
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成２４年 ５月１０日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）：リジン生合成経路には大きく２つのタイプが存在する。本研究により、

それぞれの生合成経路における鍵酵素の活性調節機構を初めて明らかにすることに成功した。

また、αアミノアジピン酸を経るリジン生合成経路の後半においては、LysW と名付けたタン

パク質が基質のアミノ基の保護基となるだけでなく、生合成酵素のキャリアタンパク質として

も機能することを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：There are two different pathways in lysine biosynthesis. In this 

study, we have succeeded in elucidation of regulatory mechanisms of enzymes, each of 

which has a key role in each biosynthetic pathway. In the second half of lysine biosynthetic 

pathway through -aminoadipate, we discovered that a protein named LysW is not only 

used for modification of the amino group of the substrate, but also served as a carrier 

protein for biosynthetic enzymes. 
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１．研究開始当初の背景 

(1)リジン生合成酵素のフィードバック阻害

機構の構造生物学 

 細菌のリジン生合成系にはアスパラギン
酸を初発物質とするジアミノピメリン酸
(DAP)経路と 2-オキソグルタル酸を初発物質
とするαアミノアジピン酸(AAA)経路の２つ
が存在する。DAP経路では、図１の①の反応
を行うアスパラギン酸キナーゼ(AK)が、AAA 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1. 細菌におけるリジン生合成経路. 四角で囲

んであるのは AAA. 
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経路では図１の②の反応を担うホモクエン
生合成酵素(HCS)が反応産物によってフィー
ドバック阻害を受ける。 

リ ジ ン 生 産 の 実 用 菌 株 で あ る
Corynebacterium glutamicum は、DAP 経
路でリジンを生産しており、その AKは、ス
レオニンとリジンが存在するときにのみ阻
害を受ける協奏阻害という特殊な阻害様式
によって制御される。また同 AK はα2β2の
ヘテロ４量体構造をとっており、これまでに
結晶構造が決定されている大腸菌などのホ
モオリゴマー型の AKと異なる制御メカニズ
ムを持つことが、申請者らの制御ドメインの
結晶構造解析などから示されていた。また、
C. glutamicum の AK と同様なα2β2型のサ
ブユニット構造を持ちながら、リジンやスレ
オニンのどちらか一方でのみ阻害される AK

も存在しており、これがどのような構造の違
いに由来するのか興味が持たれていた。一方、
原核生物型 AAA 経路は、高度好熱性細菌
Thermus thermophilus において我々らが初
めて発見した経路である。同経路は多くの他
の生合成系や代謝系の反応と類似した反応
によって成り立っていることから、関連する
代謝の進化を探る鍵経路として、さらには既
存のものとは異なる経路を有する好熱菌を
利用したリジン発酵系の構築につながるも
のとして注目されている。同経路の初発酵素
HCS は、ロイシン生合成初発酵素 2-イソプ
ロピルリンゴ酸合成酵素(IPMS)のパラログ
である。IPMS はロイシンによって活性制御
を受けるが、結核菌の IPMSの結晶構造が決
定された結果、活性制御がタンパクの C末端
に存在するドメインへのロイシンの結合に
よって起こることが明らかにされていた。し
かしながら、HCSはそのドメインを欠失して
おり、IPMS のパラログでありながらも全く
別の制御を有しているものと考えられた。
AK、HCS ともにリジン生産・制御の鍵を握
る酵素でありながら、活性型、不活性型の立
体構造が明らかとなっていないために、各ア
ミノ酸による制御機構の詳細は不明であっ
た。 

 

(2)キャリアタンパク質を介する新規原核生
物型リジン生合成 

 我々は、本研究を開始する前段階として
AAAのリジンへの変換が、これまでに例のな
い特殊なメカニズムによることを明らかに
しつつあった。AAA側鎖はアルデヒドを経て
リジン側鎖に変換される。しかしアルデヒド
は自身のαアミノ基と容易に環化するため、
リジン合成を効率的に進めるにはαアミノ
基を修飾する必要がある。他の生合成におい
てはアセチル基などがアミノ基の修飾基と
して使われるが、本リジン生合成においては、
低分子化合物による AAA のαアミノ基の修

飾が認められないことから、どのような修飾
が送るのかは謎であった。そこで我々は AAA

からリジンへの生合成を in vitro で再構成す
ることを試みた。その結果、アセチル基など
の低分子化合物は不要であることが明らか
になる一方で、リジン生合成遺伝子クラスタ
ーに含まれていた機能未知遺伝子産物
(LysW：54 アミノ酸)が修飾基として機能す
ることが予想された。LysWは、AAAからリ
ジンが生合成されるまで常に AAA のαアミ
ノ基と結合していると考えられ、結晶構造が
明らかになっている各酵素の推定基質結合
ポケットは全て正に帯電しているのに対し、
LysWは推定 pIが 3.7と強く負に帯電してい
る。これら果から、LysW は反応を担う 5 つ
の酵素と相互作用するための新規アミノ酸
キャリア、あるいは Scaffold タンパク質とし
て機能するという可能性が強く示唆された。 

 

２．研究の目的 

(1) リジン生合成酵素のフィードバック阻害
機構の構造生物学 

①我々のこれまでの研究により、 C. 
glutamicum 由来のアスパラギン酸キナーゼ
(CgAK)の制御ドメインの二量体構造が決定
されている。同構造には、２分子の Thrが結
合しており、その結合が二量体化に必須であ
ることが分かっていた。CgAK はリジンとス
レオニンの両方が存在するときにのみ阻害
を示すことから、決定した構造は活性型の制
御ドメイン構造ということが出来る。これと
は別に我々は Lys、Thr が結合した不活性型
CgAK のα2β2構造を決定することにも成功
している（申請時未発表）。一方、最近、幾
つかのホモオリゴマー型の AKの結晶構造が
相次いで活性型、不活性型で発表された。こ
の両者の構造を比較することにより、α2β2

構造をもつ AK では、制御ドメインの
assembly の様式、および制御ドメインと触
媒ドメインの立体構造上の配置が異なり、独
自の制御機構の存在が予想されている。また、
これらとの構造比較から、フィードバック阻
害のメカニズムの一部については明らかに
なりつつあるが、CgAKでは活性型の触媒ド
メインの構造が得られていないことから、ま
だメカニズムの全体像が解明できないでい
る。そこで、本研究では、活性型α2β2構造
をもつ CgAK の構造決定を目指した。また、
CgAK と類似のα2β2 構造をとるものに T. 
thermophilus の AK(TtAK)がある。TtAK は
Thrによってのみフィードバック阻害を受け
る。本研究では、TtAK の制御ドメインの構
造を決定することとした。 

②T. thermophilusのAAAを経由するリジン
生合成は、我々が初めて原核生物に見出した
ものである。同生合成系では、系の初発であ
る HCS がリジンによって制御されているこ



 

 

とを明らかにしているが、当時までには結晶
構造はまだ決定されていなかった。また、同
酵素のパラログである 2-イソプロピルリン
ゴ酸合成酵素(IPMS)については結核菌由来
の酵素の結晶構造が決定されているものの、
HCS では IPMS がもつエフェクタ結合ドメ
インを欠いていることから、その制御様式は
全く異なるものと予想される。これとは別に、
申請者らは既にリジンによるフィードバッ
ク阻害がかからなくなった変異型ホモクエ
ン酸合成酵素の作製に成功していた。HCS

の結晶構造とその変異を照らし合わせると
共に、同変異型酵素の結晶構造を決定するこ
とで、HCSとして初めての結晶構造を解明す
ることで、新規のフィードバック阻害機構の
解明を目指した。 

 

(2) キャリアタンパク質を介する新規原核生
物型リジン生合成 

 当該リジン生合成系で修飾基として機能す
ることが推測された LysW は、その修飾機能
に加えて反応を担う 5つの酵素と相互作用す
るための新規アミノ酸キャリア、あるいは
Scaffold タンパク質としても機能する可能性
が浮上してきていた。そこで本研究では、
LysW と AAA との結合様式の詳細を明らか
にした上で、全く初めての例となるタンパク
質による生合成中間体修飾の分子機構、なら
びにLysWとこれらの酵素の認識機構につい
て結晶構造を通して原子レベルで解明を目
指した。 

 

３．研究の方法 

(1)①CgAK をスレオニンだけ含む状態、ある
いはアスパラギン酸やATPを結合した状態で
結 晶 化 を 行 っ た 。 ま た 、 CgAK の
Ser301Phe(βサブユニットではSer52Phe)変
異体はリジンアナログであるアミノエチルシ
ステイン耐性を示す。同変異酵素は、スレオ
ニンに対しては顕著な反応を示さないが、リ
ジン耐性を示す。Ser301Phe 変異は、我々が
決定したリジン結合部位とは立体構造上も離
れた位置に存在するため、同変異酵素はリジ
ン、スレオニンの両方のエフェクターを結合
しても阻害を示さないように構造変化してい
るものと考えられた。そこで、同変異体につ
いても結晶構造の決定を行った。得られた
CgAK の構造に基づき各種改変体を作製し、
それらの阻害剤に対する影響を調べ、結晶構
造から得られる情報との対応を図った。さら
に CgAK と構造比較を行うため、スレオニン
感受性 TtAK の制御ドメインを結晶化して、
その構造決定を行った。 

②T. thermophilusの HCS を精製し、２-オキ
ソグルタル酸、アセチル CoA、リジン等を適
宜加えて結晶化を行い、得られた結晶を用い
て結晶構造を決定した。T. thermophilus の HCS

のホモログについて、超好熱性古細菌
Sulfolobus のゲノムを解析したところ、3 つの
ホモログが見出され、ドメイン構成が細菌の
ものと異なっていた。生合成から考えると、
これらはリジン生合成、ロイシン生合成と機
能未知タンパク質と思われた。これらを大腸
菌を用いて発現させ、その機能を明らかにす
ることとした。さらにこれらを T. thermophilus

に導入することで、その機能の確認を行った。 
(2) LysKは、生合成系の最終段階に関わり、
αアミノ基に付加された修飾基を外してリジ
ンを切り出すペプチダーゼである。In vitro再
構成系からLysKを除くと、LysWの分子量が
リジンの分子量分大きいものが得られるため、
MALDI-TOF-MS、および MS/MSを用いて
実際にAAAのアミノ基とLysWのC末端のカ
ルボキシル基がペプチド結合によりつながっ
ていることが明らかとなりつつあった。その
一方、グルタミン酸は側鎖にもγカルボキシ
ル基を持つため、α、γのどちらのカルボキ
シル基に結合しているかがわかっていなかっ
た。そのため、LysWのC末端領域のアミノ酸
配列に加えて、そのC末端のグルタミン酸のα、
あるいはγのカルボキシル基にリジンを結合
した合成ペプチドを調製し、それを基質とし
て、LysKの反応を行う。切り出されるリジン
の量を定量することで、LysKのα、γカルボ
キシル基への特異性を評価した。また、LysX

は原核生物型AAA経路でAAAをLysWのC末
端グルタミン酸に付加する機能を有すると考
えられた。LysWはそれ以降最終段階で切り離
されるまでAAAおよび生合成中間体と共有結
合していることから、LysXは同生合成経路の
鍵酵素の一つである。LysW、ATP、AAA、あ
るいはグルタミン酸などを用いて、LysXの基
質特異性の解析を行った。次いで、 LysW単
体、および各生合成酵素との複合体の結晶化
および構造解析を行った。構造情報を元に
LysZの改変体を作製し、改変体の機構を解析
することで、構造機能相関を解析した。 

超好熱性古細菌Sulfolobus acidocaldariusの
ゲノム配列を調べたところ、LysWとLysWを
低分子化合物と縮合する酵素LysXのペアの
ホモログ遺伝子がT. thermophilusのリジン
生合成遺伝子クラスターと類似のクラスター
中に見出される。さらにもう１つのLysXホモ
ログ遺伝子がアルギニン生合成遺伝子クラス
ターに存在することから、前者はリジン生合
成に、後者はアルギニン生合成に、そして
LysWホモログは両方の生合成に関わってい
ると考えられた。そこでこの３つの遺伝子を
破壊したS. acidocaldariusを作製し、その栄養
要求性を調べると共に、両LysXホモログの機
能をin vitroで検証する。さらには、これら
LysXホモログとLysW複合体の結晶構造を決
定し、LysXホモログがLysWをどのように認
識しているか解明を目指した。 



 

 

 
４．研究成果 

(1)①CgAKの X線結晶構造解析により立体構
造を決定した。我々は、22型 CgAK 全長に
ついて、i)スレオニンとリジンの両方を結合
した阻害型(CgAK-T)、ii)スレオニンだけを
結合した活性型 (CgAK-R*)、さらには
iii)AEC 耐性を示す Ser301Phe 改変体のス
レオニンーリジン結合型(CgAK-S301F) の
３つの結晶構造を決定した。CgAK の触媒ド
メインは基質アスパラギン酸を結合する N 末
側の N-lobe と ATP を結合する C 末側の
C-lobe から構成されており、基質や ATPの結
合により N-lobe と C-lobe の相対位置が変化
し、開いた構造(open form)から閉じた構造
(closed form)になる。活性型ともいえる
CgAK-R*の構造を阻害型の CgAK-T の構造
と比較すると、CgAK-R*が open form である
のに対し、CgAK-Tは closed formをとってい
ることがわかった。一方、CgAK- S301Fの場
合には、結晶の非対称単位には22 が４つ含
まれており、機能単位であるとして８つの
独立な構造が得られた。その結果、８つの

の構造がバラエティに富んでおり、全体とし
ては open formと closed form の混ざりもの
のようになっていることがわかった。これら
の構造から、阻害剤であるスレオニンとリジ
ンの結合により closed form が安定化される
こと、そして CgAK- S301F ではアミノ酸置
換によって closed formの安定性が低下し、容
易に open formへと変換され、それが CgAK- 

S301F の AEC 耐性の原因となっていること
が明らかとなった。 
 結晶構造より明らかになった CgAK の協奏
阻害機構は、大きく以下の２つに分けること
ができる。I) エフェクター結合ユニットのサ
イト１へのスレオニンの結合によるサブユ
ニットの活性制御ドメインとサブユニット
の相互作用の安定化と、それに引き続く II)
リジンの結合による closed form の安定化で
ある。後者は、1) 5()と1()の間の安定な
シートの形成、2) Glu74-Arg151 間のイオ
ン結合の形成、そして 3) リジンの活性中心付
近への結合によりもたらされるものと結論す
ることができる（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. CgAK活性調節の分子機構. 

スレオニンとリジンの結合は基質結合部位へ
のアスパラギン酸の結合を阻害すると同時に、
阻害型の closed form の安定化をもたらす。こ
れらの構造変化にはスレオニンとリジンの両
方の結合が必要であり、それが協奏阻害とい
う珍しい阻害様式の正体であることが明らか
になった。 
 また、Thr 感受性 TtAK の制御ドメインの
構造決定に成功し、その高い耐熱性が分子内
部に存在する疎水性のコアがしっかりとパッ
キングしていることによることが明らかとな
った。 
②T. thermophilus の HCSの基質結合複合体、
反応産物複合体、フィードバック阻害型複合
体の結晶構造を決定すると共に、それらの結
合に関わるアミノ酸残基の改変を通じて、反
応機構と共にダイナミックな構造変化を解析
した。その結果、基質の 2-オキソグルタル酸
とは化学構造の異なるリジンを、触媒ドメイ
ンであるTIMバレル構造の主鎖構造をほとん
ど変化させることなしに、基質結合部位の側
鎖の再配置することで基質結合部位に、ほぼ
リジンと同じように結合していることが分か
った。またそれとは大きく異なり、触媒ドメ
インに続くＣ末ドメインは大きく構造を変え、
そこから提供される活性中心残基を遠ざけて
配置することにより、リジンを結合した不活
性型構造が安定化することが明らかになった。 
（図 3） 
 
 
 
 
 
 
 
図3.リジンによるHCSのフィードバック阻害機構 

 
 S. acidocaldariusのゲノム中に見出された
HCS ホモログ Saci_0940、Saci_1304 および
Saci_2325 について活性検定を行った。その
結果、Saci_0940 はロイシン生合成初発反応
を、Saci_1304 はリジン生合成初発反応を触
媒することが明らかになった。Saci_2325 に
ついてはまだ顕著な活性を検出できていない。 
 
(2) LysWのC末端領域のアミノ酸配列に加え
て、C 末端の Glu のα、γのカルボキシル基
に Lys を結合した合成ペプチドを調製し、そ
れを基質として LysK の反応を行った結果、
LysK が C末端の Gluのγカルボキシル基に
結合した Lysを特異的に切り離す活性を持つ
ことを明らかにした。今までに得られていた
情報を併せると、LysW は図のようなスキーム
で各生合成酵素と静電的相互作用することが
明らかとなった。 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4.LysWの機能と生合成酵素との相互作用 

 
 LysWの C末端のGluのγカルボキシル基
に AAA 結合した LysW-γ-AAA 単体、およ
びそれと LysZ 複合体の結晶化に成功した。現
在データから構造の精密化を行っている。現
在までに得られているデータでは、LysWの C

端ドメインおよび AAA は活性中心とは離れ
た位置に存在しており、結晶からは基質認識
機構の詳細は分からなかった。そこで、モデ
リングにより両タンパク質の相互作用を予想
した。LysZ の改変体を作製し、それと LysW

との反応性を調べたところ、モデリングの結
果を支持する結果が得られている。 
 S. acidocaldariusには T. thermophilusと同
様なリジン生合成遺伝子クラスターが存在す
るが、それと類似していると考えられるアル
ギニン生合成を担う遺伝子が他に存在してい
ないことから、これらの遺伝子の多くはリジ
ンとアルギニン（オルニチン）の両方の生合
成に関わっていると考えられた。さらにもう
１つの lysXホモログ遺伝子がオルニチンから
アルギニンへの生合成に関わる酵素遺伝子ク
ラスターに含まれている。よって、２つの lysX
ホモログ(Saci_0754およびSaci_1621)がそれ
ぞれリジン生合成、アルギニン生合成に関わ
り、lysW ホモログ(Saci_0753)は両方の生合
成に関わっていると考えられた。予想通り、
Saci_0754は AAAを、Saci_1621はグルタミ
ン酸を良好な基質とした。これらを破壊した
S. acidocaldariusを作製し、その栄養要求性
を調べたところ、Saci_0754 破壊株はリジン
要求性を、Saci_1621 破壊株はアルギニン要
求性を Saci_0753 破壊株はリジン+アルギニ
ン要求性を示した。現在、 Saci_1621 と
Saci_0753 の両オルソログの複合体の結晶化
に成功し、回折データをもとに構造の精密化
を行っている。 
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