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序論  
 
近年、含硫アミノ酸の一種である L-システイン（Cys）について、細胞内におけ
る生理的な重要性の理解が急速に深まってきている。Cysはタンパク質・グルタチ
オンの構成成分、ジスルフィド結合形成による立体構造の維持などについてはよ

く知られている。しかし、環境変化に応じて生じる活性酸素種に対するセンサー

分子としての役割など、Cysに含まれる硫黄分子の酸化還元反応による多様な機能
が明らかにされつつある。最近、当研究室では大腸菌において、内膜トランスポ

ーターの働きによって Cys とシスチンが細胞質とペリプラズムの間を循環しなが
らペリプラズム内の過酸化水素を消去し、細胞を酸化ストレスから防御する新規

な機構「Cys/シスチンのシャトルシステム」を見出した（Ohtsu et al., 2010）。 
また生理的な重要性だけでなく、Cysは産業においても極めて多岐に亘る分野で
広く利用されている（Ikeda, 2003）。食品分野では海外市場を中心にパン生地改良
剤・フレーバー原料として、化粧品分野ではパーマ剤原料をはじめとしたヘアケ

ア製品、医薬分野では古くから去痰剤原料として用いられている（Duffy, 1980; 
Nakamori, 2008）。最近では、市場が急拡大している美白効果を訴求したオーバ
ー・ザ・カウンター製剤の原料として需要が著しく伸びており、Cysの生産量は世
界的に年々増加している。 

 
Cysの合成系を理解することは、その生理的機能、及び発酵生産の両面で非常に
重要である。大腸菌における硫酸イオンを硫黄源とする Cys の合成機構に関して
は、これまでの精力的な研究によって、Cys合成に必要な多くの遺伝子・酵素など
が同定され、分子レベルでその機能や機構が解明されてきた。しかし、硫酸イオ

ン以外の硫黄源からの Cys 合成経路や Cys 合成系全体の制御機構に関しては不明
点が多い。その中でも本研究では、チオ硫酸イオンを硫黄源とする Cys 合成経路
に着目し、その分子機構や生理的役割を明らかにすることを目的とした。 
本研究の第 1 章では、チオ硫酸イオンからの Cys 生合成経路で未解明であった

S-スルホシステインから Cys へ還元する酵素の探索とその発酵生産への応用を行
った。また、第 2 章では、第 1 章の研究過程で見出したチオ硫酸イオン優先的な
Cysの合成制御に関する分子機構とその生理的役割を解析した。 
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第 1章  
新規システイン合成酵素の探索と  

発酵生産への応用  
 

1-1．緒言  
 
＜Cysの製造方法と課題＞  
	 Cysは主に人毛・動物毛に多く含まれるアミノ酸であり、古くからこれらの酸加
水分解物からの抽出により、工業的に製造されてきた（Nakamori, 2008）。しかし、
この製法は大量の塩酸の使用、異臭や廃液処理等の環境対策、そして狂牛病に関

連する可能性のある動物由来原料の使用など、多くの問題がある。これらの問題

を解決するため、味の素株式会社（味の素社）は、化学合成した Cys の中間体で
あるアミノチアゾリンカルボン酸を出発原料に Pseudomonas thiazoliniphilium 由来
の酵素を用いて、不斉加水分解する製法を 1980 年代前半に開発した（Ohmachi et 
al., 2002; Sano et al., 1979; Sano and Mitsugi, 1978; Tamura et al., 1998; Ryu et al., 
1997）。しかし、この製法に関しても化学合成の原材料を供給する過程において、
環境負荷の問題が指摘されている（Nakamori, 2008）。 
 
＜Cysの直接発酵法と課題＞  
	 上記の課題を解決するため、当研究室では味の素社と共同で、新規な Cys 製造
方法として、微生物を用いたグルコースからの直接発酵法を考案し、①生合成系

の強化、②分解系の弱化、③排出系の強化に関する研究を進めている（Wada and 
Takagi, 2006）。 
大腸菌の Cys 生合成とその制御機構は図 1 に示すように、通常の野生株では

Cys生合成経路の鍵酵素セリンアセチルトランスフェラーゼ（CysE）に対する Cys
の強力なフィードバック阻害によって制御されており、過剰に生産されることは

ない（Denk and Böck, 1987）。しかしながら、当研究室をはじめ、フィードバック
阻害感受性を低下させた変異型 CysE を用いて合成系を強化することで、Cys の過
剰生産が可能であることが報告されている（Denk and Böck, 1987; Leinfelder and 
Heinrich, 1997; Takagi et al., 1999）。また当研究室では、大腸菌には Cys分解酵素
Cys デスルフヒドラーゼ（CD）が少なくとも 5 種類存在し、これら CD の破壊に
より、Cys 分解系を弱化することが Cys 生産に効果的であることを明らかにして
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いる（Awano et al., 2003; 2005）。さらに最近では、細胞内で過剰生産された Cys
を積極的に菌体外に排出するトランスポーターYdeD の強化により、Cys の発酵生
産性が向上することが報告されている（Daßler et al., 2000; Ziyatdinov et al., 2005）。
当研究室でも、32 種類の薬剤排出トランスポーターの中から、Cys 排出にも関与
する内膜トランスポーターBcr や、大腸菌の非必須一遺伝子欠損株ライブラリー
（Keio collection）の中から、Cys排出に関与する外膜タンパク質 TolCを同定し、
Cys 発酵生産に効果的であることを明らかにしている（Yamada et al., 2006; 
Wiriyathanawudhiwong et al., 2009）。これらの成果により、培地中に Cys を約 2 
g/L 蓄積させることに成功している。実際、これらの研究成果の一部を活用するこ
とで、味の素社は 2013 年から発酵法による Cys の実生産を開始している。しかし、
グルタミン酸発酵やリジン発酵の生産性とは比較にならず、更なる生産性の改善

が求められている。 
 
＜本研究の目的＞  
	 これまで、Cys 合成系の強化は CysE のフィードバック解除による過剰生産が中
心であった。そこで本研究では、これまで全く手付かずであったチオ硫酸イオン

を硫黄源とするチオ硫酸経路の S-スルホシステイン（SSC）から Cys への変換酵
素を探索し、その強化により Cys発酵生産性の向上を目指した。 
大腸菌の生合成経路は、まず前駆体である L-セリン（Ser）とアセチル CoAから

CysE の触媒反応により O-アセチルセリン（OAS）が合成される。次の OAS から
Cys への合成経路は 2 つの経路が存在する。Cys 合成酵素（CysK）により OAS と
硫酸イオン由来の硫化物イオンから合成される硫酸経路と、SSC合成酵素 （CysM）
により OASとチオ硫酸イオンから生じる SSCを経由するチオ硫酸経路が存在する
（Kredich, 1992；図 1）。これまで Cys発酵生産菌の育種は、硫酸経路の制御機構
の解除を中心とした菌株の育種が鋭意続けられてきた。しかし、従来の加水分解

抽出法を十分には凌駕できておらず、硫酸経路だけでは合成系の強化にも限界が

ある。一方、チオ硫酸経路は SSC から Cys への還元に関わる酵素やその制御機構
が未解明であるが、硫酸経路と比べ硫黄同化にかかるエネルギー消費が少ないと

いう利点を有している。以上のことから、チオ硫酸経路の代謝機構を解明し、そ

の知見を発酵生産へ応用することで Cys生産性が向上できると考えた。 
SSC とは Cys のチオール基に亜硫酸イオンが付加されたスルホン酸であり、こ
のジスルフィド結合を還元することで亜硫酸イオンと Cysが合成される（図 2）。
この SSCを含むチオ硫酸経路の存在は、1950年に明らかにされ（Hockenhull et al., 
1950）、1985 年に cysM 遺伝子がコードする CysM によりチオ硫酸イオンと OAS
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から SSC が合成されることが証明された（Nakamura et al., 1985）。しかし、SSC
から Cys への変換は、グルタチオン（GSH）や還元酵素などで容易に起こると考
えられてきたが、細胞内での変換に関わる酵素や遺伝子は未だ同定されていない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1	 大腸菌における Cys生合成経路  
本研究に関わる Cys生合成経路。青線は硫酸経路を、緑色はチオ硫酸経路を表している。本研究では、未解明
である SSCから Cysの変換を促進し、発酵生産に有用である遺伝子、タンパク質を同定する。 
APS, Adenosine 5-phosphosulfate; PAPS, 3-Phosphoadenosine 5-phosphosulfate; OAS, O-Acetylserine 
 
＜還元酵素による SSCから Cysへの変換の検証＞  
本研究では、2 つのアプローチにより SSC から Cys への変換経路を明らかにす
ることにした。1 つ目は、細胞内における主要なジスルフィド結合の還元酵素であ
るグルタレドキシン（Grx）、チオレドキシン（Trx）が SSC を Cys へと還元でき
るかを in vitro 、in vivoで検証するアプローチである。既に、哺乳類由来の Grxの
特性解析に基質として SSC が使用されており、SSC は哺乳類の Grx により還元さ
れることが知られていた（Vadim et al., 2001）。そこで、大腸菌の Grxでも同様に
還元できるのではないかと考えた。また、硫酸経路で働く 3-ホスホアデノシン-5-
ホスホ硫酸（PAPS）還元酵素は、その活性部位に存在するチオール基がスルホン
化（スルホ基が付加されること）されることで、不活化されることが知られてい

る。Grx と Trx が、これを還元し亜硫酸イオンを遊離させるという SSC の還元と

CysM	   CysK	  

S-‐Sulfocysteine	  

O-‐Acetylserine	  

CysE	  

Thiosulfate	  
pathway	  

	  

Sulfate	  
pathway	  
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同様の反応を触媒することも報告されている（Russel et al., 1990）。以上の理由よ
り、大腸菌の Grx、Trxが Cys発酵生産に有用ではないかと考えた。 
実際には、Grx1, 2, 3, 4, Trx1, 2, NrdHという 7種の還元酵素の SSCの還元活性を
解析した（表 1）。このアプローチでは、まず精製したこれらの還元酵素が SSC
の還元活性を示すか in vitroで確認した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2	 SSCから Cysへの還元  
SSCが還元されることで、スルホ基が除かれ亜硫酸イオンと Cysが生じる。 
 
 
表 1	 本研究で用いた還元酵素  

 
 
＜SSCを還元する可能性のある Grx＞  
大腸菌には、Grx1, 2, 3, 4の 4種類の Grxが存在する。Grx1, 2, 3は活性部位に 2
つの Cys 残基から成る-CPYC-というジチオール型のモチーフを、Grx4 は 1 つの
Cys 残基からなる-CGFS-というモノチオール型のモチーフをそれぞれ持ち、これ
らの Cys 残基のチオール基により基質の還元を行う。基質の還元を行うと同時に
活性部位の Cys 残基が酸化されるが、GSH により再還元され、基質を還元できる
ようになる。この時 GSH は酸化型 GSH（GSSG）となるが、NADPH の還元力を
利用して GSH レダクターゼにより速やかに還元型の GSH へと再還元され、一連
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の反応は完了する。また、Grx4 の基質を還元するメカニズムは未だ明らかにはな
っていないが、GSHとの結合部位を持たず GSHにより還元されないと考えられ、
Grx1, 2, 3 とは大きく異なっている。その代り、Grx4 の活性部位の Cys 残基が
GSH により酸化された場合に、Trx の再還元酵素である Trx レダクターゼにより
還元されることが報告されている（Fernandes et al., 2005）。このことより、本研
究では Grx4による SSCの還元活性測定には Trxレダクターゼを用いることにした。 

Grxの主要な機能としては、Grx1, 2, 3による PAPS還元酵素の還元や、DNA合
成に関わるリボヌクレオチド還元酵素の還元など、生育に重要な役割を担ってい

る。これ以外にも、タンパク質のジスルフィド結合や、低分子ジスルフィド、タ

ンパク質や低分子物質の Cys 残基と GSH 間の混合ジスルフィドなど、様々な物質
を基質として還元することが近年報告されている。本研究では、in vitro 、in vivo
での Grxによる SSCの還元活性を検証することで、Grxの機能解析も行った。 
 
＜SSCを還元する可能性のある Trx＞  
大腸菌には Trx1, 2という 2つの Trxが存在している。Trxは Grxよりも先に発
見された還元酵素で、Grx 同様に活性部位には-CGPC-というモチーフが存在し、
この Cys残基により基質を還元する。Trxも基質を還元すると同時に酸化されるが、
NADPH を消費して Trx レダクターゼにより再還元される。本研究では、NrdH は
Trx レダクターゼにより再還元されることがすでに報告されていたので、NrdH の
SSC還元活性を Trx1, 2と共に確認した（Jordan et al., 1997）。さらに Grxと Trx
の機能には類似している点が多く、Trx も PAPS 還元酵素の還元や、リボヌクレオ
チド還元酵素の還元、タンパク質のジスルフィド結合の還元を担っており、SSC
を還元できる可能性が高いと考えた。 
 
＜二重欠損株ライブラリーを用いたチオ硫酸経路関連遺伝子の探索＞  
大腸菌の非必須一遺伝子欠損株ライブラリーKeio collection を活用し、大腸菌の
全非必須遺伝子の中からチオ硫酸経路に関わる遺伝子を網羅的に探索する。具体

的には、硫酸経路の CysK をコードする cysK 遺伝子の欠損株（ΔcysK）と Keio 
collection の各株を接合させることで、二重欠損株ライブラリーを構築する。次に、
この構築したライブラリーの中で、Cys要求性を示す二重欠損株を探索する。この
二重欠損株は、ΔcysK由来の硫酸経路の欠損に加え、 Keio collection由来の遺伝子
欠損がチオ硫酸経路上に起きたことで、両方の Cys 生合成経路が機能せず Cys 要
求性を示したと考えられる（図 3）。つまり、この Cys要求性を示す二重欠損株を
解析することで、チオ硫酸経路に関わる遺伝子を同定することができると考えた。 
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図 3	 二重欠損株ライブラリーを用いたチオ硫酸経路関連遺伝子の探索  
ΔcysK株と Keio collectionの各株を接合することで構築した二重欠損株ライブラリーの中で Cys要求性を示す
株は、 ΔcysK由来の硫酸経路の欠損に加え、 Keio collection由来の遺伝子欠損がチオ硫酸経路上に起きたこと
で、両方の Cys生合成経路が潰れ Cys要求性を示したと考えられる。つまり、Cys要求二重欠損株を探索する
ことで、チオ硫酸経路に関わる遺伝子を同定できる。 
 
 
＜Cys発酵生産菌＞  
本論文で述べる Cys生産菌とは、Cys生産プラスミド pDESを導入した大腸菌の
ことを指す。pDES は、内膜の Cys トランスポーターYdeD をコードする ydeD、
Cys によるフィードバック阻害非感受性変異型 CysE をコードする cysET167A、Ser
によるフィードバック阻害非感受性変異型 SerA をコードする serA410Stopの 3 つの
遺伝子を過剰発現するためのプラスミドである。pDES を導入しなければ、大腸菌
は生育に最低限必要な量しか合成せず、Cys が過剰に合成されることはない。
pDESを導入した野生株 BW25113は、培養開始 36時間後で、培地中 Cys蓄積量で
約 800－900 mg/L、OD562あたりの培地中 Cys蓄積量で 80－90 mg/Lの Cysを生産
する。  
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1-2. 材料と方法  
 
1-2-1. 菌株 	  

本研究で用いた大腸菌の菌株を表 2に記載する。	  

また、本実験で用いた各遺伝子欠損株（Keio collection）は、本学の森	  浩禎教授よ

り分譲して頂いた。	  
 
表 2	 本章で使用した菌株  

	  
	  

1-2-2.プラスミド 	  

本研究で用いたプラスミドを表 3に記載する。	  

また、本研究で用いたプラスミドクローン（ASKA library）は、本学の森	  浩禎教

授より分譲して頂いた。	  
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表 3	 本章で使用したプラスミド 
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1-2-3.	 培地組成 	  

	   LB培地（1L中） 	   L培地（1L中） 	  
 Bacto trypton  1 % 1 % 
 Yeast extract 0.5 % 0.5 % 
 NaCl	  1 %	  0.5 %         

	    pH7.0  pH7.0 
	  

	   SM1培地（1L中） 	  

	   Potassium phosphate Buffer（pH7.0）	   100  mM	   	  
	   NH4Cl 151  mM 
 NaCl  1.7  mM	  
 MgSO4  1.0  mM（注） 
 CaCl2  0.1  mM 
 FeSO4  7.2  µM 
	   Na2MoO4  0.6  µM 
 H3BO3  40.4  µM 
 CoCl2  2.9  µM 
 CuSO4  1.0  µM 
 MnCl2  8.1  µM 
 ZnSO4  1.0 µM 
	   Glucose	  	   3  % 

L培地	  	   10  % 
 Methionine  450  mg/L 
 Na2S2O3  30  mM 	 （注）
（注）Cys 発酵生産の実験に応じて、硫酸マグネシウム、チオ硫酸ナトリウムの濃

度は異なり、特に言及しなければ上記の濃度とする。 
 

 M9培地（1L中）  
Na2HPO4  6 g 
KH2PO4  3 g 
NaCl   0.5 g 
NH4Cl  1 g 
Glucose  6 g 
1 % Thiamine-HCl   50 µl 
 pH7.0 
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	 また、特に言及しなければ、前培養、本培養は LB培地で行ったこととする。 
上記の各培地は、実験条件に応じて、抗生物質である 30 µg/ml クロラムフェニコ
ール(Cm) , 50 µg/ml カナマイシン (Km), 35 µg/ml ストレプトマイシン (Sm),  10 
µg/ml テトラサイクリン (Tet)（二重欠損株ライブラリーの構築に関する実験では、
25 µg/ml Cm , 25 µg/ml Kmとする）を添加して行った。固形培地では、1.5%寒天
を添加した。	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  
 
1-2-4.	 プライマー  
	 本研究で用いたプライマーを表 4に示す。 
 
表 4 	 本章で使用したプライマー  
Primer	  name	   sequence	  

①ASKA	  Not1-‐F32	   ttcgtcgcggccgcgaaatcataaaaaatt	  

②ASKA	  Not1-‐R23	   aacaatccagatggagttctga	  

③ASKA	  Xho1-‐F30	   cgtcttcacctgcgagaaatcataaaaaatt	  

④ASKA	  Xho1-‐R30	   tatcaactcgagtccaagctcagctaatta	  

	  
	  
1-2-5. 薄層クロマトグラフィーによる SSCの非酵素的還元の検証  
 	 SSC が GSH により、非酵素的に還元されるかを薄層クロマトグラフィー（TLC）
により確認を行った。まずマイクロチューブ内で、10 mM Tris-HCl buffer (pH 6.8), 
10 mM SSC (SIGMA-ALDRICH社), を混合した反応液に、10 mM GSHもしくは、
10 mM ジチオトスレイトール (DTT)-20 mM Tris-HClを添加し、室温で 30分反応
させた。 
	 シリカゲル 60F254TLCプレート（Merck社）の底辺から 1.5cmの高さに、10 mM 
Cys, 10 mM シスチン, 10 mM GSH, 10 mM GSSG,10 mM SSCを標品として、また反
応液をそれぞれ 5	 µl ずつスポットした。スポットが乾いたことを確認して、展
開溶媒（フェノール：水＝4：1）を注いだ展開槽で各サンプルを展開した。
Gaitonde試薬 10 ml（250 mgニンヒドリン, 6 ml 酢酸,	 4 ml塩酸）を作成し、展開
後 TLCプレートに散布し、ドライヤーにより加熱し発色させた。 
 
1-2-6. 酵素タンパク質の精製  

in vitro における Grx及び Trxの SSCを基質とした時の還元活性を調べるために、
各酵素の精製を行った。各酵素は、ASKA library の各プラスミドクローンを培養
し、集菌、破砕後、各タンパク質に付加されている HisTag を利用したアフィニテ
ィークロマトグラフィーにより精製した。 
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	 具体的には、各酵素の遺伝子をもつプラスミドクローンを LB＋30 µg/ml  Cm、
37℃で定常期まで前培養を行い、同培地に 1%植菌し 30℃で本培養を開始した。
OD660=0.6 に達した時点で、終濃度 0.1 mM となるようイソプロピルチオガラクト
シド（IPTG）を添加し酵素タンパク質の発現誘導を行い、3 時間培養後、集菌し
た。集菌した菌体は PBS で洗浄し、結合バッファー（20 mM リン酸ナトリウム,  
0.5 M 塩化ナトリウム, 40 mM イミダゾール）を培養スケールの 1/10量加え、懸濁
し SONIFIER 450（BRANSON社製）により超音波破砕した。菌体破砕液を遠心分
離し、可溶性、不溶性画分に分けた。得られた可溶性画分を HisTrap HP（GE 
Healthcare 社）に通しカラムに吸着させた。さらに、上記の結合バッファーにより
洗浄後、溶出バッファー（20 mM リン酸ナトリウム, 0.5 M塩化ナトリウム, 0.5 M 
イミダゾール）により、1 ml を 1 フラクションとし溶出した。各フラクションの
タンパク質濃度を Protein Assay Kit（BIO-RAD社）により測定し、明らかにタンパ
ク質濃度の高いフラクション 2 を精製酵素サンプルとした。得られた酵素の精製
度については、SDS-PAGEにより確認を行った。 
 
1-2-7. Grxによる SSCの還元活性の測定 
	 Grxの活性は既存の方法に従って測定した（Holmgren et al., 1995）。Grxが基質
を還元する反応には、ジチオール反応とモノチオール反応の 2 種類が存在する。
ジチオール反応は、活性部位の Cys 残基を 2 つ利用して SSC を還元した後、酸化
されて生成したジスルフィド結合が GSH により再還元され、生じた GSSG を
NADPH の還元力を用いて GSH レダクターゼが還元し、一連の反応が完結する。
モノチオール反応は、まず GSHにより SSCが非酵素的に還元され亜硫酸イオンが
生じ、GSH と Cys の混合ジスルフィドが形成されることにより始まる（次ページ
図、反応(1)）。次に、この混合ジスルフィドを Grx が還元し、Cys が生じると同
時に一時的に Grx と GSH の混合ジスルフィドが形成されるが、別の GSH により
還元されることで Grx は再還元され、GSSG が生じる。生じた GSSG は GSH レダ
クターゼにより NADPH の還元力を用いて還元され、二分子の GSH ができる。以
上が Grx による SSC の還元反応機構である。どちらの反応の還元活性も、A340に

吸光を示す NADPHの減少量をもとに測定している。 
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  ジチオール反応  
 
 
 
 
 
 
 
  モノチオール反応  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
注）Cys-SO3は SSCを意味する。 
 
具体的には、0.1 M Tris-HCl(pH8.0), 0.16 mM NADPH（ナカライテスク社）, 0.1 

mg/L ウシ血清アルブミン, 5.9 µg/ml Yeast GSHレダクターゼ（SIGMA-ALDRICH
社）,50 µM SSC（SIGMA-ALDRICH社）を含む反応液に、0.5 mM GSH（SIGMA-
ALDRICH 社）添加、混合し、DU800（Beckman Coulter 社製）により A340の測定

を開始した。1 分後（この間、図の反応(1)が起こる）、精製した任意の濃度の Grx
を添加し、さらに 3分間 A340から NADPHの減少量を測定した。 
	 酵素活性 1 unit とは、1 分あたりに 1 µmol の NADPH が消費されることと定義
されており、(ΔA340×V)/(min×6.2)により算出できる（V：セル内の反応液の量 ml、
6.2：NADPH のモル吸光係数）。ΔA340は、基質が十分存在する Grx 添加後 1 分間
の傾きより算出した。 
 
1-2-8. Trx による SSCの還元の確認 	  

	 Trxの活性測定は、Holmgren et al. （1979）の手法に従って行った。この反応の
第一段階は、還元型の Trx（Trx-(SH)2）が SSC を還元し、Cys と亜硫酸イオンが
生じると同時に Trx が酸化される（Trx-S2）反応である。第二段階は、酸化型の
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Trxが Trxレダクターゼにより NADPHの還元力を用いて再還元されることで完了
する。Trxの活性も Grx同様に、NADPHの消費量から測定することができる。	  
 
 
 
 
 
 

Trxによる SSCの還元の確認は、0.1 M リン酸カリウム, 2 mM EDTA, 0.32 mM 
NADPH, 20 mM SSC, 0.2 µM 精製 Trxレダクターゼを含む反応液に各 Trxを添加す
ることで行った。今回は、Trx を添加していないコントロールのサンプル、及び各
Trx を加えたサンプルを 30 分間 30℃で反応させた。反応後の各サンプルをアミノ
酸アナライザーJLC500（日本電子社製）の測定プログラム P-110 を用いて、Cys
が合成されているかを確認した。 
 
1-2-9. Cysの発酵生産 	  

	 Cys の発酵生産を行う菌株には、予め Cys 生産用プラスミド pDES を導入した
（Cys生産性を確認した菌株には、全て pDESが導入されている）。この Cys生産
性を確認したい菌株を LB+Tet（導入したプラスミドに応じて、さらに抗生物質を
加える）培地に植菌し、30℃で 18～22 時間、定常期まで前培養を行った。定常期
の培養液の OD660を測定し、OD660=0.4→1%シードとして 30 ml SM1+Tet培地（必
要に応じて抗生物質を添加）に植菌した。植菌後、Cysと同時に合成される酢酸に
よる pH 低下を防ぐために、0.6 g の炭酸カルシウムを添加した。チオ硫酸経路の
効果を調べたい場合は硫黄源をチオ硫酸ナトリウムとし、培養後 6, 12, 24 時間目
に 10 mM チオ硫酸ナトリウムを添加した。硫酸経路の効果を調べたい場合は、硫
黄源を硫酸マグネシウムとして 6, 12 時間目に 10 mM 硫酸マグネシウムを添加し
た。pCA24N に連結した遺伝子の過剰発現を行う場合は、これらの遺伝子は lacプ
ロモーター制御下にあるため、6, 24時間目に 0.1 mM IPTGを添加し、発現誘導を
行った。培養後 12時間おきに、600 µlずつサンプリングを行った。各サンプル 40 
µlを 0.1N 塩酸 1 mlに懸濁後 OD562を測定し、生育度を確認した（培地中に含まれ

る炭酸カルシウムを溶解させるため）。残りのサンプルは 12,000 rpm で遠心分離
後、培地上清を回収し、酸性ニンヒドリン法（Gaitonde et al., 1967）を用いて Cys
の生産量を測定した。培養上清のサンプル 50 µlを 10 mM DTT (pH8.6) 50 µlと 10
分間反応させ、酢酸 100 µl、12 N 塩酸 100 µlを加えて攪拌後、105℃で 20分間加
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熱した。冷却し、エタノール 1.5 ml を加えた後、OD560 を測定し、予め作製した

Cysの検量線より Cys生産量を算出した。 
	  

1-2-10. pcysK-I, pcysK-J, pcysJ-I, pcysK-I-nrdH の構築 	  

	 ASKA Library由来の pcysI, pcysJをテンプレートに、プライマー①、②を用いて
それぞれ PCRによって増幅した。得られた cysI, cysJの PCR産物を pcysKの NotⅠ
認識部位に、cysI の PCR産物を pcysJの NotⅠ認識部位にそれぞれ連結し、pcysK-I, 
pcysK-J, pcysJ-Iを構築した。さらに、pnrdHをテンプレートにプライマー③、④を
用いて増幅した nrdHの PCR 産物を構築した pcysK-Iの XhoⅠ認識部位に連結する
ことで、pcysK-I-nrdHを構築した。 
	  

1-2-11. ΔcysKΔcysM二重欠損株の構築 	  

ΔcysKΔcysM二重欠損株の構築は、Datsunko et al.（2000）及び Baba et al.（2006）
らの方法に従い行った。 ΔcysK 株（cysK ::CmR）に、cysM 遺伝子との相同配列と
カナマイシン耐性遺伝子（KmR）を含む PCR 産物を導入し、cysM遺伝子領域を破
壊し、ΔcysKΔcysM二重欠損株を構築した。 
 
1-2-12. Cys要求性二重欠損株のスクリーニング  
1-2-12-1. High frequency of recombination ΔcysK株の構築 
	 接合に関わる F 因子を有する Chromosome Integration Plasmids（CIPs）が導入さ
れた菌株（CIP 株）とΔcysK株とを接合させ、F 因子をΔcysK株に導入した（図 4）。
また、構築した HfrΔcysK 株は、接合、CIP の移動に影響を与えないΔaraC 株と接
合させ、接合効率を確認した。以上の HfrΔcysK 株の構築は、本学生体情報学講座
の船岡（2009）の方法に従った。 
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図 4	 ΔcysK株の High frequency of recombination（Hfr）化  
ΔcysK株の Hfr化は、CIP保有株とΔcysK株を接合させることで、接合に必要な遺伝子群をΔcysK株のゲノム領
域に導入する。 CIPは、F因子由来の oriT（伝達開始領域、origin of Transfer）と tra遺伝子群、（伝達に必要
なタンパク質をコードする）R プラスミド由来の oriRg 複製起点と、ストレプトマイシン耐性遺伝子をもつプ
ラスミド。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5	 ΔcysK株×Keio collection 二重欠損株ライブラリー  
HfrΔcysK株と Keio collectionの各株を接合させることで、二重欠損株（DKO）ライブラリーを構築
する。 
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1-2-12-2.  接合による二重欠損株ライブラリー構築と Cys要求株の解析 
	 構築した HfrΔcysK株と Keio collectionの各株をM9、M9+5 mMシスチンプレー
ト上で接合することで、cysK遺伝子欠損領域を Keio collection株に伝達、相同組み
換えさせ、Keio collection株の cysK遺伝子を欠損させた（図 5, 6）。この接合は、
実験ロボット BiomekFX（Beckman Coulter社製）と 384 ピン :FP-4（V&P Scientific
社製）を利用した自動化システムにより、各プレートにコロニーをスタンプする

ことで行った。Mating は LB（薬剤なし）プレート、1st セレクション、2nd セレ
クションはM9（Cm, Km）もしくは、M9+5 mM シスチン（Cm, Km）でそれぞれ
行った。 
	 また構築したライブラリーを、37℃で培養し、プレートの画像を 30分おきに 48
時間、スキャナーGT-8700F（EPSON 社製）、LED ビュアーA4 プロ（富士フィル
ムイメージング社製）により撮影し、コロニーの大きさ及び、厚さを測定し、生

育度を評価した。画像解析については、python programを用いた。以上の二重欠損
株ライブラリー構築は、本学、生体情報学講座の草田（2008）の方法に従った。 
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図  6	 二重欠損株ライブラリーの構築  
HfrΔcysK株と Keio collection の各株を接合させることで、二重欠損株ライブラリーを構築
する。 
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1-3. 結果  
 
1-3-1. GSH（非酵素的反応）による SSCの還元  
本研究の目的は、SSC から Cys への変換を促進する酵素を同定し、Cys 発酵生
産への応用を試みることである。しかし、これまでに SSC から Cys の変換は細胞
質内に豊富に存在する GSH（約 10 mM）により行われる可能性が指摘されている
（Michael et al., 2005）。 
	 そこで、まず in vitroで GSHにより SSCが Cysへ非酵素的に還元されるのかを
確認した。10 mM GSHと 10 mM SSC、さらにコントロールとして 10 mM GSHと
10 mM DTT を室温で 30 分間反応させ、TLC プレートにスポットし、展開溶媒
（フェノール：水＝4：1）により展開した（図 7）。その結果、10mM DTT によ
り SSCが完全に Cysへと還元されたのに対し、10 mM GSHでは一部が Cysへと還
元されたものの、大部分は還元されなかった（図 7）。以上の結果より、細胞内に
存在し得る GSH 濃度（数 mM）レベルでは、SSC から Cys への変換は十分とは考
えられない。従って、何らかの酵素によりこの反応が促進されると考えられる。

もし、そのような酵素が存在するならば、その過剰発現により Cys 生産性の向上
が期待できる。以降の実験では、この変換を触媒し、Cys生産性の向上に有効な酵
素の探索を行った。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7	 GSHによる SSCから Cysへの還元  
10 mM GSHと 10 mM SSCもしくは、10 mM DTTを室温で 30分反応させ、TLCプレートにスポットし、展開
溶媒（フェノール：水＝4：1）により 展開した。コントロールである Cys, シスチン, GSH, GSSG（酸化型
GSH）,SSCは各 10 mMずつスポットした。 発色は Gaitonde試薬（酸性ニンヒドリン反応）により行った。 
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1-3-2.還元酵素による SSCから Cysの合成  
次に、これまでの報告から SSC から Cys の変換に関与する可能性のある 7 種類
の還元酵素（Grx1, 2, 3, 4, Trx1, 2, NrdH）について、Cys発酵生産への有用性を評
価した。 
 
1-3-2-1. Grx1, 2, 3による SSCから Cysへの還元（in vitro）  
	 まず候補に挙げた 7 種類の還元酵素が SSC を Cys へ還元する活性があるかを in 
vitro で調べた。ASKA library 由来の各還元酵素遺伝子を組み込んだ発現プラスミ
ドを大腸菌 AG1 株に導入し、His タグが付加された各酵素を過剰発現後、集菌、
破砕し、ニッケルカラムにより精製した。次に精製した Grx による SSC から Cys
への還元活性について検証した。Grxの活性は基質を還元後、再還元される際に働
く GSH レダクターゼが消費する NADPH 量を A340で追跡することで測定した。ま

ず、GSH、基質である SSC 、NADPHを含む反応液に GSHレダクターゼを添加し
A340の測定を開始した。2 分後、各種還元酵素 Grx1, 2, 3 をそれぞれ添加し、さら
に 3 分間 A340 を測定した（図 8-A）。Grx 添加前の 2 分間での A340 の減少は、

GSHによる SSCの非酵素的還元によるものであり、図 7で観察された結果とよく
一致している。各 Grx1, 2, 3添加後の 3分間では、酵素添加無しのコントロールと
比較し、急激な A340の減少が見られた。興味深いことに Grx2 の活性は Grx1, 3 に
比べ約 3.5 倍高いことが示された（図 8-B）。反応終了後に最終産物としての Cys
が生成していることをアミノ酸アナライザーにより確認した。以上の結果から、

Grx1, 2, 3は SSCを Cysへ還元することが明らかとなった。 
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図 8	 Grx1,2,3 による SSCから Cysへの還元  
0.1 M Tris-HCl(pH8.0), 0.16 mM NADPH, 0.1 mg/L BSA, 5.9 µg/ml Yeast GSHレダクターゼ,50 µM SSCを含む反
応液に、0.5 mM GSH添加、混合し、DU800（Beckman Coulter社製）により A

340
の測定を開始。1分後、精製

した任意の濃度の Grxを添加し、さらに 3分間 A
340
から NADPHの減少量を測定した。 

 
1-3-2-2. Trx1, 2, NrdH, Grx4による SSCから Cysへの還元（in vitro）  
	 Trx1, 2、NrdH、Grx4 も 3.2.1 と同様に精製し、GSH レダクターゼ の代わりに
Trx レダクターゼを用いて SSC から Cys への還元活性を調べた。なお Grx4 は
GSH レダクターゼではなく、Trx レダクターゼによって再還元されることがすで
に報告されていたため、本項で Trx 等と共に調べることにした。Trx レダクターゼ、
NADPH、SSC を含む反応液に、各酵素 Trx1, 2, NrdH, Grx4 をそれぞれ添加し、
30℃で 30 分間反応させた。生成される Cys をアミノ酸アナライザーにより定量す
ることで、各種酵素の SSC から Cys への還元活性の有無を評価した。なおアミノ
酸の分離に用いる分離液（pH2.0）では、Cys は容易にシスチンに酸化されるため、
実際にはシスチンを検出した。その結果、酵素添加無し（コントロール）では Cys
およびシスチンがともに生成されなかった。一方、Trx1, 2、NrdH を加えたサンプ
ルでは保持時間 53.8 分付近にシスチンのピークが確認できたことから、Cys が合
成されたものと考えられた（図 9）。また、Grx4 の添加では、Cys およびシスチ
ンいずれのピークも確認することができなかった。コントロール、Grx4 の反応液
で確認できるシスチンの微小なピークは、SSC の標品を解析した際にも確認でき
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る。このピークは、SSC の標品中に含まれる Cys のピークであると考えられる。
以上の結果から、Trx1, 2 及び NrdH は SSC を還元し、Cys を生成することが明ら
かとなった。	  

	  

	  
図 9	 Trx1,2, NrdH, Grx4 による SSCから Cysへの還元  
0.1 M Potassium Phosphate, 2 mM EDTA, 0.32 mM NADPH, 20 mM SSC, 0.2 µM 精製 Trxレダクターゼを含む反応
液に各 1.6 µM 酵素を添加し、30℃で 30分反応させた。反応液をアミノ酸アナライザーにかけ、Cysが合成さ
れているかを確認した。 
 
 
1-3-2-3. 各還元酵素過剰発現株の Cys発酵生産  
候補に挙げた 7種の還元酵素の内、Grx4を除く 6種が SSCを Cysへ還元できる
ことが示された。これらの還元酵素および、これらの酵素の再還元に働く GSH レ
ダクターゼと Trx レダクターゼを Cys 生産菌株で過剰発現することで発酵生産へ
の効果を評価した。その際、硫黄源にチオ硫酸ナトリウムを用いることで積極的

にチオ硫酸経路を利用して Cys を生産させた。その結果、Grx1 と NrdH を過剰発
現した Cys 生産菌株は、OD562あたりの Cys 蓄積量が、空ベクターpCA24N を導入
した Cys 生産菌株（コントロール）に比べて、それぞれ約 10%、25%増加した
（図 10-C）。他の還元酵素は生産量に効果はなく、むしろ生産量がコントロール
に比べて低下した。また、GSH レダクターゼと Trx レダクターゼの過剰発現株は、
コントロールに比べて生育が悪く、Cys蓄積量も大きく低下した（図 10-A, B, C）。
以上の結果から、Grx1 と NrdH の過剰発現は、Cys 生産性の向上に寄与すること
が明らかとなった。 
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図 10	 還元酵素の過剰発現株における Cys 発酵生産（硫黄源：チオ硫酸ナ
トリウム）  
各菌株には、Cys 生産プラスミド pDES、及び各還元酵素過剰発現プラスミドを導入した。pCA24N は ORF を
含まない空ベクターである。定常期まで培養した前培養液を SM1+炭酸カルシウム培地に 1%植菌後、6, 12, 24
時間目に 10 mM チオ硫酸ナトリウムを添加し、6, 24時間目に 0.1 mM IPTGにより発現誘導を行った。サンプ
リングは培養後 12 時間おきに、600 µl ずつ行い、生育と培地中の Cys 蓄積量を測定した。A, B, C は Grx 
family、D, E, Fは Trx familyを過剰発現した際の結果。A, Dは生育曲線、B, Eは培地中の Cys蓄積量、C, F は
OD

562
あたりの培地中 Cys蓄積量を示した結果である。S源は 30 mM チオ硫酸ナトリウム  ,1 mM 硫酸マグネ

シウム
 
である。 
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1-3-2-4. in vivoにおける Grx1, NrdHによる SSC還元の検証  
	 Grx1、NrdHの過剰発現による Cys生産性の向上が、SSCから Cysへの還元反応
の促進によるものかを確認するために、ΔcysM 株またはΔcysK 株に Grx1 または
NrdH をそれぞれ過剰発現し、Cys 生産性に与える影響について調べた。その結果、
培養 36 時間でΔcysK株が OD562あたり 16 mg/L 培地中に Cys を生産したのに対し、
Grx1または NrdH を過剰発現しているΔcysK株では、それぞれ、19、 25 mg/L培地
中に Cysを生産した（図 11-B）。この結果は 1-3-2-3の野生株での結果と一致し、
Grx1、NrdH の過剰発現による Cys 生産性の向上が見られた。一方、ΔcysM 株で
Grx1、NrdH を過剰発現した場合、過剰発現していないΔcysM 株と比べて生産性に
差が見られなかった（図 11-B）。以上の結果から、Grx1、NrdH の過剰発現によ
る生産性向上には、cysM がコードする CysM が必要であることが明らかとなった。

この実験では、ΔcysM株（チオ硫酸経路）またはΔcysK株（硫酸経路）のどちらで
も Cys生産が行えるよう、硫黄源として 30 mM チオ硫酸ナトリウムと 20 mM 硫
酸マグネシウムの両方を培地に加えた。しかしながら、興味深いことにΔcysM 株
の培地中の Cys量は約 20 mg/L以下とほとんど Cysを生産していなかった。 

 
図 11	 Grx1, NrdHを過剰発現したΔcysK, ΔcysMにおける Cys発酵生産（硫黄
源  チオ硫酸ナトリウム  + 硫酸マグネシウム）  
各菌株は、Cys 生産プラスミド pDES 及び、各還元酵素過剰発現プラスミドを導入。pCA24N は空ベクターで
ある。定常期前培養液を SM1+炭酸カルシウム培地に 1%植菌後、6, 12, 24時間目に 10 mM チオ硫酸ナトリウ
ム 、6, 12,時間目に 10 mM 硫酸マグネシウムを添加し、6, 24時間目に 0.1 mM IPTGにより発現誘導を行った。
サンプリングは培養後 12 時間おきに、600 µl ずつ行い、生育と培地中の Cys 蓄積量を測定した。A,は培地中
の Cys 蓄積量、B は OD

562
あたりの培地中 Cys 蓄積量を示した結果である。S 源は 30 mM チオ硫酸ナトリウ

ム 、20 mM 硫酸マグネシウムである。 
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1-3-2-5. 亜硫酸イオンリクルート系の検証  
	 以上の結果より、Grx1 または NrdH を過剰発現することで Cys 生産性を向上で
きることが明らかとなった。これらの還元酵素は 1 分子の SSC を還元し 1 分子の
Cysを生成する。その際に生じる 1分子の亜硫酸イオンが硫酸経路に流れ込み、こ
の亜硫酸イオンを硫黄源として硫酸経路からもう 1 分子の Cys が合成されている
のではないかと考えた（図 12-A）。この仮説を検証するために、硫酸経路におけ
る亜硫酸イオンの還元に働く亜硫酸還元酵素（α subunit：cysI、β subunit：cysJ）の
欠損株を用いて、Cys の生産性に及ぼす影響を検証した（図 12-B）。本 Cys 生産
実験は、硫黄源としてチオ硫酸ナトリウムを用いた。その結果、亜硫酸イオンの

還元に関わる遺伝子 cysI, cysJ及び、その下流で働く遺伝子 cysKを破壊した株では、
Cys 蓄積量が野生株に比べ、約半分量に低下した（40～60 mg/L）（図 13）。また、
硫酸イオン同化経路における亜硫酸イオンより上流で働く cysC, cysH欠損株の Cys
蓄積量は、野生株と大きな差はなかった。以上の結果から、SSC から Cys への還
元の際、生じた亜硫酸イオンが硫酸経路で利用され、もう 1 分子の Cys が生合成
されていること強く示唆された。 
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図 12	 亜硫酸イオンのリクルートに関するモデル図  
A; SSC の還元で生じた亜硫酸イオンが硫酸経路の硫酸イオン同化経路で利用されているという仮説を示す図。
B; 硫酸イオン同化経路における各タンパク質をコードする遺伝子。 
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図 13	 硫酸イオン同化経路関連遺伝子の欠損株における Cys 発酵生産（硫
黄源：チオ硫酸ナトリウム）  
野生株（WT）, ΔcysC, ΔcysH, ΔcysG, ΔcysI, ΔcysJ, ΔcysK, or ΔcysMの各菌株は、Cys生産プラスミド pDESを導
入。定常期前培養液を SM1+炭酸カルシウム培地に 1%植菌後、6, 12, 24時間目に 10 mM チオ硫酸ナトリウム 
を添加し、6, 24時間目に 0.1 mM IPTGにより発現誘導を行った。サンプリングは培養後 12時間おきに、600 
µlずつ行い、生育と培地中の Cys蓄積量を測定した。図は OD562あたりの培地中 Cys蓄積量を示した結果であ
る。硫黄源は 30 mM チオ硫酸ナトリウム 、1 mM 硫酸マグネシウムである。 

 
 
1-3-2-6. 亜硫酸還元酵素の過剰発現株における Cys発酵生産  
	 次に、亜硫酸イオンの還元に働く亜硫酸還元酵素の過剰発現が Cys 生産性に与
える影響について調べた。まず亜硫酸還元酵素をコードする cysI, cysJ、 CysK を
コードする cysK 各遺伝子の単独過剰発現株で、硫黄源をチオ硫酸ナトリウムとし
て Cys生産実験を行った。その結果、cysI, cysJ , cysK各遺伝子の過剰発現株の Cys
蓄積量は、コントロール株を上回ることはできなかった（図 14-A）。 
	 そこで、2-10 に従って cysJ-cysI、cysK-cysI、cysK-cysJ、の二つの遺伝子をタン
デムに連結したプラスミドを構築した。これら二つの遺伝子の共発現が Cys 生産
性に与える影響について再度評価した。その結果、CysJ-CysI または CysK-CysJ を
共過剰発現した場合、Cys 生産性は向上しなかった。しかしながら、CysK-CysI を
共過剰発現した場合、コントロール株に比べ Cys 生産性が向上することが判明し
た（図 14-B）。最後に、効果が見られた cysK-cysI-nrdH の三つの遺伝子をタンデ
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ムに連結したプラスミドを保持した菌株についても、Cys生産性を評価した。その
結果、Cys蓄積量は培養開始 24時間目まではコントロール株が最も低く、pcysK-I 、
pnrdH、pcysK-I-nrdHの順で増加していた。pcysK-I-nrdH は 24時間目で約 90 mgの
Cys を蓄積しており、cysK-cysIと nrdHを組み合わせたことによる Cys 生産性への
効果が確認できた（図 14-B）。しかし、36時間目では pcysK-I-nrdH のみ Cys生産
性が低下していた。 
以上より、cysI, cysJ, cysKの各単独過剰発現株は Cys生産性に効果はなかったが、

cysK-cysI, cysK-cysI-nrdHの共過剰発現は Cys生産性を向上させた。 
 
 

 
 
図 14	 亜硫酸還元酵素の過剰発現株における Cys 発酵生産（硫黄源：チオ
硫酸ナトリウム）  
各菌株は、Cys 生産プラスミド pDES を導入。 pCA24N は ORF を含まない空ベクターである。定常期前培養
液を SM1+炭酸カルシウム培地に 1%植菌後、6, 12, 24時間目に 10 mM チオ硫酸ナトリウム を添加し、6, 24時
間目に 0.1 mM IPTGにより発現誘導を行った。サンプリングは培養後 12時間おきに、600 µlずつ行い、生育
と培地中の Cys蓄積量を測定した。A は各遺伝子の単独過剰発現株の OD

562
あたりの培地中 Cys蓄積量、B は

cysK-cysI,  cysK-cysI-nrdH 共過剰発現株の OD
562
あたりの培地中 Cys蓄積量を示した結果である。硫黄源は 30 

mM チオ硫酸ナトリウム 、1 mM 硫酸マグネシウムで Cys生産実験を行った。 
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1-3-2-7. 硫酸イオンを単独硫黄源とした時の Cys発酵生産  
	 チオ硫酸ナトリウムと硫酸マグネシウムの両方を硫黄源として Cys 発酵生産を
行った場合、ΔcysM 株（硫酸経路により Cys 生産できる）がほとんど Cys を生産
していなかった結果（図 11）を考慮して、図 11で添加した際と同量の 20 mM 硫
酸マグネシウムを単独硫黄源とした時のΔcysM 株の Cys 生産量を確認した。その
結果、pCA24N（空ベクター）を導入したΔcysM 株の Cys 蓄積量で 140 mg/L、
OD562あたりの Cys 蓄積量で 14 mg/L を越えていた。この結果より、図 11 と等量
の硫酸マグネシウムを単独で添加した場合は、チオ硫酸ナトリウムと硫酸マグネ

シウムの両方を硫黄源とした場合に比べて、ΔcysM 株の Cys 蓄積量が約 7 倍、
OD562あたりの Cys蓄積量が約 5倍にそれぞれ増加した。 
 

 
図 15	  硫酸マグネシウムを単独硫黄源とした時の Grx1, NrdHを過剰発現し
たΔcysM, ΔcysK における Cys発酵生産（  硫黄源：硫酸マグネシウム）  
ΔcysM 、 ΔcysK 各菌株は、Cys生産プラスミド pDESを導入。 pCA24Nは ORFを含まない空ベクターである。
定常期前培養液を SM1+炭酸カルシウム培地に 1%植菌後、6, 12時間目に 10 mM 硫酸マグネシウムを添加し、
6, 24時間目に 0.1 mM IPTGにより発現誘導を行った。サンプリングは培養後 12時間おきに、600 µlずつ行い、
生育と培地中の Cys蓄積量を測定した。Aは培地中 Cys蓄積量、Bは OD

562
あたりの培地中 Cys蓄積量を示し

た結果である。硫黄源は 20 mM 硫酸マグネシウムで Cys生産実験を行った。 
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1-3-3. 二重欠損株ライブラリーを用いたチオ硫酸経路関連遺伝子の探索  
1-3-3-1. ΔcysKΔcysM二重欠損株の Cys要求性の確認 	  

	 SSC から Cys への変換に関わる酵素をコードする遺伝子を同定するために、二
重欠損株ライブライリーを用いたスクリーニングを行った。硫酸経路の CysKをコ
ードする cysK 遺伝子の欠損株を大腸菌の非必須遺伝子の一遺伝子欠損株ライブラ
リーである Keio collectionと接合させることで、二重欠損株ライブラリーを構築す
る。この二重欠損株ライブラリーの中で、Cys要求性を示す菌株は硫酸経路の欠損
に加えてチオ硫酸経路が欠損していると考えられる。つまり、二重欠損株ライブ

ラリーの中から Cys 要求株を探索することで、チオ硫酸経路に関わる遺伝子を同
定できると考えた（図 3）。 
	 このスクリーニングを行うためには、硫酸経路、チオ硫酸経路の両経路を欠損

させた二重欠損株が Cys 要求性を示すことが必須である。これを確認するために、
硫酸経路が欠損したΔcysK（cysK::Cm）株の cysM 遺伝子（チオ硫酸経路の CysM
をコード）をカナマイシン耐性遺伝子で置換することにより、ΔcysKΔcysM 株を構
築した。構築したΔcysKΔcysM 株とコントロールである野生株、ΔcysE、ΔcysK、
ΔcysM各菌株を最少培地である M9、及び M9+シスチンプレートでそれぞれ培養し
た。その結果、M9+シスチンプレートではΔcysKΔcysM 株を含めた全ての菌株が良
好に生育できたが、M9 プレートではΔcysE 及びΔcysKΔcysM 株は生育できなかっ
た（図 16）。以上より、本研究で使用する BW25113 には、硫酸経路、チオ硫酸
経路以外に Cys 合成経路が存在せず、二重欠損株ライブラリーを用いたスクリー
ニングが可能であることが判明した。また、ΔcysE 株は OAS を合成できないので、
Cys要求性を示すことは明らかである。 
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図 16	  ΔcysKΔcysMの Cys要求性  
ΔcysKΔcysM および、コントロールであるWT（BW25113）、ΔcysE、ΔcysK、ΔcysMを 1 mM 硫酸マグネシウム,  
 1 mM チオ硫酸ナトリウム含有 M9プレート及び、この M9プレートに 5 mM シスチンを添加したプレートで、
37℃18hr培養を行った。 
 
1-3-3-2. High frequency of recombination ΔcysK株の構築 	  

次に、ΔcysK株を Keio collection と接合し二重欠損株ライブラリーを構築するた
めに、ΔcysK株の High frequency of recombination（Hfr）化を行った。具体的には、
接合に関わる F 因子を有する Chromosome Integration Plasmids（CIPs）が導入され
た菌株（CIP 株）とΔcysK 株とを接合させ、F 因子をΔcysK 株に導入した。その結
果、接合効率 27%と接合能の高い HfrΔcysK株を構築できた。 
 
1-3-3-3. ΔcysK×Keio collection 二重欠損株ライブラリーの構築と Cys 要求二重
欠損株の解析 	  

	 構築した HfrΔcysK株と Keio collectionの各株をM9、M9+シスチンプレート上で
接合させ、各プレート上でΔcysK×Keio collection 二重欠損株ライブラリーを構築
した（図 17）。次にこのライブラリーの中から、M9+シスチンプレートでは生育
できるが、M9プレートではできない Cys要求株を探索した。しかし、今回構築し
たライブラリー内の Cys 要求性を示すコントロールであるΔcysKΔcysM株が、その
他の株に比べ生育がかなり遅いものの M9 プレート上で微小なコロニーを形成し
ていた。このことから、Cys 要求株の解析には M9+シスチンプレートでの生育度
と M9プレートでの生育度の差の大きいものから順位をつけ、Cys要求性の高い株
を同定する解析方法を検討する必要があることが分かった。 
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図 17	  ΔcysK×Keio  collection 二重欠損株ライブラリー  
ΔcysKと Keio collectionの各株を接合後、37℃で 48時間、培養した後の各二重欠損株のコロニー。 
二重欠損株ライブラリーは、全部でプレート 8枚分存在する。その中の 1枚で、576遺伝子の結果である。 
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1-4. 考察  
 
	 Foster らは、SSC が GSHにより非酵素的に容易に還元されると考察している

（Foster et al., 2004）（反応式 1）。そこで、等量（10 mM）の GSHと SSCを in 
vitro で反応させたところ、大部分が SSC で存在していることが判明した。このこ
とから、大腸菌の細胞質に存在する mMレベルの GSHでは、SSCを Cysに還元す
ることができないと示唆された。それ故、SSC から Cys への変換を促進できる酵
素の探索と、その酵素の過剰発現による Cys発酵生産性の向上を試みた。 
	  
 
	  
 
 
まず、SSCを還元できる酵素の候補として、還元酵素である Grx1, 2, 3, 4、Trx1, 

2及び NrdHによる SSCの還元活性について調べた。大腸菌から精製した Grx1, 2, 
3 は GSH、GSH レダクターゼ存在下で SSC を還元でき、Grx2 の還元活性が最も
高いことが明らかになった。これは、Grx2 がタンパク質のジスルフィド結合より
も、低分子ジスルフィドの一種 β-ヒドロキシエチレンジスルフィド（HED）を還
元する活性が高いという Holmgren らの考察とも一致している（Holmgren et al., 
2005）。また、同様に精製した Trx1, 2, NrdH が Trx レダクターゼ存在下で、SSC
を Cys へ還元できることも見出した。大腸菌の Trx が SSC を還元できることは、
Funane らにより in vitro で報告されており、それを再現する結果が得られた
（Funane et al., 1987）。また、Grx4は、Trxレダクターゼにより再還元を受けると
報告されている。そこで Trx レダクターゼ存在下で SSC の還元活性を測定したに
も関わらず、SSC への還元活性は見られなかった。これは、Grx2 とは異なり Grx4
が HED のような低分子ジスルフィドを還元できないという Fernandes らの結果と
一致した（Fernandes et al., 2005）。以上より、Grx4以外の還元酵素は、in vitroで
SSCを Cysへ還元する活性を有していることが明らかとなった。 
次に、Cys 生産菌でこれらの還元酵素を過剰発現した結果、Grx1、NrdH の過剰
発現株が Cys 生産性を向上させることを明らかにした。しかしながら、Grx1 と
NrdH のみが Cys 生産性の向上に貢献する明確な理由は不明である。これらの酵素
は、通常の生育環境下では発現が抑制されており、Grx1 は過酸化水素に応答する
転写因子 OxyR に、NrdH は鉄硫黄クラスターの維持等に関わる転写因子 Fur によ
り転写誘導されることが既に報告されている（McHugh et al., 2003）。しかし、他

SSC	   GSH 
（還元型）	  

Cys	   Sulfite 
(SO3

2-)	  
GSSG 

（酸化型）	  

＋ 	   ＋ 	   ＋ 	   （反応式１） 
？ 	  
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の還元酵素は通常の生育環境下において、Grx1 や NrdH と比べると比較的恒常的
に発現している。従って、還元環境と考えられる Cys 発酵生産時においては、
Grx1 や NrdH の発現レベルは低く、これら酵素の過剰発現の効果が、Cys 生産性
の向上につながったのではないかと考えている。Grx の中では、in vitro で最も効
果のあった Grx2 の生産量が低いことも、そもそも構成的に Grx2 の発現が高く、
過剰発現の効果が表れにくいためと考えられる。これらのことを検証するには、

Cys発酵生産時の IPTG誘導による各種還元酵素の発現量を解析する必要がある。 
In vitro で SSC から Cys への還元活性を有する Grx1 または NrdH をΔcysM株で
過剰発現させた場合には、Cys 生産性が向上しないことから、野生株での Grx1 ま
たは NrdH の過剰発現による生産性向上の原因は、チオ硫酸経路における SSC か
ら Cys への還元促進によるものであると結論した。ここで私は SSC から Cys への
還元の際に生じる亜硫酸イオンに着目した（反応式１）。この亜硫酸イオンが硫

酸経路に流れ込むならば、亜硫酸イオンの還元に関わる cysI, cysJ 遺伝子と、その
下流の cysK遺伝子の強化により、Cys 発酵生産性の向上が期待できる（図 12）。
まず、ΔcysI, Δ cysJ株でチオ硫酸イオンを硫黄源として Cys発酵生産を行い、それ
ら遺伝子の Cys 生産性への影響について調べた。その結果、これらの遺伝子欠損
株の Cys 生産量が野生株と比較して約 50%減少していることが判明した。このこ
とは SSC から Cys へ還元される際に生じた亜硫酸イオンが硫酸経路で同化できな
くなり、Cys 生産量の低下をもたらしたと考えられた（図 13）。この Cys 生産量
の低下は、SSC に含まれる 2 分子の硫黄原子のうち、SSC の還元により 1 分子の
Cys が生じるものの、その際に生じる亜硫酸イオンを利用してもう 1 分子の Cys
を生合成できないことにより、野生株と比較して半減したと考えられる（図 13）。
実際、硫酸イオンから亜硫酸イオンまでの同化に働く cysC, cysH 欠損株で同様の
実験を行った場合、OD562あたりの Cys 生産量は野生株と差は見られなかった。以
上の結果から、チオ硫酸経路の SSC から Cys への変換で生じる亜硫酸イオンは、
硫酸経路に取り込まれ、Cys 合成へと利用されることが明らかとなった（Nakatani 
et al., 2012）。 
そこで、亜硫酸イオンの還元に働く経路の強化により Cys 生産性の向上が期待
できると考え、最初に cysI, cysJ, cysKの各遺伝子の単独過剰発現により評価を行っ
た。これら遺伝子の単独過剰発現では効果はなく、次に私は二つの遺伝子をタン

デムに連結し cysJ-cysI、cysK-cysI、cysK-cysJ の共過剰発現株により Cys 生産性の
向上について調べた。その結果、cysK-cysI 共過剰発現株で Cys 生産性が向上する
ことを見出した。この結果より、亜硫酸イオンを硫化物イオンに還元する段階と、

その硫化物イオンと OAS から Cys を生合成する段階に関与する遺伝子の共発現が、
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Cys 生産性の向上には必要であると考えられた（図 12）。しかしながら、亜硫酸
イオンから硫化物イオンに同化するステップには複数の遺伝子が関与しており、

なぜ cysK-cysIの共過剰発現株のみが Cys生産に効果があったかは不明である。 
これまでに私は、SSC から Cys への還元に Grx1 または NrdH が有効であること、
また、その際に生じた亜硫酸イオンの Cys への変換強化が、Cys 発酵生産性の向
上に効果があることを見出した（Nakatani et al., 2012）。そこで最後に、これらの
知見を組み合わせ、さらなる Cys 生産性の向上を試みた。その結果、24 時間目以
降で、Cys 生産量が低下したものの、培養開始 24 時間目までは、cysK-cysI-nrdH
の共過剰発現が Cys生産性向上に最も効果を示した（Nakatani et al., 2012）。 
	 私は発酵生産への応用を行う過程で興味深い結果を得た。図 11 でチオ硫酸ナト
リウムと硫酸マグネシウムの両方を硫黄源として Cys 生産を行った場合、空ベク
ターを導入したΔcysM 株の培地中の Cys 生産量は約 20 mg/L 以下とほとんど Cys
を生産していなかった（図 11-A）。また、硫酸マグネシウムを単独硫黄源として
Cys生産を行った場合、空ベクターを導入したΔcysM株の培地中 Cys蓄積量は、約
150 mg/L であった（図 15-A）。同量の硫酸マグネシウムを添加したにも関わらず、
生産量が 7 倍以上増加した。このことから、チオ硫酸イオンと硫酸イオンの両方
が培地中に存在する場合、硫酸経路の利用を抑制して、チオ硫酸経路を優先的に

利用するカタボライトリプレッションのような代謝制御が存在することが示唆さ

れた。硫酸経路の硫酸イオンから硫化物イオンへの同化では、2 分子の ATP と 4
分子の NADPH を多段階の反応により消費する。しかし、チオ硫酸経路のチオ硫
酸イオンは細胞内に取り込まれると、CysM により OAS と直接反応し、1 ステッ
プで SSC が生合成され、その後 1 分子の NADPH の消費による還元反応で Cys が
生じる。この様に、エネルギーの消費や反応ステップが少ないという観点から、

チオ硫酸経路の方が細胞にかかる負担が少ない。このことからも、チオ硫酸イオ

ンを優先的に利用する制御機構が存在することは理に適っており、チオ硫酸経路

を利用した Cys 発酵生産が有効であることを示している。今後は、チオ硫酸経路
の生理的な役割について解明する上でも、硫酸イオン、チオ硫酸イオン添加時の

硫酸経路、チオ硫酸経路の各遺伝子の転写、発現レベルでの解析が必要である。 
最後に、構築したΔcysKΔcysM二重欠損株が Cys 要求性を示したことから、大腸
菌における Cys 生合成経路は硫酸経路、チオ硫酸経路の 2 経路しか存在しないこ
とを明らかにした。そこで私は、二重欠損株ライブラリーを用いたスクリーニン

グにより、SSCから Cysへの還元を行う酵素の網羅的探索も行った。 
ΔcysKと Keio collection を接合させ、二重欠損株ライブラリーを構築するために、

ΔcysK株の Hfr化を行い、接合効率 27 %と接合能の高い HfrΔcysK株を構築した。
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次に HfrΔcysK株と Keio collectionの各株をM9、M9+シスチンプレート上で接合さ
せ、各プレート上でΔcysK×Keio collection 二重欠損株ライブラリーを構築した
（図 6, 17）。しかし、Cys 要求性を示すコントロールであるΔcysKΔcysM 株は、
M9 プレート上で生育が遅いながらも微小なコロニーを形成した。このようなこと
が起こる原因は、二つ考えられる。一つ目は、部分二倍体化している可能性であ

る。ΔcysK 株（ドナー）とΔcysM 株（レシピエント）を接合する場合、 HfrΔcysK
株（ドナー）は欠損していない正常な cysM 遺伝子領域を持っている。これにより、
接合した際に cysK 遺伝子の欠損領域が組み換わると同時に、正常な cysM 遺伝子
領域もΔcysM 株に導入され、欠損した cysM 遺伝子領域と正常な cysM 遺伝子領域
の両方をもつ可能性がある。二つ目は、接合状態のままのドナー株（CmR）とレ

シピエント株（KmR）が存在する可能性である。本来、接合により構築された二

重欠損株は、接合後クロラムフェニコールとカナマイシンを含む選択培地にスタ

ンプされ、CmR, KmR の両薬剤耐性を持っていないドナー株（CmR）とレシピエン

ト株（KmR）は排除される。しかし、接合状態のままのドナー株（CmR）とレシ

ピエント株（KmR）は、それぞれの薬剤耐性タンパク質を共有し合うことで排除

されない可能性がある。以上の二つの現象が起きていることで、コントロールの

ΔcysKΔcysM株が完全な Cys 要求性を示さないと考えられる。構築したライブラリ
ーの中から Cys 要求株を同定するには、この二つの現象を起こりにくい条件で二
重欠損株を構築する。もしくは、M9+シスチンプレートでの生育度と M9 プレー
トでの生育度の差の大きいものから順位をつけ、Cys要求性の高い株を同定する解
析方法を検討する必要がある。どちらにせよ、さらなる条件検討が必要である。

今後はこれらの問題を解決し、Grx, Trx群とは異なる酵素の同定を試みる。 
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図 18	 1章の成果  
Grx1、NrdH が SSC から Cys への還元を促進、cysK-cysI の共過剰発現が亜硫酸リ
クルート系を強化し、Cys生産性を向上させることを見出した。赤線が今回生産性
向上に効果のあった経路及び酵素。 
 
 
  

CysM	   CysK	  

S-‐Sulfocysteine	  

O-‐Acetylserine	  

CysE	  

Thiosulfate	  
pathway	  

	  

Sulfate	  
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第２章  
チオ硫酸イオン優先的な  

新規システイン合成制御機構の解析  
 

2-1.	 緒言  
 
＜栄養源の選択的利用機構と本研究の目的＞  
生物には同種の栄養源が複数存在する場合、より好ましい栄養源を優先的に利

用し代謝する機構が備わっている（Görke and  Stülke, 2008;  Marzluf, 1993）。これ
はより効率的な代謝（同化、異化）が可能な栄養源を選択的に利用することで細

胞の増殖速度を高め、生育する環境下でより早期に占有し、他の生物より優位な

状況を確立するための生物の巧みな生存戦略の一つである。このような機構の理

解は微生物において進んでおり、特に炭素源、窒素源の選択的な利用機構はカタ

ボライトリプレッションと呼ばれ、その制御機構について詳細な解析が鋭意行わ

れてきた。しかし、三大元素の一つである、硫黄源の選択的利用に関する報告は

極めて少なく、その機構についてはほとんど理解されていない。 
第 1 章で述べたチオ硫酸経路に関わる酵素を用いた Cys 発酵生産の研究におい
て、チオ硫酸イオンと硫酸イオンを同時に培地に添加した場合、硫酸経路を介し

た Cys の生産量が有意に低下することを見出した（図 11, 15）（Nakatani et al., 
2012）。これは Cys 合成がチオ硫酸経路優先的に制御されていることを示唆する
ものと考え、本章では、その機構の有無を検証し、解析を行った。 
 
＜硫酸経路とチオ硫酸経路による Cys合成について＞  
硫酸経路は、硫酸イオンの同化的還元により生じる硫化物イオンと O-アセチル
セリン（OAS）を cysK遺伝子がコードするシステイン合成酵素（CysK）の触媒反
応によって Cysを合成する（図 19: 灰色）（Kredich, 1992; Nakatani et al., 2012）。
一方、チオ硫酸経路はチオ硫酸イオンと OAS を cysM 遺伝子がコードする S-スル
ホシステイン合成酵素（CysM）の触媒反応によって、S-スルホシステイン（SSC）
を合成し、Cys と亜硫酸イオンへと還元する（図  19: 黒色）（Kredich, 1992;	 
Nakamura et al., 1983; Sekowska et al., 2000）。SSCの還元は、第 1章で示したよう
に GSH などによる非酵素的還元や Grx、Trx などの還元酵素に依存すると考えら
れる。このように、硫酸イオン、チオ硫酸イオンそれぞれからの Cys 合成機構に
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ついては解析が進められてきたが、これらが細胞外に同時に存在する場合の応答

やその制御機構については解析されてこなかった。 
 

 
図 19	 大腸菌のシステイン生合成経路 
大腸菌は 2種類の無機硫黄源、硫酸イオンとチオ硫酸イオンそれぞれから Cysを合成する経路をも
つ。両経路の中間代謝物及び、各反応に関わる酵素名、遺伝子名を示した。 
CysE, serine acetyltransferase; SO4, sulfate; S2O3, thiosulfate; APS, adenosine 5-phosphosulfate; PAPS, 3-
phosphoadenosine 5-phosphosulfate; OAS, O-acetylserine; GSH, glutathione; Met, methionine. 
 
硫酸経路から 1 分子の Cysを合成する場合、2 分子の ATP と 4分子の NADPH
を必要とするのに対して、チオ硫酸経路では、1 分子の NADPHの消費のみで Cys
を合成できる。これは硫黄の酸化数が+6 の硫酸イオンより、+2 のチオ硫酸イオン
を利用する方が同化的還元に要するエネルギーが少ないためである。また、硫酸

経路では 8 つの酵素により 5 段階の反応が必要であるが、チオ硫酸経路では最少
で 1 つの酵素による 2 段階の反応のみで Cys を合成できる。さらに、第 1 章で示
したように、SSC の還元により生じる亜硫酸イオンも硫酸経路へとリクルートさ
れると示唆されるため、1分子のチオ硫酸イオンの取り込みから 2分子の Cysを合
成できる。以上の理由から、チオ硫酸経路は硫酸経路と比較してより効率的に Cys
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を合成できると考えられ、チオ硫酸イオン優先的な Cys 合成機構が存在するので
はないかと考えた。 
 
＜炭素源の選択的利用機構について＞  
大腸菌における炭素源の選択的利用機構はよく理解されており、カーボンカタ

ボライトリプレッションと呼ばれている。グルコースなど上位の炭素源の存在下

では、ラクトースなど下位の炭素源の細胞内輸送を抑制すると同時に、その資化

に関わる遺伝子群の発現が抑制される。これはグルコース存在下で、ホスホトラ

ンスフェラーゼシステム（PTS）と呼ばれるリン酸基転移カスケードを介して、ラ
クトースインポーターLacY の輸送活性が阻害されることに起因する（Gorke and 
Stulke, 2008）。これによりインデューサーであるラクトースの細胞内濃度が低下
し、lacオペロンの発現が抑制される。また、この PTS による制御のスイッチは上
位の炭素源であるグルコースのインポーター（EIIGlc）による取り込み依存的にオ

ンになる。窒素源の選択的利用機構についても主に酵母において解析が進んでお

り、転写や細胞内輸送が制御されることが既に報告されている（Schure et al., 
2000）。このように、下位の栄養源の細胞内への流入を止めること、それに伴い
不要となる酵素タンパク質の発現を抑制することは、上位の栄養源を優先的に利

用すると同時に、エネルギー消費を抑えるという点で、効率的で理に適った機構

である。そこで、チオ硫酸イオンの優先的利用においても、硫酸経路に関わる代

謝遺伝子の発現や細胞内輸送が制御される機構が存在するのではないかと考えた。 
 
＜Cys合成制御機構＞  

Cys の生合成は、最終産物である Cys よって厳密に制御されることが知られて
おり、これらの制御は酵素活性の阻害や遺伝子発現の抑制に起因する（Denk and 
Böck, 1987）。本研究においては、特にチオ硫酸イオン存在時の硫酸経路の転写抑
制や、硫酸イオンの細胞内輸送の抑制に着目し、チオ硫酸イオン優先的な Cys 合
成機構の解析を進めることにした。そこで、これまでに報告されている Cys レギ
ュロンの転写制御、硫酸イオンの細胞内輸送機構について記述する。 
(i) 転写の制御について  
	 Cys 生合成系の制御にとって最も重要な機構は、Cys 合成系の初発酵素であるセ
リンアセチルトランスフェラーゼ（CysE）の活性が Cys によってフィードバック
阻害を受けることである（Denk and Böck, 1987；Colyer and Kredich, 1994）。この
フィードバック阻害には、Cys 合成の基質の供給停止と Cys レギュロンの転写抑
制という 2つの意味がある（Sekowska et al., 2000）。つまり、CysEによる触媒反
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応の生成物である OAS が、CysK や CysM の基質であり、また Cys レギュロンの
転写を誘導する転写因子 CysB のインデューサーとしても働くからである（正確に
は、OAS から非酵素的変換により生じる N-アセチルセリンがインデューサーとな
る）。Cys レギュロンは CysB レギュロンとも呼ばれ、そのターゲットは硫酸経路
とチオ硫酸経路で働く cysPTWA, sbp, cysDNC, cysHIJ, cysK, cysMやシスチンインポ
ーターをコードする ydjN や fliY-yecSC など、Cys の供給に関わる遺伝子群である。
また、cysB 遺伝子も CysB レギュロンであるが、CysB の活性化により転写が負に
制御されることで、CysB レギュロンの過剰な転写誘導を抑制する。以上をまとめ
ると、Cys が不足する条件では、NAS と CysB の結合を介して、CysB レギュロン
の転写が誘導され、細胞内の Cys レベルが増加する。一方、過剰量の Cys（約 1 
µM）による CysE へのフィードバック阻害により、NAS レベルが減少し転写が抑
制される。 
 
 (ii) 細胞内への硫酸イオン、チオ硫酸イオンの輸送について  

Cys生合成の硫黄源である硫酸イオンとチオ硫酸イオンの細胞内輸送に関わるイ
ンポーターとして、CysTWAが知られている（Aguilar-Barajas et al., 2011）。この
インポーターは ATP-binding cassette  (ABC) トランスポーターの一種で、ATPのエ
ネルギーを消費して基質を細胞内へと輸送する。CysTWA はペリプラズム中に存
在する硫酸イオン結合タンパク質 Sbpとチオ硫酸イオン結合タンパク質 CysPとの
基質の受け渡しを介して、各基質を細胞内に輸送すると考えられている（図 20）。
しかし、Sbp、CysP それぞれと CysTWA との結合など、詳細な輸送メカニズムに
ついては解析されていない。これまで、チオ硫酸イオンによる硫酸経路の抑制を

示した報告はなく、チオ硫酸イオンと硫酸イオンが共通のインポーターを利用す

ることの意義については検証されてこなかった。このような観点から本章におい

ては、チオ硫酸イオンによる CysTWA を介した硫酸イオンの取り込み阻害が、硫
酸経路の不活性化の原因となるかについても検証を行った。 

 
以上より、本章では硫酸イオンの細胞内輸送や代謝に関わる遺伝子の発現に着

目し、チオ硫酸イオン優先的な Cys合成制御機構の解析を行った。 
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図 20	 CysTWA インポーターによる硫酸イオンとチオ硫酸イオンの取り込
み  
大腸菌は、ABC トランスポーターCysTWA によって、硫酸イオン、チオ硫酸イオンをペリプラズ
ムから細胞質に取り込む。これら無機硫黄化合物はそれぞれ、硫酸イオン結合タンパク質 Sbp とチ
オ硫酸イオン結合タンパク質 CysP が、CysTWA に受け渡すことで選択的に細胞内へ輸送されると
考えられている。 
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2-2. 材料と方法	  
 
2-2-1. 菌株及びプラスミド  
本章で用いた大腸菌の菌株及びプラスミドを次ページに記載する（表 5）。	  

一部の一遺伝子欠損株（Keio collection）及び遺伝子破壊用のプラスミドは、本学
の森	  浩禎教授より分譲して頂いた。	  

	  

2-2-2. 培地組成 	  

	   LB培地（1L中） 	   L培地（1L中） 	  
 Bacto trypton  1 % 1 % 
 Yeast extract 0.5 % 0.5 % 
 NaCl	  1 %	  0.5 %         

	    pH7.0  pH7.0 
 

M9培地（1L中）  
Na2HPO4  6 g 
KH2PO4  3 g 
NaCl   0.5 g 
NH4Cl  1 g 
Glucose  6 g 
1 % Thiamine-HCl   50 µl 
 pH7.0 

 
	 M9 最少培地使用時には、MgCl2（終濃度 1 mM）を添加し、硫黄源は各実験の
目的に応じて、硫酸ナトリウム、チオ硫酸ナトリウム、もしくはシスチンを添加し

た。また上記の各培地は、実験条件に応じて、抗生物質である 30 µg/ml クロラム
フェニコール (Cm) , 50µg/ml カナマイシン (Km), 35 µg/ml ストレプトマイシン 
(Sm),  10 µg/ml テトラサイクリン (Tet) を添加して行った（二重欠損株ライブラリ
ーの構築に関する実験では、Cm、Km を用いた。）。固形培地では、1.5%寒天を
添加した。 
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表 5	 本章で使用した菌株とプラスミド 
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2-2-3. プライマー  
本章で使用したプライマーを以下に示す。 

 
表 6	 本章で使用したプライマー  

 
 
  

primer sequence	  	  (5'-‐3')
cysM-‐KN AGACGCGCAAGCGTCGCATCAGGCAACACCACGTATGGATAGAGATCGTGATTCCGGGGATCCGTCGACC
cysM-‐KC TTGTCATCAGTCTCCGATGCTATTAATCCTTAAATCCCCGCCCCCTGGCTTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG
cysD-‐KN CGAAACATCTGATGGCAAGAAAATAGCGGTATTGCAAAGGAACGGTTATGATTCCGGGGATCCGTCGACC
cysD-‐KC CGATTTGTTGTGCAAGTGCGGTGTTCATCTTAAAAATACCCCTGACGTTTTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG
cysK-‐KN GGTATGCTACCTGTTGTATCCCAATTTCATACAGTTAAGGACAGGCCATGATTCCGGGGATCCGTCGACC
cysK-‐KC CTTTTTTACGCATTTTTAACAAGCTGGCATTACTGTTGCAATTCTTTCTCTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG
glpE-‐KN AACTGTGCGGTAAATTTGCCCACTTGTTTGTAAAGAAAGAGAGACGCATGATTCCGGGGATCCGTCGACC
glpE-‐KC TTCCACACAAAAGGGGACAGTATAAAGCGTTACGCGCCGTACGCCACCTCTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG
pspE-‐KN TCAGGCGTATAATGGATGGCAATTTTCATCCATAGAAGGACGCTTACATGATTCCGGGGATCCGTCGACC
pspE-‐KC CGCATAAGCGCCGCTCATGGTGAATTCTTTTAACCTTTGACCTTCGGCATTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG
yeeD-‐KN TAAGGCGCGACTGGCAACTGCTGCGGCAAATTAAGTAAGGTGTAAAGATGATTCCGGGGATCCGTCGACC
yeeD-‐KC CCGCTGGTACGGCGGAGGACAATGTTGAGTCAGGCTTTTTGAACGGTGATTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG
yeeE-‐KN CAGTCATGAATAATTTCCTCATTAACATTCATCTGGTTAATTAATTTATGATTCCGGGGATCCGTCGACC
yeeE-‐KC GCTTTTTAATCACCATCTTTACACCTTACTTAATTTGCCGCAGCAGTTGCTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG
nudH-‐KN GTATGAAACAATCATTCGTATATAAAGCTTTATTTTGAGGTAGTCCGGTGATTCCGGGGATCCGTCGACC
nudH-‐KC CGCAGGCGAGTGAGCATAATTGGCGTGACTTAACCTCTTTTACGTCGATATGTAGGCTGGAGCTGCTTCG

cysP-‐del-‐PKD45-‐Fw GGCTCTATAGCCCGCAGGCGCAAACCATCATCACCGACTATTACTACCGCCTATCAACAGGTTGAACTGC
cysP-‐del-‐pKD45-‐Rv AGCTCGGTCTGCGGGAATTTGTCTTTCAGTTTGTCCATCACCTCCGGGTTGGATCCAGAATACACTGCCG
curing	  SS	  for	  cysP-‐del AAAGCCGCCAAAGCCTATCTGAACTGGCTCTATAGCCCGCAGACCGAGCTGTTCCGCGTGGAAGACAAAT
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2-2-4. 遺伝子破壊株の構築  
	 ゲノム上の遺伝子破壊は、Datsenko らの方法に準じて行った（Datsenko and 
Warner, 2000）。FRT 配列を両端にもつ薬剤耐性遺伝子（KmR, CmR）がクローニ

ングされたプラスミド pKD13 (KmR)、pKD334 (CmR)を鋳型に、破壊したい遺伝子
ORFの上流もしくは下流 50 bpの相同配列を持たせたプライマーを用いて PCR反
応により、破壊断片を作製した。λ Red recombinase を発現する温度感受性プラス
ミド pKD46 が形質転換された目的株に、エタノール沈殿により精製した破壊断片
をエレクトロポレーションにより導入し、薬剤含有プレートによる 37℃培養でセ
レクションを行った。選抜されたコロニーについて、目的遺伝子の破壊、及び

pKD46の脱落を確認し、遺伝子破壊株として以後の実験に使用した。 
 
2-2-5. cDNAマイクロアレイ解析  
	 まずM9培地（1 mM 硫酸ナトリウム）で前培養した大腸菌の細胞を、遠心分離
後、硫黄源を含まない M9 培地（M9-S）で 3 回洗い、改めて M9 培地 50 ml（1 
mM チオ硫酸ナトリウム）に懸濁後 OD660=0.4まで培養した。この対数増殖期の培
養液にチオ硫酸ナトリウム（終濃度 1 mM）を添加 5分後に、遠心分離によって細
胞を回収し、RNA 抽出を行った。RNA 抽出にはホットフェノール法を用いた。遠
心分離により培地を除去した細胞に水飽和フェノールを添加し、60℃で 10 分間加
熱後、遠心分離によって上澄を回収した。この操作を三回繰り返し、エタノール

沈殿により精製後、DEPC水に溶解させた。抽出した核酸溶液に、酢酸ナトリウム
（終濃度 0.1 mM）、硫酸マグネシウム（終濃度 50 µM）を添加後、DNase I（タカ
ラバイオ社）を添加し、DNA を分解した。DNase 処理後の溶液をフェノール沈殿、
エタノール沈殿後、DEPC 水 50 µl に溶解させ総 RNA 抽出液とした。回収した
RNA 溶液は、濃度測定やアガロース電気泳動を行い、RNA の収量を測定するとと
もに、DNAの混入や、RNAの分解がないことを確認した。以後の逆転写反応、ラ
べリング、チップへのハイブリダイゼーション、アレイ解析については Roche 社
に委託した。 
 
2-2-6. RT-PCRによる転写量変化の解析  
	 RT-PCR 解析に用いたプライマーは、プライマー設計ソフト Primer Express
（Applied Biosystems社）を利用して設計した。対数増殖期（OD=0.4）まで培養し
た大腸菌に、チオ硫酸イオンの添加など各実験条件による処理を行った。処理後

の培地 1 mlに RNA Protect for bacteria reagent（Qiagen社）を 2 ml加え室温で 5分
放置し、遠心分離（5,000 g、25℃、10min）を行い RNA の固定処理を行った。上
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澄をデカントで除いたペレットに、T.E（pH8.0）に溶解させた 1 mg/ml Lysozyme	 
（Sigma Aldrich 社）を加え、大腸菌細胞を溶解させた。以降の総 RNA 抽出は
RNeasy mini kit （Qiagen 社）を用いて行った。さらに抽出した総 RNA を High 
capacity cDNA Reverse Transcription kit（Applied Biosystems社）を用いて逆転写反
応に供し、cDNA へと変換させた。実際の RT-PCR 反応は、7300 Real-Time PCR 
system（Applied Biosystems 社製）を用いて行った。反応溶液には、Power SYBR 
Green PCR master mix（Applied Biosystems社）、ターゲット遺伝子のフォワード及
びリバースプライマー（各 0.1 µM）、cDNA溶液（20 ng）を加えた。PCR反応に
より対数的な増幅が確認される領域でスレッシュホールドを引き、その時の各サ

ンプルのサイクル数を、mRNA 量を示す定量的な数値 Ct（cycle threshhold）値と
した。各遺伝子の mRNA レベルは、ハウスキーピング遺伝子 rrsH 遺伝子の Ct 値
を用いて、補正した。各遺伝子の各条件における mRNA 量の相対的な比較は、
ΔΔCt法を用いて行った（Livak and Schmittgen, 2001）。図で示した相対 mRNAレ
ベルは、チオ硫酸イオン添加などの処理前の mRNA レベルを 1.0 とし、処理後の
変化量を比率で示したものである。 
 
2-2-7. 35Sを用いた硫酸イオン取り込み活性の測定  

M9 培地で対数増殖期まで培養した培養液を 0.1 M カリウムリン酸バッファー 
（KPB）（pH 7.0）で 3 回洗った後、OD660=0.5 となるよう調整した。この細胞懸
濁液 6.5 mlに 40 %グルコース 60 µlを添加し、37℃で 10分間加温した。その後、
[35S]-硫酸ナトリウムを含む硫酸ナトリウム溶液を終濃度 0.1～100 µM の濃度範囲

で添加し、GF/C filter（Whatman 社）上にアプライし、0、2、5、10、20 分後にア
スピレーターで硫酸ナトリウム溶液を除去した。チオ硫酸イオンを添加する場合

は、フィルターへの添加前にチオ硫酸ナトリウム溶液が終濃度 1 µMとなるよう細
胞懸濁液に加えた。0.1 M KPB 1 mlで 3回洗浄後、菌体が付着するフィルターを
液体シンチレーションに溶解させ、細胞内に輸送された[35S]-硫酸イオンをシンチ
レーションカウンターLSC-7200（ALOKA社製）で定量した。 

 
2-2-8. ΔcysMΔX二重欠損株ライブラリーを用いた TSRに関与する遺伝子のス
クリーニング  
	 ΔcysMΔX 二重欠損株ライブラリーの構築は第一章のΔcysKΔX 二重欠損株ライブ
ラリー構築（第 1章 1-2-12）に準じて行った。まず、CIP保有株との接合により、
HfrΔcysM 株を構築し、接合効率を調べた。その結果、HfrΔcysM 株の接合効率は
21 %を示し二重欠損株ライブラリー構築に十分なものであった。 
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	 構築した HfrΔcysM株と Keio collectionの各株をプレート上で接合し、cysM遺伝
子欠損領域を Keio collection 株に伝達、相同組み換えさせ、Keio collection 株の
cysM 遺伝子を欠損させた。この接合は、実験ロボットと 384 ピン :FP-4（V&P 
Scientific 社製）を利用した自動化システムにより、各プレートにコロニーをスタ
ンプすることで行った。接合は LB（薬剤なし）プレートで、TSR に関するスクリ
ーニングはM9+ 1 mM 硫酸ナトリウム（Cm, Km）もしくは、M9+ 1 mM 硫酸ナト
リウム+1 mM チオ硫酸ナトリウム（Cm, Km）でそれぞれ行った。 
	 また構築したライブラリーを、37℃で培養し、プレートの画像を 30分おきに 65 
時間、スキャナー（セイコーエプソン社製：EPSON GT-8700F）、ライトボックス
（富士フィルムイメージング社製：LED ビュアーA4 プロ）により撮影し、M9（1 
mM 硫酸ナトリウム+1 mM チオ硫酸ナトリウム）でも良好に生育できる株を選抜
した。	  
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図 21	 HfrΔcysM株の構築  
Hfr : high frequency of recombination. CIP: chromosome Integration Plasmids. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 22	  ΔcysMΔX 二重欠損株ライブラリーの構築  
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図 23	 ΔcysMΔX 二重欠損株ライブラリーを活用した TSR に関与する遺伝子
のスクリーニング cysM欠損株は硫酸イオン、及びチオ硫酸イオンを含む M9 培地では生育で
きない。そこで、この cysM 欠損株と大腸菌の一遺伝子欠損株ライブラリーである Keio collection
を接合させることで、cysM 以外にもう一つ別の遺伝子が欠損したΔcysMΔX 二重欠損株ライブラリ
ーを構築し。その後、上記の培地でも生育可能な二重欠損株を選別することで、その二重欠損株の

遺伝子 Xが TSRの制御に関わる遺伝子と同定できると考えた。 
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2-3. 結果  
 
2-3-1. チオ硫酸経路優先的な Cys合成制御機構（TSR）の可能性  
	 第 1 章の図 11, 15 の結果、及び考察で述べたように、cysM欠損株を用いた Cys
発酵生産の実験から、チオ硫酸イオン存在下では硫酸経路の利用が抑制されるこ

とが示唆された。そこでこの現象が発酵生産条件に特異的なものか、より生理的

な条件で解析することにした。 
具体的には、大腸菌の BW25113（野生株）と cysM 欠損株を各種硫黄源（硫酸
イオンのみ、硫酸イオン+チオ硫酸イオン、硫酸イオン+チオ硫酸イオン+シスチン）
を含む M9最少培地で 37℃、24時間培養した。その結果、cysM欠損株はチオ硫酸
イオンを単一硫黄源として利用できないが、硫酸イオンは正常に利用できるため、

硫酸イオンのみを含む培地では、野生株と同等の良好な生育を示した（図 24）。
一方、興味深いことに、硫酸イオンとチオ硫酸イオンを含む培地では cysM 欠損株
はほとんど生育することができなかった（図 24）。さらに、シスチンの添加によ
り生育が回復したことから、この生育遅延は Cys の欠乏が原因であると考えられ
た。以上の結果を踏まえると、チオ硫酸イオンの添加により、cysM 欠損株は唯一
の Cys 合成経路である硫酸経路が抑制されることによって、Cys 要求性を示した
と考えられる。この表現型は図 11, 15 の発酵生産実験と類似する結果であるが、
より生理的な条件下においてもチオ硫酸イオンによる硫酸経路の抑制を示唆する

表現型を観察できた。すなわち、大腸菌は無機硫黄化合物から Cys を合成する際
に、環境中に存在する硫酸イオン、チオ硫酸イオンの 2 つの無機硫黄源をセンシ
ングし、チオ硫酸塩を優先的に選択する機構を有していると考えられた。このユ

ニークな機構を「チオ硫酸リプレッション（ThioSulfate Repression：TSR）」と名
付けた。この TSR の分子メカニズム、及び生理的役割などについて詳細に解析す
ることにした。  
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図 24	 チオ硫酸イオンにより Cys要求性を示す cysM欠損株  

野生株（BW25113）及び、cysM欠損株の前培養液を 10-2, 10-3, 10-4, 10-5,10-6希釈し、 1mM 硫酸ナト
リウム、1mM 硫酸ナトリウム+1mM チオ硫酸ナトリウム、 1mM 硫酸マグネシウム+1mM チオ硫酸
ナトリウム+1mM シスチン をそれぞれ硫黄源として含む M9最少培地プレートにスポットし、37℃
で 24時間培養した。 
 
さらに、この TSR による硫酸経路の抑制の表現型をより詳しく調べるために、
様々な濃度のチオ硫酸イオン（1 nM～10 mM）を 1 mM の硫酸イオンを含む M9
最少培地に添加し、野生株と cysM 欠損株の生育を調べた。その結果、野生株では
チオ硫酸イオンを含まない条件での増殖曲線の傾き、定常期の到達 OD がもっと
も低く、チオ硫酸イオンを添加することで生育が良くなる傾向が観察された（図

25-A）。また、100 µM チオ硫酸イオンの添加が最も生育に効果的であった。一方、
cysM 欠損株は野生株とは対照的に、チオ硫酸イオンを添加しない条件で最も良好
に生育した。興味深いことに、1 nM から 100 nM と低濃度のチオ硫酸イオン添加
によっても生育の悪化が観察され、1 µM 以上の添加では生育することができなか
った（図 25-B）。この結果より、1 mM の硫酸イオンに対し、1/1,000 の濃度のチ
オ硫酸イオン（1 µM）により cysM欠損株の生育を完全に阻害したことから、TSR
による硫酸経路の抑制は極めて厳密に制御されていることが示唆された。次に、

TSRの分子機構について解析を進めた。 
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図 25	 低濃度のチオ硫酸イオンにより生育が阻害される cysM欠損株 

野生株（BW25113）及び、cysM 欠損株の前培養液を M9 最少培地に OD=0.02 となるように植菌し、
37℃で培養した。M9最少培地には、1mM 硫酸ナトリウム

 
に加えて、1, 10, 100 nM, 1, 10, 100 µM, 1, 

10 mM チオ硫酸ナトリウムを加えた。	  
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2-3-2. チオ硫酸イオンによる硫酸イオン取り込みの抑制  
	 利用しにくい栄養源の細胞内への取り込みの抑制が、炭素源や窒素源の選択的

利用機構に重要であることから（第 2 章の緒言）、TSR においても硫酸イオンの
取り込みの抑制が起きるかどうかを検証した。 
大腸菌の細胞は、ABC トランスポーターの CysTWA によって、硫酸イオン、チ
オ硫酸イオンをペリプラズムから細胞質に取り込む。これら無機硫黄化合物はそ

れぞれ、硫酸イオン結合タンパク質 Sbpとチオ硫酸イオン結合タンパク質 CysPが、
CysTWA に受け渡すことで選択的に細胞内へ輸送されると考えられている（図 26-
A）。まず、CysTWA以外に硫酸イオン、もしくはチオ硫酸イオンのインポーター
が存在しているのか、硫酸イオンまたはチオ硫酸イオンを単一硫黄源とした M9
培地で、CysTWA 欠損株の生育について解析した。実際には、CysTWA の欠損株
として、ATP 結合カセット領域をコードする cysA 遺伝子の欠損株を用いた（図
26-A）。その結果、cysA欠損株は、硫酸経路に必須である cysKの欠損株と同様に、
硫酸イオンを硫黄源とする培地では生育できなかった（図 26-B）。また、チオ硫
酸イオンを硫黄源とする培地では、コントロールとして用いた cysM 欠損株は生育
できなかったが、cysA 欠損株は良好に生育した（図 26-C）。つまり、CysTWA は
大腸菌における唯一の硫酸インポーターであるが、チオ硫酸のインポーターは

CysTWA 以外にも存在することが判明した。次に、野生株と cysA 欠損株における
硫酸イオンの輸送活性について、放射性同位元素の 35S で標識された硫酸ナトリウ
ムを用いて調べた（[35S]-チオ硫酸ナトリウムは製造中止のため、チオ硫酸イオン
の取り込み活性は測定できない）。その結果、野生株と比べて cysA 欠損株では、
硫酸イオンが取り込まれないことが示された（図 26-D）。以上より、大腸菌にお
いて硫酸イオンは CysTWA のみに依存して細胞内に輸送されるものと結論付けた。 
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図 26	 CysTWAは大腸菌にける唯一の硫酸イオンインポーター  
(A)CysTWA のイラスト、CysT と CysW がチャネルを形成し、CysA が ATP 結合ドメインとなる。
ペリプラズムの基質結合タンパク質 Sbp と CysP がそれぞれ硫酸イオンとチオ硫酸イオンを
CysTWAに受け渡す。野生株、cysK欠損株、cysM欠損株、cysA欠損株を(B)1 mM 硫酸ナトリウム
もしくは (C)1 mM チオ硫酸ナトリウム を単一硫黄源とする M9培地に OD=0.02となるように植菌
し、 37ºCで培養した。（D）野生株と cysA欠損株を対数増殖期（OD=0.5）まで培養し、KPBで洗
浄後の細胞懸濁液に、グルコースを添加後 10 分に、[

35
S]-硫酸ナトリウム

	 
を含む硫酸ナトリウム

を終濃度 10 µMと共に、100 nM, 1, 10 µM チオ硫酸ナトリウムを添加し、硫酸イオンの細胞内への
取り込み活性を調べた。	  
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図 27  チオ硫酸イオンによる硫酸イオンの取り込み阻害 
野生株（BW25113）を対数増殖期（OD=0.5）まで培養し、KPB で洗浄後の細胞懸濁液に、グルコ
ースを添加後 10 分に、[

35
S]-硫酸ナトリウム

	 
を含む硫酸ナトリウムを終濃度 10 µM と共に、100 

nM, 1, 10 µM チオ硫酸ナトリウムを添加し、硫酸イオンの細胞内への取り込み活性を調べた。 
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次に、チオ硫酸イオンの存在が、硫酸イオンの取り込み活性に与える影響を調

べた。具体的には、1, 10, 100 µM のチオ硫酸イオンが存在する条件において、対
数増殖期まで培養した野生株の細胞懸濁液に、10 µM 硫酸イオン（[35S]-硫酸イオ
ンを含む）を添加し、添加後 20 分間に取り込まれた[35S]-硫酸イオンを測定した。
その結果、硫酸イオンとチオ硫酸イオンが等量（10 µM）存在する場合、硫酸イオ
ンの取り込み活性が著しく阻害されることが判明した（図 27-A）。しかし、硫酸
イオンに対するチオ硫酸イオンの比率を 1/10量（1 µM）に減少させると、硫酸イ
オンの取り込み阻害は緩和された。さらに、1/100（0.1 µM）量のチオ硫酸イオン
では、硫酸イオンの取り込み阻害は見られなかった。この結果より、チオ硫酸イ

オンによる硫酸イオンの取り込み抑制は、両イオンによる CysTWA への競合に起
因することが推測された（図 27-B）。このことは、1 mM の硫酸イオンに対し、

1/1,000 の濃度のチオ硫酸イオン（1 µM）により cysM 欠損株の生育を完全に阻害
した結果と一致しない（図 25-B）。従って、チオ硫酸イオンによる硫酸イオンの
同化を抑制する別の機構が存在することが示唆された。 
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2-3-3. チオ硫酸イオンによる硫酸経路遺伝子群の転写抑制  
	 次に、転写レベルで硫酸経路が制御されていることを想定し、チオ硫酸添加条

件下でのトランスクリプトーム解析を野生株、及び cysM 欠損株を用いて行った。
具体的には、M9（1 mM 硫酸ナトリウム）培地で対数増殖期まで培養した培養液
に 1 mM チオ硫酸イオン、もしくは滅菌水を添加して 5 分後の細胞を回収し、総
RNA を抽出した。マイクロアレイ解析の結果から、野生株において滅菌水を加え
た場合と比較して、チオ硫酸イオンの添加により転写量が 2 倍以上減少、もしく
は増加していた遺伝子をリストアップした（表 8, 9）。 
興味深いことに、チオ硫酸添加によりチオ硫酸イオンと硫酸イオンの取り込み

に関与する遺伝子群（cysPUWA, sbp, cysP）や、シスチン、SSC、タウリン、GSH
のインポーターに関与する遺伝子（ydjN, tauABD, gsiABCD）、及び硫酸経路上の
すべての遺伝子（cysDNC, CysJIH, cysK）の転写が強く抑制されていた（表 7）。
一方、チオ硫酸の添加により、メチオニン合成系の遺伝子群（metA, metBLF, metK）
の転写が有意に誘導されることも判明した（表 9）。また、予想外にチオ硫酸経路
に必須である cysM 遺伝子の転写量も若干ではあるが減少していた（2.8 倍）。ま
た、tauD、gsiD を除けば、野生株で転写が抑制されたすべての遺伝子の転写が
cysM欠損株においても抑制されることが確認できた（表 8）。 
以上の結果から、チオ硫酸イオンの添加により硫酸経路遺伝子群を含む様々な

硫黄代謝関連遺伝子の転写が強く抑制され、これが硫酸経路の不活性化を誘導す

る原因の一つと考えられた。 
	 次に、1 mM硫酸イオンを単一硫黄源とするM9培地で対数増殖期まで培養した
野生株の培養液に、低濃度（1, 10, 100 µM）のチオ硫酸イオンを添加し、硫酸経路
の遺伝子群の転写量をリアルタイム PCR により調べた。その結果、低濃度のチオ
硫酸イオンを添加しても、硫酸経路の cysD, cysJ cysK遺伝子の転写は 1 mMチオ硫
酸イオン添加時と同程度に抑制された（図 28）。一方、チオ硫酸イオンの添加で
は、チオ硫酸経路に必須の cysM 遺伝子の転写量は有意に変動しなかった。この結
果は、1 mM の硫酸イオンに対し、1/1,000 の濃度のチオ硫酸イオン（1 µM）によ
り cysM 欠損株の生育を完全に阻害した結果と一致する（図 25-B）。以上より、
TSR による硫酸経路の不活性化機構としては転写の抑制が本質的なものであるこ
とが強く示唆された 
。 
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表 8	 チオ硫酸イオンにより転写抑制された遺伝子 
野生株（BW25113）及び cysM欠損株を対数増殖期（OD=0.4）まで M9（1 mM 硫酸ナトリウム ）
培地で培養し、1 mM チオ硫酸ナトリウムを添加後 5 分の菌体を回収した。菌体から総 RNA を抽
出し、トランスクリプトーム解析に供した。以下に、チオ硫酸イオンの添加により、添加していな

い場合と比較し 2.0倍以上変動した遺伝子を示した。 

 

表 9	 チオ硫酸イオンにより転写誘導された遺伝子 
野生株（BW25113）及び cysM欠損株を対数増殖期（OD=0.4）まで M9（1 mM 硫酸ナトリウム ）
培地で培養し、1 mM チオ硫酸ナトリウムを添加後 5 分の菌体を回収した。菌体から総 RNA を抽
出し、トランスクリプトーム解析に供した。以下に、チオ硫酸イオンの添加により、添加していな

い場合と比較し 2.0倍以上変動した遺伝子を示した。 

classification gene UP/DOWN FoldChange FUNCTION ΔcysM
sbp D O W N 7.93 sulfate	 transporter	 subunit no	 change

cysU D O W N 10.54 sulfate/thiosulfate	 transporter	 subunit D O W N 	 (27.7)

cysW D O W N 16.15 sulfate/thiosulfate	 transporter	 subunit D O W N 	 (26.0)

cysA D O W N 22.90 sulfate/thiosulfate	 transporter	 subunit D O W N 	 (3.91)

cysN D O W N 27.52 sulfate	 adenylyltransferase,	 subunit	 1 D O W N 	 (5.93)

cysD D O W N 38.22 sulfate	 adenylyltransferase,	 subunit	 2 D O W N 	 (8.04)

cysC D O W N 31.52 adenosine	 5'-phosphosulfate	 kinase D O W N 	 (19.1)

cysH D O W N 32.50 3'-phosphoadenosine	 5'-phosphosulfate	 reductase D O W N 	 (4.29)

cysI D O W N 40.70 sulfite	 reductase,	 beta	 subunit,	 N AD (P)-binding,	 hem e-binding D O W N 	 (20.5)

cysJ D O W N 32.76 sulfite	 reductase,	 alpha	 subunit,	 flavoprotein D O W N 	 (42.6)

cysK D O W N 2.99 cysteine	 synthase	 A,	 O -acetylserine	 sulfhydrolase	 A	 subunit D O W N 	 (5.79)

cysM D O W N 2.85 cysteine	 synthase	 B 	 (O -acetylserine	 sulfhydrolase	 B ) no	 change

cysP D O W N 5.56 thiosulfate	 transporter	 subunit D O W N 	 (25.4)

tauA D O W N 3.03 taurine	 transporter	 subunit D O W N (4.55)

tauB D O W N 2.56 taurine	 transporter	 subunit D O W N 	 (4.76)

tauD D O W N 3.29 taurine	 dioxygenase,	 2-oxoglutarate-dependent no	 change

iaaA D O W N 2.06 L-asparaginase D O W N 	 (3.34)

gsiA D O W N 2.77 ATP-binding	 com ponents	 of	 glutathione	 AB C 	 transpoter	 D O W N 	 (3.22)

gsiB D O W N 3.07 predicted	 glutathione	 transporter	 subunit	 of	 AB C 	 superfam ily D O W N 	 (4.27)

gsiC D O W N 3.02 predicted	 glutathione	 transporter	 subunit	 of	 AB C 	 superfam ily D O W N 	 (3.63)

gsiD D O W N 2.41 predicted	 glutathione	 transporter	 subunit	 of	 AB C 	 superfam ily no	 change

yeeD D O W N 2.73 conserved	 protein D O W N 	 (5.6)

yeeE D O W N 5.26 putative	 transport	 system 	 perm ease	 protein D O W N 	 (16.6)

yciW D O W N 16.51 predicted	 oxidoreductase D O W N 	 (38.1)

ydjN D O W N 6.63 cystine	 inporter	 transporter D O W N 	 (23.0)

ygbE D O W N 3.70 conserved	 inner	 m em brane	 protein D O W N 	 (7.82)

sulfate
pathway

taurine
utilization

GSH
utilization

thiosulfate
pathway

other	  sulfur
metabolism

classification gene UP/DOWN FoldChange FUNCTION ΔcysM
metA U P 2.23 hom oserine	 O -transsuccinylase no	 change

metB U P 2.49 cystathionine	 gam m a-synthase,	 PLP-dependent no	 change

metL U P 2.32 fused	 aspartokinase	 II/hom oserine	 dehydrogenase	 II no	 change

metF U P 2.91 5,10-m ethylenetetrahydrofolate	 reductase no	 change

metK U P 2.48 m ethionine	 adenosyltransferase	 1 no	 change

yfeH U P 3.64 putative	 cytochrom e	 oxidase U P	 (6.15)

ilvL U P 2.60 ilvG 	 operon	 leader	 peptide no	 change

mqsA U P 2.31 predicted	 D N A-binding	 transcriptional	 regulator no	 change

other
function

methionine
synthetic
pathway



64 
	  

 
 
図 28  低濃度のチオ硫酸イオンによる硫酸経路遺伝子の転写抑制効果 

1mM 硫酸ナトリウムを単一硫黄源として含む M9培地で OD=0.4まで培養した野生株培養液に、1 , 
10, 100 µM, 1mM チオ硫酸ナトリウムを添加し 5分後の菌体 1 mlから RNAを抽出し、RT-PCRに
供した。硫酸イオンで培養している状態の各遺伝子の mRNA 量を 1 として、チオ硫酸イオン添加
時の mRNA量を相対値で示した。相対値 0.5以下で転写抑制、相対値 2以上で転写誘導されている
とする。 
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2-3-4. チオ硫酸イオンは CysB 依存的に硫黄同化関連遺伝子の転写を抑制す
る  
次に、転写抑制に関わるチオ硫酸イオンの標的分子の探索を試みた。硫黄同化

関連遺伝子の転写を誘導する転写因子として CysB が知られている。Cys 合成時に
は、Cys 合成系の初発酵素である CysE（図 19）により合成された OAS の非酵素
的変換体 NAS がインデューサーとして転写因子 CysB に結合する。その結果、活
性化された CysB タンパク質が、硫黄同化経路に関連する一連の遺伝子群の上流配
列に結合することで、これら遺伝子の転写を誘導する。1992 年に Hryniewicz らに
より、チオ硫酸イオンが CysB の転写誘導活性を阻害することが in vitro の転写実
験により報告されていた（Hryniewicz and Kreditch, 1992）。しかしながら、未だそ
の生理的意義などは不明であった。これらの報告を踏まえ、TSR における転写抑
制が CysB に依存するのかを検証した。具体的には、NAS の結合に依存せず構成
的に CysB レギュロンの転写を誘導する CysB 変異体（CysBThr149Pro）（Colyer and 
Kredich, 1994）を用いて実験を行った。 
野生型の CysBまたは、CysBThr149Proを cysM欠損株にそれぞれ導入し、TSRの表
現型への影響について調べた。その結果、空ベクターを導入した cysM 欠損株と、
野生型の CysB を過剰発現した cysM 欠損株は、いずれも硫酸イオンとチオ硫酸イ
オンを含む M9 培地で生育せず TSR の表現型が観察された（図 29-B）。しかし、
興味深いことに CysBThr149Proを過剰発現した cysM欠損株では、同培地で Sup1株同
様に培養初期から良好な生育を示し、TSR が解除されていることが示唆された
（図 29-B）。さらに、CysBThr149Pro を過剰発現する cysM 欠損株は、チオ硫酸イオ
ン添加条件でも硫黄同化経路関連遺伝子群の転写が抑制されなかった（図 30）。
以上より、構成的活性化型 CysB の発現により、硫黄同化関連遺伝子群の転写誘導
が維持され、TSR が起こらなくなることが判明した。つまり、チオ硫酸イオンに
よる硫黄同化関連遺伝子の転写抑制は、転写因子 CysB 依存的に起こることが示さ
れた。 
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図 29  cysM欠損株における構成的活性化型 CysBの過剰発現 

cysM 欠損株に、空ベクター、野生型 CysB、及び構成的活性化型 CysBThr149Pro（CysBca）を発現す
るベクターを導入した 3株と Sup1株の前培養液をそれぞれ(A) 1mM 硫酸ナトリウム

、
もしくは(B) 

1mM 硫酸ナトリウム ＋1mM チオ硫酸ナトリウムを硫黄源として含む M9培地に OD=0.02となるよ
うに植菌し、 37ºCで培養した。 
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図 30  構成的活性化型 CysB 発現株におけるチオ硫酸イオンに対する転写応
答 

1mM 硫酸ナトリウムを単一硫黄源として含む M9培地で OD=0.4まで、（A）空ベクター（pEmpty）
及び（B）構成的活性化型 CysBThr149Pro を発現するベクター（pCysBCA

）を導入した野生株を培養

し、 1mM チオ硫酸ナトリウムを添加、もしくは添加無し、5分後の菌体 1	 mlから RNAを抽出し、
RT-PCRに供した。硫酸イオンで培養している状態の各遺伝子の mRNA量を 1として、チオ硫酸イ
オン添加時の mRNA量を相対値で示した。相対値 0.5以下で転写抑制、相対値 2以上で転写誘導さ
れているとする。 
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2-3-5. TSRが起こらないサプレッサー変異株 Sup1の解析  
TSRにおける硫酸経路遺伝子の転写抑制が転写因子 CysBに依存することはわか
ったが、チオ硫酸イオンがどのようなメカニズムで CysB に作用するのかなどは不
明である。また、転写と取り込み以外の制御が存在する可能性も考えられる。そ

こで、TSR が起こらなくなった変異株を単離することで、TSR の制御に関与する
遺伝子を同定し、TSR に関わる遺伝子を網羅的に探索しようと考えた。そのため
に以下の２つの実験を実施した。（1）自然突然変異による TSR に関するサプレ
ッサー変異株の単離、（2）二重欠損株ライブラリー（ΔcysM×ΔX）を用いた TSR
に関与する遺伝子の同定、である。図 24 で示すように、cysM 欠損株はチオ硫酸
と硫酸を添加した培地ではほとんど生育できない。これら 2 つの異なる方法によ
って上記の条件でも生育できる cysM 欠損株を単離し、変異点を解析することで、
TSRに関与する遺伝子を探索した。 
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2-3-5-1. TSRが起こらないサプレッサー変異株 Sup1の単離  
	 TSR に関与する遺伝子の同定を目的に、cysM 欠損株をチオ硫酸イオンと硫酸イ
オンを含む M9 培地で培養し続け、自然突然変異により同条件でも生育可能にな
るサプレッサー変異株の単離を試みた。その結果、培養 22 時間ほどで cysM 欠損
株の濁度が上昇し、最終的に野生株並みに増殖した（図 31）。次に、約 40時間の
培養により、増殖した培養液から、この変異株のシングルコロニー分離を行い、

チオ硫酸イオンと硫酸イオンを含む M9 培地に再度植菌し、その増殖曲線を調べ
た。その結果、この変異株は培養約 4 時間目から濁度が上昇し、野生株と同様に
生育できることが明らかとなった（図 31）。また、この野生株並みの増殖が cysM
遺伝子の復帰変異でないことは、コロニーPCRや DNAシーケンスによって確認し
た。以上の結果から、自然突然変異により TSR が起きなくなった cysM 欠損サプ
レッサー変異株を単離することができ、この変異株を Sup1と名付けた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 31	 TSRが起こらない cysM欠損サプレッサー変異株の単離  
野生株、cysM 欠損株、cysM 欠損サプレッサー変異株（Sup1 の前培養液を 1mM 硫酸ナトリウム
+1mM チオ硫酸ナトリウムを硫黄源として含む M9培地に OD=0.02 となるように植菌し、 37ºC で

培養した。 
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2-3-5-2. 次世代シーケンサーを用いた Sup1の変異点解析  
	 次に、2-3-5-1で単離した Sup1株の変異点を同定するために、次世代シーケンサ
ーを用いたゲノム解析を行った。Sup1 株、及び親株である cysM 欠損株のゲノム
を抽出・精製し、454 GS junior （Roche社製）を用いてリシーケンスを実施した。
ゲノム解析の結果、両株共に平均約 480 bpの長鎖リードが約 20万本近く得られ、
cysM 欠損株では約 84 Mbp、Sup1 では約 98 Mbp の配列情報を取得できた（表
10）。大腸菌ゲノムが約 5 Mbpであることを考えると、cysM欠損株では大腸菌ゲ
ノム約 16 周分、Sup1 では約 20 周分と、変異点解析には十分な量のゲノム情報と
考えられた。また、リードの平均長が 480 bp と Solid など他の次世代シーケンサ
ー用いた場合よりも長いリードでの解析が行えた。 
 
表 10	 454 GS juniorによって得られた配列情報量  
 
 
 
 
 
野生株として用いた BW25113 株はゲノムが決定されていない。そのため、

BW25113の近縁と考えられているMG1655株のゲノム情報に 454 GS juniorにより
取得したゲノム情報をマッピングし、両ゲノム間の SNPs 及び、20 bp 以上の変異
を比較した。SNPs 解析の結果、MG1655 株に対して cysM欠損株及び Sup1 間に生
じている SNPsには差がなかった（表 12）。次に、20 bp以上の変異を比較した結
果、大変興味深いことに、Sup1 においてのみチオ硫酸イオン結合タンパク質 CysP
をコードする cysP遺伝子内に 81 bpの欠失が生じていることが判明した（表 12、
図 32）。 
次に、Sup1株における TSRの解除が cysP遺伝子に生じた 81 bpの欠失に依存す
るのかを調べるために、同定した欠失を人為的に導入した cysM 欠損株の変異株
（cysM/cysP-81株）を構築した。cysM/cysP-81株をチオ硫酸イオンと硫酸イオンを含

むM9培地で培養したところ、Sup1と同様に培養初期から良好に生育した（図 33-
A）。さらに、Sup1株に野生型 CysPを発現するプラスミド pCysPを導入したが、
cysM欠損株と同様に生育できず、TSR の表現型が回復した（図 33-B）。以上の結
果より、Sup1株における TSRの解除は、cysP遺伝子内に生じた 81 bpの欠失に起
因することが明らかとなった。 
 

cysM	  (bp) Sup1	  (bp)
average	  read	  length	   485.4 471.75

passed	  filter	  wells 173,222 208,381

total	  bases 84,082,287 98,303,267
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表 11	 SNPの比較   (20 bp以下の挿入及び欠失  ) 
MG1655と cysM欠損株及び、MG1655と Sup1それぞれの菌株間の 20bp以下の変異を比較した。 
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表 12	 20 bp以上の変異の比較  
MG1655と cysM欠損株及び、MG1655と Sup1それぞれの菌株間の 20bp以上の変異を比較した。 
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cysP       1:ATGGCCGTTAACTTACTGAAAAAGAACTCACTCGCGCTGGTCGCTTCTCTGCTGCTGGCG 60 
cysP-sup   1:ATGGCCGTTAACTTACTGAAAAAGAACTCACTCGCGCTGGTCGCTTCTCTGCTGCTGGCG 60 
             ************************************************************ 
 
cysP      61:GGCCATGTACAGGCAACGGAACTGCTGAACAGTTCTTATGACGTCTCCCGCGAGCTGTTT 120 
cysP-sup  61:GGCCATGTACAGGCAACGGAACTGCTGAACAGTTCTTATGACGTCTCCCGCGAGCTGTTT 120 
             ************************************************************ 
 
cysP     121:GCCGCCCTGAATCCGCCGTTTGAGCAACAATGGGCAAAAGATAACGGCGGCGACAAACTG 180 
cysP-sup 121:GCCGCCCTGAATCCGCCGTTTGAGCAACAATGGGCAAAAGATAACGGCGGCGACAAACTG 180 
             ************************************************************ 
 
cysP     181:ACGATAAAACAATCTCATGCCGGGTCATCAAAACAGGCGCTGGCGATTTTACAGGGCTTA 240 
cysP-sup 181:ACGATAAAACAATCTCATGCCGGGTCATCAAAACAGGCGCTGGCGATTTTACAGGGCTTA 240 
             ************************************************************ 
 
cysP     241:AAAGCCGACGTTGTCACTTATAACCAGGTGACCGACGTACAAATCCTGCACGATAAAGGC 300 
cysP-sup 241:AAAGCCGACGTTGTCACTTATAACCAGGTGACCGACGTACAAATCCTGCACGATAAAGGC 300 
             ************************************************************ 
 
cysP     301:AAGCTGATCCCGGCCGACTGGCAGTCGCGCCTGCCGAATAATAGCTCGCCGTTCTACTCC 360 
cysP-sup 301:AAGCTGATCCCGGCCGACTGGCAGTCGCGCCTGCCGAATAATAGCTCGCCGTTCTACTCC 360 
             ************************************************************ 
 
cysP     361:ACCATGGGCTTCCTGGTGCGTAAGGGTAACCCGAAGAATATCCACGATTGGAACGACCTG 420 
cysP-sup 361:ACCATGGGCTTCCTGGTGCGTAAGGGTAACCCGAAGAATATCCACGATTGGAACGACCTG 420 
             ************************************************************ 
 
cysP     421:GTGCGCTCCGACGTGAAGCTGATTTTCCCGAACCCGAAAACGTCGGGTAACGCGCGTTAT 480 
cysP-sup 421:GTGCGCTCCGACGTGAAGCTGATTTTCCCGAACCCGAAAACGTCGGGTAACGCGCGTTAT 480 
             ************************************************************ 
 
cysP     481:ACCTATCTGGCGGCATGGGGCGCAGCGGATAAAGCTGACGGTGGTGACAAAGGCAAAACC 540 
cysP-sup 481:ACCTATCTGGCGGCATGGGGCGCAGCGGATAAAGCTGACGGTGGTGACAAAGGCAAAACC 540 
             ************************************************************ 
 
cysP     541:GAACAGTTTATGACCCAGTTCCTGAAAAACGTTGAAGTGTTCGATACTGGCGGTCGTGGC 600 
cysP-sup 541:GAACAGTTTATGACCCAGTTCCTGAAAAACGTTGAAGTGTTCGATACTGGCGGTCGTGGC 600 
             ************************************************************ 
 
cysP     601:GCGACCACCACTTTTGCCGAGCGCGGCCTGGGCGATGTGCTGATTAGCTTCGAATCGGAA 660 
cysP-sup 601:GCGACCACCACTTTTGCCGAGCGCGGCCTGGGCGATGTGCTGATTAGCTTCGAATCGGAA 660 
             ************************************************************ 
 
cysP     661:GTGAACAACATCCGTAAACAGTATGAAGCGCAGGGCTTTGAAGTGGTGATTCCGAAAACC 720 
cysP-sup 661:GTGAACAACATCCGTAAACAGTATGAAGCGCAGGGCTTTGAAGTGGTGATTCCGAAAACC 720 
             ************************************************************ 
 
cysP     721:AACATTCTGGCGGAATTCCCGGTGGCGTGGGTTGATAAAAACGTGCAGGCCAACGGTACG 780 
cysP-sup 721:AACATTCTGGCGGAATTCCCGGTGGCGTGGGTTGATAAAAACGTGCAGGCCAACGGTACG 780 
             ************************************************************ 
 
cysP     781:GAAAAAGCCGCCAAAGCCTATCTGAACTGGCTCTATAGCCCGCAGGCGCAAACCATCATC 840 
cysP-sup 781:GAAAAAGCCGCCAAAGCCTATCTGAACTGGCTCTATAG---------------------- 827 
             **************************************                        
 
cysP     841:ACCGACTATTACTACCGCGTGAATAACCCGGAGGTGATGGACAAACTGAAAGACAAATTC 900 
cysP-sup 827:-----------------------------------------------------------C 827 
                                                                        * 
 
cysP     901:CCGCAGACCGAGCTGTTCCGCGTGGAAGACAAATTTGGCTCCTGGCCGGAAGTGATGAAA 960 
cysP-sup 828:CCGCAGACCGAGCTGTTCCGCGTGGAAGACAAATTTGGCTCCTGGCCGGAAGTGATGAAA 879 
             ************************************************************ 
 
cysP     961:ACCCACTTCACCAGCGGCGGCGAGTTAGACAAGCTGTTAGCGGCGGGGCGTAACTGA    1017 
cysP-sup 880:ACCCACTTCACCAGCGGCGGCGAGTTAGACAAGCTGTTAGCGGCGGGGCGTAACTGA    936 
             *********************************************************    
 
図 32	 Sup1株の cysP遺伝子内に同定された欠失領域  
The nucleotide sequence alignment for cysP of WT and cysP of Sup1 was performed using 
the online tool ClustalW2 (available at http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). 
Dashes indicate the deletion of corresponding nucleotide at the positions.  Identical 
nucleotides in two sequences are shown as asterisks. 	  
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図 33	 cysP遺伝子内の 81 bpの欠失が TSRを解除する  
野生株、cysM 欠損株、cysM/cysP-81 株（人工的にサプレッサー変異を導入した株）のの前培養液を 
1mM 硫酸ナトリウム+1mM チオ硫酸ナトリウムを硫黄源として含む M9培地に OD=0.02となるよ
うに植菌し、 37ºCで培養した。 
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2-3-5-3. cysP 遺伝子へのサプレッサー変異による取り込み抑制及び転写抑制
の解除  
	 TSR の表現型である硫酸イオンの取り込み抑制、及び硫酸経路遺伝子群の転写
抑制が Sup1株で起こるかを調べた。 
	 まず Sup1 株においても、チオ硫酸イオンによる硫酸イオンの取り込み抑制が起
きるかを調べた。その結果、Sup1 株においては硫酸イオンと等量のチオ硫酸イオ
ンを添加しても、野生株で観察された硫酸イオンの取り込み阻害が見られなかっ

た（図 34）。チオ硫酸イオンによる硫酸イオンの取り込み阻害は、CysTWA 上で
の両基質の競合と推測されることから、サプレッサー変異によりチオ硫酸イオン

の取り込みに関わる CysPが機能欠損していることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 34	 Sup1株における硫酸イオンの取り込み阻害の解除 
Sup1 株を対数増殖期（OD=0.5）まで培養し、KPB で洗浄後の細胞懸濁液に、グルコースを添加 10
分後に、[

35
S]-硫酸ナトリウム

	 
を含む硫酸ナトリウムを終濃度 1 µMと共に、1 µM チオ硫酸ナトリ

ウムを添加し、20 分間の硫酸イオンの細胞内への取り込み活性を調べた。 
 
 
次に、Sup1 株でチオ硫酸イオン添加による硫黄同化関連遺伝子の転写抑制が起
きるかを、トランスクリプトーム解析により調べた。2-3-2 と同様に、硫酸イオン
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を硫黄源として Sup1 を対数増殖期まで培養し、チオ硫酸イオン、もしくは滅菌水
を添加 5 分後に Sup1 株の総 RNA を抽出し、以下の工程を 2-3-2 と同様に進めた。 
	 表 8 で既に示すように、野生株で転写が抑制された遺伝子について、Sup1 にお
ける mRNA レベルの変化量をまとめた（表 13）。その結果、興味深いことに、
Sup1 株ではチオ硫酸イオンを添加しても、野生株や cysM 欠損株において転写が
抑制された硫黄代謝関連遺伝子群の mRNA レベルは有意に変動しなかった（Fold 
changeが 2以下）（表 13）。この結果より、Sup1株ではチオ硫酸イオン添加条件
でも、硫酸経路遺伝子群含む硫黄同化関連遺伝子群の誘導が維持されることが明

らかとなった。以上より、この転写抑制の解除により Sup1 株は TSR が解除され
ると考えられた。 
 
表 13	 チオ硫酸イオン添加時の Sup1株における硫黄代謝関連遺伝子の転写  
野生株（BW25113）を対数増殖期（OD=0.4）まで M9（1 mM 硫酸ナトリウム ）培地で培養し、1 
mM チオ硫酸ナトリウムを添加後 5 分の菌体を回収した。菌体から総 RNA を抽出し、トランスク
リプトーム解析に供した。以下に、チオ硫酸イオンの添加により、添加していない場合と比較し

2.0倍以上変動した遺伝子を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

classification gene UP/DOWN FoldChange FUNCTION
sbp no	  change 1.18 sulfate	 transporter	 subunit

cysU no	  change 1.23 sulfate/thiosulfate	 transporter	 subunit

cysW no	  change 1.37 sulfate/thiosulfate	 transporter	 subunit

cysA no	  change 1.37 sulfate/thiosulfate	 transporter	 subunit

cysN no	  change 1.26 sulfate	 adenylyltransferase,	 subunit	 1

cysD no	  change 1.23 sulfate	 adenylyltransferase,	 subunit	 2

cysC no	  change 1.20 adenosine	 5'-phosphosulfate	 kinase

cysH no	  change 1.06 3'-phosphoadenosine	 5'-phosphosulfate	 reductase

cysJ no	  change 1.27 sulfite	 reductase,	 beta	 subunit,	 N AD (P)-binding,	 hem e-binding

cysI no	  change 1.18 sulfite	 reductase,	 alpha	 subunit,	 flavoprotein

cysK no	  change 1.05 cysteine	 synthase	 A,	 O -acetylserine	 sulfhydrolase	 A	 subunit

thiosulfate
pathway cysP no	  change 1.39 thiosulfate	 transporter	 subunit

tauA no	  change 1.09 taurine	 transporter	 subunit

tauB no	  change 1.12 taurine	 transporter	 subunit

tauC no	  change 1.35 taurine	 dioxygenase,	 2-oxoglutarate-dependent

iaaA no	  change 1.02 L-asparaginase

gsiA no	  change 1.12 ATP-binding	 com ponents	 of	 glutathione	 AB C 	 transpoter	 

gsiB no	  change 1.31 predicted	 glutathione	 transporter	 subunit	 of	 AB C 	 superfam ily

gsiC no	  change 1.48 predicted	 glutathione	 transporter	 subunit	 of	 AB C 	 superfam ily

gsiD no	  change 1.40 predicted	 glutathione	 transporter	 subunit	 of	 AB C 	 superfam ily

yeeD no	  change 1.22 conserved	 protein

yeeE no	  change 1.07 putative	 transport	 system 	 perm ease	 protein

yciW no	  change 1.08 predicted	 oxidoreductase

yhbE no	  change 1.16 conserved	 inner	 m em brane	 protein

GSH
utilization

taurine
utilization

sulfate
pathway

other	  sulfur
metabolism
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2-3-5-4. Sup1株は YeeDE依存的にチオ硫酸イオンを硫黄源として生育する  
次に、Sup1 株の表現型をさらに詳細に調べた。上述した通り、Sup1 株は TSR
により cysM欠損株が生育できないチオ硫酸イオンと硫酸イオンを含む M9 培地で
良好に生育する。当初、これは TSR が解除され硫酸経路が働くためだと考えてい
た。しかしながら、予想に反し、チオ硫酸イオンを単一硫黄源とする培地でも

Sup1 株は良好な生育を示した（図 36-B）。さらに、硫酸イオンとチオ硫酸イオン
の両方を含む M9 培地で Sup1/ΔcysD株は生育できるのに対して、Sup1/ΔcysK株は
生育できなかった（図 36-C）。また、大腸菌は細胞質内で SSCを Cysと亜硫酸イ
オンへと還元することから（図 35、反応式（１））（Nakatani et al., 2012）、細胞
内に取り込まれたチオ硫酸イオンを、SSC を経由することなく、硫化物イオンと
亜硫酸イオンへと変換するバイパスが存在することを想像させる（図 35、反応式
（2）または（3））。 

 
 

	  
図 35	 硫黄転移酵素による新規なチオ硫酸イオン利用経路  
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そこで、この反応を触媒できる硫黄転移酵素の関与について解析を行った（図

35、反応式（2）または（3））。大腸菌ゲノム上で硫黄転移酵素を検索したとこ
ろ、14 種類の候補遺伝子を見出した。これら遺伝子を cysM 欠損株にそれぞれ導
入したところ、チオ硫酸イオン単一硫黄源で野生株並みに生育が回復する glpE、
pspE, yeeD の 3 遺伝子を同定した。これら 3 遺伝子をそれぞれ欠損させた
Sup1/ΔglpE株、Sup1/ΔpspE株、Sup1/Δ yeeD株を構築し、同様に各種硫黄源での生
育を調べた。その結果、Sup1/ΔglpE 株と Sup1/ΔpspE 株はチオ硫酸イオンを単一硫
黄源とする培地で Sup1 株と同様に良好に生育した（図 37-B）。しかしながら、
Sup1/ΔyeeD 株は、全く生育しないことから、YeeD タンパク質の Cys 残基がチオ
硫酸イオンの一方の硫黄原子を求核攻撃し、亜硫酸イオンまたは硫化物イオンが

転移する反応が考えられた（図 35、反応式（1）または（2））。また、この反応
によりチオ硫酸イオンから生じた硫化物イオンまたは亜硫酸イオンが、硫酸経路

を介して Cys へと変換される新規なバイパス経路が存在することが示唆された
（図 39）。 
また、yeeD遺伝子が機能未知タンパク質 yeeE遺伝子とオペロンを形成しており、
さらに味の素社より、その YeeE タンパク質がチオ硫酸イオンの取り込みに関与す
ると報告されていた。これらの結果を考え合わせると、YeeE が YeeD と協調して
チオ硫酸イオンの取り込み、及びその同化に関与するモデルが考えられた。実際

に、膜タンパク質の予測プログラム SOSUI（http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/）に
よる解析から、YeeE タンパク質は 9 回膜貫通領域を有する内膜タンパク質である
と推定された。この結果を踏まえ、Sup1/ΔyeeE 株を構築し、チオ硫酸イオンを単
一硫黄源とする培地で Sup1/ΔyeeE株の生育について調べたところ、Sup1/ΔyeeD株
と同様に全く生育できないことが判明した（図 37-B）。さらに、既知のチオ硫酸
インポーターである CysTWA が機能しないΔcysA 株は、チオ硫酸イオンを単一硫
黄源とする培地で生育できるのに対し、ΔcysAΔyeeE 株及びΔcysAΔ yeeD 株は共に
同培地で生育しなかった（図 38）。このことから、Sup1 株では YeeE によって細
胞内に取り込まれたチオ硫酸イオンは、YeeD によって速やかに亜硫酸イオンまた
は硫化物イオンへと変換される。その後、生じた両イオンから硫酸経路を介して

Cysを合成していると考えられた（図 39：赤字）。 
また、表 8, 13 に示すように、チオ硫酸イオン存在下では野生株や cysM 欠損株
の yeeE、yeeD遺伝子の転写は抑制されているが、Sup1株では抑制されない。つま
り、Sup1株における YeeEDの活性化は転写抑制の解除に起因すると示唆された。 
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図 36	 Sup1株によるチオ硫酸イオン依存的な生育  
cysM欠損株、Sup1株、Sup1/ΔcysD株と Sup1/ΔcysK株の前培養液を (A) 1mM 硫酸ナトリウム

、
(B) 

1mM チオ硫酸ナトリウム
、

(C) 1mM 硫酸ナトリウム+1mM チオ硫酸ナトリウムをそれぞれ硫黄源と

して含む M9培地に OD=0.02となるように植菌し、 37ºCで培養した。 
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図 37	 Sup1株における YeeDE依存的なチオ硫酸イオンの利用  

Sup1株、Sup1/ΔglpE株、Sup1/ΔpspE株、 Sup1/ΔyeeD株、Sup1/ΔyeeE株の前培養液を (A) 1mM 硫
酸ナトリウム

、
(B) 1mM チオ硫酸ナトリウム

、
(C) 1mM 硫酸ナトリウム+1mM チオ硫酸ナトリウムを

それぞれ硫黄源として含む M9培地に OD=0.02となるように植菌し、 37ºCで培養した。 
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図 38	 cysA yeeD 二重欠損株と cysA yeeE 二重欠損株のチオ硫酸イオンを単
一硫黄源とする培地での生育曲線   野生株（WT）、cysA欠損株、yeeE欠損株、yeeD欠損
株、cysAyeeE二重欠損株、cysAyeeD二重欠損株の前培養液を 1mM チオ硫酸ナトリウムを単一硫黄
源として含む M9培地に OD=0.02となるように植菌し、 37ºCで培養した。 
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図 39	 Sup1株における YeeED経路及び硫酸経路の活性化  
Sup1株（cysM遺伝子の欠損に加え、cysP遺伝子に 81 bpの欠失が生じた株）の解析から、Sup1株
では機能未知であった膜タンパク質 YeeE がチオ硫酸イオンを取り込み、取り込まれたチオ硫酸イ
オンが硫黄転移酵素 YeeD 依存的に亜硫酸イオンと硫化物イオンへと変換され、硫酸経路での Cys
合成が起こることが示唆された。また、Sup1 株では転写抑制の解除によりチオ硫酸添加時でも硫
酸経路も機能している。 
 
 
2-3-6. 細胞質内へのチオ硫酸イオンの取り込みは CysPTWAに依存する。  

Sup1 株の解析により、CysPTWA 以外のもう一つのチオ硫酸イオンインポータ
ーが YeeE であり、YeeE の機能には硫黄転移酵素 YeeD が必須であることが判明
した（ΔcysAΔyeeEΔ株と cysAΔ yeeD 株は共に、チオ硫酸イオンを単一硫黄源とし
て生育できないため：図 38）。細胞質には、YeeD 以外にも硫黄転移酵素が複数
存在するにも関わらずΔcysAΔ yeeD株はチオ硫酸イオンを単一硫黄源とする培地で
生育しない。これは、YeeE により取り込まれたチオ硫酸イオンは YeeD に直接転
移し、細胞質内に遊離の状態で存在しないことを示唆している。この仮説を検証
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するため、細胞質内への遊離のチオ硫酸イオンの取り込みに対する CysPTWA と
YeeE の寄与を調べた。35S で標識されたチオ硫酸ナトリウムは製造中止により入
手できず、直接的な取り込み活性を測定することはできない。そこで、YeeD の反
応により生じた亜硫酸イオンと硫化物イオンを利用できない cysK 欠損株に、さら
に cysA遺伝子を欠損させた cysKcysA二重欠損株（ΔcysKΔ cysA株）を構築した。
ΔcysKΔ cysA株を用いてチオ硫酸イオンを単一硫黄源とする培地での生育を調べた。
YeeE が遊離のチオ硫酸イオンの取り込みに寄与するならば、CysM 依存的に Cys
が合成され生育するはずである。その結果、cysK 欠損株は野生株並みの良好な生
育を示したのに対して、ΔcysKΔ cysA株はほとんど生育しなかった（図 40）。この
ことから、遊離のチオ硫酸イオンの細胞質内への取り込みは CysPTWA に強く依
存しており、YeeEの寄与は僅かであることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 40	 細胞質内へのフリーのチオ硫酸イオン取り込みに対する CysPTWAと
YeeE の寄与の比較	 野生株（WT）、cysK 欠損株、cysA 欠損株、cysKcysA 二重欠損株、
cysKcysAyeeE 三重欠損株の前培養液を 1mM チオ硫酸ナトリウムを硫黄源として含む M9 培地に
OD=0.02となるように植菌し、 37ºCで培養した。 
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2-3-7. チオ硫酸イオンによる硫黄同化関連遺伝子の転写抑制は細胞質内で起
こる  
細胞質内への遊離のチオ硫酸イオンの取り込みは CysPTWA に強く依存するこ
とが明らかとなった。そこで、Sup1 株における TSR の解除モデルとして、サプレ
ッサー変異により CysP が機能欠損することで、細胞質内へのチオ硫酸イオンの流
入量が減少し、細胞質でのチオ硫酸イオンによる転写抑制機構が働かなくなる可

能性を考えた。もしそうであるならば、cysA 遺伝子の欠損によってもサプレッサ
ー変異と同様に TSR が解除されるはずである。そこで、cysMcysA 二重欠損
（ΔcysMΔ cysA）株を構築し、Sup1株のようにチオ硫酸イオンを単一硫黄源とする
培地でも生育するかを調べた。その結果、予想通りΔcysMΔ cysA 株は Sup1 株と同
様に同培地で良好に生育し、TSRが解除された（図 41-A）。さらに、この cysA遺
伝子の欠損がサプレッサー変異（cysP 遺伝子内の 81 bp の欠失）と同様に、チオ
硫酸イオンによる硫酸経路遺伝子の転写抑制を解除するかを RT-PCR により調べ
た。その結果、cysA欠損株ではチオ硫酸イオンを添加しても、野生株や cysM欠損
株で見られる硫酸経路遺伝子の転写抑制は起こらなかった（図 41-B）。 

cysP に変異が生じた Sup1 株及び cysA 欠損株では、チオ硫酸イオン添加による
硫黄同化関連遺伝子の転写抑制が起こらなくなった。これらの結果より、Sup1 株
における TSR の解除は、CysPTWA によって細胞質に取り込まれるチオ硫酸イオ
ン量が大幅に減少したことで、チオ硫酸イオンによる CysB 依存的な転写抑制が起
こらなくなったことに起因すると結論した。 
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図 41	 cysA遺伝子の欠損による TSRの解除 

(A) 野生株、cysM欠損株、cysA欠損株、Sup1株、cysMcysA二重欠損株の前培養液をそれぞれ 1mM 
硫酸ナトリウム ＋1mM チオ硫酸ナトリウムを硫黄源として含む M9培地に OD=0.02となるように
植菌し、 37ºCで培養した。 (B) 100 µMシスチンを含む M9培地で、OD=0.4まで培養した野生株
（WT）及び cysA 欠損株を、M9-S 培地で洗浄後、M9-S 培地で 2 時間培養し Cys 合成関連遺伝子
の発現誘導を行った。この状態の培養液に、 1mM チオ硫酸ナトリウムを添加し 5 分後の菌体 1	 
mlから RNAを抽出し、RT-PCRに供した。硫酸イオンで培養している状態の各遺伝子の mRNA量
を 1として、チオ硫酸イオン添加時の mRNA量を相対値で示した。相対値 0.5以下で転写抑制、相
対値 2以上で転写誘導されているとする。 
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2-3-8. ΔcysMΔX二重欠損株ライブラリーを用いた TSRの制御に関与する遺伝
子のスクリーニング  
	 サプレッサー変異株の単離・解析とは別に、二重欠損株ライブラリーを用いた

TSR の制御に関与する遺伝子の網羅的スクリーニングも平行して行った。これま
で述べてきたように、cysM 欠損株は硫酸イオン、及びチオ硫酸イオンを含む M9
培地では生育できない。そこで、この cysM 欠損株と大腸菌の一遺伝子欠損株ライ
ブラリーである Keio collection を接合させることで、cysM 以外にもう一つ別の遺
伝子が欠損したΔcysMΔX 二重欠損株ライブラリーを構築し（図 23）。その後、上
記の培地でも生育可能な二重欠損株を選別することで、その二重欠損株の遺伝子

Xが TSRの制御に関わる遺伝子と同定できると考えた。 
方法は、第 1 章の二重欠損株ライブラリー構築と同様に、まず cysM欠損株の接
合に必要な F 因子を導入するために、CIP 株と接合させることで Hfr ΔcysM（CmR）

を構築した。また、構築した Hfr ΔcysM（CmR）の接合効率を調べた結果、21.6%
と十分な接合効率であった。次に、LB 培地上で Hfr ΔcysM（CmR）と Keio 
collection（KmR）の各株とを接合させることで、ΔcysMΔX 二重欠損株ライブラリ
ー（CmR, KmR）を構築した（図 23）。構築できた二重欠損株ライブラリーをさら
にM9（1 mM 硫酸マグネシウム）プレートとM9（1 mM 硫酸マグネシウム+1 mM 
チオ硫酸ナトリウム）プレートで 37℃、65時間培養し、M9（1 mM 硫酸マグネシ
ウム+1 mM チオ硫酸ナトリウム）プレートでも良好に生育可能な二重欠損株を調
べた（図 42-A）。この実験系を 2 回繰り返し、両方の実験で M9(硫酸+チオ硫酸)
プレートで生育できた株のみをシングルコロニー分離した。さらに、それらの株

の cysM 遺伝子が欠損しているかをコロニーPCR により確認した。cysM 遺伝子の
欠損が確認できた 6 株（ΔybcNΔcysM、ΔnudHΔcysM、ΔldcCΔcysM、ΔyidAΔcysM、
ΔyfbFΔcysM、ΔyjgNΔcysM）について M9（硫酸+チオ硫酸）プレートでスポットテ
ストを行い、同条件で生育が可能であることを再度確認した（図 42-B）。 
しかし、並行して進めていたサプレッサー変異株を単離する実験から、この二

重欠損株ライブラリーを用いたスクリーニングにおいてもサプレッサー変異が導

入される可能性があることが分かった。そこで、サプレッサー変異の生じない

Datsenkoらの方法（Datsenko and Warner, 2000）に従い、Keio collectionの ybcN、
nudH、ldcC、yidA、yfbF、yjgN 各遺伝子欠損株の cysM 遺伝子領域をカナマイシン
耐性遺伝子で置換することで、 ΔybcNΔcysM、 ΔnudHΔcysM、 ΔldcCΔcysM、
ΔyidAΔcysM、ΔyfbFΔcysM、ΔyjgNΔcysM を再構築した。これら 6 株を M9（硫酸イ
オン+チオ硫酸イオン）液体培地で培養した結果、ΔnudHΔcysM、ΔyjgNΔcysM 以外
の 4株は cysM欠損株と同様の生育曲線が得られた（図 42-C）。つまり、これら 4
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株は二重欠損株スクリーニングの過程で、サプレッサー変異が導入されたと考え

られた。一方、ΔnudHΔcysM、ΔyjgNΔcysM はサプレッサー変異により増殖可能に
なってくる 22 時間目よりも早くから OD の上昇が始まっており、nudH 遺伝子、 
yjgN 遺伝子の欠損が硫酸経路の不活性化の解除に関わっている可能性が示された。
以上の実験から、TSR の制御に関与する候補遺伝子として、nudH と yjgN を同定
した（表 14）。 
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図 42	 ΔcysMΔX 二重欠損株ライブラリーを用いた TSR に関与する遺伝子の
スクリーニング（A）M9 （1 mM 硫酸マグネシウム）、  M9（1 mM 硫酸マグネシウム＋1 mM チオ硫

酸ナトリウム）培地で、二重欠損株ライブラリーを 37℃で 65時間培養させた時の写真。M9（1 mM 硫酸マグ
ネシウム＋1 mM チオ硫酸ナトリウム）培地でも生育する株があることが分かる。（B）2回の実験で、再現よ
く M9（1 mM 硫酸マグネシウム＋1 mM チオ硫酸ナトリウム）培地で生育した７つの二重欠損株。（C）サプ
レッサー変異に依存しないかを確認するために、Warner らの方法により 7 種の二重欠損株を構築し直し、  
M9（1 mM 硫酸マグネシウム＋1 mM チオ硫酸ナトリウム）培地での生育を調べた。 
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表 14	 DKOライブラリーを用いて同定した TSRの制御に関わる候補遺伝子  

 
 
2-3-9. チオ硫酸イオンによる生育促進効果の検証  
最後に、TSR によってチオ硫酸経路優先的に Cys を合成する生理的意義につい
て検証した。硫酸経路は 5段階の反応に 2分子の ATPと 4分子の NADPHを消費
することで、硫酸イオンの同化的還元により 1 分子の Cys を合成する。一方、チ
オ硫酸経路は 2 段階の反応に 1 分子の NADPH のみを消費することで、1 分子の
Cys が合成可能である。反応に消費するエネルギーだけでなく、Cys 合成に関わる
酵素が少ないことからも、チオ硫酸経路が硫酸経路と比較してエネルギー的に有

利な Cys合成経路であり、これこそが TSRの生理的意義ではないかと考えた。 
この仮説を検証するために、1 mM の硫酸イオンを単一硫黄源とする条件、0.5 

mM チオ硫酸イオンを単一硫黄源とする条件それぞれにおける野生株の生育を調

べた。1分子のチオ硫酸イオンは 2個の硫黄原子を含むので、硫黄原子の添加量を
揃えるために、チオ硫酸の濃度を 0.5 mMとした。その結果、若干ではあるがチオ
硫酸イオンを硫黄源とした場合の方が対数増殖後期の増殖が速い傾向が見られた

（図 43-A）。さらに、TSR が起きるようなチオ硫酸イオンと硫酸イオンを両方添
加した条件の生育曲線も調べた。チオ硫酸イオンと硫酸イオンを添加した場合も、

硫酸イオンのみを硫黄源とした場合と比較して、生育速度と菌体収量に差が見ら

れた（図 43-B）。 
チオ硫酸イオンの生育への効果をより顕著に観察するために、好気呼吸による

ATPなどのエネルギー生産性が低下する嫌気条件で、同様の実験を行った。1 mM
硫酸イオンを単一硫黄源とする条件、0.5 mM チオ硫酸イオンを単一硫黄源とする
条件それぞれにおける野生株の生育曲線を比較した。その結果、好気条件よりも

顕著にチオ硫酸イオンが生育を促進する効果が確認された（図 44-A）。さらに、
チオ硫酸イオンと硫酸イオンを両方添加した条件においても、好気条件よりも、

チオ硫酸イオンを硫黄源とした時の方が対数増殖後期の増殖速度や定常期の菌体

収量が大きく増加していた（図 44-B）。 
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図 43	 チオ硫酸イオンによる生育促進効果（好気的条件）  
野生株の前培養液をそれぞれ 1mM 硫酸ナトリウム 、1mM チオ硫酸ナトリウム

、
1mM 硫酸ナトリ

ウム ＋1mM チオ硫酸ナトリウムそれぞれを硫黄源として含む M9培地に OD=0.02となるように植

菌し、 37ºCで培養した。 

図 44	 チオ硫酸イオンによる生育促進効果（嫌気的条件）  
野生株の前培養液をそれぞれ 1mM 硫酸ナトリウム 、1mM チオ硫酸ナトリウム

、
1mM 硫酸ナトリ

ウム ＋1mM チオ硫酸ナトリウムそれぞれを硫黄源として含む M9培地に OD=0.02となるように植

菌した。培養に用いた L 字試験管のヘッドスペースは窒素置換し、37ºC で静置培養し嫌気的な条
件で生育させた。 
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2-4. 考察  
 
第 1 章における Cys 発酵生産菌を用いた研究により、チオ硫酸イオンと硫酸イ
オンが細胞外に共存する場合、硫酸経路を不活性化することで、チオ硫酸経路優

先的な Cys 合成が起こることが示唆された。第 2 章では、修士課程において見出
した硫黄源の選択的な利用機構について解析を行った。 
 
チオ硫酸イオン優先的な Cys合成制御機構の発見  
まず、より生理的な条件でチオ硫酸イオンによる硫酸経路の不活性化が起きる

かを調べた。その結果、硫酸経路依存的に Cys 合成を行う cysM欠損株が硫酸イオ
ンとチオ硫酸イオンを含む最少培地で Cys 要求性を示した（図 24）。したがって、
チオ硫酸イオンによる硫酸経路の不活性化「チオ硫酸リプレッション（TSR）」
が発酵生産条件だけでなく、生理的条件においても起こる現象であることが判明

した。さらに、硫酸イオンに対し、1/1,000 の濃度のチオ硫酸イオンにより cysM
欠損株の生育を完全に阻害したことから、TSR による硫酸経路の抑制は非常に厳
密に制御されていることが示唆された（図 25-B）。以上より、この現象をチオ硫
酸経路優先的な新規な Cys 合成制御機構と考え、TSR の分子機構の解析を進めた。 
 
チオ硫酸イオンによる硫酸イオンの取り込み抑制  

TSR のタンパク質レベルでの制御機構として、硫酸イオンの取り込み制御につ
いて検証を行った。培地中に硫酸イオンとチオ硫酸イオンが等量存在する際には、

硫酸イオンの取り込みが有意に抑制された（図 27-A）。しかし、チオ硫酸イオン
の濃度を 1/100まで減少させると、硫酸イオンの取り込み阻害はほとんど起きなか
った。このことは、硫酸イオンに対して 1/1,000 量のチオ硫酸イオンでも生育が阻
害される TSR の表現型と一致しない。そのため、TSR の分子機構としては、後述
する転写制御がより本質的なものであると考え、転写制御機構の解明に取り組ん

だ。また、唯一の硫酸イオンインポーターである CysTWA が Sbp 及び CysP ぞれ
ぞれを介して、硫酸イオンとチオ硫酸イオンの両方を取り込むことから、チオ硫

酸イオンが競争的に硫酸イオンの CysTWA による取り込みを阻害すると考えられ
た（図 27-B）。 

 
チオ硫酸イオンによる硫酸経路の転写抑制  
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チオ硫酸イオン添加時の転写応答についても解析したところ、培地へのチオ硫

酸イオンの添加により、硫黄同化関連遺伝子群の転写が強く抑制されることが判

明した（表 8）。硫酸イオンの取り込みに関与するインポーターsbp/cysTWA（硫酸
イオン取り込み段階）、2 分子の ATP の消費を伴って硫酸イオンのリン酸化を行
う cysDNC オペロン(硫酸イオンの高エネルギーリン酸化段階)や、4 分子の
NADPH の消費により亜硫酸イオンの還元を行う cysHIJ オペロン（硫酸イオンの
同化）の転写が強く抑制されていたことは、エネルギー消費を抑える意味で合理

的な機構である。しかし、第 1 章で述べたチオ硫酸経路で生じた亜硫酸イオンの
再利用には cysHIJオペロン及び cysK遺伝子が必要である。チオ硫酸経路を優先す
るにもかかわらず、チオ硫酸イオンの輸送も担う cysPTWA オペロンの転写が抑制
されていたことは、チオ硫酸経路の利用に関して疑問が残る。転写レベルだけで

なく、各遺伝子がコードするタンパク質量についても調べた。ゲノム上の各遺伝

子に HA タグを導入し、HA 抗体によるウエスタンブロットを試みた。しかし、オ
ペロンを形成する遺伝子が多いためか、HA タグ断片の挿入により生育に影響が確
認されたため断念した。cysHIJ に依存しない亜硫酸イオンの還元経路として、亜
硝酸還元酵素（NirBD）が機能している可能性もある。一部の細菌や植物において
は、亜硝酸還元酵素が亜硫酸イオンを還元し、硫化物イオンへと変換できること

が知られている（Crane et al., 1997; Crane and Getzoff, 1996; Janick et al., 1983）。ま
た、cysM遺伝子は転写が 2.8 倍抑制されているが、他の多くの遺伝子が 10～40 倍
抑制されていることを考慮すると、抑制の程度は低く、チオ硫酸イオン添加時で

も機能し、SSC 合成を行っていると考えられる。cysM遺伝子が cysPTWAMオペロ
ンの一部でありながら、cysPTWA に比べ mRNA レベルが高い原因は cysM が独自
のプロモーターをもつからだと推測している。実際のゲノム情報によると、cysM
の ORF 上流に恒常的な遺伝子発現を行うσ70 依存的なプロモーター配列が存在し

ている。 
また、転写の抑制は、硫酸イオンに対して低濃度（1/1,000）のチオ硫酸イオン
でも観察された（図 28）。これは、cysM 欠損株の生育曲線（図 25-B）で観察さ
れた TSRの制御の厳密さと一致することから、この転写制御が TSRの分子機構と
して本質的なもであることが示唆された。 
 
チオ硫酸イオンによる転写抑制と転写因子 CysBの関係  
	 構成的活性型 CysB 変異体（CysBThr149Pro）の発現により、TSR による硫黄同化
関連遺伝子の転写抑制が解除されたことから、チオ硫酸イオンが CysB に作用する
ことで転写が抑制されると考えられた（図 29, 図 30）。 
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	 CysB 依存的なチオ硫酸イオンによる転写抑制機構として、2 つのメカニズムを
想定している。一つ目は、1）「チオ硫酸経路の効率的な Cys 合成に起因する
CysE のフィードバック阻害」、二つ目は 2）「チオ硫酸イオンの CysB への結合
によるホモ多量体形成の阻害」である。 
 
仮説 1）チオ硫酸経路の効率的な Cys合成による CysEのフィードバック阻害 
硫酸イオン単一硫黄源で生育している大腸菌は、細胞内 Cys 濃度が低く、CysB
による転写の活性化が恒常的に起こっていると考えられる。チオ硫酸イオンが細

胞質内に取り込まれると、硫酸イオンと比べて、ATP、NADPH の消費が少なく効
率良く 2 段階の反応のみで Cys が合成される。このことから、チオ硫酸イオン存
在時には、効率的に合成され一過的に蓄積した Cysが CysEをフィードバック阻害
し、CysBのインデューサーである NAS（CysEの反応の生成物である OASが非酵
素的に NASに変換される。）合成が減少する（Colyer and Kredich, 1994; Denk and 
Böck, 1987）。そのため、CysB による硫黄同化関連遺伝子群の転写の活性化が抑
制される可能性がある。 
仮説 2）チオ硫酸イオンの CysBへの結合によるホモ多量体形成の阻害 

CysB はホモ四量体を形成することで DNA 結合ドメインが完成し活性型となる
（Colyer and Kredich, 1994; Jovanovic et al., 2003; Tyrrel et al., 1997）。その結果、下
流遺伝子のプロモーター領域に結合し、転写を誘導すると考えられている（Colyer 
and Kredich, 199）。また、CysBの単量体とホモ二量体の立体構造が解明されてい
るが、ホモ二量体の立体構造からインデューサーである NAS は 2 つの CysB 単量
体を繋ぐように、二量体が形成する空洞に収まることが予測されている

（Lachowska et al., 2004）。非常に興味深いことに、構造が解明されたホモ二量体
には、CysB タンパク質の精製で用いた硫酸アンモニウム由来の硫酸イオンが、偶
然 NASが収まる空洞の奥に配位していた（Tyrrel et al., 1997）。ホモ二量体の形成
には硫酸イオンの結合は必須ではなく、硫酸イオンによる CysB への結合の生理的
意義は明らかになっていない。また、チオ硫酸イオンは硫酸イオン同様に正四面

体構造をとり、かつ-2 の負電荷を帯びるという点で非常に性質が似ているが、分
子としては硫酸イオンより大きい。これらのことを考え合わせると、硫酸イオン

より大きいチオ硫酸イオンが上記の空洞に配位することで、NAS による CysB へ
の結合が阻害されるのではないかと考えている。その結果、CysB のホモ二量体が
形成されず、CysB レギュロンの転写誘導が阻害される可能性がある。この仮説は、
CysB タンパク質を発現・精製し、チオ硫酸イオン存在下で多量体形成が起きるか
を、ブルーネイティブ PAGE やゲル濾過クロマトグラフィーを用いて検証できる。 
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転写及び取り込みに依存しない TSR の未知の制御機構（タンパク質の翻訳
後制御）の可能性  
硫酸経路の不活性化には、上記に述べた転写及び取り込みレベルの制御には依

存しない異なる分子機構が存在する可能性がある。硫酸経路遺伝子の転写抑制が

起こるまでの間に、硫酸経路タンパク質の翻訳後制御が起こることを想定してい

る。具体的には、チオ硫酸経路の SSC の還元により生じる亜硫酸イオン、または
チオ硫酸イオンから直接生じる亜硫酸・硫化物イオンが、硫酸経路タンパク質の

Cys残基を修飾し、その酵素活性を阻害するのではないかと考えている。実際に、
硫酸経路タンパク質である PAPS 還元酵素（CysH）過剰発現株をチオ硫酸イオン
単一硫黄源培地で培養すると、CysH の Cys 残基が酸化修飾されることを見出して
いる。硫酸経路の各タンパク質にはそれぞれ Cys 残基が存在するため、Cys 残基
の亜硫酸化修飾は他の硫酸経路タンパク質においても起こるのではないかと考え

ている。この亜硫酸化修飾によって不活化されたタンパク質が特異的に分解され

る可能性もある。 
 
チオ硫酸経路より生じる亜硫酸シグナリングの可能性  
上記のチオ硫酸イオン添加時の SSC 由来の亜硫酸シグナルは、硫酸経路タンパ
ク質だけでなく、様々なタンパク質の Cys 残基を修飾する可能性がある。グリセ
ルアルデヒド-3-リン酸脱水素酵素（GAPDH）など、中央代謝経路に関わるタンパ
ク質の中には、活性酸素種や一酸化窒素などによる Cys 残基の修飾で活性が制御
される酵素が知られている（Hara et al., 2005; Morigasaki et al., 2008）。亜硫酸シグ
ナルも同様にこれらの酵素を修飾する可能性がある。つまり、チオ硫酸イオンを

用いた培養によって、硫黄代謝経路だけでなく、炭素源や窒素源の代謝制御が起

こり得るのではないだろうか。種々の微生物において、窒素枯渇条件でグリコー

ゲンや脂肪酸、油脂の合成が誘導され、エネルギー及び炭素源として蓄積される

（Miguelez et al., 1997; Richardson et al., 1969）。この窒素-炭素代謝間の応答機構の
ように、細胞外の硫黄源の種類や存在量の変化に炭素及び窒素代謝が応答し、細

胞全体の代謝を最適化していく機構が存在するはずである。 
 
大腸菌におけるチオ硫酸イオン依存的な 2種類の Cys合成経路  
	 次に、本研究を通して見えてきた 2 つのチオ硫酸イオンからの Cys 合成経路に
ついて考察する。チオ硫酸イオンの取り込み系として CysPTWA が知られていた
が、cysA 欠損株がチオ硫酸イオン単一硫黄源とする M9 培地で生育することから
他のトランスポーターの存在を考えた。共同研究先である味の素社からの報告及
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び我々のグループによる Sup1 株の解析により、もう一つのチオ硫酸イオンインポ
ーターが YeeE であることが判明した（実際、ΔcysAΔ yeeE 株はチオ硫酸イオン単
一硫黄源培地でほとんど生育できない。図 38）。cysK欠損株とΔcysKΔcysA株のチ
オ硫酸イオン単一硫黄源培地での生育を調べた結果、細胞質内へのチオ硫酸イオ

ンの取り込み活性はほとんど CysPTWA に依存することがわかってきた（図 40）。
つまり、チオ硫酸経路では、CysPTWA がチオ硫酸イオンを細胞質に取り込み、取
り込まれた遊離のチオ硫酸イオンを基質として CysM が SSC へ変換し、続く SSC
の還元により Cys が合成される。一方、YeeE に関しては、Sup1/Δ yeeE 株と
Sup1/Δ yeeD株及び、ΔcysAΔ yeeE株とΔcysAΔ yeeD株の解析により、オペロンを形
成する硫黄転移酵素 YeeD との関係を調べた。その結果、YeeE によって取り込ま
れたチオ硫酸イオンは YeeD により亜硫酸イオンと硫化物イオンへと変換され、
硫酸経路を介して Cysが合成されることが強く示唆された（図 39）。 
 
cysM欠損サプレッサー変異株 Sup1における TSRの解除  

cysM欠損株が TSR によりほとんど生育しないチオ硫酸イオンと硫酸イオンの両
方を含むM9培地においても、良好に生育する cysM欠損サプレッサー変異株 Sup1
を単離した（図 31）。Sup1 株の変異点解析の結果、Sup1 株の cysP遺伝子内に 81 
bp の欠失を同定した（図 32）。Sup1 株の詳細な解析を行った結果、cysP 遺伝子
内の欠失によりチオ硫酸イオンの取り込みに関わる CysP タンパク質が機能欠損し、
細胞質内へのチオ硫酸イオンの流入量が低下したと考えられた。これにより、細

胞質においてチオ硫酸イオンにより起こる CysB 依存的な転写抑制が起こらなくな
り、硫酸経路遺伝子群や yeeED を含む CysB レギュロンの発現誘導が維持された
（表 13）。以上より、硫酸イオンは Sbp/CysTWA を介して細胞質内へ取り込み、、
またチオ硫酸イオンは YeeED を介して細胞質内に亜硫酸イオン、硫化物イオンと
して取り込むことで、いずれの硫黄源も硫酸経路から Cys へ変換されることが強
く示唆された（図 39）。 
また、次世代シーケンス解析において、Sup1 株に存在する 20 bp 以上の変異と
して、cysP の変異以外にも欠失が同定されている（表 12: Subposition 2945488-
2945599, 4294292-429440）。しかし、図 33 よりこれらの欠失は Sup1 株に起きて
いないことが確認された。このミスは、今回のリシーケンスでは、各コンティグ

を全て繋げ、ゲノムを 100 %解読できていないことが原因と考えられる。 
 
大腸菌におけるチオ硫酸硫黄転移酵素  
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	 cysM 欠損株がチオ硫酸単一硫黄源培地ではほとんど生育しないことから、大腸
菌におけるチオ硫酸イオンの Cys への同化は CysM に依存すると考えられる（図

24）。つまり、大腸菌ゲノムに複数存在するチオ硫酸硫黄転移酵素はこの条件で
は機能しておらず、CysM との使い分けが存在するのではないかと考えている。

YeeD と共に解析を行ったチオ硫酸硫黄転移酵素 GlpE はグリセロール代謝に関わ
るオペロンに含まれることから、グリセロール代謝時に機能すると考えられる

（Cheng et al., 2008）。では、YeeED経路はいつ働くのだろうか？	 本研究では、
Sup1 株やΔcysMΔcysA 株において、YeeED 経路の活性化が示唆されたが、野生株
でこの経路が機能する条件は不明である。しかし、この YeeED などのチオ硫酸硫
黄転移酵素によるチオ硫酸イオンの利用経路は、CysM を介する経路と比較して

NADPHを 1分子節約できるため、硫黄同化においても重要な意味をもつと考えら
れる。実際、出芽酵母はチオ硫酸イオンを硫黄源として生育するが、CysM のオル
ソログは淘汰されチオ硫酸硫黄転移酵素がチオ硫酸イオンの同化に働くと推測さ

れる。そのため、大腸菌においても YeeED 経路を活用してチオ硫酸イオンから
Cys合成をする環境条件が存在するかもしれない。また、チオ硫酸硫黄転移酵素に
よるチオ硫酸イオンの変換は、シアン化物の解毒や、鉄硫黄クラスターやチオウ

リジンの合成などにも働いており（Cipollone et al., 2008；Liu et al., 2012）、YeeED
がこういった毒性化合物の解毒に働いている可能性も考えられる。 
 
二重欠損株ライブラリー（ΔcysM×Keio collection）を用いた TSRに関与する
遺伝子の同定  
次に、二重欠損株ライブラリーを用いたスクリーニングから同定した TSR の制
御に関与する遺伝子（nudHと yjgN）について考察する（図 42, 表 14）。NudHは
細菌の mRNA デキャッピングに関わる脱リン酸化酵素として既に報告されており
（Deana et al., 2008）、NudHのターゲットとなる mRNAから発現するタンパク質
の発現量を制御している。そのため、NudH の欠損により、多くの NudH ターゲッ
ト遺伝子の発現量が変動すると考えられており、NudH が直接 TSR の制御に関わ
るかは不明である。ただ、nudHがオペロンを形成する ptsP遺伝子は、炭素源のカ
タボライトリプレッションの制御に必須のホスホトランスフェラーゼシステム

（PTS）を構成する主要遺伝子である。PTS はホスホエノールピルビン酸からのリ
ン酸基転移反応を介して、多数の下流タンパク質の活性を制御し、炭素代謝や窒

素代謝を包括的に制御する。このことから、NudH が PTS を介して TSR などの硫
黄代謝も制御できる可能性がある。YjgN は機能未知の内膜トランスポーターであ
ることしか分かっておらず、生理機能などは全く不明である。今後は、nudH、
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yjgN の各欠損株の TSR に関する表現型（取り込みの抑制、転写の抑制）の解析か
ら、TSRとの関連を解析していく。 
 
TSRの生理的意義  
	 次に TSR の生理的意義について考察する。第 2 章の緒言で述べた通り、チオ硫
酸経路は、ATPの消費が伴わないこと、1分子のチオ硫酸イオンから 2分子の Cys
を合成できること、反応ステップが少ないことなどから、硫酸経路と比較してよ

り効率的な Cys 合成経路といえる（図 19）。チオ硫酸イオン、硫酸イオンそれぞ
れを硫黄源とした場合に、対数増殖後期の増殖速度や到達 OD に有意な差がみら
れることからも、チオ硫酸イオンの Cys 合成効率に起因することを裏付けている
（図 43, 44）。私はチオ硫酸イオンによるこの生育への効果こそが、大腸菌が
TSRという機構を備える理由だと考えている。 

また、酸化的リン酸化経路が活発な好気条件と比べて、ATP 生産が低下する嫌
気条件では、硫酸イオンに比べてチオ硫酸イオンを硫黄源にした時の方が、大腸

菌の生育がさらに良く、チオ硫酸イオンのより顕著な効果が現れた。動物の腸内

は腸内細菌によって放出される硫化水素が、約 10 mM と高濃度で蓄積している。
硫化水素はミトコンドリアにおける電子伝達系を阻害することによる細胞毒性が

高いため、動物はミトコンドリアで、硫化水素を二段階の酸化反応によりチオ硫

酸イオンに解毒する（Hildebrandt et al., 2008）。そのため、チオ硫酸イオンは腸内
に mM オーダーと豊富に存在し、嫌気環境であるためより安定に存在できる。こ

のことからも、腸内に豊富にあるチオ硫酸イオンを優先的に利用する TSR を大腸
菌が備えていることは、理に適っていると考えられる。 
 
他の生物種における TSRの保存性  
また、TSR は大腸菌などの腸内細菌に限定的な現象ではなく、①嫌気環境のよ
うにチオ硫酸イオンが存在する環境で生育する生物、かつ②硫黄同化を行う生物、

であれば TSR のような機構が保存されているのではないかと考えている。酸素が
豊富に存在する大気下では、多くの硫黄化合物は硫酸イオンへと酸化され、硫酸

イオンが豊富に存在する。しかし、土中や海中などの酸素濃度が低下する環境で

は、硫黄細菌や硫酸還元菌などの働きで、硫黄化合物の酸化還元サイクルが機能

する（Amend et al., 2004）。その結果、チオ硫酸イオン、亜硫酸イオン、硫化物イ
オンなどが豊富に存在するようになり、硫黄同化にもこれらの無機硫黄源が利用

される。細菌以外でも、植物には cysM のオルソログ cs26 が葉緑体に高度に保存
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されており、チオ硫酸イオンからの Cys 合成が長日期での活性酸素種の消去に重
要であることが報告されている（Bermudez et al., 2010）。植物と細菌の硫黄代謝
経路は相同性が極めて高く、植物においてもチオ硫酸イオンの利用によって ATP
や NADPH の消費を抑えることができると考えられる。そのため、チオ硫酸イオ
ンを優先的に利用するための機構が存在することが期待される。しかしながら、

植物には CysPTWA インポーターや転写因子 CysB のオルソログは存在しないため、
そのメカニズムは大腸菌と異なるであろう。 
	 このような考えに基づき、現在当研究室では酵母（分裂酵母、出芽酵母）やシ

アノバクテリアにおいても、TSR のようなチオ硫酸イオンの選択的利用機構が存
在するかについて検証を行っている。 
 
他の硫黄源に対する選択的利用について  
	 本研究では、無機硫黄源の選択的利用機構として初めて TSR を提唱するととも
に、その分子機構の一端（無機硫黄源のセンシングと下流の硫黄同化経路制御）

を明らかにした。大腸菌が生育する環境には、他の無機や有機の硫黄源が豊富に

存在する場合も考えられ、別の硫黄源のセンシングを介した制御機構を備えてい

ると考えられる（Muyzer et al., 2008）。特に、チオ硫酸経路の中間代謝物である
SSC は Cys の合成に関しては、チオ硫酸イオン同様に効率が良いと考えられ、選
択的に利用されるはずである。SSC は図 35 に示すようにチオ硫酸イオンと共通す
る構造をもち、チオ硫酸イオンと類似の反応機構により硫酸経路の抑制が起こる

可能性がある。今後は TSR の研究を糸口に、他の硫黄源（シスチン、SSC、グル
タチオン、メチオニン、亜硫酸イオンなど）を含めた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、さらには炭素・窒素源代謝の制御機構

への解明が期待される。そして、本研究で得られた知見は微生物を用いた新たな

物質生産プロセスの開発に繋がるものと考えられる。 
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総括  
 
	 第 1 章においては、チオ硫酸経路における SSC の還元を亢進する酵素として、
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が硫酸経路へとリクルートされ、
Cys合成に利用されること、またその亜硫酸イオンの還元反応を促進することで、
発酵生産性が向上することを見出した。 
 
第 2 章においては、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、硫酸経路が不活性化することで、チオ硫酸経路優先的な Cys 合成が起こるこ
とを見出した。この機構を「チオ硫酸リプレッション（ThioSulfate Repression：
TSR）」と名付け、その分子機構を解析した。その結果、培地へのチオ硫酸の添
加により硫酸経路遺伝子群の転写抑制、及び硫酸イオンの取り込み抑制が起こる

ことを明らかにした。硫酸イオンの取り込みはチオ硫酸イオンが高濃度で存在す

る時には阻害されるが、低濃度では起こらず、硫酸経路の不活化には転写の制御

がより本質的なものと考えられた。また、TSR が起こらないサプレッサー変異株
の解析から、CysPTWA インポーターによる細胞質内へのチオ硫酸イオンの取り込
みが、転写制御の引き金となることが判明した。さらに、取り込まれた細胞質内

のチオ硫酸イオンが転写因子 CysB 依存的に硫酸経路遺伝子を含む硫黄同化関連遺
伝子群の転写を抑制することを明らかにした（図 45, 46）。 
	 さらに、硫黄源としてチオ硫酸イオンを用いる方が硫酸イオンよりも、最少培

地での増殖速度が向上することが判明した。これは、細胞内での ATP や NADPH
消費量の差によるものと考えられ、この効果が大腸菌における TSR の生理的意義
ではないかと示唆された。 
	 また TSR の分子機構とは別に、サプレッサー変異株の解析から、同一のオペロ
ンより発現するチオ硫酸イオンインポーターYeeE と硫黄転移酵素 YeeD が新規な
チオ硫酸イオン同化経路を形成することを初めて明らかにした。YeeE により取り
込まれたチオ硫酸イオンを、YeeD が亜硫酸イオンと硫化物イオンへと変換し、生
成した両イオンが硫酸経路で Cysの合成へ利用されるものである（図 39）。 
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図 45	 本研究により示された TSRの作用モデル  
CysPTWA により細胞質内に取り込まれたチオ硫酸イオンが転写因子 CysB を介して、硫酸経路遺
伝子群の転写を抑制し、硫酸経路を不活性化する。チオ硫酸イオンが高濃度（硫酸イオンと等量以

上）存在するときには、さらに細胞内への硫酸イオンの取り込み阻害も同時に起こる。 
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図 46	 TSRにおける転写因子 CysBの働き	  

（ii）チオ硫酸イオンと
硫酸イオンが共存する

場合（TSR が起こる条
件）。 
CysPTWA 依存的に細胞
質内に、チオ硫酸イオ

ンが輸送される。チオ

硫酸イオンが硫酸イオ

ンと等量以上存在する

場合のみ、CysTWA に

おいて硫酸イオンの競

合的な取り込み阻害が

起こる。さらに、細胞

質内に取り込まれたチ

オ硫酸イオンが、転写

因子 CysB の活性を低下
させることで、CysB レ
ギュロンの発現誘導が

解除される。 
このとき、CysB レギ

ュロン非依存的に発現

する CysM 及び Trx・
Grx（SSC の還元酵素）
の働きにより、チオ硫

酸経路優先的に Cys が
合成されることが示唆

された。 

M9最少培地では Cys
が細胞外に存在せ

ず、Cys 合成のため
に転写因子 CysB が
活性化し、下流の硫

黄同化関連遺伝子の

発現を誘導する。 
 
（i）硫酸イオンを単
一硫黄源として培養

した場合、発現誘導

された硫酸経路の働

きで Cys が合成され
る。 
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