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研究成果の概要： 
本研究は超好熱始原菌の一種 Thermococcus kodakaraensis を対象に新規代謝酵素や経路の同

定を目的としたものである。アプローチとしてはゲノム情報に基づいて推定される代謝機能と

実際の形質（細胞の増殖特性）の矛盾に着目して新規酵素・代謝系を探索する方法をとった。

特にペントース代謝、アミノ酸合成経路や補酵素の合成経路を中心に進めた結果、糖代謝・ア

ミノ酸代謝・脂質代謝で中心的な役割を果たす補酵素A（coenzyme A, CoA）の新しい合成ルー
トを発見することができた。 
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１．研究開始当初の背景 
 我 々 は 超 好 熱 始 原 菌 Thermococcus 
kodakaraensis KOD1株の全ゲノム塩基配列を
決定しており、本菌ゲノムが 2,088,737 bpか
らなり、2,306 個の遺伝子を持つことが推定
されていた。それらのうち、約半数の 1,165
個の遺伝子に関しては一次構造から機能推
定が可能であったが、残りの約半数は機能未
知であった。このゲノム情報により、KOD1

株内に存在する様々な代謝系・生合成系の
有無が推定できる。たとえば中央炭素代謝
に関しては Archaea 型解糖系の酵素遺伝子
が全てゲノム上に存在していたものの、
pentose phosphate pathway、TCA回路の主要
酵素遺伝子や糖新生の鍵酵素である
fructose 1,6-bisphosphatase（FBPase）遺伝子
が欠落していることが判明した。またアミ
ノ酸代謝に関しては proline、phenylalanine、
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arginine、isoleucine、valine、cysteine、補酵
素としては補酵素 Aや NAD、FAD の生合
成経路の主要酵素遺伝子がゲノム上に存在
しないことも明らかとなった。にもかかわ
らず、KOD1株は実際 hexoseや pentoseに
対する要求性を示さず、アミノ酸に関して
も proline、phenylalanine、cysteine等は合成
可能であることが培養実験によってはっき
り示されていた。このようにゲノム情報か
ら推定される細胞の機能と細胞の実際の形
質が明らかに異なる場合は、これらの合成を
担う酵素や代謝系は構造的に新しいもので
あるか、あるいは別経路を介した機能的に異
なるものであるはずと考えられた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では上記のようなゲノム情報から
推定される酵素・代謝経路の有無と T. 
kodakaraensis KOD1株の実際の形質・代謝特
性との違いに着目して、機能未知遺伝子の機
能解明、新規代謝経路・新規生合成経路の同
定を目的とする 
 
３．研究の方法 
 各代謝経路を構成する酵素の遺伝子の有
無はアノテーションおよび BLAST 検索によ
り判断した。BLAST検索の場合は細菌である
Escherichia coli, Bacillus subtilisおよび真核生
物である Saccharomyces cerevisiaeや humanの
対応する配列を用いた。比較ゲノム的解析は
Xanagenome softwareおよびarCOG databaseを
用いた。 
 
４．研究成果 
（１）新規補酵素 A合成経路の解明 
 始原菌における補酵素の生合成経路のう
ち、最も重要な補酵素の一つである coenzyme 
A（CoA）の生合成経路に着目した。CoA は
全ての生物に存在する補酵素であり、トリカ
ルボン酸回路や脂肪酸の生合成を始めとす
る様々な代謝系に関与している。CoAの生合
成経路は、真核生物・細菌においては共通で
あり、2-oxoisovalerateを出発物質とする 8種
の酵素反応からなる（KPHMT, ketopantoate 
hydroxymethyltransferase; KPR, ketopantoate 
reductase; PS, pantothenate synthetase; PanK, 
pantothenate kinase; PPCS; 
4'-phosphopantothenoylcysteine synthetase; 
PPCDC, 4'-phosphopantothenoylcysteine 
decarboxylase; PPAT, 4'-phosphopantetheine 
adenylyltransferase; DPCK, dephospho-CoA 
kinase）（図１）。始原菌のゲノム情報を元に
各反応に対応する遺伝子を探索すると、ほぼ
すべての始原菌ゲノムにおいて、既存の
pantothenate synthetase（PS）および pantothenate 
kinase（PanK）遺伝子と相同性を有する遺伝
子が存在しないことがわかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
そこでまず T. kodakaraensisにおける CoA生
合成能力の有無を検討した。CoAやその前駆
体を含まない合成培地を用いて野生株であ
る KOD1株を 85℃で 24時間培養し増殖を観
察した。同一組成の培地を用いて複数回継代
培養を繰り返しても良好な生育を示したの
で、T. kodakaraensisは CoA生合成能力を有し
ていることが確認された。 
 次にT. kodakaraensis KOD1株の無細胞抽出
液中の PanK 活性を pyruvate kinase/lactate 
dehydrogenase（PK/LDH）法により検討した
が、明確な活性は検出されなかった。そこで
比較ゲノム的手法により PanK 遺伝子を推定
することにした。始原菌に広く分布しかつ始
原菌に特有の機能未知 kinase遺伝子を検索し
たところ、 4 遺伝子（ TK0939, TK1473, 
TK2141, TK2242）を得ることができた。これ
ら 4つの候補遺伝子を大腸菌内で発現したと
ころ、TK1473と TK2242は可溶性タンパク質
として得られたが TK0939 と TK2141 は大腸
菌内では正しく folding せず不溶化した。
TK1473 と TK2242 に関して PANK 活性を検

 
図１．細菌および真核生物の CoA 合成

経路 



討したが、いずれも活性を示さなかった。
TK0939と TK2141に関しては、我々が開発し
た遺伝子発現系を利用して T. kodakaraensis
内での大量発現を試みた。Promoterとしては
T. kodakaraensisにおいて強い promoterである
csg promoterを用い、TK0939に関しては本来
の遺伝子座における promoter 置換を行い、
TK2141に関してはゲノム上の chitinase遺伝
子座に発現カセットを挿入した。この結果、
TK0939 と TK2141 は可溶性タンパク質とし
て得られ、生化学的解析が可能となった。
42℃での PK/LDH 法を用いた検討により
TK2141 は弱いながらも PANK 活性を示すこ
とが明らかとなったが、意外なことに高い
pantoate kinase（PoK）活性が観察された。速
度論的解析により、TK2141 タンパク質は
pantothenateと pantoateに対して同等なKm値
を示したが、Vmax は pantoate に対して約 7
倍高い値となった（図２）。従来の PANK と
異なり、T. kodakaraensisの PoKは ATPのみ
ならず GTP や CTP をリン酸供与体として認
識した。また CoAや CoA誘導体によるフィ
ードバック阻害を受けないことがわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

PoKの同定により、始原菌には細菌・真核生
物における pantoate →  pantothenate → 
4’-phosphopantothenate という既存の PS, 
PANK による反応経路ではなく、pantoate → 
4-phosphopantoate →  4’-phosphopantothenate
という２つの新酵素PoK, phosphopantothenate 
synthetase（PPS）による反応経路が存在する
のではないかと考えた（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そこでPoKに続く反応を触媒するPPS候補
遺伝子を探索した。始原菌における PoK 遺
伝子の分布とほぼ等しい分布を持つ遺伝子
を検索したところ、始原菌に特有の機能未知
遺伝子（TK1686）を同定することができた。
TK1686遺伝子を大腸菌内で発現し、HPLCを
用いて PPS活性および PS活性を検討した結
果、TK1686は PS活性を示さず PPS活性のみ
を示した。T. kodakaraensisの PPSは ATPの
みを利用し、従来のPS同様AMPを生成した。
したがって、始原菌においては細菌・真核生
物における PS/PanK経路の代わりに PoK/PPS
経路が機能することが示唆された。 

in vitro における結果を検証するために、
我々は T. kodakaraensis の TK2141、TK1686
遺伝子をそれぞれ破壊し、破壊株の増殖特性
を 評 価 し た 。 宿 主 細 胞 と し て は T. 
kodakaraensis KUW1を用い、pyrF遺伝子をマ
ーカーとした pop-in/pop-out 法を利用した。
破壊株の選択培地には CoA を添加して操作
を進めた。その結果、TK2141、TK1686それ
ぞれの遺伝子破壊株を作製することができ
た。 
それぞれの破壊株について、ASW-YT培地
で培養し、CoAの有無による増殖への影響を
調べた。その結果、CoA存在下では両破壊株
は宿主細胞 KUW1 株と同等な生育を示した
が、CoAを添加していない培地では増殖でき
なかった（図４）。このことから TK2141、
TK1686遺伝子はともに T. kodakaraensisにお

 
図２．TK2141（PoK）の速度論的解析。 
(A)Pantoate、(B)Pantothenate、(C)ATPに対
す る 解 析 結 果 を 示 す 。 い ず れ も

Michaelis-Menten型の挙動を示した。 

 
 
図３．細菌・真核生物（左）および始原
菌（右）における 4’-phosphopantothenate
合成経路。 



ける CoA 合成に必須であることが遺伝学的
に証明された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上、比較ゲノム的手法と生化学的・遺伝

学的検証により、 T. kodakaraensis では
PS/PanK の経路は存在せず、pantoate kinase
（PoK）および phosphopantothenate synthetase
（PPS）という全く新規な２種の酵素活性に
より pantoateから 4’-phosphopantothenateまで
の変換が行われていることが判明した。これ

らの遺伝子ホモログはほぼ全ての始原菌ゲ

ノム上に存在することから、本研究を通じて

新しい始原菌特異的 CoA 合成経路が解明で
きたと言える。 

 
（２）５種の acyl-CoA synthetase遺伝子の機
能解明 

T. kodakaraensis ゲノム上には５種の
acyl-CoA synthetase 候補遺伝子（TK0139、
TK0665、TK0944、TK1880、TK2127）が存在
する。これらは機能が重複する可能性もあっ
たが、我々はそれぞれの遺伝子が異なった基
質特異性を示すと考え、これらの機能解析を
進めた。ここでは TK0944 および TK2127 の
結果について報告する。 
超好熱始原菌の一部においては acyl-CoA 

synthetase はアミノ酸の酸化的異化代謝に関
与する。アミノ酸はまず酸化的脱炭酸を伴っ

た CoA付加、続いて生成した acyl-CoAの加
水分解に伴った ATP 合成により有機酸へと
変換される。Acyl-CoA synthetaseは一般にヘ
テロ４量体（α2β2）酵素であり、上記５種
の遺伝子はαsubunit 遺伝子に対応する。
TK0944 および TK2127 をそれぞれβsubunit
に対応する TK0943 と共発現し、組換え型酵
素を精製した。18種のアミノ酸に対応する有
機酸を基質として TK0944 および TK2127 の
基質特異性を検討した結果、TK0944 の基質
特異性は広く、TK2127 は imidazole-4-acetic 
acidに特異的であり、後者が histidineの分解
に関与することが明らかとなった。同様な手
法で５種の acyl-CoA synthetase遺伝子を解析
した結果、T. kodakaraensisの新しいアミノ酸
代謝経路が同定でき、20種のアミノ酸の中で
Ala, Val, Leu, Ile, Met, Phe, Tyr, Trp, Glu/Gln, 
Cys, Hisを酸化的に分解できることが判明し
た。 
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図４．宿主細胞（○）、TK2141破壊株（□）、
TK1686破壊株（△）の増殖特性。CoA添
加（上グラフ）および非添加（下グラフ）
の結果を示す。 
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