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論 文題 目 放線菌の A - フ ァ ク タ ー 制御カ ス ケ ー ドを構成する主要 因子群の解析

背景

放線菌 は抗 生物質 をは じめ とす る 多種 多様な 二 次代謝産物 を生 産す る こ とで 知 られ ､ 産

業上有用 な微生物 で ある ｡

一 方
､
放線菌は原核生物 で あり なが ら複雑 な形態 分化 (胞 子発

芽一基底菌糸形成一気中菌糸形成一胞 子形成) を行 う こ と か ら基礎 生物学的に も非常 に興 味

深 い 研究対象とな っ て い る ｡ また ､ 放線菌は形 態分化の 過程で ､ 不 足 した栄養を補うた め

菌糸 を積極的 に分解 しなが ら分化 を進 めて い く こ とが示唆され て おり ､ 原核生物 の ア ポ ト

ー

シ ス と も呼ばれ る現象は形態分化 に 関す る興味深 い ト ピ ッ ク の 1 つ で ある ｡ 本研 究で 主

と して扱う s t r ep t o m y c e s g ris e u s は ､ 放線菌の 二 大特徴で ある 二 次代謝 と形態 分化を自身の

生産す る微生物 ホ ル モ ン ､
A - フ ァ ク タ

ー

に よ り制御 して い る｡ A - フ ァ ク タ
ー

は γ - プチ ロ

ラク ト ン 骨格 をも つ 低分子化合物 で ある が ､ 他 の 放線菌にお い て も同 じ骨格 を持 つ 類似の

化合物が 発 見され ､
それ らが自身 の 二 次代謝 を制御 して い る こ とが 明 らか に な っ て お り ､

こ の よう な制御機構 は放線菌に広く存在す るも の で あ る｡ A - フ ァ ク タ
ー の シ グナ ル 伝達機

構 は 次 の よう に な っ て い る ( 図参照 ､ 本研 究で 明 らか に な っ た箇所も含む) ｡ 生育が 進 み

A - フ ァ ク タ
ー 濃度 が 閲値に達す る と ､

A - フ ァ ク タ
ー

はそ の 特異 的受容 体 で ある A rp A と結

合す る ｡
A rp A は転写抑制 因子 で あり ､

そ の 下流 に ある α% A の プ ロ モ
ー

タ
ー に結合す る こ

と で ｡ % A の 転 写 を抑制 し て い るが ､
A - フ ァ ク タ

ー

と の 結合 に よ り D N A 結合能 を失 い プ ロ



モ ー タ ー

か ら解離 し ､
a d p A の 転写が開始する ｡ A dp A は転写活性化因子で あり ､

気中菌糸

形 成 ､ 胞 子形成 ､
二 次代謝 に 関与す る多数の 遺伝子 群 の 転写 を活性化す る ｡ 本研究 で は ､

こ の A - フ ァ ク タ
ー 制御 カ ス ケ ー ドの シ グナ ル 伝達機構 お よ び それ に制御され る遺伝子群

の解明 を目的と して ､
い く つ か の ス テ ッ プ に つ い て 遺伝生化学的な解析 を進 めた ｡
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結果

本研究 は大 きく以 下 の 3 つ に分けられ る｡

1 ｡ A - フ ァ ク タ
ー に よ り制御 さ れ る分泌 型 プ ロ テ ア

ー ゼ の 解析

( 1 ) 分泌型金 属プ ロ テ ア
ー ゼ を コ ー ドす る s g m A の 取得 と解析

｢ A d p A レ ギ エ ロ ン｣ を構成す る遺伝子 は こ れま で多数解析 されて い る
1)
｡ 筆者は修 士課

程 にお い て ､
A dLp A 標 的遺伝 子で あり形態分化 に 関わ る分泌型金属 プロ テ ア

ー ゼ を コ ー ド

す る s g m A の 単離
･ 解析 を行 っ た

2)
｡ 分泌 プ ロ テ ア ー ゼ は 菌糸分解に よ る放線菌の ア ポ ト

ー シ ス に 関与す る と考えられ てV 十るが ､
こ の ような遺伝生化学的 な研究 の さきが けとな っ

た
｡

( 2 ) 分泌型 トリ プ シ ン 型 プ ロ テ ア
ー ゼ を コ ー ドす る s p r T と s p r u の 取得 と解析

3)

s g m A の 研究か らア ポ ト
ー

シ ス に関与す る他 の 分泌 プ ロ テ ア
ー ゼ も A d p A に より制御 さ

れ て い る の で は ない か と予想 した｡ デ ー

タ ベ
ー ス 上 に分泌型 トリプ シ ン型 プ ロ テ ア

ー

ゼ を

コ ー

ドす る sp r T を見 い だ し ､
そ の 上流 - の A d p A 結合お よ び転写依存性 を調

べ たと こ ろ
､

上流 1 カ 所 (- 5 0 位周 辺 ､ 転写開始点 を+ 1 とす る) に A d p A が結合す る こ と で 転写活性化

され る こ とが 明らか に な り ､ 種 々 の 変異体 を作製す る こ と に よ り直接 的 な転 写活性化 も証

明 した ｡
また

､ 解析 の 過程 で s p r T の パ ラ ロ グで ある s p r U を発見 し ､
これ に つ い て も A d p A

の 結合 に よ る 直接的転写活性化 を明らか に した｡ こ れらの 遺伝子 の 生 理機能 を探る た め遣



伝子破壊株 を作製 し解析 した が ､ 細胞外 トリプ シ ン 活性 の 著 し い低下以外 に は 野生株 との

表現型 の 差 は 見 られ なか っ た ｡

( 3 ) プ ロ テ ア ー ゼ 阻害蛋 白質 (S SI) を コ ー ドす る s g iA の 取得 と解析

以 上 の よ う に ､ 多数 の 分泌型 プ ロ テ ア ー ゼ が A d p A に より転写活性化 され る こ とが 明 ら

か に な っ たが ､ プ ロ テ ア ー ゼ の 形態分化 - の 関与 は確認 で き なか っ た｡ そ こ で ､ 逆 に放線

菌自身 が 生産す る プ ロ テ ア
ー ゼ 阻害蛋 白質に つ い て解析 を行 う こ と で形 態分化 との 関連

を調 べ る こ と に した ｡ 研 究 開 始 当 初 ､
ゲノ ム 情報 が 明 らか に な っ て い た s tr e p t o m y c e s

c o eli c o l o r A 3(2) の S S I フ ァ ミリ
ー 阻害蛋 白質の 遺伝子破壊株 を作製 し解析 したが ､ プ ロ テ

ア
ー ゼ 活性 の 劇 的な上昇は み られ た も の の 形態分化 - の 影響は 見 られなか っ た

4)
｡

一方 ､ 醗 酵学研究室 で独 自に推 進 した s . g ris e u s の ゲノ ム 解析も進 み ､ S S I フ ァ ミ リ ー 阻

害蛋 白質を コ ー ドす る sg i A を染色体上 に見 い だ した｡ 転写解析の 結果 ､ 予想外 に s g iA は

A d p A に よ っ て 直接転写活性化 され る こ と が 明 らか にな っ た｡ A d p A に よ っ て活性化 され る

プロ テ ア ー ゼ の 活性 を阻害す る蛋 白質もまた A d p A に よ り発現制御され ると い う点は 非常

に興味深く ､ 現在醗 酵学研究 室で さら に解析が 進 め られ て い る｡

2 . År p A の A
- フ ァ ク タ

ー

結合 変異体 の 解 析
5)

A TP A の 1 1 9 番 目 の トリ プ トフ ァ ン は A - フ ァ ク タ
ー 結合に必須の ア ミ ノ酸残 基 で あり ､

また i n vit r o 解析 に より ア ラ ニ ン 置換 ( w l 1 9 A ) 変異体は D N A 結合能 を保 持 したまま A -

フ ァ ク タ
ー

結合能 を失う こ とが判 明 して い た｡ こ の 変異を染色 体に導入 した 変異株 ( M K 2

樵) は ､ 予想通 り A - フ ァ クタ
ー

非感受性 と なり ､
二 次代謝 と形態分化 が抑制 され る こ と を

確認 した ｡ さらに ､
M K 2 株 で A d p A を強制発 現 し ､

A - フ ァ クタ
ー

カ ス ケ ー ドの a d p A よ り

下流 の 経路 の み を活性化 させ たと こ ろ ､
二 次代謝 と形態分化 の表 現型 は 全て 回復 した｡ そ

れ ま で A rp A の 標 的遺伝 子 は α% A 以外 明らか に な っ て い なか っ た が ､
こ の解析に より 二 次

代謝 と形 態分化 に必要 な A rp A の標 的遺伝子 は a d p A ただ一 つ で ある こ とが 明 らか に な っ た .

同時に a rp A 遺伝子破壊株 の 作製とそ の解析 も行 い ､ そ れまで i n vit r o で 示 されて い た A r p A

の 機能 を i n v iv o で確認 した ｡
また

､ 各種変異株の A - フ ァ ク タ
ー 生産 量 を定量 したと こ ろ

､

A rp A は A - フ ァ ク タ
ー の 生産 に 関与 しな い こ とが明 らか に な っ た

一 方 で
､
A d p A が何 らか

の形 で A - フ ァ ク タ
ー 生産 を負に制御 して い る こ と が明らか に な っ た｡

3 . A d p A の 自 己 転写 抑制機構 の 解析
6)

a d p A 遺伝子破壊株 で は a dp A の 転写量 が 野生株 に比
べ て顕著に増加 して い た ｡ そ こ で ､

A d p A は 自身 の 転 写に 対 して は 抑制 的に働く こ とで ､ 細胞 内 A d p A 濃度を厳密 に制御 して

い る の で は な い か と考 え ､ 解析 を行 っ た ｡
そ の 結果 ､

A d p A は自身の 遺伝子 上 流 3 カ所 ､

sit e 1 ( - 1 0 0 位周辺) ､ sit e 2 ( プ ロ モ
ー

タ
ー

直上) ､ sit e s ( + 8 0 位周辺) に結合す る こ とで



自身 の 転写 を抑制す る こ と をi n vit r o と i n vi v o 両方 の 実験 に より示 した ｡ さらに sit e 2 に は

sit e l に A d p A が結合す る場合 の み A d p A が結合 し､ お そ らく D N A ル
ー プ を形成す る よう

な相互 作用 を行 う こ とで 厳密な抑制 を可能 に して い ると い う ､ 大変興味深 い仕組 みを明ら

か に した ｡ sit e s - の 結合は R N A ポリメ ラ
ー

ゼ の 進行 を妨げる こ とで 転写 を阻害す る と考

えられ る ｡ 様 々 な遺伝子 の 転写 に影響を及 ぼ し､ 形態分化 と二 次代謝 を制御す る A d p A の

発 現量は こ の 機構 に より 厳密に調節されて い る こ とが 明 らか とな っ た｡

総括

s . g ris e u s の 栄養 増殖 に は 関与 しな い トリ プ シ ン型 お よび キ モ トリプ シ ン 型 プ ロ テ ア
ー ゼ は

､

A - フ ァ ク タ
ー

制御カ ス ケ
ー

ド内 の A d p A レ ギ エ ロ ン の構 成員で ある こ とを明らか に した｡ 今

後 は ､
S . g ris e u s の ゲノ ム 情報 に基 づ い た 研究に より ､

A d p A を介 して 広 が る カ ス ケ
ー ド下流

の 構成因子 の数 をさらに増やす こ と が で き る と考えられ る ｡
そ の 中で は

､
本研 究の プロ テ ア

ー

ゼ と阻害蛋 白質 の 間 の 調節の よ うに A dp A 標的問で の相互 作用も見 い だされ る で あろ う ｡

A - フ ァ ク タ
ー シ グナ ル を伝 達す る A rp A は a d p A の み を制御 し ､

二 次代謝と形態分化 を支配

す る ｡ そ して カ ス ケ ー ド の 鍵 となる A d p A は自身 の 転写抑制 を行 う こ とで シ グナ ル 伝 達 の 調

節を行 っ て お り ､
カ ス ケ

ー

ド的 に連な る主要 因子群 の 厳密な調節ネ ッ トワ
ー

ク が明らか に な

っ てき た｡ 本論文 で は ふ れて い な い A - フ ァ ク タ
ー の 生合成機構 は 重要なポイ ン トで あり ､ 現

在解析 中で ある が ､
こ れが明 らか に なれ ばカ ス ケ ー ドの 起点 - の理解 を深 め る に あた り大き

な
一

歩とな る ｡
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