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バクテリアErwiniaherbico1aのチロシンフェノールリアーゼ (TPL)はピリドキサールリン酸を補酵素とする多機能酵

素であり，パーキンソン病の治療薬L-DOPAの工業生産に利用されている。 E.herbico1aは，培地に加えたL-チロシンによ

る誘導によりTPLを生合成する。また，このTPLの生合成はグ、/レコースによる抑制を受ける。

本論文は，E. herbico1aにおけるTPL遺伝子(中1)の発現調節機構を解析し，その結果を取りまとめたものであり，そ

の内容は以下のように要約できる。

1) E. herbico1a は，チロシン添加誘導培地で生育したときのみ伊IのmRNAを大量に生成した。また，誘導培地にグルコー

スを添加すると，そのmRNA量が10分の 1程度にまで減少した。しかしこの転写抑制は， cAMPの添加によって若干回復し

た。これらの結果から著者は， TPLの発現が主に転写レベルで、の調節によって行われていること，またグルコースによる転

写抑制はcAMPreceptor protein (CRP)を介したものであると判断した。さらに著者は，tp1の転写開始点が，翻訳開始

点から121塩基上流のグアニンであることを明らかにした。

2) tp1上流域の塩基配列を翻訳開始点から630塩基上流まで解析し，その中に転写調節因子町TrRが結合すると考えられる

配列を3ヵ所確認した。また， CRPが結合すると考えられる配列も確認した。 TyrRは，芳香族アミノ酸をエブェクターと

して芳香族アミノ酸の生合成や輸送に関わる遺伝子群の転写調節因子であることが大腸菌で明らかにされている。そこで，

様々な長さの伊l上流域を保持するtp1'-'1acフュージョンを作製し，大腸菌ゲノム上にシングルコピーで導入し，発現様式

を検討した。その結果，転写開始点から350塩基までの上流域がtp1の完全な誘導発現に必須であることを示した。また，大

腸菌のtyrR株では，チロシンによる誘導が全くなくなること，crp株では，割合は低下するがチロシンによる誘導があ

ることを確認した。

3) E. herbico1aゲノムライブラリーからtp1の転写活性化因子をクローニングすることを試み， 2段階のスクリーニング

により，tp1~ '1acフュージョンの発現を活性化する因子の遺伝子を保持するクローン株を得た。これらの遺伝子を保持する

クローン株は，ホスト大腸菌がtyrRであったにもかかわらずT戸・R+の表現型を示した。このことは，tp1の転写活性化因子

をコードする遺伝子としてE.herbico1aのtyrRをクローニングしたことを示す。塩基配列より推定したアミノ酸配列は既

知の3種の細菌由来のTyrRと約70%程度の相向性を示した。

4) TyrRを介したtp1の転写調節機構を解明するために， TyrRの結合サイト 3ヵ所のそれぞれに，あるいはその全てに変

異を導入した tp1~'1acフュージョンを作製した。そしてE.herbico1aのtyrRを低コピー数プラスミド上に組み込んで形質転

換した大腸菌内でこれらフュージョンの発現およびチロシンによる誘導を調べた。また，グリセロールまたはグルコースの

いずれかを炭素源として使用して， CRPによる調節についても検討した。その結果， TyrR結合サイトのどれか一つだけに

変異を導入しても，誘導の低下が見られたことから， TyrR結合サイトの3ヵ所全てが，チロシンによる誘導に重要である
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ことを明らかにした。また， TyrR結合サイトすべてに変異をかけたものについては，チロシンによる誘導もグルコースに

よる抑制も見られなくなることを明らかにした。この結果に基づいて， TyrRおよびCRPによるTPL発現調節のモデ、ノレを提

案した。

論文審査の結果の要旨

バクテリアErwiniaherbicolaは，培地中にチロシンが多量に存在するとチロシンフェノールリアーゼ (TPL)を誘導発

現し，チロシンをヒ。ルビン酸，アンモニアおよびフェノールに分解する。また，この逆反応を利用して，ヒ。ルピン酸，アン

モニアおよびピロカテコールからパーキンソン病の治療薬L-DOPAを合成することが可能であり，E. herblcoia TPLはその

工業的生産に利用されている。しかしながら，チロシンによるTPLの誘導生成機構の詳細は，いまだ明らかではない。そこ

で，著者は， TPL遺伝子 (tpl)の発現調節機構を解明することを目的として本研究を行い，関与する転写調節因子を解明

するとともにその調節機構のモデ、ルを提唱した。

評価すべき主な点は以下のとおりである。

1) E. herbicola TPLのチロシンによる誘導は主に転写段階で行われていること，またcAMP依存性のカタボライトリプレツ

ションをうけることを明らかにした。また，転写開始点を決定した。

2)大腸菌内において伊lの転写が，調節因子TyrRおよびCRPによって制御されることを明らかにした。またtplの転写活

性化においてTyrRが直接的な役割を担っているのに対しCRPは二次的な作用をしていることを示唆した。

3) lacレポーターシステムを利用することにより E.herbicolaゲノムライブラリーより tplの転写活性化因子をコードする

遺伝子を直接クローニングした。その塩基配列を決定し，これがtyrRであることを明らかにした。

4) tplの上流域に変異を導入してその発現様式を検討することによりTyrRを介したtplの転写活性化メカニズムを提唱し

た。すなわち，チロシンの結合によってTyrRがダイマーからヘキサマーへと構造転換し， DNAがノレープ構造をとることが

重要なプロセスであること， CRPはこの際， DNAの折れ曲がりを引き起こすことでその構造転換を補助しているというモ

デ、ルを提案した。

以上のように本論文は，従来，大腸菌において芳香族アミノ酸の生合成系酵素などの発現調節因子として知られていた

TyrRが，分解系の酵素であるTPLの発現調節をも行っていることを始めて解明すると共に，その転写調節の詳細な機構を

明らかにしたものであり，分子生物学，応用微生物学に寄与するところが大きい。

よって本論文は博士(農学)の学位論文として価値あるものと認める。

なお，平成11年2月12日，論文並びにそれに関連した分野にわたり試問した結果，博士(農学)の学位を授与される学力

が十分あるものと認めた。
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