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研究成果の概要（和文）：　好酸超好熱性古細菌の中央代謝経路に見られるいくつかの特異な酵素の構造機能相関を解
明した。グリセルアルデヒド-3-リン酸脱水素酵素のうち通常生物にも見られるリン酸化型GAPDHと本菌特有の非リン酸
化型GAPNとについて基本的性質を明らかにし、さらに、GAPNの１アミノ酸の変異によってアロステリズムがＫ型からＶ
型に変換されることを明らかにした。
　また、解糖系酵素グリセルアルデヒド酸化還元酵素には三種類のアイソザイムがあり、特異なサブユニット構築法に
よって形成されていることを示し、2-オキソ酸：フェレドキシン酸化還元酵素の立体構造解明等により特異な反応機構
を明らかにした。また酵素FNRを同定した。

研究成果の概要（英文）： Structure-function relationships of several enzymes related to central 
metabolism of acidophilic and hyperthermophilic archaeon were investigated. Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenases including traditional phosphorylating type GAPDH and non-phosphrylating enzyme GAPN were 
characterized. Single amino acid substitution of GAPN resulted in conversion of the allosterism type from 
K into V.
 Three isozymes of glyceraldehyde oxidoreductase related to glycolysis were isolated. They showed novel 
subunit compositions and the crystal structure suggested characteristic molecular construction pathway.
 2-Oxoacid:ferredoxin oxidoreductase from the organism has only one iron-sulfur clusted ligated by 4 Cys. 
Substitution of Cys and X-ray crystallography suggested a novel reaction mechanism. Ferredoxin NADP(+) 
reductase was identified by analyzing ST2133.

研究分野： 酵素学
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1.  研究開始当初の背景 
 

 超好熱菌の特長の一つに、真正細菌や真核生

物とは異なる特異で原始的な代謝系を有するこ

とがあげられる。この特異な代謝系の全貌は、

多くの先行研究があるにもかかわらず、まだま

だ未知の点が多い。我々はこれまでに、超好熱

菌の解糖系／糖新生系・クエン酸回路のような

中央代謝に注目して、特徴的な酵素の構造・機

能相関を解明してきた。とくに、二機能性フル

クトースビスリン酸アルドラーゼ／ホスファタ

ーゼの触媒機構の解明は、酵素の活性中心の変

換の例として注目される。さらに、超好熱菌の

変形エントナ・ドウドロフ解糖経路で働く、特

長的な酵素でありながら、従来十分な研究が行

われなかったものなどを調べることで、特異な

酵素であるがゆえの新たな酵素学的・蛋白科学

的な知見を得ることができると考えられる。 
 
2.  研究の目的 

 
 上記の背景を踏まえて、解糖系等で働くグリ

セルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ

（GAPDH）、グリセルアルデヒド酸化還元酵素

（GAOR）、クエン酸回路の入口や内部で働く２

−オキソ酸 :フェレドキシン酸化還元酵素

（OFOR）を主要な対象として、構造・機能相

関の解明を目指した。いずれも超好熱菌の糖代

謝・エネルギー代謝にかかわる酸化還元酵素で

あるが、他方、超好熱菌では電子伝達体として

NAD+よりもフェレドキシンを用いる例があり、

これに関連して、従来未知のフェレドキシン：

NADP+還元酵素（FNR）に注目し、その同定

と蛋白質の構造機能相関の解明を目指す。 

図 1. S. tokodaii の変形エントナ・ドウドロフ解糖

経路 
 

 
3.  研究の方法 

 
 材料として好酸好熱性古細菌スルホロバ

ス・トコダイ Sulfolobus tokodaii を用いた。

この菌では解糖系は非リン酸化型の ED 経路

であり、グルコースはリン酸化されることな

くグリセルアルデヒド（GA）に変換され、

GA はそのまま酸化される経路と、リン酸化

されてグリセルアルデヒド-3-リン酸（GAP）
になり GAPDH によって酸化される経路と

に分岐する。後者の経路では、GAPDH に二

種類あり、通常のリン酸化を伴う酵素

(GAPDH) と 、 伴 わ な い 非 リ ン 酸 化 型

GAPDH(GAPN)とがある。前者の経路ではグ

リセルアルデヒド酸化還元酵素(GAOR)が働

くと思われる（図１参照）。 
 GAP について、K 型のアロステリズムを示

すことを発見したので、その分子機構を、推

測構造に基づく変異体作成によって明らか

にする。 
 GAOR について、菌体から複数の酵素活性

画分を単離精製したので、機能の比較、構造

の比較を行う。 
 本菌の OFOR は鉄硫黄クラスター

（[4Fe-4S]）を１個しか持たない。その結合

にかかわる Cys 残基の変異体を造り、機能を

調べる。本菌のヘテロ２量体型 OFOR の結晶

構造解析をおこない、従来ホモ２量体型

OFOR についてしか報告のない立体構造を、

ヘテロ２量体酵素についても明らかにし、反

応機構と構造との相関を明らかにする。 
 FNR は、推測される候補遺伝子を発現させ

て産物の機能を解析する。いずれの酵素につ

いても、立体構造解析のための X 線結晶構造

解析、ラジカルや結合金属の特性を調べるた

めの EPR スペクトル、蛋白の二次構造など

を調べるための CD スペクトルなどの分光分

析、酸化還元電位を測定するための電気化学

分析を含む、蛋白質科学の方法を駆使する。 
 
４．研究成果 
 
(1)  GAPDH、GAPN の研究 
 本菌でグリセルアルデヒド-3-リン酸GAP
の酸化に関わると考えられる酵素には、非リ

ン酸化型のGAP脱水素酵素（GAPN）と考え

られるORF：ST2477とST0064、リン酸化を



伴う従来型のGAPデヒドロゲナーゼと考えられ

るST1356がある。これらの遺伝子の組み換え体

を精製して、精製蛋白質の機能解析を行ったと

ころ、ST2477はGAPに対して強い正の協同性を

示すアロステリック酵素GAPNであることを発

見した。ST0064はコハク酸セミアルデヒド脱水

素酵素であること、ST1356は可逆反応を触媒す

るが、糖新生方向の速度が速いこと、その際

NADP+だけを補酵素として用いることが明ら

かになった。これらの研究成果は、欧文誌 FEBS 
Letters 及び Biosci. Biotechnol. Biochem. に
印刷公表した。 
 さらにST2477の変異体の解析を行い、１残基

の変異で野生型のＫ型アロステリズムがＶ型ア

ロステリズムに変換されることを発見した(図
２)。これについてはBiochim Biophys Actaに印

刷発表した。 

図２．R136K、K137Eは野生型とほぼ同様のＫ型で

あるが、Y139RにおいてV型への変換が見られる。 

 
(2)  グリセルアルデヒド(GA)酸化還元酵素

（GAOR）に関する研究： 
 スルホロバス・トコダイ菌の大量培養菌体か

ら GAOR の精製を繰り返し行ったが、かつて取

得に成功した GAOR1、GAOR2、GAOR3、
GAOR4 の４種類のうち、必ず精製できるのは、

GAOR1 のみであった。クロマトグラフィーに

複数の活性ピークが得られたが、いずれも

GAOR1 と同様の酵素学的・蛋白質化学的な性

質を示し、GAOR2 も僅かに得られるなど、単

離精製は難航した。 
 一方、大腸菌を宿主とする遺伝子の発現を試

みた。L, M, Sの３種類のサブユニット各々の単

独発現系として先ず作成したところ、Sサブユニ

ットの組み換え体だけが、有色の蛋白質を生産

することが分かった。いずれにしても、大腸菌

を用いた異種発現は困難であった。 
 そこで、元の古細菌菌体からの精製を追究し、

カラムクロマトグラフィーの組み合わせ方を検

討し、三種類のGAOR（GAOR1、GAOR2、
GAOR3）を確実に得ることが可能になった。

それぞれがLMS三量体を構成単位としてい

ること、GAOR2と3とはMSサブユニットは共

通でLサブユニットが異なることを明らかに

した。さらにこれらのGAORの、 Mo, Feなど

の金属含有量、吸収スペクトル、反応特異性

を調べ、Moコファクターを結合するLサブユ

ニットによって、酵素の電子供与基質である

アルデヒドの特異性が決まることがわかった。 
GAOR2の結晶構造から、ヘテロ三量体GAOR
のサブユニット構成についてMSをscaffoldと
して多様なLを結合することで酵素に多様性

を付与するという構築原理が推測された。こ

れらの結果は、論文として投稿中である。 
 
(3)  OFOR の研究 
 OFORの結晶化には十年ほど以前に成功し

て、分解能3ÅのX線回折像を得ていたが、唯

一既知のホモ２量体型OFORの立体構造を鋳

型とした分子置換法では解を得らなかった、

位相決定のため、セレノメチオニン誘導体を

作成し結晶化条件を探索したが、良好な反射

を示す結晶は得られなかった。そこで、目を

転じて、本酵素のパラログ(OFOR2)の結晶化

を試みたところ、これまで対象としていた酵

素（OFOR1とする）よりも良好な結晶が、セ

レノメチオニン誘導体についても得られた。

その結晶の反射像を用いて構造を解くことに

成功した。さらにこの構造を用いてOFOR1
の構造も解くことが出来た。これらの立体構

造は、ヘテロ２量体が２個会合して、鳥が翼

を広げたような形をしており、その翼の下に、

本菌の構造既知のフェレドキシンをドッキン

グさせると、すっぽりとはまって、ホモ２量

体型OFORと類似したコファクターの配置に

なった。実際にOFOR-フェレドキシン複合体

の、結晶化を試みたが、良好な結晶は得られ

ていない。これらの結果は、論文として投稿

準備中である。 
 また、OFOR1の４個のCys残基を一つずつ、

または２個、Alaに置換すると、もはや四鉄四

硫黄型のクラスターは保持されず、酸化的脱

炭酸に伴うヒドロキシアルキル中間体ラジカ

ルや、アシルCoA形成は認められなくなった

が、他方、非酸化的なアセトアルデヒド生成

反応には影響がなかった。インタクトな鉄硫

黄クラスターが、本酵素の特長である安定ラ



ジカル中間体の形成に必須であることが証明さ

れた。この仕事をBiochim Biophys Actaに印刷

発表した。 
 
(4)  FNR の研究 
 FNR の候補遺伝子 st2133 を発現させると黄

色の蛋白質が得られた。蛋白質はホモダイマー

で、FAD をサブユニット当たり一分子結合して

いた。電子供与体としてNADHよりもNADPH
を好み、電子受容体として酸素、過酸化水素、

人工色素 DCPIP、フェリシアン化カリ、シトク

ロム c、DTNB などを利用することが可能で、

これらの活性は FMN の添加で 10 倍以上活性

化されることがわかった。さらに、NADPH に

よって酸化型フェレドキシンが還元され、還元

型フェレドキシンが酸化される際に NADP+が

還元されることが明らかになった。これらの事

実から、ST2133 は本菌の FNR として働き、本

菌菌体内に豊富に含まれるフェレドキシンの酸

化還元のサイクルにかかわることが明らかにな

った。以上の点ついて Extremophiles 誌に論文

を印刷発表した。 
 本酵素の立体構造を推測したところ、好熱菌

テルムス・テルモフィラス FNR の構造と高度

の類似性を示すことがわかったので、この推定

構造と立体構造既知の本菌フェレドキシンとの

ドッキング・シミューションおこない、本酵素

の二つのドメインの間で FAD の近傍にフェレ

ドキシンが結合するような三通りの推定複合体

構造を得た。 
 これまで本菌の中央代謝にフェレドキシンが

大きく関与することは知られていたが、そのフ

ェレドキシンの酸化還元サイクルが可能である

ことが、FNR の同定によって明らかになった。 
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