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研究成果の概要（和文）：好熱菌 Thermus thermophilus において炭素・窒素代謝の連結反応を担

うグルタミン酸脱水素酵素(GDH)が GdhA サブユニットと GdhB サブユニットから構成され、

ロイシンによりアロステリックな活性化を受けることを明らかにした。さらに、GDH の結晶構

造を高分解能で決定することに成功し、ロイシンによる調節の構造基盤を明らかにした。ヒト

由来 GDH2 の部位特異的変異体の解析から、ヒト由来 GDH のロイシンによるアロステリック

調節機構が T. thermophilus 由来の GDH における機構と類似している可能性を示唆した。また、

T. thermophilus の遺伝子発現の網羅的解析によりロイシンをシグナルとするグローバルな転写

調節機構が存在することが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）： We revealed that glutamate dehydrogenase (GDH) from Thermus 
thermophilus formed hetero-hexameric structure consisted from homologous two subunits; 

catalytic subunit (GdhB) and regulatory subunit (GdhB), and this complex was subject to allosteric 

activation by hydrophobic amino acids especially leucine. We succeeded to determine the crystal 

structure of GdhA/GdhB/Leu complex and revealed the allosteric mechanism of GDH. GDH2 from 

human (hGDH2) is also subject to allosteric activation by leucine and we found that important 

residues for binding of leucine were conserved in hGDH2. The mutational analyses of hGDH2 

revealed that hGDH2 was also allosterically activated by leucine with a similar manner with GDH 

from T. thermophilus. 

We also performed comprehensive analysis of gene regulation by means of DNA microarray 

tecnique and suggested that leucine was a signal of global regulation in T. thermophilus. 
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生体調節因子として注目を集めていた。ヒト
におけるアミノ酸の調節因子としての機能
として、ロイシンによる GDH の活性化を介
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り、ロイシ
ンは機能性食品や薬剤の１つとしての利用
もされ始めていた。 

 一方、他の動物や植物、バクテリアにおい
てもアミノ酸シグナルに関する報告があり、
その機構の解明および代謝中枢の改変は、植
物においては生産効率の促進、微生物におい
ては医薬品を含めた様々な物質の効率的な
発行生産の基盤へとつながることが期待さ
れた。 

 バクテリアにおいてはロイシンシグナル
応 答 に 関 わ る 因 子 と し て Lrp 

(Leucine-responsive protein)が知られていた。
詳細に研究されている大腸菌 Lrp はロイシン
生合成経路酵素遺伝子の転写調節を担うほ
か、グルタミン合成酵素や別のアミノ酸の代
謝酵素、グルタミン酸脱水素酵素の転写調節
を行うことが明らかになっていた。 

 

２．研究の目的 

 我々は、高温発酵の宿主としての潜在性を
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(GDH)がバクテリアとしては
初めてロイシンにより活性化を受けること
を見出し、酵素のアロステリック調節機構に
関する研究を進めてきた。本研究課題では、
GDH とロイシン複合体の結晶構造解析を行
うことによって、その詳細な構造基盤を明ら
かにし、ヒト由来 GDH のロイシンによる活
性化機構との共通部分、相違点を明らかにす
ることを試みた。また、T. thermophilus を用
いた転写調節の網羅的解析を行い、ロイシン
による転写調節を受けるターゲット遺伝子
の同定やその調節機構の解析を行うことに
よって、ロイシンシグナルの生理的意義を解
明することも目指した。 

 

３．研究の方法 

①グルタミン酸脱水素酵素のアロステリッ 

ク調節機構の解析 

(1) GDH のアロステリック調節機構の解析 

 GdhAサブユニット、GdhB サブユニットお
よび GdhA/GdhB ヘテロ複合体の組換えタン
パク質を大腸菌に発現させ、熱処理後、Ni

2+

アフィニティーカラムクロマトグラフィー
を用いて精製した。調整した酵素溶液を用い
て活性測定を行った。 

GdhA/GdhB の活性測定は NADH の NAD
+

への変換を 340 nmの吸収の減少を分光光度
計を用いて追跡することにより行った。2-オ

キソグルタル酸および塩化アンモニウム、
NADH、リン酸バッファーを含む反応溶液を
調製し、温度一定になるまでインキュベート
した後、GDH 酵素溶液を添加することにより
反応を開始した。様々な濃度のロイシンを反
応溶液に添加しておいた系列を準備するこ
とによってロイシンに対する応答を調べた。
このような活性測定を GdhA, GdhB, 

GdhA/GdhB の野生型酵素および GdhAに
Y38S, I71T, A72D, R134A, D166A の変異を導
入した各ヘテロ複合体酵素について行った。 

GdhA/GdhB ヘテロ複合体については 2-OG, 

NADH, NH4
+および Glu, NAD

+存在下での酵
素動力学的解析を行った。 

 T. thermophilusにおけるヘテロ複合体の形
成を調べるために、GdhBの C末端に his-tag

を融合させたタンパク質を発現させるよう
な組換え株を作製し、Ni

2+アフィニティーカ
ラムを用いて精製後、抗 GdhA抗体、抗 GdhB

抗体を用いた western blotting 解析を行った。 

 

(2)GdhA/GdhB/Leu複合体の結晶構造解析
GdhAサブユニットと GdhB サブユニットの
組換えタンパク質を大腸菌に大量発現させ、
熱処理後、陰イオン交換クロマトグラフィー、
ゲルろ過クロマトグラフィーを用いて、純品
となるまで精製した。精製の間 10 mM ロイ
シンを常にバッファーに添加した。結晶が得
られる条件を最適化し、良質な結晶を得て、
高エネルギー加速器研究機構の Photon 

Factoryのビームラインにて 2.6 Å分解能の回
折データを得た。我々のグループが既に決定
していた T. htermophilus 由来の GdhAおよび
GdhB ホモオリゴマー構造の結晶構造をモデ
ルとして分子置換法により GdhA/GdhB/Leu

複合体の結晶構造を決定し、その後モデル精
密化を行い、最終構造とした。 

 

(3)GdhB/Glu複合体の結晶構造解析 

 GdhB サブユニットの組換えタンパク質を
大腸菌に発現させ、熱処理後、Ni

2+アフィニ
ティーカラムクロマトグラフィー、ゲルろ過
クロマトグラフィーを用いて、純品となるま
で精製した。精製の間 10 mM グルタミン酸
を常にバッファーに添加した。結晶が得られ
る条件を最適化し、良質な結晶を得て、高エ
ネルギー加速器研究機構の Photon Factoryの
ビームラインにて 2.1Å分解能の回折データ
を得た。Thermotoga maritima 由来の GDHの
結晶構造をモデルとして分子置換法により
GdhB/Glu複合体の結晶構造を決定し、その後
モデル精密化を行い、最終構造とした。 

 

(4)ヒト由来 GDH とその改変酵素のロイシン
による活性化の解析 

 GDH の活性測定は NADH の NAD
+への変

換を 340 nmの吸収の減少を分光光度計を用
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いて追跡することにより行った。2-オキソグ
ルタル酸および塩化アンモニウム、NADH、
リン酸バッファーを含む反応溶液を調製し、
温度一定になるまでインキュベートした後、
GDH 酵素溶液を添加することにより反応を
開始した。様々な濃度のロイシンを反応溶液
に添加しておいた系列を準備することによ
ってロイシンに対する応答を調べた。 

 このような活性測定を hGDH2 野生型酵素
および R151M, D185 変異体について行った。 

hGDH2 遺伝子はヒト脳由来 cDNAより PCR

により増幅後クローニングし、発現ベクター
pHIS8 へ連結後、プラスミドを大腸菌にて発
現させ、Ni

2+アフィニティー精製により酵素
溶液を調製した。各変異体の発現プラスミド
は野生型酵素の発現プラスミドに対し部位
特異的変異を導入することにより調製した。 

 

(5)T. thermophilus におけるロイシンに応答し
た遺伝子の転写変動の網羅的解析 

 ロイシンがすべての遺伝子の発現にどの
ような影響を及ぼすのか調べるため、1 mM 

のロイシンを最少培地に添加した際の影響
を DNAマイクロアレイにより解析した。そ
の結果、ロイシンによりもっとも顕著な転写
レベルの上昇が観察された遺伝子 ilvE 

(TTC1870)の隣に LysR family転写調節因子 

(TTC1871)が存在していたため、これをロイ
シンによるシグナル伝達を担う因子の候補
とし、その詳細な解析を行った。まず、
TTC1871 遺伝子破壊株を作製し、野生株との
比較を行った。次に、TTC1871 の結合部位を
特定するために複数の DNAプローブを作製
し、大腸菌をホストとして発現させた組換え
TTC1871 タンパク質を用い、EMSAを行うこ
とでその結合箇所を調べた。その結果、
TTC1871 は自身の遺伝子上流に結合するこ
とがわかったため、その DNase I フットプリ
ンティング法により結合配列の同定を行っ
た。 

 

４．研究成果 

(1)グルタミン酸脱水素酵素におけるロイシ
ンによるアロステリック調節機構の分子基
盤の解析 

T. thermophilus はゲノム上に互いに 46%のア
ミノ酸配列の相同性を有する２つの GDH ホ
モログ(GdhA, GdhB)をコードする遺伝子が
並んで存在している。それぞれの組換えタン
パク質を用い、活性測定した結果、GdhB は
GDH 活性を有しているのに対し、GdhA は
GDH 活性をはじめとしたいかなる活性も示
さない。GdhB の活性は、以前に我々が解析
していた T. thermophilus から部分精製した 

native GDH と反応方向性が異なっていたこ
とから、GdhB は単独では機能せず何らかの
調節因子が存在すると考えられた。そこで、

GdhAと GdhBを共発現させ精製したところ、
GdhA と GdhB がヘテロ複合体を形成し、こ
のヘテロ複合体は native GDH とよく似た活
性のプロファイルを示すことが明らかにな
った。主に哺乳類等で知られている様々なア
ロステリックエフェクターを添加した条件
で活性測定を行った結果、GdhA/GdhB 複合体
はロイシンをはじめとした疎水性アミノ酸
や芳香族アミノ酸によって活性化を受ける
ことがわかった。この活性化は GdhB 単独の
酵素では観察されなかったため、エフェクタ
ーは GdhA 内部か GdhA と GdhB の間の領域
に結合すると考えられた。そこで GdhAを活
性調節サブユニット、GdhB を触媒サブユニ
ットと名付けた。ロイシン存在下、非存在下
で動力学的パラメーターを測定した結果、ロ
イシンは基質や補酵素に対する親和性には
大きな影響を与えず、主に酵素の回転数を上
昇させるのに寄与していることが分かった。
活性調節機構を調べるために決定した
GdhA/GdhB/Leu 複合体の結晶構造では GDH

は 2 つの GdhB と 4 つの GdhA から構成され
るヘテロ 6量体構造を形成していた（図１a）。 

ロイシンはサブユニット間領域に計６つ結
合し、特異的な相互作用により認識されてお
り（図２a）、結合サイトを形成するいくつか
のアミノ酸残基に変異を導入した酵素はロ
イシンの感受性が大きく低下したことから、
この結合サイトが活性化に主要な役割を担
っていることが示唆された。以上の結果から
GDH のアロステリック結合サイトにロイシ
ンが結合することで酵素の回転数が上昇し
活性化が起こる機構が提示された。 

 

図１ a) T. thermophilus GdhAGdhB/Leu, b) bovine GDH
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 ウシGDHの GTPとの複合体構造から GTP

による阻害は哺乳類由来 GDH のみが有して
いるアンテナへリックスと軸へリックスを
介して触媒ドメインとヌクレオチド結合ド
メインが閉じた形に固定されることによる
ことが分かっていた。ヒト GDH も同様の機
構で阻害を受けると考えられているが、ロイ
シンによる活性化機構は不明のままであっ
た。T. thermophilus やヒトをはじめとした
GDH のアミノ酸配列を比較した結果、驚くべ
きことにロイシンの主鎖部分を認識するArg, 

Asp 残基が他のバクテリアや植物では保存さ
れていないが、ヒト GDH では保存されてい
た。これらの保存アミノ酸をロイシンが結合
できなくなるように置換したヒトGDH2の変
異酵素を作製し、ロイシンに対する感受性を
調べたところ、変異酵素はロイシンによる活
性化能を消失していることが分かった。この
結果からヒト GDH でも T. thermophilus の
GDH と同様のロイシン結合サイトが存在す
ることが示された。GDH活性の脱制御を与え
る 変 異 の い く つ か は HI/HA 

(hyperinsulinism/hyperammonemia)血症の原因
とされており、ロイシンに対する高感受性が
示唆されている。最近、ウシ GDH の阻害剤
がケミカルライブラリーを用いたハイスル
ープットスクリーニングにより得られ、特に
強い阻害活性を示した hexachlorophene1 や
GW5074、Bithionol などの化合物との複合体
の結晶構造が決定された。これらも同じサブ
ユニット間領域に結合し、特に GW5074 や
Bithionolはロイシンが結合するサイトのごく
近傍に結合する（図２b）。これらの阻害剤は
GDH の回転数を低下させることからサブユ
ニット間領域に結合する化合物がドメイン
の開閉を調節するという共通した性質を見
出すことができた。このような知見を踏まえ、
GDH の阻害剤の設計が促進されることが期
待される。 

 

(2)ロイシンによるグローバルな転写調節機
構の解析 

 DNA マイクロアレイにより 1 mM ロイシ
ンを添加して 1時間後の遺伝子の転写レベル
の違いを DNA マイクロアレイにより解析し
た結果、141 個の遺伝子が 1.5 倍以上の転写
量増加、116 個の遺伝子が減少を示した。電
子伝達系を中心としたエネルギー生産シス
テムやタンパク質合成を担うリボソームタ
ンパク質等で転写量増加がみられただけで
なく複数のアミノ酸代謝系、ABCトランスポ
ーター遺伝子においても転写量の増減が見
られた。 

 ロイシン生合成の最後の反応を担う酵素
であると同時に分解の初発酵素である分岐
鎖アミノ酸アミノトランスフェラーゼ遺伝
子(TTC1870, ilvE)はロイシン添加により 6.2

倍の転写レベルの増加という最も顕著な変
化を示した。TTC1871 の上流には LysR ファ
ミリーに属する転写調節因子である
TTC1871 が存在しており、ilvE の転写調節を
担っていると同時にロイシンを介したグロ
ーバル調節を担う因子である可能性が考え
られた。 
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