
第3章Lysク ラ ス タ ー 以 外 の 領 域 に コ ー ド さ れ て い る リ ジ ン 生 合 成 酵 素

遺 伝 子 発 現 調 節 機 構

§3-1. Introduction

T. thermophilusの リジ ン生 合成 には 、11の 遺 伝 子が 関 与す る と考 え られ る。 そ の うち7つ の

酵 素 遺伝 子 はLysク ラス ター に含 まれ てお り(Fig. 3-1)、polycistronicに 転 写 され て い る(Fig.

1-9)。 このLysク ラス ター は 前 章 まで に 述 べ られ た よ うに 、 ク ラス タ ーの最 上 流 か らの転 写が

attenuationメ カニ ズ ム 、即 ち 、翻 訳 とcoupleし たleader peptideを 介 す るメ カニ ズ ム に よって

制御 され て い る こ とを明 らか に した(第1, 2章)。

一 方 で本 菌 の リジ ン生 合 成 酵 素遺 伝 子 でLysク ラス ター 内 に コー ドされ てい な い構 造 遺伝 子

は4つ 存在 し、第3, 4, 8, 9番 目の反応 を触 媒 す る酵素 を コー ドして い る遺伝 子(順 にhicdh, lysN,

lysJ及 びlysK)で あ り、全 て 当研 究室 で クロー ニ ン グ され た[1,2,3,4]。

Figure3-1. Lysク ラス ター に含 まれ る酵 素遺 伝子 と リジ ン生合 成経 路

リジンは11の 遺伝子から構成 され る9段 階の反応で生合成されるが、Lysクラスターに含まれる酵素遺伝子は、

その うち7つ のみである。
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ドイツにおいて行 われていたT. thermophilus HB27株 のゲノム解析は2003年 度に終了[5]、 そ

の解析結果 か らhicdh, lysN及 びlysJ-lysKク ラスターに関 してはクラスター を形成 しているこ

とが明 らかになった(Fig. 3-2)。

本研究の 目的 は、T. thermophilusの リジン生合成 の調節機構の全貌 を明 らかにす ることであ

り、本生合成に関与す る酵素遺伝子 の発現制御機構 を解析す るためにはLysク ラスターの発現

調節機構の解析のみな らず、Lysク ラスター に含まれていない これ ら4つ の遺伝子の発現調節

機構 を研 究す ることが不可欠であ ると考 えられ る。

そ こで、本章では、T. thermophilusの リジン生合成 の調節機構 を解明す る研究の一環 として

lysJ及 びlysKを 含む クラスターを主軸に してLysク ラスターに属 さない これ らの酵素遺伝子の

発 現制御解 析を行 うことに した。

Figure3-2. Lysク ラ ス タ ー に 含 ま れ な い 酵 素 遺 伝 子 の ゲ ノ ム 上 で の 配 置

ゲ ノム 解 析 結 果 か らそれ ぞ れ のlocationは 、以 下 の よ うに 示 され た。

hicdh, 990630-991634; lysN, 40775-39582; lysJ, 1320414-1321601; lysK, 1323117-1323102
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§3-2.　 Materials and Methods

§3-2-1. T. thermophilus HB27株 の ゲ ノ ムDNA抽 出

高 度 好 熱 性 細 菌T. thermophilus HB27株 は 、 文 献[6,7,8]に 従 っ て 培 養 し た 。 集 菌 し た 同 菌 体

を10m1のTE緩 衝 液 に 再 懸 濁 し 、lysate buffer(10% SDS, 600μl; 20ng/ml Proteinase K,6 0μl)

を 加 え て 溶 菌 さ せ た 。 そ の 後 、5MNaCl溶 液 を2ml、CTAB/NaCl溶 液 を1.6ml加 え 、65℃ で

10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 溶 菌 液 に 対 し 、 ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 、 フ ェ ノ ー ル 抽 出 を 行 い 、

上 清 を イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 沈 殿 し た 。 凝 集 し て き た ゲ ノ ムDNAを エ タ ノ ー ル で リ ン ス し た 後 、

TE緩 衝 液 に 溶 解 し ゲ ノ ムDNA溶 液 と し た 。

§3-2-2. S1-nuciease mapping

(a)ssDNA及 びsequence ladderの 調 製

遺 伝 子 の 基 本 的 な 操 作 は 文 献[9]に 従 っ て 行 っ た 。Sl-nuclease mappingを 行 う に あ た り 、

sequence ladderを 調 製 す る 必 要 が あ り 、 鋳 型DNAと し てssDNAを 用 い た 。 解 析 に 要 す る 遺 伝

子 断 片 はT. thermophilus HB27株 の ゲ ノ ムDNAを 鋳 型 と し てPCRで 増 幅 さ せ た 。 こ の 断 片 は 、

S1-nuclease mappingに 用 い る プ ロ ー ブDNAと 同 じ配 列 で あ り、lysJ構 造 遺 伝 子 の 翻 訳 開 始 点 を

+1と し て 上 流-360bp、 下 流180bpの 配 列 をPCRで 増 幅 させ た も の で あ る 。Sequenceで 確 認 を

し た 同 断 片 をM13フ ァ ー ジ ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ン し 、 大 腸 菌JM105株 を 形 質 転 換 し た 。 こ の

形 質 転 換 株 と 別 途 培 養 し て お い た 同 菌 株 を 混 合 し 、 軟 寒 天 培 地 上 で プ ラ ー ク 形 成 さ せ た 。 こ の

プ ラ ー ク を さ ら に 新 し く 培 養 し たJM105株 と と も にLB培 地 で37℃ 、8時 間 培 養 し た 。 こ の 培

養 液 を 遠 心 分 離 し 、 上 清1 mlに 対 して20% PEG8000-2.5M NaCl溶 液 を200μl加 え て 混 合 し 、4

℃ で12時 間 以 上 静 置 し た 。 次 い で 遠 心 分 離 し 、 沈 殿 し た フ ァ ー ジ 粒 子 を 集 め 、TE緩 衝 液 に 溶

解 し 、 フ ェ ノ ー ル 抽 出 、 ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 後 、TE緩 衝 液 に 溶 解 しssDNA溶

液 と し た 。

こ のssDNA溶 液 を 鋳 型 と し て 、5末 端 を32Pで 標 識 し たlysJ(S1-Rv)-ladderを 用 い てsequence

ladderを 調 製 し た 。sequence反 応 に 用 い た プ ロ グ ラ ム を 以 下 に 示 し た 。 尚 、 使 用 し たprimerは

Table3-1に 示 し た 。

94℃,5min→(94℃, 30s→65℃, 30s→72℃, 1min)×36 cycle→72℃, 7min→4℃, ∞
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Table3-1. S1-nudease mappingに 関 連 す るprimer一 覧

(b)プ ロ ー ブDNAの 調 製

lysJ翻 訳 開 始 点 を+1と し て 、 上 流360bp、 下 流180bpの 配 列 を 増 幅 す る よ う な 合 成 オ リ ゴ

ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 し た 。T. thermophilusの ゲ ノ ムDNAを 鋳 型 と し て 、 上 記 の プ ラ イ マ ー 及 び

Ex-taqを 用 い てPCRを 行 い 、 目 的 配 列 を 増 幅 し た 。PCRに 用 い た プ ロ グ ラ ム を 以 下 に 示 し た 。

尚 、 用 い た 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドはTable3-1に 示 し た 。

94℃, 5min→(94℃, 30s→65℃, 30s→72℃, 1 min)×30 cycle→72℃, 7 min→4℃,∞

ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 後 に 目 的 バ ン ド を 精 製 し 、T4 polynucleotide kinaseを 用 い て[γ-32P]ATPで

5'末 端 を 標 識 し た 。Microspin G-25 columnで 過 剰 な[γ-32P]ATPを 除 去 し 、sense鎖 の5末 端 リ ン

酸 基 を 除 去 す る た め にBamHIで 消 化 し た 。BamHI処 理 後 にMicrospin G-25 columnで 消 化 断 片 を

除 去 し た も の をS1-nudease mappingの プ ロ ー ブ 、lysJ(-360/+180)と し た(Fig. 3-3)。

Figure3-3. S1-nudease mapping及 びEMSAプ ロ ー ブ 配 置

S1-nuclease mapping用 の プ ロー ブ は 、lysJ翻 訳 開 始 点 を+1と して 上 流-360bp、 下 流+180bpの540bp断 片 が

PCRに よ っ て 得 られ る よ うに 設 計 した 。

EMSA用 の プ ロ ー ブ はhicdh開 始 コ ドン か ら上 流 の200bpのPCR断 片 が 得 られ る よ うに 設 計 した。
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(c)Total RNAの 調 製

T. thermophilus HB27株 をTM mediumに 植 菌 し 、70℃ で12時 間 前 培 養 し 、 菌 体 を 集 菌 し た 後

にMM培 地 を 用 い て4回 洗 浄 し た 。 洗 浄 し た 菌 体 をMM培 地 に 再 懸 濁 し 、 前 培 養 サ ン プ ル と

し た 。 そ の 後 、 新 し いMM培 地 に 終 濃 度0.2%に な る よ う に 植 菌 す る と 同 時 に 、 必 要 に 応 じ て

additiveを 加 え た 。 そ れ ぞ れ に 終 濃 度 が1 mM, 5 mMに な る よ う に リ ジ ン 、 オ ル ニ チ ン 、 ア ル ギ

ニ ン を 添 加 し て 、 引 き 続 き70℃ で16時 間 振 盪 培 養 し た 。 集 菌 後 、 約5x109cellず つ に 小 分 け し

て-80℃ で 保 管 し 、 必 要 に 応 じ てTotal RNAを 抽 出 す る こ と に し た 。Total RNAは40μg/mlの

lysozyme溶 液 で 溶 菌 さ せ た 後 、QIAGEN社 のRNeasy(R) Minikit及 びQIA shuredderTMを 用 い て 抽

出 し た 。

(d)Hybridization及 びS1-nuclease digestion

2pmolの プ ロ ー ブDNAと40μgのTotal RNAを 共 エ タ ノ ー ル 沈 殿 さ せ 、 風 乾 させ た 。 ハ イ ブ

リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 風 乾 さ せ た サ ン プ ル を20μlのS1-hybridizationバ ッ フ ァ ー 中80℃ で 溶 解 変

性 さ せ た 後 、45℃ ま で 温 度 を 下 げ た の ち 、 そ の ま ま の 温 度 で16時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ハ

イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 の サ ン プ ル は100UのS1-nucleaseを 含 むS1-digestionバ ッ フ ァ ー 中 で

37℃, 1時 間 か け て 消 化 さ せ 、 そ の 後 エ タ ノ ー ル 沈 殿 し た 。 エ タ ノ ー ル 沈 殿 後 の サ ン プ ル は 泳

動 バ ッ フ ァ ー に 溶 解 し た 後 、urea変 性 ア ク リル ア ミ ドゲ ル に 供 し た 。 泳 動 は 、3000V, 8時 間 か

け て 行 っ た 。Imaging plateに12時 間 露 光 さ せ た 後 、FLA-3000を 用 い て シ グ ナ ル を 検 出 し た 。

§3.2-3. Electrophoresis-Mobility Shift Assay(EMSA)

(a)プ ロ ー ブDNAの 調 製

hicdhの 翻 訳 開 始 点 を+1と し て そ の 上 流200bpの 配 列 が 増 幅 さ れ る よ う な プ ラ イ マ ー 、

EMSAhicdhFw及 びEMSAhicdhRvを 設 計 し た 。T. thermophilusの ゲ ノ ムDNAを 鋳 型 と し て 、 上

記 の プ ラ イ マ ー 及 びKOD+DNA polymerase(TOYOBO)を 用 い てPCRを 行 い 、 目 的 配 列 を 増 幅

し た 。PCRに 用 い た プ ロ グ ラ ム を 以 下 に 示 し た 。

94℃, 2min→(94℃, 30s→60℃, 30s→72℃, 30s)×30cycle→72℃, 5min→4℃, ∞

ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 後 、 目 的 バ ン ドを 精 製 し 、T4 polynucleotide kinaseを 用 い て 、[γ-32P]ATP

で5'末 端 を 標 識 し た 。Microspln G-25 columnで 過 剰 な[γ-32P]ATPを 除 去 し た サ ン プ ル をEMSA

の プ ロ ー ブ 、hicdh(200)と し た(Fig. 3-3)。 尚 、本 実 験 で 用 い た 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドは 、Table

3-2に 示 し た 。
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Table3-2 EMSAプ ロー ブ調製 に用 いた合成オ リゴヌ ク レオチ ド

(b)細 胞 粗 抽 出 液 の調 製

T. thermophilus HB27株 をTM mediumに 植 菌 し、70℃ で12時 間前培 養 した。集 菌 した菌体 を 、

MM培 地 を用 い て4回 洗 浄 した後 に 菌体 をMM培 地 に 再懸 濁 し、 前培 養 サ ンプ ル と した。 そ の

後 、新 しいMM培 地 に 終濃 度0.2%に な る よ うに植 菌す る と同時 に 、必 要 に応 じてadditiveを

加 え 、引 き続 き70℃ で16時 間振 盪培 養 した。 菌 体 を超 音波 破砕 し、遠 心 分離 に よっ て得 られ

た細 胞 粗抽 出液 を、 タ ンパ ク質 定 量[10]後 に1 mg/mlに 調 製 した。

(c)結 合 反 応 及 び そ の 検 出

10μlの 細胞 抽 出液 を 予 めEMSAバ ッフ ァー 中で60℃ 、5分 間 プ レイ ンキ ュベ ー トした。 そ

の後 、1 pmolの プ ロー ブDNAを 添加 し、60℃ で20分 間イ ンキ ュベ ー トした後 、 ア ク リル ア ミ

ドゲル で 電気 泳 動 した 。 泳 動 後 の ア ク リル ア ミ ドゲル で電 気 泳 動 した後 、80℃ で 乾 燥 させ 、

Imaging plateに12時 間 露 光 した 後 、FLA-3000で シ グナ ル を検 出 した。
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§3-3. Resolts

§3-3-1. S1-nuclease mappingに よ るlysJのTSP解 析

lysJに 対 す るS1-nuclease mappingの 結 果 をFig. 3-4に 示 す 。 共 に 泳 動 し たsequence ladderか

ら 、lysJのTSPは グ ア ニ ン 残 基 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。 転 写 開 始 点 で あ る こ の グ ア ニ ン

残 基 は 、lysJ翻 訳 開 始 点 の100bp上 流 で あ り 、 塩 基 配 列 の 解 析 か ら そ の 上 流 に は 主 要 σ 因 子 に

よ っ て 認 識 さ れ る-35 consensus配 列 、-10 consensus配 列 と 類 似 の 配 列(-35, TTGACA;-

10, TAGGCT)が 見 出 さ れ た 。(Fig. 3-5)

ま た 、 こ の 転 写 は 、 培 養 液 に 最 終 代 謝 産 物 で あ る リ ジ ン を 添 加 し て も 変 化 は 観 察 さ れ な か っ

た(Fig. 3-4)。 そ の一 方 で 、 類 似 生 合 成 と 考 え ら れ る ア ル ギ ニ ン 生 合 成 の 最 終 代 謝 産 物 で あ る

ア ル ギ ニ ン を 培 養 液 に 添 加 す る こ と で 、 そ の 転 写 量 が 減 少 す る こ と が 観 察 さ れ た こ と か ら

(Fig. 3-4)、 ア ル ギ ニ ン に よ る 転 写 制 御 の 存 在 が 示 唆 さ れ た 。Lysク ラ ス タ ー と 同 様 にTSPか ら

lysJ関 始 コ ド ン ま で に100bpか ら た る 配 列 の 存 在 が 確 認 さ れ た こ と か ら、 こ の 領 域 が ア ル ギ ニ

ン

Figure3-4. S1-nudease mappingに よ るlysJ TSPの 同 定

A, G, C, T; ssDNAを 鋳 型 と し て 作 製 し たsequence ladder.

数 字 は サ ン プ ル と し て 用 い たTotal RNAを 抽 出 し たT.thermophilusの 培 養 条 件

1, MM medium; 2, MM+1 mM lysine; 3, MM+5 mM lysine; 4, MM+l mM ornithine;

5, MM+5mM ornithine; 6, MM+1 mM arginine; 7, MM+5 mM argininc
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Figure3-5. lysj上 流 の 塩 基 配 列

推 定 され る-35, -10プ ロモ ー ター 配 列 及 び リボ ソー ム 結 合 部 位 は 下 線 で 、同 定 され たTSPで あ る グ ア ニ ン残 基 は

青 色 で示 した 。TSPとlysJ開 始 コ ドン 間 に 見出 され たinverted repcat sequenceは 矢 印 で 示 した 。
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§3-3-2. EMSAに よ るhicdh上 流 結 合 因 子 の探 索

hicdh翻 訳 開始 点 を+1と して上 流200bpの 配 列 を ブ ローブDNAと したEMSAで 、MM培 地

で培養 したT. thermophilusの 細 胞粗 抽 出液 を用 い た場 合 、 シフ トバ ン ドが観 察 され た。 アル ギ

ニ ン を添 加 した場 合 には 、 如 何 な る変 化 も生 じて い な か った が 、 リジ ン を添加 して 培養 した と

き に は、MM培 地 のみ の 場 合 に観 察 され た シ フ トバ ン ドが消 失 して い た。 また 、 リジ ン、ア ル

ギ ニ ン の共 添加 の場 合 には 、 ア ル ギニ ン単独 添加 と比較 して シ フ トバ ン ドの 強度 が弱 くな りは

した も のの 、 同移 動 度 の シ フ トバ ン ドが認 め られ た(Fig. 3-6)。

Figure3-6. hicdhを 対 象 と し たEMSA解 析

A-Dは 、EMSA反 応 に 用 い た 細 胞 粗 抽 出 液 を調 製 したT. thermophilusの 培 養 条 件 を 、数 字 はEMSA反 応 組 成 を

示 して い る。

A, MM medium; B, MM+5mM lysine; C, MM+5mM argininc; D, MM+5mM lysine and arginine

1, Hot probe; 2, Hot probc+100μg細 胞 粗抽 出 タン パ ク質;

3, Hot probe+100μg細 胞 粗 抽 出 タ ンパ ク質+Cold probe

シ フ トバ ン ドは 赤 矢 印 で 示 した 。
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