
第4章T. thermophilus HB27株 の 転 写 因 子 、argR遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ

§4-1. Introduction

当研 究 室 にお いて 行 われ て きた研 究か ら、T. thermophilus HB27株 は真正 細 菌 に属 す るに もか

か わ らず 、 酵 母 や カ ビが 行 うよ うに 必須 ア ミ ノ酸 で あ る リジ ン を、AAAを 経 由 して 生合 成 し

て い る こ とを示 して きた 。 ま た 、Lysク ラス ター に コー ドされ る幾 つ か の生 合成 関連 酵 素 は ア

ル ギ ニ ン生合 成 関 連 酵 素 と高 い 相 同性 を有 す る こ とを示 す こ とか ら、 これ らの酵 素 は そ の反応

機 序 に お い て も アル ギニ ン生 合 成 酵 素 に類 以 して い る もの と考 え られ る。 さ らに近 年精 力 的 に

行 わ れ て きた研 究に よ り、 同 定 され て い なか っ た第3,4,8,9番 員の反応 を触媒 す る酵 素 を コー

ドす る遺 伝 子(hicdh, lysN, lysJ, lysK)の ク ローニ ング に成 功 したが[1, 2, 3, 4]、 この 第8番 目

の反応 を触媒 す る酵 素lysJ(N-acotyllysine aminotransferasc)が 、本 来の基 質 よ りもアル ギニ ン

生 合 成 に お け る類 似反 応 の 基質(N-acetylornithine)に 対 して16倍 も高 く触 媒 す る こ とが示 さ

れ た[3]。 この こ とか ら本 菌の リジ ン生 合成 は アル ギニ ン生合 成 と生理 的 に も非 常に密 接 した関

連 性 が あ る もの と考 え られ る。

Flgure 4-1. AAA以 降 の生合成 相 関

AAA経 路は基質となるAAAが アルギニン生合成経路の基質であるグル タミン酸 と比較 してメチ レン基が1つ 多

い点以外は非常に類似 している。また、lysJ, lysKの動力学的解析から、それぞれ本来の基質よりもアルギニン生

合成経路において相当する基質がより高い活性を呈した。
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さらに、遺伝子 の発現調 節機構 にお いて 、興味深い 現象が観 察 され てい る。本 リジ ン生合 成の第

1番 目の反応 、2-oxoglutarateか らhomocitrateへ の変換 を行 う酵 素のhcs遺 伝 子上流 に存在す るプ ロ

モー ター は、 アル ギニ ン存在 下で若干 で はある もの の活性化 され る(Fig. 1-10)こ れ までに示 して

きた リジンに よるclassica1なattenuationメ カニ ズムでは このアル ギニ ンに よる転写活性 化の説 明が

困難 で あ るこ とか ら、 リジンに よる発 現調節 とは異 な る別 の調節機構 が存在 してい る可能性 が考え

られ た。

また、本 リジン生合成 の第8番 目の 反応 、N-acetyl-α-aminoadipate semialdehyde<putative>か らN-

acetyllysine<putative>へ の変換 を触媒す る酵 素 をコー ドしてい るlysJの 転 写はアル ギニ ン存在 下で抑

制 され るこ とが示 され てい る。 この発現調節 は まだ解 析 の端 緒 につ いた ばか りの段階 なので断 定す

る こ とは できな いが 、アル ギニ ンをエ フ ェクター としたtransな 転 写因子 に よる制 御 メカニ ズムで

あ る可能性 が高 い と考 えてい る。

これ らの結果 は 、本 リジ ン生 合成 の各酵 素がin vitroに お ける機 能面 だけ ではな く、生理的 な面

にお いて もアル ギニ ン生合 成 と関連 が あ るこ とを示唆 す る もの と考 え られ る。

アル ギニ ンを介 した発 現調節 で は、多 くの生物 種 にお いてArgRに よる調 節機構 が 良 く知 られて

いる[5, 6, 7, 8, 9]。

Figure4-2. B. stearothermophilus由 来ArgRの 立 体 構 造(PDB No, 1B4A)

N末 端 にDNA結 合 モ チ ー フ で あ るwingcd Hehx-Turn-Helix(wHTH)を 、そ してC末 端 に は ア ル ギ ニ ン結 合 ドメ

イ ン を 有 す る。基本 単位 は 三 量 体 で 、殆 どの 生 物 種 で は 三 量 体 分 子 が2つ 会 合 した 六 量 体 で 生 理 活 性 を有 す る。
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ArgRはN末 端 にwinged Helix-Turn-Helix(wHTH)と い うDNA結 合 モ チ ー フ を 、 そ し てC末 端

に ア ル ギ ニ ン 結 合 ド メ イ ン を 有 し て お り(Fig. 4-2)、 ア ル ギ ニ ン 代 謝 に 関 わ るAhrCと 共 に フ ァ

ミ リ ー を 構 成 し て い る[10, 11, 12, 13]。 ア ル ギ ニ ン と 結 合 す る こ と に よ り 、DNA結 合 活 性 を 持

つ よ う に な っ たArgRは 、ARG-boxと 呼 ば れ る 保 存 性 の 低 い 不 完 全 な 回 文 配 列 を 認 識 す る[14,

15, 16, 17]。ArgRはE. coliやB. subtilis, Lactococcus laotisに お い てAcetyl-L-ornithineか らL-

ornithineへ 変 換 す る 反 応 を 触 媒 す る 酵 素ArgEや 引 き 続 く 反 応 で あ るL-ornithine

carbamoylphosphateか らcitrullineへ 変 換 す る 反 応 を 触 媒 す る 酵 素 、ArgF(ornithine

carbamoyltransferase)等 の ア ル ギ ニ ン 生 合 成 や ア ル ギ ニ ンtransporterに 関 わ る 遺 伝 子 の 発 現 調

節 を 行 う こ と が 報 告 さ れ て い る[18, 19, 20]。 こ の 他 に も 幾 つ か の オ ペ ロ ン を 制 御 す る こ と が 報

告 さ れ て お り[21, 22, 23]、activator/repressor双 方 と し て 機 能 し 、 一 般 に ア ル ギ ニ ン 生 合 成 に 対

し て はrepressorと し て 、 ア ル ギ ニ ン 関 連 の 代 謝 ・分 解 に 対 し て はactivatorと し て 機 能 す る と 考

え ら れ て い る が そ の 詳 細 は 良 く 分 か っ て い な い

以 上 の よ う に 、ArgRは 研 究 対 象 と し て 非 常 に 興 味 深 い も の で あ る が 、 筆 者 が 研 究 を 行 っ て

い る 時 点 で は 本 菌 か らargR遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ 及 び そ の 機 構 解 析 は な さ れ て い な か っ た 。 そ

こ で 本 研 究 で は 、 リ ジ ン 生 合 成 関 連 酵 素 遺 伝 子 の 発 現 制 御 に 関 与 す る 可 能 性 の あ る 転 写 制 御 因

子 の1つ と し て 、T. thermophilus HB27由 来 の 転 写 調 節 因 子ArgR homologを コ ー ドす る 遺 伝 子

の ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ た 。
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§4-2. Materids and Metbods

§4-2-1. T. thermophilusか ら の ゲ ノ ム 抽 出

T. thermophilus HB27株 は 、 文 献[24, 25, 26]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 buffbr(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 。

§4-2-2. Molecolar cloning and sequence

遺 伝 子 の 基 本 的 な 操 作 は 文 献[27]に 従 っ て 行 っ た 。 先 ず 現 在 ま で にdatabase上 に 公 開 さ れ て

い る 種 々 の 生 物 か ら のArgRの ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 し て ア ラ イ メ ン トを 行 い(Fig. 4-3)、 そ の 保

存 領 域 に 基 づ い てArgFw1、ArgFw2、ArgRv1、ArgRv2と 命 名 し た4つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

(Table4-1)を 設 計 し 、degenerate primerと し てPCRで 用 い た 。

Table4-1. ArgR homologを ク ローニ ングす るために用 いた合成オ リゴヌ クレオチ ド
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T.thermophilus HB27株 の ゲ ノ ムDNAを 鋳 型 と し 、ArgFw1/ArgRv1、ArgFw1/ArgRv2、ArgFw2/

ArgRv1、ArgFw2/ArgRv2と い う プ ラ イ マ ー の 組 合 せ に よ り 、 以 下 の プ ロ グ ラ ム に よ りPCRを

行 っ た 。

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

ArgFw1/ArgRv2の 組 合 せ で 増 幅 さ れ た 約360bpの 断 片 をPerfectly blunt cioning kit(Novagen)を

用 い て 、 平 滑 化 及 び リ ン 酸 化 を 行 いpT7 blue vectorに 連 結 し た 。Sequenceに よ っ て 同 断 片 がargR

homolog断 片 で あ る こ と を 確 認 後 、 こ の プ ラ ス ミ ドのHindIII-EcoRI断 片 を プ ロ ー ブ と し て

Southern hybridizationに 用 い た 。Southern hybridizationはRandom primer fluorescein labeling kit

(New England Nuclear,Co.)を 用 い 、 各 制 限 酵 素(ApaI、BamHI、BglII、HincII、HindIII、KpnI、

NcoI、NdeI、NotI、PstI、SacI、SacII、StuI、XbaI、XhoI、BamHI-HindIII)で 消 化 し たT.thermophilus

HB27株 の ゲ ノ ムDNAに 対 し て 行 っ た 。Hybridizationの 温 度 等 の 条 件 はNew England Nuclearの

指 示 通 りで あ る 。Southern hybridlzationに お い て 検 出 さ れ た 約4.0kbのBglII断 片 を 予 めBamHI

及 びcalf intestine alkaline phosphataseで 処 理 し たpUC19に 連 結 し 、E.coli DH5α を 形 質 転 換 し

た 。Colony hybridizationをSouthern hybridizationと 同 様 の 条 件 で 行 い 、 得 ら れ たpositive clone

か ら 単 離 し た プ ラ ス ミ ドをpArgRBg14.0と 名 付 け た 。pArgRBg14.0の 塩 基 配 列 解 析 はFig.4-4に

示 し た よ う に 行 っ た 。

§4-2-3.T.thermophilus由 来ArgR homologの 系 統 樹 作 製

系 統 樹 は 最 充 法 及 び 近 隣 接 合 法 を 用 い る こ と に よ っ て 構 築 し た 。 配 列 デ ー タ はGenbankか ら

取 得 し 、 ア ミ ノ 酸 の ア ラ イ メ ン トはDDBJ上 のCLASTAL W[28]を 用 い て 行 っ た 。 こ の ア ラ イ メ

ン ト し た デ ー タ を 系 統 樹 作 製 プ ロ グ ラ ムMega 2[29]に よ っ て 計 算 させ 、 そ の 系 統 樹 を 作 成 し た 。

§4-2-4.T.thermophilus HB27由 来ArgR homologの 大 腸 菌 大 量 発 現 系 の 構 築

pArgRBg14.0を 鋳 型 と し て 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドで あ るargRFw及 びargR(his)8Rv(Table 4-

1)を プ ラ イ マ ー と し たPCRに よ っ てNdeI site及 びEcoRI siteをargR homologの 開 始 コ ドン 及

び 終 始 コ ド ン の 直 前 に 導 入 し た 。PCRは 以 下 の プ ロ グ ラ ム を 用 い て 行 っ た 。

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

PCRに よ っ て 増 幅 さ れ た 断 片 をNdeI及 びEcoRIで 消 化 し 、 予 め.NdeI及 びEcoRIで 消 化 し て

お い たpET26b(+)vectorに 連 結 し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ドをpETTArgRhisと 名 付 け 、 以 降 の 発

現 プ ラ ス ミ ド と し て 用 い た 。
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Figure 4-3.種 々 の 生 物 種 由 来 す るArgRの ア ラ イ メ ン ト及 びdegenerateプ ラ イ マ ー の 設 計
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§4-3.Results

種 々 の 生 物 か ら のArgRの ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 し て ア ラ イ メ ン トを 行 い 、 そ の 保 存 領 域 か ら

degenerate primerを 設 計 し 、 相 同 性 を 利 用 し て ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ た 。T.thermophilus HB27株

の ゲ ノ ムDNAを 鋳 型 と し てArgFw1/ArgRv2の 組 合 せ で 増 幅 さ れ た 断 片(363bp)はsequence

解 析 に よ っ てargR homologの 断 片 で あ る こ と が 分 か っ た 。 同 断 片 を プ ロ ー ブ と し たSouthern

hybridizationに よ っ て4.0kbBglII断 片 が 検 出 さ れ た こ と か ら 、 こ の4.0kbのBglII断 片 を 予 め

BamHI、calf intestine alkaline phosphataseで 処 理 し たpUC19に 連 結 し 、E.coli DH5α を 形 質 転

換 し た 。 そ の 結 果 、 完 全 長 のargR homologを 含 む4.0kbのBglII断 片 を 有 す るpositive cloneを

単 離 す る こ と に 成 功 し た 。 こ のcloneが 有 す る プ ラ ス ミ ドをpArgRBg14.0と 名 付 け 、 配 列 解 析 を

行 っ た(Fig.4-4)。

Figure4-4.argR homolog遺 伝 子 の 物 理 的 地 図

southern analysisで 取 得 し たpositive clone、pArgBg14.0に 対 し て 行 っ た 配 列 解 析 結 果 を 示 した 。

Ap,Apal;Bm,BamHI;Bg,BglII;Xh,XhoI
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こ のpArgRBg14.0に は 、argR homologを 含 む6つ のopen reading frame(ORF)が 存 在 し て い

た(Fig.4-4)。argR homologは492bpで 構 成 さ れ 、164残 基 の ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る 、 分 子 量

約19kか ら な る タ ン パ ク 質 で あ っ た(Fig.4-5;Accession No.AB117617)。 他 の5つ のORFの 内

4つ は 、現 在 ま で に 公 表 さ れ て い るdatabase解 析 か ら 、guanylate kinase、RpoZ、DNA/pantothenate

metabolism flavoprotein、propionyl-coA carboxylase β subunitと 相 同 性 を 示 し た 。ArgR homolog

の 推 定 開 始 コ ドンATGの 上 流 に は 保 存 性 の あ る プ ロ モ ー タ ー 及 び リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位(RBS)

と 推 定 さ れ る 配 列 が 見 出 せ な か っ た 。 従 っ て 、argR homologは 上 流 のORFで あ るDNA/

pantothenate metabolism flavoprotein、 な い し は さ ら に 上 流 に 位 置 す るORFと 共 にpolycistronic

に 転 写 さ れ て い る 可 能 性 が 示 さ れ た(Fig.4-5)。

こ のArgR homologは そ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 、DNA結 合motifで あ るwinged Helix-Turn-Helixを

1 unit有 し て お り 、 そ の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 は 放 射 線 耐 性 菌Deinococcus radioduransのArgR

homologで あ るDR0742遺 伝 子 産 物[30]と 非 常 に 高 い 相 同 性 を 有 し て い た 。(Fig.4-6)こ れ は 分

類 学 上T.thermophilusがD.radioduransと 近 縁 種 で あ る こ と と 一 致 し た 結 果 で あ っ た 。
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Figure4-5. argR homolog遺 伝 子 の 塩 基 配 列 及 び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列

推 定SD配 列 を 下線 で 示 した 。ArgRの 開 始 コ ドンを 赤 で 示 し、

ま た 、上 流 のORF終 始 コ ドン 及 び 下流 のORF開 始 コ ドン を そ れ ぞ れ ピ ンク 、青 で 示 した 。

[DDBJ accettion number. AB117617]

92



Figure 4-6. ArgR homologの 系 統 樹

最 充 法 及 び 近 隣 接 合 法 を 用 いて 、プ ログ ラムMega2で 作 製 した 。

数 字 はBootstrap値 を示 す 。 解 析 に必 要 な 配 列 デ ー タ はGenbahkか ら取 得 し、ア ライ メ ン トはDDBJ上 の

ClustalWを 用 い て 行 っ た 。

93



§4-4. Discussion

T.thermophilus HB27株 のLysメ ジ ャー ク ラス ター の転写 発現 調節 機構 の解析 を 目的 と して研

究 を行 っ て きた 結果 、本 生合 成 の最 終産 物 で あ る リジ ンを介 す るfeedback repressionに よって

生 合 成 の流 量 調節 が な され てい る こ とが 明 らか にな った(Fig.1-10)。 このfeedback repression

はLysク ラス ター の 最 上流 に位 置す るhcs遺 伝 子 の 上流 に存 在す るhcs-leader領 域 に依 存す る。

hcs-leader領 域 にはshort peptideが コー ドされ てお り、 このpeptideの 翻 訳 時 のribosome stalling

の 有無 に よ って 転写 の 終 結/伸 長 が決 定 され る、 大腸 菌 のtrp operonと 類 似 したattenuationに

よ る調 節 機 構 で あ った。 しか しな が ら、一 方 で 、 アル ギニ ン存 在 下 でT.thermophilus HB27株

を培 養 す る と、 このhcsの 転 写 が 増大 す る こ とが観 察 され た。 これ ま で の研 究 で 明 らか に した

attenuationメ カ ニ ズム だ けで は この 現象 を説 明す る こ とが で きな い こ とか ら、 同attenuationメ

カ ニ ズ ム と は異 な る 、別 の 調 節 機 構 が 存 在 す る可 能 性 が あ る。

Lysク ラ ス ター に は 含 ま れ な い構 造 遺 伝 子 で あ るlysJの 転 写 開 始 点 を 解 析 した 際 に も 、T.

thermophilusを ア ル ギ ニ ン存在 下 で培 養 す る とlysJ転 写 量 が激 減 す る こ とが観 察 され て い る

(Fig.3-4)。lysJの 転 写 開始 点 か ら開 始 コ ドンまで の100bpの 領域 内 にはhcs遺 伝 子 上流 に存在

す るhcs-leaderの 場 合 と同様 に 、2つ の アル ギ ニ ン コ ドンを有 す るleader peptide様 配 列 と複 数

の二 次構 造 を形成 し得 る可能 性 の あ る配 列 或 い は回文 配列 が 見 出 され て い る(Fig.3-5)。 また 、

本 菌 の リジ ン生 合 成 がAAA以 降 は ア ル ギ ニ ン生合 成 と類 似 性 を示 す こ とも考 慮 す る と、S1-

nuclease mappingの 結 果 は 、本 リジン生 合 成 の発 現調 節機 構 にア ル ギ ニ ンがエ フェ ク ター と し

て 関連 性 を有 す る こ とを示 唆 して お り、ア ミノ酸 生 合成 の進 化 的及 び 生 理的 側 面 か らも興味 深

い 現 象 で あ る と考 え られ る。 この ア ル ギニ ンに よる発 現調 節 機構 を解 析 す る上 で 、 これ ま で の

結 果 か らhcs遺 伝子 の発 現 調 節 と同様 にleader peptideを 介す る メカ ニ ズ ム とアル ギニ ンをエ

フ ェク ター とす る転 写 因子 を介 す るメ カ ニ ズム の 両方 が 存在 す る可能 性 が 考 え られ る。lysJ上

流 に コー ドされ て い る可 能性 の あ るshort peptideは 僅 か7ア ミノ酸 残 基 で構 成 され て い る こ と

に な り、加 え てそ の 内 部 に存 在 す るアル ギ ニ ン コ ドンは連 続 して 配 置 され て い ない 等 、典 型 的

なattenuation leader peptideと 構 造 が異 な っ てい る。 まだ詳 細 な解 析 を行 って い ない の で断 定

で き ない が 、 このlysJ-lysKク ラス ター はleader peptideを 介す る メカニ ズ ムで あ る可能 性 よ り

は 、 アル ギニ ン をエ フ ェク ター とす るtransな 転 写 因子 を介す る メカ ニ ズ ム に よっ て制 御 され

て い る可 能 性 が 高 い と考 え て い る。
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アル ギ ニ ン を介 した発 現 調節 で は、ArgRに よ る調 節機 構 が最 も 良 く研 究 され て い るが 、本菌

か らは ク ロー ニ ン グ され て い ない 。 そ の た め、本 菌 の リジ ン生 合成 にお け る転 写 制御 機 構 を解

析 す る一環 と して 、argR遺 伝 子 の ク ロー ニ ン グを行 った。 本 菌 のArgR homologは164ア ミノ

酸 か ら構 成 され 、他 の微 生物 由来 のArgRと 同様 にDNA結 合motifで あ るwinged Helix-Turn-Helix

を1 unit有 して い た。 このArgR homologの 推 定 ア ミノ酸 配 列 は放 射 線 耐性 菌Deinococcus

radioduransのArgR homologで あ るDR0742遺 伝子 産物[30]と50%の 相 同性 を有 して いた。 本

ArgRが リジ ン及 び アル ギニ ンに対 して どの よ うに応 答 す るか は 興味 深 い 問題 で あ る。本ArgR

homologがhcs上 流 に作 用 す るactivatorと して機 能 す るの で あれ ば 、或 い はlysJの 上 流 に結 合

す るtransな 因 子 で あ るな らば 、類似 生 合成 の 最終 産物 に よるfeedback repressionと い う新規 な

発 現 調 節 が行 われ てい る こ とに な る。

ArgRの 機 能解 析 は 、 当研 究 室 の藤 原 が発 現 ・精 製 系 を構 築 し、 同遺 伝子 破壊 株 の 作製 、 各種

遺伝 子 の転 写 制 御 領域 へ の 結 合能 の有 無 等 の確 認 を行 っ てお り、 近 い将 来 アル ギニ ン生 合 成酵

素 遺伝 子 制 御 にお け る役 割 や リジ ン生 合 成 酵 素遺 伝 子発 現 調 節 機構 へ の関 わ り等 が 明 らか に な

る もの と期 待 され る。
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