
§2-4. Discussion

T.themophilusの リジ ン生合 成 系 は 、反 応 経路 、及び そ の反 応 を触 媒 す る酵 素 が示 す基 質 特

異性 にお い て 非 常 にユ ニー クで あ るこ とが 当研 究 室 に お いて 明 らか とな っ てい る。 しか しなが

ら本 リジ ン生 合 成 に 関 与 す る酵 素遺 伝 子 の 発 現 調 節 機 構 につ い て は全 く知 見 が得 られ て い な

か っ た た め、 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 の 転 写調 節 機 構 の 解析 を行 った。 その 結 果 、Lysク ラス

ター の発 現調 節 は 、 クラ ス ター最 上流 に位 置 す るhcs遺 伝 子 の発 現制 御 に依 存す るこ と(Fig.1-

9～11)、 そ してそ の メ カニ ズ ム はLysク ラス ター の転 写 開始 点 とhcs開 始 コ ドン問 のm塩 基 か

らな る配 列 に依 存 す る ことが本 研 究 で明 らか となっ た(Fig.1-16～18)。

遺 伝 子 の発 現制 御 にお いて 配 列 に 依 存す るcisな メ カ ニ ズ ムの 代 表 的 な もの と して 、翻 訳 と

coupleし たleader peptideを 介 す るclassicalなattenuationと 、近 年 見出 され た、mRNAの5'-UTR

が 直接 的 にエ フ ェ クター と結合 す る こ とに よって転 写制御 を担 うriboswitchが 挙 げ られ る。 前

者 はE.coliの トリプ トフ ァンや ロイ シ ン、 ヒス チ ジ ン、 フ ェニル ア ラ ニ ン等 のア ミノ酸 生合 成

にお い て提 唱 され て い る[11, 12, 13, 14, 15, 16]。 一方 で 、後者 はBacillus属 やClostridium属 、

Deinococcus属 、Fusobacterium属 等 の多岐 に渡 る生物 種 にお いて 、FMNやTPP、cobalamin、purine

等 の 様 々 な生 合成 を調 節 して い る(Table 0-3)。

Lysク ラス ター の制御 様 式 は 、reporter assay systemを 用 いた 実 験 系か らE.coliの ア ミノ酸

生合 成 に お いて 提 唱 され て い る翻 訳 とcoupleし たleader peptideを 介す るattenuationに 類似 す

る と考 え られ た。 判 断 要 素 と して第 一 に、riboswitchに よ る制御 機 構 で あれ ば アナ ロ グに対 し

て も認 識 す る こ とが報 告 され て い るが[17, 18, 19, 20, 21]、 プ ロモー ター を含 むhcs上 流 を解 析

対象 と したreporter gene assayを 行 った 結果 、 リジ ン添 加 に よ って観 察 され た α-galactosidase

発現 量 の減 少 が リジンア ナ ロ グ添加 の場合 で は観 察 され なか っ た こ とが挙 げ られ る(Fig.1-16)。

この結 果 か らエ フ ェ クター の認 識 は そ の立 体構 造 で はな く化 学 的 な性 質 か ら行 われ て い る もの

と解釈 され る。 第 二 に 、regulatoryコ ドン と推 定 され る リジ ン コ ドン を グル タ ミン コ ドンに 置

換 した場 合 、 それ に応 じて エ フ ェ ク ター も変 換 され た こ とが挙 げ られ る(Fig.1-17)。 この

mutantは 計4塩 基置 換 した もので あ るが 、riboswitchの よ うな機 構 ではmutationに 起因 したmRNA

の構 造 変 化 に よ りエ フ ェ クター を認 識 しな くな る可 能性 は あ る が、 エ フ ェ ク ター そ の ものが 変

化 す る可能 性 は極 めて 低 い。 そ して第 三 に 、E.coliやB.subtilisのlysCに お け る発 現 制御 に必

要 なエ レメ ン ト配 列 の差 異 で あ る。[7, 20, 22]。lysCはAspartate kinase IIIを コー ドす る遺伝 子
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で あ り[23]、 同酵 素 はE.cotiやB.sumlis等 の 一般 的 な リジ ン生合 成 経路 で あ るDAP経 路 の初

発 酵 素 であ る。lysCの 発 現制 御 は生 合 成最 終 産 物 で あ る リジ ンに よっ てfeedback repressionを

受 け、最 近 に な って そ れ がriboswitchに よ る こ とが 明 らかに な って い る。 このlysC mRNA5末

端 に は273塩 基 か らな る非翻 訳 領 域 が存 在 し、 環境 中に リジ ンが存 在 す る場 合 に は 、 この領 域

が エ フェ ク ター リガ ン ドと して の リジ ン を結 合 す る構 造 を と り、結 果 と して ρ-factor非 依 存性

のtermination motifが 形成 され る。 そ の 一方 、生 育 環境 中 に リジ ンが 欠 乏 して い る場合 には エ

フ ェク ター リガ ン ドが ない状 態 で最 も安 定 な構 造 で あ るantitermination motifを 形 成 し、 下流 の

遺伝 子 が 発 現 され る(Fig. 2-8)。

Figure 2-8. Riboswitchに よ るlysCの 発 現 調 節 機 構

lysC mRNA5'領 域 は273塩 基 か ら構 成 され てお り、エ フ ェ ク ター 分 子 で あ る リジ ン を包 み 込 む よ うな 構 造 を 形 成

す る と、ρ-factor非依 存 性 の 転 写 終 結 モ チ ー フ(AAT)と な り、 リジ ンが 欠 乏 状 態 に あ る とalternativeな 構 造 で

あ るantiterminationモ チ ー フ(AT)を 形 成 す る。

番 号 は本 制御 機 構 に特 有 な 保 存 配 列 で あ るL-boxを 示 して い る。

[Frank, JG, et al.よ り抜 粋]
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この両 者 は 生化 学 的 に 反応 経 路 には 差異 が あ るにせ よ、 同 じア ミノ酸 であ る リジ ンを生 合 成す

る経 路 の 発 現 調節 を担 う領域 が初 発 酵 素 遺 伝 子 の5'上 流 領 域 に あ る とい う類 似 点 は 見 られ る。

しか しな が ら、 両者 の決 定 的 な相 違 はmRNA5'領 域 の長 さ及 び 配列 にあ る。lysCで は273塩 基

か らな る配列 で リジ ンの 濃度 を感 知 して発 現 を調節 して い る。 様 々 な微 生物 の リジ ン抑 制性 遺

伝 子 の 上流 配 列 を比 較 す る と、保 存性 の 高い モ チー フが 見 出 され てい る(Fig.2-8)。 これ はL-

boxと 呼 ばれ 、 これ が リジ ン との 相互 作 用 に重 要 な役 割 を もっ てい る もの と考 え られ る。1方 、

本 リジ ン生 合成 の場 合 は 、hcs5'上 流 配列 は111塩 基 と短 く、 そ こに はL-boxに 共 通 した 配列 が

存 在 しな い た め、 同様 の機 構 で リジ ン を直接 結 合 す る こ とは考 えに くい 。他 のriboswitchを 見

て も、制 御 対 象 とな る遺伝 子 のmRNA5'末 端 には200塩 基 近 い長 い領 域 が存 在 す る。 ま た、塩

基 配 列 か らそ の発 現制 御機 構 がriboswitchに よる もの で あ るか を解 析す るプ ロ グラムriboswitch

Finder[25]を 用 い て解析 したが 、hcs5'mRNAに は既 存 のriboswitchが 存在 す る とい う結果 は得 ら

れ なか っ た こ と も補 足 的 で は あ るが 筆者 の仮 説 を裏付 け る間接 的 な証 拠 の1つ と して 挙 げ られ

る 。

Lysク ラス ター がclassicalなattenuationに よって制 御 され て い るの か否 か を判 断す るた めに は、

細 胞 内 で 実際 にhcs-leader peptideが 産 生 してい る こ とを確 認 す る こ とが決 定的 な 要素 とな る。

しか しな が ら、Lysク ラ ス ター の転 写 開 始点 とhcsの 翻 訳 開始 コ ドン には僅 か3bpし か 存在 せ

ず 、 一般 に翻 訳 開 始 に必 要 と考 え られ て い るSD配 列 は見 出 され ない。T.themophilusに お い

て も多 くの遺 伝 子 の翻 訳 開 始 コ ドンの 上流 に保 存 性 の 高 いSD配 列 が見 出 され て い るこ とか ら、

hcs-leader peptideの 翻 訳 の有 無 に 疑問 が 生 じる こ とも事 実 で あ った。 そ の一 方 で、E.coliだ け

で はな くT.thermophilusに お い て も、SD配 列 を要 しない遺 伝 子発 現の 例が 報告 され てい る(Fig.

2-9)[8,9]こ とか ら、 前 章 で作 製 したreporter assay systemを 応 用 して 、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 の産 生 を調 べ る こ とに した。 そ の結 果 、 同形 質 転 換 体で は 、 プ ロモ ー ター 配

列 を含 むhcs上 流 配 列 を繋 げた 非融 合 α-galactosidaseを 発 現す る形 質転 換 体 と比 較 して そ の比

活 性 が 低 下 して い る もの の 、 リジ ン添加 に よって α-galactosidaseの 発 現 が抑 制 され た(Fig.2-

4)。 この こ とは 、hcs-leader peptideが 発 現 し、融合 タ ンパ ク質 の発 現 自体 を制 御 してい るこ と

を示 唆 して い る。 この比 活性 の 低 下 は、N末 端 にhcs-leader peptide及 び そ の ジャ ン クシ ョン部

位 か らな る32ア ミノ酸 が付加 され て い るた め に生 じた もの と解釈 で きる。hcs-leader peptideの

発 現 を確 証 す るべ く この融 合 タ ンパ ク質 を精 製 し、N末 端 ア ミ ノ酸 配列 の解 析 を試 み た が 、有

意 な シ グナル は得 られ なか っ た(Fig.2-6)。
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Figore2-9. SD配 列 が存 在 しない遺 伝 子 の発 現機構

SD配 列が存在する遺伝子の発現機構 を示 したもの(上 図)で 、翻訳は30Sリ ボゾームがSD配 列を

先ず認識 し、引き続いてfMetを チャージしたfMet-tRNAfMetと 会合する。

SD配 列が存在 しない遺伝子の発現機構を示 したもの(下 図)で 、IF2とfMet-tRNAfMetの 会合が先行 し、その後

に30Sリ ボゾームと複合体を形成する。大腸菌等のグラム陰性細菌で報告 されているメカニズムである[11,12]。

解 析 が 出来 な か っ た原 因 と してN末 端 の 修飾 が考 え られ た た め 、脱 ホル ミル基 、 アセ チ ル基 デ

ブ ロ ック 、脱 グル タ ミル 基 等様 々な 処理 を施 した後 、再度N末 端 ア ミノ酸解 析 を試 み た が 、や

は り有意 な シ グナル な得 られ な か った 。精 製 融合 タ ンパ ク質 のN末 端 ア ミノ酸 配 列 が何 故 決定

出 来 な か った の か は現 段 階 に お い て も不 明 で あ るが 、お そ ら くはN末 端 ア ミノ基 に何 らか の修

飾 が 起 こっ てい る もの と考 え られ る。 リジ ン生合 成 遺 伝 子 の発 現 調節 機 構 の 全貌 に、 さ らに は

N末 端修 飾 に新 た な知 見 を もた らす 可 能性 が あ る もの と考 え られ る こ とか ら、 現在 、hcs-1eader

peptideのN末 端 の修 飾 基 を決 定 しよ うと してい る と ころで あ る。

精 製 融 合 タ ンパ ク質 を トリプ シ ン 消化 及 び リジル エ ン ドペ プ チ ダ ーゼ 消 化 した後 、TOF-MS

で解 析 を行 い 、 そ の結 果 と してhcs-leader及 び ジ ャ ン クシ ョン部位 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

(Fig. 2-7)。 以上 の結 果 か ら、Lysク ラ ス タ ーの発 現 制御 はclassicalなattenuationメ カニ ズ ムに

よ る もの で あ る こ とが明 らか に な っ た。 そ れ と同時 に この結 果 は 、筆 者 の知 る限 り、 実 際 に生

合成 を調 節 す るleader peptideを 検 出 した初 め て の事 象 であ る。

これ まで の結 果 に基 づ い て 、RNA二 次構 造予 測 プ ロ グラ ムで あ るMfold[26]を 用 いて 、hcs5'

配 列 が 取 り得 る構 造 を予 測 した(Fig. 2-10)。
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生 育環境 中 に リジ ンが存在 す る場 合 は配 列[CCGGCCCG]と 配 列[CGGGCCGG]が 安 定 なstem-loop

構造 を形成 し、そ の後 にpoly-(U)が 続 くp-factor非 依 存性 のtermination motifを 形成 す る。一 方、

リジ ン が欠 乏状 態 にあ る場 合 は タンデ ム リジ ン コ ドン以降 のmRNAと の 間 で二 次構 造 を形 成す

る結 果 、配 列[CCGGCCCG]は 巨大 なstem中 の配列[GCCGG]と 塩 基対 を形 成す る方 が 安定 とな

り、配 列[CGGGCCGG]と の塩 基 対 形成 が 出来 な くな る と推 測 され る。regulatoryコ ドンで あ る

(AAA)x2は 基 本 的 に この二 次構 造 の 直接 の構 造 要 素 とは な らない た め、 この コ ドンを グル タ

ミン コ ドンに置 換 す る こ とに よ って グル タ ミンに よ る転写 終 結 が生 じた と考 え られ る。E. coli

のtrp operonの 場合 はregulatoryコ ドンで あ る(TGG)x2が 二 次構 造 の構成 配列 に含 まれ る と

予想 され て い る。T. thermophilusに み られ たLysク ラス ター発現 のattenuationは 基本 的 に は、E.

coliのtrp operonに 類 似 した “classical” なattenuationと い え るが 、 二次 構 造 の構 成 配 列 と

regulatoryコ ドン の位 置 関係 が 異 な って い る。 この位 置 関係 が 関係 ない の で あれ ば 、 この 原理

を応 用す る こ とで 、 ア ミノ酸 とい う安価 なエ フェ ク ター を用 い て発 現 のON/OFFが 可能 な遺伝

子 発 現 シ ステ ム を構 築 す る こ とが 可能 か も しれ な い。

融 合 タ ンパ ク質 の 発現 量 は低 く、培 養 液1lあ た り約2μgの 精製 融 合 タ ンパ ク質 しか得 られ

ない 。 これ は α-galactosidaseと して約20pmolに 相 当 し、 これ ま で に他 のattenuationメ カニ ズ

ムでleader peptideが 検 出 され なか っ た の は、 そ の発 現 量 の少 な さに起 因 す る もの と考 え られ

る。
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