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研究成果の概要（和文）：新種の極限環境微生物を単離するとともに、アーキアを対象とし、arginine 
synthetaseなど新奇生物反応を触媒する酵素、dephospho-CoA kinase, lipoyl synthaseなど新奇構造を有する
酵素、non-carboxylating pentose bisphosphate pathway, arginine synthetase pathway, archaeal 
glycolate pathwayなど新しい代謝経路を解明した。これらの成果により、アーキアにおける代謝の理解に大き
く貢献した。

研究成果の概要（英文）：In addition to isolating novel extremophiles, we have identified enzymes 
from archaea that catalyze new biological reactions (e.g. arginine synthetase), display novel 
structures (e.g. dephospho-CoA kinase, lipoyl synthase) and new metabolic pathways (e.g. 
non-carboxylating pentose bisphosphate pathway, arginine synthetase pathway, archaeal glycolate 
pathway). These findings have contributed greatly to our understanding of metabolism in archaea.

研究分野： 極限環境微生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
アーキアにおける代謝に関して、基盤代謝の多くの不明点を明らかにした。Archaeal glycolate pathwayの発見
により、光呼吸経路など2-phosphoglycolateの解毒機構が酸素発生型光合成システムやCBB回路が進化する以前
から出現していた可能性を示唆し、従来の認識を覆すものである。またarginine synthetaseはアーキアから同
定できたが、その分布はバクテリアや真核生物に及び、生物のアミノ酸代謝の理解に大きく貢献するものであ
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
地球上の多様な生物からなる超地球生命体の特性を理解し、その持続的成長を維持するために
は、そのコアをなす微生物の種と機能に裏付けされたポストコッホ機能生態系を理解すること
が重要である。アーキアはバクテリア（細菌）、ユーカリア（真核生物）とは系統学的に区別さ
れる第３の生物ドメインを構成する。アーキアは細菌と同様、核をもたない原核生物であるが、
それが利用する生体分子の構造や代謝機構などは細菌のものと大きく異なる場合がある。細胞
膜の膜脂質を例にとると、細菌・真核生物は直鎖状の脂肪酸がエステル結合を介してグリセロー
ルと sn-1,2 の位置に結合しているものを利用するが、アーキアはイソプレノイド型の炭化水素
鎖がエーテル結合を介して、かつ異なる立体化学（sn-2,3の位置）で結合している。代謝機構に
おいても、アーキアには細菌・真核生物にはみられないものが数多く報告されている。メタン生
成による異化代謝などはその代表例であるが、その他にペントース合成、ヌクレオシド分解、解
糖・糖新生系、リポ酸生合成などに多くの特徴的な酵素や経路が利用されている。アーキアは培
養種の数は少なく、その生命維持機構に関する研究は立ち遅れており、代謝やその制御などの生
命機能を支持するメカニズムについて未だ不明な部分が多い。 
 
２．研究の目的 
 
本計画研究では、アーキアの種と代謝機能の多様性を解明することを目的とし、主として以下の
３つの研究課題に取り組む。（１）本領域構成員が共有するモデル圃場やアーキアが生息すると
考えられる多様な環境中から未培養系統群を含むアーキアの単離あるいは集積培養を進める。
（２）得られたアーキアを含む微生物（群）を対象に（メタ）ゲノム解析を行い、配列情報に基
づいて個々のアーキアの代謝ポテンシャルを推定する。また培養実験と微量代謝解析技術を組
み合わせることにより、代謝ポテンシャルを検証・評価し、各種代謝機能の有無を明らかにする。
（３）アーキアの未同定代謝機能およびそれらを支える酵素・代謝経路とその制御機構を解明す
る。 
 
３．研究の方法 
（１）モデル圃場や国内外のから多様な環境中から環境条件を参考に、または細菌や真核微生物
の増殖を阻害する抗生物質を添加し、極限環境微生物やアーキアの濃縮・分離を試みた。生育し
分離できたものについて、生化学的な特性を明らかにし、ゲノム解析等を進めた。（２）（メタ）
ゲノム情報が得られているアーキアについて、代謝マップを作成し、中央代謝やアミノ酸生合成
機構を推定した。代謝上の missing link について、主に生化学的な解析を通じて、対応する酵
素の同定を試みた。（３）ゲノム情報を基盤とし、比較ゲノム的解析によるターゲット遺伝子の
推定、生化学的解析による翻訳産物の活性の同定、遺伝学的解析による機能の検証を進めた。 
 
４．研究成果 
（１）モデル圃場、兵庫県武庫川温泉、有馬温泉、強酸性の水環境が複数点在する火山地帯であ
る青森県恐山などから様々な温度、pH の水・泥試料を採取した。特に恐山は微生物の分離培養
報告の少ない環境であり、ここからは温度 12-84℃、pH 1-6 の環境試料を採取した。28℃、pH 
2.0 の条件では Acidiphilium 属・Sulfobacillus 属などに近縁な細菌、28℃、pH 5.2 では
Thiomonas 属・Acidiphilium 属・Metallibacterium 属細菌および Teratosphaeria 属に近縁な真
菌が分離できた。50℃、pH 2.0では Sulfobacillus 属細菌が得られた。特に 28℃、pH 2.0の条 
件で分離された MT-5 株は新種の可能性が高く、さらなる解析を進めた。MT-5 株は桿菌で、至適
pH 3.0、至適生育温度 30℃の好酸性細菌であり、アミノ酸や有機酸を炭素源として従属栄養生
育を示した。ゲノム解析の結果、本菌ゲノムの大きさは 3.43 Mbpであり、3,217の遺伝子が推
定された。代謝ポテンシャルを検討した結果、解糖系の鍵酵素 phosphofructokinaseの遺伝子が
なく、糖新生や TCA 回路の酵素遺伝子が揃って確認され、本菌が糖類を利用しないことと合致し
た。一方で、MT-5ゲノム上に Rubiscoを含む Calvin-Benson-Bassham 回路のすべての酵素遺伝
子が存在し、また本菌は元素硫黄の酸化をエネルギー源として独立栄養生育を示し 
た。本菌を Acidiphilium osorezanense MT-5 株と命名した。本研究は A02-4 班との共同研究で
あった。この他、分担者を中心に、強酸性環境に生息する水素・硫黄酸化細菌に感染すると推測
される全く新奇な RNA ウイルスゲノムを発見した。 
（２）アスガルドアーキアは進化系統樹上で原核生物の中では真核生物の最も近くに位置づけ
られることや、真核生物特有とされてきたタンパク質を複数有することなどから研究対象とし
て注目されているが、ほぼ全ての系統群が未培養な状況であり、現在も環境ゲノム解析に基づく
新たな知見の蓄積が進んでいる。本研究においても、国際共同研究による真核生物の誕生や、ア
スガードアーキア DNA ウイルスに関する新たな発見に貢献した。また 2020 年にアスガードアー
キア上門に属するロキアーキオータ門に分類される Candidatus Prometheoarchaeum 



syntrophicum（Ps）がアスガードアーキアとしては初めて共集積培養され、完全長のゲノム情報
が利用可能となった。共集積培養が可能となった一方で、生化学実験に必要となる菌体量は得ら
れないことから、我々は本菌のゲノム配列情報に基づいてその同化代謝ポテンシャルを推定し
た。その結果、本菌が培養実験からアミノ酸などの非糖質を基質とすることが示唆されているに
もかかわらず、糖新生の鍵酵素である fructose-1,6-bisphosphatase（FBPase）のホモログ遺伝
子を有しないことが明らかとなった。一方で、 Ps ゲノム上には PPi-dependent 6-
phosphofructokinase (PPi-PFK)ホモログ (Ps-pfk)が存在した。PPi-PFKはその逆反応、fructose 
1,6-bisphosphate （FBP）と phosphate（Pi）から fructose 6-phosphate (F6P)と pyrophosphate 
（PPi）を生成する FBP:Pi phosphotransferase 反応も触媒し得ることから、FBPaseの機能を果
たす可能性を考えた。遺伝子合成、大腸菌における発現、組換え型タンパク質を精製し、その生
化学的解析を進めたところ、本タンパク質が PPi-PFK 活性を示すことがわかった。また、Ps-Pfk
が FBP から F6P を生成する逆反応を触媒できることも明らかとなった。この FBP の脱リン酸化
は Pi へのリン酸基転移と共役しており、加水分解による脱リン酸化活性は検出されなかった。
Phosphoenolpyruvate が PFK 反応およびその逆反応の両活性を大きく上昇させることを見出し
た。さらに、大腸菌において FBPase 遺伝子を欠失させたΔfbp 株の増殖相補実験を行い、糖新
生条件で Ps-Pfk は PPi-PFK の逆反応により大腸菌の FBPase を相補できることが示唆された。
以上の結果から、Psはいままでに知られている FBPase（Type I, II, III, V）とは異なる機構
で糖新生を行っていること可能性が示唆された。 
 今後上記のような代謝研究の結果を検証するためには微量の菌体量でメタボロームを解析す
る技術の開発が不可欠である。Microfluidic capillary electrophoresis-mass spectrometry 
(CE-MS) は高速且つ極めて正確に、アミノ酸分子内の安定同意体分子内標識を検出することが
出来る。我々は新たなトレーサーを用いた代謝解析手法として ZipChip CE system と High-
resolution Orbitrap Fusion MS を組み合わせることで、タンパク質由来のアミノ酸を対象と
した場合、微生物細胞に換算して僅か 104-5 細胞から十分な質のデータを取得することが可能
であることを示した。本手法の有効性を確認するため、水素資化性メタン菌のモデル菌株として
知られる Methanothermobacter thermautotrophicus 細胞由来の 16 種のアミノ酸を対象に解析
を行い、いずれのアミノ酸も極めて高感度かつ高精度に測定可能であり、13C−CO2で標識した細
胞ではアミノ酸分子内の 13C 標識位置の確定も可能であることを確認した。更に、serine、
aspartate、glutamateの分子内標識を比較検討することにより、Wood-Ljungdahl 経路の他、不
完全型還元的 TCA 回路による炭酸固定が起きていることを明らかにした。また、ゲノム情報と
代謝経路データベースと分子内標識構造を比較検討することで、15 種のアミノ酸について、最
も信頼しうる生合成経路を示すことに成功した。中でも、alanine、proline、threonineの生合
成経路において、それぞれ 1カ所の反応系における代替酵素の存在が明らかになった。本手法は
現在知りうる限り最も簡便且つ高精度にアミノ産生合成経路及び中央代謝経路を同定する手法
であり、理論的には全ての単離微生物株への適用が可能である.微生物以外への適用も含め、今
後の利用拡大が期待される（A01-5 内共同研究）。（メタ）ゲノム配列情報に基づいて興味深いア
ーキア種の代謝ポテンシャルを推定し、生化学的解析によりその検証を行った。また微量代謝解
析技術を開発し、その有効性を実証した。 
（３）ゲノム情報に基づいたアーキアの新規代謝酵素・経路については、主として超好熱性のア
ーキア Thermococcus kodakarensisと好塩性のアーキア Halobacterium salinarumを対象とし
た。 
（i）T. kodakarensisにおいては、研究開始当初に今までに知られていなかったリポ酸の生合
成経路を明らかにした。リポ酸は硫黄を含む脂肪酸であり、glycine cleavage system (GCS)や
2-oxoacid dehydrogenaseの補酵素として機能する。GCSはグリシン由来の炭素をテトラヒドロ
葉酸などの C1 キャリアーを介して他の化合物に供与することにより C1 代謝で機能している。
リポ酸は GCS を構成するタンパク質の一つ H-protein のリポ酸結合ドメイン内のリジン残基と
アミド結合しており、グリシン由来の炭素を受け取って C1キャリアーへ受け渡している。例え
ば GCS から供給される炭素と水分子に由来するヒドロキシメチル基がグリシンに付加されてセ
リンを生成する。このように H-proteinはリポ酸修飾（リポイル化）されて機能を発揮できるよ
うになる。大腸菌における H-protein のリポイル化機構では、まず脂肪酸生合成の代謝中間体
octanoyl-acyl carrier protein (octanoyl-ACP)からオクタノイル基が octanoyl transferase 
(LipB)によって H-protein上に転移され、octanoyl-H-proteinが生成する。次に lipoyl synthase 
(LipA)がオクタノイル基の C6 および C8 位に硫黄を挿入してリポイル化が完了する。また、
lipoate-protein ligase (LplA)が遊離リポ酸を H-protein 上に転移してリポイル化する
salvage経路も存在する。一方、T. kodakarensisを含む多数のアーキアは H-proteinを有する
にもかかわらず LipB および LipA と有意な相同性を示すホモログをゲノム上に持っていなかっ
た。その反面、salvage経路で機能すると考えられる LplAのホモログは存在した。そこで、我々
は T. kodakarensisにおける H-proteinのリポイル化機構の解明を目指した。まず新規 lipoyl 
synthaseの候補として、ゲノム解析で biotin synthaseと名付けられた TK2109・TK2248に着目
した。好熱好酸性アーキア Acidianus hospitalis W1のゲノムにおいてこれらのホモログの近
傍に H-proteinが存在したからである。また、biotin synthaseが触媒する反応は dethiobiotin
の炭素鎖への硫黄の挿入で、lipoyl synthaseが触媒する反応と類似していた。遺伝子破壊実験
と組換え型タンパク質の解析の結果、TK2109/TK2248は既知の lipoyl synthaseである LipAと



は 1次構造が異なる新規な lipoyl synthaseであることが同定でき、LipSと名付けた。さらに
LplAホモログの機能解明を目指した。TK1234と TK1908は各々が既知 lipoate-protein ligase 
(LplA)の N および C 末端側の領域と相同性を示した。これら 2 つの組換え型タンパク質を両方
添加すると、リポ酸もしくはオクタン酸を基質にした際にペプチドへの ligase 活性を示すこと
が明らかになった。また、意外なことに salvage経路のみで機能していると考えられていた LplA
の遺伝子破壊株はセリン要求性を示し、オクタン酸を H-protein 上に結合する octanoate-
protein ligase 活性により H-proteinの de novoリポイル化機構にも寄与することが示唆され
た。（Appl. Environ. Microbiol., 2020, 2022） 
（ii）研究開始当初に我々は coenzyme Aの生合成に関わる新規酵素 pantoate kinase（PoK）や
新型の dephospho-CoA kinase（DPCK）を同定した。ゲノム配列から、両酵素はアーキアに広く
存在し、細菌や真核生物に存在しないアーキア固有の酵素であることがわかった。本研究を通じ
てそれらの立体構造を明らかにした。また DPCK（TK1697タンパク質）については部位特異的変
異の導入による変異型タンパク質の解析も進めた。TK1697 ホモログ間で一次構造上高度に保存
されている 8残基 （Asp48, Asp67, Arg72, Asn90, Glu123, Glu124, Asp125, Tyr143）と、T. 
kodakarensis 由来 DPCK の結晶構造解析からその重要性が示唆された 4 残基 （Tyr31, Glu52, 
Tyr66, His117）を対象にした。Tyr31を Pheに、他の残基はすべて Alaに置換したような変異
型タンパク質 12種を調製し、WTとともにそれぞれを精製した。50℃において比活性を測定した
結果、9種の残基置換により活性の低下が認められた。中でも D48A, D67A, E123A, E124A, D125A
について、比活性の大きな低下が観察され、DPCK 活性に重要であることが示された。Dephospho-
CoAが結合した結晶構造が得られていないため、GTPのγリン酸の位置から dephospho-CoAが入
る結合ポケットが２つ予想された。まず 1 つ目のポケット（①）では、DPCK ホモログ間で広く
保存されている Tyr143が、もう一つのポケット（②）では保存されていない残基 Glu52, Tyr66, 
His117 の３つの残基が相互作用すると予想された。これら２つの結合ポケットの可能性を検討
するために変異型タンパク質 Y143Aと Y66Aについて速度論的解析を行った。Dephospho-CoAを
基質とした速度論的解析では、いずれも Michaelis-Menten式に従う曲線が示唆された。また Km
値から、Y143A の方が活性低下への影響が大きいことが確認された。変異型タンパク質 E52A、
H117Aの比活性が WTと同等であること、また、Glu52, Tyr66, His117がアーキア型 DPCKに広
く保存されていないことなどを考慮すると、現時点では dephospho-CoA がポケット①に結合す
ると考えている。（Proteins, 2020, 2024） 
（iii）代表的な炭酸固定システムである Calvin-Benson-Bassham (CBB)回路の鍵酵素 ribulose-
1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase (Rubisco)は、carboxylase 反応の基質である CO2/H2O
の代わりに O2分子を用いることで、ribulose 1,5-bisphosphateを酸化・開裂させる oxygenase
活性も有する。CBB 回路を利用する独立栄養生物の多くは、Rubiscoの oxygenase 活性によって
生成する 2-phosphoglycolate (2-PG)の蓄積を防ぐ代謝経路を有している。Type III Rubiscoを
有する T. kodakarensisは O2を利用できない絶対嫌気性菌であるが、微好気条件下においても
生育することが知られており、本菌も 2-PGの蓄積を回避する何らかの代謝機構を有していると
考えられる。しかし本菌のように Rubisco を利用するものの CBB 回路を持たない生物における
2-PG 除去機構は、これまでに報告例がなかった。T. kodakarensisにおいて glycineを 3-PGAに
変換する一連の酵素群が同定されている。したがって 2-PGを glycineに変換する機構が存在す
れば、oxygenase 反応によって生じた 2-PG を回収・利用できる代謝経路が本菌においても存在
することになる。本新学術研究では既知の光呼吸経路を参考に、T. kodakarensisにおいて 2-PG 
phosphatase (PGP)、glycolate dehydrogenase (GLDH)、alanine:glyoxylate aminotransferase 
(AGAT)をそれぞれ配列データベースから探索し、各候補タンパク質を生化学的に解析した。PGP
候補の内、TK1734タンパク質は 2-PGに対して選択的な脱リン酸化活性を示した一方、TK2301タ
ンパク質は幅広い基質に対して活性を示したため、TK1734 タンパク質が本菌における PGP であ
ることが示唆された。GLDH候補はいずれも glycolateに対して選択的ではなかったが、kcat/Km値
は TK0683タンパク質(0.486 sec-1 mM-1)が TK0551タンパク質(0.0156 sec-1 mM-1)より 31.2 倍高
く、TK0683タンパク質が本菌における GLDHであることが示唆された。AGAT候補 TK0186タンパ
ク質は幅広いアミノ酸にも活性を示した一方、TK1094 タンパク質は alanine および glutamate
にのみ強い活性を示した。本菌はこれら複数の aminotransferase によって glyoxylate を
glycineに変換できることがわかった。本研究により、本菌は光呼吸経路に類似した一連の酵素
反応によって 2-PGを glycineに変換し得ることが示唆された。また T. kodakarensisを培養し
た培地上清から glycolate が検出されたことから、脱リン酸化後に少なくとも一部は細胞外に
放出されていることがわかった。（PNAS, 2024） 
（iv）真核生物や細菌はペントースリン酸経路でヌクレオシドを代謝するが、多くのアーキアは
本経路を持たない。上記の通り、これまでに超好熱性アーキアの一部は炭酸固定酵素 Rubiscoを
含む新規経路でヌクレオシドを分解することを明らかにしてきた。その経路では Rubisco の基
質は ribose-1,5-bisphosphate isomerase（R15Pi）によって ribose 1,5-bisphosphateの異性
化により生成する。一方、好塩性アーキアの一部はゲノム上に R15Piをコードするホモログ遺伝
子を有するにもかかわらず、Rubisco は持たない。また、その基質である ribose 1,5-
bisphosphate を生成する代謝経路も不明であった。つまり R15Pi は代謝上で孤立しており、新
規なヌクレオシド代謝系を構成している可能性を考えた。そこで我々は、Rubiscoを持たない好
塩性アーキアにおける孤立した R15Pi が構成すると思われるヌクレオシド代謝系の解明を目指



した。対象の好塩性アーキアのゲノム情報を解析し、代謝上で孤立している R15pi 遺伝子とオペ
ロンを形成することが多い遺伝子をヌクレオシド代謝遺伝子候補とした。これらの組換え型タ
ンパク質を解析し、guanosine phosphorylaseと ATP-dependent ribose-1-phosphate kinaseで 
あることを明らかにした。これらの酵素と R15Pi により、guanosine から ribose 1,5-
bisphosphateを経て ribulose 1,5-bisphosphateを生成し得る。さらに比較ゲノム解析により、
孤立 R15Piを有するアーキアに特異的に存在する遺伝子を探索し、ribulose 1,5-bisphosphate
代謝遺伝子候補として haloacid dehalogenase (HAD)-superfamily hydrolase およびfuculose-
1-phosphate aldolaseと推定されていた遺伝子を見出した。これらの組換え型タンパク質を解
析し、各々ribulose-1,5-bisphosphate phosphataseおよび ribulose-1-phosphate aldolaseで
あることを同定した。また glycol aldehyde reductaseも同定でき、以上の結果から、好塩性ア
ーキアにおいて guanosineを ribulose 1,5-bisphosphateを経て dihydroxyacetone phosphate
および ethylene glycol に代謝する新規ヌクレオシド代謝系を同定できた。これにより、基幹
的な生体分子である nucleosideの代謝は各生物間で多様であることが示された。 
（Comm. Biol., 2022） 
（v）アーキアの細胞表層を構成するタンパク質や糖タンパク質の修飾様式などはまだ不明な点
が多い。特にアーキアにおいては asparagine側鎖に結合した翻訳語修飾糖鎖（N-glycan）の存
在は確認されているが、その詳細な分子構造などは解明されていない。そこで T. kodakarensis
の N-glycan の単離および構造決定を進めた。１種について、糖鎖が高度に glycosyl 化された
inositol にリン酸を介して 2 糖が連結した新規な構造を有していた。N-glycan における
inositolの存在は、真核生物・細菌・アーキアを問わず、初めての例である。 
（Angew. Chem. Int. Ed.,2023） 
（vi）T. kodakarensisの ornithine w-aminotransferase 遺伝子 TK2101破壊株は proline要
求性を示すことから、T. kodakarensisは TK2101タンパク質による ornithineのアミノ基転移、
自発的な脱水環化、proline dehydrogenaseによる還元を経て prolineを生合成していることが
示唆されている。しかし、本菌における ornithineの由来は不明であった。Ornithineを供給し
得る既知の代謝経路として、arginine を加水分解して citrulline に変換する arginine 
deiminase (ArcA)、citrulline を ornithine と carbamoyl phosphate へと加リン酸分解する
ornithine transcarbamoylase (ArcB)、carbamoyl phosphate のリン酸を ADP へ転移して
carbamate と ATP を生じる carbamate kinase (ArcC)の 3 酵素からなる arginine deiminase 
(ADI)経路が挙げられる。T. kodakarensis は ArcA ホモログを持たない一方、ArcB ホモログ 
(TK0871)と ArcCホモログ (TK2158)を有している。したがって、ArcAに代替する別の酵素によ
って arginineを citrullineに変換し、ADI経路に類似した代謝によって arginineから proline
を生合成している可能性がある。そこで本研究では ArcA に代わる酵素の探索を行った。ADI 経
路を構成する遺伝子のアーキアにおける分布を検討したところ、arcC を持つ種において、機能
未知とされていた TK2200 遺伝子のホモログが arcA と相補的な分布を示すことがわかった。こ
の TK2200を arcEと名付け、arcAに代替する機能を有する候補遺伝子として解析を進めた。arcE
遺伝子を大腸菌内で発現して得られた組換え型タンパク質は、arginine deiminase 活性を示さ
なかった。ArcEが触媒する反応を推定するために、Alphafoldによる予測構造から Dali server
で類似のタンパク質を検索したところ、P-loop NTPase superfamilyに属するタンパク質と似た
骨格であることが示唆された。様々な基質を検討した結果、本酵素は Mg2+の存在下で arginine、
ADP、リン酸と citrulline、ATP、NH3を可逆的に変換するいままでに知られていない酵素反応を
触媒することがわかった。そこで本酵素を arginine synthetase と名付けた。また Arginine 
synthetaseの生理的役割を明らかにするべく、遺伝学的解析を行った。T. kodakarensisにおい
て ArcE による arginine 分解に依存して proline が生合成されている場合、arcE 破壊株では
proline 要求性が観察されるはずである。この際、ArcE の反応より下流の代謝産物である
citrulline や ornithine を添加すると、生育が回復すると予想される。アミノ酸合成培地で生
育を測定したところ、宿主株 KU216は proline 添加培地において 10時間程度で最大濁度まで到
達し、proline 非添加培地では 30時間程度かけて最大濁度に到達した。また proline 非添加培
地に citrulline/ornithine を加えると、より早く生育するようになったことから、本菌の
proline生合成は citrulline/ornithineを経由していることが示唆された。一方 arcE 破壊株は
proline 添加培地で生育するが、proline 非添加培地で全く生育しなくなった。更に
citrulline/ornithine の添加により、生育の部分的な回復が観察された。この結果により、
proline生合成が arcEによる arginine分解に依存していることがわかった。最後に、本酵素反
応が細胞内においても可逆的に働きうるのか検討した。宿主株、arcE 破壊株ともに arginine要
求性であるが、citrullineを添加すると arcEを持つ宿主株のみ arginine要求性が解除された
ことから、本菌は充分量の citrullineを自ら生合成することはできないものの、ArcEタンパク
質自体は in vivoでも可逆的に機能し得ることが明らかとなった。（PNAS, 2024） 
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