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l . 書まじめに

植物をは じめ ､ 藻類や多く の独立栄養性細菌はカ ル ビン 回路を用 い て 炭酸固定 を行

っ て いる o この 回路の鍵酵素の
一 つ で ある ri b ul o s e - 1

,
5 -bisp h o sph ate c a rb o x yl a s e/ o x y g e n a s e

(R u bi s C O) は C O 2 を有機炭素に変換する炭酸固定反応 を触媒する o
R u bi s C O は地球上 で

最も多い タ ンパ ク質 ともい わ れ ､ 触媒す る炭酸固定反応 は地球 の 炭素循環に深く関わ

っ て い るo 細菌にお ける R u bi s C O にほ 四次構造の 異な る 4 つ の型 (Ⅰ - I V 型) が知ら

れ て い る ｡ l ar g e s u b un it ､ s m al l s u b un it それぞれ 8 つ ずつ からなる I 型 ,
l ar g e s u b un it の

みか らな る Ⅰ】二 型がカ ル ビン 回路を有す る細菌に見い だされて きた ｡
また , 古細菌に お

い て見いだ された ⅠⅠⅠ 型や R u bi s C O 活性を持たない が構造が近い ⅠⅤ 型 も近年の ゲノム

情報か ら多 く見つ か っ て きて い る ｡
R u bi
.
s C O はそれぞれ固有の 炭酸固定反応 の 効率を

示す値 ,
f2 値 ( c a rb o x yl a s e 活性と副反応 の o x y g e n a s e 活性 の 反応特異性の 比) を有する Q

この値が高い ほど o y x g e n a s e 活性より c a rb o x yl a s e 活性が効率良く進み , 高 0 2 ､ 低 C O 2

濃度に おい て も効率良く炭酸固定がで きる o

一

般に Ⅰ 型 の R u bi s C O は II 型 よりも高い

E2 値を有して お り､ 現在の 大気 レベ ル の低い C O 2 濃度(0 . 0 3 % ) に適応して い る とい える ｡

l



H y d 7 V g e n O Vib ri o m a ri n u s M H
-1 1 0 樺は海水か ら単離された絶対独立栄養性水 素細菌で

あり､ カル ビン回路を用 いて 炭酸固定を行っ て い る o この 菌は 2 種類の Ⅰ型 (C bb L S ll
,

C b b L S - 2) ､ 1 種類の II 塑 ( C b b M ) の合計 3 種類の R u bi s C O を有して い る o
これまで

に
, 各 R u bisC O 遺伝子ク ラス タ

ー

の ク ロ ー ニ ン グ､ 組換え R u bis C O を用 いたE2値 の決

定がなされて きた o さらに , 培養時に通気する C O 2 濃度によっ て 3 種類の R u bisC O の

発現が変化し , 低い 濃度になる にしたがいE2値の 高い R u bis C O が発現する ことが示 さ

れ て き た ｡ また ､ 大気 レベ ル の C O 2 濃度 にお い て は ､
C O 2 の 濃締 を行う とされ る

c a rb o x y s o m e と呼ばれる細胞内小胞が形成される ことも示された o
この ように , M H - 11 0

林は周細の C O 2 濃度に応じて R u bi s C O や C O 2 溝締機構 の発現を制御する ことで , 広範

陶の C O 2 濃度に適応 して きた と考えられる o こ の ような C O 2 濃度応答性を示す遺伝子

発現制御機構は ､
R u bi s C O を有する細菌に は共 通 して み られ る もの で大変興味深 い ｡

本研究で は M H - 11 0 棒にお ける遺伝子操作系を構築 し､ 各 R u bis C O の 生体内で の 機能

を調 べ る と ともに , その 発現調節機構を解明する こと に より ,
M H ･11 0 梓 の C O 2 応答

p

機構に 関する知見を深める こと を目的として研究を行っ た｡
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図1 . 3 種のR u bi s C O オ ペ ロ ン

2
.
H . m a ri n u s M H - 1 1 0 杯 における遺伝子破壊法の構築

これ まで ､ M 臥11 0 杯にお ける遺伝子導入法 は確立されて い なか っ た の で , グラ ム陰

性細菌にお いて広く用い られ て い る ､ t r a n s c o nj u g a ti o n 法 を適用 し遺伝子導入 を試みたo

導入 する プラス ミ ドを有する大腸菌と M H -11 0 杯をフ ィ ル タ
ー メ ン プレン 上で 混和 ､

培養する ことで ､ 大腸 菌か ら M H - 1 1 0 株 ヘ プラス ミ ドを接合伝達さ せ た ｡ 導入 したプ

ラ ス ミ ドとゲノ ム の 間 で の 相 同組換 えを用 い て 目的遺伝子 の 被壊 を行 っ た ｡
また ,

M H - 1 1 0 樺に保持され る プラス ミ ドと して , p S F I O I O の o ri を有す るプ ラス ミ ドが利用

可能で ある ことを見い だ した ｡



3 . 3 種の R u bi s C O 遺伝子 の破壊枠

上述した方法 によ り R u bisC O をコ ー ドする c bb L S -1 , cbbL S -2 ､ cb b M 各遺伝子 の

破壊棒を構築した o
これ まで に,

C O 2 濃度変化に伴い 各 R u bi s C O の発現が変化する こ

とが分か っ て いたため ,
C O 2 濃度変化 ( 15 , 2 , 0 .

15
,
0

.
03 % ) の影響につ いて 調べ た｡ Ⅰ 型

R u bis C O の 1 つ をコ ー ドする c bbL S -1 破壊棒はどの C O 2 濃度 にお い て も野生杯と変わ

らな い 生育を示 し､ また 他の R u bi s C O の発現は野生梓と変わ らな い もの で あっ た o II

型 R u bis C O をコ ー ドする cb b M の破壊梯は 2 % 以上 の 高い C O 2 濃度に おい て , 野生株

と比較して 生育速度の 低下が認 められた o また ,
cbb M 破壌林で ほ全て の C O 2 濃度 にお

いて 野生梓と比較 して C bb L S -1 の発現量が増大 して い たo これ らの結果か ら ､ 高 C O 2

濃度(2 2 % ) に お ける生育 には C b b M が必要で ある こ とが 示さ れた o もう 一

方の Ⅰ 型

R u bisC O ､ C b bL S -2 は大気 レベ ルの C O 2 濃度特異的に発現する o c bbL S - 2 遺伝子被壊棒

は高 C O 2 濃度にお い て は野 生杯と変わ らな い生育を示 したが , 大気 レベ ル の低 C O 2 濃

度(≦0 .1 5 % ) に おい て 生育不能で あ っ た .
c bb L S -2 は下流の c ar b o x y s o m e を形成するタ ン

パ ク質をコ - ドする c s o 遺伝子群とオペ ロ ン を形成して い る ｡
c s o 遺伝子破壌株は 同様

に低 C O 2 濃度 にお い て 生育できな い ことが分か っ て い る ｡
これ らの結果か ら ､ 低 C O 2

濃度に おい て は c bb L S -2 オ ペ ロ ンが生育に必須 で ある こ とが示された .

4･. 各 R u bi s C O オ ペ ロ ン の発現制御機梼

原核生物 の多くの R ubi s C O 遺伝子の 上流に は､ IJy S R 様転写制御因子 C bb R が逆向き

に コ
-

ドさ れ て お り ､ R u bi s C O の 発現 を正 に 制御 して い る o
M H -1 1 0 杯 に お い て も

c bb L S -1 と cb b M の 上流に C bb R が見つ かり, それぞれ C b b R l ､ C bb R m と命名したo ま

た ､ cb bL S - 2 の 下流にも別 の C b b R ( C b b R 2) が見つ けられ て い た o 各 C b b R の 組換え

タン パク質 を a 氏ni呼 ch r o m at o g r a p hy を用い て粗精製し g el shi且 a s s ay を行っ た結果 ､

c bb R l は c bb_L S
_1 ､ C b b R m は c b b M .

C b b R 2 は cbb L S -2 の プロ モ ー

タ
ー

恵域 に結合する

ことが分か っ た o 各 c bb R 遺伝子 の 破壊株 を構築する ことで ､ そ れぞれ の R u bi s C O の

発現が これ ら 3 種類の C bb R によっ て独立 して 正 に制御され て い る ことが示 された o

c bb R m 破壊杯で は C b b L S - 1 が ､ cbb R l と cb b R m の 二 重破壌杯で は C b bL S - 2 が C O 2 濃度

非依存的に発現した｡
これ らの 結果か ら C b b R は C O 2 濃度 変化を直接感知 して い る の

で はな く , それ に伴う代謝産物量や酸化還元状態 の 変化を感知して R u bi s C O の 発現 を

制御 して い る ことが示唆された ｡



5
. c a r b o ni c a n hy d r a s e の発現と機能

c a rb o ni c a nh y d ra se (C A) は活性中心 に亜鉛を含む金属酵素で ,
C O 2 の 可逆的水和反応

を触媒する o C A は原核生物､ 真核生物を問わず, 広く生物界に保存されて おり ､ 生体

内で 様々 な機能 を有し て い る o C O 2 を唯
一 炭素源 とする独立栄養性生物 に とっ て ､

R u bi s C O の 基質となる C O 2 の 変換を促すこ の酵素は重要で あり､ その 変異杯の多くは

C O 2 要求性 を示す ｡ また 最近 ､ 鉄 硫黄酸化細菌にお い て c a rb o x y s o m e を形成する タ ン

パ ク質 の
一

つ C s o S3 が C A 活性を有して い るこ とが明らか とな り､ C A が C O 2 濃締に

深く関与して いる ことが示 された｡
M H - 1 1 0 杯には c bb M の下流に C A と高い相同性を

示すタ ンパ ク質を コ ー ドする遺伝子 c a n が見 つ けられ て い たが ､ そ の発現及び機能に

つ い て はまだ明らか とされ て いなか っ た o
また , M H -1 1 0 杯の c ar b o 野 S O m e オ ペ ロ ンは

上記の C s o S3 を含むた め,
M H - 11 0 棒は少なく とも 2 種類 の C A を有して い る ことと

なる ｡ そ こ で ､ 組換えタ ンパ ク質 と して C an を精製 した とこ ろ ,
C A 活 性を有して い

た ことか ら, C a n が c A で ある ことが確認されたo p ri m e r e xt e n si o n により c a n の発現

を調 べ た と ころ ､
c a n は単独で 転写されて おり 2 % 以上の C O 2 濃度にお いて は発現が認

められ たが , 大気 レベ ルの 儀 C O 2 濃度で は発現が認 められなか っ た ｡
こ の 低 C O 2 濃度

にお いて は c ar b o x y s o m e が特異的に発現するため､ C a n と C s o S 3 の 発現パ タ ー

ン は C O 2

濃度か ら見ると正反対で ある ことが示 された o c a n の 破壊棒を構築した結果, C a n は I -

2 % の C O 2 濃度で は生育に必須で あるが , より高い C O 2 濃度も しくは大気レベ ル の低 C O 2

濃度 にお い ては必須で はない ことが示された .

一

方､ c s o S3 破壊杯を構築した結果 ,
C s o S 3

は大気 レベ ルの 低 C O 2 濃度下 で の 生育に必須で ある ことが示 された 0
･

6 ｡ まとめ

絶対独立栄養性細菌 H . m a rin u s M H -1 1 0 杯由来の 3 種類の R u bi s C O の発現は C O 2 濃

度に応じて 変化する ことが分か っ て いた が ､ 本研究にお いて 各 R 血isC O の 変異杯を構

築した結果､ 高 C O 2 濃度におい て は C bb M が ､ 低 C O 2 濃度にお いて は C b b L S - 2 ならび

に c ar b o x y s o m e が ､ そ れぞれ生育に必要で ある こ とが示された Q さ らに各 R u bi s C O オ

ペ ロ ン は別 々 の C b b R 型 制御 因子 に よ っ て 正 に制御さ れ て い る こ とが 示 さ れ た ｡

R u bi s C O の発現制御は C O 2 を直接感知して い る の で はなく ,
C O 2 濃度変化 に 伴う代謝

の変化に よっ て なされ て い る こと も示唆され た ｡ 本菌株に お いて は R u bi s C O だをナで な

く C A と c a rb o x y s o m e を C O 2 濃度に応じて 発現制御することで ､ C O 2 濃度に適した C O 2

の 洩締な らび に炭酸固定を行 っ て い る こ とが示唆された ｡




