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研究成果の概要（和文）：　アミノ酸センサーであることが予想された好熱菌Thermus thermophilusのSraAと相互作用
するタンパク質を探索した結果、トリプトファン生合成経路の酵素TrpDが同定された。生化学的解析の結果、SraAが生
合成の最終産物であるトリプトファンを感知し、TrpDにそのシグナルを伝え、活性阻害を行うという新規なフィードバ
ック阻害が存在することが明らかになった。また、ロイシンによってアロステリック調節を受けるグルタミン酸脱水素
酵素とプリン生合成経路酵素のホモログが相互作用することを見出し、新規な代謝調節機構が存在する可能性を示唆し
た。

研究成果の概要（英文）： Molecular partner of SraA, which was supposed to be a sensor of amino acid, was 
searched and we identified TrpD, a second enzyme on biosynthesis of tryptophan. We performed biochemical 
analyses and suggested that SraA sensed tryptophan, which was an end product of the biosynthetic pathway, 
and transmitted the signal toward TrpD to inhibit the activity. This is a novel mechanism for feedback 
inhibition of tryptophan biosynthetic pathway. We also found GDH interacted with a homolog of enzyme 
involved in purine biosynthetic pathway and indicated existence of a novel regulatory mechanism of 
intracellular metabolism.

研究分野： 構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
分岐鎖アミノ酸を始めとしたアミノ酸は

近年生体調節因子として注目を集めている。
ヒトではアミノ酸の調節因子としての機能
のひとつとしてロイシンによる GDH のア
ロステリックな活性化を介したインスリン
分 泌 や 、 シ グ ナ ル 伝 達 因 子
mTOR(mammalian Target of Rapamycin)を介
したロイシンによるタンパク質合成の促進
などの機構が明らかにされつつある。しか
し、それに関与する因子の数は多く、制御
ネットワークも複雑であると考えられるこ
とから、その詳細な分子機構の全貌を解明
するためには更なる精力的な研究とブレー
クスルーを要するものと考えられていた。 
 一方、植物やバクテリアにおいてもアミ
ノ酸がそれ自身の代謝調節のみならず細胞
機能全体の調節因子として機能する報告が
あり、アミノ酸に対する細胞応答機構を解
明することは、代謝工学的応用への基盤を
提示するものと期待された。私は、これま
でに高温発酵としての潜在性を有する高度
好熱菌 Thermus thermophilus において炭素-
窒素代謝の中枢を担うグルタミン酸脱水素
酵素がバクテリアとしては初めてロイシン
によるアロステリック活性化を受けること
を見出し、さらに結晶構造解析により調節
の構造基盤を明らかにしてきた。また、
DNA マイクロアレイを用いた網羅的転写
解析から、ロイシンは T. thermophilus のゲ
ノム上に存在する多数の遺伝子の発現量の
変動を引き起こすことを示した。しかしな
がら、好熱菌においてロイシンを始めとし
たアミノ酸に対する応答機構に関する詳細
な解析はなされておらず、ロイシンの生体
調節因子としての役割は未解明なのが現状
であった。 
 
２．研究の目的 
 我々は始原生物としてのモデル生物の一
種である好熱菌Thermus thermophilusにお
いて炭素-窒素代謝の中枢を担うグルタミン
酸脱水素酵素がバクテリアとしては初めて
ロイシンによる活性化を受けることを見出
し、結晶構造解析によりその構造基盤を明ら
かにしてきた。本課題では、T. thermophilus
においてロイシンをシグナルとした未知の
細胞機能機構が存在することを予想し、その
発見と分子機構の解析を行うことを目指し
た。T. thermophilus はゲノムサイズが約 2 
Mb 程度と非常に小さいものの生命としての
基本装置を備えていることから、その代謝活

動の根幹となるシステムの分子機構を明ら
かにすることによって全生物に普遍的に存
在する生命現象を明らかにできることが期
待される。 
 
３．研究の方法 
（１）T. thermophilus におけるロイシンに
よるシグナル伝達機構の解析 
①T. thermophilus の組換え株を利用したプ
ルダウンアッセイ・相互作用タンパク質の同
定 
 SraAのN末端にStrepタグが融合するよう
設 計 し た プ ラ ス ミ ド を 用 い て T. 
thermophilusを形質転換した。組換え株を薬
剤によって選択し、栄養培地に植菌、培養し
た。菌体を集菌後、Strep-tactin カラムにア
プライし、洗浄の後、目的タンパク質を溶出
させた。溶出各分を濃縮後、SDS-PAGE にて分
離し、目的タンパク質をゲルから切り出し、
MS 解析を行った。 
②SraA/TrpD の機能・構造解析 
 SraA と TrpD の間の相互作用を解析するた
めに、両者を共発現させるよう設計したプラ
ス ミ ド を 用 い て 大 腸 菌 BL21 
RILCodonPlus(DE3)株を形質転換し、培養、
IPTG によるタンパク質発現誘導を行った。集
菌、ソニケーション、遠心の後、熱処理を行
い、Ni2+アフィニティーカラムを用いた精製
を行った。精製画分を濃縮しゲルろ過カラム
に供した。アミノ酸添加の条件においては大
腸菌の集菌時のバッファーから最後まで1 mM
のアミノ酸を添加し続け、精製を行った。 
 TrpD の活性測定はピロリン酸試薬を用い
て行った。アントラニル酸と PRPP, MgSO4 と
HEPES-NaOH バッファー、ピロリン酸試薬を
混合した溶液を 30 度でインキュベートした
後、適量の酵素を添加することで反応を開始
した。反応は試薬に含まれる NADH が NAD+に
変化することによる 340 nm の吸収の減少を
モニターすることで測定した。反応系にトリ
プトファン、SraA を添加することによる影響
を観察した。 
 SraA や TrpD, SraA/TrpD の会合状態はゲル
ろ過カラムクロマトグラフィーにより解析
した。熱処理、Ni2+カラムにより精製したタ
ンパク質をゲルろ過カラムに供し、溶出させ、
マーカータンパク質との溶出体積を比較す
ることによって分子量を測定した。アミノ酸
添加条件においてはサンプルに 1 mM アミノ
酸を添加するのに加え、溶出バッファーにも
1 mM のアミノ酸を加えた。分画したフラクシ
ョンを SDS-PAGE 分析することによってそこ



に含まれるタンパク質の種類を同定した。 
 
③SraA の結晶構造解析 
 10 mg/ml 程度の濃度まで濃縮した SraA を
用いて結晶化条件のスクリーニングを行っ
た。市販のキットを用いて数百条件以上の条
件検討を行った。また、500 M トリプトファ
ン添加条件で精製した SraA についても同様
のスクリーニングを行った。 
 
（２）グルタミン酸脱水素酵素のアミノ酸に
よるアロステリック調節機構の解析 
①T. thermophilus の組換え株を利用したプ
ルダウンアッセイ・相互作用タンパク質の同
定 
 GdhAのN末端にStrepタグが融合するよう
設 計 し た プ ラ ス ミ ド を 用 い て T. 
thermophilusを形質転換した。組換え株を薬
剤によって選択し、栄養培地に植菌、培養し
た。菌体を集菌後、Ni2+レジンカラムにアプ
ライし、洗浄の後、目的タンパク質を溶出さ
せた。溶出各分を濃縮後、SDS-PAGE にて分離
し、目的タンパク質をゲルから切り出し、MS
解析を行った。 
 
②APRT の機能・構造解析 
 GdhA と APRT の間の相互作用を解析するた
めに、両者を共発現させるよう設計したプラ
ス ミ ド を 用 い て 大 腸 菌 BL21 
RILCodonPlus(DE3)株を形質転換し、培養、
IPTG によるタンパク質発現誘導を行った。集
菌、ソニケーション、遠心の後、熱処理を行
い、Ni2+アフィニティーカラムを用いた精製
を行った。精製画分を濃縮しゲルろ過カラム
に供した。 
 APRT の活性測定はピロリン酸試薬を用い
て行ったプリン塩基と PRPP, MgSO4 と
HEPES-NaOH バッファー、ピロリン酸試薬を
混合した溶液を 30 度でインキュベートした
後、適量の酵素を添加することで反応を開始
した。反応は試薬に含まれる NADH が NAD+に
変化することによる 340 nm の吸収の減少を
モニターすることで測定した。 
 APRT を 80 mg/ml 程度の高濃度まで濃縮し、
吸収スペクトルを測定した。標準物質として
フラビンモノヌクレオチド、フラビンアデニ
ンジヌクレオチドの吸収スペクトルを測定
した。 
 
③APRT の結晶構造解析 
 10 mg/ml 程度の濃度まで濃縮した APRT を
用いて結晶化条件のスクリーニングを行っ

た。市販のキットを用いて数百条件以上の条
件検討を行った。 
 
４．研究成果 
（１）T. thermophilus におけるロイシンに
よるシグナル伝達機構の解析 
(1)Stand-alone RAM ドメインタンパク質
SraA の解析 
 こ れ ま で の 我 々 の 研 究 に よ り T. 
thermophilusのGDHが代謝経路上直接関連の
ないロイシンによってアロステリック調節
を受けることが明らかになった。このことか
ら、GDH は新規なロイシンのセンシング機構
として利用されていることが示唆された。一
方、大腸菌などではLRP (Leucine-responsive 
regulatory protein)がロイシンを感知し、
下流の遺伝子の調節を行う転写調節因子で
あることが知られている。LRP は N 末端側に
存在する DNA結合ドメインと C末端側のアミ
ノ酸結合ドメインであるRAMドメインからな
る。多くのバクテリア、古細菌はそのゲノム
上に複数の LRP ホモログを有しており、それ
ぞれアミノ酸等のシグナルを伝達する転写
調節因子として機能している。興味深いこと
に T. thermophilusのゲノム上には LRP ホモ
ログは存在せず、その代わりに RAM ドメイン
のみからなるタンパク質である SraA を１つ
だけ有している。SraA はアミノ酸を感知し、
そのシグナルを別のタンパク質へと伝達す
ることが予想されたことから、タグの融合し
た SraAを高発現するような T. thermophilus
の組換え株を作製し、プルダウンアッセイを
行ったところ、相互作用すると考えられる幾
つかのタンパク質が検出された。さらに、MS
解析を行った結果、主要なものとして TrpD
が同定された。TrpD はトリプトファン生合成
経路の２番目の酵素である。大腸菌を用い
TrpD と SraA を共発現させ、精製した結果、
Ni2+アフィニティークロマトグラフィーにお
いてこれらが共精製されたことから、両者が
相互作用していることが確認された。さらに
ゲルろ過クロマトグラフィーを行った結果、
両者は容易に解離することが示された。生合
成経路の最終産物であるトリプトファン存
在下でのゲルろ過クロマトグラフィーを行
った結果、両者が強固なヘテロ複合体を形成
することが示された。TrpD の活性測定を行っ
た結果、トリプトファン非存在下では反応系
に SraA を添加してもほとんど活性阻害が見
られなかったのに対し、トリプトファン存在
下では SraA 添加量の上昇とともに最大 50%
程度まで活性阻害が観察された。以上の結果



から、SraA がトリプトファンを結合し、TrpD
にそのシグナルを伝えることによってフィ
ードバック阻害を仲介しているというモデ
ルが提示された。トリプトファン生合成の調
節としてはアテニュエーションによる転写
抑制機構、TrpR による転写調節機構、TrpEG
のフィードバック阻害機構が知られている
のみであり、今回発見された SraA を介する
システムは新規なフィードバック阻害機構
であるといえる。 
 研究の過程で SraA は単体では２量体と１
０量体の平衡状態で存在し、トリプトファン
の添加により１０量体形成が誘導されるこ
とが示されている。興味深いことにロイシン
等の別のアミノ酸もその会合状態に影響を
与えることが示された。一方、プルダウンア
ッセイの結果 TrpD 以外にもリボソームを構
成するタンパク質や分子シャペロン、機能未
知タンパク質が相互作用することが示され
ており、アミノ酸添加条件で新たに見出され
るタンパク質も存在することがわかってい
る。このことから SraA は TrpD 以外の多数の
分子ターゲットが存在し、アミノ酸をシグナ
ルとしたグローバル調節因子として機能し
ている可能性が示唆された。 
 
（２）グルタミン酸脱水素酵素のアミノ酸に
よるアロステリック調節機構の解析 
(1)グルタミン酸脱水素酵素と相互作用する
タンパク質の解析 
 これまでに我々は GDHが GdhA と GdhB から
なるヘテロ６量体構造を有することが明ら
かにしてきた。一方、GdhA 単体の結晶構造解
析の結果、GdhA はホモ４量体構造をとってい
ることが明らかになっている。この４量体は
通常の２量体単位のヌクレオチド結合ドメ
イン同士が相互作用するといった新規な会
合様式を有していた。このことから GdhA 単
体では別の機能を有する可能性が示唆され
た。そこで、タグを融合した GdhA を高発現
する T. thermophilus の組換え株を作製し、
プルダウンアッセイを行った結果、相互作用
するタンパク質が検出された。MS 解析の結果
アデニンホスホリボシルトランスフェラー
ゼ APRT と同定された。APRT はプリン塩基の
サルベージ経路の酵素であり、プリン塩基と
PRPP を結合させ、プリンモノヌクレオチドを
生成する酵素である。この APRT ホモログの
活性測定を行った結果アデニンを始めとし
たプリン塩基を基質とした活性は検出され
なかった。一方、大腸菌において大量発現さ
せ、精製した APRT はうすい黄色を呈してお

り、その吸収スペクトルからフラビン化合物
を結合していることが示唆されている。以上
の結果から GDH と APRT の相互作用を介した
新規な細胞内代謝調節機構が存在する可能
性が示唆されている。 
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