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研究成果の概要（和文）：真核生物や細菌とは異なる第三の生物群を構成する微生物であるアーキアは、特有の
代謝系を数多く有する。高温下で生育する超好熱性アーキアの複数種はペントースビスリン酸経路という代謝系
でヌクレオシドを分解する。一方、高塩濃度下で生育する好塩性アーキアはその経路の一部の遺伝子のみを有
し、ヌクレオシド代謝の詳細は不明であった。本研究では、遺伝子の配置や分布などのゲノム情報を基に関連遺
伝子を推定する方法や、元株から活性を指標に目的酵素を精製する手法で、ヌクレオシド代謝酵素の候補を選抜
した。それらの精製酵素を調製・解析して酵素活性を同定することにより好塩性アーキアにおける新規ヌクレオ
シド代謝系を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Archaea are microorganisms forming the third domain of life distinct from 
Eucarya and Bacteria. Archaeal members possess many unique metabolic pathways. Some 
hyperthermophilic archaea, growing at high temperature, utilize a pentose “bis”phosphate pathway 
to degrade nucleosides. However, a nucleoside degradation pathway has been unclear in many 
halophilic archaea which grow under high salt concentration and harbor a part of genes in the 
pentose bisphosphate pathway. In this study, we selected candidate enzymes to constitute a 
nucleoside metabolic pathway in the halophilic archaea by utilizing genomic information and by 
purifying an enzyme displaying relevant activity from cell extract of halophilic archaea. By 
identifying the enzyme activities of these enzymes, we could find out a previously unrecognized 
nucleoside degradation pathway in some halophilic archaea. 

研究分野：分子微生物学、生化学

キーワード： アーキア　ヌクレオシド　代謝

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細菌や真核生物はヌクレオシドのリボース部位の分解にペントースリン酸経路を用いている。一方、多くのアー
キアはその代謝経路を持たないが、超好熱性アーキアを含む複数種のアーキアはペントース“ビス”リン酸経路
を用いてヌクレオシドを分解していることが分かっていた。本研究で明らかにした好塩性アーキアにおける新規
ヌクレオシド代謝系は、前半部分はペントースビスリン酸経路と似ているものの、後半部分は特有の経路であ
り、既知の代謝の中には登場しなかった新規反応も含まれていた。ヌクレオシドという生物にとって基幹的な分
子ですら、その代謝系は各微生物によって異なっており、その多様性が本研究課題の結果により示された。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
アーキアとは真核生物やバクテリアとは異なる第三の生物群（ドメイン）を構成する微生物群
であり、他のドメインのものとは異なる固有の代謝経路を数多く有している。例えば、真核生物
やバクテリアは一般的にペントースリン酸経路により核酸の生合成やヌクレオシド代謝を行っ
ているが、アーキアの多くはこの代謝経路を持たない。核酸の生合成については複数のアーキア
がペントースリン酸経路の代わりにリブロースモノリン酸経路を利用していることが分かって
いる(1-3)。 
一方、アーキアにおけるヌクレオシド代謝については永らく不明であったが、申請者らはこれ
までに超好熱性アーキア Thermococcus におけるヌクレオシド代謝経路として、炭酸固定酵素
ルビスコを含むペントース“ビス”リン酸経路を同定してきた(4-6)。ルビスコは植物などで光合
成の暗反応を行うカルビン回路の鍵酵素としてよく知られている。本経路においてはヌクレオ
シドホスホリラーゼ（アデノシン、グアノシン、ウリジン）・ADP依存的リボース-1-リン酸キナ
ーゼ・リボース-1,5-ビスリン酸イソメラーゼおよびルビスコによってヌクレオシドのリボース
部位が中央糖代謝の代謝中間産物である3-ホスホグリセリン酸（3-PGA）に変換される（図1A）。
また、NMPホスホリラーゼ・リボース-1,5-ビスリン酸イソメラーゼ・ルビスコの 3酵素はNMP
代謝経路を構成し、NMP を 3-PGA に変換する（図 1A）。さらに、ヌクレオシドホスホリラー
ゼ・ADP依存的リボース-1-リン酸キナーゼ・NMPホスホリラーゼの 3酵素はヌクレオシドを
NMPへ変換し得る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
しかし、同じアーキアでも死海などの好塩濃度の環境下で生育している好塩性アーキアの中
にはリボース-1,5-ビスリン酸（R15P）イソメラーゼのホモログは有するものの、ADP依存的リ
ボース-1-リン酸キナーゼ・NMPホスホリラーゼ・ルビスコの 3つのホモログは持たないものが
多数存在し、これらのヌクレオシド代謝経路については依然として不明であった。特にルビスコ
がないと R15Pイソメラーゼの反応産物であるリブロース 1,5-ビスリン酸（RuBP）が代謝でき
ないことになる。また、好塩性アーキアHaloterigena turkmenica由来Htur_0571がコードす
る本酵素のホモログは確かに R15Pの異性化を触媒することを確認していた。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、リボース-1,5-ビスリン酸イソメラーゼ遺伝子のみを単独で有する好塩性
アーキアにおけるヌクレオシド代謝経路の全容解明を目的とした。 

 
３．研究の方法 
（１）組換え型タンパク質の調製 
 大腸菌におけるレアコドンおよび GC 含量を減らした、好塩性アーキア由来の各候補遺伝子
を化学合成した。それらを大腸菌での発現用ベクターへ組み込んだ後、大腸菌に導入し、イソプ
ロピル--チオガラクトピラノシドで遺伝子発現を誘導した。各種カラムクロマトグラフィーに
よって各発現産物の精製を行い、ドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミドゲル電気泳動
（SDS-PAGE）による分離、クマシーブリリアントブルーによる染色を行い、精製度を確認し
た。好塩性アーキア由来の遺伝子を大腸菌で発現させた場合、発現効率が悪い場合や、封入体を
形成する場合が多々あった。そこで本研究では、Halobacterium salinarum, H. turkmenica, 
Halopigar xanaduensis, Halorubrum lacusprofundiの 4種の好塩性アーキア由来の遺伝子の
発現を試し、可溶性タンパク質が得られたものに関して解析を進めるという戦略をとった。 
 

 
図 1. 超好熱性アーキア Thermococcusにおける核酸・ヌクレオシド代謝経路、 

ペントースビスリン酸経路（A）および好塩性アーキアにおける新規ヌクレオシド代謝経路（B） 



（２）各組換え型タンパク質の酵素活性測定方法 
 ヌクレオシドホスホリラーゼ活性は、反応産物を高速液体クロマトグラフィー（HPLC）によ
って解析し、反応で生成する核酸塩基が示す 260 nm の吸光をモニターすることにより測定し
た。キナーゼ活性は、リン酸基供与体 ATP から生じる生成物 ADP をカップリング酵素、ピル
ビン酸キナーゼ/乳酸デヒドロゲナーゼによって定量することにより測定した。ホスファターゼ
活性は、生成物である遊離リン酸をマラカイトグリーン法で定量することにより測定した。アル
ドラーゼ活性は、ジヒドロキシアセトンリン酸（DHAP）と各アルデヒドの縮合反応を行い、残
存する DHAP を定量することにより測定した。DHAP をグリセロール-3-リン酸デヒドロゲナ
ーゼを用いて還元し、その際に消費するNADHが 340 nmの吸光を示すことから、それをモニ
ターすることにより DHAPを定量した。グリコールアルデヒドレダクターゼ活性は、グリコー
ルアルデヒドを還元する際に消費するNADHを定量して測定した。 
 
（３）精製タンパク質の同定 
 好塩性アーキアから活性を指標に精製したタンパク質の同定は LC-MS解析により行った。ま
ず目的の活性を示すタンパク質を SDS-PAGEにより分離し、銀染色を行った。目的タンパク質
を含むゲル断片を切り出し、脱染色、還元、アルキル化、トリプシンによる消化処理を行った後、
ゲルから消化断片を抽出した。それを LC-MS/MSにより解析し、アミノ酸配列を決定した。 
 
（４）細胞内の酵素活性解析 
好塩性アーキアを各種ヌクレオシドを添加した 25% NaCl 含有高塩濃度培地で培養し、集菌
した後、超音波破砕し、再び遠心することにより無細胞抽出液を調製した。無細胞抽出液を含む
反応溶液に各酵素の基質を添加した後に反応させ、生成物を HPLC により分離し、示唆屈折を
モニターすることにより生成物を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）リボース-1-リン酸キナーゼの同定 
本研究課題を始めるまでに既に幾つかの実験を行い、代謝経路を明らかにしつつあった（本項
目（１）と（３）（４）の項目の一部）。まず、R15Pイソメラーゼ遺伝子とオペロンを形成する
H. xanaduensis由来の sugar kinase, ribokinase (rbsK)とアノテートされていたHalxa_1682
（図 2）がコードするタンパク質の基質を網羅的に試し、本酵素が ATP依存的にリボース 1-リ
ン酸（R1P）をリン酸化し、R15Pイソメラーゼの基質である R15Pを生成する ATP依存的 R1P
キナーゼであることを同定していた。 
 
（２）リボース 1-リン酸生成酵素、グアノシンホスホリラーゼの同定 
次に本研究課題では、ATP 依存的 R1P キナーゼの基質となるリボース 1-リン酸を生成する
酵素の同定を目指した。R15Pイソメラーゼ遺伝子とオペロンを形成する遺伝子の中で、ウリジ
ンホスホリラーゼ (urdpase)とアノテートされている遺伝子に着目した（図 2）。推定通りの機
能だとすると、本酵素はウリジンの加リン酸分解により R1Pとウラシルを生成するはずであっ
た。H. lacusprofundi由来Hlac_ 2318遺伝子を大腸菌で発現させ、組換え型タンパク質を調製
し、精製した。精製酵素の各ヌクレオシドに対するホスホリラーゼ活性を検討した。その結果意
外なことに、本酵素はウリジンに対してはほとんど活性を示さず、グアノシンに対して有意なホ
スホリラーゼ活性を示し、グアノシンホスホリラーゼであることが明らかとなった。 
 以上により、グアノシンホスホリラーゼ、ATP-R1P キナーゼ、R15P イソメラーゼによって
グアノシンをR1PおよびR15Pを経てRuBPへと代謝する経路の存在を明らかにした（図1B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）RuBP代謝酵素、RuBPホスファターゼの同定 

 

図 2. 好塩性アーキアゲノムの R15P isomerase遺伝子周辺 
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 しかし前述の通り、研究対象の好塩性アーキアは RuBP 代謝酵素であるルビスコを持たない
ことから、新規酵素の存在が示唆された。そこで比較ゲノム解析により R15Pイソメラーゼ遺伝
子を単独で有する好塩性アーキアに特異的に存在する遺伝子を探索した。その結果、HAD 
superfamily hydrolaseとアノテートされている遺伝子を見出した（図 3）。H. xanaduensis由
来のホモログHalxa_2271遺伝子を大腸菌で発現させ、組換え型タンパク質を精製した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
本酵素の活性を同定するにあたり、シロイヌナズナ由来の HAD hydrolase が ribose 5-

phosphate (R5P)ホスファターゼ活性を示すことに着目した。図 4 上段・中段に示したように、
R5Pと RuBPの部分化学構造は類似している。そこで、11種のリン酸化糖に対する本タンパク
質の脱リン酸化活性を検討したところ、RuBP に特異的な脱リン酸化活性を示すことが明らか
となり、本酵素は RuBPホスファターゼであることが分かった（図 1Bおよび図 4中段）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）Ru1Pアルドラーゼの同定 
さらに比較ゲノム解析により、フクロース-1-リン酸アルドラーゼ（FucA）とアノテートされ
ている遺伝子も見出した（図 3）。H. xanaduensis由来のHalxa_2272にコードされる組換え型
タンパク質を調製し、精製を行った。フクロース 1-リン酸の化学構造は RuBPホスファターゼ
の生成物であるリブロース 1-リン酸（Ru1P）と非常に類似している（図 4）。そこで 6 種のア
ルデヒドとジヒドロキシアセトンリン酸（DHAP）に対するアルドラーゼ縮合活性を検討したと
ころ、他のアルデヒドも基質にするものの、グリコールアルデヒドと DHAPに対する縮合活性
も示した。これにより、その逆反応に当たる Ru1Pアルドラーゼ開裂活性も示すと考えられた。 

 
図 4. 好塩性アーキア由来 HAD hydrolaseおよび FucAが触媒する反応の予測 

 
図 3. 好塩性アーキアにおける核酸・ヌクレオシド代謝遺伝子の分布（色塗りは遺伝子有） 



以上のことから上記のホスファターゼ活性とここで示したアルドラーゼ開裂活性により、
RuBPをグリコールアルデヒドと DHAPに変換する代謝経路の存在が示された（図 1B）。興味
深いことに、研究対象としている好塩性アーキアの多くで RuBP ホスファターゼと Ru1Pアル
ドラーゼの遺伝子はオペロンを形成していると考えられた（図 2）。さらには H. lacusprofundi
においては上記の 5 遺伝子の内、ウリジンホスホリラーゼ以外の全てがオペロンを形成してい
ると考えられ（図 2）、図 1Bで示したヌクレオシド代謝経路の存在が示唆された。 
 
（５）グリコールアルデヒド代謝酵素の同定および各組換え型タンパク質の酵素学的解析 

DHAP は中央糖代謝で代謝され得るが、グリコールアルデヒドはどのように代謝されるかは
不明であった。まずゲノム情報を利用して候補遺伝子を探索したが有望な候補は見い出せなか
った。そこで、好塩性アーキアH. salinarumの無細胞抽出液中からグリコールアルデヒド還元
活性を示すタンパク質を精製した。LC-MS解析により VNG_6270Gがグリコールアルデヒドレ
ダクターゼをコードすることを同定した（図 1B）。また、大腸菌で調製した組換え型タンパク質
も同様の活性を示すことを確認した。 
さらに、R15Pイソメラーゼ以外の活性を新たに同定した 5種の組換え型タンパク質について
速度論的解析、pH依存性や金属イオン要求性の解析などを行い、酵素学的特性を明らかにした。 
 
（６）好塩性アーキアの in vivo解析 
 上記のように組換え型タンパク質の解析により新規代謝経路を構成する反応を同定できたが、
複数種の好塩性アーキア由来の酵素の結果を組み合わせた、いわゆるつぎはぎ状の結果であっ
た。そこでH. salinarumの無細胞抽出液を含む反応溶液に各基質を添加し、生成物が検出でき
るかを調べることにより、1細胞の中に全活性が検出できるかを検討した。その結果、グアノシ
ンホスホリラーゼ、ATP-R1Pキナーゼ、RuBPホスファターゼ、グリコールアルデヒドレダク
ターゼの 4 酵素の活性は直接検出することができた。R15P を添加した際には RuBP ではなく
Ru1P が検出された。これは R15P イソメラーゼの活性よりも RuBP ホスファターゼの活性が
高いことが原因と考えられる。また Ru1Pは市販されていないことから RuBP を添加し、その
際に、RuBP脱リン酸化とアルドラーゼ開裂活性の連続反応により DHAPが生成することは観
察できた。以上のことから残り 2酵素に関しても間接的に活性が検出できた。 
 
以上のことから好塩性アーキアにおける新規なヌクレオシド代謝系を同定することができた
(図 1B)。前半部分はペントースビスリン酸経路と似ているものの後半は特有の経路であり、
RuBP の脱リン酸化など既知の代謝には見られない反応から構成されていた。本経路はルビス
コによるカルボキシラーゼ反応を含まないことから、「非カルボキシル化ペントースビスリン酸
経路」と名付けた(7)。ヌクレオシドは生命にとって基幹的な分子の一つであるが、その代謝経
路は、微生物間はもちろんアーキアの中でも多様であることが示された。そこで、当初は予定し
ていなかったが、これらの経路を丸ごと入れ替えることにより、その生理的意義にアプローチで
きると考え、一度に多数の遺伝子をアーキアゲノムに組み込むことができる系も構築した(8)。 
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