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研究成果の概要（和文）：シネコシスティスのクエン酸回路において、pHによって方向性が変わることが示唆さ
れ、通常の生物とは異なる代謝経路が存在することが分かった。リンゴ酸デヒドロゲナーゼの活性が弱いことか
ら、クエン酸回路は通常通りに働かない可能性が示唆された。マリックエンザイムがリンゴ酸代謝に関与し、活
性が高いことが明らかになり、マリックエンザイム遺伝子の欠損によってリンゴ酸の蓄積が増加することが確認
された。また、シアニディオシゾンメローラにおいても、酵素特性が明らかにされ、シアノバクテリアとは異な
る高い酵素活性が示された。このように、微細藻類の一次代謝でも、異なる特性や独自の経路が存在することが
明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In vitro metabolic reconstruction studies have suggested that the citric 
acid cycle in cyanobacteria undergoes directional changes primarily influenced by pH (Ito et al., 
2021, Plant J). This discovery implies that the citric acid cycle in cyanobacteria operates 
differently from typical organisms. Biochemical analyses revealed that the oxidation reaction 
activity of malate dehydrogenase is extremely weak. Further investigation of enzymes involved in 
malate metabolism showed that malic enzyme, which converts malate to pyruvate, exhibits 
significantly higher activity than malate dehydrogenase (Katayama et al., 2022, mBio). These results
 clearly indicate that the citric acid cycle in cyanobacteria is a specialized pathway (Katayama et 
al., 2022, mBio).
These findings highlight the unique characteristics and individuality of organisms, even in their 
typical primary metabolism within microalgae.

研究分野： 生化学

キーワード： クエン酸回路　シアノバクテリア

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
シネコシスティスのクエン酸回路を中心に、複数の酵素を用いたin vitroの代謝再構成の実験が有効であること
を示した。また、リンゴ酸デヒドロゲナーゼの生化学解析結果をもとに、シネコシスティスのクエン酸回路の特
殊性を明らかにして、新しい代謝経路を発見した。この経路は、シネコシスティスのみならず、シアノバクテリ
ア一般の経路であることも生化学的に示しており、代謝における高い保存性のある成果を得ることができた。ま
た、真核微細藻類であるシアニディオシゾンメローラなどの酵素特性と比較すると、同じ微細藻類でも性質が異
なることがわかった。このように、光合成生物の炭素代謝において、新しい視点を得ることができた。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
本研究では、細胞内の代謝に非酵素的な反応が存在することを明らかにすることを目的とした。
従来、細胞内の代謝は酵素によってのみ進行するものと考えられていたが、我々の研究によって
それには異なる側面が存在することが示唆されていた。具体的には、光合成を行うシアノバクテ
リアの中心代謝においては、多くの酵素が同定され、酵素反応を基盤とする代謝地図が構築され
てきた。しかし、我々は代謝工学の研究を進める過程で、酵素反応だけでは説明できない現象が
観察されてきた。例えば、酢酸などの比較的単純な炭素化合物でも、酵素を破壊してもなお大量
に生成されることが明らかになっていた。これらのことから従来では考えられない代謝反応経
路が考えられた。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
このような背景を踏まえ、我々は細胞内で非酵素的な反応が起こっている可能性に着目し、本研
究でその存在を検証することとしました。具体的には、シアノバクテリアのピルビン酸代謝とク
エン酸回路という中心的な代謝経路において、非酵素的な反応が存在すると仮定し、その証拠を
見つけ出すことを目指した。これを出発点としてシアノバクテリアの新しい代謝反応経路を見
出すことを目指した。シアノバクテリアは、二酸化炭素を固定し、また、遺伝子改変なども容易
であることから、基礎と応用の両面で多く研究されている。我々は、シアノバクテリアの遺伝子
改変や酵素の生化学解析を行っており、その中で、従属栄養生物とは異なる炭素代謝酵素を有し
ていることが明らかになってきた。 
 
数年以上にわたる酵素生化学解析から、酵素の特性が異なることから、代謝経路についても独自
性を有するのではないかという着想を得て、本申請に至った。そこで、本研究では、シアノバク
テリアをはじめとする微細藻類の炭素代謝において、新しい代謝経路を発見することを目的と
して研究をおこなった。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、主にシアノバクテリアの中で最も使われているシネコシスティス（Synechocystis 
sp. PCC 6803）を主材料にした。シネコシスティスの酵素であるホスホエノールピルビン酸カ
ルボキシラーゼやマリックエンザイム、リンゴ酸デヒドロゲナーゼ、クエン酸シンターゼなどの
生化学解析を行なった。酵素については、大腸菌で組換えタンパク質としては発現して精製し、
in vitro での活性測定をおこなった。さらに、酵素を複数組み合わせる in vitro での代謝の再構
成実験を本研究の特徴として研究を進めた。 
 
また、適宜、遺伝子改変株を作製し、in vivo での代謝反応についても考察した。また、シアノ
バクテリアに加えて、真核微細藻類であるシアニディオシゾンメローラなどの酵素の生化学解
析なども行い、比較を行なった。In vivo での解析では、高速液体クロマトグラフィーやガスク
ロマトグラフィーなどを中心としたメタボローム解析を取り入れた。また、光学顕微鏡や電子顕
微鏡による細胞観察も適宜おこなった。 
 
 
 
４．研究成果 
 
In vitro の代謝再構成では、シネコシスティスのクエン酸回路が、主に pH によって方向性が
変わることが示唆された（Ito et al. 2021 Plant J）。これを端緒として、シネコシスティスのク
エン酸回路では、代謝経路が通常の生物とは異なることが示唆された。生化学解析を行ったとこ
ろ、リンゴ酸デヒドロゲナーゼの酸化反応の活性が極めて弱いことから、シネコシスティスのク
エン酸回路は通常通りに回らないことが示唆された。このため、リンゴ酸の代謝を行う酵素を調
べたところ、リンゴ酸からピルビン酸を作る酵素であるマリックエンザイムが、リンゴ酸デヒド
ロゲナーゼよりもはるかに活性が高いことがわかった（Katayama et al. 2022 mBio）。これを
裏付けるように、マリックエンザイム遺伝子を欠損させると、シネコシスティス細胞内にリンゴ
酸を蓄積するのに対し、リンゴ酸デヒドロゲナーゼ遺伝子を欠損させてもリンゴ酸は蓄積しな



かった。このことから、シネコシスティスのクエン酸回路は、マリックエンザイムが働く特殊な
クエン酸回路であることを明らかにした（Katayama et al. 2022 mBio）。 
 
このほかにも、シアニディオシゾンメローラの酵素特性を明らかにし、シアノバクテリアとは真
逆で、極めて酵素活性が高いことを明らかにした（Nishii et al. 2023 Plant Mol Biol）。このよ
うに、同じ微細藻類の典型的な一次代謝であっても、イメージとは全く異なり、生物によって独
自性を有することが明らかになった。 
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