
第1章T. thermophilus HB27株 の リジ ン 生 合 成 酵 素 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー

(Lysク ラ ス タ ー)の 転 写 解 析

§1-1.Introduction

本 研 究 で取 り扱 って い る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 由せ ず 、酵 母や

カ ビと同等 に α-aminoadipate(AAA)を 経 肉 して生 合成 す る こと、 さ らにAAA以 降 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 とが現在 まで に 当研 究室 で明 らかに な って い る[1,2,3,4,5,6,7]。

ア ミノ酸 の 生 合成 は 通 常 、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 した 、

酵 素 レベ ル で の 活 性 拘 制 で あ るfeedback inhibitionと 転 写 レベ ル で の抑 制 で あ るfeedback

repressionに よ っ て流 量 調節 がな 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 当研 究 室のwulandarlら の研 究に よって示 され た(Fig.1-1)

[8]。

Figure1-1.リ ジ ン 及 び そ の 関 連 化 合 物 のHcs活 性 に 対 す る 影 無(Wulandari, AP., et alよ り)

添 加 化 合 物(additive)非 存 在 下 で の 活 性 を100%と し 、そ の 相 対 活 性 と し て

additive存 在 下 に お け る 活 性 を 算 出 し た 。

AEC, S-(2-aminoetyl)-L-cysteine; AAA, α-aminoadipate; 6AC, 6-amiDocaproate
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しか しなが ら本 リジン生合成 の転写 レベルでの制御機構は現在 までに全 く明 らかに されていな

い。 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 ることが必要であ る。

そこで本研究は、 リジン生合成の転写 レベルでの発現調節機構の全貌 を解明する一環 として、

本 リジン生合成に関与す る11の 構造遺伝子の うち、7つ を含んでいる リジン生合成酵素遺伝子

クラスター(Lysク ラスター)の 転写発現調節機構 の解析 を 目的 と した。

本研究の研 究対象で あるLysク ラスター は、その塩基配列が決定 され てい るだけで実際の転

写単位 に関す る知見は全 く得 られていなかった こ とか ら、本章では先ず、その転写単位 に関す

る研究 を行 うことに した。 さらに転 写単位 に関す る結果 を受 けて、Lysク ラスターの転写 にお

ける リジンの影響 を調べ ると同時 に、新たな レポー ター ア ッセイ系の構築及びそれ を用いて明

らかになったLysク ラス ター転写機構 の概要 について述べ る。
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§1-2.Materials and Methods

§1-2-1. RT-PCR

(a)TotalRNAの 調 製

高 度 好 熱 性 細 菌T. thermophilus HB27株 をTM medium[9,10]に 植 菌 し 、70℃ で12時 間 前 培 養

し た 。 こ の 前 培 養 液 か ら 集 菌 し た 菌 体 を 、 最 小 培 地(MM培 地)[9,10]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 し 、70℃ で 豆6時 間 振 盈 培 養 し た 。 集 菌 後 、 約5×10gcell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の 抽 出 は40μg/

mlのlysozyme溶 液 で 溶 菌 さ せ た 後 、RNeasy(R)Minikit, QIA shredderTM(QIAGEN)を 用 い て 抽 出

し た 。 抽 出 し たTotalRNAサ ン プ ル は 吸 光 度 測 定 、 及 び ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 に 供 す る こ と で 確

認 し た(datanotshown)。

(b)Reverse transcription

逆 転 写 反 応 に 用 い た 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドは 、 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー と し て 合 成 オ リ ゴ

ヌ ク レ オ チ ド を 塩 基 配 列 に 基 づ い て 設 計 し(Fig.1-2)、Table1-1に ま と め て 示 し た 。12μ1の 前

反 応 液(10pmolプ ラ イ マ ー,40nmol dNTPs)を65℃ で5分 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 予 め 調

製 し て お い た8μ1の 逆 転 写 反 応 液 と 充 分 に 混 合 し た 。 そ の 後 、65℃ で1時 間 反 応 さ せ る こ と で 、

逆 転 写 反 応 を 行 っ た 。 ま た コ ン ト ロ ー ル と し て 、 逆 転 写 酵 素 を 含 ま な い 逆 転 写 反 応 液 と も 同 条

件 で 逆 転 写 反 応 を 行 っ た 。 尚 、 逆 転 写 反 応 に は 、ThermoscriptTM(Invitrogen)を 用 い た 。

(c)RT-PCRサ イ ク ル 条 件 の 検 討

予 備 実 験 と し て 、 逆 転 写 反 応 後 のPCRに お け る 最 適 増 幅 サ イ ク ル 数 を 決 定 す る た め に 、 恒 常

的 に 発 現 し て い る16SrRNAの 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い て サ イ ク ル 数 の 決 定 を 行 っ た 。 使

用 し たprimerはTablel-1に 示 し た 。PCRはEx-taq(TaKaRa)を 用 い て 以 下 に 示 し た プ ロ グ ラ ム

を 用 い て 行 っ た 。

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

サ イ ク ル 数 のXは5,10,13,15,18,20,23,25,28を 示 し 、 同 サ イ ク ル 数 で 増 幅 効 率 を 比 較 し た 。

Detection valueは フ リ ー ソ フ トで あ るImage J[11]を 用 い て 算 出 し た 。 尚 、 本 実 験 で 行 っ た 逆

転 写 反 応 は 上 記 の 通 り で あ る 。
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Table1-1. RTPCRに 用 い たprimer一 覧

Figure1-2. Ly5ク ラ ス ク ー とRT-PCR primerの 位 置 開 係

RT-PCRに 用 い た 各 プ ラ イ マ ー の 組 合 せ を示 した 。

そ れ ぞ れ の組 合 せ は 各ORF間 の コネ ク ト部 位 を挟 む よ うに 設 計 した 。
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(d)PCR

逆 転 写 反 応 後 のPCRはEx-tagを 用 い て 以 下 に 示 し た プ ロ グ ラ ム で 増 幅 を 行 っ た 。

94℃,5min→(94℃,30s→65℃,30s→72℃,lmm)×20cycle→72℃,7min→4℃,∞

増 幅 反 応 後 の サ ン プ ル は ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 に 供 し 、 増 幅 バ ン ド を 検 出 し た 。 尚 、 使 用 し た

primerはTable1-1に ま と め て 記 し た 。

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

Zthe7mophiluSHB27株 は 、 文 献[2,9,10]に 従 っ て 培 養 し た 。 集 菌 し た 同 菌 体 を10mlのTE

緩 衝 液 に 再 懸 濁 し 、lysate buffer(10%SDS,600μl;20ng/ml Proteinase K,60μl)を 加 え て 溶 菌

さ せ た 。 そ の 後 、5M NaCl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 。

§1-2-3. S1-nuclease mapping

(a)single strand DNA及 びsequence ladderの 調 製

S1-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singlestrandDNA(ssDNA)を 用 い た 。 解 析 に 要 す る 遺 伝 子 断 片hcs(-360/+180)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 、hcS遺 伝 子 の 翻 訳 開 始 点 を 刊 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1mlに 対 し て20%PEG8000-2.5MNaCl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100μl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20μl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hcs(S1-Rv)-ladderを 用 い てsequence

ladderを 調 製 し た 。
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sequence反 応 に 用 い た プ ロ グ ラ ム を 以 下 に 示 し た 。 尚 、 使 用 し たpri2erはTable1-2に 示 し た 。

94℃,5min→(94℃,30s→65℃,30s→72℃,1min)×36cycle→72℃,7min→4℃,∞

Tabk1-2. S1-nuclease mappingに 関 連 す るprimer一 覧

(b)プ ロ ー ブDNAの 調 製

加s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(Fig.1-3)。T. thermophilus HB27株 の ゲ ノ ムDNAを 鋳 型 と し て 、 上 記 の

プ ラ イ マ ー 及 びEx-tag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T亘blo1-2に 示 し た 。

94℃,5min→(94℃,30s→65℃,305→72℃,1min)×30cycle→72℃,7min→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 。MicrospinG-25columnで 過 剰 な[γ-32P]ATPを 除 去 し、seose鎖 の5末 端 リ ン

酸 基 を 除 去 す る こ と で ノ イ ズ を 低 減 す る た め にBamHIで 消 化 し た 。BamHI処 理 後 にMicrospin

G-25columnで 消 化 小 断 片 を 除 去 し た も の をSl-nuclease mappingの プ ロ ー ブ 、hcs(-360/+180)と

し た 。

Figure1-3. hcs TSPを タ ー ゲ ッ トと し たS1-nuclease mapping用 のprobe設 計

Hcs翻 訳 欄 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 。
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(b)プ ロ ー ブDNAの 調 製

hcs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(Fig.1-3)。T. themophilusHB27株 の ゲ ノ ムDNAを 鋳 型 と し て 、 上 記 の

プ ラ イ マ ー 及 びEx-tag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Table1-2に 示 し た 。

94℃,5min→(94℃,30s→65℃,30s→72℃,1min)×30cycle→72℃,7min→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 。MicrospinG-25column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 こ と で ノ イ ズ を 低 減 す る た め にBamHIで 消 化 し た 。 βamHI処 理 後 にMicrospin

G-25columnで 消 化 小 断 片 を 除 去 し た も の をS1-nuclease mappmgの プ ロ ー ブ 、hcs(-360/+180)と

し た 。

(c)TotalRNAの 調 製

T. themophilus 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1mM,5mMに な る よ う に リ ジ ン を 、 そ し て 終 濃 度 が5

mMに な る よ う に ア ル ギ ニ ン を 添 加 し て 、 引 き 続 き70℃ で16時 間 振 盤 培 養 し た 。 集 菌 後 、 約

5×109cellず つ に 小 分 け し て-80℃ で 保 管 し 、 必 要 に 応 じ てTotalRNAを 抽 出 し た 。TotalRNAは

40μg/mlのlysozyme溶 液 で 溶 菌 さ せ た 後 、QIAGEN社 のRNeasy(R)Minikit及 びQIA shredderTM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Sl-hybridizationバ ッ フ ァ ー(3M NaOAc,0.4

M NaCl,1mMEDTA,50mM HEPES,pH7.4)中80℃ で 溶 解 変 性 さ せ た 後 、45℃ ま で 下 げ た 後16

時 間 保 温 す る こ と で 行 っ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 の サ ン プ ル は100UのSl-nucleaseを 含

むS1-digestionバ ッ フ ァ ー(2MNaCl,20mMZnSO4,0.3MNaOAc,pH4-6)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 、3000統8時 間 か け て 行 っ た 。Imaging

plateに12時 間 露 光 さ せ た 後 、FLA-3000(富 士 フ イ ル ム)を 用 い て シ グ ナ ル を 検 出 し た 。
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§1-2-4. reporter gene assay

(a)reporter gene assayプ ラス ミ ドの構 築

遺伝 子 の 基本 的 な操 作 は文 献[12]に 従 って行 った。pOF5714[13,14]をBglII-EcoRIで 、約5.5

kbのL-fragmentと 約2.5kbのS-fragmemに 消 化 した。 この2断 片 をそ れ ぞれpET26b(+)に 繋 げ

変 え、pET26-L、pET26-Sを 作製 した。pET26-Sは 以 降 の操作 にお け る利便 性 を考 慮 して 、部位

特異 的変 異(部 位 特 異 的 変異)に よ りmelsiteを 欠 失 したpUC18Nd(-)に 繋 げ直 した(Fig.1-4)。

この操 作 に よって 得 られ た プ ラス ミ ドをpl8Nd(-)-Sと 命名 した。 構築 したプ ラス ミ ド、pl8Nd(-

)-Sに 部位 特 異的 変 異 を施 し、agaA内 部 のNdel siteを 消 去す る と共 にSlpAプ ロモー ター上 流

にNotl siteを 導 入 した(Fig.1-5)。 解析 対 象配 列 を繋 ぎ変 えたp18Nd(一)-S'か らS-fragmentを 取

り出す た めにBglII-EcoRIで 消化 し、同処理 でpET26-Lか ら取 り出 したL-fragment、 そ してEcoRI

後 に脱 リン酸化 したpUC18の3断 片 でligation反 応 を行 った(Fig.1-6)。

(b)解 析 対 象 配 列 の サ ブ ク ロー ニ ン グ

PCRで 増 幅 させ た 断片 は 、 ク ロー ニ ングベ クターpBlue Script IIKS(Stratagene)に 繋 げ 、DNA

シー ケ ンサー を用 い てそ の塩 基 配列 を確 認 した 。確 認 の 取れ た 配列 をpl8Nd(-)-S'に 組 み 込み 、

レポ ー ター プ ラス ミ ドの構 築 を進 め た。PCRを 行 うに あた り用 い た プ ライマ ー は、Table 1-3に

示 した。 構 築 した配 列 の概 念 図 をFlg.1-7に 示す と共 に構築 した プ ラス ミ ドの詳 細 をTablel-4

に記 した 。

(c)レ ポ ー ター プ ラス ミ ド保 持 菌 株 の培 養

構 築 した プ ラス ミ ドを用 い てT. tnemophilus OFIO53GD(AgaT, Ga1+, Kms)を 形質 転換 した。

レポ ー ター プ ラス ミ ドと挿 入 した配 列 の特 徴 の 関連 をTable 1-4に 示 した。

50μg/mlのKmを 含 むTM寒 天 培 地で 選択 した形 質転 換 体 を、 同液 体培 地 を用 いて60℃ で16

時 間 振 盤培 養 した。 遠 心 分離 に よ って 集 菌 した 菌 体 を、MM液 体培 地 で4回 洗浄 し、 この菌 体

をMM液 体 培 地 で 再懸 濁 し前培 養 液 と した。 この前 培養 液 を、50μg/mlのKmを 含 むTM培 地

に終濃 度0.5%に な るよ うに植 菌 し、OD600≒0.4に な るまで60℃ で培 養 した。 ア ミノ酸 や ア

ナ ログ等 のadditiveを 加 え る場 合 は こ の時点 で 添加 し、 さらに4時 間 、60℃ で培養 を継 続 した。

培 養 後 の 菌 体 を超 音 波破 砕 し、遠 心 分離 で細 胞 粗抽 出液 を得 た。 この細 胞 粗抽 出液 の タンパ ク

定 量[18]を 行 った後 、1mg/mlの タ ンパ ク溶 液 に調 製 した。
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Table1-3.サ ブ ク ロ ー ニ ン グ に 用 い たprimer一 覧 表

Figure1-7.Reportor assay解 析 用 プ ラ ス ミ ドの 構 造

agaA上 流 に プ ロモ ー タ ー 配 列 を含 むhcs上 流 を挿 入 した 。さ ら にhcs-leaderを 欠 失 した配 列 、hcs-leader内 の リジ

ン コ ドン にSDMを 施 した 配 列 、そ してnegative controlと して 、

プ ロモ ー ター 配 列 を含 ま な い 配 列 を 挿 入 した 。
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Tabb1-4.Reporter assayに 用 い た プ ラ ス ミ ド及 び そ の 特 徴

(e)α-galactosidase活 性 測 定

α-galactosidase活 性 は 、10μlの1mg/m1の 菌 体 租 抽 出 液 を 予 め60℃ で5分 間 イ ン キ ュ ペ ー ト

し たassay buffer(0.1M HBPES, pH7.5, 10mM 4-nitrophenyl-α-D-galactopyranoside)中 に 添 加 し 、

60℃ で10分 同 反 応 させ た 後 、 加 水 分 解 に よ っ て 遊 離 し たp-nitroghenol量 を405nmの 波 長 を 測

定 す る こ と で 算 出 し た[13,14]。 活 性 の 定 義 は 、1分 間 あ た り1μmolのp-nitrophenolを 遊 離 す る

酵 素 量 を1unitと し た 。
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§1-3.Results

§1-3-1.RT-PCRに お け る 最 適 増 幅 回 数 の 決 定

PCRサ イ ク ル 数 と 増 幅 効 率 の 関 連 性 を 表 し た 結 果 をFig.1-8に 示 し た 。 こ の 結 果 か ら20サ イ

ク ル を 最 適 サ イ ク ル 数 と し て 適 用 し た.

Figure1-8.RT-PCRに お け る サ イ ク ル 数 の 条 件 検 討

恒 常 的 に 発 現 して い る16SrDNAの 内 部 配 列 で-プラ イマ ー を 設 計 し.サ イ クル 数 の 条 件 検 討 を 行 った 。

ア ガ ロー スゲ ル 電 気 泳 動 後 、NIHの ソフ トウェ ア で あ るImage Jで 増 幅 効 率 を算 出 した、
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§1-3-2. Lysク ラ ス ター にお け る転 写 単位 の 解 析

RT-PCRの 結 果 をFig.1-9に 示す 。hos-lysT, lysT-lysU, lysU-lysV, lysV-lysW, lysW-lysX, lysX-lysY,

lysY-lysZそ れ ぞれ のORF問 の 全 ての コネ ク ト部 分 にお いて 、DNA増 幅 断 片が検 出 され た。 逆転

写反 応 を行 って い な いnegative controlに お い て は そ の よ うな増 幅 断 片 が検 出 され て いな い た

め 、先 のDNA増 幅 断 片 はmRNAに 由 来す る と判断 した。 この結 果 は本 リジ ン生合 成 関連 酵 素

遺伝 子 の ク ラス ター はpolycistronicに 転 写 され てい る こ とを示 してい るの と同時 に、hosの 上

流 に存 在 す るプ ロモー ター に依 存 して 、 リジ ン生 合 成 関 連酵 素 遺伝 子の 発 現 が調 節 され る こ と

を示 して い る。 そ の た め 、hcsの プ ロモ ー ター の 制御 につ い て 引 き続 き解 析 を行 った。

Figure1-9.転 写 単 位 の 解 析

最 小 培 地 で 培 養 し たT. thermophilusか ら 抽 出 し たTotal RNAを 鋳 型 と し てRT-PCRを 行 い 、Lysク ラ ス タ ー 内 に

含 ま れ る7つ の 構 造 遺 伝 子 の 転 写 単 位 解 析 を 行 っ た 。

-,without reverse transcriptase;+, with reversc transcriptase
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§II-3-3. s1-nuclease mappingに よ るhcs転 写側 始 点 の解 析

hcsに 対す るS1-nucleasc mappingの 結果 をFig.1-10に 示 す。 共 に泳動 したsequence ladderか

ら、hcsの 転 写開 始 点 はア デ 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 ア

デ ニ ン残 基 は 、hcs翻 訳 開 始 点 の111bp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-35consensus、 配 列-10consonsus配 列 と類 似 の配 列(-35,TTGACA;

-10,TACCCT)が 見 出 され た(Fig.1-11)。 ま た 、その転 写 量 は 、 リジ ン存 在 下で 培養 した条 件

で は順 著 に減少 して い た こ とか ら、本 薗の リジ ン生合 成 も他の ア ミノ酸 生 合成 等[19,20,21,22,

23]に 見 られ る よ うな、最 終 代謝 産鞠 に よ る転 写 制御 で あ るfeedback reprossionの 磯 構 が 存在 す

る もの と考 え られ る。

この転 写開 始 点 か らhcs開 始 コ ドン まで の111bpか らな る配 列 は 、複雑 な二 次構 造 を 取 り得

る配列 が 数箇所 存 在 す るの に加 えて、リジ ンコ ドンをtandemに 有 す るleader peptide様ORF(hcs-

leader)を コー ドす る 可能性 が考 え られ た(Fig.1.11)。

一 方
、 先 に リジ ン生合 成 の後 半部 分 で あ るAAA下 流 経 路 は ア ル ギ ニ ン生 合成 経路 の 前 半 部

と類似 してい る こと を述 べ た が、 同 姓合 威 経 路 の最 終産 物 で あ るアル ギ ニ ン存在 下で 培養 した

場 合 に 、hcs転 写 量 の増 加 が認 め られ た(Fig.1-10)。

Figure1-10. S1-nuclease mappingに よ るhcs転 写 開 始 点 の 岡 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 摘 出 したT. thermophilurの 培 養 条件 。

1, MM medium; 2, MM+1 mM tysioe; 3, MM+5 mM lysine; 4, MM+5 mM arginine
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Figure1-11.hcs上 流 の 塩 基 配 列

-35 .-10推 定 プ ロモ ー ター 配 列 は 下 線 で 、同 定 され たTSPで あ るア デ ニ ン残 基 は 青 色 で 示 した。

ま た様 々 な 色 の ボ ック ス で 囲 ん だ配 列 は 、複 雑 な 二 次 構 造 を 取 り得 る配 列 で あ る。

さ ら に 、hcs-leaderは 矢 印 で 、そ の 内 部 に 位 置 す る 推 定rcgulatory codonで あ る リジ ン コ ドン は

赤 色 で 示 した 。
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§1-3-4. 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

(a)roporter assay用 宿 主T. thermophilus OF1053GD株(AgaT-,Gal+,Km5)に つ い て

Lysク ラ ス タ ー の 発 現 調 節 機 構 に 対 す る ゐc5北8der部 位 の 関 連 性 を 解 析 す る た め に は 、reporter

assayが 最 適 な 手 法 で あ る と 考 え ら れ る 。 し か し な が ら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 開 発 さ れ て い な か っ た た め 、

assay系 そ の も の を 構 築 す る 必 要 が あ っ た 。Assay系 を 構 築 す る 上 で 重 要 な 要 素 と し て レ ポ ー

タ ー の 選 択 が あ る 。 本 菌 のassay系 に 要 求 さ れ る レ ポ ー タ ー の 条 件 は 、 測 定 が 簡 便 で あ る こ と

に 加 え て 、 何 よ り も 耐 熱 性 を 有 さ な け れ ば な ら な い 。 こ の 条 件 を 満 た す レ ポ ー タ ー と し て 、 近

年 耐 熱 性 酵 素 と し て 応 用 研 究 が な さ れ て い た 、 α-galactosidascを 採 用 し た(Fig.1-12)[25]。

reporter assayを 行 う に あ た り 、内 在 性 α-galactosidascを 欠 失 し た 株 、T. thermophilus OF1053GD

株 をDr. Fridjonsson、Dr. Mattesよ り 頂 い た 。 こ の 欠 失 株OF1053GDはT. thermphilus HB27株

を 親 株 と す る そ の 誘 導 体T. thermophilus TH125を 基 に 作 ら れ た も の で 、 α-galactosidase活 性 を

有 さ ず(Fig.1-14)、 且 つ α-galactosidase構 造 遺 伝 子 で あ るagaTを ノ ッ ク ア ウ ト し た 際 に 利 用

し た カ ナ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子(kut)を も ダ ブ ル ノ ッ ク ア ウ トで 潰 し て あ る た め 、50μg/mlの カ

ナ マ イ シ ン を 含 むTM培 地 で は 生 育 し な い こ と が 示 さ れ た(F量g-1-13)。

Figure 1-12. α-galactosidase反 応

p-Nitrophenolの 吸 光 波 長405nmで 遊 離 さ れ たp-Nitrophenol量 を 測 定 す る 。

本 実 験 で 用 い たB. stearothermophitus由 来 α-galactosidaseの 至 適 湿 度 は60℃ で あ る。
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Figure1-13. T. thermophilus OF1053GD株 の 生 育 確 認

1, T. thermophilus OF1053GD株(潮 培 地);2.T. thermophilus OFIO53GD株(TM+50μg/ml Km)

OF1053株 は カ ナ マ イ シ ン 耐 性 を 消 失 し た こ と が 示 さ れ る 。

Figure1-14. T. thermophilus TH125株 及 びOF1053GD株 の α-galactosidase活 性

TH125株 は α-galactosidase活 性 を 有 し て い る が 、 ダ ブ ル ノ ッ ク ア ウ ト し たOF1053GD株 は 、活 性 を 示 さ な い 。

40



(b)レ ポ ー ター プ ラ ス ミ ドの構 築

当初 は、Dr. Fridjonsson、Dr. Mattesに 供 与頂 い たThermus内 で複 製 可 能 なプ ラ ス ミ ド

pOF5714[13,14]を 用 い る予 定で あ った が 、使用 出来 る制限 酵 泰等 の 関係 でそ の まま 用い るこ と

は困難 で あ るた め 、利 用 し易 いプ ラス ミ ドを構 築 した(Fig.1-4～6)。 この レポ ー ター プ ラ ス ミ

ドを保 持 しない株 、OF1053GD及 びagaA上 流 にプ ロモ ー ター配 列 を有 さない配 列(rpoZの 構 造

遺 伝 子 内部 の約100bp)を 組 み 込 ん だ レポ ー ター プ ラス ミ ドであ るplossを 保 持す る形質 転 換

体 で は 、α-galactosidase活 性 が検 出 され ない 一 方で 、 強 力 なプ ロモ ー ター能 を有す るslpAプ ロ

モ ー ター を含 む配 列 をogaA上 流 に組 み込 ん だ レポ ー ター プ ラ ス ミ ドpTtslpA-pを 保 持す る形 質

転 換体 では α-gdactosid8se活 性 が 検 出 され た。 この結 果 か ら、 このreportor assay systemは 有

効 に機 能 す る こ とが示 され た(Fig.1-15)。

Figure1-15. Reporter assay syatemの 確 認

slpA promoterを 挿 入 し たpTtslpA-Pをpositive controlと し て 、

プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含 ま な い 配 列 を 挿 入 し たplessをnegative controlと して 測 定 し た 。
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(c)転 写 制 御 機 構 の 解 析

プ ロ モ ー タ ー を 含 むhcs上 流 配 列 をagaA上 流 に 組 み 込 ん だ レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド、pTthcs-

plpを 保 持 す る 形 質 転 換 体 の α-galactosidase活 性 を 調 べ た 結 果 、 有 意 な 活 性 が 検 出 さ れ た(Fig.

1-16)。 ま た 、 こ の α-galactosidase活 性 は 、 培 養 液 中 に リ ジ ン が 存 在 す る こ と で 減 少 す る こ と も

見 出 さ れ た(Fig.1-16)。 リ ジ ン 自 体 は α-galactosidaseの 活 性 に 影 響 を 与 え な い こ と か ら 、 こ の

活 性 の 減 少 は 細 胞 粗 抽 出 液 中 に 存 在 す る α-galactosidaseの 絶 対 量 の 低 下 に 依 存 す る も の と 考 え

られ た 。 そ し て こ の 結 果 は 、 先 のS1-nucleasemappingに お け る 結 果 と も 一 致 し た 。 さ ら に こ の

α-galactosidase活 性 の 減 少 は 、 培 養 液 中 に リ ジ ン ア ナ ロ グ で あ るS-(2-aminoetyl)-L-cysteine

(AEC)や6-aminocaproate(6AC)を 添 加 し た 場 合 に お い て は 活 性 の 減 少 は 認 め ら れ な か っ た

(Fig,1-16)。 一方 で 、hcsプ ロ モ ー タ ー を 含 む も の のhcs-leaderを 除 去 し た レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ

ドpTthcs-p△lpを 保 持 す る 形 質 転 換 体 の 菌 体 組 抽 出 液 で は 、pTlhcs-plpを 保 持 す る 形 質 転 換 体 に

お い て リ ジ ン 添 加 時 に 特 異 的 に 認 め ら れ た 偽galactosidase活 性 の 低 下 は 観 察 さ れ な か っ た(Fig,

1-16)。 こ の 結 果 か ら 、Lysク ラ ス タ ー の 発 現 調 節 機 構 に は 、hcs-leader領 城 が 必 須 で あ る こ と が

示 さ れ た 。

Figure1-16. pTthcs-plp及 びgTthcs-p△lpを 保 持 す るT. thermophilus OF1053GDに お け る

α-galactosidase括 性

サ ンプ ル と して 用 い た細 胞 粗 袖 出 液 を調 製 した 形 質 転 換 体 の培 養 条件 を 以 下に 示 した 。

Rod, MM medium; Yellow, MM+0.1 mM lysine; White, MM+I mM lysine; Blue, 

MM+5 mM lysine; Green, MM+10 pM AEC; Pink, MM+1mM 6AC
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ま た 、hcs-leader領 域 に コ ー ドさ れ るleader peptide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 レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ドpTthcs[K2/Q2]-plpを 保 侍 す る 形 質 転 換 体 の 場

合 に お い て も 、 培 地 に リ ジ ン を 足 し て も α-galactosidase活 性 の 低 下 は 観 察 さ れ な か っ た 。 し か

し そ の 一 方 で 、 大 変 興 味 深 い こ と に 同 形 質 転 換 体 で は グ ル タ ミ ン 添 加 に よ る 活 性 の 低 下 が 観 察

さ れ る よ う に な っ た(Fig.1-17)。

加 え て 、hcs-leader内 に 存 在 す るtandemな リ ジ ン コ ドン にsileht mutationを 施 し た レ ポ ー タ ー

プ ラ ス ミ ドpTthcs【K/K2】*plpを 保 持 す る 形 質 転 換 体 の 場 合 に は 、 依 然 と し て リ ジ ン に よ る α-

galactosidase活 性 の 低 下 が 観 察 さ れ た(Fig.1-18)。

Figure1-17.leader poptide中 の タ ン デ ム リ ジ ン コ ドン を 置 換 し た 場 合 の リ ジ ン 及 び 類 縁 体 の

α-galactosidase活 性 へ の 影 響

T. thermophilus OF1053GD(pTthcs[K2/Q2]-plp)を 対 象 と して グル タ ミン に よ る影 響 を観 察 した 。

サ ン プル と して 用 い た 細 胞 粗 抽 出液 を 調 製 したT. thermophilusの 培 養 条 件 を 以 下 に示 した。

Red, MM medium; Yellow, MM+0.1 mM lysine; White, MM+1 mM lysine; Blue, MM+5 mM lysine; Green, MM+

10μM AEC; Pink, MM+1mM 6AC; Purple, MM+1 mM glutamine
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Figore1-18. leader peptide中 の タ ン デ ム リ ジ ン コ ド ン を 置 換 し た 場 合 の リ ジ ン 及 び 類 縁 体 の

α-galactosidase活 性 へ の 影 響

T. thermophilus OF1053GD(Tthcs[K/K2]-plp)を 対 象 と して リジ ン に よ る影 響 を観 察 した 。

サ ンプ ル と して 用 い た細 胞 粗 抽 出 液 を 調 製 したT. thermophilusの 培 養 条件 を 以 下 に 示 した。

Red, MM medium; Gfeen, 0.1mM lysinc; Yellow, MM+1mM lysine
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