
§1-4.Discussion

T. themophilus HB27株 は真 正細 菌 に属 す るに も関 わ らず 、 リジ ンをAAAを 経 由 して生合 成

す る こ と、 そ してそ の 経 路 も酵 母 や カ ビでみ られ るAAA経 路 とは完 全 には一 致 せ ず 、AAA以

降 はア ル ギ ニ ン生 合 成 に類似 した反 応 に よ り生 合 成 され る とい う非 常 にユ ニ ー クな もの で あ る

こ とが 当研 究 室 にお い て明 らか に され た(Fig.0-4)。 この リジ ン生 合 成 に関連 す る酵 素遺 伝 子

の ク ローニ ング が終 了 し[1,2,4,,5,6,7]、 酵素 学 的 な解析 が行 われ た結 果、 経路 の初 発 酵素 で

あ る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 とが明 らか と

なっ た(Fig.1-1)[8】 。 こ うした活性 調 節 は ア ミノ酸 生合 成 にお い て よ く観 察 され る メカニ ズム

で あ り、 本 リジ ン生 合成 も活 性 調 節 に お い て は他 の微 生 物 で み られ るア ミノ酸 生合 成 系 と差 異

は認 め られ な か っ た。 しか しなが ら本 リジ ン生 合成 に 関 わ る各遺 伝 子 の発 現 調節 機 構 に関す る

研 究 は 行 われ て い な か った た め 、feedback repressionに 関 しての 知 見 は全 く得 られ てい な か っ

た 。

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 不 可 欠 で あ る と考 え られ た。 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 は リジ ン生合 成 に関 与す る11つ の酵 素 遺伝 子 の うち7つ が含 まれ てい

るが 、塩 基 配 列 か ら判 断 す る と幾 つ か のORFは 重 複 してお り、そ うで な い箇所 で も各構 造遺 伝

子 問 に は プ ロモ ー タ ー様 配 列 は 見 出せ な か っ た。 そ の た め これ らのLysク ラ ス ター は一 本 の

mRNAと して転 写 され る もの と予想 され た が、 それ を実 際 に は証 明 して は い なか っ た。 そ こで

RT-PCRに よ って これ ら7つ のORF間 の転 写 の有 無 を調 べ た結 果 、各ORFの コネ ク ト部位 で増

幅 シ グナル が得 られ た(Fig.1-9)。 この結果 か ら、Lysク ラ スター はpolycistronicに 転 写 され て

い る もの と推 定 した。 従 来か ら転 写 単位 の決 定 に はNorthern hybridizationが 広 く用 い られ て い

るが 、 高GC含 量 を もつDNAに 対 して は この 手法 を利 用 出来 ない場 合 が 多 い。本 菌 のDNAの

GC含 量 は67.5%と 高 く、筆 者 も何 度 とな く試 み て み た もの の 、明確 な転 写物 の シ グナル を見

出す こ とは 困難 で あ った。 従 って本 研 究 で は転 写 単位 をRT-PCRを 用い て推 定す る こ と と した。

しか しな が らRT-PCRに お い て も高GC含 量 のDNAに 対 して は定 量性 の信 憑性 が他 の通 常 のGC

含 量 を有 す る生 物種 を用 い た 同 実験 系 と比 較 して低 い と言 わ ざ るを得 な い。 従 っ て本 研 究結 果

か らは 、polycistronicに 転 写 され て い る分 子 が 存在 す る と解 釈 す る方 が よ り正確 であ ろ う。
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hcsに 上 流 以 外 に転 写 を 開始 ・終 結 させ る よ うな領 域 が あ るの か ど うか は 、多 くの領 域 につ い

て の 詳細 な研 究 に よっ て 明 らか に な る もの と期 待 され る。

また 、lysVは 破 壌 株 で は リジ ン要 求性 を示 さない が(Table0-1)、 リジン生 合成 に 関連す る可

能性 も考 え られ る。'ysγ が コー ドす る と予想 され る タンパ ク質 の ア ミノ酸 配列 に はCys-x-x-

Cys-Glyと い うmotifが4回 繰 り返 して存 在 して い る。 このmotifは 真 核 生物 の 転 写因 子 に 見 ら

れ るZinc fingor motif[26]と 類似 して い る こ とか ら、lysVが 転 写因 子 で あ り、Lysク ラス ターの

転 写 制御 を行 って い る可 能 性 を必 ず しも否 定 で き な い。

理 化 学研 究 所 にお い てT. thermophilus HB27株 の類 縁 菌で あ るT. thermophilus HB8株[27]を

用 いたTranscriptome解 析 が行 われ て い るが 、Microarrayの 結 果 か ら 逝γs〃はLysク ラス ター に配

置 され る他 のORFと 比較 してmRNAと しての 発現 量が高 い とい うデ ー タが得 られ てい る(畠 山

ら私 信)。 この こ とはlysW上 流 、 即 ちlysVに 発 現 調節 に 関与 す るcis配 列 が 存在 す る可能 性 を

示唆 して い る。 また 、本 研 究 で は解 析 を行 って い ない もの の 、塩 基配 列 か らlysW-lysX間 に は

複 雑 な 二次 構 造 を取 り得 る配 列 が存 在 し、 この領 域 がtermination/antitermination motifを 形 成す

る可能 性 も考 え られ る。 本 研 究 で対 象 と して い るHB27株 とは 菌株 が 異 な る た め、 必ず しも一

致 す る とは 限 らな い が 、Lysク ラ ス ター に関 して は 塩 基 配 列 に 殆 ど差 異 が認 め られ な い た め 、

今 は この 点 を考 えな が ら実 験 を 進 め て い く必 要 が あ る と思 われ る。 実験 結 果及 び 配 列解 析 に よ

る考 察 を組 み合 わせ る と、Fig.1-19に 示 す よ うな転 写様 式 が 考 え られ る。

Figure1-19.Ly5ク ラス ター の転 写単位

実験結果から得 られた転写単位は実線で、他の推測可能な転写単位は破線で示 した。
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生合 成反 応 にお いて もhcs,lysr,lysUはAAA上 流 の、lysX, lysY, lysZはAAA以 降 の反 応 を触

媒 して い る こ とか ら、 この 遺伝 子発 現 様 式 は 、本 菌 の 生育 環 境 に応 じて 柔軟 に対応 し得 る とい

う観 点 で 、 非 常 に 興 味 深 い とい え る。

全 遺伝 子 の転 写 発 現 は 基 本 的 に は ク ラス ター の最 上 流 に位 置す るhcsプ ロモ ー ター の発 現調

節 に依 存す る こ とが示 唆 され たた め、 その領 域 に お いてS1-nuclease mappingを 行 い、転 写 開始

点 を 同定 した(Fig.1-10)。 その結 果 、転 写 開始 点 はhcS開 始 コ ドンか ら111bp上 流 で あ る と決

定 され 、そ して そ の転 写 量 は リジ ン存在 下 で 本 菌 を培養 した場 合 に は減 少す る こ とが見 出 され

た(Fig.1-10)。 これ らの こ とか ら本 リジ ン生 合成 にお いて もfeedback repressionに よる遺伝 子

の発 現 調 節 が あ る もの と考 え られ た。 また 、 アル ギニ ンを培 養 液 中 に添加 した場合 に 、転 写物

の増 加 が 認 め られ た が 、 これ に 関 して は 、 第4章 で 取 り上 げ る こ と とす る。

この111bpか らな る配 列 は複 雑 な二 次構 造 を取 り得 るの に加 えて 、 リジ ン コ ドンをtandemに

有す るleader peptide様ORFを コー ドす る可 能性 が 示唆 され た こ とよ り転 写 制御 を担 っ てい る

可能 性 が 考 え られ た(Fig.1-11)。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、 こ の配 列 の発 現 調節

解 析 を行 うに 当た って 先 ず レポー ター プ ラス ミ ドの構 築 を行 った。 プ ロモ ー ター を含 むhcs上

流配 列 を対 象 と して 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 少す る一 方 で 、 リジ ンアナ ロ グで あ るAECや6ACで は活性 の有 意 な減 少 は観 察 さ

れ な か った(Fig.1-16)。 この 結果 は、エ フェ ク ター分 子 の認識 はそ の立 体構 造 で はな く化学 的

な性 質 に基づ いて い る こ とを示 唆 してい る。 ま た、hcsプ ロモー ター を含 む もののhcs-leader領

域 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(Fig.1-16)。 この結 果 は 、

予想 通 りこのhcs-leader領 域 がLysク ラ ス ター の転 写 調節 を担 って い る こ とを示 す もの で あ っ

た 。

さ らにhcs-leader内 に変 異導 入す る こ とに よっ て興 味深 い 知見 が得 られ た。hcs-leader内 に存

在 す るtandemな リジ ン コ ドンを グル タ ミン に置 換 した場 合 には リジ ンに よ る影 響 が失 わ れ る

の に対 して(Fig.1-17)、silent mutation、 即 ち塩 基配 列 的 に は置換 した が リジ ン コ ドン 自体 に

は変 化 変異 の場合 に は、依 然 と して リジ ン に よる影 響 を受 け るこ とが観 察 され た(Fig.1-18)。

また 前 者 の場 合 には リジ ン に よ る影響 が消 失 す るの に加 えて 、 グル タ ミンに よる転 写抑 制 が観

察 され た(Fig.1-17)。 この結 果 はLysク ラス ター の発 現調 節 に決 定 的 な要 素 はhcs-leader内 の

リジ ン コ ドン で あ る こ とを示 して お り、そ の メカ ニ ズ ムは 生 育環 境 中 に存 在す る リジ ン の量 と

細 胞 内 のtRNAlysの 相 互 作用 に依 存す る可能 性 を示唆 す る もので あ った(Fig.1-20)。
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幾 つ か の ア ミノ酸 生 合 成 にお い て 、tRNAと 生 合成 最 終 産 物 の ア ミノ酸 との複 合 体 が発 現調

節機 構 に 寄与 して い る と報 告 され て い るた め、 本発 現機 構 にお い て も同 様 の メカ ニ ズ ム で制御

され てい る と考 え られ る[28, 29, 30]

配 列 に 依 存 す るcisの 調 節 メ カ ニ ズ ム の 代 表 的 な も の に 、 大 腸 菌 のtrp operonで 提 唱 さ れ た

classicalなattenuationメ カ ニ ズ ム と(Fig.0-10)、 近 年 見 出 さ れ たriboswitchが あ る(Table 0-3)

[19]。

Figure 1-20. Reporter assay結 果 か ら 導 か れ た 発 現 劇 御 メ カ ニ ズ ム

変 異 を 施 して も、リ ジ ン コ ドン で あ る な らば リジ ン依 存 性 で あ り、

リジ ン コ ドン で な く な る 変 異 で あ れ ば 、リジ ン 依 存 性 で な く な る。

こ の 結 果 か ら 、細 胞 内 で リジ ン がchargeさ れ たtRNA量 に 依 存 した メ カニ ズ ム が 推 測 され た 。

48



これ まで の 実験 結 果 か らは、Lysク ラス ター の発 現調 節機 構 はclassicalなattenuationメ カニ

ズム に類 似 点 が 見 出 され た。 しか しmutantを 用 い たreporter assayの 結 果 は 、塩 基 置 換 に よ っ

てエ フ ェ クター 分子 で あ る リジ ンを認 識 し得 ない ことに起 因す る と解 釈す る こ とも可能 で あ り、

Lysク ラ ス ター の発 現調 節 機 構 が どち らの メカ ニ ズ ムに 基づ くか を断 定す る こ とは 、 こ こま で

の デ ー タか らは 困 難 で あ る。

riboswitchがmRNAの5'-UTR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。 この こ とか

らLysク ラス ター の発 現 調節 機 構 が どち らの メカ ニズ ム に分 類 され る か を明 らか にす る た めに

は 、hcs-leader peptideが 細 胞 内 で実 際 に発 現 され て い るか を調 べ る こ とが 最 良 の方 法 で あ る。

これ に つ い て は 次 章 で 述 べ る。
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