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研究成果の概要（和文）：好熱好酸性古細菌由来コエンザイム A生合成経路の鍵酵素であるパン

トテン酸キナーゼ遺伝子（coaA）の同定に成功した。本酵素は大腸菌に代表される原核 I型 CoaA

に属するが、原核 I型 CoaA の最も特徴的な性質である CoA による最終生産物阻害を受けなかっ

た。したがって、本酵素が分布する Thermoplasmatales 目古細菌の CoA 生合成経路は CoaA では

調節されていないことが明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）：A gene encoding a pantothenate kinase (CoaA) which is a key enzyme 
in coenzyme A biosynthetic pathway has been identified in a thermoacidophilic archaeon. 
The archaeal CoaA belongs to a prokaryotic type I CoaA and is not governed by feedback 
inhibition by CoA and its thioesters, although prokaryotic type I CoaAs are generally 
inhibited by the CoA species. Therefore, CoA biosynthetic pathways in the archaea 
belonging to the order Thermoplasmatales which has the type I CoaA are not regulated at 
CoaA step. 
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１．研究開始当初の背景 
 コエンザイム A（CoA）はビタミン B5である

パントテン酸、システイン、および ATP から

生合成される補酵素である。システインに由

来する CoA 分子中のチオール基は有機酸のカ

ルボキシル基と脱水縮合し、高エネルギー結

合であるチオエステル結合を形成する。これ

ら化合物は一般にアシル-CoA（CoA チオエス

テル）と呼ばれ、生体内代謝ではアシル基の

キャリヤーとして機能している。解糖系とTCA

サイクルを連結するアセチル-CoAおよび脂肪

酸合成の基質となるマロニル-CoAは細胞内代



謝で良く登場する代表的なアシル-CoAであり、

全酵素の 4%がアシル-CoA、CoA、あるいは CoA

の構成分子である 4'-ホスホパンテテインを

基質として利用している。このことは CoA が

生物の発達過程の非常に早い時期に既に存在

していたことを示唆している。また、これら

アシル-CoA および CoAはエネルギー獲得系で

は重要な補因子として、あるいは鍵となる代

謝調節のポイントにおいては炭素代謝の流れ

をアロステリックに調節する物質としても重

要な役割を演じている。 

 CoA 生合成系は、パントテン酸キナーゼ（原
核生物では CoaA, 真核生物では PanK）、4'-
ホスホパントテノイルシステインシンター
ゼ（CoaB）、4'-ホスホパントテノイルシステ
インデカルボキシラーゼ（CoaC）、ホスホパ
ンテテイン アデニルトランスフェラーゼ
（CoaD）、およびデホスホ-CoA キナーゼ
（CoaE）の 5 つの酵素から構成されている。
これら 5種の既知酵素のアミノ酸配列を利用
して比較ゲノム解析をしてみると、多くの生
物でオルソログ遺伝子を見つけだすことが
できる。CoaB、CoaC、CoaD、および CoaE は
大腸菌、あるいは真核生物型のオルソログと
して、生物の 3つのドメイン、すなわち真正
細菌、古細菌、および真核生物のゲノム DNA
に広く観察される。一方、CoA 生合成系の鍵
酵素である CoaA は、アミノ酸配列を基に、
真正細菌で 3種、真核生物で 1種の計 4種に
分類され、CoA 生合成系で唯一多様性を示す
酵素タンパク質となっている。大腸菌由来
CoaA に代表される原核Ⅰ型 CoaA は最も良く
研究されており、CoA あるいはアシル-CoA で
最終生産物阻害を受け、これにより細胞内
CoAおよびアシル-CoA量は厳密に調節されて
いる。スタフィロコッカス属細菌由来 CoaA
が属する原核Ⅱ型 CoaA および緑膿菌由来
CoaA が属する原核Ⅲ型 CoaA は最終生産物で
あるCoAおよびアシル-CoAに対してまったく
感受性を示さないという性質を有している。
真核生物の PanK には各アミノ酸配列間に相
同性があり、最終生産物の CoA あるいはアシ
ル-CoA で正あるいは負の調節を受ける。 
 このように CoA生合成系の主たる調節ステ
ップであるパントテン酸キナーゼ（CoaA およ
び PanK）は細胞内 CoA レベルの調節機構を考
察する上で重要であり、真正細菌および真核
生物では既に同定されているが、古細菌由来
CoaA は未だに一つも発見されておらず、行方
不明遺伝子として取り残されていた。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究の最終目標は全生物の細胞内 CoA濃
度の調節機構を解明することであるが、本申
請では古細菌に焦点をあて、好熱好酸性古細

菌 Picrophilus torridus を材料とし、CoaA
遺伝子の同定および酵素学的諸性質の解析
を行うことにより、古細菌の CoA 生合成経路
の調節機構を解明することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(１) 古細菌ゲノム DNA 上でのパントテン酸

キナーゼ遺伝子の探索 
 パントテン酸キナーゼ（CoaA または PanK）
のホモロジー検索には National Center for 
Biotechnology Information（NCBI）の BLAST
プログラムを用いた。得られた遺伝子配列お
よびアミノ酸配列の解析には GENETYXソフト
ウェアおよびClustalWを使用した。既知CoaA
および PanK のアミノ酸配列には以下の 5 つ
を使用した：Escherichia coli 由来 CoaA（原
核Ⅰ型 CoaA）、Staphylococcus aureus 由来
CoaA （ 原 核 Ⅱ 型 CoaA ）、 Pseudomonas 
aeruginosa 由来 CoaA（原核Ⅲ型 CoaA）、
Aspergillus nidulans 由来 PanK（真核型）、
およびマウス由来 PanK Iα（真核型）。 
 系統解析には NJ 法と ML 法を用い、72の真
正細菌由来原核Ⅰ型 CoaA および E.coli 由来
ウリジンキナーゼの計 73 種のアミノ酸配列
を用いて解析した。 
 
(２) 発現プラスミドの構築 
 好熱好酸性古細菌P.torridus由来PTO0232
遺伝子を菌体を鋳型として PCR で増幅し、
pMD20-T ベクターに TA クローニング後、
pMD-PTO0232 を得た。挿入断片の遺伝子配列
を確認後、NdeI および SalI で PTO0232 を切
り出し、pET-28a(+)の T7 プロモーターの下
流に連結し、E.coli での発現プラスミド
pET-PTO0232を構築した。また、E.coliのCoaA
温度感受性変異株を用いた生育相試験を行
うため、pMD-PTO0232 から PTO0232 遺伝子を
含む KpnI-HindIII 断片を切り出し、pUC118
の lac プロモーターの下流に連結し、
pUC-PTO0232 を得た。 
 
(３) 古細菌由来 CoaA の発現と精製 
 pET-PTO0232 を 保 持 す る E.coli 
BL21(DE3)-GTを抗生物質を含む2LのLB培地
で 30℃で振とう培養し、A600 が 0.5 に達し
たら、終濃度が 0.1mM になるように IPTG を
添加し、さらに 6時間培養した。形質転換の
宿主として使用した E.coli は pET-PTO0232
の他、シャペロンの発現プラスミド（pG-Tf2）
および希少コドンに対応する tRNA をコード
する pSC101-based プラスミドを保持し、酵
素の発現およびフォールディングを補助す
る性質を有している。遠心集菌後、1.5M NaCl、
1 mg/ml リゾチーム、10 µg/ml DNase I、お
よび 0.1% Triton X-100 を含む 20mM Tris-HCl 
(pH7.9)に懸濁し、凍結融解で細胞を破壊し



た。遠心で細胞破片を除去後、Ni-Sepharose
カラムに供し、組換え His-tag PTO0232 を吸
着させ、500mM イミダゾールの直線濃度勾配
で目的タンパク質を溶出させた。活性画分を
回収し、透析で組換えタンパク質を沈殿させ、
沈殿を1.5mlの500mM 硫酸アンモニウム、1mM 
2-メルカプトエタノール、および 50%グリセ
ロールに溶解し、-20℃で保存した。タンパ
ク質濃度は BSAを標準としてブラッドフォー
ド法で測定した。 

ずれも E.coli 由来原核Ⅰ型 CoaA に相同性を
示し、アミノ酸レベルで 42%、28%、および
41%一致する。さらに前者 2つは典型的な ATP
結合モチーフを有し、E.coli 由来 CoaA で明
らかにされた活性中心を保存していた。しか
しながら、T.valcanium 由来 TVN0137 は
E.coli 由来 CoaA より 134 アミノ酸短く、明
確な ATP結合モチーフおよび活性中心を保存
していなかった。したがって、これらの解析
で 少 な く と も F.acidarmus 由 来
Faci_03001718 お よ び P.torridus 由 来
PTO0232は原核Ⅰ型CoaAに属する古細菌由来
CoaA の候補であることが示唆された。 

 
（４）パントテン酸キナーゼ活性測定 
 パントテン酸キナーゼ活性の反応系は
91µM D-[14C]パントテン酸、2.5mM ATP、10mM 
MgCl2、50mM 酢酸ナトリウム（pH5.2）、酵素
液から構成され（全容 40µl）、55℃で 10 分間
の反応の後、4µl の酢酸を添加することによ
り反応を停止した。反応液は Whatman DE81
ディスクに乗せ、1% 酢酸を含む 95% エタノ
ールで洗浄後、ディスク上の 4'-ホスホパン
トテン酸を 3mlの ScintiSafe 30%中で放射活
性を測定した。 

 原核Ⅰ型 CoaA の系統樹を作製すると、適
度に網あるいは門レベルで分類される（図 2）。 
 

 
（５）古細菌 coaA による E.coli ts9 株の生

育相補試験 
 PTO0232 のパントテン酸キナーゼとしての
機能を同定するために、pUC-PTO0232 を
E.coli ts9 株に形質転換した。50µg/ml アン
ピシリンを含む LB 寒天培地に形質転換体を
塗布し、30℃および 37℃で一晩培養した。 

図 2. 原核Ⅰ型 CoaA の系統樹 (A)NJ 法, (B)ML 法 
 
しかしながら、古細菌由来 2 つの CoaA はグ
ループ化されず、また系統樹の深い位置にあ
るため、他の原核Ⅰ型 CoaA とは離れている
ことが確認された。 

 
 
４．研究成果 
（１）古細菌由来パントテン酸キナーゼ遺伝

子の探索 
 
（２）P.torridus 由来パントテン酸キナーゼ

遺伝子のクローニングと発現  E.coli 由来 CoaA、S.aureus 由来 CoaA、
P.aeruginosa 由来 CoaA、A.nidulans 由来
PanK、およびマウス由来 PanK Iαのアミノ酸
配列を用いて、古細菌由来ゲノム DNA 上を
BLAST 検索した結果、古細菌由来 CoaA の候補
遺伝子として、Ferroplasma acidarmus fer1
由来Faci_03001718、P.torridus由来PTO0232、
および Thermoplasma valcanium GSS1 由来
TVN0137 が候補として検出された(図 1)。い 

 P.torridusの菌体を鋳型にしてPTO0232遺
伝子を PCR で増幅し、発現プラスミド
pUC-PTO0232およびpET-PTO0232を構築した。
まず、パントテン酸キナーゼとしての
PTO0232 の機能を E.coli ts9 株で確かめた。
CoaA 遺伝子に変異を持つ ts9 株は 37℃では
ほとんど生育しないが、lac プロモーターの
下流に PTO0232 を持つ pUC-PTO0232 を形質転
換すると、ts9 株の 37℃での生育は相補され
た（図 3）。PTO0232 はパントテン酸キナーゼ
活性を有していることが確認されたので、次
に pET-PTO0232 を用いて PTO0232 を E.coli
で発現させた。フォールディングを助けるた
めのシャペロンおよび宿主である E.coli の
希少コドンを補うための tRNA を保持するプ
ラスミドを共発現することにより、目的タン
パク質の一部を可溶性画分に回収すること
に成功した（図 4A, lane 4）。可溶性画分の 

 

組換え PTO0232 は Ni-Sepharose カラムクロ
マトグラフィーおよび透析で電気泳動的に
ほぼ均一に精製された（図 4B, lane 2）。組図 1．アミノ酸配列の比較 



換え酵素はグロブリンで透析処理で沈殿し 
 

図 3．E.coli tS9 株の生育相補 

 

図 4. 組換え PTO0232 の SDS-PAGE 

E.coliで発現させたPTO0232, (B)精製PTO0232 (A)

 
た。生じた沈殿は 500mM 硫酸アンモニウム、
1mM 2-メルカプトエタノール、および 50% グ
リセロールを含む 25mM Tris-HCl (pH7.6)に
溶解され、-20℃で保存された。一連のステ
ップで最終精製酵素標品の比活性は 360 
nmol/min/mg になり、27.3 倍に精製され、活

率は 22.3%であった（表 1）。SDS-PAGE 性の回収
 

 
から算出された分子量はおよそ 33.0 kDa で
DNA 配列から予想される分子量 34,221 Da と
良く一致していた。既知パントテン酸キナー
ゼはホモ二量体として機能するため、
Sephacryl-S200 ゲルろ過クロマトグラフィ
ーを用いてサブユニット構造の解析を試み

たが、カラム内でタンパク質が沈殿するため
算出することができなかった。 
 
 
（３）P.torridus 由来パントテン酸キナーゼ

の性質と反応動力学的解析 
 P.torridus由来 CoaAの最適pHは 5で、4.5
から 6 の間で最大活性の 70%以上を示した。
一方、原核Ⅰ型 CoaA の代表である E.coli 由
来 CoaA の最大活性は pH8 付近であった（図
5A）。P.torridus 由来の α-グルコシダーゼお 
 
図 5. 最適 pH（A）および最適温度（B） 

 
よびα-マンノシダーゼもpH5付近に最大活性
を持つ。このように P.torridus 由来の酵素
は一般微生物とは異なり、酸性側で良く機能
する。これは Picrophilus の細胞内 pH が 4.6
ということに良く一致する。最適温度は 55℃
で、50 から 70℃で最大活性の 80%以上を示し
た（図 5B）。これは P.torridus の最適生育温
度である 60℃と良く一致する。一方、E.coli
由来 CoaA は 50℃で最大活性の 12.6%、60℃
で 2.3%しか示さない。 
 原核型および真核型パントテン酸キナー
ゼは一般に Mg2+を要求する。カビ由来パント
テン酸キナーゼでは Mg2+が最も効果的である
が、P.torridus および E.coli 由来 CoaA は
Mg2+よりMn2+の方をより好むようである(表2）。 
 

 
特に P.torridus 由来 CoaA のリン酸化反応は
Mn2+の添加で明らかに促進され、1.75 倍にな
る。比較すると、古細菌の CoaA 活性は幅広
く 2価の陽イオンを受入れ、E.coli 由来 CoaA
では 20%以下しか働かない Fe2+あるいは Zn2+
でさえ、最大活性の 80%以上を示す。また同
様に、P.torridus 由来 CoaA は幅広くヌクレ



オチドを認識する（表 3）。ATP が最も良いリ
ン酸供与体であったが、GTP および UTP で 80%
以上、最も低い CTP でも 68%の活性を支持す
る。このように、古細菌由来 CoaA のヌクレ
オチド認識は緩い。むしろ、E.coli 由来 CoaA
のヌクレオチドに対する基質特異性が厳格
といった方が適切かもしれない。 
 

 
 P.torridus 由来 CoaA のパントテン酸およ

は E.coli 由来 CoaA に似ていたが、パント

ン
明

４）P.torridus での CoA 生合成経路の調節 

．主な発表論文等 
担者及び連携研究者に

雑誌論文〕（計１件） 
uki Tamaki, Yukiko 

び ATP に対する Kmはそれぞれ 621 ± 10 µM お
よび 99 ± 16 µM であった（表 4）。ATP の Km 
 

 
値
テン酸に対する Km値は 20 倍高かった。パン
トテン酸の細胞内濃度は大まかに 20 から 90 
µM と見積もられるので、E.coli 由来 CoaA の
パントテン酸に対する Km値（30 µM 前後）は
良く一致する。しかしながら、古細菌由来
CoaA のパントテン酸に対する Km 値は予想よ
りはるかに高かった。ほとんどのパントテン
酸キナーゼの ATP に対する Km 値はおおよそ
100 µM であるが、パントテ 酸に対する Km

は 5.5 から 621 µM と広い範囲あることが
らかとなった。 
 
（
 原核Ⅰ型および真核型パントテン酸キナ
ーゼはCoAおよびアシル-CoAによって阻害さ
れる。E.coli 由来原核Ⅰ型 CoaA は CoA ＞ ア
セチル-CoA ＞ マロニル-CoA の順で阻害を
受ける。真核型酵素は CoA およびアシル-CoA
に異なった応答を示す：カビ由来酵素, アセ
チル-CoA ＞ マロニル-CoA = CoA；マウス由
来PanK1αおよびPanK3, アセチル-CoA ＞ マ
ロニル-CoA ＞ CoA；マウス由来 PanK1β, ア
セチル-CoA ＞ マロニル-CoA, CoA は活性
化；ヒト PanK2, CoA 分子種に非常に感受性

が高い。一方、原核Ⅱ型および原核Ⅲ型 CoaA
に分類される酵素は CoA分子種に対するフィ
ードバック調節に抵抗性がある。そこで、原
核Ⅰ型 CoaA に分類される P.torridus 由来
CoaA の CoA、アセチル-CoA、およびマロニル
-CoA に対する挙動を検討した（図 6）。E.coli
由来 CoaA は CoA 分子種で阻害を受けるが、
P.torridus由来 CoaAは 1,000 µMの存在下で
も 90%以上の活性を示した。この結果は
P.torridus由来CoA生合成経路はパントテン
酸キナーゼのステップでは調節されていな
いということを示しており、原核Ⅰ型 CoaA
に分類されるにもかかわらず、CoA による阻
害は受けないので、むしろ原核Ⅱ型および原
核Ⅲ型 CoaA の性質に似ている。 
 

図 6. CoA による古細菌 CoaA の阻害 
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