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2成分制御系は､環境の変化を感知し､-群の遺伝子の発現を制御するｼｽﾃﾑである｡枯

草菌では36の2成分制御系ｾﾝｻ-遺伝子が同定されており､5つのｸﾗｽに分類されてい

る.そのlつにcitS,ydbFyujLﾌｱﾐﾘ-があり､citS遺伝子はｸｴﾝ酸の､ydbF遺伝子は

ｺﾊｸ酸とﾌﾏﾙ酸の利用に関わることが解明されている｡ﾘﾝｺﾞ酸もこれらの糖と同じくｸ

ｪﾝ酸ｻｲｸﾙの中間生成物であることから､機能未解析のyvjL遺伝子(ｾﾝｻ-遺伝子)

とyujM遺伝子(調節蛋白質遺伝子)がﾘﾝｺﾞ酸の利用に関わると推定し､解析を行った.

予想通り､yuP4破壊株は､炭素源としてﾘﾝｺﾞ酸を添加した最少培地では生育できなかっ

た｡-方､意外なことに､yujL被壊株は野生株と同様の増殖を示した.次に､枯草菌ｹﾞﾉﾑ

中に存在するﾘﾝｺﾞ酸取り込みに関わると考えられる遺伝子を探索した｡得られた4侯補遺伝

子について､各種の炭素源を添加した培地での転写ﾚﾍﾞﾙを比較した結果､ﾘﾝｺﾞ酸を添加し

た培地でのmaeNJZ#S遺伝子の転写の誘導が確認された｡そして､yujM破壊株では､それら

の転写は誘導されなくなった｡そこで､調節蛋白質ⅦfMの結合配列を､ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-領域の

ﾃﾞﾘ-ｼｮﾝ解析とﾌﾂﾄﾌﾟﾘﾝﾄ解析により明らかにした.その結果､調節蛋自質yufMは

maeN,RjlS遺伝子の開始ｺﾄﾞﾝから上流約90bpの領域に結合し､ﾘﾝｺﾞ酸存在下で転写の誘

導を行うことが示された｡また､maeN破壊株はﾘﾝｺﾞ酸を唯-の炭素源とする培地では生育

しなかった｡これらの結果から､用いた最′J､培地では､MaeNが培地中のﾘﾝｺﾞ酸によって転

写が誘導される主要なﾘﾝｺﾞ酸ﾄﾗﾝｽﾎﾟ-ﾀ-であるとことが明らかとなった｡

ﾘﾝｺﾞ酸培地で増殖に影響がなかったｾﾝｻ-ｷﾅ-ｾﾞyt!jL遺伝子の破壊株について､

maeNRjlS遺伝子の転写を調べると､それらは恒常的に発現していたoさらに､この株にYufL

蛋白質を供給すると､ﾘﾝｺﾞ酸特異的なmaeNJZ41S遺伝子の転写誘導が確認された｡これらの

結果から､yufL蛋白質はﾘﾝｺﾞ酸の認識だけでなく､調節蛋白質yufMの不活性化(脱ﾘﾝ

酸化)にも重要な役割を果たしていることが明らかとなった｡

次に､ｾﾝｻ-蛋白質が基質を認識しｼｸﾞﾅﾙを伝達する分子機構を明らかにするために､

yujL遺伝子にﾗﾝﾀﾞﾑな変異を導入し､ﾘﾝｺﾞ酸存在下でも調節蛋白質yufMを活性化できな

い変異を同定したoその結果､-ｱﾐﾉ酸変異を持つ株が18樺同定できた.そして､まず､

ｼｸﾞﾅﾙ伝達の第-段階であるｾﾝｻ-蛋白質と基質との結合を解析した｡そのために､YufL

の細胞膜外領域を精製し､RIでﾗﾍﾞﾙされたﾘﾝｺﾞ酸との結合を､野生株と細胞膜外ﾄﾞﾒｲ

ﾝに変異の入った7株について比較した｡その結果､ﾘﾝｺﾞ酸と結合できない変異株が4株､

野生株と同ﾚﾍﾞﾙの結合能を持つ変異株が3株同定された｡さらに､Ⅶ乱の細胞膜外領域を

ｹﾞﾙろ過により分離したところ､野生株ではﾘﾝｺﾞ酸の有無で精製画分が変化するのに対して､

ﾘﾝｺﾞ酸と結合できない変異株ではﾘﾝｺﾞ酸の有無に関わらず同じ画分に回収された｡これら

のことから､Ⅵ1乱の細胞膜外領域はﾘﾝｺﾞ酸との結合により構造変化を起こし､その構造変

化をｼｸﾞﾅﾙとして伝達すると考えられた｡今後､本研究で単離した18種の変異株を用いて､

2成分制御系のｼｸﾞﾅﾙ伝達がどのような機構で行われているかを明らかにできることが期待

される｡
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2成分制御系は､細菌における情報伝達ｼｽﾃﾑとして､その機能と構造の研究が進んでい

る｡様々な細菌のｹﾞﾉﾑ配列決定によって､各細菌が有している2成分制御系の全体像が明ら

かにされているが､その多くのものの機能は不明である｡ｸﾞﾗﾑ陽性細菌を代表する枯草菌の

ｹﾞﾉﾑには､ 31対の2成分制御系ｾﾝｻ-とﾚｷﾞｭﾚ-ﾀ-のﾍﾟｱと､孤立した6個のｾﾝ

ｻ-､4個のﾚｷﾞｭﾚ-ﾀ-がｺ-ﾄﾞされているが､特異的な機能が報告されているものは40%

強であるo申請者は､機能未知の2成分制御系遺伝子の機能解明を目指して､ citS,ydbFyujLﾌ

ｱﾐﾘ-に属する､ yujL遺伝子(ｾﾝｻ-遺伝子)とy卿遺伝子(調節蛋白質遺伝子)の研

究を行った｡

まず､ yufLMは､枯草菌で未知であった､ﾘﾝｺﾞ酸の利用に関わると推定し､培地中のﾘﾝ

ｺﾞ酸によって発現誘導される膜輸送遺伝子を同定した｡そして､その発現がⅥ1fM制御蛋白質

により直接的に誘導されること､その系が最小培地中でﾘﾝｺﾞ酸を炭素源として枯草菌が生育

するために必須であることを､遺伝学的･生化学的に明らかにした｡

次に､ｾﾝｻ-遺伝子yujLの破壊株が､ﾘﾝｺﾞ酸を炭素源として生育できるという意外な

結果に着目し､その原因を解析した.その結果､ yujL被壊株では､ YufM制御蛋白質が恒常的

に活性化されていること､ YufLｾﾝｻ-の細胞内ﾄﾞﾒｲﾝを発現させると､その活性化が抑

制されることを明らかにした｡この結果は､ YufMはYufL以外のｾﾝｻ-ｷﾅ-ｾﾞにより非特

異的にﾘﾝ酸化されること､ﾘﾝｺﾞ酸非存在下では､ YufLの脱ﾘﾝ酸化活性がYufMの非特異

的活性化を抑制していることを示唆しており､ 2成分制御系の情報伝達機構について､新たな

知見を与えるものである｡

さらに､申請者は情報伝達に以上が生ずるyujL変異の単離を試み､ 18種の点突然変異株の

取得に成功した｡興味深いことに､それらの変異部位は遺伝子全長に分布しており､変異形質

も様々であった｡さらに､細胞膜外ﾄﾞﾒｲﾝに変異の入った7株について､生化学的に解析し､

4株はﾘﾝｺﾞ酸と結合できないこと､ 3株は野性株と同様の結合能を持つが､ yufMの活性化が

起こらないことを明らかにした｡また､ Ⅵ1札の細胞膜外領域はﾘﾝｺﾞ酸との結合により構造

変化を起こし､その構造変化をｼｸﾞﾅﾙとして伝達すると考えられることも見出した｡また､

脱ﾘﾝ酸化活性が低下すると考えられる変異株では恒常的なyufMの活性化が起こり､ﾘﾝ酸

化活性に必須なATP結合能が低下すると考えられる変異株ではYufM活性化が低下することも

見出したoこの結果は､上述のYufLｾﾝｻ-の働きに関するﾓﾃﾞﾙを支持するものである｡

以上のように､本論分は細菌における2成分制御系の機能及び情報伝達機構に新たな知見を

与えるものであり､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-同は､本

論文が博士(ﾊﾞｲｵｻｲｴﾝｽ)の学位論文として価値あるものと認めた｡


