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 独立栄養生物による炭酸固定は、CO2を有機化する反応として、我々人類を含む従属

栄養生物の生存に必須な生物作用である。地球上で最も普遍的な炭酸固定経路は、全て

の植物、ラン藻類、また、多くの独立栄養細菌が利用する Calvin-Benson-Bassham (CBB)
サイクルである。しかし、一部の独立栄養細菌は CBB サイクル以外の炭酸固定経路を

用いて生育に必要な CO2を固定することが知られている。そのような非 CBB 型炭酸固

定経路のひとつである還元的 TCA サイクルは、1960 年代に緑色硫黄細菌 Chrolobium 
limicola (f. thiosulfatophilum)において確認された。還元的 TCA サイクルは、好気性生物

の酸化的エネルギー獲得経路として知られる TCA サイクルを逆回転させた形をしてお

り、1 サイクルあたり 4 分子の CO2を固定する。近年の研究では、海底熱水噴出孔付近

などにおいては還元的 TCA サイクルが主要な炭酸固定経路として機能していることが

報告され、地球上の炭素循環における還元的 TCA サイクルの重要性が認識されつつあ

る。 
 多くの好気性生物ではピルビン酸の脱炭酸反応は pyruvate dehydrogenase complex 
(PDC)により触媒される。一方、古細菌や嫌気性細菌、嫌気性原生生物などではこの反

応は pyruvate:ferredoxin oxidoreductase (POR)によって触媒される。PDC が NAD+を電子

受容体として用いるのに対し、POR はより酸化還元電位の低い電子伝達タンパク質で

ある ferredoxin を電子受容体として利用する。そのため、PDC による反応では逆反応は

進行し得ないが、POR は逆反応である炭酸固定反応も触媒することが可能である(下式)。



この逆反応は、還元的 TCA サイクルにおける CO2固定反応のひとつであり、重要な代

謝中間体であるピルビン酸を生じる。 
 

Pyruvate + CoA + 2Fdox ⇄ Acetyl-CoA + CO2 +2Fdred (Fd, ferredoxin) 
 

 本研究の対象である Hydrogenobacter thermophilus TK-6 株(以下 TK-6 株)は好熱性の水

素細菌で還元的 TCA サイクルを用いて炭酸固定を行い独立栄養的に生育する。16S 
rRNA 配列に基づく系統解析では、真正細菌中最も古い起源を有することが知られてお

り、これまでに様々な特徴的な代謝経路が発見されている。本研究では、TK-6 株の POR
反応周辺の知見を深め、さらに POR による炭酸固定反応を測定する系を構築し、その

反応機構の解明を目的とした。 
 

1) POR のサブユニット構造 
 POR を含む 2-oxoacid oxidoreductase family ではαβγδ/α2β2γ2δ2型、ab/a2b2型、A2型のサ

ブユニット構造が知られている。ab/a2b2 型や A2 型酵素の各ドメインがαβγδ型のサブユ

ニットに相当することから、原型であるαβγδ型から遺伝子の再配列や融合によって他の

サブユニット構造に進化したと考えられていた。TK-6 株の POR は既に精製され、

SDS-PAGE の結果からαβγδ型の 4 サブユニット構造であると考えられていた。しかし、

その後、遺伝子がクローニングされたところ、各サブユニットをコードする 4 つの遺伝

子(porDABG)のうち porD は既知の POR のサブユニットと相同性を示さなかった(図)。
porDABG の上流に、ferredoxin 様δサブユニットに相同な porE 遺伝子が発見されたこと

から、PorE も POR のサブユニットであることが示唆されていた。そこで、porEDABG
遺伝子を大腸菌内で発現し、得られた組換え体の精製を行った。POR は酸素感受性を

示すため、嫌気的に精製を行い、活性を保持したまま POR を精製することに成功した。

精製された POR を SDS-PAGE に供したところ、5 本のバンドが観察された。各バンド

の N 末端アミノ酸配列は porEDABG の推定アミノ酸配列と一致し、本菌の POR は 5 種

類のサブユニットからなる新規の構造をとることが示された。PorD は既知のサブユニ

ットと相同性を示さなかったが、ホロ酵素の発現に必要であった。PorD に関して相同

性検索を行ったところ、TK-6 株とその近縁種にしか相同なタンパク質が存在しない特

徴的なタンパク質であることが判明した。5 個中 4 個のサブユニットがαβγδ型酵素の各

サブユニットと相同であることから、原型となるαβγδ型酵素が進化の過程で新規サブユ

ニットを獲得し、5 サブユニット構造へ独自に進化したと予想された。 
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図 2-Oxoacid oxidoreductase の遺伝子構造。相同なサブユニット/ドメインを同じパター

ンで示した。 
 
2) Ferredoxin 

 POR反応において電子伝達体として機能する鉄硫黄タンパク質 ferredoxinの遺伝子ク

ローニングを行った。本菌より部分精製された ferredoxin の N 末端アミノ酸配列を基に

クローニングを行ったところ、目的とした ferredoxin 遺伝子(fdx1)のすぐ下流に、もうひ

とつ別の ferredoxin 遺伝子(fdx2)が発見された。fdx1, fdx2 は、還元的 TCA サイクルの酵

素である succinyl-CoA synthetase遺伝子の下流に存在していた。それぞれの組換え体(Fd1, 
Fd2)を大腸菌内で発現し精製を行った。得られたタンパク質は細菌型 ferredoxin に特徴

的な吸光スペクトルを示し、EPR スペクトルや鉄の定量の結果からそれぞれひとつの

[4Fe-4S]2+/1+クラスターを含むことが確認された。fdx1 と fdx2 は 4 bp ほどオーバーラッ

プしており、RT-PCR の結果、オペロンとして共転写されていることが確認された。し

かし、タンパク質レベルでは Fd2 は観察されず、Fd1 のみが主要な[4Fe-4S] ferredoxin
として機能していることが示唆された。また、このことは ferredoxin の遺伝子破壊実験

による結果からも支持された。 
 
3) Ferredoxin:NADP+ oxidoreductase 

 Ferredoxin は POR の他に、還元的 TCA サイクルの別の鍵酵素 2-oxoglutarate:ferredoxin 
oxidoreductase (OGOR)やアンモニア同化経路の鍵酵素への電子供与体としても機能し、

本菌の代謝において中心的な役割を果たしていると考えられた。Ferredoxin の酸化還元

に関与する酵素を探索したところ、ドラフトゲノム配列上に植物/細菌型 ferredoxin: 
NADP+ oxidoreductase (FNR)に相同な遺伝子(fpr)を発見した。この遺伝子を大腸菌内で発

現し、得られた組換え体を精製した。得られたタンパク質はフラビンを含むモノマーで、

ferredoxin と NADP+/NADPH の可逆的酸化還元反応を触媒した。本酵素は NADPH 依存

ferredoxin 還元活性に比べ、還元型 ferredoxin 依存 NADP+還元活性の方が高く、生体内



では NADPH 生成方向に機能していることが示唆された。 
 

4) POR 炭酸固定反応の解析 
4-1) 共役反応系による炭酸固定反応の観察 
 アセチル CoA を基質とした炭酸固定反応によるピルビン酸の生成は、エネルギー的

に不利な反応であるため、非常に進行しにくい。この反応を in vitro で観察するために

は、強力な ferredoxin還元システムが必要とされる。そこで、上記の FNRによる ferredoxin
還元を試みたが、十分な ferredoxin 還元活性が得られず、炭酸固定反応の観察には適さ

なかった。そこで、本菌から単離された OGOR による反応を共役させ ferredoxin 還元を

行った。また、反応を検出するため、炭酸固定反応により生じたピルビン酸を lactate 
dehydrogenase により乳酸に変換し、それに伴う NADH の減少を分光学的に測定した。

この共役反応系を用いて POR による炭酸固定反応を観察することに成功した。 
4-2) 反応における分子内電子伝達機構の解析 
 POR は、catalytic unit あたり 1 分子の TPP と 3 個の鉄硫黄クラスターをコファクター

として含む。鉄硫黄クラスターは、活性中心である TPP と外部電子伝達体間の電子の

授受に関与する。また、TPP は反応中間体においてラジカル化することが知られている。

反応中間体におけるこれらのコファクターの酸化還元状態を明らかにすることは、POR
の反応機構を解析する上で非常に重要である。そこで、種々の反応中間体を調製し、そ

れぞれの EPR スペクトルを測定した。脱炭酸反応において、ピルビン酸と TPP の結合

に伴い、hydroxyethyl (HE)-TPP ラジカルの生成が観察された。炭酸固定反応では、

ferredoxin を介して還元力が供給されると TPP とアセチル CoA の結合が認められ、

HE-TPP ラジカルのシグナルが観察された。 
 

本研究のまとめ 
 TK-6株の PORは既知の酵素とは異なるサブユニット構造をとることを明らかにした。

また、本菌から単離された ferredoxin を介して、酵素反応により還元力を供給すること

で、POR の炭酸固定反応を測定することに成功した。反応中間体の分子内電子伝達の

解析からも、ferredoxin を介した還元力の供給が炭酸固定反応の進行に必要であること

が示されたことから、TK-6 株の代謝において ferredoxin の酸化還元が重要な役割を果た

していることが示唆された。 
 

参考文献 
[1] Ikeda et al. (2005) Biosci. Biotechnol. Biochem. 69:1172-1177 
[2] Ikeda et al. (2006) Biochem. Biophys. Res. Commun. 340:76-82 
 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


