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序章

§0-1.α-aminoadipateを 経 由 す る リ ジ ン 生 合 成 の 発 見

イ ソ ロイ シ ンや リジ ンに は、 幾 つ か の異 な る経 路 が 存在 す る とい う、 非 常 に興 味深 い知 見 が

あ る。 何 故 、生 物 は 同一 化 合 物 を合成 す るた めに独 立 した生 合 成 経路 を形成 して きた のか を明

らか にす る こ とは 、生 物 の初 期 進 化 を考 察 して い く うえ で非 常 に 重 要 で あ る。

当研 究室 で は 、 高度 好熱 性 細 菌Thermus thermophilusは 、 一般 に 知 られ てい る リジ ン生 合 成

経 路 を有 してお らず 、 特殊 な経 路 で必 須 ア ミノ酸 で あ る リジ ン を生合 成 して い る こ とを示 して

きた 。 本 菌 の リジ ン生合 成 経 路 を解 明 してい く こ とは、 ア ミ ノ酸 生合 成 関連酵 素 の 代 謝機 構 や

酵 素 遺伝 子 の発 現 調節 機 構 を解 明 す る基 盤 研 究 で あ る と同 時 に 、生 物 の初 期進 化 を解 明す る端

緒 に も繋 が る有 意 義 な研 究 で あ る と考 え られ る。 本 研 究 は 、未 だ解 明 され て い な い本 菌 の リジ

ン生 合 成経 路 の全 貌 を明 らか に して い く研 究 の 一環 と して行 われ た もの で あ り、本 章 で は本 研

究 を行 うに至 っ た経 緯 を 簡 単 に 紹 介 す る。

T. thermophilus HB27株 は静 岡 県峰 温泉 にお いて 単離 され た高 度 好熱性 の真 正 細 菌 であ り[1]、

70℃ で至 適 に生 育 す る。 本 菌 は、 大腸 菌 と同様 に遺 伝 子 工学 的 手法 が 適用 可能 であ る とい う利

点 か ら生化 学或 い は分 子 生物 学 の基 礎研 究領 域 にお い て幅 広 く研 究 され てい る。 さ らに、 高温

域 で 生 育す る本 菌 の特 徴 を利 用 した酵 素 の耐熱 化 研 究等 の応 用 的研 究 に も広 く利 用 され てい る。

本 菌 の ゲ ノム プ ロジ ェ ク トは ドイ ツ にお い て行 われ 、本年 度 にそ の解 析 が報 告 され てい る[2】。

当研 究室 で はThermus flavusに お け るア ミノ酸 生 合成 経 路 の代謝 制御 系 を研 究す る にあた り、

リ ジ ン 、 ス レオ ニ ン、 メ チ オ ニ ン、 イ ソ ロイ シ ン の 一 般 的 な 生 合 成 経 路 の 初 発 酵 素 で あ る

Aspartate kinase(AK)のfeedback inhibition機 構 に関 して研 究 を行 っ て きた[3]。 細菌 に は3種 類

の異 な るAKを もつ ものやAKを1つ しか もた ない もの等 様 々 な もの が存在 す るが 、AK活 性 を

細 胞 内 の 全活 性 と して考 えて み る と、そ の活 性 は リジ ン とス レオ ニ ンの 両 ア ミノ酸 に よ って制

御 され て い る とい うこ とがで きる 【4,5】。 しか しな が ら本 菌 のAKは ス レオ ニ ン に よるfeedback

inhibitionは 確 認 され た ものの 、 リジン に関 して はそ の作 用 は認 め られ な か った。T.flavusがAK

を初 発 酵 素 とす る リジ ン生 合成 を もって い るな らば、 同菌 に は リジ ン に よっ て制御 され る他 の

AKが 存 在 す る と考 え られ た。 そ こで 、T.flavusと 同様 な ア ミノ酸 生合 成 系 を有 してい る と推 測

され 、 遺伝 子 操 作が 可能 なT.thermophilus HB27株 にお い てAK遺 伝 子破 壊 株 を作製 し、 その表

現型 を解析 す る こ と と した。 この破 壊 株 は 、 リジ ン要 求性 は示 さな か った もの の、 ス レオ ニ ン、
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Figure 0-1.一 般 的 に 知 ら れ て い る リ ジ ン 生 合 成 経 路

一 般 的 な真 正 細 菌 や 植 物 が 行 うdiaminopimerate(DAP)を 経 由 す るDAP経 路(ピ ン ク)と 酵 母 や カ ビが 行 うα-

aminoadipate(AAA)を 経 由す るAAA経 路(黄)を 示 した 。
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メチ オニ ン要 求性 を示 した。 この結 果 は 、T.thermophilus HB27株 にはAKは 一つ しか ない こ と

を 示 す と 同 時 に 、 同 菌 の リ ジ ン 生 合 成 は 一 般 に 知 ら れ て い るAKを 初 発 酵 素 と し

diaminopimelate(DAP)を 経 由す るDAP経 路 で はな く、他 の 生合成 経 路 に よっ て行 われ て い る

可 能性 が 示 され た[6]。 そ こ で、 この リジ ン生 合 成 を解 明 す るた めに 、本 菌 をNTG処 理 す る こ

とで リジ ン要 求株 を作 製 した。 次 いで 、それ らの 栄養 要 求性 を調 べ た と ころ、取 得 した リジ ン

要 求性 変 異株 の い くつ かに お い て 、酵 母 や カ ビで見 られ る リジ ン生 合成 経 略 の 中 間代 謝 産物 で

あ る α-aminoadipate(AAA)を 添加 す る こ とに よって リジ ン要求性 が回復 す る ことが分 か った。

この結 果 か ら、本 菌 の リジ ン生合 成 がAAAを 経 由す る経 略 に よ って 行 われ て い る こ とが示 さ

れ た。

リジンの 生 合成 経路 は規 在 ま で に一 般 的 な真 正 縞 菌や 植 物 等 で 見 られ る、ア ス パ ラ ギ ン酸 を

基 質 と しDAPを 経 由す るDAP経 路 と、 酵母 や カ ビに見 られ る、2-oxoglutarateを 基 質 と しAAA

を経 由す るAAA経 賂 の2つ が 知 られ て い る(Flg.0-1)【7,8,9】 。本 菌 に おい て リジ ンは前述 し

た よ うに 、後 者 の 経路 を辿 って 生合 成 され て い る こ とが示 唆 され た。 さ らに解 析 を進 め るた め

に 当研 究 室 で は 本 菌 の リジ ン生 合 成 劇 連 酵 素 遣 伝 子 の ク ロー ニ ン グを行 っ た。

Figure0-2.T.thermophilus HB27株 にお け る リジン生合成 薄素 遺伝 子の ク ローニ ン グ

has, homocitrate synthase; lys T, homoaconitase large subunit; lys U. homoaconitase small subunit lys V, putative ORF; lys W,

 hypothetical conserved protein; lys X, putative α-aminoadipate N-acetyltransferase; lys Y, N-acetyl  δ-(α-aminoadipyl)

phosphate reductase; lys Z, N-acetyl  α-aminoadipate kinase
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Table0-1. T. thermophilus HB27株 の リジン生合成酵 素遺伝子破 壊株の栄養要求性

MP, minimal medium; +, Growth; -, No growth; N. T., Not tested

方 法 は本 菌 の 特徽 で あ る 自然 形 質 転 換能 を利 用 し、 リジ ン要 求株 を相補 す る遺伝 子 断 片 を回

収す る とい う方 法 で行 われ た。 そ の結果 、pLYS200と 名付 けた プ ラ ス ミ ドが得 られ た。 この プ

ラス ミ ドに挿 入 され たDNA断 片 の 上流 ・下流 を含 むプ ラス ミ ドと してpLys100,PLys300を 構 築

し挿入断片 の塩基配列解析 を行った ところ、この領域 には hcs、lysT、lysU、lysV、lysW、lysX、

lysY、lysZと い う8つ の遺伝 子 か ら構 成 され るク ラス ター が見 出 され た(Fig.0-2)。 それ ぞれ の

破壊 株 の解 析 結 果 か ら、lysV以 外 の 遺 伝 子破 壊 株 は全 て リジン要 求性 を示 した こ とか ら本 クラ

ス ター は リジ ン生合 成 関 連 酵 素 遺伝 子 ク ラ ス ター(Lysク ラ ス ター)で あ る と同定 され た。 ま

た 、hcs、lysT、lysUの 遺 伝 子破 縦 株 はAAAを 添加 す る こ とに よ って リジ ン要求 性 が 回復 した

こ とか ら、hcs、lysT、lysUがAAAよ り上 流の 、 そ してlysW、lysX、lysY、lysZがAAA以 降 の

リジ ン生 合 成経 路 に 関 わ る遺伝 子 を コー ドして い る こ とが分 か った。 さらに、lysX、lysY、lysZ

遺 伝 子 破壊 株 に酵 母 や カ ビ等 のAAAか ら リジ ンへ 至 る経 路 の 中 間 体 で あ るサ ッカ ロ ピン を添

加 して も リジ ン要 求 性 が 回 復 しなか った 。 これ らの 結 果 、AAAか ら リジ ンへ の変 換 は 現 在 ま

でに 知 られ てい ない 新 規 の生 合 成経 路 で行 われ てい る こ とが 示唆 され た(Fig.0-3)。

本 菌 の リジ シ生合 成経 路 を構 成 す る遺伝 子産 物 の ホモ ロジー 検 索 を行 っ た結 果 、hcsが ロイ

シ ン 生 合 成 経 路 の 初 発 酵 素2-isopropylmalate synthaseと 、lysTUがTCA cycleのaconitase及 び

ロイ シン生合成経路の 3-isopropylmalate isomerase と、lysY、lysZが そ れ ぞれ アル ギニ ン生 合 成

経路の N-acetylgtutamylphosphate reductase, N-acetylglutamate kinase と高 い相 同性 を示 した(Fig.

0-4) 。 従 っ て、本 菌の リジ ン生合 成 経路 のAAA上 流 はTCA cycleや ロイ シン生 合成 経 路 と類似

した 、酵 母 や カ ビに 見 られ る生 合成 経 路 と同 様 の経 路 で 、そ してAAA以 降 は 酵 母 や カ ビで 行

われ て い るサ ッカ ロ ピ ンを経 由す る経 路 で は な く、 アル ギ ニ ン生 合成 経 路[と 類 似 した経 路 で

行 われ て い る こ とが推 定 され た(Fig.0-4)[10]。
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Figure0-3.DAP経 路 、Yeast-AAA経 路及 びThermus-AAA経 路
一般的な真正細菌や植物が行 うDAP経 路(ピ ンク)、酵母やカビが行 うAAA経 路(黄)、 そしてT. thermophilus

が行 うAAA経 路(緑)を 示 した。
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した が っ て 、本 菌 の リジ ン生 合成 経 路 は 、 生合 成 酵 素 の代 謝 調節 及 び発 現調 節機 構 を解 明す る

と同 時 に、 生 物 の 初 期 進 化 を解 明 す る鍵 と な る、 興 味深 い研 究 対 象 で あ る とい え る。

類 似 生 合成 にお け る反 応機 構 か ら本 菌 の リジ ン生合 成 は11の 遺 伝子 が コー ドす る9段 階 の酵

素 反応 に よ っ て構 成 され る こ とが 類 推 され たが 、 このLysク ラス ター に はそ の 内7つ しか コー

ドされ て い なか った。 本 菌 の リジ ン生合 成 経 路 の全 貌 を明 らか にす るた め には 、残 りの4遺 伝

子 の ク ロー ニ ン グが 不 可 欠 で あ るた め 、残 る4遺 伝 子 の ク ロー ニ ン グが行 われ た。 そ の 結果 、

本 菌 の リジ ン生合 成 に関 与す る残 りの4遺 伝子 、hicdh[11],lysN[12],lysJ[13]そ してlysK[14]の

ク ロー ニ ン グ に成 功 し、 それ らの 酵 素 の動 力 学 的解 析 か ら、各 酵 素 は広 い 基質 特 異性 を有 す る

多機 能 酵 素 で あ る こ とが 明 らか とな っ て い る。
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§0-2.生 体 内分子 生合 成経 路 にお け る流 量調 節機構

生物 は そ の 生命 活 動 を維 持す るた めに 、核 酸 や脂 質 、 タ ンパ ク質 等 の 高分 子化 合 物 を 生合 成

しな けれ ば な らな い。 そ の た め には 何 千種 類 もの化 学 反 応 を生体 内 で 行 う必 要 が あ り、 酵素 は

そ の反 応 の 殆 ど全 て を触 媒 す る とい う重 要 な役 割 を 果 た して い る。 ま た それ と同 時 に、 生 育環

境 中 には 利 用 可能 な成 分 は 限 られ て い るた め、 必 要 量以 上 の 高分 子 化合 物 の 生産 を調節 す る メ

カ ニ ズ ム を も有 して い な けれ ば 、生 命 活 動 は 維持 で きな い。

こ う した反 応 を制 御 す る機 構 の 主要 な もの と して 、酵 素活 性 を調 節す るfeedback inhibitionと

呼 ば れ る機 構 と、 遺伝 子 発 現 を 調節 す るfecdback repressionと い う機 構 が 知 られ て い る。

feedback inhibitionは 代 謝 ・生 合 成経 路 の初 発酵 素 、或 い は経 路分 岐 直後 に位 置す る鍵 酵 素 の活

性 を調 節 す る際 に よ くみ られ る機構 で あ る。 この 角feedback inhibitionに よ り、生 体 内に お い て

必 要 以 上 の 産 物 の 生 成 が 抑 制 され 、効 率 の 良 い 生命 活 動 を行 う こ とが 可 能 とな る こ とか ら、

feedback inhibitionは 生命 活 動 を 支 え る重要 な制 御 機構 の1つ で あ る と言 える。

feedback inhibitionに 関 す る研 究 は特 に ア ミノ酸 生合 成 にお いて精 力 的 に行 われ て きた。 リジ

ンや メ チ オ ニ ン、 ス レオ ニ ン、 イ ソ ロイ シ ンの 一般 的 な 生 合成 経 路 の 初発 酵 素 で あ るAKは ア

ス パ ラ ギ ン酸 にATPの γ位 の リン酸 を付加 して 、4-aspartylphosphateを 生成 す る反 応 を触 媒 す

る(Fig.0-5)。

Figure0-5 Aspartata kinase反 応

本酵素はDAP経 路の初発酵素であ り、アスパラギン酸にArpの γ位 リン酸を付加することで

アスパラチルリン酸を生成する反応を触媒する。
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AKは 各 種 徽 生 物 を は じ め 多 く の 生 物 に 存 在 し 、 生 合 成 最 終 産 物 で あ る リ ジ ン や ス レ オ ニ ン に

よ っ てfeedback inhibitionを 受 け る(Fig.0-6)[15,16]。AK以 外 で も セ リ ン に よ っ て3-pbospho-

glycerate dehydrogeoase[17]が 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン で はchorismate mutase[18,19]が 、 チ ロ シ ン で

はprepheoate dehydratase[20]がfeedback inhibitionで 流 量 調 節 さ れ て い る こ と が 知 ら れ て い る

(Table0-2)。 こ れ ら の 酵 素 は ア ロ ス テ リ ッ ク 酵 素 と 呼 ば れ 、 共 通 し た 立 体 構 造 を も つ 制 御 ドメ

イ ン を 有 し て い る[21]。 こ の ドメ イ ン と 、 そ れ ぞ れ の ア ミ ノ 酸 が 結 合 し 、 立 体 構 造 上 に 変 化 が

生 ず る こ と で 、 反 応 が 抑 制 さ れ る も の と 考 え ら れ て い る[17,18,19,20,22,23]。

Table 0-2. Feedack inhibitionで 制 御 され る 酵 素 一 覧

10



Figure0-7.purine生 合 成 経 路 に 見 ら れ るFeedback inhibition

purine生 合 成 経 路 の 初 発 酵 素 で あ るRibose phosphate pyrophosphokinaseはADP及 びGDPに よ っ て 、

さ ら に2番 目 の 反 応 を 触 媒 す る 酵 素Amide phosphoribosyltransferaseがAXP及 びGXPに よ っ て

Feedback inhibitionを 受 け る。
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また、ア ミノ酸 生合成 以 外 で は、プ リン生合 成 で この制御 機構 が研 究 され て い る。ADPとGDP

に よって プ リン生合 成 の初 発 酵 素で あ るRibose phosphate pyrophosphokinaseが[24,25]、 さ ら

にATP、ADP、AMP、 そ してGTP、GDP、GMPに よっ てIMPへ の 初 発 酵 素 で あ るAmide

phosphoribosyl transferase[26]がfeedback inhibitionを 受 け る ことが知 られ てい る(Fig.0-7)。 さ

らに、 ピ リミジ ン生 合 成 に おい て はCTPに よってaspartate carbamoyltransferaseが この調節 を

受 けて い る[27,28]。

遺伝 子 発 現 レベ ル の 制御 様 式 で あ る、feedback repressionも 代 謝経 路 の初 発 酵 素 、或 い は経

路分 岐 直 後 に位 置す る鍵 酵 素 の 遺伝 子 を対 象 と した 制御 機 構 で あ り、そ の遺 伝 子 の転 写 を抑 制

す る機 構 で あ る。 この 転 写発 現機 構 に つ い て は 、 次 項 で紹 介 す る。

T. thermophilus HB27株 の リジ ン生合 成 に お いて もその 生合 成 経 路 の初 発 酵素 で あ る ホモ ク

エ ン酸 合 成 酵 素(Hcs)が 生合 成 最 終産 物 で あ る リジ ンに よ ってfeedback inhibitionを 受 け る

こ とが 当研 究 室 のWulandariに よ って 示 され て い る[29]。Hcsの リジ ンに対 す る活性 阻 害 の 、K1

値 は9.4μMで あ り、 同酵 素 が 非 常 に 高感 受 性 で 活性 調 節 を受 け て い る こ とが 明 らか に な っ て

い る。
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§0-3.遺 伝 子 の発 現制 御機 構

生 物 が そ の 生命 活 動 を維持 し続 け る ため に行 っ てい る様 々 な反応 を制 御 す る機 構 と して 、酵

素活性 レベル での 調節 機構feedback inhibitionに つ いて 、 §0-2で 述 べ た が、 この他 に遺伝 子 の

発 現 を調 節 す る機 構 と してfeedback repressionが あ る。 この機 構 は 、各 種反 応 に よ って生 じた

最 終代 謝 産物 とactivator/repressor等 のtransな 因 子が 相 互作 用 し、 遺伝 子の 発 現制 御領 域 に結

合 す る こ とで遺 伝 子 発 現 を調 節 す る もの であ り、 代謝 経 路 の 初発 酵 素 、或 い は経 路 分岐 直 後 に

位 置す る鍵酵 素の 遺伝 子 の発 現 調節 機 構 と して よ くみ られ る。 このfeedback rcpressionに よ り、

結 果 と して 生体 内 にお い て必 要 以 上 の 代謝 産 物 の 生成 が 抑制 され 、 効率 の良 い 生命 活 動 を行 う

こ とが 可能 とな る。 この よ うに 、feedback repressionはfeedback inhibitionと 並ん で 効率 の 良い

生 命活 動 を支 え る重要 な 制御 機 構 あ る とい え る。 このfeedback repressionに 関 す る研 究 は 、糖

代 謝 や ア ミノ酸 生 合 成 に お い て行 われ て き た。

ア ミノ酸 生合 成 に み られ るfeedback repressionと しては 、大 腸 菌Escherichia coliのtrp

operonが 有 名 であ る[30]。 このoperonは コ リス ミン酸 か ら トリプ トファ ン を合 成 す る ための3

つ の酵 素 を コー ドしてお り(Fig.0-8)、trp operonの5つ の遺 伝子 がtrp repressorの 制御 下で 同

時 に発 現 され る。

Figure0-8.大 腸菌trp operonと トリプ トフ ァン生 合成 経路

PR, phosphoribosyl; PRPP, phosphoribosyl pyrophosphate;

CdPRP, carboxyphenyl-aminodeoxyribose phosphate;

InGP; indoleglycerol phosphate

13



trp reprossorはtrp Rに よ って コー ドされ てい るhomodimerタ ンパ クで あ り(Fig.0-9)[31,32]、

トリプ トフ ァン を生合 成 経 路 の最 終 代 謝産 物 で ある トリプ トフ ァ ン とcomplexを 形 成す る こ と

でtrp operatorに 結 合 し、そ の転 写 量 を1170ま で 下げ る こ とが報 告 され て い る[30,33]。

加 えて このtrp operonに は も う1つ の 制御 機構 で あ るattenuationも 存在 す るこ とが示 され て い

る[34,35]。 この機 構 は塩 基 配列 に依 存す るcisな 調節 で あ る。trpEの 上流 に短 い ペ プチ ドを コー

ドす る領 域trpLが 存在 し、 そ の領 域 内 にregulatoryコ ドン(2残 基 のTrp)がIandemに 存 在 す

るleaderペ プ チ ドが コー ドされ て い る。 このleaderペ プチ ドの翻 訳 がTrp-tRNATrpの 存 在 量 に

よって増 減 し、 それ に伴 っ てtrpE以 下 に続 くmRNAの 転 写 量が 調節 され る(Fig.0-10)。 トリ

プ トフ ァ ンが環 境 中 に存 在す る楊合 には 充分 量 のTrp-tRNA Trpが生 成 され る。 そ の結果 と して 下

流 に伸 長 したmRNAが 、 ρ-factor非 依 存 性 の転 写終 結 モ チ ー フ を形成 す る こ とでRNAポ リメ

ラー ゼ がDNAか ら解 離 し、転 写 が終 結 す る。 一方 で トリプ トフ ァンが 存 在 しな い条 件 下で は

Trp-tRNA Trpの 量 が少 な くな る ため 、 リボ ソー ムがregulatoryコ ドンで停滞 して しまい 、mRNA

が 上 述 した もの とは 別 の 二次 構 造 と形成 し、転 写終 結 モ チ ー フは 形成 され な くな る。 そ のた め

RNAポ リメ ラー ゼ が 下流 の 遺伝 子の 転 写 を行 うこ とが で き、 そ の結 果 と して トリプ トフ ァンが

合 成 され る こ とに な る。

Figure0-9.Tryptophan repressor, TrpRの 立 体 構 造(PDB code,1P6Z)

本 転 写 因 子 は 二 量 体 を形 成 し、 ト リプ トフ ァ ン 存 在 下でtrp operon operator部 位 に結 合 し、転 写 を抑 制 す る。
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同 様 な 制 御 は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン[36,37]、 ヒ ス チ ジ ン[36,38,39]、 ロ イ シ ン[36,40.41,42]、 イ

ソ ロ イ シ ン[41,43,44]、 ス レ オ ニ ン 生 合 成[36,41,45]に お い て も 提 唱 さ れ て お り 、E.coliの ア

ミ ノ 酸 生 合 成 に お い て 広 く 保 存 さ れ た 制 御 機 構 で あ る と い え る 。

一 方 で
、 枯 草 菌Bacillus subtilisのtrp operonで は 構 造 選 伝 子 上 流 の5'非 翻 訳 領 域(5'-UTR)

に よ っ て 制 御 さ れ る[46,47.48,49]。 こ の 機 構 で は 生 合 成 の 最 終 産 物 で あ る ト リ プ トフ ァ ン と 、

transな 因 子 で あ るTRAP(trp RNA-binding attenuation protein)がcomplexを 形 成 し 、 転 写 途 中 の

mRNAに 結 合 す る こ と でattenuationが 誘 引 さ れ る(Fig.0-11)。 こ の 機 構 も 生 体 内 に 存 在 す る ト

リ プ トフ ァ ン 量 が 発 現 調 節 の 因 子 で あ る こ と か ら 、feedback repressionと し て 扱 わ れ て い る が 、

こ の 機 構 はB.subtilisのtrp operonに し か 見 出 さ れ て お ら ず 、 特 殊 な 例 で あ る 。

Figure0-11.trp RNA-binding attenuation protein,TRAPの 立 体 構 造(PDBcode,1UTV)

枯 草 菌B-subtiliusのtrp operonに お け る 発現 調 節 因 子 で 、2unit(1unitが12量 体 か ら な る)で 活 性 を 呈 す る。赤

線 はmRNAを 示 して い る。
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B.subtilisのtrp operonは 転 写因 子 に よっ て制御 され てい る が、 こ うしたtra船 な 因子 を介 さ

ない制御 機 構 が近 年 に なっ て見 出 され た。 この機 構 は生 合成 産物 が リガ ン ドと してmRNAの5'-

UTRと 直接 的 に相 互 作 用す る こ とでattenuationを 誘 引 し、発 規制 御 す る こ とが 報告 され て い る

[50]。 この メカニ ズ ムはriboswitchと 呼ば れ、 メ チオニ ン[51,52,53]や リジン[54,55,56]等 の

ア ミノ酸 生合 成 に 関与す る酵素 遺伝 子 の発 現 御節 だ けで な く、 リポ フ ラ ピン[57,58,59]や チ ア

ミン[60,61,62]等 の 補酵 素 や核酸 の塩 基成分 で あ るpurineの 生合成[57,58,59]の 制御 メカニ ズ

ム と して も、Bacillusl Clostridium属 やFusobacterium等 多岐 に渡 る生 物種 に見 出 され[63,64,65]、

現在 精 力 的 に研 究 が行 わ れ て い る(Table0-3)。

Table 0-3現 在 までに報告 されて いるRiboswitchの 特性
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§0-4.本 研 究 の 目的 と本 論 文 の構 成

当研 究 室 ではT. thermophilus HB27株 の リジ ン生 合成 に 関与す る全 生 合成酵 素 遺伝 子 の ク ロー

ニ ン グに成 功 して い る。E. coliで 発 現 ・精 製 した各 酵 素 の解 析 よ り、本 菌 の リジ ン生合 成 に 関

与す る酵 素 の多 くが 、複 数 の 関連 代 謝 ・生 合 成 の反 応 を触媒 す る こ とがで き る こ とが 明 らか と

な り、 そ の調 節 機 構 や 、代 謝 ・生 合成 系 の進 化 に つ い て高 い興 味 が もたれ る。 以 上 の よ うな酵

素 の特性 を詳 細 に解 析 す る こ とで、 酵 素 レベ ル で の本 リジ ン生合 成 の全 体 像 が 明 らか に な りつ

つ あ る。 さ らに、 リジ ン生合 成 の 代 謝 ・調 節機 構 の全 貌 を明 らか にす る た めに は、 酵 素 レベ ル

の代 謝 調節 だ け で は な く、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 こ とが必

要 で あ る と考 え られ る。 そ こで、 本研 究 で は、本 菌 の リジ ン生 合 成 の全 貌 を解 明す る一環 と し

て、 本 リジ ン生 合 成 に関 与す る酵 素 遺伝 子 の 多 く を含 むLysク ラス ター を 中心 と した 転 写調 節

機 構 の 解 析 を行 っ た。 第1章 で は、Lysク ラ ス ター の 転 写 開始 点 の 決 定 、及 び リジ ン に よ る発

現 調 節 、 さ らに は5'領 域 の転 写 調 節 へ の 関 与 に つ い て述 べ る。 第2章 で は 前 章 で 見 出 した

attenuationの 詳細 な解 析 結 果 につ い て、 また 、第3章 で は このLysク ラス ター 以外 の領 域 に コー

ドされ て い る他 の リジ ン生 合成 酵 素 遺 伝 子 の発 現 調 節 に 関す る解析 の経 過 を、第4章 で発 現 調

節 機 構 に 関連 す る可 能性 の あ る転 写 因子 を コー ドす る遺伝 子 の クロー ニ ン グにつ い て報告 す る。

そ して 第5章 で 総括 的 なdiscussionを 行 う。
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