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研究成果の概要：ルビスコの反応触媒の分子機構およびルビスコ生合成の制御機構の解明を行

ってきた。ルビスコ反応触媒の分子機構の解明を目指し、すでに枯草菌に発見しているルビス

コ活性を持たないルビスコ祖先蛋白質とルビスコの反応中心残基の触媒反応への関わり方を明

らかにした。我々が発見したもっとも高い Srel値を持つ紅藻 Galdieria ルビスコと植物ルビス

コの蛋白質構造比較から、オキシゲナーゼ反応抑制残基と想定している残基をラン藻ルビスコ

へ導入し、その機能を明らかにした。ルビスコ生合成の制御機構に関しては、ルビスコを正常

に合成できない変異株を多数スクリーニングし、分子遺伝学手法によってそれらの変異原因遺

伝子を特定し、その機能解析からルビスコ生合成の制御機構を明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 光合成炭素固定酵素ルビスコは、カルビン
サイクルにおいてリブロースビスリン酸に
CO2を固定するカルボキシラーゼ反応を触媒
する、ラージサブユニット 8 個とスモールサ
ブユニット 8個から構成される光合成の鍵酵
素である。しかしながら、CO2 と O2 の間で
の誤認識に起因して触媒してしまう O2 固定
反応（オキシゲナーゼ反応）が原因となる低
CO2識別能力や極端に低いカルボキシラーゼ
反応速度といった劣悪な性質から、植物光合

成を律速している。これらのことから、植物
光合成 CO2 固定効率の向上のためのターゲ
ットとしてルビスコの機能改良が行われて
きたが、成功した例は報告されていなかった。
これは、ルビスコの CO2 識別残基や CO2 固
定能獲得に至った分子進化過程が明らかで
ないために、機能改良が無作為な変異導入に
よって行われてきたことが原因であった。本
研究者は、研究開始前にルビスコが CO2固定
能を獲得する前のメチオニン回収経路でエ
ノラーゼとして機能するルビスコ祖先タン
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パク質を、枯草菌などの細菌に発見していた。
祖先タンパク質は、触媒部位が存在するルビ
スコラージサブユニットと相同性を示し、活
性中心を構成するルビスコ触媒必須残基の
一部を保存している。また、ルビスコの進化
上で最も高い CO2 識別能を示す紅藻ルビス
コに注目していた。これらのタンパク質は、
ルビスコの劣悪な性質の分子機構を明らか
にし、分子進化に基づいて機能改良を行うた
めの好材料であると考えられた。 
 また、植物光合成効率向上のために、既に
地球上に現存する紅藻などが有する高い
CO2識別能を示す外来性ルビスコの植物葉緑
体での機能発現も試みられてきたが、成功し
なかった。これは、植物葉緑体のタンパク質
合成と機能発現の機構が全く不明であるこ
とが原因であると考えた。このため、植物葉
緑体における葉緑体タンパク質生合成に関
わる諸因子の探索が重要であると考えた。 
 
２．研究の目的 
(1)ルビスコの劣悪な性質の分子機構の解明
研究では、なぜルビスコが O2 反応性を示す
のか、その原因は、祖先タンパク質からルビ
スコへの分子進化過程に隠されていると予
想した。このような経緯から、ルビスコがな
ぜ劣悪な酵素特性を獲得するに至ったかを、
祖先タンパク質とルビスコの構造活性相関
比較研究と祖先タンパク質からルビスコへ
の試験管内進化研究を行い、分子進化過程を
解析することで明らかすることを目的とし
た。 
(2) 葉緑体遺伝子機能の発現機構研究におい
ては、葉緑体のタンパク質合成に欠陥を持つ
シロイヌナズナ変異株をスクリーニングし、
その原因遺伝子の機能を明らかにすること
によって、葉緑体タンパク質合成の機構を解
明しようとした。 
 
３．研究の方法 
 本研究における研究方法は、分子遺伝学お
よび分子生物学と生化学を融合させた我々
独自の手法を用いている。具体的な手法につ
いてはそれぞれの結果の説明に際して記載
した。 
  
４．研究の結果 
(1)ルビスコの劣悪な性質の分子機構の解明
研究 
 RuBisCO 祖先タンパク質は枯草菌におい
ては2,3-ジケト5-メチルチオペンチル1-リン
酸エノラーゼ（以下エノラーゼと略記）反応
を触媒する。この酵素はアミノ酸配列におい
て、RuBisCO と約 20%の相同性を示す。活
性に必須で RuBisCO 内で極めて保存性の高
い 19 残基の内、枯草菌のエノラーゼは 11 残
基を共通に保持していた。触媒反応は

RuBisCO の触媒反応の第一ステップ（エン
ジオール化）と基質構造や反応の面で非常に
良く似ており、紅色光合成細菌がもつ
RuBisCO がエノラーゼの活性を有していた
ことから両酵素の機能が部分的に重複して
いると考えられていた。本エノラーゼは活性
に Mg2+を必要とし、CO2 共存下で活性が増
加する性質が RuBisCO と共通していること
を明らかにした。エノラーゼにおける触媒残
基を明らかにするために、RuBisCO のエン
ジオール化における必須触媒残基に相当す
るアミノ酸残基に対して置換変異を施した
ところ、変異エノラーゼはすべて活性を失っ
た（表 1）。また、RuBisCO の基質、反応中
間体、生成物がいずれもエノラーゼの活性を
競合的に阻害した結果から、エノラーゼは
RuBisCO と似た結合特異性を持つ活性中心
を有し、エノール化の反応においては
RuBisCO が行うエンジオール化と同様の触
媒残基を用いていることが示唆された。配列

から予想された以上に、構造や機能面におい
て RuBisCO と非常に高い相同性を有してい
ることから、RuBisCO とエノラーゼは分子
進化上非常に深い関係にあると考えられた。 
 また、枯草菌エノラーゼ反応は、RuBisCO
の反応遷移構造類似化合物である 2-カルボ

TABLE 2.  DK-MTP-1-P enolase activities of mutant RLPs 
Mutation Relative activity (%)a

Wild type 100
K123A <0.01
K123N <0.01
K123I <0.01
K123E <0.01
K175A <0.01
K175I <0.01
K175E <0.01
K201A <0.01
K201I <0.01
K201E <0.01
D203E 7.0
D203N <0.01
E204D 84.0
E204Q <0.01
a The activity with wild type normalized to 100%, which corresponded to 
101.3 mmol min-1 mg protein-1

表１．RuBisCOと枯草菌エノラーゼ双方で活性中心

に存在する残基への変異導入の影響

図１ RuBsiCOの反応遷移状態構造類似
化合物による枯草菌エノラーゼ反応の
拮抗阻害



 

 

キシアラビニトールビスリン酸（CABP）に
よって拮抗阻害されることを見出した（図 1）。
この発見は、枯草菌エノラーゼがすでに
RuBisCO の反応中心と同じアーキテクチャ
ーを構成していることを示しており、両タン
パク質が機能的に極めて近いタンパク質で
あることを示している。 
 このエノラーゼ反応は、100 mol/mg/min
と非常に速い反応であった。RuBisCO では
実測はされていないが、類似反応なので恐ら
くこの程度の高速で進んでいると思われる。
RuBisCO の反応の場合、その後の CO2 固定
反応から 3-ホスホグリセリン酸の生成過程
が律速になっていると思われる。 
 これまでの我々も含めた多くの研究室で
の RuBisCO 研究から、この酵素の turnover
速度は植物酵素の 3/sec から藍藻や細菌の
15/sec まで、大きく変動する。この差を引き
起こしている構造上の原因を解明すること
が今後重要になってくると思われる。 
 
(2)葉緑体遺伝子機能の発現機構 
 本研究では、遺伝学的なアプローチから
RuBisCO の高蓄積に関わる新規遺伝子群を

単離することを目的に、RuBisCO 蓄積量が
低下したシロイヌナズナ変異体 (gene 
necessary for the achievement of RuBisCO 
accumulation, nara)のポジティブ選抜法を
確立した。 近年の RuBisCO 蓄積に関わる因
子の同定は、生化学や逆遺伝学的手法による
寄与が大きいが、この選抜法では、逆遺伝学
的 な 視 点 か ら で は 予 測 が 困 難 で あ る
RuBisCO 高蓄積を促す因子の変異体を単離
でき、生体を用いてその因子の役割を調査す

る事ができる。実際、この系を用いて、
RuBisCO 蓄積量が 10～30%と著しく低下し
た 2 つの変異体(nara4, nara5)を単離し（図
2）、マップベースクローニングにより、 
RuBisCO 高蓄積に大きく貢献する未知機能
遺伝子, NARA4 と NARA5 をそれぞれ同定
した。 NARA4 は、緑葉の葉緑体膜画分に局
在し、本葉における葉緑体遺伝子発現の要で
ある 2 因子の 1 つ plastid encoded plastid 
RNA polymerase により転写される光合成遺
伝子の発現を正に制御する因子であり、かつ
葉緑体ゲノムの複製を負に制御する新規な
因子であることが示唆された。 これまでは
NARA5 を中心に研究を行った。 
 NARA5 は、シロイヌナズナの光独立栄
養成長に必須な遺伝子であり、暗所芽生え
の緑化過程にその発現量を増大させ、葉緑
体のRuBisCO large subunitをコードする
rbcL 遺伝子の発現を促進した。  NARA5
は、Adenosine kinase や Ribokinase とい
っ た pfkB-type carbohydrate kinases 
(pfkB-CK)に重要な金属結合とリン酸基転
移に関わるアミノ酸配列を保持していたが、
既知の pfkB-CK 活性は有していなかった。 
そこでさらに葉緑体遺伝子に対する
NARA5 の特異性を理解するために、nara5
とその遺伝子破壊株における様々な葉緑体
遺伝子の発現量を、暗所芽生えの緑化過程
でリアルタイム PCR解析により追跡した。 
これより緑化過程で NARA5 が、葉緑体ゲ
ノムにコードされる psbD や petB などの
光合成遺伝子群の高発現に必要であり、中
でも rbcL 遺伝子の発現量の増大に最も大
きく寄与していることを明らかにした。 第
二に、pfkB-CK における NARA5 の機能的
位 置 付 け を 決 定 す る た め に 、 精 製

NARA5(大腸菌由来)を用いた pfkB-CK 活
性測定、及び pfkB-CK とそのホモログを
用いた分子系統解析等を行った（図 3）。 そ
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図2．分離されたRuBisCO合成

に変異を持つ各種変異株の
RuBisCO総活性量（タンパク
量に相当）と活性化率

図3．NARA5とpfkB-type carbohydrate 
kinase familyタンパク質の系統樹



 

 

の結果、NARA5 は、既知の Adenosine 
kinase , Ribokinase, Guanosine/Inosine 
kinase, Fructokinase などの pfkB-CK 活
性を有しておらず、また分子系統樹では光
合 成 生 物 の ホ モ ロ グ と 共 に 既 知 の
pfkB-CK とは異なるクレードを形成して
いた。これは NARA5 が生物普遍的な
pfkB-CK とは異なり、光合成生物特有の因
子として rbcL を含めた葉緑体光合成遺伝
子発現に関わる機能を獲得していることを
示唆している。 最後に、NARA5-GFP 融
合タンパク質を発現したnara5相補系統を
用いた GFP 蛍光観察により、NARA5 が葉
緑体に局在することを証明した（図 4）。 
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図4．NARA‐sGFP融合タンパク質の細胞内局在性
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