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研究成果の概要（和文）： 

大腸菌のグルタチオン代謝とポリアミン代謝は、グルタチオニルスペルミジンを介して重なり合う代謝経

路であるという視点に立って見直しを行った。特にプトレッシンの異化経路である Puu代謝系の制御機

構を詳細に検討した。リプレッサーである PuuR と菌体内に取り込んだプトレッシンと最初に反応する

PuuA のプトレッシンに対するアフィニティーが小さいことは、一定量のプトレッシン濃度を菌体内に保

障し、その濃度が極めて高くなってからだけ働くように設計されたシステムであることが明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Regulation mechanisms of glutathione metabolism and polyamine metabolism were studied from the 

point of view that both metabolic pathways met at glutathionylspermidine.  We studied extensively on 

the regulation of the Puu pathway, which is a catabolic pathway of putrescine.  The affinity for 

putrescine of the repressor PuuR and PuuA, which is the first enzyme of the Puu pathway, are very low.  

This indicates that the Puu pathway is regulated, so that the pathway is active only in the presence of 

high putrescine concentration. 
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１. 研究開始当初の背景 

 

グルタチオン(GSH)、プトレッシン(Put)、
スペルミジン(Spd)が、大腸菌の生育、surface 

motility、バイオフィルム形成に関与してい
ることが分かってきていた。大腸菌ではGSH

代謝経路とポリアミンの代謝経路がグルタ
チオニルスペルミジン(GSH-Spd)を介して重

なっていることは古くから知られていたが、
何のために GSH-Spd を作るのか、その生成の
制御機構はどうなっているのかについては全
く不明なままであった。 

 

２．研究の目的 

 

これまでそれぞれ別々に進めてきた大腸菌の
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GSH 代謝とポリアミン代謝の研究を、両者は
GSH-Spd を介して重なり合う代謝経路であると
いう視点に立って見直し、各代謝経路を構成す
る各酵素、転写調節因子、トランスポーターの構
造と機能に関する研究をさらに進めると同時にこ
れら関連し合う代謝系がお互いをどのように制
御し、どのようにシグナルを伝えることによってス
ウオーミングやバイオフィルム形成などの生態・
形態変化を引き起こしているかを解明すること、
さらに得られた知見を応用分野で利用すること
を目的とした。 

 

３．研究の方法 

 

大腸菌を用いたため、Datsenko らが開発した
Redリコンビナーゼと FRT配列を利用した遺
伝子破壊法を用いることにより、菌株の作成
は他の菌株に比べて簡単に行うことができた。 
遺伝子の転写量の比較は RT-PCRにより、転写
因子である PuuR タンパク質と DNAプローブと
の結合はゲルシフトアッセイにより、PuuRの
DNA上の結合サイトは DNase I フットプリントに
より、またプトレッシンの菌体内への取り込みは
14

Cでラベルしたプトレッシンの取り込み量を測
定するトランスポートアッセイにより行った。 

結晶の構造解析には Spring8の放射光を用い
た。 

 
４．研究成果 
 
なぜ枯草菌の GGTは耐塩性かについて 枯草
菌 GGT の結晶構造解析に成功し、大腸菌の
GGT と比較した。触媒ポケットを覆う lid-loop を
持っていないものの、それ以外に構造的に大き
く違っている所はなかった。しかし、食塩非存在
下で見られる酵素分子表面の負に帯電した領
域が、3M食塩存在下において、大腸菌の GGT

ではなくなるのに対して、枯草菌では依然として
存在することが、タンパク質の水和状態を保ち酵
素を安定化していると考えられた。 

新規プトレッシントランスポーターPlaP と
YdcSTUVの発見 yeeFがコードするタンパク質
がPuuPと相同性が高いことから、yeeFはプトレッ
シントランスポーターをコードしていると予想し、
実験的に確かめ、PlaP と命名した。PlaPのプトレ
ッシンに対する Km 値は他のプトレッシンを取り
込むトランスポーターと比べて非常に高く、菌体
内へのプトレッシン取り込みを制限していると考
えられた。このトランスポーターを欠損すると 1型
線毛による surface motilityを失うことから、プトレ
ッシンが菌の間のシグナル伝達物質として働い
ていることが示唆された。一方、YdcSTUV は培
地のグルコース制限時に発現するプトレッシント
ランスポーターであることを明らかにした。 

ポリアミン代謝経路の制御 ポリアミン代謝系の

うち、Puu代謝系を構成する遺伝子群の発現を抑

えている転写調節因子であるPuuRタンパク質が

結合するDNA上の領域のうち、puuA-puuD間を

ゲルシフトアッセイ、フットプリントアッセイにより解

析し、結合サイト４箇所を特定し、コンセンサス配

列を予想した。この予想コンセンサス配列に変異

を導入するとPuuRとの結合が変化低減し、シフト

するバンドの量が少なくなることを確認し、15塩

基からなるコンセンサス配列を決定した。マイクロ

アレーやRT-PCRの結果から、puuP, puuE遺伝

子の発現はPuuRタンパク質によって制御されて

いることを示唆するデータを得ていたが、puuP, 

puuE遺伝子の前には予想コンセンサス配列はな

い。今回、puuP遺伝子の転写がpuuA遺伝子の

プロモーターからのリードスルーによって起こるこ

と、puuE遺伝子の転写がpuuC遺伝子のプロモー

ターからのリードスルーによって起こることを、puu

AP, puuCBE mRNAが存在することを確認する

ことにより示した。また、プトレッシン存在下では、

ゲルシフト量が減るが、スペルミジン存在下では

減らないことから、細胞質内のプトレッシン量に

応じてPuu遺伝子群の転写が制御されていること

が明らかとなった。しかし、PuuRのプトレッシンに

対するアフィニティーは極端に低く、また菌体内

に取り込まれたプトレッシンを最初にアタックする

PuuAのプトレッシンに対するKm値が大きいこと

から、これらは菌体内のプトレッシン濃度が極め

て高くなってから働くように設計されたシステムで

あると考えられた。このことは、ポリアミンが生物の

増殖に必要であることから、一定濃度は常に菌

体内に保障するメカニズムであると考えられる。 

さらに、大腸菌が菌体外に著量のプトレッシンを

蓄積している時に、ポリアミン代謝系のどの遺伝

子の発現が上昇しているかをRT-PCRによって調

べたところ、プトレッシン生合成酵素であるSpeA, 

SpeBの他にトランスポーターであるPuuP, PotE, 

PlaP, YdcSTUV, PotFGHIの遺伝子の発現も上

昇していることが分かった。 

グルタチオニルスペルミジン合成酵素の基質特

異性 グルタチオニルスペルミジン合成酵素は

合成活性とアシラーゼ活性を1分子内に持つ酵

素である。アシラーゼの活性中心であるCys59を

Alaに変異させた変異酵素を用いてグルタチオ

ニルスペルミジンを効率よく酵素合成し、精製す

る方法を開発した。得られたグルタチオニルスペ

ルミジンの酸化還元電位を測定したところグルタ

チオンより還元力がはるかに強いことが明らかと

なった。この変異酵素を用いて合成反応の基質

特異性を調べその結果より、スペルミジンのプロ

ピル基側のアミノ基をグルタチオンのC末端のカ

ルボキシ基と結合させることが分かった。 

GshA 遺伝子の翻訳開始にポリアミン濃度が影
響するかを in vivo で確かめる 菌が盛んに増
殖しているときは GSH もポリアミンも多量に生合
成されていること、大腸菌の GSH合成系の 1番



 

 

目の酵素であるγ-グルタミルシステイン合成酵
素の遺伝子 gshAの開始コドンが TTGであること、
大腸菌ではグルタチオンとスペルミジンが結合し
たグルタチオニルスペルミジンが合成されること
から、GshA の翻訳がスペルミジンによって促進
されるポリアミンレギュロンに属するのではない
かと考え、ポリアミン生合成ができなくなった株と
野生株とで、gshA の転写量と翻訳量を比較した
が、翻訳がポリアミンによって影響を受けている
ということを示す結果は得られなかった。 

大腸菌の菌体外に GSH を著量蓄積させる
GSH 発酵法の開発 (1)グルタチオン生合成の
２つの酵素遺伝子を多コピープラスミドにのせて、
発現量を増やし；(2)gshA 遺伝子の開始コドンを
TTG から ATG に置き換え翻訳頻度を高め；(3)

グルタチオンを分解する GGT とインポーターで
ある YliABCD を破壊した株をホストとして用い；
(4)培地の S 源をチオ硫酸にすること、これらの
組み合わせにより、菌体外に GSH を著量（170 

mg/L）蓄積させる GSH発酵法を確立した。 

本法ではシステインを大腸菌に生合成させてい
るわけであるが、システイン生合成経路の上流
にあり Cys によりフィードバック阻害を受けること
が分かっている CysE に知られている脱感作変
異(M256I)を導入したがGSH蓄積に効果は見ら
れなかった。 

味噌醸造時に GGT を添加してうま味とコク味を
増強する方法の開発 味噌醸造時に耐塩性で
ある枯草菌のGGTを添加し、その効果を調べた。
経時的にサンプリングして、醪中のグルタミン酸
濃度を測定したところ、GGTを添加したものでは
無添加のものに比べて20 mM程度高くなってい
ることが分かった。また、コク味ペプチドとして報
告のあるγ-Glu-Valとγ-Glu-Val-Valの仕込み 3

ヶ月後の溜中の濃度を測定したところ、GGT を
添加したものでは無添加のものに比べて、1.5倍
の値を示した。このことからGGTの添加は、味噌
のうま味とコク味の増強に有効であることが分か
った。 

GGT によるγ -Glu-Gln の酵素合成法の開発 
水溶液中で不安定なグルタミンに代わって輸液
などに用いることができる Gln 誘導体候補として
γ-Glu-Glnがある。このジペプチドをGlnを基質
として GGTにより合成する方法を開発した。 
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