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題目 アーキアが有する光合成カルビンサイクル酵素ホモログの機能解析 

カルビンサイクルは植物や藻類、光合成細菌等の光合成生物が利用する、光合成反応に

おける主要な CO2固定経路であり、11種の酵素が触媒する 13反応ステップから構成されて
いる。その中でも CO2 固定酵素である ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase 
(RuBisCO)と、ribulose-5-phosphate (Ru5P)から RuBisCOの CO2/O2アクセプター基質である

ribulose-1,5-bisphosphate (RuBP)を合成する phosphoribulokinase (PRK)は、RuBisCOとともに
本回路の鍵酵素である。近年のゲノム解析から、非光合成生物であるアーキアの多くが

RuBisCOを有することが明らかにされたが、同時に PRKを有しているという報告はなかっ
た。これらのアーキアでは、PRK を利用しない代替経路によって合成された RuBP を基質
に RuBisCO が CO2 固定を行うことが予想されている。私は、メタン菌 Methanospirillum 
hungateiを始めとする、いくつかのアーキアが RuBisCOと PRK両ホモログ遺伝子を同時に
有していることを見出した。そこで、アーキアが持つ２つのカルビンサイクル鍵酵素ホモ

ログの機能及びアーキアと光合成生物の関連性を調べる目的で研究を行った。 
 
ゲノム解読が完了しているアーキアの内、15種のアーキアが RuBisCOホモログ遺伝子と

PRKホモログ遺伝子を同時に有していた。本研究では、メタン菌M. hungateiを主な研究対
象として解析を進めた。M. hungatei RuBisCOホモログと PRKホモログの大腸菌リコンビナ
ントタンパク質を用いて酵素活性の有無を解析した結果、それぞれ CO2 固定活性 (0.146 
µmol/min/mg) と PRK活性 (29.17 µmol/min/mg) が検出された。さらに、M. hungatei以外の
4 種のアーキア (メタン菌 Methanosaeta thermophila, Methanosaeta concilii, Methanoculleus 
marisnigri及び超好熱性アーキアArchaeoglobus profundus) が持つPRKホモログに関しても、
酵素学的解析を行った。その結果、これら全てが PRK活性を示し、光合成生物に特異的だ
と考えられていた PRKが、非光合成生物であるアーキアにも広く存在していることが明ら
かとなった。アーキア型 PRKの酵素学的特徴として、Vmaxは光合成生物 PRKと比較して低
く、基質 Ru5Pに対する親和性は同程度、特に ATPに対する親和性が高い傾向が示された。 

 
アーキア型と光合成型 PRK の構造比較を行うため、松村浩由博士ら(立命館大生命科学)

との共同研究として、M. hungatei PRKの結晶構造解析を行った。M. hungatei PRKとバクテ
リア型、植物型 PRKとのアミノ酸配列相同性は約 30%程度と低いものの、単量体構造は両
者とも非常に良く似ていた。興味深いことに、二量体形成様式は植物型 PRKと非常に似て 



 
 

おり、バクテリア型 PRKとは全く異なっていた。また、M. hungatei PRKと植物型 PRKで
は、ATP 結合に関与するとされるアミノ酸残基と活性中心の構造が異なっており、これが
ATP親和性に違いを生じさせる原因であると予想された。 

 
これらの結果より、アーキアにおいて RuBisCOと PRKが機能するカルビンサイクル様代

謝経路が機能していることが期待されたが、ゲノム情報よりM. hungateiを含む PRK遺伝子
を有するアーキアは３つのカルビンサイクル酵素 (transketolase、 sedoheputulose-1,7- 
bisphosphatase、ribulose -5-phosphate 3-epimerase)遺伝子を有しておらず、カルビンサイクル
上の fructose-6-phosphate (F6P)から Ru5P への経路が断たれていた。アーキアはペントース
リン酸経路を有しておらず、 ribulose monophosphate (RuMP)経路の酵素である
6-phospho-3-hexuloisomerase (PHI)と hexulose-6-phosphate synthase (HPS)の逆反応を利用し
て、F6Pから Ru5Pを生成していることが予想されているが、M. hungateiもこれらのホモロ
グ遺伝子を有していた。そこで、 M. hungatei HPSホモログの大腸菌リコンビナントタンパ
ク質を用いて活性測定を行った結果、HPS活性が検出された。興味深いことに、M. hungatei
は２つの PHIホモログを有しており、それぞれ単独では PHI活性を示さず、２つの PHIホ
モログが共存する場合のみ PHI活性が検出された。これらの結果から、M. hungateiを始め
とする RuBisCOと PRKを持つアーキアにおいて、RuBisCOと PRKを利用した原始カルビ
ンサイクルとも言える新規炭素代謝経路、“Reductive hexulose phosphate pathway (RHP)経路”
を予想した。 

 
実際に RHP経路が生体内で機能しているか調べるために、蓮沼誠久博士ら(神戸大院科学

技術イノベーション)との共同研究として NaH13CO3を用いた
13C 標識メタボローム解析を

行った。その結果、標識時間の経過に伴って 13C が取り込まれた RHP経路の各中間代謝産
物の比率が増加した。特に、RuBisCOの CO2固定反応によって生成する 3-phosphoglycerate 
(3-PGA)への 13C標識率が高かったことから、M. hungateiにおいて RuBisCOの触媒反応が主
要な CO2固定ステップであることが明らかになった。さらに解糖系及び糖新生の中間代謝

産物にも 13C 取り込みが観察され、RuBisCO によって固定された炭素の大部分が、
glucose-6-phosphate を経由して糖新生へ、また phosphoenolpyruvate を経由して解糖系へ供
給されていることが分かった。また、低い標識率であったが、明らかな Ru5Pへの 13C取り
込みが観察されたことから、M. hungateiにおいて RHP経路が機能していることが示唆され
た。 

 
本研究によって、これまでに同定されていた光合成型 PRK に加え、アーキア型 PRK の

存在を明らかにした。また、M. hungateiを含む一部のアーキアにおいて、RuBisCOと PRK
を利用した新規炭素代謝経路、RHP 経路を発見した。 RHP 経路とカルビンサイクルは数
ステップのみが異なっていること、またアーキアの進化的位置から、この RHP経路がカル
ビンサイクルの進化的原型であると考えられる。本研究の成果はカルビンサイクルの祖先

経路をアーキアに見出し、光合成システムの基盤がアーキアで構築されていたことを明ら

かにしたもので、アーキアからの光合成生物進化を議論するうえで、今後の研究に重要な

知見となることが期待される。 
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本論文で用いた略号  
 

ADH; alcoho l dehydrogenase 
AMP; adenosine mono-phosphate 
CA; carbonic anhydrase 
CP; creat ine phosphate 
FA; for maldehyde 
Fae; formaldehyde act ivat ing enzyme 
F6P; fructose-6-phosphate 
G6PDH; g lucose-6-phosphate dehydrogenase 
GAP; glyceraldehyde-3-phosphate 
GAPDH; glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
Gv; Gloeovacter violaceus 
H4MPT; 5,6,7,8-Tetrahydromethanopter in  
Hu6P; 3-hexulose-6-phosphate 
HPS; 3-hexulose-6-phosphate synthase 
LDH; lactate dehydrogenase 
Mg; Mycobacterium gastri  
Mh; Methanospiril lum hungatei  
OPPP; oxidat ive pentose phosphate pathway 
PGI; phosphog luco isomerase 
PGK; 3-phosphoglycerate kinase 
PHI; 6-phospho-3-hexu lo iso merase 
PK; pyruvate kinase 
PRK; phosphor ibu lokinase 
RHP pathway; reduct ive hexu lose phosphate pathway 
RPE; r ibulose-5phosphate 3-epimerase 
Ru5P; r ibu lose-5-phosphate 
RuBisCO; r ibu lose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase 
RuBP; r ibulose-1,5-bisphosphate 
SBPase; sedoheptulose-1,7-bisphosphatase 
Xu5P; xylu lose-5-phosphate 
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第１章  
緒論  

 
地球が誕生してから現在までの約 46 億年の間、地球環境は大きく変

化してきた。原始地球の大気は主にヘリウムと水素で構成されていた

が、その後の火山の噴火に伴い、CO2 とメタン、アンモニアが放出さ

れた。この時の大気には水蒸気と窒素も含まれていたが、酸素は存在

せず、地球はまだ高温高圧だった。しかし、次第に温度が下がるに連

れ、原始大気に含まれていた水蒸気が凝結し、雨として地表に降り注

いだ。これが原始地球における海の誕生であり、グリーンランドで発

見された火山岩の解析から、約 38～ 40 億年前に起きたと考えられてい
る  (Glikson, 1972)。そしてこれをきっかけに、原始生物が誕生したと
考えられている。現在確認されている最古の生命とされているのは、

西オーストラリアで見つかった 34億年前のバクテリアと思われる化石
とされており  (Schopf and Packer,  1987; Wacey et  al. ,  2011)、最近グリー
ンランドの岩石から、 38 億年前の海に生息していた微生物の断片だと
思われる痕跡が発見された  (Ohtomo et  al. ,  2014)。また、炭素同位体 δ1 3 C
の解析から、 38 億年前以前に生物的炭素固定が行われていた可能性が
示唆されている  (Mojzs is et  al. ,  1996; Olson, 2006)。この時、紫外線に
よる水蒸気の光分解で酸素が生じていたが、鉄の酸化によってすぐに

消費されていたため、大気中にはまだ酸素が存在しない、絶対嫌気状

態だった。そのため原始生物も嫌気呼吸を行うような絶対嫌気性であ

り、これらの生物にとって酸素は猛毒であった。  
しかしながら約 26 億年前より以前、酸素発生型光合成によって酸素

を生成する生物、シアノバクテリアが誕生した  (Olson, 2006; 
Kazmierczak and Alter mann, 2002)。シアノバクテリアによって産出され
た酸素は、数億年の間、海洋中に存在する鉄によって吸収され、海底

に酸化鉄として堆積した。そして約 20 億年前、海洋中の鉄が全て酸化
されると、酸素は大気中に放出され始め、大気中の酸素濃度は急上昇

した  (Fig.  1-1)。これにより、嫌気性の原始生物は大量絶滅し、酸素を
好気呼吸に利用できる生物の進化を促した。このように、地球におけ

る光合成生物の出現は、地球大気環境に多大な影響を与えてきた。ま

た、生物進化における光合成能力の獲得は、植物が大繁殖するに至っ

た緑の革命を起こし、これなくしては、人類の繁栄もなかった。  
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光合成は、光化学系によって太陽の光エネルギーを化学エネルギー

に変換する明反応と、このエネルギーを用いて CO2 を固定するための

暗反応に分けられる  (Bassham et  al. ,  1950; Raval et  al. ,  2005)。  
酸素発生型光合成生物では２つの光化学系 I と II で、酸素非発生型

光合成生物では１つの光化学系で明反応が行われる。光化学系 I と II
はそれぞれ異なる起源をもっており、光化学系 I は緑色硫黄細菌やヘ
リオバクテリア、光化学系 II は紅色細菌や緑色糸状細菌が起源だとさ
れている  (Blankenship and Hartman, 1998; Lockhart  et  al. ,  1996)。現在で
も詳しいことは分かっていないが、これらの細菌間での融合や共生、

遺伝子水平伝播などが起こり、光化学系 I,  II どちらも有する酸素発生
型光合成生物が誕生したと考えられている  (Fish et  al. ,  1985; Nelson 
and Ben-Shem, 2002)。  
一方、暗反応は CO2 固定経路であり、植物や藻類、光合成細菌等の

酸素発生型光合成を行う生物は、カルビンサイクル  (Calvin-Benson- 
Bassham(CBB) cyc le,  Reduct ive pentose phosphate cyc le)を利用して CO2

固定を行っている。現在 6 種類の CO2 固定経路が報告されているが、

カルビンサイクルはその中でも主要な経路であり  (Bassham et  al. ,  
1950; Berg et  al. ,  2010)、年間 1,400 億トンもの CO2 がこのカルビンサ

イクルによって有機物に固定されている  (Thauer,  2011)。  
カルビンサイクルは大きく 3 つの反応過程に分けられる。 1. 炭素固

定： r ibu lose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase (RuBisCO)のカルボ
キシラーゼ反応により、 r ibulose-1,5-bisphosphate (RuBP)へ CO2 を固定

し、 2 分子の 3-phosphog lycerate (3-PGA)を生成する。 2.  炭素の還元：
次に、 3-PGA は 2 段階の酵素反応によって glyceraldehyde 3-phosphate 
(GAP)となる。3. RuBP 再生：一部の GAP は光合成産物としてショ糖や
デンプンの合成に使われるが、残りの炭素は 10 段階の触媒反応によっ
て RuBP に再生される (Fig.  1-2)。カルビンサイクルは計 11 種の酵素反
応で構成されており、ほとんどは主要一次代謝である解糖系や糖新生、

ペントースリン酸経路の酵素で代替可能である  (Fig.  1-2)。その中でも、
CO2 固定酵素の RuBisCO と、 r ibu lose 5-phosphate (Ru5P)から RuBisCO
の基質 RuBP を合成する、 phosphor ibulokinase (PRK)はこの回路のみで
機能し、カルビンサイクルの鍵酵素である。先に挙げたように、光化

学系の起源が解明されつつある一方で、CO2 を固定するためのカルビ

ンサイクルが進化の過程でどのように完成したかという点に関しては、

ほとんど研究がされていない。  
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RuBisCOはそのアミノ酸配列から、植物や藻類、シアノバクテリアが
利用する for m I、光合成バクテリア及び一部のメタン菌が利用する for m II、
そして非光合成生物であるアーキアが有する form IIIに分類される。更に、
RuBisCOとしての機能は無いが、RuBisCOの進化的別形態だと考えられ
ている form IV、RuBisCO-like protein (RLP) がある  (Watson et  al. ,  1999; 
Ashida et  al. ,  2003; Finn and Tabit a,  2003; Fig.  1-3)。 2017年 2月の段階でゲ
ノム解読が完了したアーキアの 1/3程度が、form III (一部 form II) RuBisCO
遺伝子を有していることが分かっている。しかし、アーキアがPRKを有
しているという報告はこれまでにない。 2007年にSatoらにより、PRKを
有していない超好熱性アーキア Thermococcus kodakaraensisにおいて、カ
ルビンサイクルとは異なり、 nucleoside monophosphate (NMP)からAMP 
phosphorylaseによる加リン酸分解反応  (Fig.  1-4 赤 )と、 r ibose-1,5- 
bisphosphate isomerase (RiBP isomerase)による異性化反応  (Fig.  1-4 青 )の
2段階の酵素反応ステップを介して合成されたRuBPに対し、RuBisCOが
CO2固定を行うことが予想されている  (Sato et al. ,  2007; Aono et  al. ,  2012,  
2015; Fig.  1-4)。私は本研究において、いくつかのアーキアがRuBisCO、
PRKホモログ遺伝子を同時に有していることを見出した。これらアーキ
アのRuBisCOとPRKホモログは、光合成RuBisCO、PRKとそれぞれ約 30%
のアミノ酸配列相同性を示す。光合成 PRKは系統樹において、光合成細
菌などの酸素非発生型光合成生物の持つバクテリア型PRKと、植物や藻
類、シアノバクテリアといった酸素発生型光合成生物の植物型PRKグル
ープに分類される  (Miz iorko, 2000)。しかし、アーキアのPRKホモログは
これらとは独立したクレードを形成し、第 3の PRKグループを構成する。 
生物進化上でも特に起源が古いと考えられているアーキアだが、地

球上の物質循環においても、アーキアによる炭素、窒素、硫黄におけ

る物質循環への寄与は計り知れない  (Baker and Banfie ld,  2003; Franc is 
et  al. ,  2007; Thauer,  2011)。さらにアーキアは、メタン発酵やその特殊
な生育環境から、様々な条件で使用可能な有用酵素の単離等が研究さ

れている  (Takagi et  al. ,  1997; Norr is et  al. ,  2000; Akutsu et  al. ,  2015)。し
かしながら、その特殊な代謝経路とアーキア以外の生物が利用してい

る代謝経路との進化的な関係性は不明な点が多い。本研究はその中で

も、アーキアにカルビンサイクルの原型を探るもので、光合成カルビ

ンサイクルの進化的完成を紐解く重大な研究であると考えている。そ

のために、大腸菌リコンビナントタンパク質を用いた、一部のアーキ

アが有するカルビンサイクル鍵酵素ホモログタンパク質の機能解析を
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主軸として研究を進めた。さらにアーキアの菌体を用いて、菌体抽出

溶液による酵素活性の検出や、メタボローム解析などから、アーキア

が有するカルビンサイクル鍵酵素ホモログタンパク質が機能しうる新

規代謝経路の発見と、アーキア生体内における機能解明を行った。こ

れらに加えて、原始的なシアノバクテリア Gloeobacter violaceus が有す
る PRK ホモログに関する研究成果も含めて、カルビンサイクルの進化
的完成に関する考察を行った。  
  



7 
 

 
Fig.  1-1 生物進化と地球大気の変遷のモデル  
 
大気中のCO2濃度  (赤 )、O2濃度  (青 )の遷移と、考えられている生物の出
現時期、RuBisCOとPRK及びカルビンサイクルの出現時期をまとめた。  

(Kast ing 2004; Anneberg Learner.org. ; Snowball Earth.org.)  
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Fig.  1-2 光合成カルビンサイクル  
 
カルビンサイクルは、Step 1: RuBisCO による CO2  固定反応  (緑 )、Step 
2:固定した炭素の還元  (オレンジ )、 Step 3: RuBP の再生  (水色 )と、大
きく 3 つの反応過程に分けられる。これらは 11 種の酵素によって達成
され、特に CO2 固定酵素である RuBisCO と、RuBP を合成する PRK が
カルビンサイクルに特徴的な鍵酵素だとされている  (赤 )。  
RuBisCO, r ibulose-1,5-bisphosphate carboxylase/ oxygenase; PGK, 
3-phosphoglycerate kinase; GAPDH, glyceratealdehyde-3-phosphate 
dehydrogenase; TPI,  t r io se-phosphate isomerase; FBPase,  fructose 
-1,6-bisphosphatase; SBPase,  sedoheptulose-1,7-bisphosphatase; TK, 
t ransketo lase; RPI,  r ibose-5-phosphate isomerase; RPE, r ibose-5-phosphate 
3-ep imerase; PRK, phosphor ibu lokinase; RuBP, r ibulose-1,5-bisphosphate; 
3-PGA, 3-phosphoglycerate; BPG, 1,3-diphosphoglycerate; GAP, 
glyceraldehyde-3-phosphate; DHAP, d ihydroxyacetone phosphate; FBP, 
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fructose-1,6-bisphosphate; F6P, fructose-6-phosphate; E4P, 
erythorose-4-phosphate; Xu5P, xylu lose-5-phosphate; SBP, 
sedoheptulose-1,7-bisphosphate; S7P, sedoheptulose-7-phosphate; R5P, 
r ibose-5-phosphate; Ru5P, r ibulose-5-phosphate.  
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Fig.  1-3 RuBisCO と RuBisCO-like protein (RLP) の系統樹  
(Modified from Ashida et  al. ,  2003)  

 
RuBisCO は光合成生物が有する for m I (植物、藻類、ラン藻 )、form II (バ
クテリア、一部メタン菌 )と、アーキアが有する form III に分類される。
Form I はラージサブユニット  (L, 黄 )とスモールサブユニット  (S,  緑 )
それぞれ  8 個ずつによる L8 S8 構造をとる。 Form II はラージサブユニ
ットのみの L2 ダイマーによる L2 n 構造をとる  (青 )。 Form III はラージ
サブユニットのみの L2 ダイマーによる L8 ~ 1 0 構造をとる  (ピンク )。  
更に RuBisCO としての機能は無いが、RuBisCO の起源だと考えられて
いる RuBisCO- like protein (RLP)、 form IV がある。  
S. oleracea, Spinacia oleracea ;  N. tabacum ,  Nicot iana tabacum ;  
Synechocyst is sp.  PCC6803; R. capsulatus,  Rhodobacter capsulatus ;  M. 
jannaschii ,  Methanococcus jannaschii ; P. horikoshii ,  Pyrococcus 
horikoshii ;  P. kodakaraensis,  Pyrococcus kodakaraensis ; C. limicola ,   
Chlorobium limicola ; A. fulgidus,  Archaeoglobus fulgidus.  
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Fig.  1-4 T. kodakaraensis において提唱されている Nucleoside 
monophosphate (NMP) 代謝経路  

(Modified from Aono et  al. ,  2012)  
 
T. kodakaraensis をはじめとする多くのアーキアは、そのゲノム上に
for m III RuBisCO (一部 form II)  の遺伝子をコードしている。これらア
ーキアの RuBisCO は、AMP を含む NMP から phosphorylase 反応  (赤 )、
iso merase 反応  (青 )によって合成された RuBP に炭素固定を行っている
ことが報告された。このことから、アーキアにおいて RuBisCO は核酸
代謝とペントース代謝のリンクに関与すると考えられている。  
NMP, nucleoside monophosphate; RiBP, r ibose-1,5-bisphosphate.  
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第２章  
アーキアにおけるカルビンサイクル酵素ホモログの機能解析  

 
 
2-1. 序論  
 
 生物は現在、真核生物、真正細菌、アーキアの 3 つのドメインに分
類されている  (Woese et  al. ,  1990; Fig.  2-1)。アーキアは 1674 年に
Leeuwenhoek が微生物を発見して以来、その形態が細菌と類似してお
り、数百年に渡って真正細菌の仲間だと考えられていた。しかし 1977
年、Woese と Fox によって、16S rRNA 配列の解析からアーキアという
概念が提唱された  (Woese and Fox, 1977; Woese et  al. ,  1990)。また、1978
年にアーキア細胞膜に特異的なエーテル型脂質が発見され、アーキア

の細胞膜は例外なく sn-glycero l-1-phosphateのイソプレノイドエーテル
によって構成されていることが明らかにされた  (Maku la and Singer,  
1978; Tornabene et  al. ,  1978; Koga et  al. ,  1998)。  
 アーキアは地球上のあらゆる環境に分布している。一般に極限環境

と言われる高塩、高熱、強酸といった環境から、水田や湖沼、動物の

消化器官などといった非常に広い環境に分布しており、ほとんどは非

常に強い嫌気環境が必須であるとされている  (Valent ine,  2007)。  
 アーキアが第 3 の生物ドメインであることの裏付けとなった、 1996
年の超好熱性メタン菌 Methanococcus jannaschii の全ゲノム解読  (Bult  
et  al. ,  1996)を皮切りに、 2017 年 2 月の段階で 700 種を超えるアーキア
のゲノムが解読されてきた。その結果、非光合成生物であるアーキア

の多くが、そのゲノム上に RuBisCO 遺伝子を有しているという、非常
に興味深い情報が明らかとなった。そのアミノ酸配列の系統解析から、

これらアーキア型 RuBisCO は、高等植物や藻類、紅藻、シアノバクテ
リア、光合成細菌の有する form I RuBisCO や、酸素非発生型光合成細
菌が有する form II RuBisCO とも異なる form III RuBisCO とされた  
(Ashida et  al. ,  2003; Tabita et  al. ,  2008; Fig.  1-2)。アーキアの有する for m 
III RuBisCO の機能として、NMP を出発基質として合成された RuBP に
対し RuBisCOが CO2固定を行うことが超好熱性アーキア Thermococcus 
kodakaraensis において報告された  (Sato et  al. ,  2007; Fig.  1-4)。このこ
とから、アーキアにおける RuBisCO は核酸代謝とペントース代謝のリ
ンカーとして機能していると考えられている  (Aono et  al. ,  2012, 2015)。
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この報告を含め、 for m I II RuBisCO に関する報告はいくつかあったが、
PRK を同時に有しているものは報告されておらず、アーキアと光合成
カルビンサイクルの関連性は不透明だった  (Finn and Tabit a,  2004)。  
 興味深いことに、私はゲノム解読が完了しているアーキアの内、メ

タン菌 Methanospirillum hungatei  (Zeikus and Bowen, 1975; Gunsa lus et  
al. ,  2016) をはじめとする、 22 種のアーキアが RuBisCO ホモログ遺伝
子と PRK ホモログ遺伝子を同時に有していることを見出した。これま
で RuBisCO と PRK を同時に有するアーキアは報告されておらず、これ
らのホモログ酵素の機能に興味が持たれた。しかしながら、配列相同

性やバイオインフォマティクス解析のみから付けられた機能アノテー

ションと、実際の機能が異なるという報告が増えている。例えば、本

研究室において非光合成細菌やアーキアの RuBisCO ホモログタンパク
質、RuBisCO-like protein (RLP)が、RuBisCO とは異なる機能を持ち、
カルビンサイクルではなく、アミノ酸代謝で働く酵素であることが明

らかにされている  (Ashida et  al. ,  2003)。そのため、これらメタン菌の
RuBisCO、PRK ホモログも実際の機能や、働く経路が異なる可能性が
考えられた。  
 本章ではこれらの点を明らかにするために、M. hungatei を主な研究
対象とし、M. hungatei が有する RuBisCO ホモログ及び、M. hungatei
を含む 5 種のアーキア  (メタン菌 Methanosaeta thermophi la ,  
Methanosaeta concili i ,  Methanoculleus marisnigri 及び、超好熱性アーキ
ア Archaeoglobus profundus)由来の PRK ホモログの大腸菌リコンビナン
トタンパク質を利用して、生化学的な機能解明を目的として解析した。

さらにアーキア型 PRKホモログと光合成型 PRKの構造比較を行うため、
松村浩由博士ら  (大阪大学工学研究科 )との共同研究として、M. 
hungatei  PRK ホモログタンパク質の結晶構造解析を行った。  
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Fig.  2-1 16S/18S rRNA を基にした生物の系統樹   

(Woese et  al. ,  1990; figure from Jurgens 2002)  
 
真正細菌  (bacter ia)を赤、アーキア  (archaea)を青、真核生物  (eucar ya)
を緑で、それぞれ分類している。  
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2-2. 材料と方法  
 
2-2-1.  His-tagを付加したリコンビナント PRK及び RuBisCOホモログタ
ンパク質の発現系の構築  
 

M. hungatei  JF-1 st rain (NBRC no. 100397)は 、 NBRC (Bio logica l 
Resource Center,  NITE)より入手した。Qiagen DNA p lant  mini k it を用い
て、この菌体からゲノム DNA の調製を行った。M. hungatei PRK 及び
RuBisCO ホモログの遺伝子配列情報は、KEGG (Kyoto Encyc loped ia o f 
Genes and Genomes,  ht tp://www.genome. jp/kegg/)より入手した。その情
報をもとに、以下のプライマーセットを作製した。M. hungatei  PRK は
forward pr imer に XhoI、 reverse pr imer に NdeI サイトを、M. hungatei  
RuBisCO は forward pr imer に XhoI、reverse pr imer に BamHI サイトをそ
れぞれ付加した。  

Pr imer name  Pr imer sequence (5 ’-3 ’)  

MhPRK-F GATCCTGAACCTTCATATGAGTCAGCCTGAAAATTTCCG 

MhPRK-R GCGTATTATTTGAGGTACTCGAGTTATTGATCCAGATGATTGG 

MhRuBisCO-F GCGAGGAAGCTCGAGATGACAGACGTTATTGCAAC 

MhRuBisCO-R GGTATTTCCATGTAGGATCCTTATGCAATTCCCC 

 
M. hungatei のゲノム DNA を鋳型として、作製した各プライマーセット
を用いて、PCR を行った。PCR は PrimeSTAR® Max DNA Po lymerase 
(Takara Bio Inc. ,  Japan)を用いて行った。熱サイクルプログラムは以下
の通りである：変性は 98˚C, 10 sec、アニーリングは 55˚C, 5 sec、伸長
反応は 72˚C, 10 sec を 30 サイクル行った。PCR 産物は制限酵素処理 (M. 
hungatei  PRK へは XhoI/NdeI、M. hungatei  RuBisCO へは XhoI /BamHI)を
行った。 PCR 産物と同様に制限酵素処理を行った pET-15b vector 
(Novagen, USA)を Alkaline phosphatase (Takara Bio Inc. ,  Japan)により脱
リン酸化し、Ligat ion High (TOYOBO, Japan)により連結し、Escherichia 
coli  DH5α  コンピテントセルを形質転換した。得られたプラスミド
pET15b-MhPRK と pET15b-MhRuBisCO を ABI PRISM 3100 Genet ic  
Ana lyzer (Applied Biosyst ems Japan)を用いて塩基配列に変異がないこ
とを確認した。これらの得られたプラスミドで、E. col i C43 (DE3)コン
ピテントセルを形質転換し、リコンビナントタンパク質発現株を作製

した。  
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さらに、M. hungatei  RuBisCO 発現量の改善のために、発現系及びホス
ト E. coli を変更した。先に作製した pET15b-MhRuBisCO をもとに、
pET15b 由来の rbs、His-tag、t hrombin 認識配列及び M. hungatei  RuBisCO
の配列を含むように作製した以下のプライマーセットを用いて、 PCR
を行った。PCR は KOD FX Neo (TOYOBO, Japan)を用いて行った。熱サ
イクルプログラムは以下の通りである：変性は 98˚C, 10 sec、アニーリ
ングは 78˚C, 30 sec、伸長反応は 68˚C, 90 sec を 40 サイクル行った。  

Pr imer name  Pr imer sequence (5 ’-3 ’)  

pETtopUC-F CCATGATTACGAATTCGAAGGAGATATACCATGGG  

pETtopUC-R GCAGGTCGACTCTAGATTTCGGGCTTTGTTAGCAG  

 
得られた PCR 産物は、EcoR I/Xba  I で制限酵素処理をした pUC18 vector 
(Takara Bio Inc. ,  Japan)に In-Fusion® HD Cloning Kit  (Takara Clontech 
Lab.,  USA) を 用 い て ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 得 ら れ た

pUC18-pETMhRuBisCO は受託 DNA シーケンス解析  (Sigma-Aldr ich 
Japan)にて塩基配列に変異がないことを確認した。これらの得られたプ
ラスミドで、E. coli JM109 コンピテントセルを形質転換し、リコンビ
ナントタンパク質発現株を作製した。  
 
M. marisnigri JR 1 st rain のゲノム DNA は、 American Type Culture 
Co llect ion (ATCC, USA)より入手し  (ATCCR no. 35101)、M. conci lii  GP 6 
star in (NBRC no.103675)、  M. thermophila (NBRC no. 101360)及び A.  
profundus (NBRC no.100127)のゲノム DNA は NBRC より入手した。M. 
marisnigri PRK、M. conci lii  PRK、M. thermophila PRK、A. profundus PRK
ホモログの遺伝子配列情報は、KEGG より入手した。その情報をもと

に、プライマーを作製した。  
Pr imer name  Pr imer sequence (5 ’-3 ’)  

MmPRK-F CAGCCATATGCTCGAGATGCCCCCATCCGAC 

MmPRK-R GTTAGCAGCCGGATCCTCACCTTCGGCCGCA 

McPRK-F CAGCCATATGCTCGAGATGAGATCGCTCAAG 

McPRK-R GTTAGCAGCCGGATCCCTAATAGCCCTCTTC 

MtPRK-F CAGCCATATGCTCGAGATGCGACTTCTCGAG 

MtPRK-R GTTAGCAGCCGGATCCTCACCAGGCGAGATT 

ApPRK-F CAGCCATATGCTCGAGATGCTTAAAGAGAAG 

ApPRK-R  GTTAGCAGCCGGATCCCTACAATCTCAAACT 
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各ゲノム DNA を鋳型として、作製した各プライマーセットを用いて、
PCR を行った。PCR は PrimeSTAR® Max DNA Po lymerase (Takara Bio  
Inc.)を用いて行った。熱サイクルプログラムは以下の通りである：変
性は 98˚C, 10 sec、アニーリングは 55˚C, 5 sec、伸長反応は 72˚C, 1 min
を 30 サイクル行った。これによって得られた PCR 産物を、BamH I /Xho 
I で制限酵素処理  (37°C, 4 h)した vector,  pET-15b (Novagen)に In-Fusion 
cloning を行い、E. coli DH5α  コンピテントセルを形質転換した。なお、  
In-Fusion cloning は添付のプロトコールに従い、 In-Fus ion®  HD Cloning 
Kit を用いて行った。得られた pET15b-MmPRK、 pET15b-McPRK、
pET15b-MtPRK、 pET15b-ApPRK は ABI PRISM 3100 Genet ic Ana lyzer  
(App lied Biosystems Japan)を用いて塩基配列に変異がないことを確認
した。これらの得られたプラスミドで、E. col i C43 (DE3)コンピテント
セルを形質転換し、リコンビナントタンパク質発現株を作製した。  
 
 
2-2-2.  リコンビナントタンパク質の発現  
 
各 His-tag 融合リコンビナントタンパク質の発現には E. coli  C43 

(DE3)を用い、 50µg/mL ampic illin を含む LB 培地において、 37˚C で培
養したものを用いた。次に、培養液の OD600 が 0.4~0.6 に達すると、
終濃度が 1 mM となるように isopropyl β-D-thiogalacto- pyranoside 
(IPTG)を添加して、18˚C, 20 h 発現誘導を行った。菌体は遠心、4˚C, 3,500 
g で回収し、 -20˚C で保存した。  

pUC18-pETMhRuBisCO に限り、発現には E. col i  JM109 を用い、 50 
µg/mL ampic illin 及び 0.2 mM IPTG を含む LB 培地において、30˚C, 24 h
発現誘導を行った。菌体は 4˚C, 3,500 g で遠心回収し、 -20˚C で保存し
た。  

 
 

2-2-3.  リコンビナント PRK ホモログの精製  
 
 リコンビナントタンパク質は添付のプロトコールに従い、His-Bind 
res in (Novagen,  USA)を 用 い て 精 製 し た 。 次 に 、 Amicon Ult ra-10K 
membrane (Millipore,  USA)を用いて精製タンパク質を遠心濃縮し、
Thrombin buffer (20 mM Tris-HCl pH8.0,  150 mM NaCl,  2.5 mM CaCl2)で
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平衡化した PD-10 co lumn (GE Healthcare,  Japan)に供し、脱塩及び Buffer
置換をしたタンパク質溶液に対して 2U Thrombin protease (Novagen,  
USA)を加え、25˚C, 4 h の条件で His-tag を切断した。M. marisnigri  PRK 
ホモログと A. profundus PRK ホモログはゲル濾過クロマトグラフィー
を行わず、このタンパク質溶液を用いて酵素学的解析を行った。M. 
hungatei  PRK ホモログ、M. concil ii  PRK ホモログ、M. thermophila PRK 
ホモログは次の精製ステップとして、ゲルろ過 Buffer (50 mM Tr is-HCl 
(pH8.0),  0.5 mM EDTA, 100 mM KCl)で平衡化したゲルろ過カラム  
(Superose 6,  10/300 GL, GE Hea lthcare,  Japan)及び、ÄKTApur ifier 10S ク
ロマトグラフィーシステム  (GE Hea lthcare,  Japan)を用いて精製を行っ
た。この精製タンパク質を用いて酵素学的解析を行った。  
また、ゲルろ過クロマトグラフィーを行った際に、ゲルろ過マーカ

ーキット  (Ge l Filt rat ion Molecular Weight  Markers Kit ,  200 
Sigma-Aldr ich)を用いて M. hungatei  PRK ホモログ、M. concili i  PRK ホ
モログ、M. thermophila PRK ホモログのホロ酵素の分子質量を解析し
た。マーカーの分子質量と溶出ボリュームから作成した検量線を用い、

各 PRK ホモログの溶出ボリュームから算出した。  
 
 
2-2-4.  PRK 活性測定法  
 
 PRK 活性は、触媒反応による ADP の生成速度を解糖系酵素とカップ
リングさせることにより、NADH の減少速度として測定した  
(Kobayashi et  al. ,  2003 を一部改変 )。反応混液  (100 mM Tr is-HCl (pH8.0) ,  
100 mM KCl, 10 mM MgCl2,  0.2 mM NADH, 2 mM ATP, 2.5 mM PEP, 2 mM 
Ru5P, 5 unit s/ml LDH (Orient al yeast ,  Japan),  2 unit s/ml PK (Orienta l yeast ,  
Japan))に精製タンパク質を添加して全量 500 µl とし、25˚C に保温した
状態で 340 nm の吸光度変化を U3300 spectrophotometer (HITACHI)を用
いて測定した。何点か基質濃度を変えて測定を行い、 340 nm の吸光度
減少の傾きと、NADH の分子吸光係数  6.22×103  (M-1×cm-1)を用いて、
一分間あたりの ADP 生成量に換算して、精製タンパク質濃度から PRK
活性を算出した。なお、Vm a x 及び Km 値は、Lineweaver-Burk の逆数プ
ロットにより算出した。  
 
 



19 
 

2-2-5.  M. hungatei PRK ホモログの反応生成物の解析  
 
 M. hungatei  PRK ホモログによる Ru5P と ATP からの反応生成物は、
以下の手法で調製した。反応混液  (50 mM Phosphate bu ffer (pH8.0),  10 
mM MgCl2,  2 mM ATP, 2 mM Ru5P)に精製タンパク質を添加して全量 1 
ml とし、25˚C で 60 min 反応させた。これを Amicon Ult ra-3K membrane 
(Millipore,  USA)を用いてタンパク質を除去し、解析サンプルとした。
解析は本学バイオ技術補佐員・倉田理恵様のご協力により、以下の設

定で質量分析を行った。  

Inst rument  Q-TOF Ult ima AP (Micromass/Waters 社製 )  

Infur ion nanoflow probe t ip (Waters 社製 )  

Ionizat ion ESI 

Ion mode negat ive 

Rrange m/z 50-550 or m/z50-300 

Cpillar y vo lt age 1.0kV 
MS type MS or MSMS 

Collis ion energy Contro l RuBP: 10, 15 (MS, MS/MS) 
Sample: 7,  15 (MS, MS/MS) 

 
 
2-2-6.  M. hungatei  PRK ホモログの他基質への親和性の検証  
 
 キナーゼ活性はリン酸供与基質とリン酸受容体基質をそれぞれ変え

ることで、キナーゼ活性の有無を検証した。光合成 PRK の基質である
Ru5P の変わりに、 6 mM pantothenate,  2  mM thymid ine,  2 mM ur idine,  2 
mM cyt id ine,  2 mM r ibosylnicot inamide, 2 mM AMP, 2 mM 
fructose-6-phosphate (F6P),  2 mM r ibose-5-phosphate (R5P)をそれぞれ用
いて測定を行った。  
また、ATP 以外の Nucleos ide t r iphosphate (NTP)をリン酸基供与体と

して利用できるか検証するために、通常 2 mM ATP を基質としている
ところを、2 mM CTP, 2 mM UTP, 2 mM GTP に置き換えて測定を行った。 
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2-2-7.  アーキア型 PRK 活性に対する光合成 PRK の inhibitor/act ivator
の影響  
 
植物型 PRK の act ivator (還元剤 )として DTT (終濃度 10 mM)及び、

inhibitor (酸化剤 )として DTNB (終濃度 50 µM)を用い、それぞれと 30 
min インキュベートしたものを用いて、測定を行った。またバクテリ
ア型 PRK の inhibitor である 6-phosphocluconate (6PG)と AMP は、それ
ぞれ 10 mM、1 mM の終濃度で測定キュベット内に添加し、測定を行っ
た。測定法及びその他の物質は 2-2-6 に準ずる。影響の評価は、未処理
時の活性値を 100%としてそれぞれの物質で処理した際の活性値を算
出し、光合成 PRK で見られた影響と比較した。  
 
 
2-2-8.  M. hungatei PRK の結晶構造解析  
 
 M. hungatei PRK の結晶構造解析は、松村浩由博士、木津奈都子さん
ら  (大阪大学工学研究科 ) との共同研究として行った。以下に、木津奈
都子さん修士論文  (2013)より引用した実験手法を記す。  

M. hungatei PRK の培養と精製は、 2-2-3 の手法でタンパク質精製を
行い、VIVASPIN20 MWCO30000 (sartorius stedim)を用いて濃縮した後、
結晶化用ゲルろ過 Buffer (20 mM Tris-HCl pH8.0、 150 mM NaCl)で平衡
化した HiLoad 16/60 Superdex 200 prep grade (GE Healthcare,  Japan)に添
加し、溶出した。得られた M. hungatei  PRK 画分を VIVASPIN20 
MWCO30000 で 10 mg/mL まで濃縮し、液体窒素を用いて瞬間冷凍し、
-80˚C で保存した。  

X 線結晶構造解析における初期位相決定には、セレノメチオニン
(SeMet)標識タンパク質を用いた。SeMet 標識 M. hungatei PRK の培養と
精製は、メチオニン要求株である E. coli  B834 (DE3)と以下の SeMet 用
培地を用い、 2-2-2 と同様に発現させた。精製方法は上記 M. hungatei 
PRK の精製に準ずる。  
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SeMet  用培地 (1 L あたり )  

(NH4)2SO4  1.0 g  

KH2PO4  4.5 g 

K2HPO4  10.5 g 

Sodium Cit rate 0.5 g  

1 M MgSO4・ 7H2 O 1.0 mg 

Glucose 5.0 g  

Met  以外のアミノ酸 (19 種 )  各 40 mg  

核酸 (4 種 )  各 0.5 g 

SeMet  40 mg 

Thiamine  2.0 mg 

 
 

M. hungatei  PRK の結晶化と X 線回折実験は、 10 mg/ml M. hungatei  
PRK 及び 10 mg/ml SeMet  標識 M. hungatei  PRK を用いて、それぞれ 0.2 
M Lithium su lfate monohydrate (HAMPTON), 0.1 M HEPES sodium pH7.8 
(HAMPTON), 20% (w/v) Po lyethe lene g lyco l 4000 (HAMPTON)の条件、
1.5 M Ammonium sulfat e,  12% (v/v) Glycero l (HAMPTON), 0.1 M Tr is-HCl 
pH8.5 (HAMPTON)の条件で、ハンギングドロップ蒸気拡散法にて 20˚C
で、振盪しながら結晶化を行った。クライオプロテクタントはそれぞ

れ 10％  Ethylen glyco l (HAMPTON)、 20% Glycero l (HAMPTON)を用い
て 100 K の窒素ガス気流下で瞬間凍結した。X 線回折実験は、どちら
も大型放射光施設 SPring-8 BL44XU にて行った。プログラム HKL2000  
にて回折強度データの処理を行った。  
位相決定は単波長異常分散法  (SAD 法 )にて行い、解析ソフトにはプ

ログラム SHELXD、 SHELXE、HKL2MAP を用いた。初期構造の精密化
はプログラム CNS による r igid. inp、minimize. inp、 bind ividua l. inp、プ
ログラム COOT によるモデル構築を繰り返した。最終的に結晶学的信
頼度因子 R 値 22.2%で構造精密化を終了した  (木津奈都子 2013)。  
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2-2-9.  M. hungatei RuBisCO ホモログの精製  
 
 pUC18 発現系による M. hungatei RuBisCO ホモログのリコンビナント
タンパク質は、His60 Ni Superflow Cart r idge (5 mL) (Takara Clontech Lab. ,  
USA)及び、ÄKTApur ifier 10S クロマトグラフィーシステム  (GE 
Healthcare,  Japan)を用いて精製を行った。次に、Thrombin buffer で平衡
化した PD-10 co lumn (GE Healthcare)に供し、脱塩及び Buffer 置換をし
た。これを Amicon Ult ra –  0.5mL (3K) (Millipore)を用いてタンパク質を
遠心濃縮し、得られたタンパク質溶液に対して 1U Thrombin protease 
(Novagen)を加え、 25˚C, 12 h の条件で His-tag を切断した。  
Nat ive-PAGE は 10-20% Gradient 既製ゲル  (ATTA, e-PAGELE-T1020L)を
用い、 4˚C, 24 mA, 120 min 泳動を行った。マーカーとして Amersham 
HMW Native Marker Kit  (GE Healthcare,  Japan)及び、当研究室で得られ
た他生物由来の RuBisCO を用いた。  
 
 
2-2-10. RuBisCO carboxylase 活性測定法  
 
 RuBisCO の carboxylase 活性を測定する際、活性測定に用いる全ての
溶液、試薬に存在する O2 と CO2 を N2 に置換する為、活性測定に用い

る Buffer (200 mM HEPES-KOH pH8.0,  20 mM MgCl2)を 30 min, N2 ガス  
(>99.99%, Iwatani,  Japan)で置換し、また、各種試薬も Buffer と同様に
N2 ガス置換し、N2 ガス置換した Buffe r に溶解させた。また、測定に用
いるスクリューキャップ付き密閉型キュベット内も N2ガス置換を行い、

シリンジを用いて溶液を注入することで、外的持ち込みの O2 及び CO2

の混入を防いだ。  
 RuBisCOの carboxylase活性は、触媒反応による 3-PGAの生成速度を、
カップリング酵素の反応による NADH の減少速度をモニタリングする
ことにより測定した  (Schloss et  al. ,  1982; Pearce and Andrews 2003 を一
部改変 )。反応混液  (200 mM HEPES-KOH (pH8.0),  20 mM MgCl2,  0.2 mM 
NADH, 5 mM ATP, 20 mM CP, 50 mM NaHCO3, 2 mM RuBP, 22.5 unit s/ml 
PGK (Sigma-Aldr ich,  USA), 20 units/ml GAPDH (Sigma-Aldr ich),  25 
unit s/ml CP kinase (Or ient al yeast ),  0.1 mg/ml Carbonic anhydrase 
(Sigma-Aldr ich),  0.1 units/ml Protocatechuate 3,4-dioxygenase (TOYOBO, 
Japan),  4 mM protocatechuate)に精製タンパク質を添加して全量 500 µl
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とし、 25℃に保温した状態で 340 nm の吸光度変化を U3300 
spectrophotometer (HITACHI)を用いて測定した。 340 nm の減少の傾き
と、NADH の分子吸光係数 6.22×103 (M-1×cm-1)を用いて、一分間あた
りの GAP 生成量に換算して、精製タンパク質濃度から carboxylase 活
性を算出した。  
また、RuBisCO の阻害剤である 2-carboxy-D-arbinoto l-1,5-bisphosphate 

(CABP)処理は、終濃度 0.6 mM CABP 存在下で 30˚C、 10 min インキュ
ベーションした後に、RuBisCO carboxylase 活性を測定した。  

 
 
2-2-11. RuBisCO Relat ive Specific it y(S r e l )の測定  

 
RuBisCO の carboxylase/oxygenase 反応特異性係数、Relat ive 

Specific it y (S r e l)は、Eq.(1)により算出され、生物によって異なる  
(Tcherkez et  al. ,  2006)。  

 
S r e l＝ [Vm a x(CO2)/Km(CO2)]  

[Vma x(O2)/Km(O2)]              (1)  
 
M. hungatei RuBisCO の S r e l 値は、植村らの行った手法をもとに測定、

算出した  (Uemura et  al. ,  1996 を一部改変 )。植村らの考案した 5 mL 特
殊形状フラスコ  (サイドアーム及びスクリューキャップを付与 )中に、1 
mL 反応系  (25 mM Bic ine-KOH pH8.3,  10 mM MgCl2,  0.1 mM 
6-Phosphogluconate,  1mg o f carbonic anhydrase and 100~150 µg o f M. 
hungatei RuBisCO)及び、反応系と接触しないようサイドアームに 10 
mM RuBP を 10 µL 加え、ゴム栓付スクリューキャップで密閉した。市
販の圧縮空気  (21% O2, 316ppm CO2)を 300 mL/minで密閉したフラスコ
内に流し続け、ウォーターインキュベーター中で 25˚C, 80 rpm, 1 h 振
とうし、溶存 CO2 濃度の平衡化を行った。その後フラスコを転倒し、

サイドアーム内の RuBP と反応系とを混和させ、同様に空気を流した
まま 25˚C, 80 rpm, 2 h 振とうさせ、反応を行った。反応後、20 µL の洗
浄済み DOWEX™  50Wx8 100-200 (H+ fo rm) (Wako, Japan)を加えて反応
液中の Mg2 +を除去し、Amicon Ult ra –  0 .5mL (3K) (Millipore)を用いてタ
ンパク質を除去したものを、測定サンプルとした。測定には Dionex 
ICS-2100 陰イオン交換クロマトグラフィーシステム  (ThermoFisher 
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Scientific, Japan)及び AS11-HC カラム、溶離液として 30 mM KOH を
用い、反応生成物を電気伝導度のピークによって検出した。装置のコ

ントロール及びピークエリアの解析には Chromeleon 7 Chromatography 
Data Syst em (ThermoFisher Scientific)を利用した。  
得られたピークエリアの結果から、植村らの考案した数式 Eq.(2)によ
って、 S r e l 値を算出した。  

 
S r e l＝ (3-PGA*－ PGO*)/2/PGO*×[O2]/[CO2]×0.0375       (2)  

 
3-PGA*及び PGO*はそれぞれ得られたピークエリアの面積を意味する。 
0.0375 は、水相中における CO2/O2 の溶解度の比として用いた。  
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2-3. 結果  
 
2-3-1.  大腸菌におけるアーキア PRK ホモログの発現と精製  
 
 アーキア PRK ホモログの機能を解析するために、大腸菌で His-tag
付加リコンビナントタンパク質として発現させた。大腸菌での発現は、

18℃で行った。M. hungatei PRK ホモログの His-Bind resin による精製
画分、Thrombin protease 処理後、ゲルろ過クロマトグラフィー精製画
分を SDS-PAGE により解析した。その結果、最終的なゲルろ過クロマ
トグラフィー精製画分は、CBB 染色レベルで夾雑タンパク質は存在し
ておらず、His-tag 切断した目的タンパク質の精製に成功した  (Fig.  2-2 
a)。同様に、M. concil ii  (Fig.  2-2 b)、M. thermophila  (Fig.  2-2 c)、M. 
marisnigri  (Fig.  2-2 d)の PRK ホモログも精製に成功した。A. profundus
の PRK は発現量が非常に低く、精製タンパク質においても若干の夾雑
バンドが見られた  (Fig.  2-2 e)。  
 ゲルろ過クロマトグラフィー精製の際に、それぞれのホロ酵素分子

質量を算出したところ、M. hungatei  PRK ホモログは 80 kDa でホモダイ
マー、M. concil ii  PRK ホモログは 149 kDa、M. thermophila PRK ホモ
ログは 130 kDa で、共にホモテトラマーであることが予想された  (Fig.  
2-3)。  
 
 
2-3-2.  アーキア PRK ホモログの PRK 活性測定  
 
 精製した M. hungatei PRK ホモログについて、PRK としての酵素学的
解析として、Ru5P または ATP に対する Km 及び、Vma x の測定を行った。

その結果、Vma x = 29.17 ± 0.55 µmol/min/mg protein,  Km (Ru 5 P )  = 0.28 ± 0.02 
mM, Km ( AT P)  = 12.37 ± 0.39 µM であった  (Fig.  2-4; Table 2-1)。また、M. 
hungatei 以外のアーキアが持つ PRK ホモログもアーキア型 PRK であ
ると予想し、他４種のアーキア PRK ホモログも同様に酵素学的解析を
行った。その結果、M. concilii  PRK ホモログは Vma x = 43.84 ± 2.84 
µmol/min/mg protein、Km(Ru5P) = 0.31 ± 0.08 mM、Km(ATP) = 17.91 ± 2.02 
µM、M. thermophi la PRK ホモログは Vma x = 19.10 ± 0.59 µmo l/min/mg 
protein、Km(Ru5P) = 0.23 ± 0.05 mM、Km(ATP) = 5.66 ± 0.21 µM であっ
た。さらに、M. marisnigri PRK ホモログと A. profundus PRK ホモログ
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はそれぞれ  36.77 ± 3.09 µmol/min/mg protein、 1.68 ± 0.06 µmol/min/mg 
protein の specific  act ivit y を示した  (遠藤千夏子  2013; Table 2-1)。  
 
 
2-3-3.  M. hungatei PRK ホモログの反応生成物の解析  
 

 さらに M. hungatei PRK ホモログの Ru5P と ATP からの反応生成物が
、光合成 PRK と同様に RuBP であるか検証するために、反応生成物の
質量分析を行った。その結果、MS 解析によって RuBP に相当する 309 
m/z のピークが観 察 された。酵 素 を添 加 していないネガティブコントロールで

は、このピークは見 られず、M. hungatei PRK ホモログの反 応 由 来 であると判 断

した (Fig.  2-5 a,  c,  e,  f)。また、309 m/z のピークを更 に MS/MS 解 析 したところ

、211 m/z、193 m/z、139 m/z、96.9 m/z のピークが観 察 され、フラグメンテーシ

ョンパターンがコントロールの市 販 されている RuBP のものと一 致 した  (Fig.  2-5 
b,  d)。これらの結 果 から M. hungatei PRK の Ru5P と ATP からの反 応 産 物 は

RuBP であり、アーキア型 PRK は、真 の PRK であることが証 明 された。そのため

、以 降 はアーキア PRK ホモログをアーキア型 PRK として扱 った。  
 
 
2-3-4.  M. hungatei  PRK の基質特異性  
 

 PRK は panthotenate kinase、 ur idine kinase などを含む P- loop NTPase 
(nuc leos ide t r iphosphatase) superfamily 及び、P-loop kinase family に属し
ている。 P-loop kinase family に属する酵素はアデニル酸  (Adenylat e 
kinase)やヌクレオシド 1-リン酸  (Nucleoside monophosphate kinase)など
、様々な基質をリン酸化し、多様な細胞機能に関与することが知られ

ている (Leipe et  al. ,  2003)。P-loop kinase family は共通して Walker らに
よって提唱された P-loop (Walker mot if A)を含んでいる  (Walker et  a l. ,  
1982)。P- loop は ”GXXXXGKT/S”をコンセンサス配列に持ち、NTP のリ
ン酸基と結合する。  

これまで唯一構造が明らかにされていたバクテリア型である R.  
spaeroides PRK は、アミノ酸配列、立体構造的にも同じ P-loop kinase 
family の ur id ine/cyt id ine kinase や pantothenate kinase、 adenylate k inase
と相同性を示すことが報告されている  (Suzuk i et  al. ,  2004)。更に、ア
ーキア型 PRK は PRK としてだけでなく、ur idine/cyt id ine kinase とアノ
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テーションされている。そのため、アーキア PRK が ur id ine/cyt id ine を
始めとした Ru5P 以外の P-loop k inase family の基質を認識し、キナーゼ
反応を触媒しうるのかを調べた。特に PRK と相同性を示す P-loop 
kinase family 酵素のリン酸化基質、AMP、pantothenate、t hymid ine、ur id ine
、cyt idine、r ibosylnicot inamide、F6P 及び r ibose 5-phosphate を用いて解
析した。その結果、M. hungatei PRK は Ru5P に対してのみ触媒能を示
し、それ以外の基質に対して全く触媒能を示さなかった  (Table 2-2)。
この結果から、アーキア型 PRK は Ru5P を特異的にリン酸化基質とし
て用いることが示唆された。  

さらに、M. hungatei PRK が ATP 以外の NTP もリン酸基供与体とし
て利用できるのか検証した。植物型 PRK は他の NTP では ATP 利用時
の 5%以下の活性しか示さない  (Hurwit z et  al. ,  1956)。また、バクテリ
ア型 PRK は GTP だと 12.6%、UTP だと 37.5%の活性を示すが、CTP だ
と活性を示さない  (Siebert  et  al. ,  1981)。これらに対し、M. hungatei PRK
は ATP以外の NTP もリン酸基供与体として利用できることが明らかに
なった  (Fig.  2-6)。特に GTP 利用時には、通常の ATP 利用時の 94%と
、ほぼ同程度の活性値を示した。  

 

 
2-3-5.  アーキア型 PRK 活性に対する光合成 PRK の inhibitor/act ivator
の影響  
 
 これまでの結果からアーキア型 PRK の存在を明らかにした。次に、
アーキア型 PRK の活性がこれまで報告されている光合成 PRK の
inhibitor 及び act ivator による影響を受け得るのか、M. hugnatei  PRK を
用いて検証した。植物型 PRK は DTT によって 100%の活性化を受け  
(Geck and Hartman, 2000)、DTNB によって完全な不活性化を受けること
が報告されている  (Kobayashi et  al. ,  2003)。また、バクテリア型 PRK
は 6PG で 78%の不活性化  (Runquist  et  al. ,  1999)、AMP によって 95%の
不活性化を受けることが報告されている  (Abdela l and Schlege l,  1974)。
これらに対し M. hungatei PRK は、植物型 PRK に代表されるレドック
スレギュレーション  (DTT, DTNB)、バクテリア型 PRK に代表される代
謝産物  (6PG, AMP)による活性制御のどちらからも顕著な影響を受け
ないことが示唆された  (Fig.  2-7)。  
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2-3-6.  M. hungatei PRK の結晶構造解析  
 

大 阪 大 学 の松 村 浩 由 博 士 らとの共 同 研 究 として、M. hungatei  PRK の結 晶

構 造 解 析 を進 めてきた。その成 果 として、M. hungatei  PRK の結 晶 化 に成 功 し

、立 体 構 造 を解 明 した (Table 2-3; Fig.2-8 a)。その結 果 から、M. hungatei  
PRK の構 造 を植 物 型 PRK (Synechococcus elongates PCC7942, Matsumura 
et  al. ,  unpublished)、バクテリア型 PRK (Rhodobacter sphaeroides,  PDB: 
1A7J, Harr ison et  al. ,  1998)と比 較 すると、アミノ酸 配 列 相 同 性 はどちらとも

30%程 度 と低 いものの、単 量 体 構 造 は類 似 していた。2 つのタンパク質 の立 体

構 造 を重 ね合 わせた際 のズレを表 す指 標 である RMSD (Root  Mean Square 
Deviat ion)は、植 物 型 とは 3.42 Å for 266 atoms だったのに対 し、バクテリア型

とは 4.11 Å for 203 atoms だった  (Fig.2-8 b,  c)。  

M. hungatei  PRK のプロトマーは 8 本 の β シート  (β1~6, β8~9)によって
構成されるコアを、いくつかの α ヘリックス  (α1~α9)と β ストランド  
(β1 ’,  β2 ’,  β7)が囲った構造を取っている  (Fig.  2-8 a,  2-10 a)。このよう
なプロトマー構造は、アミノ酸配列の相同性が低いにもかかわらず、

バクテリア型 PRK及び植物型 PRKとも非常に似ていることが明らかに
なった  (Fig.  2-8)。また、M. hungatei  PRK は β7 と β8 を介 して二 量 体 界

面 を形 成 しており  (Fig.  2-10 a)、植物型 PRK は β7 のみを介して二量体を
形成している  (Fig.  2-10 b)。これによって、どちらも光学異性体のよ
うな二量体形成様式をとり、両者間での二量体形成様式は非常に似て

いると言える  (Fig.  2-9 a-d)。一方でバクテリア型 PRK は α5~α6 間と
β5~β6 間のランダムコイルが二量体形成に関与し、植物型 PRK と M. 
hungatei  PRK の二 量 体 界 面 に該 当 する α8 は八 量 体 形 成 に関 与 するとされ、

バクテリア型 PRK と植 物 型 PRK 及 びアーキア型 PRK 間 では、ホロ酵 素 の形

成 様 式 が全 く異 なる  (Harr ison et  al. ,  1998; Fig.  2-9 e-g,  2-10 c)。これらの
RMSD と二量体形成様式の結果から、アーキア型 PRK はバクテリア型
PRK よりも、植物型 PRK に近いことが示唆された。  

植物型 PRK において、P-loop と Trp 140、Arg 144、Pro 298 が ATP
アナログの AMP-PNP (ANP)のリン酸基と相互作用している  (Fig.  2-11 
b,  青枠 )。それに対し、M. hungatei  PRK では P-loop と Trp 150、Arg 154
、Asn208、Tyr 210 が ATP のリン酸基に相当する硫酸イオンと相互作用
している  (Fig.  2-11 a,  青枠 )。植物型 PRK における Pro 298 は存在せず
、代わりに Asp208、Tyr 210 が相互作用していることが予想された。こ
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のことから、M. hungatei PRK と植物型 PRK における ATP 結合様式は
ほぼ一致していると言える。  

また、植物型 PRK で Ru5P のリン酸基と相互作用している Arg 49、
Arg 52、Tyr 88、His 90 (Fig.  2-11 b,  赤枠 )は、M. hungatei PRK におい
て Ru5P のリン酸基に相当する硫酸イオンと相互作用している Arg 59
、Arg 62、Tyr 98、His 100 に対応し  (Fig.  2-11 a,  赤枠 )、Ru5P の認識
と結合様式は植物型 PRK と M. hungatei PRK で一致することが示唆さ
れる。Ru5P に対する親和性が植物型 PRK とアーキア型 PRK で大差無
いのは、これらの保存されたアミノ酸残基に起因することが予想され

た。  

植物型 PRK のレドックスレギュレーションに関与する Cys 18、Cys 
40 は、構造的にもアミノ酸配列上でも M. hungatei  PRK の Ser 28 及び
Thr 50 に置換されており、Cys 残基を保存していない。これらの事実
と 2-3-5 で活性に対する DTT と DTNB の影響が見られなかったことか
ら  (Fig.  2-7)、アーキア型 PRK は植物型 PRK のようなレドックスレギ
ュレーションは受けないと考えられる。  
 
 
2-3-7.  大腸菌における M. hungatei RuBisCO ホモログの発現と精製  
 

M. hungatei RuBisCO ホモログの機能を解析するために、大腸菌で
His-tag 付加リコンビナントタンパク質として発現させた。大腸菌での
発現は、30℃で行った。大腸菌より抽出した可溶性画分、His-Bind resin
による精製画分、及び Thrombin protease 処理後の画分を用い、
SDS-PAGE により精製の確認を行った。その結果、Thrombin protease
処理後の画分は、CBB 染色レベルで夾雑タンパク質は存在しておらず、
His-tag 切断した目的タンパク質の精製に成功した。M. hungatei  
RuBisCO ホモログは pET15b 発現系では大腸菌リコンビナントタンパ
ク質として非常に発現量が低く、また、非常に不溶化しやすかった  (Fig.  
2-12 a)。そのため、 pET15b vector 由来の His6-tag 配列を含めて pUC18 
vector に挿入し、ホスト大腸菌を JM109 菌株とすることで、発現量と
可溶化効率の向上が見られたため、以降の実験では pUC18 発現系から
得られた精製タンパク質を用いて行った  (Fig.  2-12 b)。  

Nat ive-PAGE の結果、マーカーの 66 kDa と Rhodospiril lum rubrum  
RuBisCO (112 kDa)の間に M. hungatei  RuBisCO のバンドが検出された  
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(Fig.  2-13)。M. hungatei  RuBisCO のサブユニットが約 43 kDa であるこ
とから、M. hungatei  RuBisCO のホロ酵素はホモダイマーであることが
強く示唆された。これまでに報告されているメタン菌の form III 
RuBisCO もホモダイマーであり  (Finn and Tabita,  2003)、RuBisCO とし
ての基本的なダイマー構造が保存されていると考えられる。  
 
 
2-3-8.  M. hungatei RuBisCO ホモログの carboxylase 活性測定  
 
 精製した M. hungatei RuBisCO ホモログについて、RuBisCO としての
触媒反応の有無を確かめるために、 carboxylase 活性測定を行った。そ
の結果、M. hungatei RuBisCO ホモログは 0.169 ±0.004 µmol/min/mg 
protein の carboxylase 活性を示した。そのため、以降は M. hungatei 
RuBisCO として扱う  (Table 2-4)。  
加えて、RuBisCO に特徴的な阻害剤である 2-carboxy-D-arbinoto l-1,5-  

bisphosphate (CABP)を利用することで、M. hungatei RuBisCO が
RuBisCO であるか再確認した。CABP は RuBisCO のカルボキシラーゼ
反応の反応中間遷移アナログで、活性中心に 10-11  M という極めて低い
KD で結合する非常に強力な阻害剤である  (P ierce et  al. ,  1980)。不活性
化に十分量である終濃度 0.6 mM CABP 存在下で処理した M. hungatei 
RuBisCO を用いて活性測定を行った結果、 carboxylase 活性を示さず、
CABP によって不活性化されていた  (Table 2-4)。これは、M. hungatei 
RuBisCO が RuBisCO であるという証明と同時に、光合成 RuBisCO と同
様の触媒メカニズムであることを強く示唆している。  

 
 
2-3-9.  M. hungatei RuBisCO の S r e l 測定  
 
 測定の結果、M. hungatei RuBisCO の S r e l 値は 1.94±0.31 だった  (Table 
2-5)。この値はこれまでに報告されている他生物 RuBisCO の S r e l 値の

中でも非常に低く、通常大気条件ではほぼ oxygenase 反応のみ進行する
ことになり、ほとんど carboxylase 反応をしないことになる。これはア
ーキアや光合成細菌などの嫌気性生物が有する RuBisCO に共通してみ
られる特徴であり、本来の生育環境では oxygenase 反応が起こりえない
ことが起因していると考えられる。  
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Fig. 2-2 アーキア PRK ホモログの精製  
  
各 PRK ホモログの精製を SDS-PAGE で確認した。各レーンはそれぞれ、
M: マーカー、Cr:  粗酵素タンパク質  (5 µg/ lane)、Tb-: Thrombine 未処
理  (1 μg/lane)、Tb+: Thrombine 処理後  (1 μg/lane)、 Gel:  ゲルろ過ク
ロマトグラフィー後  (1 μg/lane )を示す。  
(a) M. hungatei PRK ホモログ。なお、M. hungatei PRK ホモログの分子
質量は、 37.5 kDa である。  
(b) M. concil ii  PRK ホモログ。なお、M. concilii  PRK ホモログの分子
質量は  37.5 kDa である。  
(c) M. thermophila PRK ホモログの精製。なお、M. concilii  PRK ホモロ
グの分子質量は  37.8 kDa である。  
(d) M. marisnigri PRK ホモログ。なお、M. marisnigri PRK ホモロ
グの分子質量は  38.3 kDa である。  
(e) A. profundus PRK ホモログ。なお、A. profundus PRK ホモログの
分子質量は  37.1 kDa である。  
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Fig.  2-3 ゲルろ過クロマトグラフィーを用いた分子質量の解析  

 
ゲルろ過クロマトグラフィーにおける分子質量マーカーの溶出ボリュ

ームを用いて検量線を作成し、ゲルろ過クロマトグラフィー精製を行

った 3 種のアーキア PRK ホモログに関して、ホロ酵素の分子質量を算
出した。  
縦軸に Kav、横軸に各タンパク質の分子質量をプロットし、近似曲線を

作成して検量線とした。  
 
Vo: Vo id Vo lume = 7.86 
Vt: Vet  Vo lume = 24 
Ve: Elution Volume =  
 

 

protein Ve Da 

Cytochrome c 15.07 12400 
Carbonic Anhydrase 13.56 29000 

Albumin 11.67 66000 

B-Amylase 10.52 200000 

Blue Dextran (Vo)  7.86 2000000 

M. hungatei  11.79 80772 

M. concili i  10.76 149282 

M. thermophila 10.99 130149 
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(a)  

 

(b)  

 
(c)  

 

(d) 

 
Fig.  2-4 M. hungatei PRK の酵素学的解析  
 
M. hungatei PRK の酵素学的パラメータを決定するために、酵素学的解
析を行った。  
基質である (a)  Ru5P と (c) ATP の濃度をそれぞれ変え、反応速度に対し
てプロットした。それぞれの値は独立した 3 回の実験の平均値 ±SD を
示す。  
最大反応速度  (Vma x)及び (b) Ru5P, (d) ATP に対する Km 値は、

Lineweaver-Burk の逆数プロットにより、算出した。  
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Table 2-1 アーキア型 PRK と光合成生物 PRK の酵素学的パラメータの
比較  

全てのデータは 25°C で測定された。  
*1 :  Specific  act ivit y 
*2: Reference Data from 遠藤 ,  2013 
*3: Reference Data from Porter et  al. ,  1986 
*4: Reference Data from Kobayashi et  al. ,  2003 
*5: Reference Data from Runquist  and Miziorko, 2006 
*6: R. sphaeroides PRK は ATP の [S] –  v  p lot がミカエリスーメンテンの
式でフィットしないシグモイド曲線を示すため、ATPに対する Km値は、

Hill equat ion により算出した S1 /2 AT P となる。  
アーキア型 PRK の酵素学的パラメータの値は、全て独立した 3 回の実
験の平均値 ±SD を示す。  
N.T.: Not  tested 
 
 
 

Species 
V

ma x
 

(µmol/min/mg protein)  

K
m( Ru 5 P )

 

(mM) 

K
m( AT P)

 

(µM) 

M. hungatei (Archaeon)  29.17 ± 0.55 0.28 ± 0.02 12.37 ± 0.39 

M. marisnigri (Archaeon)  36.77 ± 3.09 
*1 ,  2

 N.T. N.T. 

M. thermophila (Archaeon)  19.10 ± 0.59 
*2

 0.23 ± 0.05 
*2

 5.66 ± 0.21 
*2

 

M. concili i  (Archaeon)  43.84 ± 2.84 
*2

 0.31 ± 0.08 
*2

 17.91 ± 2.02 
*2

 

A. profundus (Archaeon)  1.68 ± 0.06 
*1 ,  2

 N.T. N.T. 

S. oleracea  (Plant)  410 
*3

 0.22 
*3

 62 
*3

 

S. elongatus PCC 7942 
(Cyanobacter ium)  230 

*4
 0.27 

*4
 90 

*4
 

R. sphaeroides (Bacter ium) 338 
*5

 0.10 
*5

 550 (S
1 /2 AT P

)
*5 ,  6

 



36 
 

(a)  
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(b)  
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(c)  
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(d) 
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(e)  
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( f)  

 
Fig.  2-5 M. hungatei PRK ホモログの反応生成物の解析  
 
M. hungatei PRK ホモログの Ru5P と ATP からの反応生成物の質量分析
を行った。  
(a) コントロール RuBP (309 m/z)、 (b) (a)で得られた 309 m/z のピーク
の MS/MS 解析を行ったもの。図内にそれぞれのピークに該当する化合
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物化学式を示す。(c) M. hungatei  PRK ホモログの反応生成物の MS 解析
結果。(d) (c)で得られた 309 m/z のピークの MS/MS 解析を行った結果。
(e) M. hungatei  PRK ホモログを反応系から除いたネガティブコントロ
ールの MS 解析結果。( f) (a),  (c),  (e)の RuBP 付近を拡大した。コントロ
ール、反応生成物でのみ 309 m/z のピーク (黒枠 )が検出されている。  



43 
 

Table 2-2  M. hungatei  PRK の基質特異性  

N.D.: Not  detected 
 
  

Enzyme Substrate Act ivit y 

Phosphor ibulokinase 2 mM Ru5P 29 µmo l/min/mg  

Pantothenate kinase 6 mM pantothenate N.D.  

Thymid ine kinase 2 mM thymid ine N.D.  

Ur idine kinase 2 mM ur idine N.D.  

Cyt idine k inase 2 mM cyt idine N.D.  

Ribosylnicot inamide kinase 
2 mM 

r ibosylnicot inamide 
N.D.  

Adenylat e kinase 2 mM AMP N.D.  

6-phosphofructo-2-kinase 2 mM F6P N.D.  

Ribose 5-phosphate kinase 2 mM R5P N.D.  
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Fig.  2-6  M. hungatei  PRK の Nucleoside t r iphosphate (NTP)特異性  
 
M. hungatei PRK のリン酸基供与体の特異性に関しては、精製した M. 
hungatei  PRK を用いて測定を行った。通常は ATP をリン酸基供与体と
して用いるが、ATP をほかの NTP (CTP, UTP, GTP)に置き換えた。影響
の評価は、ATP 利用時の活性値を 100%としてそれぞれの NTP を利用
した際の活性値を算出した。これらの値は独立した 3 回の実験の平均
値 ±SD を示す。  
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Fig.  2-7 アーキア型 PRK 活性に対する光合成 PRK の inhibitor/act ivator
の影響  
 
酸化還元に関係する inhibitor/act ivator に関しては、精製した M. 
hungatei  PRK を還元剤 DTT (終濃度 10 mM)及び、酸化剤 DTNB (終濃度
50 µM)とあらかじめ 30 分間インキュベートしたものを用いて、測定を
行った。 6-phosphocluconate (6PG)と AMP は、それぞれ 10 mM、 1 mM
の終濃度で測定キュベット内に添加し、測定を行った。影響の評価は、

未処理時の活性値を 100%としてそれぞれの物質での処理時の活性値
を算出した。これらの値は独立した 3 回の実験の平均値 ±SD を示す。  
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Table 2-3 データ収集と精密化の統計情報  
Data set  MhPRK 

  
MhPRK 
(SeMet)  

X-ray Source SPr ing-8 
BL44XU 

SPr ing-8 
BL44XU Space group P21 2121  P31 21 

Unit -cell 
parameters 

  
a  (Å)  78.41 99.49 
b  (Å)  93.82 99.49 
c  (Å)  99.94 171.8 

Wavelength (Å)  0.90 0.975 
Reso lut ion Range 
(Å)  

50.0-2.4 50.0-2.6 
 (2.54-2.50)1  (2.64-2.60)1  
Total reflect ions 69677 265992 
Unique reflect ions 24121 51800 
Completeness (%)  92.2 (90.0)  88.7 (61.2)  
R-merge (%)2  7.3 (27.4)  8.6 (37.0)  
I/σ  13.5 (2.0)  17.2 (1.6)  
   
Phasing    
No. of sit es  18 
FOM3   0.24 
   
Refinement    
Reso lut ion 50.0-2.5  
Rwork / Rfree (%)  0.222/0.280  
No. atoms   

Protein 4944  
Ligand(Dioxia

ne)  
20  

Water  154  
R.m.s.  deviat ion4    

Bond length 
(Å)  

0.009  
Bond ang les 

(°)  
1.47  

 
  
1Values in parentheses are for the highest  reso lut ion she lls .   
2R-merge(I) = Σ | I  (k) -  <I>| /  ΣI (k),  where I (k) is  the va lue o f the k t h 
measurement  o f t he int ens ity o f a reflect ion, <I> is  the mean value o f t he 
intens it y o f that  reflect ion and the summat ion is  over all measurement .   
3  FOM –  f igure o f mer it  = |F(hkl)best |  /  |F(hkl) | ; F(hkl)best  = ΣαP(α)Fhk l(α) /  
ΣαP(α)  
4  R.m.s.deviat ion –  root-mean-square deviat ion  
 

(Data from Kono et  al. ,  2017)  
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(a)  (b)  

 
 

 (c)  

 
Fig.  2-8 M. hungatei  PRK と光合成 PRK との単量体構造比較  
 
(a) M. hungatei  PRK の単 量 体 。(b) M. hungatei  PRK (黄 )と S. elongates 
PCC7942 PRK (植 物 型 、緑 )との重 ね合 わせ。(c)  M. hungatei  PRK (黄 )と R.  
sphaeroides PRK (バクテリア型 、青 )との重 ね合 わせ。  
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(b) 

 

(a) 

 

(d)

 

(c) 
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(f) 

 

(e) 

 

(g) 
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Fig. 2-9 M. hungatei  PRK と光合成 PRK との二量体形成様式の比較  
 
(a) M. hungatei PRK の二量体形成様式。黄と橙がそれぞれ単量体を示
す。 (b) (a)を 90°回転させたもの。 (c)  植物型 PRK の二量体形成様式。
黄緑と緑がそれぞれ単量体を示す。 (d)  (c)を 90°回転させたもの。  
(e) バクテリア型 PRK の二量体形成様式。青と紫がそれぞれ単量体を
示す。 ( f) (e)を 90°回転させたもの。 (g)  M. hungatei  PRK とバクテリア
型 PRK の二量体形成様式の比較。青と紫がそれぞれバクテリア型 PRK
の単量体を示す。  
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(a)  

 

(b)  

 

(c)  

 

 

Fig.  2-10 M. hungatei  PRK と光合成 PRK との二次構造の比較  
 
(a) M. hungatei PRK の二次構造。オレンジは、二量体形成時のもう一
方の分子を示す。 (b)  植物型 PRK の二次構造。黄緑は、二量体形成時
のもう一方の分子を示す。 (c) バクテリア型 PRK の二次構造。二次構
造はαヘリックスを円柱、βシートを矢印でそれぞれ示している。  
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(a)  

 
(b)  

 
Fig.  2-11 M. hungatei  PRK と植物型 PRK の活性中心の比較  
 
(a) M. hungatei  PRK の活性中心と、 (b)  植物型 PRK の活性中心。  
赤枠は Ru5P との結合に、青枠は ATP との結合に関与する部位をそれ
ぞれ示す。  
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Fig.  2-12 M. hungatei RuBisCO ホモログの精製  
 
M. hungatei RuBisCO ホモログの精製を SDS-PAGE で確認した。各レー
ンはそれぞれ、M: マーカー、Cr:  粗酵素タンパク質  (5 µg/ lane)、His:  
His-tag 精製物  (1 μg/lane)、PD: PD-10 溶出物  (1 μg/lane)、Tb-: 
Thrombine 未処理  (1 μg/lane)、Tb+: Thrombine 処理後  (1 μg/lane)、  
Gel:  ゲルろ過クロマトグラフィー後  (1 μg/lane)を示す。(a) pET15b 発
現系、 (b) pUC18 発現系。なお、M. hungatei RuBisCO ホモログの分子
質量は、 43 kDa である。  
 
 
  

(a)  (b)  
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Fig.  2-13 M. hungatei RuBisCO の Nat ive -PAGE 
 
M. hungatei RuBisCO のホロ酵素分子量を概算するために Nat ive-PAGE
を行った。マーカー (M)には市販の Nat ive-PAGE 用マーカー及び、当研
究室で得られた他生物の RuBisCO (Lane 4~6)を用いた。  
1: Thrombin 未処理  (3 µg),  2: Thrombin 処理後  (3 µg),  3: Thrombin 処理
後  (5 µg),  4: R. rubrum  RuBisCO (3 µg, 112 kDa),  5: M. concili i  RuBisCO 
(5 µg, 530~636 kDa) ,  6: T. elongatus RuBisCO (5 µg, 560 kDa)。  
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Table 2-4 M. hungatei RuBisCO と他生物 RuBisCO の carboxylase 活性の
比較  

Species V c m a x (µmo l/min/mg)  

M. hungatei (Archaeon)  0.169 ± 0.004 *1  

M. hungatei (0.6 mM CABP treated)  N.D.  

M. concili i  (Archaeon)  0.35 *2  

M. jannaschii (Archaeon)  6.5 (8 5 °C ) *1 ,  3  

M. acetivorans (Archaeon)  0.4 (8 5 °C ) *1 ,  3  

T. kodakarensis (Archaeon)  19.8 (9 0 °C ) *1 ,  4  

S. oleracea (Plant)  2.76 *5  

T. elongatus (Cyanobacter ium)  1.83 *6  

R. rubrum (Bacter ium)  6 *7  

記載がないデータは全て 25°C で測定された。  
*1 :  Specific  act ivit y 
*2: Reference Data from 川上 ,  2016 
*3: Reference Data from Finn and Tabita,  2003 
*4: Reference Data from Ezaki et  al. ,  1999 
*5: Reference Data from Salvucci et  al. ,  1986 
*6: Reference Data from Gubernator et  al. ,  2008 
*7: Reference Data from Schloss et  al. ,  1982 
M. hungatei RuBiCO の酵素学的パラメータの値は独立した 3 回の実験
の平均値 ±SD を示す。  
N.D.: Not  detected 
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Table 2-5 M. hungatei RuBisCO と他生物 RuBisCO の S r e l 値の比較  

Species S r e l  (S c / o)  

M. hungatei (Archaeon)  1.94 ±  0.31 

M. burtonii (Archaeon)  1.08 *1  

T. kodakarensis (Archaeon)  11 *2  

A. fulgidus(Archaeon)  4 (8 3 °C) *3  

R. rubrum (Bacter ium) 9 *4  

S. elongatus PCC7942 (Cyanobacter ium)  45 *5  

C. reinhardti i (Green algae)  71 *5  

S. oleracea (Plant)  94 *5  

記載がないデータは全て 25°C で測定された。  
*: Reference Data 
1: Data from Alonso et  al. ,  2009, 2 : Data from Nishit ani et  al. ,  2010,  
3 :  Data from Kreel and Tabita,  2007, 4 :  Data from Mueller-Cajar et  a l. ,  2007,   

5 :  Data from Uemura et  al. ,  1996 
M. hungatei RuBiCO の S r e l値は独立した 3 回の実験の平均値 ±SD を示す。 
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2-4. 考察  
 
2-4-1.  アーキアにおけるカルビンサイクル鍵酵素  
 
本章での実験結果から、メタン菌 M. hungatei を始めとした計 5 種の

アーキアが有する PRK ホモログが、光合成 PRK と同様の反応を触媒す
る PRK であることが示された。また、光合成生物に特異的だと考えら
れていた PRK が、非光合成生物であり、生命の起源に近いと考えられ
ているアーキアにも広く存在していることを明らかにした。アーキア

において機能的な PRK の存在を証明したのは、本研究が世界で初めて
である。また、これらアーキア型 PRK の酵素学的解析を行ったところ、
アーキア型 PRK の酵素学的特徴として、Vm ax は光合成生物 PRK と比
較して低いが、基質 Ru5P に対する親和性は同程度、特に ATP に対す
る親和性が高い傾向が示された  (Table 2-1)。  
独立栄養性のメタン菌はエネルギー生産能力が非常に低いため、生

体内に存在する ATP 濃度が非常に低く、ATP を基質とする酵素にとっ
て奪い合いが起こる。そのため、これを解決するために、ATP に対す
る親和性が高くなるように PRK が進化したのではないかと考えられる。
これまで報告されているアーキアが有する他の kinase の K

m ( AT P)
は

0.092~0.5 mM (Huang et  al. ,  1999; Daugherty et  al. ,  2001; Va lent in-Hansen,  
1978; Sakuraba, 2003; Sakuraba et  al. ,  2005; Tomita et  al. ,  2012; Sato et  al. ,  
2013)と、本章で明らかにしたアーキア型 PRK と比較すると、ATP へ
の親和性が低い。当然、これらの kinase が全てではないが、生体内に
おいてアーキア型 PRK は他の kinase より優先的に ATP を利用できる
ことが予想される。さらに、ATP 以外の NTP も基質として利用するこ
とができ、特に GTP は ATP と同様に基質として利用できることが分か
った  (Fig.  2-6)。これは光合成生物の PRK には見られない特徴であり
(Hurwitz et  al. ,  1956; S iebert  et  al. ,  1981)、前述の ATP への親和性と同
様に、エネルギー資源の乏しいアーキア生体内において、より効率的

な酵素活性を発揮するためへの機能進化であると考えられる。  
加えて、M. hungatei は PRK と共に、RuBisCO を有していることも、

本章の実験で明らかにした。興味深いことに、RuBisCO の系統樹にお
いて、M. hungatei  RuBisCO を含む一部のメタン菌由来の RuB isCO は、
これまでの form III とは異なるクレードを作っている  (Fig.  2-14)。区
別するために、M. hungatei  RuBisCO を含むクレードを for m III-a、その
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他アーキア RuBisCO のクレードを form III-b とした。Form III-a に属す
るメタン菌は全て RuBisCOと PRKの両遺伝子を有するという共通点が
見られる。M. hungatei  RuBisCO の酵素学的解析を行ったところ、0.146 
µmol/min/mg protein の carboxylase 活性を示した  (Table 2-4)。この値は、
これまでに報告されている form III RuBisCO や、酸素発生型光合成生
物の有する RuBisCO と比較して低いが、RuBisCO の阻害剤 CABP 存在
下では活性が検出できなかったことから、明らかに RuBP を基質とし
た carboxylase 反応を触媒することを示した。また、M. hungatei RuBisCO
の S r e l 値は非常に低く、これまでに明らかにされていた form III 及び嫌
気性生物由来の RuBisCO と共通していた  (Table 2-5)。大気中の O2 濃

度が非常に低い原始地球から現在の 21%にまで上昇してきた過程で、
RuBisCO もまた、より効率的に carboxylase 反応を行えるよう分子進化
し、それが S r e l 値の増加という形で反映されている  (Tcherkez et  al. ,  
2006)。そのため、M. hungatei を含むアーキア RuBisCO の S r e l 値が非常

に低いことは、アーキアは生物としてだけでなく、有している RuBisCO
自体も、RuBisCO として非常に原始的であることを示しているのでは
ないかと考えられる。  
 
 
2-4-2.  アーキアにおけるカルビンサイクル酵素の分布  
 
本研究が始まった当初、いくつかのアーキアのゲノム解読は終了し

ていたものの、M. hungatei のように PRK 遺伝子をコードしているもの
についての報告は皆無であった。近年のシーケンス技術の進展も伴い、

ゲノム解読が終了したアーキアは、現在 200 種にも上る。その中でも、
RuBisCO 遺伝子をコードしていると予想されるアーキアは 60 種以上、
さらに同時に PRK 遺伝子もコードしているアーキアは、15 種が確認で
きている  (Fig.  2-15)。一方で、PRK 遺伝子のみを有しているアーキア
は存在しない。本章ではそのうち M. hungatei の RuBisCO と PRK、M. 
hungatei以外の 4種のアーキアが有する PRKの酵素学的解析を行った。 

PRK はそのアミノ酸配列より、バクテリア型と、植物型に分類され、
どちらも PRK として同じ機能を持つにも関わらず、これらの相同性は
30%程度と低い  (Miz iorko, 2000)。本章で明らかにした M. hungatei  PRK
を始めとするアーキア型 PRK はこれらと独立したクレードを形成し、
第 3 の PRK グループと言える  (Fig.  2-15)。アーキア型 PRK もバクテリ
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ア型、植物型 PRK とそれぞれ 30%程度の相同性を示すが、系統樹では
バクテリア型より植物型に進化距離  (evo lut ionar y dist ance)が近い。ま
た X 線結晶構造解析によって、単量体構造の RMSD、二量体形成様式
の類似性から、アーキア型 PRK は植物型 PRK と類似性が高いことが示
唆された  (Fig.  2-8~10)。これらのことから、アーキア型 PRK で光合成
型 PRK の骨格  (二次構造 )がほぼ形成され、その後、活性部位や、レド
ックスレギュレーションの Cys 残基などのマイナーなアミノ酸置換と
構造変化で、植物型 PRK に進化したのではないだろうか。つまり、ア
ーキア型 PRK が植物型 PRK の進化的起源であるという、PRK 分子進
化仮説を考えた。  
 また、M. hungatei  PRK はゲルろ過クロマトグラフィーの結果  (Fig.  
2-3)、結晶構造解析の結果  (Fig.  2-9)から、ダイマー構造であることが
示されたが、M. concilii 及び M. thermophila PRK はゲルろ過クロマトグ
ラフィーの結果からテトラマー構造であることが示唆されている (Fig.  
2-3)。系統解析からアーキア型 PRK は大きく 2 つのグループに分かれ
ることが予想されるが  (Fig.  2-15)、今回の結果はそれぞれのグループ
でホロ酵素の構成が異なることを示唆するものである。立体構造を明

らかにしないと完全にテトラマー構造だとは言い切れないが、構造的

な PRK の分子進化を考えるためにも、興味深い問題である。加えて、
メタン菌でない A. profundus の PRK は PRK 活性が非常に低く、M. 
hungatei  PRK では検出できなかった他基質への kinase 活性を有するの
ではないかと考えている。こちらも非メタン菌アーキア型 PRK グルー
プとして、引き続き解析を行う予定である。  
 
 
2-4-3.  アーキアにおけるカルビンサイクル様代謝経路  
 
 本章での結果より、このアーキアにおいて RuBisCO と PRK が機能す
る CO2 固定経路が機能していることが予想された。光合成生物におけ

るカルビンサイクルを構成する 11 酵素の内、RuBisCO と PRK を除く 9
酵素は解糖系、糖新生、酸化型ペントースリン酸経路の酵素と共通し

ている。しかし、酸化型ペントースリン酸経路の遺伝子は、いずれの

アーキアにも揃っておらず、解糖系、糖新生ともに、アーキア特有の

変形型代謝経路を利用している  (Or ita et  al. ,  2006; Siebers and 
Schonheit ,  2005; Verhees et  al. ,  2003)。これは M. hungatei を含む PRK を
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有するアーキアにも当てはまり、そのゲノム情報より、３つのカルビ

ンサイクル酵素  ( t ransketolase、 sedoheputulose-1,7-bisphosphatase、
r ibulose -5-phosphate 3-ep imerase)遺伝子を有しておらず、カルビンサイ
クル上の fructose-6-phosphate (F6P)から Ru5P への経路が断たれており、
完全なカルビンサイクルが機能できない  (Fig.  2-16)。これまでアーキ
アやバクテリアで報告されている代謝経路と PRK を有するアーキアの
ゲノム情報から、欠けた反応ステップをアーキアやバクテリアに特有

な r ibu lose monophosphate (RuMP, リブロースモノリン酸 )経路の F6P か
ら 3-hexu lose-6-phosphate (Hu6P)への反応を触媒する
6-phospho-3-hexulo isomerase (PHI)と Hu6P から Ru5P と formaldehyde へ
の反応を触媒する 3-hexulose-6-phosphate synthase (HPS)を利用してい
ることが予想された。これらの事から M. hungatei において、RuBisCO
と PRK を利用した、原始カルビンサイクルとも言える、新規炭素代謝
経路 “Reduct ive hexulose phosphate (RHP) pathway”を予想した  (Fig.  
2-16)。  
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Fig.  2-14 RuBisCO の系統樹  
 
RuBisCO の系統樹は、Nat ional Center for Biotechno logy Informat ion 
(NCBI)上の配列データベースから得られた RuBisCO 及び RuBisCO-like 
protein のアミノ酸配列と、Clustal W を用いて分子系統樹の作成を行っ

た。ブートストラップ値は 1000 回の繰り返しから推測され、 75%以上
を示すノードを黒丸で示す。RuBisCO は form I (緑 )、 form II (青 )に加
え、新たに細分化した fo rm III-a (赤、メタン菌 )、 form III-b (紫、アー
キア )のクレードに分類される。 Form IV (黄 )の RuBisCO-like protein 
(RLP)は RuBisCO としての触媒機能は有していない。  
C. tepidum ,  Chlorobium tepidum ; B. subti lis,  Bacil lus subtili s ; G. 
kaustophilus,  Geobacillus kaustophi lus ; B. thuringiensis,  Bacillus 
thuringiensis ; M. burtonii ,  Methanococcoides burtonii ; M. mahi i ,  
Methanohalophilus mahii ; M. jannaschi i ,  Methanocaldococcus jannaschii ;  
M. acetivorans,  Methanosarcina acetivorans ; T. kodakarensis,  
Thermococcus kodakarensis ; R. palustris,  Rhodopseudomonas palustris and 
N. spumigena ,  Nodularia spumigena .   
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Fig. 2-15 PRK の系統樹  
(Modified from Kono et  al. ,  2017)  

 
PRK の系統樹は、NCBI 上の配列データベースから得られた PRK 及び
PRK ホモログのアミノ酸配列と、Clust al W を用いて分子系統樹の作成
を行った。ブートストラップ値は 1000 回の繰り返しから推測され、75%
以上を示すノードを黒丸で示す。PRK は光合成カルビンサイクルにお
いて機能している植物型  (緑 )、バクテリア型  (青 )に加え、新たにアー
キア型 PRK (赤 )の存在を明らかにした。  
P. luminescens,  Photorhabdus luminescens; P. profundum, Photobacterium 
profundum; A. ferrooxidans,  Acidithiobacillus ferrooxidans; M. oxyfera,  
Methylomirabil is oxyfera; T.  deni trif icans,  Thiobaci llus denitrif icans; A. 
vinosum, Al lochromatium vinosum; P. marinus,  Prochlorococcus marinus; 
M. capsulatus,  Methylococcus capsulatus;  R. palustris,  Rhodopseudomonas 
palustris BisA53; N. hamburgensis,  Nitrobacter hamburgensis; A. cryptum, 
Acidiphi lium cryptum; R. sphaeroides,  Rhodobacter sphaeroides; R. rubrum,  
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Rhodospirillum rubrum; T.  crunogena, Thiomicrospira crunogena; 
Cyanothece sp.  PCC 7424; M. aeruginosa, Microcystis aeruginosa; 
Synechococcus sp.  PCC 7002; A. variabil is,  Anabaena variabilis; N. 
spumigena, Nodularia spumigena; T.  elongatus,  Thermosynechococcus 
elongatus; S.  elongatus PCC 7942, Synechococcus elongatus PCC 7942; P. 
trichocarpa, Populus trichocarpa; A. thal iana, Arabidopsis thaliana; S.  
oleracea, Spinacia oleracea; C. variabilis,  Chlorella variabilis; C. 
reinhardtii,  Chlamydomonas reinhardti i;  G. sulphuraria,  Galdieria 
sulphuraria; G. violaceus,  Gloeobacter violaceus; G. ki laueensis,  
Gloeobacter kilaueensis; M. marisnigri,  Methanoculleus marisnigri; M. 
sediminus, Methanocul leus sediminis; M. thermophi lus, 
Methanoculleus thermophilus; M. bourgensis,  Methanoculleus 
bourgensis; M. palustris,  Methanosphaerula palustris; M. formicica,  
Methanoregula formicica; M. boonei,  Methanoregula boonei; M. liminatans,  
Methanofoll is liminatans; M. limicola,  Methanoplanus limicola; M. 
petrolearius,  Methanoplanus petrolearius; M. hungatei,  Methanospiril lum 
hungatei; M. tarda, Methanol inea tarda; M. concili i ,  Methanosaeta 
concil ii;  M. thermophi le,  Methanosaeta thermophila; M. harundinacea, 
Methanosaeta harundinacea; A. profundus,  Archaeoglobus profundus; A. 
venef icus,  Archaeoglobus venef icus; G. ahangari,  Geoglobus ahangari; G. 
acetivorans,  Geoglobus acetivorans; F. placidus,  Ferroglobus placidus; and 
A. boonei,  Aciduliprofundum boonei.  
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Fig.  2-16 アーキアにおける RHP 経路  

(Modified from Kono et  al. ,  2017)  
 
RHP 経路  (黄色 )の反応ステップを赤線で示す。また、カルビンサイク
ルと共通している反応ステップを緑線、RHP 経路で欠けているカルビ
ンサイクルの反応ステップを灰色点線で示す。連続する黒矢印は複数

の反応ステップを示す。RHP 経路から放出された formaldehyde は Fae
によって、メタン合成経路及び還元的 acetyl-CoA 経路の中間代謝産物
である methlene-H4 MPT へと合成されると考えている  (黒点線、第 3 章 )。 
PHI,  6-phospho-3-hexu lo isomerase; HPS, 3-hexulose-6-phosphate synthase ; 
Fae,  for maldehyde act ivat ing enzyme; AMPpase,  AMP phosphorylase; RiBP 
iso merase,  r ibose-1,5-bisphosphate isomerase;  
Hu6P, 3-hexulose-6-phosphate; NMP, nucleoside monophosphate; RiBP, 
r ibose-1,5-bisphosphate; H4 MPT, tet rahydromethanopter in.  
その他の酵素略名、物質略名は Fig. 1-2 に準ずる。  
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第３章  
M. hungatei における RuMP 経路酵素の解析  

 
 
3-1. 序論  
 
 微生物の中には、methane や methano l、 for maldehyde といった C1 化
合物を炭素源として利用する、メチロトローフ細菌  (methylotroph, C1
化合物資化性菌 )と呼ばれるものがいる  (Yur imoto et al. ,  2005)。これら
メチロトローフ細菌は様々な C1 化合物を利用することが報告されて
いるが、基本的にいくつかの反応を経て formaldehyde を合成し、これ
を固定する。現在、 glyc ine に固定する ser ine pathway (Van Dien and 
Lidst rom 2002)、 xylu lose-5- phosphate (Xu5P)に固定する XuMP pathway 
(Kato et  al. ,  1982)、そして Ru5P に固定する RuMP pathway が報告され
ている  (Yur imoto et  al. ,  2005; Fig.  3-1)。Ru5P へ formaldehyde を固定し、
Hu6P を合成する HPS と、Hu6P を F6P へ変換する PHI は、RuMP 経路
特異的な酵素であり、鍵酵素とされている  (Kato et  al. ,  2006; Fig.  3-2)。
近年、多くの生物種のゲノム解析により、メチルトローフ細菌のみが

利用していると考えられていた RuMP 経路が、他の細菌からアーキア
に至るまで、広く分布していることが分かってきた  (Kato et  al. ,  2006; 
Yur imoto et  al. ,  2009)。本来の RuMP 経路は、Ru5P への formaldehyde
の固定反応によって合成される F6P を解糖系や糖新生に供給し、酸化
型ペントースリン酸経路  (Oxideat ive Pentose Phosphate pathway, OPPP)
を介して、Ru5P の再生を行っている。しかし、ほとんどのアーキアに
おいて OPPP は不完全であるため、formaldehyde 固定反応のアクセプタ
ー基質である Ru5P の合成経路が不明であり、アーキアにおける RuMP
経路の生理的意義は不明だった。 2005 年、 Soderberg や Goenr ich らに
よって、アーキアは HPS と PHI の逆反応によって F6P から Ru5P を合
成し、 r ibose 5-phosphate iso merase (RPI)によって r ibose 5-phosphate 
(R5P)まで変換することで、核酸合成におけるリボース骨格を供給して
いることが予想された  (Soderberg,  2005; Goenr ich et  al. ,  2005)。  
 M. hungatei のゲノム情報より、 formaldehyde act ivat ing enzyme (Fae)
ホモログと HPS ホモログが融合した、 bifunct ional enzyme として登録
されている Fae-HPS ホモログ  (Gene name: Mhun1628)、HPS ホモログと
demethylmenaquinone methylt ransferase (MenG)ホモログが融合した、
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bifunct ional enzyme として登録されている HPS-MenG ホモログ  (Gene 
name: Mhun0647)、そして 2 つの PHI ホモログ  (Gene name: Mhun0910 
(PHI-a),  Gene name: Mhun3031 (PHI-b))を有していることが分かった  
(Fig.  3-3)。 Fae はメタン合成経路の炭素キャリアである tet rahydro- 
methanopter in (H4 MPT)に fo lmaldehyde を固定し、methylene-H4 MPT を
合成する酵素であり  (Goenr ich et  al. ,  2005)、MenG はメナキノン生合成
の最後のステップを触媒する酵素である  (Wissenbach et  al. ,  1992)。  
本章では、これら M. hungatei が持つ RuMP 経路酵素ホモログタンパ

ク質が、それぞれ HPS, PHI としての触媒能力を有するのか、また、こ
れまでの報告のように逆反応により予想している RHP 経路が進むのか
を、大腸菌リコンビナントタンパク質を用いて解析を行った。  
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Fig.  3-1 メチロトローフ細菌における C1 化合物の代謝概略  

(Yur imoto et  al. ,  2005)  
 
A, r ibu lose monophosphate pathway; B, ser ine pathway;  
C, xylu lose monophosphate pathway; D, cyc lic  oxidat ive r ibulose 
monophosphate pathway.  
A, B, C はそれぞれ formaldehyde 固定経路として機能し、固定した
for maldehyde から C3 化合物を合成する。一方 D は formaldehyde の解毒
経路として機能し、固定した formaldehyde を酸化することで CO2 とし

て放出する。  
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Fig.  3-2 RuMP 経路酵素の触媒反応  (Modified from Kato et  al. ,  2006)  
 
Forward 反応はメチロトローフ細菌において機能している炭素固定反
応を示す。Reverse 反応はアーキアにおいて機能していることが予想さ
れている、Ru5P の合成反応を示す。  
HPS, 3-hexu lose-6-phosphate synthase; PHI, 6-phospho-3-hexulo isomerase.   
 
 

 

Fig.  3-3 M. hungatei の持つ RuMP 経路酵素ホモログ  
 
左の斜体は遺伝子名、右に本文中で表記する略称を示す。  
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3-2. 材料と方法  
 
3-2-1.  His-tag を付加したリコンビナント HPS, PHI ホモログの発現系の
構築  
 

M .hungatei HPS 及び PHI ホモログの遺伝子配列情報は、KEGG より
入手した。その情報をもとに、 Pr imer  Design too l for In-Fus ion® HD 
Cloning Kit  
(ht tps: //www.takara-bio.co. jp/ infusion_pr imer/ infusion_pr imer_ form.php)
より、 forward pr imer に XhoI、 reverse pr imer に BamHI サイトをそれぞ
れ付加した pr imer を設計した。  
 
Pr i mer  name  Pri mer  sequence (5’-3’)  

MhFaeHPS-F GCTCGGTACCCTCGAGATGTATCTGATAGGCGAA 

MhFaeHPS-R GCTTGAATTCGGATCCTTAGAAATCAGTCATGATT 

MhHPSMenG-F GCTCGGTACCCTCGAGATGAACCGGTCTGTACTC  

MhHPSMenG-R GCTTGAATTCGGATCCTCAGGAATGTTTTTCCCAC  

MhPHIa-F GCTCGGTACCCTCGAGATGCAACTGATGGCGTCA 

MhPHIa-R GCTTGAATTCGGATCCTCACTCGATATTTGCATGC 

MhPHIb-F GCTCGGTACCCTCGAGATGTCCATGATGATCTCC 

MhPHIb-R GCTTGAATTCGGATCCTTATTGCATATTGGTATAC 

 
２章で調製した M. hungatei のゲノム DNA を鋳型として、作製した各
プライマーセットを用いて、PCR を行った。PCR は PrimeSTAR® Max 
DNA Po lymerase (Takara Bio Inc. ,  Japan)を用いて行った。熱サイクルプ
ログラムは以下の通りである：変性は 98°C, 10 sec、アニーリングは
55°C, 5 sec、伸長反応は 72°C, 10 sec を 30 サイクル行った。PCR 産物
と制限酵素処理  (XhoI /BamHI)を行った vector,  pCo ld-1 (Novagen, USA)
を、In-Fusion® HD Cloning Kit  (Clontech, USA)により連結、E. col i DH5α
コ ン ピ テ ン ト セ ル を 形 質 転 換 し た 。 得 ら れ た pCold1-MhHPS,  
pCo ld1-MhPHI-a,  pCo ld1-MhPHI-b を ABI PRISM 3100 Genet ic Ana lyzer
を用いて塩基配列に変異がないことを確認した。得られたこれらのプ

ラスミドで、E. coli  C43 (DE3)コンピテントセルを形質転換し、リコン
ビナントタンパク質発現株を作製した。  
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3-2-2.  リコンビナント HPS, PHI ホモログの発現  
 
各 His-tag 融合リコンビナントタンパク質の発現には E. coli C43 

(DE3)を用い、50µg/ml ampic illin を含む LB 培地において、37°C で培養
したものを用いた。次に、培養液の OD6 0 0 が 0.4~0.6 に達すると、培養
液を 15°C に冷却し、 30 分間コールドショック発現誘導を行った。そ
して終濃度が 1 mM となるように IPTG を添加して、15°C で 24 時間発
現誘導を行った。菌体は遠心、 4°C, 3,500 g で回収し、 -20°C で保存し
た。  
 
 
3-2-3.  リコンビナント HPS, PHI ホモログの精製  
 
 リコンビナントタンパク質は 2-3-3 章と同様に、His-Bind resin を用
いて精製、遠心濃縮を行った。タンパク質溶液は Tris buffer (20 mM 
Tris-HCl pH8.0)で平衡化した PD-10 co lumn に通し、脱塩した。His-tag
の切断は行わず、このタンパク質溶液を用いて酵素学的解析を行った。 
 
 
3-2-4.  Mycobacterium gastri HPS, PHI リコンビナントタンパク質の発現
と精製  
 
ポジティブコントロールとして、京都大学 由里本博士より、メチロ

トローフ細菌 Mycobacterium gastri MB19由来の HPS, PHIの大腸菌リコ
ンビナントタンパク質発現株を分与いただいた。これらの発現、精製

は、論文に記載の通り行った  (Or it a et  al. ,  2007)。精製したタンパク質
は、終濃度 10%となるように glycero l を加え、 -20°C で保存した。  
 
 
3-2-5.  HPS, PHI 活性測定法  (Forward)  
 
 HPS 及び PHI の forward react ion は、触媒反応による Hu6P 及び F6P
の生成速度をカップリング酵素の触媒反応による NADPH の増加速度
をモニタリングすることにより測定した  (Arfman et  al. ,  1990 を一部改
変 )。反応混液  (50 mM Tris-HCl pH8.0,  5 mM MgCl2,  0.5 mM NADP+, 5 
mM Ru5P, 1 unit s/ml G6PDH (Oriental yeast ),  1 unit s/ml PGI (MP 
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Bio medicals,  Inc. ,  USA), 5 mM FA, MgHPS/PHI)  に精製タンパク質を添
加して全量 500 µl とし、 35°C で 340 nm の吸光度変化を U3300 
spectrophotometer を用いて測定した。340 nm の増加の傾きと、NADPH
の分子吸光係数  6.2×103  (M-1 ×cm-1)を用いて、一分間あたりの Hu6P 及
び F6P 生成量に換算して、精製タンパク質濃度から活性を算出した。  
 
 
3-2-6.  HPS, PHI 活性測定法  (Reverse)  
 
 HPS 及び PHI の reverse react ion は、触媒反応による Ru5P の生成速
度をそれぞれ PRK 活性測定系とのカップリング反応系  (Synechococcus  
sp.  PCC 7942 PRK (安達昇  2006)を使用 ) による NADH の減少速度をモ
ニタリングすることにより測定した。反応混液  (50 mM Tris-HCl pH8.0,  
5 mM MgCl2,  0.2 mM NADH, 10 mM F6P) に精製タンパク質を添加して
全量 500 µl とし、 35°C で 340 nm の吸光度変化を U3300 
spectrophotometer を用いて測定した。 340 nm の減少の傾きと、NADH
の分子吸光係数 6.22×103  (M-1 ×cm-1)を用いて、一分間あたりの Ru5P 生
成量に換算して、精製タンパク質濃度から HPS,  PHI 活性を算出した。
PHI 反応の測定時には Fae-HPS ホモログを、HPS 反応の測定時には両
PHI ホモログをカップリング酵素として利用した。  
 また、長時間  (12 h)反応させ、反応産物の蓄積を解析した。Ru5P に
関しては、上記と同様に PRK 活性測定系と組み合わせることで、生成
した Ru5P 量を算出した。また、formaldehyde に関してはアセチルアセ
トン法  (Nash, 1953)によって測定した。  
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3-3. 結果  
 
3-3-1.  M. hungatei  HPS, PHI ホモログの forward react ion 
 
 精製した M. hungatei  HPS, PHI ホモログについて、それぞれの触媒反
応の有無を確かめるために、活性測定を行った。その結果、２つの M. 
hungatei  HPS ホモログはそれぞれ HPS 活性  (HPS-MenG: 150 
nmol/min/mg、Fae-HPS: 600 nmol/min/mg)を示した  (Table 3-1)。しかし、
2 つの PHI ホモログ、PHI-a 及び PHI-b はそれぞれ単独では PHI 活性を
示さず、2 つの PHI ホモログが共存する場合のみ、顕著な PHI 活性  (480 
nmol/min/mg)が検出された  (Table 3-1)。  
 
 
3-3-2.  M. hungatei  HPS, PHI ホモログの reverse react ion 
 
 M. hungatei  が有する 2 つの HPS ホモログ及び、2 つの PHI ホモログ
がそれぞれ HPS 及び PHI 活性を示したため、次にこれらの酵素が可逆
的に働くか、reverse react ion の測定を行った。その結果、HPS-MenG: 46 
nmol/min/mg、 Fae-HPS: 105 nmo l/min/mg、PHI-a + -b: 12 nmol/min/mg
と非常に低いながらも優位な活性を示し、これらの酵素が F6P から
Ru5P と FA を生成する逆反応も触媒することが明らかになった  (Table 
3-1)。  
 また、より活性値の高い Fae-HPS と 2 つの PHI を用いて長時間反応
させたところ、顕著な Ru5P と FA の蓄積が検出された  (Fig.  3-4)。こ
のことから、これらの酵素は可逆的に働くことが証明され、 F6P から
Ru5P と FA を生成する反応を触媒できることが明らかになった。  
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Table 3-1 M. hungatei  HPS, PHI ホモログの活性  

全てのデータは 25°C で測定された。  
*1 :  Reference Data from Orit a et  al. ,  2007 
*2: T. kodakaraensis は HPS-PHI bifunct iona l enzyme として有する  
*3 :  Reference Data from Orit a et  al. ,  2006 
*4: Methanosarcina barkeri は Fae-HPS bifunct ional enzyme として有する  
*5 :  Reference Data from Goenr ich et  al. ,  2005 
N.D.: Not  detected 
N.T.: Not  tested 
 
  

Enzyme 
Forward react ion 

Specific  act ivit y (nmo l/min/mg)  
Reverse react ion 

Specific  act ivit y (nmo l/min/mg)  

HPS-MenG 150 46 

Fae-HPS 600 105 

PHI-a N.D.  N.D.  

PHI-b N.D.  N.D.  

PHI-a + -b 480 12 

M. gastri  HPS 709,000 *1
 N.T. 

M. gastri  PHI  5,630,000 *1
 N.T. 

T. kodakaraensis 

HPS-PHI *2
 

134,000 *3
 20,900 *3

 

M. barkeri  

Fae-HPS *4
 

4,400 *5
 N.T. 
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Fig.  3-4 Fae-HPS, PHI-a,  -b の逆反応による反応産物の蓄積  
 
これらの値は独立した 3 回の実験の平均値 ±SD を示す。  
N.D.: Not  detected 
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3-4. 考察  
 
3-4-1.  M. hungatei における RuMP 経路酵素  
 
 これまで、いくつかのアーキアにおける RuMP 経路の報告がされて
きた。アーキアの RuMP 経路酵素の存在形式は多様であり、一般的な
メチロトローフ細菌のような HPS と PHI が独立した形式や、HPS ドメ
インと PHI ドメインが融合した bifunct ional enzyme や、Fae ドメインと
HPS ドメインが融合した bifunct ional enzyme など、それらの酵素セッ
トは、様々な形態をとる  (Yur imoto et  al. ,  2009)。一方、PHI が 2 つ存
在する生物はこれまで報告されていなかった。  
本章の実験結果から、M. hungatei が有する 2 つの HPS ホモログタン

パク質、 Fae-HPS と HPS-MenG は HPS としての触媒能力を持ち、その
反応は可逆的であった。それぞれの bifunct ional enzyme としての機能
は不明だが、 Fae-HPS に関してはこれまで報告されている Fae のアミ
ノ酸配列と 50%程度の相同性を示し、 Fae としての formaldehyde 固定
反応の触媒能力も有することが予想される。一方で HPS-MenG の MenG
ドメインは PHI としてアノテーションされている場合もあるが、M. 
hugnatei の HPS-MenG は PHI 活性を有しておらず、HPS-MenG が本来
の MenG のような反応触媒能を有するのか、また、メナキノン合成経
路との関連性は不明である。  
これまでの PHI に関する報告では、PHI はホモ複合体として機能し

ているが  (Yur imoto et  al. ,  2005; Or it a et  al. ,  2007)、M. hungatei が有す
る 2 つの PHI は、それぞれ単独ではほとんど反応が進まず、2 つの PHI
が共存する場合に顕著な PHI 活性が検出された  (Table 3-1)。そのため、
2 つの PHI それぞれがサブユニットであるか、ヘテロダイマーで活性
を示すような新規 PHI であることが予想された。しかし、これら PHI
を混合した状態での Nat ive-PAGE やゲルろ過クロマトグラフィーを試
みたが、ヘテロ複合体の形成や、それぞれ独立でアプライしたものと

の変化は検出できず、現在までに構造的な機能解明はできていない。

次章で行った M. hungatei 菌体粗酵素液のペプチド MS 解析では、PHI-a
と PHI-b どちらも同定されたことから、どちらも生体内に共存してお
り、 PHI 触媒能を発揮できる状態にある  (Fig.  4-5)。PRK を有する 22
種のアーキアの内、M. hungatei を含む 10 種が 2 つの PHI ホモログ遺伝
子を有しているが  (Table 3-4)、これらの PHI に関しても報告は無く、
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今後解析を行うことで、これらの特殊な PHI の機能を明らかにするこ
とができる。  
また、M. hungatei が有する HPS、PHI の活性値は、これまで報告さ

れているものに比べて非常に低い  (Table 3-1)。これが PRK を有するア
ーキアに特有な酵素特性なのか議論するために、M. hungatei 以外のア
ーキアが有する HPS、 PHI ホモログの今後の解析が待たれる。  
 
 
3-4-2.  RHP 経路の分布  
 
 ゲノム解読が完了している、M. hungatei を含む 31 種のアーキアのゲ
ノム情報より、RHP 経路、RuMP 経路、NMP 経路の酵素遺伝子を検索
した  (Table 3-4)。その結果、全て HPS, PHI を単体もしくは融合タンパ
ク質として有しており、これらのアーキアにも RHP 経路が存在するこ
と が 予 想 さ れ る 。 そ の 中 で も 、 Aciduliprofundum boonei  及 び
Aciduliprofundum  sp.MAR08-339 も RHP 経路を持つことが予想されるが、
これら 2 種のみ Fae を有していないため、RHP 経路が機能した際に放
出される formaldehyde の行方が他の種とは異なる可能性が示唆された  
(Fig.  4-9)。  
 
 
3-4-3.  アーキアにおける RHP 経路の役割  
 

M. hungatei  由来の 5 種類の大腸菌リコンビナントタンパク質を用い
た in vitro の実験結果から、RHP 経路における F6P から 3-PGA までの
反応が進行可能であることを明らかにした。  
 アーキアは HPS と PHI の逆反応、reverse RuMP 経路を利用し、Ru5P
を合成しているとされているが、この際に生体にとって毒性を示す

for maldehyde が放出される。この formaldehyde を解毒するために、ほ
とんどのアーキアは Fae を利用している  (Vorho lt  et  al. ,  2000; Marx et  
al. ,  2003)。 Fae は H4MPT に formaldehyde を固定し、methylene-H4 MPT
を合成する酵素であり、メチロトローフ細菌 Methylobacterium 
extorquens AM1 においては、ここからいくつかの反応を経て
for maldehyde が CO2 となり、体外に排出することで formaldehyde の解
毒を行っていると考えられている  (Vorho lt ,  2002)。  
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本研究で扱った 5 種のアーキアの内、4 種はメタン菌であり、これら
はメタン合成経路を有しているため、 Fae によって合成された
methylene-H4 MPT に結合している炭素はメタン合成経路、もしくは還
元的 acetyl-CoA 経路へ利用されることが予想される  (Fig.  2-16)。メタ
ン合成へ利用される場合、炭素は methane として体外へ放出され、こ
れに伴って ATP が合成される。一方、還元的 Acetyl-CoA 経路へ利用さ
れる場合、炭素が固定される。RHP 経路及び還元的 Acetyl-CoA 経路の
代謝中間物質は、解糖系 /糖新生やアミノ酸合成経路など、他の代謝経
路へと繋がっている。これらのことから、RHP 経路は RuBisCO が固定
した炭素の分配、または NMP 代謝経路など他代謝経路から得られた炭
素源の再利用といった、アーキアにおける炭素代謝のハブ的役割を担

っているのではないかと思われる。RHP 経路を有する 22 種の内、 15
種はメタン菌であり、これらにおいても同じ役割であると考えている。

残る A. profundusはメタン菌ではないが methaneを生成しているという
報告があり、メタン菌と同様に Methylene-H4 MPT はメタン合成経路も
しくは還元的 Acetyl-CoA 経路へ流れていく可能性が考えられる。  
一方で Fae を持たないとされる好気好酸菌 Aciduliprofundum 属や、

超好熱菌 Archaeoglobus 属、Ferroglobus 属、Geoglobus 属といったメタ
ン菌以外のアーキアに関しては、その生態自体に不明な点が多いため、

RHP 経路の役割も含め、今後の更なる解析が待たれる。  
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Table 3-4 アーキアにおける RHP 経路 ,  RuMP 経路及び NMP 経路酵素の
ホモログ遺伝子の有無  

  RHP cycle    

    RuMP pa thway NMP metabolic pa thway 

Species  PRK HPS PHI Fae RuBisCO AMPpase 
RiBP 

isomerase 

A. boonei  ○  ○  
*2

 ○  
*2

 × ○  ○  ○  

Acidul iprofundum 

sp.  MAR08-339  
○  ○  

*2
 ○  

*2
 × ○  ○  ○  

A. fu lg idus  × ○  
*1 ,  *2

 ○  ○  
*1

 ○  ○  ○  

A. profundus  ○  ○  
*1 ,  *2

 ○  
*3

 ○  
*1

 ○  ○  ○  

A. veneficus  ○  ○  
*1 ,  *2

 ○  ○  
*1

 ○  ○  ○  

F.  placidus  ○  ○  
*1 ,  *2

 ○  ○  ○  ○  ○  

G. acetivorans  ○  ○  
*1 ,  *2

 ○  ○  
*1

 ○  ○  ○  

G. ahangar i  ○  ○  
*1 ,  *2

 ○  ○  
*1

 ○  ○  ○  

M. jannasch ii  × ○  
*1

 ○  ○  
*1

 ○  ○  ○  

M. bur ton ii  × ○  
*1

 ○  ○  ○  ○  ○  

M. mar ipa lud is  × ○
 *2

 ○  
*2

 × × ○  ○  

M. bourgens is  ○  ○  
*1 ,  *2

 ○  
*3

 ○  ○  ○  ○  

M. mar isn igr i  ○  ○  
*1 ,  *2

 ○  
*3

 ○  ○  ○  ○  

M. sedimin is  ○  ○  
*1 ,  *2

 ○  
*3

 ○  ○  ○  ○  

M. thermophilus  ○  ○  
*1 ,  *2

 ○  
*3

 ○  ○  ○  ○  

M. lim ina tans  ○  ○  
*1 ,  *2

 ○  
*3

 ○  
*1

 ○  ○  ○  

M. tarda  ○  ○  
*1 ,  *2

 ○  
*3

 ○  
*1

 ○  ○  ○  

M. lim ico la  ○  ○  
*1 ,  *2

 ○  
*3

 ○  
*1

 ○  ○  ○  

M. petrolearius  ○  ○  
*1 ,  *2

 ○  
*3

 ○  
*1

 ○  ○  ○  

M. boone i  ○  ○  
*1 ,  *2

 ○  ○  
*1

 ○  ○  ○  

M. formicica   ○  ○  
*1 ,  *2

 ○  ○  
*1

 ○  ○  ○  

M. conci li i  ○  ○  
*1 ,  *2

 ○  
*2

 ○  ○  ○  ○  

M. harundinacea  ○  ○  
*1 ,  *2

 ○  
*2

 ○  ○  ○  ○  

M. thermophila  ○  ○  
*1 ,  *2

 ○  
*2

 ○  
*1

 ○  ○  ○  

M. barker i  × ○  
*1 ,  *2

 ○  ○  ○  ○  ○  

M. palus tr is  ○  ○  
*1 ,  *2

 ○  ○  
*1

 ○  ○  ○  

M. hungate i  ○  ○  
*1

 ○  
*3

 ○  
*1

 ○  ○  ○  

N. pharaonis   × × × × ○  ○  ○  
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P.  horikoshi i  × ○
 *2

 ○  
*2

 × ○  ○  ○  

S. tokodaii  × ○  ○  × × × ○  

T. kodakaraensis  × ○
 *2

 ○
 *2

 × ○  ○  ○  
*1 :  Fae-HPS として  
*2 :  HPS-PHI として  
*3 :  2 つの PHI を有する  
A. boonei,  Aciduliprofundum boonei ; A.  fulgidus,  Archaeoglobus fulgidus;   
A.  profundus,  Archaeoglobus profundus; A. venef icus,  Archaeoglobus 
venef icus; F. placidus,  Ferroglobus placidus; G. acet ivorans,  Geoglobus 
acetivorans; G. ahangari,  Geoglobus ahangari; M. jannaschii,  
Methanocaldococcus jannaschii;  M. burtonii,  Methanococcoides burtonii;  
M. maripaludis,  Methanococcus maripaludis; M. bourgensis,  
Methanoculleus bourgensis; M. marisnigri,  Methanoculleus marisnigri; M. 
sediminis,  Methanoculleus sediminis; M. thermophilus,  Methanoculleus 
thermophilus; M. l iminatans,  Methanofoll is liminatans; M. tarda, 
Methanolinea tarda; M. limicola,  Methanoplanus limicola; M. petrolearius,  
Methanoplanus petrolearius; M. boonei,  Methanoregula boonei; M. 
formicica,  Methanoregula formicica; M. concilii ,  Methanosaeta concil ii;  M.  
harundinacea, Methanosaeta harundinacea; M. thermophila,  Methanosaeta 
thermophila; M. barkeri,  Methanosarcina barkeri; M. palustris,  
Methanosphaerula palustris; M. hungatei,  Methanospirillum hungatei; N. 
pharaonis,  Natronomonas pharaonis; P. horikoshii,  Pyrococcus horikoshii;  
S.  tokodaii,  Sulfolobus tokodaii; T.  kodakaraensis,  Thermococcus 
kodakaraensis.  
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第４章  
Methanospirillum hungatei 菌体を用いた解析  

 
 
4-1. 序論  
 
メタン菌は絶対嫌気性で、一部の種はギ酸や酢酸、メタノールなど

を炭素源として利用するが、ほとんどのメタン菌は CO2 と H2 からメタ

ン生成を行い、その反応過程で形成するイオン勾配によって ATP 
synthase を動かし、エネルギーを生産している  (Deppenmeier et  al. ,  
1996)。M. hungatei は酢酸も利用できるが、基本的には CO2 と H2 のみ

で生育でき、固定した CO2 の 99%はメタン生成に使われ、 acetyl-CoA
に固定されたわずかな CO2 により pyruvate が合成される  (Ekie l et  al. ,  
1983; Berg et  al. ,  2010)。また、メタン菌は 15°C で生育する
Methanogenium fngidum を始めとし、37°C で生育する M. hungatei や M. 
concil ii、 122°C で生育可能な Methanopyrus kandleri まで、生育温度が
幅広い  (Franzmann et  al. ,  1997; Taka i et  al. ,  2008)。メタン菌は基本的に
独立栄養性だが、バクテリアと共生しているケースも知られている  
(Worm et  al. ,  2011)。  
第３章までの実験結果から、これまでに同定されていた光合成型

PRK に加え、アーキア型 PRK の存在を明らかにし、このアーキア型
PRK及び RuBisCO が働き得ると考えられる新規炭素代謝経路を提唱し
た。しかし、これらは全て大腸菌リコンビナントタンパク質を用いた

解析結果であり、アーキア生体内で実際に機能しているかという疑問

が残る。そこでアーキアの培養を行い、菌体そのものを用いることで

in vivo に相当する解析を目指した。  
本研究室にはアーキアの培養に関する設備が無かったため、木村浩

之博士  (静岡大学理学研究科 )の協力の下、M. hungateiの培養を行った。
その後、蘆田弘樹博士  (神戸大学人間発達環境学研究科 )の協力の下、
M. hungatei の継代培養及び大量培養を試みた。本章では M. hungatei
の菌体粗酵素溶液を用いて、これまで in vitro で明らかにしてきた RHP
経路の酵素反応の検出を試みた。さらに、蓮沼誠久博士ら  (神戸大学
自然科学系先端融合研究環 )との共同研究によって、M. hungatei のメタ
ボローム解析を行った。  
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4-2. 材料と方法  
 
4-2-1.  M. hungatei の培養  
 

M. hungatei  JF-1 st rain (JCM no. 10133)は 、 JCM (RIKEN, Japan 
Co llect ion o f Microorganisms)より入手した。培養は JCM の推奨してい
る JCM242 medium (ht tp://www.jcm.r iken. jp/cg i-bin/ jcm/ jcm_grmd? 
GRMD=242)を用いた。 70 ml のバイアル瓶に 30 ml の培地、 40 ml の
H2-CO2  混合ガス  (4:1)を 150 kPa で封入し  (ガス置換装置 GR-8, 三紳
工業 )、37 °C で 2 週間培養を行った  (I ino et  al. ,  2010; Fig.  4-1)。菌体は
4°C, 5,000 g で遠心回収し、 -20°C で保存した。  
 
 
4-2-2.  M. hungatei 菌体粗酵素溶液の獲得  
 
回収した菌体ペレットに破砕 buffer (50 mM Tr is-HCl pH7.5,  1  mM 

EDTA, 2 mM DTT, Roche cOmplete,  EDTA- free (protease inhibitor))を加え、
超音波破砕によって菌体を破砕した。その後、遠心分離  (20,000 g ,  30 
min, 4°C)によって得られた上清を、M. hungatei 菌体粗酵素溶液とし、
以降の実験に用いた。  
 
 
4-2-3.  M. hungatei 菌体粗酵素溶液による PRK の活性測定  
 

PRK の活性測定は、リコンビナントタンパク質使用時と同様の系で
行った  (2-2-4 参照 )。  
 
 
4-2-4.  M. hungatei 菌体粗酵素溶液による 3-PGA 生成の観察  
 

RuBisCO の carboxylase 反応由来の 3-PGA 生成の検出は、Sulpice ら
の手法を一部改変して行った  (Sulpice et  al. ,  2007)。測定混液 400 µ l 
(100 mM HEPES-KOH pH8.0,  1.5 mM MgCl2,  0.2 mM NADH, 5 mM ATP, 
22.5 unit s/ml PGK (Sigma-Aldr ich,  USA), 20 units/ml GAPDH 
(Sigma-Aldr ich),  2 unit s/ml TPI (Sigma-Aldr ich),  1.5 unit s/ml G3PDH 
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(TOYOBO, Japan),  20 unit s/ml G3POX (TOYOBO, Japan))に基質溶液 160 
µ l 3-PGA (Sigma-Aldr ich),  40% ethano l)を加えて 10 分後の 340 nm の吸
光度変化をプロットし、 3-PGA 濃度による検量線を作成した  (Fig.  4-3 
a)。  
菌体粗酵素溶液は 5 mM MgCl2,  50 mM NaHCO3存在下で 30°C, 20 min

活性化した。Carboxylase 反応液  (80 mM HEPES-KOH pH8.0,  15 mM 
MgCl2,  50 mM NaHCO3, 5 mM RuBP, 0.1  mg/ml CA (Sigma-Aldr ich),  0.1 
unit s/ml Protocatechuate 3,4-d ioxygenase (TOYOBO, Japan),  4 mM 
protocatechuate,  5 mM RuBP あるいは 10 mM F6P,  活性化菌体粗酵素溶
液 )を 37°C で 2 h 反応させ、等量の 80% EtOH を添加して酵素反応を止
めた。3-PGA 検量線と同様に測定混液 400  µ l に対して反応液 160 µ l を
加え、 10 分後の吸光度変化量と 3-PGA 検量線から生成 3-PGA 量を算
出した。  

CABP 処理は、活性化菌体粗酵素溶液 140 µ l に 20 mM CABP を 5 µ l
添加し、 30°C, 10 min インキュベーションして行った。  
 
 
4-2-5.  M. hungatei 菌体粗酵素溶液のペプチド MS 解析  
 

M. hungatei  菌体粗酵素溶液のペプチド MS 解析は、奈良先端科学技
術大学院大学バイオ技術補佐員・倉田理恵様のご協力により行った。

菌体粗酵素溶液、10 µg/ lane を既製ゲル  (ATTA, e-PAGELE-T12.5L)にア
プライし、 22 mA で 70 min 泳動した。次に固定液  (50% methano l,  10% 
acetate)に 90 min 浸した後、CBB 染色液  (0.25% CBB R250, 5% methano l,  
7.5% acetate)に浸して 45 min 染色した。脱色液  (25% methano l,  7.5% 
acetate)に浸して O/Nで脱色した。さらに dH2Oに換え、1 h振とうした。
以下のサンプル調製は、植物グローバル教育プロジェクトで公開され

ているプロトコールを基に行った

(ht tp://bsw3.naist . jp/p lantg lobal/protocol/ index.shtml)。ゲルを 6 分割し  
(Fig.  4-4)、脱 CBB 液  (50% Acetonit r ile、 25 mM Ammoniumbicarbonate)
に浸してゲルが透明になるまで CBBを完全に脱色した。ゲルを洗浄後、
100 µ l 還元溶液  (10 mM DTT、 50 mM Ammoniumbicarbonate)を加え、
56°C、 45 min 振とうし、還元した。サンプルを冷ました後、還元溶液
を取り除き、 100 µ l アルキル化溶液  (55 mM  2- iodoacetamide (IAA)、 50 
mM Ammoniumbicarbonate)を加え、アルミホイルで遮光しながら室温で
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30 min 振とうし、アルキル化を行った。ゲルを洗浄し、O/N トリプシ
ン消化を行った。消化液を回収し、ゲル片に回収液を加えて、再度ペ

プチド抽出を行った。これまで回収したサンプル溶液を合一し、夾雑

物除去のため Ultra free-MC 0.45 mm Filter Unit  (Millipore)にかけた。こ
のフィルターろ過後の液をサンプルとして  LC-MS 分析を行った。  

LC-MS 分析は Paradigm MS4 (AMR)、C18 逆相カラムを用いた疎水
性相互作用の差による Liquid Chromatography を行い、LTQ-Orbitrap 
XL (Thermo Scientific)による Mass Spectrometry を行った。検出さ
れたデータの解析には Mascot (Matrix Science)を用いた。カットした
ゲルごとに、M. hungatei のデータベース  (RHP 経路の構成酵素のア
ミノ酸配列 )に対する解析結果を出した。  

 
 

4-2-6.  1 3C を用いた M. hungatei のメタボローム解析  
 

M. hungatei のメタボローム解析は、蓮沼誠久博士、松田真実研究員  
(神戸大学自然科学系先端融合研究環 ) に協力していただいた。これま
で蓮沼博士らが光合成生物のカルビンサイクルの代謝産物を測定して

いた手法に基づき、解析を行った  (Hasunuma et  al. ,  2013)。  
In vivo での 1 3C 標識は、NaH1 3CO3  (Cambr idge Isotope Laborator ies,  MA,  

USA)を用いて行った。M. hungatei は前述したように、 JCM242 培地で
37°Cで 2週間培養を行った。4本の培養バイアル  (計 120 mLの培養液、
約 4 mg の乾燥菌体重量に相当 )を 100% H2 ガスで置換することで CO2

を除去し、 150 kPa で再度加圧した後に、シリンジを用いて 7.5% 
NaH1 3CO3 溶液を 2 mL 加えた。 1, 3,  5,  10 min 標識した後、遠心分離  
(10,000 g ,  5 min, 4°C)によって M. hungatei 細胞を回収し、さらに氷冷
50 mM Tris-HCl(pH8.0)で洗い、再度遠心分離  (10,000 g ,  5 min, 4°C)し
た。得られた菌体に 1 mL の 99.7% メタノール  (−30°C)を加え、 20 sec
ボルテックスにかけることで細胞を破砕した。400 µL の氷冷 H2 O、1 mL
の氷冷クロロホルムを加え、再度 30 sec ボルテックスにかけ、遠心分
離 (20,000 g ,  5 min, 4°C)した。得られた上清を Amicon Ult ra-0.5 (3K)遠
心フィルター  (Merck Millipore)で遠心濾過した  (20,000 g ,  15 min, 4°C)。
濾過したもの 300 µL に内部標準  (2 µL 4 mM l-methionine sulfone, 2 µ l 4  
mM PIPES sesqu isodium sa lt ,  2  µ l o f 10 mM (1S)-(+)-10-camphor sulfonic 
acid)を加え、液体窒素で冷却した後に凍結乾燥を行った。凍結乾燥し
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たものを 20  µL の MilliQ 水で再溶解したものを測定サンプルとした。  
Capillary elect rophores is-mass spectrometr ic (CE/MS)解析は Agilent  

G7100 CE システム、Agilent  G6224AA LC/MSD t imeof- flight  (TOF)シス
テムおよび、シース液送液に 1:100 スプリッタを備えた Agilent  1200
シリーズ・ Isocrat ic HPLC pump を使用した。システム制御には Agilent  
ChemStat ion ( for CE)、データ収集には MassHunter ( for  Ag ilent  TOFMS)
をそれぞれ使用した。  
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4-3. 結果  
 
4-3-1.  M. hungatei の培養及び菌体粗酵素溶液の調整  
 
 菌体粗酵素溶液を用いた実験を行うために、M. hungatei の培養及び
菌体粗酵素溶液の調製を行った。菌体の増殖状況は培養機器の性質上、

O.D.で評価できなかったため、ガスクロマトグラフィーによって気相
の methane ガス生成量を解析することで評価した。植菌 3 日後に解析
したところ、植菌を行わなかったネガティブコントロールでは methane
は検出されず、植菌を行ったものだけ methane の生成が観察された。
この後、飯野らが行った M. hungatei の培養期間を参考に、 2 週間培養
を行った  (I ino et  al. ,  2010)。結果として、 30 ml の培地 2 本分の菌体ペ
レットから、タンパク質濃度約 1.5 mg/ml の菌体粗酵素溶液、 1 ml が
得られた。 SDS-PAGE による確認を行ったところ、可溶性タンパク質

の調製に成功した  (Fig.  4-2)。以降の実験は、この菌体粗酵素溶液を用
いて行った。  
 
 
4-3-2.  M. hungatei 菌体粗酵素溶液による RuBisCO 及び PRK 活性測定  
 
 得 ら れ た M. hungatei 菌 体 粗 酵 素 溶 液 を 用 い て 、 RuBisCO の

carboxylase 活性及び PRK 活性測定を行った。その結果、RuBisCO の
carboxylase 活性である 3-PGA 生成  (20.53 nmo l/mg)と PRK 活性  (84.14 
nmol/min/mg)を示した  (Fig.  4-3; Table 4-1)。  
 
 
4-3-3.  M. hungatei 菌体粗酵素溶液を用いた部分的 RHP 経路の解析  
 
 4-3-2 で得られた 3-PGA の生成が、RuBisCO の carboxylase 活性由来
であることを確認するために、RuBisCO 反応阻害剤である CABP 処理
による影響を解析した。M. hugnatei RuBisCO が CABP によって活性阻
害を受けることは、リコンビナントタンパク質を用いた実験で確認済

みである  (Table 2-4)。その結果、CABP 処理をした菌体粗酵素溶液で
は RuBP から 3-PGA の生成が検出されず、 4-3-2 で得られた結果は
RuBisCO の carboxylase 反応によることが証明された  (Fig.  4-3 b)。  
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 次に、菌体粗酵素溶液中に存在している酵素によって、RHP 経路中
の F6P から 3-PGA までの反応が進むのか、解析を行った。その結果、
微量ではあるが 80 nmol の F6P から 2.8 nmol/mg の 3-PGA 生成が検出
された。CABP 処理を行った際には 3-PGA は検出されず、この反応は
RuBisCO 反応依存であることが示された  (Fig.  4-3 b)。  
 
 
4-3-4.  M. hungatei 菌体粗酵素溶液のペプチド MS 解析  
 
 これまで菌体粗酵素溶液を用いた実験によって RHP cyc le 酵素の活
性が得られたが、実際にそれぞれの酵素が、菌体粗酵素溶液中に存在

しているという強い確証を得るために、タンパク質レベルでの発現解

析としてペプチド MS 解析を行った。その結果、粗酵素溶液中に

RuBisCO、Fae-HPS、HPS-MenG、PHI-a 及び PHI-b が存在していること
を明らかにした  (Fig.  4-4,  4-5)。一方、PRK は活性測定で検出できてい
たものの、ペプチド MS 解析では同定できなかった。これは PRK のタ
ンパク質量が低く、他の発現量が多いタンパク質のバンドと重なった

ために、同定できなかった可能性が高いと考えられる。  
 
 
4-3-5.  M. hungatei のメタボローム解析  
 
 実際に M. hungatei 生体内で RHP 経路が存在し、機能している確証
を得るために、メタボローム解析を行った。まず、代謝物がどの程度

存在しているのか確認するために、非標識状態でのメタボローム解析

を行った。その結果、RHP 経路の中間体のほとんど  (Ru5P, 3-PGA, FBP,  
F6P)が検出されたが、RuBP, GAP 及び DHAP は検出限界以下であり、
検出できなかった  (Fig.  4-6)。また、Hu6P は標準物質がないため、BPG
は光合成生物でも検出が難しいことから、解析は行わなかった。M. 
hungatei におけるこれらの代謝物量は、カルビンサイクルを利用する
光合成生物と比較すると非常に低く  (Hasunuma et  al. ,  2010)、そのプー
ルサイズも非常に小さいことが示唆された。  
次に、NaH1 3 CO3 を用いて代謝物の

1 3 C ラベリングを行い、時間経過
による 1 3 C 標識率を 18 種の代謝物に対して解析を行った。その結果、
11 種の物質で標識率の上昇が見られ、特に PEP, F6P, 3-PGA, 2-PGA に
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おいて顕著な上昇が見られた  (Fig.  4-7)。その中でもプールサイズと標
識率のイニシャルスロープより、3-PGA が M. hungatei におけるメジャ
ーな初発 CO2 固定産物であることが示唆された。 3-PGA に引き続き、
FBP, F6P への顕著な 1 3C 標識と、微量ながら Ru5P への 1 3 C 標識が確認
できた  (Fig.  4-7,  4-8)。しかし、RuBP はそもそもピークを捉えられず、
非常にプールサイズが小さいことを予想しており  (Fig.  4-6)、 1 3C 標識
も見られなかった。  
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Fig.  4-1 M. hungatei の培養容器と条件  
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Fig.  4-2 M. hungatei 菌体粗酵素溶液の SDS-PAGE 
 
左から各レーンに菌体粗酵素を 1、 5、 10  µg アプライした。  
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(a)  (b)  

 

 
Fig.  4-3 M. hungatei 菌体粗酵素溶液による 3-PGA 生成  
 
(a) 生成 3-PGA の定量に用いた 3-PGA 濃度検量線。検量線は独立した
3 回の測定の平均値 ±SD によって作成した。  
(b) M. hungatei 菌体粗酵素溶液による 3-PGA 生成量。 40 nmol RuBP 及
び 80 nmol F6P からの、添加タンパク質量あたりの 3-PGA 生成量を、
(a)で作製した検量線をもとに算出した。 (+C)は CABP 処理したサンプ
ルを示す。これらの値は独立した 3 回の実験の平均値 ±SD を示す。  
N.D.: Not  detected 
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Table 4-1 M. hungatei 菌体粗酵素溶液による PRK の活性値  

Enzyme 
Pur ified protein 

(nmol/min/mg protein)  
Ce ll extract  

(nmol/min/mg crude protein)  

PRK 29,170 ± 550 *  84.14 ± 8.32 
*: 2 章で明らかにした精製酵素による数値  
これらの値は独立した 3 回の実験の平均値 ±SD を示す。  
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Fig.  4-4 M. hungatei 菌体粗酵素溶液のペプチド MS 解析に用いた
SDS-PAGE 
 
図に示したようにゲルを 6 分割し、それぞれサンプル調製を行い
LC-MS 分析に用いた。  
それぞれのゲル断片から検出されたペプチド配列に相当するタンパク

質を右列に示す。  
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(a)  

 
 
(b)  

 
 
(c)  

 
 
 
 
 
 

Accession No: Q2FSY4 
Protein Name: Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit 
Score: 292 
>Mhun2315 (RuBisCO) 
MTDVIATYYFRPREGVTPEWAAQAIAEEQTTGTWTDISTRQNYVHYLDGVVDEIHPSGGG 60 
YTCTIRYPSEIFEPGNIPQYLSVLAGNLFGLSRIAAVRLVDVEFSRDIVPFKGPKFGIEG 120 
VRKLAGTVDRPHVGTIIKPKVGLNPKDTAAVAYEAAIGGVDLIKDDETLTDQAFCPLGER 180 
LPLIMEQLDRVKSETGRNVLYAVNISSAGDKIVQRAREAARMGANMLMIDVIVCGFDAVR 240 
AVAEEPGINLPIHVHRTMHAAITRNPEHGIAMRPICRLVRMLGGDQLHTGTVSGKMEHDV 300 
TELRGDNLALTEPFFDLKPTFPVASGGLHPGGVHKEVSMLGRDIILQAGGGIHGHPDGTR 360 
VGATAMRQAVDAAVAGISPATYAEDHPELKRALDKWGIA  399 

Accession No: Q2FUB5 
Protein Name: Phosphoribulokinase 
Score: not detected 
>Mhun0794 (PRK) 
MSQPENFREVIRHSPLVYLIGVAGDSGSGKSTFTRAISDIFGEELVSSITVDDYHLYDRK 60 
TRSEMGITPLLHTANNLKLLEENLMDLKAGRTIQKPVYLHDHGTFGEPELFSPTKFIIIE 120 
GLHPYATKSLRALYDYTIFVDPERDVKYDWKIRRDMKKRNYDKNEVLREILQREPDYFQY 180 
VFPQREVADAVIQISYSSYGKEEGEKRNVYRVMLSMPAQEYCFEDIELNIDLCDLFKKSS 240 
HDFSLSCISHTPDSRNMRALVVDGELMPDTIHKIERQIEFQTGISPINIFRGQEHITGTD 300 
LVRLILSWQIINGRIALSNHLDQ 323 

Accession No: Q2FQ74 
Protein Name: Bifunctional enzyme fae/hps 
Score: 579 
>Mhun1628 (Fae-HPS) 
MYLIGEALIGEGSELAHVDLIVGDKNGPVGMAFANALSQLSAGHTPLLAVVRPNLLTKPA 60 
TVVIPKVTLKNEGQVNQMFGPVQAAVAKAVADAVEEGLFGDININDICILASAFLHPSAK 120 
DYNRIYRYNYGATKLAISRAFEEFPDEKTLIHEKDRAAHAVMGFKVPRLWDPPYLQVALD 180 
IVDLGKLRSVLSSLPENDHLIIEAGTPLIKKFGLNVISEIRAVKPNAFIVADMKILDTGN 240 
LEARMAADSSADAVVMSGLAPASTIEKAITEARKTGIYSVIDMLNVEDPVGLIASLKVKP 300 
DIVELHRAIDAEHTSHAWGNIGDIKKAAGGKLLVATAGGIRVPVVKEALKTGADILVVGR 360 
AITASKDVRHAAEEFLEQLNKEEIDQFRIMTDF 393 
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(d) 

 

 
(e)  

 
 
( f)  

 

 
 

Accession No: Q2FLC4 
Protein Name: 3-hexulose-6-phosphate synthase 
Score: 18 
>Mhun0647 (HPS-MenG) 
MNRSVLQVALDLVELDRAITIAGEAVLGGADWLEVGTPLIKSEGMRAVSALKSAFPDRQI 60 
IADMKTADTGAIEVEMAAKSGADIVCVLGASDNSVIAESVRAARKYGVKIMADLISVPNP 120 
SGRAGELEQLGVDYICAHTGIDQQMTGTDSLDLLMKVIREVSIPVAAAGGISEKTAPGAI 180 
AAGASIVIVGGSIIRSSDVTGSTRRIKEAMNQPVPYAGPDISQEDEIREILRYVSSSNVS 240 
DAMHRKGAMSGMIPLCPGTKAVGKAVTVQTFAGDWAKPVEAIDIALPGDVIVINNDKGTH 300 
VAPWGELATISCLNRGISGVIIDGAVRDVDDIKKMQYPLWSTAMVPNAGEPKGFGEIGSE 360 
IQCGGQTVNPGDWIIADESGVVVIPKTRAYEIARRAKEVYNTELRIRQELKQGKTLSQVM 420 
NLLRWEKHS 429 

Accession No: Q2FQ74 
Protein Name: Bifunctional enzyme fae/hps 
Score: 579 
>Mhun1628 (Fae-HPS) 
MYLIGEALIGEGSELAHVDLIVGDKNGPVGMAFANALSQLSAGHTPLLAVVRPNLLTKPA 60 
TVVIPKVTLKNEGQVNQMFGPVQAAVAKAVADAVEEGLFGDININDICILASAFLHPSAK 120 
DYNRIYRYNYGATKLAISRAFEEFPDEKTLIHEKDRAAHAVMGFKVPRLWDPPYLQVALD 180 
IVDLGKLRSVLSSLPENDHLIIEAGTPLIKKFGLNVISEIRAVKPNAFIVADMKILDTGN 240 
LEARMAADSSADAVVMSGLAPASTIEKAITEARKTGIYSVIDMLNVEDPVGLIASLKVKP 300 
DIVELHRAIDAEHTSHAWGNIGDIKKAAGGKLLVATAGGIRVPVVKEALKTGADILVVGR 360 
AITASKDVRHAAEEFLEQLNKEEIDQFRIMTDF 393 

Accession No: Q2FLC4 
Protein Name: 3-hexulose-6-phosphate synthase 
Score: 18 
>Mhun0647 (HPS-MenG) 
MNRSVLQVALDLVELDRAITIAGEAVLGGADWLEVGTPLIKSEGMRAVSALKSAFPDRQI 60 
IADMKTADTGAIEVEMAAKSGADIVCVLGASDNSVIAESVRAARKYGVKIMADLISVPNP 120 
SGRAGELEQLGVDYICAHTGIDQQMTGTDSLDLLMKVIREVSIPVAAAGGISEKTAPGAI 180 
AAGASIVIVGGSIIRSSDVTGSTRRIKEAMNQPVPYAGPDISQEDEIREILRYVSSSNVS 240 
DAMHRKGAMSGMIPLCPGTKAVGKAVTVQTFAGDWAKPVEAIDIALPGDVIVINNDKGTH 300 
VAPWGELATISCLNRGISGVIIDGAVRDVDDIKKMQYPLWSTAMVPNAGEPKGFGEIGSE 360 
IQCGGQTVNPGDWIIADESGVVVIPKTRAYEIARRAKEVYNTELRIRQELKQGKTLSQVM 420 
NLLRWEKHS 429 
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Fig. 4-5 M. hungatei 菌体粗酵素溶液のペプチド MS 解析  
 
ペプチド MSで同定されたペプチド断片と RHP cyc le酵素のアミノ酸配
列を照合した。Mascot 解析で得られた total protein score と、一致した
残基を赤で示す。  
(a) RuBisCO, (b) PRK, (c) Fae-HPS, (d) HPS-MenG, (e) PHI-a,  ( f)  PHI-b 
 
  



96 
 

 



97 
 

Fig. 4-6 M. hungatei 菌体内における代謝物のプールサイズ  
 
1 3C 標識を行っていない状態での代謝物のプールサイズ。代謝産物量は
それぞれ標準物質の検量線から算出され、乾燥菌体重量あたりの数値

とした。これらの値は独立した 2 回の実験の平均値 ±SD を示す。  
N.D.: Not  detected 
PEP, phosphoeno lpyruvate; 2-PGA, 2-phosphog lycerate; G6P, 
glucose-6-phosphate; G1P, glucose-1-phosphate.  
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Fig.  4-7 M. hungatei における代謝産物の 1 3C 代謝フラックスの解析  
 
RHP 経路を含む、解糖系、糖新生の代謝物及びアミノ酸、計 18 種の 1 3 C
標識率の時間変化を解析した。縦軸は各代謝産物の総炭素あたりの 1 3 C
比率 (%)を示す。 (a) 標識率の増加が高い代謝物及び、 (b) 標識率の増
加が低いか、全く変動がない代謝物をまとめている。これらの値は独

立した 2 回の実験の平均値 ±SD を示す。  
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Fig.  4-8 M. hungatei における RHP 経路の 1 3C 代謝フラックスの解析  
 

Fig.  4-7 の結果より、RHP 経路の代謝産物及び、周辺経路の代謝産物の
1 3C 標識率の時間経過による変動を代謝マップ形式にまとめた。  
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4-4. 考察  
 
4-4-1.  アーキア生体内における RHP 経路  
 
 本章ではこれまで大腸菌リコンビナントタンパク質を用いて解析し

てきた結果を、M. hungatei の菌体を用いて i n  v ivo において検証した。
M. hungatei 菌体素酵粗溶液を用いた実験から、RuBisCO、PRK 両酵素
の活性が検出された。また、 F6P から RuBisCO の CO2 固定反応産物で

ある 3-PGA の生成が確認でき、RHP 経路で予想してきた F6P から
3-PGA への反応が進んでいることを確認した。RuBisCO の阻害剤であ
る CABP を添加すると、F6P、RuBP どちらからも 3-PGA が生成されな
かったことから、検出された 3-PGA は RuBisCO の carboxylase 反応由
来であることも示された  (Fig.  4-3 b)。更に M. hungatei 菌体粗酵素溶液
のペプチド MS 解析を行ったところ、RuBisCO、Fae-HPS、HPS-MenG、
PHI-a、PHI-b が同定された  (Fig.  4-6)。今回の解析では PRK を同定で
きなかったが、これは発現量が少なかったために装置の検出限界を下

回っていたか、他の発現量が多いタンパク質に隠れてしまい同定でき

なかった可能性が考えられる。  
 次に、メタボローム解析によって in vivo で RHP 経路が機能している
ことを明らかにした。リコンビナントタンパク質による活性値を考慮

すると、目的代謝産物が極めて微量であると以前から予想していたが、

メタボローム解析の結果から、やはり代謝物のプールサイズはカルビ

ンサイクルを利用している光合成生物と比較して、非常に小さかった

（ Fig. 4-6）。メタン菌には RuBisCO 以外に恒常的に機能している 3 つ
の CO2 固定酵素  (FDH, Formylmethanfu ran dehydrogenase; CODH/ACS, 
CO dehydrogenase/acetyl-CoA synthase; PFOR, Pyruvate fer redoxin 
oxidoreductase)が存在し、どの酵素によって優先的に CO2 固定が行われ

るのかは非常に興味深い問題であった。 [1 3 C]CO2 を用いて
1 3C 標識率

の時間経過を解析したところ、 reduct ive acetyl-CoA 経路で機能する
PFOR 及び CODH/ACS による CO2 固定反応産物である pyruvate 及び
acetyl-CoAにおける 1 3 C 標識率の上昇度が 3-PGAと比べて著しく低く、
acetyl-CoA から pyruvate 間での 1 3C 標識率の推移が見られなかったこ
とから、CO2 は RuBisCO によって優先的に固定されることが分かった  
(Fig.  4-8)。一方で、メタン生成経路で機能する FDH による CO2 固定反

応は、標準物質が入手できないため検出できなかった。これまでの研
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究から、FDH によって固定された CO2 のほとんどはメタン生成に利用

しているとされ、中央代謝系には入ってこないとされている  (Ekie l et  
al. ,  1983)。さらに、 3-PGA に引き続き、 FBP, F6P への顕著な 1 3C 標識
と、微量ながら Ru5P への 1 3 C 標識が確認できた  (Fig.  4-7,  4-8)。これ
らの結果から in vivoで RHP経路が機能していることが明らかになった。 
さらに解糖系及び糖新生の中間代謝産物にも 1 3C 標識が観察され、

RuBisCO によって固定された炭素の大部分が、G6P を経由して糖新生
へ、 PEP を経由して解糖系へ供給されていることが分かった。RHP 経
路には RuBisCO が固定した炭素を formaldehyde として放出する、HPS
の反応ステップが含まれている。加えて前述のように Ru5P の再生より
も解糖系・糖新生へと流れていることから、RHP 経路はカルビンサイ
クルのように独立栄養生育を助けるものではなく、生体内での

RuBisCO が固定した炭素の各代謝への分配に寄与していることが考え
られる。  
一方、今回のメタボローム解析では、放出されるはずの for mla ldehyde

の行方は解明できなかった。Acidul iprofundum を除いた RHP 経路を有
するアーキアでは、おそらく Fae によって methylene-H4 MPT が合成さ
れる。前述のように、methylene-H4MPT はメタン合成経路と還元的
acetyl-CoA 経路の中間代謝物である  (Fig.  2-16)。Acetyl-CoA の 1 3C 標
識率はわずかに増加しており  (Fig.  4-7)、還元的 acetyl-CoA 経路に取り
込まれたとするなら、放出された formaldehyde から acetyl-CoA、そし
て pyruvate へと 1 3 C 標識の推移が見られるはずである。しかし今回の
結果では、pyruvateの 1 3C 標識率に変化が見られず、acetyl-CoAが 3-PGA
へ変換されなかったことが示された  (Fig.  4-8)。したがって、
for maldehyde は還元的 acetyl-CoA 経路の acetyl-CoA に取り込まれ、そ
の後、アーキアのイソプレノイド生合成経路であるメバロン酸経路  
(Ja in et  al. ,  2014)を介して、脂質合成に利用されたことが考えられる。 
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4-4-2. アーキアにおける PRK の存在と進化的意義  
 
本研究が報告されるまでアーキアにおける PRK の存在は報告されて

おらず、アーキアが有する RuBisCO は NMP 代謝経路でのみ働くもの
だと考えられていた。本研究は RuBisCO と PRK を同時に有するアーキ
アとして初めてのものであり、アーキアにおいて RuBisCO が PRK と共
に新規炭素代謝経路で働いていることを明らかにした。現在でも

RuBisCO、  PRK 両方を持つアーキアの数は少ないが、これらが PRK
を獲得した利点は何なのだろうか。最大の変化は、Ru5P から 1 反応で
RuBP を合成できる点である。NMP 代謝経路の初発反応である AMP か
ら r ibose-1,5-bisphosphate (RiBP)への反応を触媒する AMPpaseの平衡定
数は 6.02 ×  10 -3  (Sato et  al. ,  2007)と AMP 合成側に傾いており、NMP
代謝経路を介した RuBP 合成は非常に非効率的である。現在考えられ
ているように、NMP 代謝経路はあくまで細胞内の余剰核酸、ペントー
スを中央代謝へ供給するものである。すると不可逆反応を触媒する

PRK の獲得は、安定した RuBP の供給を可能にし、NMP 代謝経路から
独立して RuBisCO が CO2 固定を行えると考えられる。つまり、炭素代

謝に特化した経路への進化と言えるのではないだろうか。太古地球大

気環境を考えても、炭素源として僅かに存在したと考えられる糖類や

有機物を利用するより、豊富に存在する CO2 を利用する方が、炭素源

の競合相手が少なくて済むことが容易に予想される。また、NMP 代謝
経路を利用していると考えられ、かつ進化的にも始原生物に近いとさ

れている好熱、超好熱菌  (特にユーリアーキオータ )の多くは従属栄養
性である。対して PRK を持つアーキアは、調べた限りでは独立栄養性
がほとんどであり、アーキアの中でも比較的後期に出現したことが予

想されているメタン菌に集中しており  (Allers and Mevarech, 2005; 
Gr iba ldo and Brochier-Armanet ,  2006)、アーキアの進化における PRK の
獲得は、アーキアが独立栄養性へと進むための重要な分岐点であった

ことが考えられる。  
しかしながら前述のように、本研究ではアーキアにおける PRK、す

なわち RHP 経路は炭素代謝には特化しているものの、独立栄養生育を
支えているかどうかは明らかにすることはできなかった。アーキアが

RuBisCO と PRK を獲得した後、さらに独立栄養生育を支えるための代
謝経路を構築するためには、RHP 経路から炭素放出ステップを排除す
る必要がある  (Fig.  2-16)。その可能性の 1 つとして、
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t ransketo lase/t ransaldo laseの進化的獲得があったのではないかと考えて
いる。現在までに分かっている RuBisCO, PRK 両遺伝子を有するアー
キアの中で、Aciduliprofundum 属の 2 種のみ Fae 遺伝子を有しておらず  
(Table 3-4)、RHP 経路が働いた場合に放出される formaldehyde の行方
が疑問だった。興味深いことに、Aciduliprofundum はそのゲノム上に
t ransketo lase、 t ransaldo lase 及び r ibose-5-phosphate 3-epimerase (RPE)の
ホモログ遺伝子を有していた。もしこれらが機能した場合、還元炭素

を formaldehyde として放出せずに F6P から Ru5P を合成することが可
能になり、カルビンサイクルとほぼ一致することとなる  (Fig.  4-9)。
Aciduliprofundumが有する 3つの酵素ホモログは他のアーキアには見ら
れず、バクテリアが有する酵素とのみ相同性を示すことが分かった。

これらのことから、RHP 経路を有したアーキアが、細胞融合や遺伝子
水平伝播によってバクテリアから 3 酵素の遺伝子を引き継ぎ、RHP 経
路をより炭素固定へと特化させたことが考えられる。次の第 5 章でも
触れるが、その後、それぞれの酵素がカルビンサイクルで機能するた

めへと分子進化し、現在のカルビンサイクルが完成した。すなわち、

生物進化上でも起源が古いとされるアーキアにおける RHP 経路が、カ
ルビンサイクルの原型であると考えられる。   
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Fig.  4-9 カルビンサイクル、RHP 経路及び Aciduliprofundum において予
想したカルビンサイクル様経路  (CBB-like cyc le)  

 
カルビンサイクルの反応ステップ及び特異的な酵素を緑、RHP 経路の
反応ステップ及び特異的な酵素を赤、CBB- like cycle の反応ステップ及
び特異的な酵素を青で示した。  
Aciduliprofundum は Fae 遺伝子を有さないが、カルビンサイクル酵素で
ある t ransketo lase と RPE のホモログ遺伝子、ペントースリン酸経路酵
素である t ransa ldo lase のホモログ遺伝子を有している。これら 3 酵素
が機能すれば、RHP 経路の炭素放出ステップが排除され、カルビンサ
イクルとほぼ一致する炭素固定回路となる  (青線 )。  
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第５章  
Gloeobacter violaceus の有する PRK ホモログの解析  

 
 

5-1.  序論  
 
 第 2 章において、アーキア型 PRK の存在を明らかにした。M. hungatei  
PRK のアミノ酸配列を用いて、光合成生物の利用する PRK のデータベ
ースに対して相同性検索及び、系統解析を行った結果、シアノバクテ

リア Gloeobacter violaceus が、 PRK 系統樹においてアーキアのクレー
ドに属するアーキア型 PRKと相同性を示す PRKホモログ遺伝子を有し
ていることが明らかになった。G. violaceus は 16S rRNA を用いた進化
系統解析において、シアノバクテリアの中で特に起源が古い種と考え

られており、本来光化学系の反応を行うチラコイド膜を持っていない  
(Nelissen et  al,  1995; Fig.  5-1)。G. violaceus は 2003 年に全ゲノムが解読
されている  (Nakamura et  al. ,  2003)。  
私は G. violaceus のゲノム情報より、G. violaceus がアーキア型 PRK

と相同性を示す prk-3  (NP_925068)、典型的な植物型 PRK 遺伝子である
prk-1  (NP_925242)、機能未知の prk-2  (NP_927370)の計 3 つの prk 相同
遺伝子を有していることを見出した。 PRK-1 に対して PRK-2 が 31%、
PRK-3 が 28%であり、PRK-2 と PRK-3 は 26%の相同性を示した。一般
的なシアノバクテリアが prk-1  に対応する遺伝子しか有していないこ
とから、G. violaceus における３つの PRK ホモログの存在は、PRK の
分子進化を考える上で面白い研究材料である。PRK の系統樹において、
G. violaceus PRK-3 はアーキア型 PRK と同じクレードに属している  
(Fig.  5-2)。このことから、アーキア型 PRK と酸素発生型光合成生物の
関連性、カルビンサイクルの進化的完成メカニズムを明らかにできる

ことを予想し、本章では G. violaceus が持つ３つの PRK に関して解析
を行った。  
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Fig.  5-1 16S rRNA による系統樹  

(Nelissen et  a l. ,  1995)  
 
Nelissen らが Jin と Nei (1990)の解析手法を元に作成したシアノバクテ
リア由来 16S rRNA 系統樹。ここで示す land p lant s ~ euglenophytes は、
それぞれの plast ids 由来 16S rRNA である。これにより、p last id の祖先
だと考えられているシアノバクテリアの 16S rRNA とを比較している。 
その中でも赤下線で示す G. violaceus は、系統樹において最初に分岐し
ており、これまでに 16S rRNA 配列が分かっているシアノバクテリアの
中でも特に原始的であると考えられている。  
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Fig.  5-2 PRK の系統樹  (Fig.  2-15 改変 )  
 
PRK の系統樹は、NCBI 上の配列データベースから得られた PRK 及び
PRK ホモログのアミノ酸配列と、Clustal X を用いて分子系統樹の作成
を行った。 Fig. 2-15 で述べた 3 クレードに加え、新たに糸状性シアノ
バクテリアが有する PRK ホモログ  (黄緑 )の存在が明らかになった。  
S. salinus,  Spiribacter salinus ;  A. aquaeolei ,  Arhodomonas aquaeolei; N. 
piscinale,  Nostoc piscinale;  N.  azol lae,  Nostoc azollae.  その他の生物略名
は Fig. 2-15 に準ずる。  
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5-2. 材料と方法  
 
5-2-1.  His-tag を付加したリコンビナント PRK ホモログの発現系の構築  
 
Gloeobacter violaceous PCC 7421 st rain は、ATCC Global Bioresource 
center (USA)より入手した。G. violaceus は BG11 培地で、26°C, 20 µmo l 
photons の光照射下で培養した。以下のように、ゲノム DNA の抽出を
行った。まず、菌体を蒸留水 600 µL に懸濁し、0.1 mm ジルコンビーズ
0.9 g を入れたエッペンチューブに移した。20,000 g ,  4°C, 30 sec 遠心し、
上清を除いた後に氷冷した TE buffer  300 µL, フェノール・クロロホル
ム (1:1) 300 µLを加えた。ボルテックスを 30 sec,  4 回行い、20,000 g ,  4°C,  
10 min 遠心操作を行った。得られた上清に、3 M CH3COONa 1/10 vo lume,  
100% EtOH 2 vo lume を加え、-20°C, 15 min 静置した後、20,000 g ,  4°C, 10 
min 遠心操作を行った。上清を捨て、70% EtOH 2 vo lume を加え、再度
20,000 g ,  4°C, 10 min遠心操作を行った。上清を捨て、dry upし、TE buffer
に溶解したものを G. violaceus ゲノム DNA とした。  

G. violaceus PRK の遺伝子配列情報は、KEGG より入手した。その情
報をもとに、 forward pr imer に NdeI、 reverse pr imer に BamHI サイトを
それぞれ付加したプライマーセットを作製した。  
 

Pr imer name  Pr imer sequence (5 ’-3 ’)  
GVprk1-F GAACCATATGGTCAGTACGTTGGACCGAGTGG 

GVprk1-R CGCGGATCCCTACTTGGCCTTGGAAGCCG 

GVprk2-F GGCCATATGGCACAACGTCCGATCATTCTCGG 

GVprk2-R GGTCGCGGATCCCTAAACGTAGACGCCCCGCGAG 

GVprk3-F CGCCCATATGGAAACCCTTACCGCAACAGAGACG 

GVprk3-R TTAAGGGATCCCTATCGGTTTTTTTGAAGCAAAT 

 
リコンビナントタンパク質発現株は、 2-2-1 と同様の手法で作製した。 
 
 
5-2-2.  リコンビナントタンパク質の発現と精製  
 
 各リコンビナントタンパク質の発現及び精製は、2-2-2,-3 と同様の手
法で行った。  
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5-2-3.  PRK 活性測定法  
 
 PRK 活性は、 2-2-4 と同様にして測定した。また、植物型 PRK と予
想される G. violaceus PRK-1 に関してのみ、還元剤として測定系に終濃
度 10 mM となるように DTT を加えた  (Kobayashi et  al. ,  2003)。  
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5-3. 結果  
 
5-3-1.  G. violaceus が有する３つの PRK ホモログの解析  
 
 はじめに、G. violaceus が持つ３つの PRK ホモログの中でも、一般的
なシアノバクテリア PRK に相当する G. violaceus PRK-1 の PRK 活性測
定を行った。その結果、 Vma x  = 206.2 ± 12.3  µ mol/min/mg protein,  
Km( Ru 5 P )  = 0.3 ± 0.07 mM, Km ( AT P )  = 91 ±2 µM だった  (Fig.  5-3; Table 5-1)。 
 次に、G. violaceus PRK-3 の PRK 活性測定を行ったところ、PRK 活
性を示したが、Ru5P を基質とした際に [S] –  v  p lot がミカエリスーメン
テンの式でフィットしない、シグモイド曲線を示した。そのため、

Hill-plot  (v  /(Vma x -v) :  [S]での plot)より、その直線の傾きで Hill 係数 :  n
を算出し、Vma x及び Ru5P に対する Km 値は、Hill equat ion (1)により、
算出した。  
 

v  = Vma xSn /(S0 .5
n  + Sn)  (1) 
 

その結果、n  ＝ 1.63 であり、n  >1 であるため、G. violaceus PRK-3 は正
の協同性を示すアロステリック酵素であることが示唆された (Fig.  5-4 
a)。また、Vma x  = 23.9 ± 0.55 µmol/min/mg protein,  Km( Ru 5 P 0 .5 )= 4.98 ± 0.14 
mM だった  (Fig.  5-4; Table 5-1)。Km ( AT P )  に関しては、非常に多量の Ru5P
が必要となるため、測定は行わなかった。  
一方、G. violaceus PRK-2 は PRK 活性を示さなかった  (Table 5-1)。  
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(a)  

 

(b)  

 
(c)  

 

(d) 

 
Fig.  5-3 G. violaceus PRK-1 の酵素学的パラメータの解析  
 
G. violaceus PRK-1 の酵素学的パラメータを決定するために、酵素学的
解析を行った。  
基質である (a) Ru5P、または (c)  ATP の各濃度における反応速度をプロ
ットした。それぞれの値は独立した 3 回の実験の平均値 ±SD を示す。  
(b) Ru5P、 (d) ATP に対する Vm a x、Km 値は、Lineweaver-Burk の逆数プ
ロットにより、算出した。  
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(a)  

 

(b)  

 

Fig.  5-4 G. violaceus PRK-3 の酵素学的パラメータの解析  
 
G. violaceus PRK-3 の酵素学的パラメータを決定するために、酵素学的
解析を行った。  
(a) 基質 Ru5P の逆数に対する Hill プロット及び、(b) 基質である Ru5P
の各濃度における反応速度をプロットした。それぞれの値は独立した 3
回の実験の平均値 ±SD を示す。G. violaceus PRK-3 はミカエリスーメン
テンの式にフィットしないシグモイド曲線を示したため、Vma x及び

Ru5P に対する Km値は Hill equat ion により、算出した。  
  



113 
 

Table 5-1 GvPRKs の酵素学的パラメータと他生物 PRK との比較  
 

Species 
Vma x 

(µmol/min/mg)  

Km ( Ru 5 P)  
(mM) 

Km ( AT P)  

(µM) 

G. violaceus PRK-1 206.2 ± 12.3 0.3 ± 0.07 91 ± 2 

G. violaceus PRK-2 N.D.  N.D.  N.D.  

G. violaceus PRK-3 23.9 ± 0.55 
4.98 ± 0.14 

(S
1 /2 Ru 5 P

)  N.T. 

M. hungatei (Archaeon)  29.3 ± 1.7 0.28 ± 0.05 12 ± 0.4 

S. oleracea  (Plant)  410 
*1

 0.22 
*1

 62 
*1

 

S. elongatus PCC 7942 
(Cyanobacter ium)  230 

*2
 0.27 

*2
 90 

*2
 

R. sphaeroides (Bacter ium) 338 
*3

 0.10 
*3

 

550 

(S
1 /2 AT P

) 
*3

 

全てのデータは 25°C で測定された。  
*1 :  Reference Data from Porter et  al. ,  1986 
*2: Reference Data from Kobayashi et  al. ,  2003 
*3: Reference Data from Runquist  and Miziorko, 2006 
G. violaceus PRK の酵素学的パラメータの値は、全て独立した 3 回の実
験の平均値 ±SD を示す。  
N.D.: Not  detected 
N.T.: Not  tested 
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5-4. 考察  
 
5-4-1.  G. violaceus は２つの機能的な PRK を有する  
 
シアノバクテリアは、地球上で初めて酸素発生型光合成を行った生

物だとされ、高等植物や緑藻の葉緑体の起源であると考えられている  
(Giovannoni et  al. ,  1988)。また、Gupta らの行った様々な共通遺伝子の
高度保存領域における indel ( insert と delet ion)に注目した原核生物の進
化解析から、カルビンサイクルはシアノバクテリアで完成したことが

示唆されている  (Gupta,  2003)。しかし、その完成への進化的な過程は、
未だ不明である。  
シアノバクテリアの中でも、G. violaceus は特にその起源が古いと考

えられている。G. violaceus は光合成明反応を行う場であるチラコイド
膜を有さず、その細胞膜上に光化学系システムを持ち、明反応を行っ

ている。そのため、光化学系の起源を解明するための研究材料として

注目されている  (Mange ls et  al. ,  2002)。  
本章では、この G. violaceus のゲノム上にコードされている 3 つの

PRK ホモログに着目し、実験を行った。その結果、G. violaceus PRK-1
は通常シアノバクテリアがカルビンサイクルで利用している PRK とほ
ぼ同じ k inet ics parameter を示した。このことと配列相同性から、G. 
violaceus PRK-1 は酸素発生型光合成生物の利用する PRK であり、G. 
violaceus の生体内でも、カルビンサイクルで働いていることが予想さ
れる。加えて、アーキア型 PRK である G. violaceus PRK-3 も PRK 活性
を有していた。しかし、基質 Ru5P に対する親和性は G. violaceus PRK-1
の約 1/15 と低く、Vm a x も 2 章で明らかにした M. hungatei PRK と同程
度ではあるものの、G. violaceus PRK-1 の 1/10 程度だった。そのため
G. violaceus の生体内においては、PRK-1 が主要な PRK としてカルビン
サイクルで機能していることが予想される。  
一方で PRK 活性を示さなかった G. violaceus PRK-2 は、PRK の系統

樹において一部の Nostoc 属や Anabaena 属といった糸状性シアノバク
テリアが有する PRK ホモログと同じクレードに属している  (Fig.  5-2)。
G. violaceus PRK-2 を含むこのクレードの PRK ホモログは、S. elongates  
PCC7942 PRK の結 晶 構 造 解 析 で解 明 された酸 素 発 生 型 光 合 成 PRK の必

須 残 基 を全 て有 しており、PRK としての機 能 を有 する条 件 は揃 っている  
(Mat sumura et  al. ,  unpublished)。このことからも G. violaceus PRK-2 が PRK
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の触媒能を示さなかったのは、不明な点が多い。今後、同じクレード

の Nostoc や Anabaena の有する PRK を解析することで、G. violaceus 
PRK-2 の真の機能解明に繋がるのではないかと考えている。  

 
 

5-4-2.  近年のゲノム解読から見た PRK の分布と分類  
 
ここ数年のゲノム解読からアーキアや G. violaceus 以外でもアーキ

ア型 PRK ホモログ遺伝子を有する生物種が存在することが明らかにな
ってきた  (Fig.  5-2)。 Arhodomonas aquaeolei  (Adk ins et  al. ,  1993)と
Spiribacter salinus (León et  al. ,  2013, 2014)は共に好気好塩菌であり、ア
ーキアでないにも関わらず、アーキア型 PRK ホモログ遺伝子を有して
いる。一方でどちらも RuBisCO 遺伝子は有していないが、A. aquaeolei
は RuBisCO-like protein (RLP)ホモログ遺伝子を有している。これまで
の RuBisCO と RLP 研究の知見及び、RuBisCO の触媒必須残基、 19 ア
ミノ酸残基が完全には保存されていないことからも、これら RLP が
RuBisCO としての機能を有しているとは考えられない  (Ashida et  al. ,  
2005; Saito  et  al. ,  2009)。Bacillus subtili s において RLP は methionine 
sa lvage pathway で働くことが報告されているが、 methionine salvage 
pathway を持たない種も多く、それらの RLP に関する機能は不明であ
る  (Ashida et  al. ,  2003)。A. aquaeolei、 S. salinus はゲノム情報上では
methionine salvage pathway を持っていないが、完全なペントースリン
酸経路を持っていることが予想されている。そのため、これらの PRK
ホモログがカルビンサイクルとも RHP 経路とも異なる、新たな代謝経
路で機能していることが考えられ、その機能解明に興味が持たれる。  
また、糸状性シアノバクテリア Oscil latoria 種の中でも Oscillatoria  sp .  

PCC10802 は、アーキア型 PRK と植物型 PRK の 2 つの PRK を有するこ
とが分かった  (Fig.  5-2)。この種は 16S rRNA 系統解析からシアノバク
テリアの中でも比較的新しい種であることが予想され  (Shih et  al. ,  
2013)、なぜ最も始原的なシアノバクテリアである G. violaceus と、進
化的に新しいシアノバクテリアである Oscil latoria  sp.  PCC10802 の 2 種
がアーキア型 PRK 遺伝子を有しているのかは、非常に興味深い。G. 
violaceus PRK-3 は 2 章で明らかにしたアーキアが有するアーキア型
PRK とは異なり、 Ru5P への親和性が低いという酵素特性を示した  
(Table 5-1)。これが G. violaceus PRK-3 特有のものなのか、Oscillatoria  
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sp.  PCC10802 や A. aquaeolei、 S. salinus が有するアーキア型 PRK ホモ
ログにも共通する特性なのか、生体内でのアーキア型 PRK の役割解明
も含め、今後の解析が待たれる。  
 
 
5-4-3.  PRK の分子進化モデル  
 
 本章の実験より、G. violaceus の有するアーキア型 PRK、 G. violaceus  
PRK-3 が PRK 活性を有することが明らかになった。これは、アーキア
から水平伝播などで G. violaceus にアーキア型 PRK 遺伝子が受け継が
れた可能性を示唆している。しかし、G. violaceus PRK-3 の kinet ics 
parameter は、光合成カルビンサイクルで機能するには不利な点が多い。
M. hungatei  PRK を始めとしたアーキア型 PRK の Ru5P に対する親和性
に比べ、G. violaceus PRK-3 は 1/20 程度である。このことから、アーキ
ア由来だと予想される G. violaceus PRK-3 は、G. violaceus に受け継が
れる過程、もしくはその後に変異などが入った可能性が考えられる。  
アーキア型 PRK の活性制御メカニズムは不明だが、植物型 PRK は分

子内システイン残基への修飾やジスルフィド結合により、活性制御を

受けている  (Wolos iuk and Buchanan, 1978; Kobayashi et  al. ,  2003; 
Graciet  et  al. ,  2004)。アーキア型 PRK はこれに該当するシステイン残基
は保存されておらず、 2 章の結果から既知の光合成 PRK レギュレータ
の影響を受けない  (Fig.  2-7)。G. violaceus PRK-3 にはこの 2 つのシス
テインの内、1 つが保存されており、もう一方はアーキア型に共通して
セリン残基である。このことから、アーキア型から植物型に進化する

過程で、活性制御のためのシステイン残基に置き換わったことが予想

される。  
また、 2013 年にゲノム解読が終了した Gloeobacter kilaueensis は G. 

violaceus の近縁種であり、両者間での 16S rRNA の相同性が 98.65%と
非常に高く、G. violaceus と同様に原始的なシアノバクテリアであると
考えられる  (Saw et  al. ,  2013)。それにも関わらず、G. ki laueensis は G. 
violaceus における PRK-3 に該当する遺伝子ホモログは有しておらず、
PRK-1 及び PRK-2 に該当する 2 つの PRK ホモログ遺伝子のみを有して
いた。この G. ki laueensis と Oscil latoria  sp.  PCC10802 の存在は、シア
ノバクテリアにおけるアーキア型 PRK の獲得または欠失という論点は、
より複雑かつ興味深い。  
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現在考えている PRK の分子進化モデルは、RHP 経路で機能するアー
キア型 PRK を起源とし、カルビンサイクルで機能する光合成 PRK へ
と進化するものである。まずアーキア型 RuBisCO が機能する NMP 経
路へ、アーキア型 PRK が獲得されることで、RHP 経路が誕生した。2
章で明らかにした M. hungatei PRK の立体構造から、この段階のアー
キア型 PRK で、すでに光合成 PRK としての骨格、二次構造がほぼ形
成されたことが考えられた。  
前章 4-4-2 でも述べたように、その後、酸化型ペントースリン酸経

路や光合成システムを持つ他生物との遺伝子水平伝播によって、カル

ビンサイクルを構成する 11 酵素が揃い、Gupta (2003)の主張のように
シアノバクテリアでカルビンサイクルが完成したと考えられる。その

後、遺伝子重複による変化で、活性部位や活性制御に関わる Cys 残基
などのマイナーなアミノ酸置換が起き、それに起因する構造変化で光

合成 PRK へと最適化し、分子進化した。つまり、アーキア型 PRK が
光合成 PRK の進化的起源であるという、PRK 分子進化仮説と、カルビ
ンサイクルの進化的完成仮説が考えられる。  
本研究から得られた結果では、これらの仮説を証明するには不十分

である。今後の Aciduliprofundum の CBB-like cyc le や、G. kilaueensis,  
Oscil latoria  sp.  PCC10802 といった PRK を複数持つシアノバクテリア
の解析、A. aquaeolei や S. salinus といった好塩菌の持つ PRK の解析に
期待が持たれる。また、Gloeobacter 種よりさらに祖先的なシアノバク
テリア、もしくはバクテリアやアーキアが発見されれば、PRK の進化
的伝播、さらにカルビンサイクルの進化的完成過程を明らかにするた

めへの大きな一歩となるだろう。  
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第６章  
総括  

 
現代の地球では、陸上や海中に存在する光合成生物が利用するカル

ビンサイクルによって CO2 が固定され、年間 1,400 億トンものバイオ
マスに変換、貯蓄されている。また、これら光合成由来のバイオマス

は嫌気的環境下でバクテリアによって CH3COOH と CO 2 に分解され、

更にメタン菌の利用するメタン代謝によって年間 10 億トンもの
methane へと生物的に変換されている。このことから、これら２つの
代謝経路が地球上のカーボンサイクルの中心を担っていると言えるだ

ろう  (Thauer, 2011)。CO2と methane は温室効果作用が強く、現代社
会では温室効果ガスとして問題視されているが、これまでの地球史上、

氷河期から回復したのはこれらの温室効果の恩恵だとも言われている  
(Kennedy et al. , 2008)。また近年では、methane を代替エネルギーと
して利用する動きが活発であり、生ごみとメタン菌によるバイオガス

供給事業や、 2013 年には世界で初めてメタンハイドレートから
methane の採取に成功するなど、日本国内で採取、利用できる資源と
して研究開発が進んでいる。一方で CO2削減への最も直接的な手法と

して、植物や藻類を中心とした光合成能力の研究も盛んに行われてお

り、特に CO2 固定酵素である RuBisCO に関しては、今日まで長年研
究されてきた。  
本研究はカルビンサイクルの進化的完成の解明という大きな枠組み

の中でも、カルビンサイクルの鍵酵素である RuBisCO と PRK を中心と
した解析を行い、進化的にも古く非光合成生物であるアーキアにその

起源・原点を見出した。  
 
本研究の成果として、第２章では非光合成生物であるメタン菌 M. 

hungatei が機能的な RuBisCO と PRK を有し、M. hungatei 以外の 4 種の
アーキアも機能的な PRK を有していることを明らかにした。特に M. 
hungatei PRK の結晶構造解析から、植物型 PRK と類似性が高く、進化
的関連性が示唆された。またこれらの結果からアーキアがカルビンサ

イクルを持つことが期待されたが、これらのアーキアは共通して 3 つ
のカルビンサイクル酵素遺伝子を有していなかった。しかし、ゲノム

情報から RuMP 経路の鍵酵素である、HPS、PHI ホモログ遺伝子をその
ゲノム上にコードしており、これらを利用して欠けた反応ステップを
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補完していた。これらの事から、RuBisCO と PRK を有するアーキアに
おいて、RuBisCO と PRK、HPS と PHI を利用した、カルビンサイクル
様新規炭素代謝経路、RHP 経路の存在を明らかにした。  
次に第３章では、補完していると予想した HPS、PHI の反応を、M. 

hungatei  HPS、 PHI ホモログタンパク質を用いて検証した。その結果、
これらの酵素は F6P から Ru5P までの反応を触媒し、欠けたステップ
を補完できることを明らかにした。これまでの結果と併せて、RHP 経
路において key po int となる F6P から 3-PGA までの反応を、M. hungatei  
由来の 5 種類の酵素によって、 in vitro において再現することに成功し
た。  
更に第４章では、M. hungatei の菌体を用いて、生体内で RuBisCO、

PRK が機能的なタンパク質として存在しているのか、RHP 経路は機能
しているのかを検証した。結果として、RuBisCO、PRK 両酵素の活性
を検出し、F6P を基質として最終的に RuBisCO 反応由来の 3-PGA を生
成することを明らかにした。加えて、1 3 C 標識によるメタボローム解析
によって、M. hungatei 生体内で RHP 経路が機能していることを明らか
にし、RHP 経路は RuBisCO によって固定した炭素を解糖系・糖新生へ
と流し、生体内での炭素分配に寄与していることが示唆された。同様

に他の RuBisCO と PRK を有するアーキアにおいても RHP 経路が働い
ていることが予想される。  
また第５章では、葉緑体の起源であるシアノバクテリア中でも特に

原始的だと言われている G. violaceus が、機能的なアーキア型 PRK と
植物型 PRK を同時に有していることを明らかにした。  

 
本研究で提唱した RHP 経路とカルビンサイクルでは、F6P から Ru5P

までのわずか 3 ステップのみが異なっている。そのため、RHP 経路を
起源として、進化的に残りの酵素を獲得した結果、カルビンサイクル

の完成に至ったのではないかと予想している。この仮説を裏付けるの

が、好熱好酸性アーキア Aciduliprofundum において予想した CBB- like 
cyc le であり、カルビンサイクルとは 1 ステップが違うのみである。こ
れらのことから、RHP 経路を有するアーキアが水平伝播によって欠け
ていた酵素遺伝子を獲得し、原始シアノバクテリアにおいて完全なカ

ルビンサイクルが完成したという、カルビンサイクルの進化的完成仮

説を提案した。さらにその過程で、アーキア型 PRK を進化的起源とし、
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光合成 PRK へと進化したという、新たな PRK 分子進化の仮説を提案し
た。  

 
本研究によって、カルビンサイクルの進化的原型をアーキアに見出

し、光合成システムの基盤がアーキアで構築されていたことを明らか

にした。本研究から得られた結果は、地球上のカーボンサイクルの中

心を担う代謝経路の起源に触れるものであり、原始地球から現在まで

の大気環境の歴史と、アーキアからの光合成生物進化を議論するうえ

で、重要な知見になることが期待される。  
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