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論文内容の要旨

申請者氏名 仲谷 豪

微 生物 にはカ タボ ライ トリプ レッシ ョンの よ うな特定 の炭 素源 ・窒素源 を優 先的 に

利 用す る機構 が存在す る。 しか しなが ら＼硫 黄源 に関す る選 択的 な利用機構 につい て

は、分子 レベルで ほ とん ど理解 され ていない。大腸菌 には、0一アセチルセ リン （OAS）

をシステイ ン （cys）に変i換す る酵素 として、2種 類 のoAsス ル フヒ ドラーゼ （cysK，

CysM） が存在す る。前者 は硫 酸経路 によって、SO42－ （硫酸イオ ン）か ら2分 子 のATP

を消費 して生成す るS2－ （硫化物 イオ ン）を硫黄源 と してCysを 合成 す る。一方 、後者

はチオ硫酸経路 で作用 し、S2032’（チオ硫酸イオ ン）しを硫黄源 としてS一スル ホシステイ

ン （SSC） を合成 し、その後Cysへ と還元 され る。 これ まで に硫 酸経路 の制御機 構 は

よ く理解 され てい るが、チオ硫酸経路 はSSCをCysへ 還元す る酵素 の同定を含 め、制

御機 構が不 明であ ることか ら、 この経路 の解 明は大腸菌 におけ るCys生 合成系 の完全

な理解 とCysの 発酵生産へ の応用 に極 めて重要で ある。

本研 究で は、まずSSCか らCysへ の変換 にグル タ レ ドキシ ン様 還元酵素 （Grxl，NrdH）

が関わ るこ と、お よびその過剰発 現がCysの 発酵生産 に有効で あるこ とを明 らかに し

た。またその研究過程 にお いて、チオ硫 酸経路 を欠損 させ る と、硫酸経路 を介 してCys

を合成 で きるに も関わ らず 、チオ硫酸イオ ンの添加 に よ りCys合 成が著 しく抑制 され

るこ とを見 出 した。 チオ硫酸経 路は硫 酸経路 と比較 して、ATPとNADPHの 消費 、反

応 ステ ップが少 ない な どの利 点 があ り、実際 に硫黄源 を硫 酸イオ ンか らチオ硫 酸イオ

ンに変 え ると、大腸菌 の生育が促進 され るこ とも判 明 した。以上 の ことか ら、チオ硫
ゾ 酸イオ

ン と硫 酸イオ ンの両方が細胞外 に存在す る場合 、チオ硫酸イ オ ンによって硫酸

イオ ンの利用 が抑制 され 、チオ硫酸イオ ン優先 的なCys合 成が起 こる ことが示唆 され

た。本研究 では、この現象 を無機硫黄源 の優先 的な利用機構 で ある と考 え、「チオ硫酸

リプ レッシ ョン （工hioSulfateRepression；TSR） 」 と名 付 け、その分子機構 を解 析 した。

まず 、チオ硫酸イ オ ン添加 時 の野生株 の転写応答 を トランスク リプ トー ム解析 に よ

り調べ た。そ の結果 、硫 酸経路 の遺伝 子群 を含む複数 の硫黄 同化 関連 遺伝子 の転写 が

有意 に抑制 され る ことを見 出 した。 また 、転写 が抑制 され た遺伝子 め誘 導 に関わ る転

写 因子CysBの 構成 的活性型 変異体 を用い た解析 か ら、チオ硫酸イオ ンに よる転写抑制

はCysBに 依存す るこ とが判 明 した。 さ らに、TSRの サプ レッサ ー変異株 （Sup1） を

単離 し、解析 した ところ、Sup1で はチオ硫 酸結合 タンパ ク質CysPを コー ドす る遺伝

子 に81bpの 欠失 が生 じて いた。 また、 チオ硫 酸イ オ ンの取 り込 み はイ ンポー ター

CysPTWAが 担 ってお り、このCysPTWAに よるチオ硫酸イ オ ンの細胞質 内への輸 送が

CysBに よる転 写抑制 に必要で あるこ とが示 され た。 以上の結果 よ り、CysPTWAに よ

り取 り込まれ たチオ硫酸イ オ ンがCysBを 介 して硫酸経路遺伝子 の発現 を抑 制す るこJ

とで、チオ硫酸経路優先的 にCysが 合成 され る とい うTSRの 作用モデルが考 え られ た。



（，BiJ糸氏2）

論文審査結果の要旨

申請者氏名 仲谷 豪

微 生物 にはカタボ ライ トリプ レッシ ョンの よ うな特定 の炭素源 ・窒素源 を優 先的 に

利 用す る機構 が存在す る。 しか しなが ら、硫 黄源 に関す る選択 的 な利 用機構 につい て

は、分子 レベル で ほ とん ど理解 され ていない。 大腸菌 には、硫 酸イオ ン とチオ硫 酸イ

オ ンそれぞれ を硫黄源 とす る2種 類 の システイ ン （Cys）合成経 路が存在 す る。硫 酸経

路の制御機 構 は よく理解 され てい るが、チオ硫酸経路 はS一 スルホ システイ ン （SSC）

をCysへ 還元す る酵素 の同定 を含 め、制御機構 が分 かってお らず、 この経路 の解明 は

Cys生 合成系 の完全 な理解 とCys発 酵生産へ の応用 に直結す る。 申請者 は、大腸菌 に

お けるチオ硫酸経路 の解析 、及 びそのCys発 酵生産へ の応用 を通 して、以下 に示す硫

黄源 の選 択的利用機構 につ いて新 たな知見や重要 な結果 を得 た。

1） チオ硫酸経 路 にお けるSSCのCysへ の還 元 を充進 す るタンパ ク質 として、グル タ

レ ドキシン様酵 素であ るGrx1とNrdHを 同定 し、 これ らの過剰発 現がCysの 発酵

生産 に有効 で ある ことを示 した。 また、SSCの 還元 で生 じる亜硫酸 イオ ンを硫酸

経路 に リクル ー トし、還 元反応 を促進す ることで、発酵 生産 性の向上に成 功 した。

2） チオ硫酸 イオ ン と硫酸 イオ ンが 同時に細胞 外 に存在す る場合、チオ硫酸 イオ ンに

よって硫酸 イオ ンの利 用が抑制 され 、チオ硫酸経路優先 的なCys合 成が起 こる こ

とを見出 した。 また 、硫 黄源 を硫酸 イオ ンか らチオ硫 酸イオ ンに変 える こ とで 、

大腸菌 の生 育が促進 され るこ とが判 明 した。

3） 上記 の現象 を無機 硫黄源 の優先 的な利 用機構 で ある と考 え、「チオ硫 酸 リプ レッシ

ョン （工hio旦ulfateRepression；TSR）」 と名 付 けた。

4）TSRの 分子機構 と して、チオ硫 酸イオ ンによって転写 因子CysB依 存的 な硫酸経

路遺伝子群 の転 写が有意 に抑制 され ることを明 らかに した。

5）TSRの サプ レッサー変異株 （Supl）の解析 か ら、遊離 のチオ硫酸イオ ンの取 り込

み はイ ンポー ターCysPTWAが 担 ってお り、CysPTWAに よるチオ硫酸イ オンの細

胞質 内へ の輸 送がCysBに よる転写抑制 に必要 であ ることが強 く示 唆 された。

これ らの結果 か ら、大腸 菌 の細胞外 にチオ硫 酸イオ ン と硫 酸イオ ンが存在す る場合 、

チオ硫酸イ オ ンが転 写因子CysB依 存 的に硫酸 経路遺伝 子群 の発現 を抑制す る ことで、

チオ硫酸経路優先 的なCys合 成 （TSR） が起 こることを初 めて明 らか に した。TSRの

発 見を糸 口に、複数 の細胞 外硫黄化合 物 に対す るセ ンシング と硫黄代謝 経路 の応答 、

炭素源 ・窒素源 の代謝制御 な どに関す る新 しい分子機 ：構の発見 に繋 がる可能性 があ る。

以 上の よ うに、本論 文は大腸菌 にお いてチオ硫 酸経路の強化 によるCys発 酵 生産性

の向上、及 びその過 程で無機硫黄源 の選 択的利 用機 構 としてTSRを 見 出 した もので あ

り、学術 上、応用 上貢 献す る ところが少 な くない。 よって審査委員 一 同は、本論 文が

博 士 （バ イオサイエ ンス） の学位論文 と して価 値 あるもの と認 めた。


