
第5章 総 括

§5-1.生 物 進 化 に お け る遺 伝 子 発 現 機 構

必 須 ア ミノ酸 で あ る リジ ン に は大 き く分 け て2種 類 の生 合成 経 路 が 知 られ てい る。1つ は真

正細 菌や 植 物 に み られ るdiaminopimelate(DAP)を 経 由す るDAP経 路 で あ り、他 方 は酵 母や カ ビ

にお い てみ られ る α-aminoadipate(AAA)を 経 由す るAAA経 路 で あ る。 しか しなが ら、 当研 究

室 で は 、 高度 好熱 性 細 菌T.thermophilus HB27株 は 真正 細 菌 に属す る に もか か わ らず 、必 須 ア

ミノ酸 で あ る リジ ンを一般 的 な真 正 細菌 が行 うdiaminopimelate(DAP)を 経 由す るDAP経 路 で

は な く、酵 母 や カ ビの よ うに α-aminoadipate(AAA)を 経 由 して 生合 成 して い るこ と、 さ らに

AAA以 降 の 生 合 成 経路 は 、 カ ビや 酵 母 が行 うサ ッカ ロ ピンを経 由す るAAA経 路 とも異 な り、

アル ギニ ン生合 成経 路 に類 似 して い る こ とを現 在 ま でに示 して きた[1,2,3,4,5,6]。

本 菌 の リジ ン生 合 成 酵 素遺 伝 子 を ク ロー ニ ン グ し、 そ の酵 素特 性 を解析 す る こ とで、 本 リジ

ン生合 成 の 全体 像 が酵 素機 能 の レベ ル で 明 らか にな りつ つ あ る。 そ の1つ にfeedback inhibition

機 構 が 挙 げ られ る。 ア ミノ酸 の生 合 成 は 、そ の経 路 の 最 終産 物 に よる経 路 の初 発 酵 素 、或 い は

経 路 分 岐 直後 に位 置す る鍵 酵 素 を ター ゲ ッ トと した酵 素 の活 性抑 制feedback inhibitionと 同遺

伝 子 の転 写 抑 制feedback repressionに よって 流量 調節 され て い る。 本 菌 の リジン生 合成 も一般

の 生 合成 に 見 られ る よ うに 、最 終 産 物 で あ る リジ ンに よっ て経 路 の初 発 酵 素 で あ るホモ クエ ン

酸 合成 酵 素 がfeedback inhibitionを 受 け る こ とが近年 の研 究 に よって示 され てい る[7]。

一 方 で 、本 菌 の リジ ン生合 成 に関 す る転 写 レベル で の 制御 機 構 は 現在 ま で に全 く明 らか に さ

れ て こな か っ た。 リジ ン生合 成 の調 節機 構 の全 貌 を 明 らか にす るた め には 、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。

このLysク ラ ス ター に含 まれ る遺 伝 子 はpolycistronicに 転 写 され てお り、 従 って クラ ス ター

の発 現 は 最 も5'領 域 に位 置す るhcs遺 伝 子 の上 流 に存 在す るプ ロモ ー ター に依 存 して発 現 制御

され る こ とが 明 らか に な った(第1章)。 そ して この制御 機 構 は、hcs-leader peptideを 翻 訳す る

際 にregulatoryコ ドンで リボ ソー ム がstallingを 起 こ し、mRNAが ρ-factor非 依 存性 転 写終 結構

造 を形成 す る とい う、E.coliのtrp operonで 提 唱 され て い るattenuationメ カ ニ ズム に類似 した

もの で あ る こ とを 明 らか に した(第2章)。
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一
方 、Deinococcus radioduransはT.thermophilusと 近 縁 で あ り 、T.thermophilusと 同 様 な 経

路 で リジ ン を生 合 成 す る と考 え られ て い る。 実際 、 ホ モ クエ ン酸 合成 酵 素(Hcs)に つ い て ア

ミノ酸 配列 を比較 してみ る と、63.8%と 高い相 同性 が あ る。 しか しな が らD.radioduransのhcs

上流 にはT.thermophilusと 同様 なleader peptideを コー ドす る よ うな配列 は 見 出せ ない。 進化 的

に 近縁 の菌 にお い て も全 く異 な る発 現 制 御機 構 を有 す る とい うこ とは 大変 興 味 深 く、生 合 成 ・

代 謝 系 の 進 化 を考 え る上 で今 後 考 慮 しな け れ ば な らない 問題 の1つ で あ ろ う。

§5-2.推 定 され るT. thermophilusの リジ ン生合 成 酵 素 遺伝 子 発 現 調 節機 構

本 菌 の リジ ン生 合 成 経 路 は ロイ シ ンや アル ギニ ン生 合成 経 路 、そ してTCA回 路 と類似 性 を

有 してい る(Fig.0-4)。 ア ミノ酸 の 生合成 は、 その経 路 の最 終産 物 に よる経路 の初発 酵 素 を ター

ゲ ッ トとす る酵素 活性 を抑制 す るfeedback inhibitionと 遺 伝子 発現 を抑 制す るfeedback repression

に よっ て流 量 調 節 され て い る こ とは 先 に述 べ た が 、本 リジ ン生 合成 も例 に漏 れ ず 、 生合 成 最 終

産 物 で あ る リジ ンに よって 経 路初 発 酵 素 で あ るホモ クエ ン酸 合成 酵 素 がfeedback inhibitionを

受 け る こ とが 当研 究 室 に お いて 明 らか に され て い る[7]。 本研 究 に よって本 菌 の リジ ン生合 成 に

お いて は も う1つ の 流 量調 節 機 構 で あ る遺 伝 子 の発 現 調節 機 構 も存在 す る こ とが示 され た。 こ

の制御 はIeader peptideを 介す るattenuationメ カニ ズ ムで あ る。 一 方 、Lysク ラス ター は基本 的

にはpolycistronicに 転 写 され て い るが 、lysW-lysX間 に複雑 な二次 構造 を取 り得 る103bpの 非 翻

訳 領域 が存在 し、この部位 がtermination/antiterminationに 関わ る可能性 も考 え られ る(Fig.5-1)。

Lysク ラ ス ター は この部 位 を境 に、 上流 にhcs,lysT,lysU、 そ して 下流 にlysX,lysY,lysZを コー

ドして お り、生 合 成 反 応 経 路 で は それ ぞれAAA上 流 、 下流 に分 け られ る。 ま た 、 リジ ン生 合

成 第3番 目の反 応 を触 媒 す る酵 素 を コー ドす るhicdh遺 伝 子 の上 流 に リジ ンの有 無 に依 存 して

発 現 制 御 され る転 写 因子 が結 合 す る可能 性 が確認 され た(第3章)。 従 っ て、AAA上 流 の発 現

は 、 リジ ンを 共通 の エ フ ェク ター と して 、hcs-leader peptideを 介 したattenuationメ カニ ズム と、

hicdh上 流 部 位 に結 合 す るtransな メ カニ ズ ム に よ って制 御 され て い る とい うこ とが で き る。

類似 生 合 成 経路 で合 成 され る アル ギニ ンに よって 、hcsの 転 写 が活 性 化 され る こ とが 見 出 され

て い る(第1章)。 また 第8番 目の 反 応 を触媒 す る酵 素 を コー ドして い るlysJ遺 伝 子 に 関 して

は ア ル ギ ニ ン に よ って そ の 転 写 が 抑 制 され る こ とが 見 出 され て い る(第3章)。 この 両者 につ

い て は解 析 が不 充 分 の た め、 制御 機 構 の詳 細 は 不明 で あ る。lysJ上 流域 にはTSPと 翻 訳 開始 コ

ドンの間 に存在 す る100bpの 領 域 にshort peptideを コー ドし得 るORFが 見 出 され 、2つ の アル
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Figure 5-1. lys W-lysX間 の塩 基 配列 及 び複 雑 な 二次構 造 を取 り得 る と推測 され る配列

配列A及 びCは 配列Bと 相補的であり、Bが どちらと塩基対を形成するかによって転写終結の有無が

決定されるかもしれない。

lysWの 終始 コ ドンはピンクで、lysXの開始コ ドンは青で示 した。

ギ ニ ン コ ドンを含 ん で い る こ とか らhcsと 同様 なattenuationが あ るの か も しれ な い。 ま た、 両

者 共 にArgR等 アル ギ ニ ン生 合 成 関 連 の転 写 因 子 が 関 わ って い る可 能 性 も考 え られ る。 いず れ

に し ろ、 各酵 素 遺伝 子 の転 写 調 節 を詳 細 に 解 析す る必 要 が あ る。

本研 究 で は 、 これ まで に研 究 され て いな か ったT.thermophilus HB27株 の リジ ン生合成 関連

酵 素 遺伝 子の 発 現 調節 機 構 を解 析 し、 多 くの遺 伝 子 を含 むLysク ラ ス ター の発 現 制御 を明 らか

にす るこ とが で きた。S1-nuclease mappingやreporter assayに お け る リジ ン に対 す る感受 性 が ほ

ぼ 同 等 で あ る こ とか ら、本研 究 で 明 らかに したattenuationが 同 ク ラス ター の リジ ン に よる制御

の 主 因子 で あ る もの と考 え られ る が、 同 ク ラス ター の 発 現 が アル ギ ニ ンで 活性 化 され る こ と、

さ らに は他 の 遺伝 子発 現 調 節 に は複 数 の メカ ニ ズ ム及 び エ フ ェ ク ター が存 在す る可能性 が考 え

られ る こ とよ り、 ま だ その 全 貌 が 明 らか に なっ た とは 言 い難 い。 これ ら を1つ ず つ 明 らか に す

るこ とでT. thermophilusの ユ ニー クな リジ ン生合 成 の全 体像 、 そ して他 の生合 成 ・代 謝 系 を含

め た 生命 シス テ ム に お け る 進 化 メカ ニ ズ ム等 につ い て 新 た な知 見 が 得 られ る も の と期待 され 、

本 研 究 が そ の一 助 に なれ ば 幸 い で あ る。
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発 現 調 節機 構 に関す る研 究

Thermus thermophilusは 、70℃ で至適に生育する高度好熱性の真正細菌であり、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 といった応用的研究にも広 く利用されている。

必須ア ミノ酸であるリジンには2種 類の生合成経路が知られている。1つ は真正細菌や植物に

み られるdiaminopimelate(DAP)を 経由するDAP経 路であり、他方は酵母やカビにおいてみられ

るα-aminoadipate(AAA)を 経由するAAA経 路である。しかしながら、T.thermophilusは 真正細菌

に属するにもかかわらず、AAAを 経て リジンを生合成 していることが当研究室において見出さ

れた。加えて、全生合成遺伝子をクローニングした結果、AAA以 前のリジン生合成は酵母及び

カビの生合成 と同様にロイシン生合成及びTCA回 路の一部と類似 していること、そ してAAA

以降の生合成は酵母やカ ビで見 られるようなサ ッカロピンを中間体 とする生合成とは異な り、ア

ルギニン生合成と類似 していることが明らかとな り、本 リジン生合成系が関連する生合成 ・代謝

系進化を解明する鍵 となるものと考えられる。

本菌の リジン生合成酵素遺伝子をクローニングし、その酵素特性を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っあるが、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、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
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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 む主要遺伝子 クラスター を中心 とした転 写調

節機構 の解 析を行 った。

I.リ ジ ン生合成主要遺伝子 クラスターの転写単位解析及 び転 写開始点の決定

本菌 の リジ ン生合 成には11の 遺伝 子が関与す ると考 え られ るが、その うち7つ はクラス ター

(Lysク ラス ター)を 形成 してい る。 リジン生合成酵素遺伝子 の大半 を含 む このクラスターの発

現制御 メカニズム を明 らか にす ることに よ り、リジ ン生合成 にお ける遺伝 子発 現の主要 な部分 を

明 らか にす るこ とが出来 る と考 え られ ることか ら、このクラスター の発現制御機構 を解析す るこ

とに した。まず 、この クラス ターに含まれ る遺伝子 の転写単位 を解明す るためにRT-PCRを 行 っ

た。最小培地で生育 させ たT.thermophilusか ら抽 出 したTotal RNAを 鋳型 と した結果、全遺伝子

の連結部位 で増幅が観察 された。 この結果 よ り、これ らの遺伝子 はpolycistronicに 発 現 している

こ とが明 らかにな り、Lysク ラスターの発現 がそ の最上流 に位置す るhomocitrate synthase遺 伝子

(hcs)の 発現調節 に依 存す る ことが示唆 された。そ こでS1-mappingに よ りhcsの 転写開始点(TSP)

の解析 を行 った ところ、TSPはhcs開 始 コ ドンの111bp上 流のアデニ ン残基で ある と決定 された。

また、その転 写量は、リジン存在下で培養 した条件 では減少 していた ことか ら、リジンに よる転

写制御 の存在が示唆 された。

II.T.thermophilusを 宿 主 とす るreporter assay系 の構築 とそれ を用いた転写制御機構 の解析

TSPか らhcs開 始 コ ドンまでの配列は、複雑な二次構 造を取 り得 るのに加 えて、Lysコ ドンを

tandemに 有す るleader peptide様ORF(hcs-leader)を コー ドす る可能性が示唆 され、 これ が転 写制

御 を担 ってい る可能性 が考え られ た。そ こでhcs-leader部 分が リジ ンに よるLysク ラスター の発

現調節 に関与す るか否か を解 析す ることに した。T.thermophilusは 遺伝子操作系が確 立 している

ものの、転写制御機構 の解析 に適 したreporter assay系 は存在 してい なか ったため、まず レポー

ター プ ラス ミ ドの構 築 を行 った。 α-galactosidaseを コー ドしてい るagaTをknockoutし たT.

thermophilus OF1053GD株 を宿主 と してBacillus stearothermophilus由 来の耐熱性α-galactosidaseを

コー ドす るagaAを レポー ター遺伝 子 として有す るplasmidを 構築 した。プ ロモー ター を含むhcs

上流配列 を構 築 した レポー タープ ラス ミ ドのagaA上 流 に組み込み、α-galactosidase活 性 を調べ

た結果 、リジン存在 下ではα-galactosidase活 性 が1/4ま で減少 した。一方で、hcsプ ロモー ターを

含 む もの のhcs-leaderを 除去 した場合には、その よ うな活性 の低下は観 察 され なかった。加 えて、

hcs-leader内 に存在す るtandemな リジンコ ドンをグル タミンコ ドンに置換 した ものを用いた場合

には リジンに よる活性 の低下は観 察 されな くな る一方 、グル タ ミンによる活性 の低 下が観察 され
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る よ うになった。 これ らの結 果 よ り、hcs-leaderが 、そ して と りわけその内部 に存在す るtandem

な リジ ンコ ドンが このLysク ラスター の転 写調節機構 に重要 な役割 を担 ってい ることが明 らか

になった。

III.hcs-leaderの 検出

転写調節 メカニズムにはactivator/repressor等 のtransな 因子に よるものの他 に、配列に依存す

るcisの 調節 メカニズムが存在す る。後者 の代表的 なものに、大腸菌のtrp operonで 提唱 された

"

classical"なattenuation mechanismと 近 年 見 出 され たriboswitchが あ る 。riboswitchがmRNAの

5'-UT領 域が直接的 にエ フェクター と結合す ることに よる転 写制御 であるこ とか ら、両者 の主た

る相違 は、leader領 域が翻訳 され るか否かで あるとい える。 これ までの結果 よ り、本菌のLysク

ラスター は翻訳 とcoupleし たleader peptideを 介す る"classical"なattenuationに よる発現調節機

構の制御 下にある と推察 され たが、TSPとhcs-leader peptideの 推定 開始 コ ドンとの間は僅 か3bp

であ り、SD配 列は見出 されない。 したがって、hcs-leader peptideが 本 当に産生 されてい ること

を示す必要が あるもの と考 え られ た。 この ことを証 明す るために、hcs-leader配 列がagaA(his)8

にfuseし た融合 タンパ クを発 現す るプラス ミ ドを構築 し、T.thermophilus OF1053GDで 融合 タン

パ ク質の生産 を調べ ることに した。 同形質転換 体はα-galactosidase活 性 を示 し、その活性 は リジ

ンを添加 す ることによ り抑制 された ことか ら、リジンに よる制御 が構築 したプラス ミ ドにおいて

も働 くことが分か った。次いで、このfusion-AgaAを 精製 し、 トリプシン処理後にTOF-MSで 解

析 を行 った。その結果、hcs-leader由 来 の配列 が得 られ たこ とか ら、hcs-leaderがpeptideと して

実際 にT. thermophilusで 発現 しているこ とが明 らか となった。以上の結果か ら、Lysク ラスター

の発現制御 は"classical"なattenuation mechanismに よるもので あるこ とが明 らかになった。

IV.Lysク ラス ター以外に属す る リジン生合成酵素遺伝子 の発現調節機構 の解析

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、hicdh,

lysN,lysJ及 びlysKの4つ で ある。とりわ け配列解 析か らlysJとlysKは クラスター を形成 してい

る可能性 が示唆 されたた め、 このクラスター について も発現制御解析 を行 った。S1-mappingに

よ りlysJのTSP解 析 を行 った結果 、lysJ開 始 コ ドンの100bp上 流のグアニン残基で あると決定

され た。 またその転 写量は、hcsと は異な りリジンではな くアル ギニ ン存在 下で培養 した条件で

減少 していた ことか ら、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開 始 コ ドンまでの配列がアルギニ ンを介 した転写制御を担 っている可能性が考

え られ る一方、T.thermophilusの 細胞抽 出液 を用いたゲル シフ トア ッセイに より、プロモー ター

付近 に結合 す るタンパ ク質の存在が示 され た ことか ら、lysJ-lysKク ラスター は上述 したLysク ラ
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スター よ りも複雑 な転 写制御 を受けている可能性が考 えられた。

V.総 括

本研究 にお いて、T.thermophilusの リジン生合成酵素遺伝子 の発現制御機 構の解析 を行 い、そ

の大半 を含 むLysク ラス ター が大腸 菌 のtrp operonで 提唱 され る"classical"なattenuation

mechanismに 類似 した機構で転写調節 されてい ることを示 した。また本研 究では、制御機構 で鍵

とな るleader peptideの 発現 を証 明す るこ とに成 功 したが 、私 が知 る限 りこれ は同様 なleader

peptideを 介 したattenuation mechanismの 中で、それ を直接 的に証明 した初 めての例 といえ る。本

研 究 で作製 したreporter assay系 を用 いるこ とで、他の リジン生合成 の酵素遺伝子の解析が容易

になる もの と考え られ、 まだ不明 な点 も多いAAAを 介す るT.thermophilusの リジン生合成の全

貌 が明 らかに され るもの と期待 され る。
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