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研究成果の概要（和文）：好熱性水素細菌を材料として、還元的 TCA 回路で機能する炭酸固定

酵素が、炭酸固定反応を行えるようになった要因をほぼ解明した。同菌の還元的 TCA サイク

ルで機能する他の酵素や、炭酸固定と密接な繋がりがある酵素系の解明を通して、還元的 TCA

サイクルの進化生化学的理解を深めた。さらに、同菌の完全ゲノム配列を明らかにした。加え

て、カルビン回路の鍵酵素を三種類有している水素細菌を材料として、二酸化炭素濃度と炭酸

固定酵素発現との関連を生化学的に解明した。 

 
研究成果の概要（英文）：By using a thermophilic hydrogen-oxidizing bacterium, we clarified 

why carboxylation enzymes can catalyze such reactions in a reductive TCA cycle. 

Through biochemical clarification of other related enzymes, we deepened our biochemical 

and evolutional understanding on TCA cycle. Also, we clarified a complete genome 

sequence of the bacterium. In addition, by using a hydrogen-oxidizing bacterium which 

possesses three kinds of RuBisCOs in its genome, we could biochemically clarify the 

relationship between concentration of carbon dioxide and the expression level of RuBisCOs. 
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１．研究開始当初の背景 

 独立栄養的に炭酸固定経路としては四種
類が知られていたが、生化学的にはカルビン
回路だけがきちんと特徴づけられているに
留まっていた。そこで、還元的 TCA サイク
ルの機能性要因を探ることを中心に、非カル
ビン的炭酸固定経路の炭酸固定について生

化学的研究推進の必要性に思い至った。 

 

２．研究の目的 

 本 研 究 で は 、 主 に 好 熱 性 水 素 細 菌
Hydrogenobacter thermophilus の還元的
TCA 回路で機能する炭酸固定酵素について、
それらの酵素が、生物の中心的代謝において
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普遍的に見られる脱炭酸反応の逆反応、即ち
炭酸固定反応を行えるようになった要因を
解明し、その進化の道筋を明らかにすること
を目的とする。さらに、３−ヒドロキシプロ
ピオン酸回路に特徴的なアセチル-CoA カル
ボキシラーゼ、アセチル-CoA 経路に特徴的
な一酸化炭素デヒドロゲナーゼについても、
その分布や作用機作などを追求する。加えて、
カルビン回路の鍵酵素を三種類有している
中温性水素細菌 Hydrogonovibrio marinus
を材料として、二酸化炭素濃度と炭酸固定酵
素発現性との関連を生化学的に解明する。 

 
３．研究の方法 

 手法的にはオーソドックスな生化学的手
法を用いている。主な購入備品には Genetic 
Analyzer がある。 
 
４．研究成果 
好熱性水素細菌 Hydrogenobacter 
thermophilusの還元的 TCA回路ならびに関
連する代謝系について 
（１） ２−オキソグルタル酸とイソクエン
酸間の反応について 
 ２−オキソグルタル酸の炭酸固定を２−オ
キソグルタル酸カルボキシラーゼが、また
それに引き続くオキザロコハク酸のイソク
エン酸への還元をオキザロコハク酸レダク
ターゼが触媒していることを明らかにした。 
（２） ２−オキソグルタル酸：フェレドキ
シン オキシドレダクターゼ (OGOR) につ
いて 
 フェレドキシンの還元系に POR反応（後
述）を用い、また生成した２−オキソグルタ
ル酸を反応系外に出すためと NADHの酸化
により反応を追跡するために、好熱菌由来
のグルタミン酸デヒドロゲナーゼをカップ
リングさせて、炭酸固定反応を測定した。 
H. thermophilusの KORは好気的生育条

件でも嫌気的生育条件でも発現しているこ
と、並びに FORは好気的生育条件にのみ発
現していることを明らかにした。 
（３） ピルビン酸：フェレドキシン オキ
シドレダクターゼ (POR) について 
 フェレドキシン（後述）の還元系に OGOR
反応を用い、また生成したピルビン酸を反
応系外に出すためと NADHの酸化により反
応を追跡するために、好熱菌由来の乳酸デ
ヒドロゲナーゼをカップリングさせて、炭
酸固定反応を測定した。充分な炭酸固定反
応が得られた。 
PORの炭酸固定反応について、EPRを用い

詳細な解析を行った。基質（ピルビン酸、
CoAと炭酸ガス）と還元型フェレドキシン
が存在すると、ヒドロキシエチル TPPのシ
グナルが EPRスペクトル上で観察された。
その他の観察結果ともあわせ、脱炭酸方向

で機能している PORの逆の反応系を辿るこ
とにより炭酸固定反応が触媒されているこ
とが明らかとなった。なお、菌体内の各種
物質を網羅的に解析（メタボローム解析）
することにより、PORが生体内では炭酸固
定方向に機能していることが推察された。 
（４） フマル酸レダクターゼ (FRD) につ
いて 
 FRDを精製し、諸性質を明らかにした。
H. thermophilusの FRDは NADH を還元力と
して用いる可溶性の酵素であることを明ら
かにした。さらに、FRDが NADを電子受容
体とした逆反応の活性を示さなかったこと
から、還元的 TCAサイクルが酸化的には機
能しないことが分かった。 
（５） グルタミンシンテターゼ (GS) につ
いて 

GSを精製し、諸性質を明らかにした。 
（６） グルタミンシンターゼ (GOGAT) に
ついて 
 H. thermophilusから GOGATを精製し、
諸性質を明らかにした。なお、特筆すべき
は、本菌の GOGATは非光合成生物として始
めてのフェレドキシン依存型酵素、という
点である。 
（７） Ferredoxin:NAD oxidoreductaseに
ついて 
 H. thermophilus のドラフトゲノム中に
上記酵素をコードする遺伝子が見出された。
そこで、遺伝子クローニングの後、大腸菌
での発現系を構築し、さらに、組換えタン
パク質の精製系も確立した。なお、得られ
た酵素は還元型フェレドキシン依存の
NADPH 生成活性を触媒していることが示唆
された。 
（８） フェレドキシンについて 
 H. thermophilus の代謝においてはフェ
レドキシンが電子伝達体として中心的な役
割を担っている。そこで、フェレドキシン
を軸とした網羅的研究が必要となってきた。
そこでまず、ドラフトゲノム中に見出され
た６種類のフェレドキシン遺伝子について、
大腸菌での発現系を確立した。また、フェ
レドキシンを担体とするアフィニティクロ
マトを調製し、フェレドキシンと相互作用
するタンパク質を追跡した。その結果、バ
クテリアの酸素耐性に関わるタンパク質
（ルブレリスリン）や一酸化炭素デヒドロ
ゲナーゼ、アルコールデヒドロゲナーゼな
どのタンパク質が検出された。 
（９）ルブレリスリンについて 
 上記の探索で検出されたルブレリスリン
について、大腸菌での発現によりタンパク
質標品を得た。得られた標品を用いて、生
化学的実験を行い、ルブレリスリンが
NADPH を還元力としたぺルオキシダーゼ活
性を示すことを明らかにした。 



 

 

（１０）その他の代謝系について 
 窒素同化に関わる酵素系、核酸生合成に
も関わり、言うなれば中核的代謝にかかわ
っているグリシン生合成系についても研究
の手を延ばしている。 
中温性水素細菌 Hydrogenovibrio marinus
の二酸化炭素応答について  
 ３種類の RubisCOの発現をそれぞれ調節
する、３種類の調節遺伝子 cbbR1、cbbR2、
cbbRm の存在を明らかにした。３種類の
RubisCO 遺伝子はそれぞれの調節遺伝子産
物により正に制御されていることを明らか
にした。さらに、各 RubisCO 遺伝子がどの
ような二酸化炭素濃度で発現するかという
プロファイルも得られた。 
好熱性硫黄細菌Acidianus brierleyiの３−
ヒドロキシプロピオン酸サイクルについて 

 好熱性硫黄細菌 A. brierleyi から３−
ヒドロキシプロピオン酸サイクルの鍵酵素
であるアセチル-CoAカルボキシラーゼを
精製し結晶化を試みている。今までのとこ
ろ結晶は得られていない。 
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