and　2．2　M　fermaldehyde．　After　electropheresis，
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capij．iary　transfer　to　a　nylon　membrane　（Hybond－N“，　Ainersharft　Pharmacia　Biotech）　was

carried　out　in　20×SSC　（1×SSC；　O．15M　NaC｝，　15mM　trisodium　citrate，　pH　7．0）．　The

PCR－geRerated　probe，　used　in　clcRing　the　T．　hagor7higa　groESL　epereR　described　above，

was　｝abeled　with　32P－dCTP．　Northem　blot　hybridization　was　carried　out　at　42　eC　for　12　h．

The　relative　concentration　of　groESL　transeripts　was　estimated　by　autoradiograph　de’n－

siも（）m蕊ry　with　a　BAS　2◎◎◎Bi◎一至澱ag㎞g　A難a王y裟αsystem（Fuji　Ph◎も（｝F丑m，　T（）ky◎，　Japa滋）．

Slot－blot　hybridization

　　　Slot－blet　kybridizatieR　method　is　less　prone　to　pipettiRg　errors　compared　to　the

Northern　blot　hybridization，　being　more　relevant　in　terms　of　exact　quantifTication．　F．ive

microgram　of　a｝kaliRe－denatured　tota｝　RNA　was　traRsferred　to　Zeta　Probe　bletting

merabranes　（Bio－Rad）　with　a　BiQ－Dot　SF　micre，rutraboB　apparatus　（Bio－Rad）　a＄　specific

manufacturer，　and　treated　with　UV　cross　1ink．　Prehybridization　and　hybridization　were

ca煎ed　out　by撫e　same搬eもhod　as　N帆hem　hybridizatio蓑described　ab◎ve．　Relative

amounts　ef　the　transcript　were　also　quantthed　by　den＄itometric　ana｝ysis　using　BAS　2000

Bie－imaging　Artalyzer　system　（Faji　Photo　Fiim）．

Primer　extension　analysis
　　　The　transertptioRal　initiation　site　was　detemmed　by　primer　exteRsion　analysis　using

the　mp－labeled　primer　Gro－PE　I　O　（5LTAC　GTC　CTG　GAC　CGA　CAG　C－3’）　（Asubel　et　ag．，

1987），　which　complements　nucleotides　131　to　149　of　the　gToES　gene．　Total　RNA　was

isolated　as　described　above，　and　reverse　transcription　was　performed　with　AMV　Reverse

TramscriptioR　System　（Prcmega，　Madisck，　WI，　USA）．　Nucleic　acids　were　precipitated

with　ethanol　and　after　drying，　resuspended　in　10mM　Tris，　l　mM　E　DTA　and　formamide

loading　b｛rffer，　which　were　subjected　to　e｝ectrophoresis　oR　a　60fo　polyacrylamide　gel．　DNA

sequeneing　rea¢tieRs　were　carried　out　with　the　same　primer，　and　the　sequencing

produecs　were　electrophoresed　under　the　same　condition．　The　autoradiography　was　used

もov窯s竃．三a慧z《き£hepr◎d稜。もs。

RESULTS

Clotmg　and　nucleotide　sequence　of　the　groESL　locus　of　T．　halophila

　　　To　identify　the　groESL　locus　of　T．　hagopuhila　JCM5888，　PCR－based　approach　was

used．　Two　oligenuc｝eotide　primers　for　degenerative　PCR，　greel－TS　I　aRd　groe｝一TAI

（Table　1），　were　constructed　based　on　the　amimo　acid，　sequence　alignment　of　highly　eon－

served　regiens　of　GroEL　proteins　from　Juactococcms　lactis　（Kirrt　aRd　Batt，　1993），

ゐα伽わα甥御s9θ窃θ（Murphy　and　Chassy，1997）and磁ρ乞撫s　subtiご乞s（Li　and　W◎ng，

1992）．　Arnplified　900－bp　fragment　as　expeeted　size　was　cloned　into　E．　coti　JM　I　O9　using

pUC　I　8　azzd　sequeRced．　The　Rucleotide　sequenee　ofthe　c｝oned　PCR　fragment　showed

lagh　similarities　to　ether　bacteptal　groEL　hemelogue＄．　Tlriis　PCR　fragrfteRt　was　｝abeled

and　used　as　a　probe　for　Southern　hybridization　with’　chromosomal　DNA　of　T．　hagophila．

JCM5888．　Th愚L5－kb　artd　1．3－kb搦7乙d雛（㎏儒艶d癒哉gments脚ere　str◎㎎1y　hybridized

with　’the．　probe　and　cloned　into　pUC　18　vecter．　T．he　complete　nueieotide　sequence　ef

2，853－bp　revea｝ed　the　preseRce　of　two　open　readmg　fraraes　（ORFs）　eRcoding　putative

GroES　and　GreEL，　separated　by　a　6ebp　（Fig．　2）．　Two　putative　Slrptie－DargaRo　sequences
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　　　　壕里離賀慰τC鱗蹴αAAG6糖τ轟無憂繊毛緑」鵬C義登¢｛鵜C了轟轟舷磁撫GマO轟C1GTca￥｛za1A”C6；ec？G（rcl？GGCT

　　　91　　CG了’「G6耀AAA儲TGGGCGCAAA轟《AA㏄《貞了A《了ATACJしτ《《AAAマG6了了AATMAC了A了Aマ了τγC了AACA蝕CAτ了AGC儲CTCCτ了

　　　181糖Cτ頽｛議触矯雪囲解C無摺A：1”TTATIMA¢翻継目儲窃A§TCAG解マ戯ε燃τGCC繊CA謂A6CC鋸轟G6πC㏄笛
　　　271　　TAG義轟GTG轟Cτ6轟CT■『『TTI’「働CT『TIGIA義A轟轟A轟TTTGTICT《」しC1「ACI正登藍《直τATTAG’「繍A轟轟ATG義1《直1《エτG《轟義r了GTOS

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－3S　一10　＋1
　　　361　　ητAGCACTCI’A「「《ττA《了G』画Glr㏄τAA’「《ACAetA《《了1’A《A1’G義《AG貞11τ了τA了1「’rG6直鰻1卿咽「TCマCG「「GTTA《A《CCA「rマ《G圃』CG

　　　　　　＞》〉》〉》O醗Cε＜＜＜＜＜＜＜＜＜　　　　　　　　　　　　　蕊…　　魏L猟P乳O塗

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　groES
　　　4§肇ATceCG；ATTG轟鷺6頽Gτ「7◎GG姦嶽AGMGMAMAC轟舘｛給轟6｛給Aτ穐τ買τA㏄A了CC轟Cマ｛短㏄AA｛蹟緑鋸㍑AC無窟6

　　　　　　縫￥L蓄EサSε症εEKτ￥GG書響LASτA◎EKPOTG　　　5尋1　　6TA轟」しGτ「「Oτ轟｛…CτGマC｛…G濯腎CC《GG轟CGτ轟CJしCTAa議1義ATGGTGM，霞Cτ《㏄轟A｛：GGττ㏄マGマ《義義C6TC§G婚家マAC了G1［r『マA「「望τ§

　　　　　　翼￥￥A￥§PG震τL鋒擁G董LAτ￥P￥鍵￥Gbτ￥LFε　　　631　　A貞AAGτA了GCCGGC7CτGAAGr「G貞鵡τAτGA’「GG《CAA㎝C「rACA了G貞1℃丁TrrCA㏄AAAAGACC↑了GτAGCAA“「’「GτAG《AτA《《AArr

　　　　　　銭やAOSε￥鈍￥登§O韮｝￥雛馨「SA瓢9乳￥轟嚢￥E＊
　　　721ACη了AmτGAGGτ働G《AATCAマ㈱燃研ATTAA欄了C膿CCA撒A顛欄AmA柵丁τCA儲A㈱GCACG
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　S．0」　凹A民OIKFSEDムR
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　groEL
　　　811　TCGTrCMTecTTAATGGCGTAAGTAAATTAecAGATACAGTCAAAGTMCTTIAGGCCCAAGAcaTCGTMCGTTGTCrrAewAAAATC

　　　　　　鑓S簾L麗GVS民L《DllV隔りτLGPRG縫毒見￥Lε民S
　　　§Ol貸AO6（X　TCIC釘誓三門轟C轟触τ｛款CGGτ§τ蕪C儲ττGC顎無6㎜π獣6買A｛NU4MlcaTrrTex無闇マ義TGe6Gec義C轟轟貸

　　　　　　VGSPL曇τ鱒PG￥了1AK二二ELε駕縫FE9己鍾GAqし
　　　鰍　AGm℃轟6猷G；tec買Cf轟燃C獄C｛ta1AIC｛rcマ鋳了6轟CGGγAC顛¢舷C蹴CAC欝A蹴｛獄αAτCマ義τ丁丁O無C蟹

　　　　　　サSεサASK嫡「憾D循AGDGT「『TAτVしAOS三島K麗V
　　　1081　TACTTCTG（K　GCTAATCCTTTAosTATTCGTCGTooTATTocACAAocMCACAAAAAocTGTAanAetATrACAAMTATTTCTACACC

　　　　　　YS§義鍵評し6肇三冠登嚢ε0Aτ登鈍A￥εEしO三三S了P
　　1171　　AGτ貞㎝A了CAAAA㎝AGCG《丁了GTACAAG了TGGTGAAGT’「「Cτ了CAGG心A㏄AAACAAG了A㏄τCAA了A了Aτ了㏄A儲「「㏄AA了GG《TM

　　　　　　VεS瓢εA鍵》OサGε》SSGSKOサ6Q￥匪AOA鰻0瓢
　　！261AGT’鵬τ無C儲CGGマGτ｛凱￥ACτ轟τ穐謡6轟τ「C義｛：翻銘マAτ蒲AC轟CA6轟Aτ了6G解GτC鑓τ儲A総τAマG｛：轟Am｛頴憩㏄㏄

　　　　　　￥6欝DG￥Ir「塁EOSOG聾ゆ「rELDV》εG頴OFD飛G
　　f3§1￥轟轟τ¢マAマC総門マ義e義Tca￥MC｛追解顛二四蕪顛マG6轟A｛繊儲買τ轟§解醗マ㏄ττ義CA誓鐸§解マ轟Cτ儲マ触｛議戴撚『TC

　　　　　　▼LSOY麟V了b麗EK麟εADLDSP▼薪し癖了DKKIS　　1441TAACAτマC轟A6轟τAT了CTIccrr了ArTA｛議AC顛釘TGTACAAOCATCTAAACOAαAπ｛議7τAマC｛蹴｛議マ醐A了O鋸㈲｛議轟鵬

　　　　　　麓　lo群　lL召しLEO￥￥oεs楓PLL　ll轟bb　lgoεA
　　1531　　了↑τACCA轟CACIT6τ丁1’了㎝ATAAAA「「’「CGTGGAACA1’■r「AACG「r了G創「了㏄AACτAAAGCTCC了GGATττGGCGGCCGTCG1’AAA㏄AAT

　　　　　　LPτL響と二三　lRGマF翼サ￥AT襲APGギGGRR翼A鑓
　　IS2i　　GTTAG《AGA¢AICOCTGT轟了TMCYG6TGC「「ACAG「「1’ATCACTe義AG義τττAGG義Cγ「儲ACマAAAA儲τ就τA｛：義ATG｛議C了CマCTTOS

　　　　　　LEDIAVLTGATVITEOLGLELKPATMDSLG　　l711τ欄τ轟解義緑§；熱¢TGT？｛蹴無G酬二日轟¢緑C無fTaTT§無｛轟τ§C穐㏄儲πC義義C轟｛鴇τA？C儲義｛議IC6；蟹AC轟義讐

　　　　　　K《鯖KVマ￥0民0三下三三VεGAGDS了A雪EO碗VQL
　　路0肇無罪義燃㏄無§τ義GCTG義触C麟CKCマ｛二丁鴨義1CGTG轟舷義燃轟C《轟｛撚¢｛rCCTTGCTMA；TA㏄AO6τ㈱ITGC繊

　　　　　　韮漏電O￥AE了了SOF9溌ε猟tOε瀦LAKtAG6響AV
　　1891　AATCAAAGTTGGTocCGCTACTMAACTocGGTACCorAACTAAAACTACGTATTetAorTocrrrAMCocTocTCGCecTcaTGTTom

　　　　　　l猟￥G義轟▼ε7ε￥PK乳麗乳癌　1ε3轟三三AA喜喜6》ε
　　1981　　AGAAGG了A了G6了ATCCCrGToGTGG’「ACAGCACτAGT了AA’「GTAA了TAACAAAGτAGC了G貞ACTA㎝↑㏄A㎝τ㎝C儲τGC了A了CACAGG

　　　　　　εG讐VSGGG’「AL￥二二聖鑓猟讐A【LOADOD三二τ0
　　207遷轟G貰義轟C轟τCG；AOTTCGマG¢A貰繊轟｛議A¢C｛窟AC蟹C轟二等O描厚総駕τ㈱欝｛議轟G6轟TCiG？1義マ顎ママ｛議A麟A¢了

　　　　　　￥鷲IVLRAしεEPサRO霊S歪樋AGFεGSVllE匿し　　2纈　勲轟顛㏄丁丁翻ママAGG鰍讐㏄買マ了義戴窟：AGCMCTGGTC轟Aマ6GG了轟醸CA鴨6π録τ｛鵜A㏄τA？iGrrfetCCOAACIA丁丁

　　　　　　KSεKLG叢GF穏AATGO轡￥憾麟VOA6奮￥DP三日サ　　225肇　　了GT《C6τ「CT6CTI’丁義C轟A《《11G£AGCAマCマ義マCτCマGCACrr《11τ《C『『GTCAACA獄A㏄《G了《A了Toc《儲マC6了CCANTOSATCAGG

　　　　　　￥髭SALO麓轟AS薯SAしししSτεA￥毒A登衰P9εSG
　　2341　CAATGATocTcaAGT（XrcocTCAAGGAAT（scMTCCATCAATomTG（Msc　G（sc　GGCATGATGTMTMCrrTACAMAAocCTTcaACTTTA

　　　　　　縫oAGvAし賦ε轡　1纏。＊　　　　　　　　　　　　　〉＞》〉》〉》〉〉＞＞＞
　　2431　　《轟Aτ6了CCA轟GGC燭rrτ「ママGCτGr「G」1AICGA轟G£6τ義轟轟CA《AGAG義マG義A¢A6’「義CτA6G㏄GA㏄儲AGG｛：etGCCGIAGマGTCCTI”T

　　　　　　　＜＜＜＜くくくくく＜＜＜＜くくく

　　2§2肇　　轟CC”IT轟τ｛：Gl？｛語τ轟轟1AC轟轟A義｛…義GC「『轟IGCG轟轟「「VCG轟A￥￥窃Cマ轟τ轟「「轟「「？C轟A｛：轟τ義G義AAT7CCAT“ce義1§IG｛：7義TCGTCG

　　2611　　「r『CA’「ACAACAYA轟GTr「了CCA1”r　rCCA’「GT㏄了A1「CG1「CGTI℃A了AC《義CAτAAO了－r「了CCA了丁マC廟『A了G「「GC了A■「CGτ了㏄了CA了ACA

　　2勘　轟CATkAG？”ITCCC轟Trrc￥A織6¢￥A了C㏄C㏄マ¢解ACA繊漁§繍；灯AC￥CIMAATCM了CTGTATMTTAマ撫マ繍轟
　　27躰TAAnT｛㍑轟穐CTA1’Cl’買TGTTATTIGT¢¢C《ATTr罧CTCTAGCτ｛rCITIATCAτ献㏄T

Fig．　2．　Nucleetide　aRd　ammo　acid　seqlleRces　of　the　T．　halophiia　groEkgX”　operon．
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The　deduced　amino　ae／id　sequences　of　Gro’ES　and　GroEL　are　shown　below　the　nueleotide

織鷲ence・The　kexaraers　ind董caも圭マe◎加rQ類。総rs（一35・aRd－1◎）＆re㎜Lδe惣e嬢，τ総泌v餓ed

repeat　sequences　includng　CIRCE　element　and　potential　Shine－Dargano　sequence　（S．　D．）　are

i難（肇匪㈱象ed　bンarrow醗a（圭＄猟ごく蓬（）嚢b韮e　wnder｝iri（e（圭婁resρecも韮ve玉y．
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were　feup，d，　one　（GAGGGA）　was　upstream　of　．〈　roES　aRd　the　ether　（AGAAGA）　wa＄

mpstream　of　gToEL　geRe．　AR　inverted　repeat　sequence　（5LTTAGCACTC－Nt）一GAGT－

GCTAA一一3りwas　identified　in　front　of　gγo醐．　Th¢＄equence　corresponds　to　the　regω萬ory

sequene．e　of’　CIRCE，　which　is　involved　in　the，．　negative　regulation　of　dnaK　and　gToESZL

（）／peron　in　numerous　Gram－positive　bacteria．　lmmediately　downstream　of　the　gTol．t：Z」，

stem－1，00p　structure，　which　may　be　a　rho一一independent　transcription　terminator　wms

fou／nd，　whjeh　had　a　free　energy　of　一25．8　kcal．xno，　1mui．

Analysis　of　the　deduced　amino　acid　sequence　of　the　T．　hatophila　groESL　operon

　　　The　deduced　amino　acid　sequence　of　7’1　halojphiea　gToES　indicated　that　the．　g，　ene

encoded　95－aa　in　length　and　the　calculated　moleer．tar　mass　was　10，153　Da　（Fig．　2）．　T．

hctgopuhila　GroES　showed　high　sirrAlarities　w／1｛Lh　the　（T｝roES　prot，eirts　of　L．　tgctis，　L．　2feae

a繋d．ゐ．海擢9妙8認β篇5　（68％，49％　a費（i48％　id｛垂：ktiea｝，　respec雛vely）．　T．　h．αleメ）ん邸αgγo回し

en．α＞ded　535－an　resi（凶猛es　i嚢a｝eR9撫頭もh．　a艶a＄＄of　56，893　Da（F豆g．2）。　T．ん（放）メ）ん顧藩

Gro鷺L　a王＄o　showed　high　si翻arities　w漁も畑Gr◎肌protei13s◎fもh◎se　Gra澱一pos顯ve

bacte．rSa　（780／o，　72e／o　aRd　68e／o　identica｝，　respectively）．　’1］o　assess　the　evo｝utiexiary　rela一一

tionship　of　the　cloned　Z　hαtophtla　GrQ肌，　phy玉ogenetic　tree　o∫15　bacteria1　GrQ肌

hornologues　was　constructed　as　deseribed　i，n　Materials　and　Methods　（Fig．　3．）．．

1’hylogenetic　analysis　clearly　showed　that；　71　halox）hila　GroEL　belongs　to　the　LAB　clusu／．r，

clo＄融ly　related　toゐ．　het’vet乞cz↓s　andゐ．ブ。んγ乙so学痂，　and　separated　from　L．1αctis．
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叢篠菖◎3．　Phyま◎gel＞etic　a簑alys重s　of　T．為《寵。ぎ｝海潔磁G！●o慧L翫iミく蓬（）｛；her髪）隷（ler室a三Gr◎｝・⊃L（｝is峯｝6◎）蓑or縫○董◎暮u¢t、

　　　　　　A峯）hy璽◎ge捻e穏。　tre（｝、vas　c◎簸strucもed　b縦s¢d　O篶もhe　NJ】Xiethod　as　described韮難鋼：蕊鍵田a｝s　ar1（孟

　　　　　　Methods．
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Heat　shock　induction　of　the　T．　halophila　groESL　operon

　　　Northern　blot　hybridization　was　performed　with　900－bp　gToEL　probe　to　clarify　the

organization　and　the　expression　behavior　of　the　T．　halophtla　groESL　operon　（Fig．　4）．

The　autoradiograph　using　gγα肌probe　revealed　a　2．2－kb　transcript．　The　size　of　2．2－kb

mRNA　could　comprise　the　whole　groESL　operon，　indicating　that　in　T．　hatophiZa，　gToES

and　gToEL　are　transcribed　as　a　bicistronic　operon．　Moreover，　the　amount　of　2．2－kb

groESL　mRNA　was　increased　3．8－fold　upon　30　min　heat　shock　at　45　eC．　This　data　sug－

gested　that　cloned　T．　halophila　gToESL　surely　belongs　to　a　system　of　heat　shock

response．

1 2 3

一　2e2　kb

23S　rRNA
16S　rRNA

Fig．　4．　Northern　blot　analysis　of　groEL　gene　expres－

　　　　　　sion　in　T．　halophila．

　　　　　　Each　total　RNA　was　isolated　from　the　cells

　　　　　　grown　at　300C　for　24　h　in　MRS　medium　con－

　　　　　　taining　1　M　NaCl　aane　1）　and　further　incubated

　　　　　　for　10　and　30rnin　after　shifting　to　45　eC　（lanes　2

　　　　　　and　3）．　Ethidium　bromide　staining　of　the　gel

　　　　　　shows　that　equal　arnounts　of　RNA　were　loaded．

Salt　stress　induction　of　the　T．　halophila　groESL

　　　In　addition　to　heat　shock，　we　analyzed　the　effect　of　high　saJirtity　on　the　transcriptional

血duction　of　Z励纏1αg佛。臨by　slot－blot　hybn（lization（Fig．5）．　The　cels　gro㎜血

the　presence　of　1．0　M　NaCl　for　24　h　were　transferred　to　the　same　fresh　medium　containing

the　indicated　NaCI　concentrations，　and　incubated　for　further　1　h．　Figure　5　indicates　the

amount　of　gToESL　mRNA　increased　about　一4－fold　with　3－4　M　NaCl，　the　concentration　of

which　may　be　critical　for　cell　growth．　This　indieated　that　the　salt　induetion　of　T．
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Fig．　5．　Transcription　of　T．　h．（xeo2）］？／i．ta　g7”oll］Sl．　gene　under　NaCl

　　　　　　stress．

　　　　　　Transcript　leve｝s　were　qua’r｝t；．ified　using　t，he　groEL　probe

　　　　　　by　slot－b｝ot　analysls．　1／”｝’t｛，｝　（／te｝is　were　grown　at，　30”C　for

　　　　　　24hiR継RS　me（一三m（：こ（：）庶a董．．riエ聡1欝NaC｝．　Each亀。むa至

　　　　　　RNA　was◎bt哉i鷺ξ｝dl至ro罫難e（｝1．．三＄a｛『もe翌trbllSfer　to　the　fresh

　　　　　　lfRS｝登。縫量ミ慧難　CO難も綴戦魏婆ζもhe　l難d量。註もed　co盤ce難tr乏蕊董。嚢s

　　　　　　◎f蕪aC｝も羅蓋d　1熱◎ぎ孟難（：tttbat．i（）1．箋．　丁熱をs韮9Ral孟R．もe難s董もy熟唾th

　　　　　　lMNaC玉w，as　def童勲e（孟EkS王．．◎．

hczlo．1）ht；la　．q7”oESL　is　also　regulated　at　t，he　t：．rans，　e．／ript／ional　level．

IdentifrEcation　of　the　transcriptional　initiation　site　of　the　T．　hatophita　groESIu

mRNA．
　　　The，　transcriptional　initiation　site　of　the　y7“ott”SL　operon　was　determined　by　prirner

extens．ion　tanal：　sis．　The　results　with　prirrier　PE　II　O　are．　shown　in　Fig．　6．　The　transcr，il）’t；ior’i

＄tax’t’，ed　atir　located　76－bases　upstream　of　the　s｛］i　，rt；　codon　of　gToES，　and　was　induced　by

難eaもshOck．　Theβ．　s？dわ観器σAlike　promoもα（F蔓噂iもa　and　Sadaie，1998）was　ident潰e（ll

upstre，　ama　of　C至RCE　e茎emen（，（覇もh　a－135　se（難蒸¢実簾（≧命婁5’一TTGCALA－3｝，　a嚢d－10　seq繋磁数（）e．，

5’一TAAT．AT－3っ（Fig．2）．　These（蓬ata　s難g難き＄も㊧d嵐aもむhe　expressio1隆〈）f　7．　hesl．of）ん露α

9プ0硲ゐOperoerl　was　gove膿ed　by堀s　CO賊主厩重ve　prOmOもer．　MOreOver，　tirider　t，．he　h㈱し

＄h．o（／）lk，　（45“C）　altd　the　salinity　（4　M　NaCl）　condit；．iong．，the　T　hagolphiga・　groESL　utilized，　tlh（i＞．
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Fig．　6．　Determination　of　the　transcriptional　initiation　site　of

　　　　　　gToESL　operon　by　primer　extension　analysis．

　　　　　　Lanes　A，　C，　G　and　T　indicate　the　dideoxy　terrnination

　　　　　　lanes．　Extension　products　were　generated　with　total

　　　　　　RNA　isolated　from　the　cells　under　normal　（lane　1　and　3，

　　　　　　300C，　1　M　NaCl），　heat　shocked　（lane　2，　450C，　I　O　rnin），

　　　　　　and　high　salinity　（lane　4，　4　M　NaCl）　conditions　as

　　　　　　described　in　the　legends　of　Figs．　4　and　5．

sarne　transcriptional　initiation　site．　This　indicated　that　the　T．　hctlophila　g’roESL　used　a

unique　promoter　even　exposed　to　the　environmental　stresses．

DISCUSSION

　　　In　this　paper，　we　describe　the　cloning　and　nucleotide　sequence　of　groESL　operon　of

the　halophilic　LAB　T．　halophZla　JCM5888，　as　well　as　the　expression　analysis　of　mRNA

level．　ln　our　knowledge，　this　is　the　first　report　about　the　genetic　characterization　of

gToLiSL　operon　from　moderately　halophilic　eubacteria．　The　nucleotide　sequence　of

2，853－bp　revealed　thatthe　cloned　fragments　contained　two　ORFs　bearing　significant

homology　to　numerous　bacterial　GroES　and　GroEL　proteins　（Fig．　2）．　A　highly　conserved

inverted　repeat　sequence，　termed　CIRCE　element，　was　found　in　the　upstream　of　gToES

start　codon．　This　element　is　extensively　studied　in　B．　szebtilis　（Zuber　and　Schumann，
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1994）　and　S．　a？tTezes　（Ohta　et　（val．，　1996）．　We　have　previously　characterized　the　hrcA

gene　en　the　T．　hagophil，a　chromosomal　DNA　（Fukuda　et　ag．，　2ee　l）．　lt　can　seem　that　in　T．

ha　ge？）higceもh¢CIRCE　elerae！誌a数d　HrcA　prgtein滋s◎rel）爽｝se嚢もa嚢1漁p◎妻織粍sysもe膿も◎

regu王就e　the　expressioft　Of　71肱⑳hi9α　groESL◎per◎n．

　　　ReceRtly，　GroEL　（Hsp60）　homologues　have　been　used　for　determining　baeteha1　deep

relatiomship　beeause　o£　’the　ubiquity　and　the　high　degree　cf　sequence　coRservatiolt　（Kwek

et　ae．，　．1999；　Goh　et　aL．，　1996）．　Phylogenetic　artalysis　clearly　showed　that　the　GroEL

hαRd◎gues◎践AB　for撚ed　a　we慧一de撫¢d　s慧bgr◎即a澱◎ng　the　Gram－P◎siも醗cluster．　T．

擁～｛4｝為霧｛茎． fr◎鷺L響潅s《鑑ose董y　r琶1ε惹蓑｝｛孟も。。乙《落c9（）ξ纏（）嚇捷ふ3§峯）愈《雲｛｝s　s慧bd慧sもer　aRd　seρa罫＆鉄｝d

from　L．　lactis　（Fig．　3）．　This　result　corresponded　to　the　previou＄　taxonomic　analysis

based　on　16S　rDNA　sequence　（Collins　et　al．，　1990）．　The　data　also　suggested　that　the

Gr◎EL　ho】餓◎k）霧縫es　co磁d　be嚢se　as　DNA甑rgeもfor　species一＄pec泌。重denも盗ca旗）嚢◎f　LA．B．

　　　Norむhem　b1◎もhybridizaもi◎嚢餓alysis　has　reve滋αi　thaもth6　greES　3Rd　gr（）泓geRe9．短

Z擁纏認α撲reもraRSαibed　as畿b三cisもr磁。◎per臓S㎞嚢arも◎th◎S¢f◎und◎もher　spe¢叢es

of　bac纈a．　The　size◎f卿El∫五櫨NA　w齢2．2－kb　i難1e㎎漁（Flg．4）．　This　eorrespeRded

to　the　size血om　dete㎜．ined　transcriptional　initiation　site　of　groESL　operon　to　its　own

rho－independent　terminator　（Fig．　2）．　The　amount　of　groESL　mRNA　was　irtcreased　about

3．8一致）1d　upOR難eaもs｝董◎（きk．　The　d蔑綴suggesもedもhaももhe血d鷲（誌io］R◎f　7胤hago3）h・iなa　9貿）ffSL・

by　heat　shock　was　regulated　at　the　tramscriptioveal　level　like　cther　geRu＄　of　bacteria．

Slot－blot　analysis　of　total　RNA　confumed　that　the　transcription　of　T．　halophila　groESL

was　induced　by　high　cegeentratien　cf　NaCl　（Fig．　5），　．　The　inereased　e．xpressioR　ef　groESL

represents　that　GroESL　acts　as　an　important　factor　in　T．　haeophita　to　adapt　to

env玉r◎㎜enもai　h三gh　Sa慧掘もy　C◎Rdit沁n．　P翌㎞er　eXもeRSi◎嚢a数alySiS　deもerminff｝d　a曲（巣蟻e

雛蓑s¢⑳ζ韮。照1認も重at圭。難＄誌e§匂縦沼3恥峯）胸嚢，　preceded　by　vegeもa摂v奪B5幼生ξおσ蟻ke

prometer．　The　transcriptional　mitiatioft　site　of　groESL　did　not　change　under　the　stress

condition　tested　（Fig．　6）．　Since　the　site　was　utMzed　under　both　normal　and　the　stress

（hea齢h◎ck，　h圭gh　sa1玉擁もy）co繋diもions，轡e　caR　c◎簸clu由撫aも◎verexpressi◎n　of　T．

halophiga　groESL　opereR　against　eRvironmeRta｝　＄tresses　is　governed　by　the　interaet，ioR

◎fH鷺Apr◎もe蟄a猟iαR（）Eele灘撒も．

　　　Tl’｝e　mglecular　cha’pergRe　DRaKl　frem　haletoieraRt　eyanobaeteriit，m　Apuha・？gothece

hagophytica　showed　the　chaperone　activity　at　1．OM　NaCl　（Hibino　et　al．，　1999）．　T．

haeopheda　can　grow　under　higher　external　salmity　condition　than　A．　halophytica　（R611ing

θ書α惹，1gg6），　s《）the　f蟻：簸。もi◎鍛a王。熱aper（me　acもiviもy◎f　T．～葛認確）鷹脇Gr◎ESL　is　of　gr（きaも

類ter織．　We説難。輝面一sもiga蝕gξhe　ATPase　a磁refb1δ聴acもi嘘y　of　Gr◎εSL　p醸e撫◎f

T．　halophiga　u，／nder　high　salinity　eonditiori．　The　halotolerant　molecular　chaperone，　whieh

pgssesses　stroRg　folding　activity　of　dematured　protein　under　hig，h　saknity　might　be　useful

for　rnolecular　biologica｝　application．
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