
　Calvin回路は全ての緑色植物や藻類，藍藻を含む多くの光合成細菌，多数の化学独立栄養細菌の炭酸固定
系として機能している．Calvin回路の中で実際に炭酸固定反応を触媒する酵素はribulose-1,5-bisphosphate
carboxylase/oxygenase（RuBisCO）である．RuBisCOは地球上の無機炭素と有機炭素の玄関の役割を果た
し，地表上の全生物がこの一酵素に依存していると言っても過言ではない．

　 一次構造の相同性比較より，現在RuBisCOタンパクはType IからIVまでの4種に分類されている．Type I
およびType II RuBisCOはCalvin回路で機能し，前者は全ての高等植物，藻類，藍藻における炭酸固定を担っ
ている．Type II RuBisCOは一部の光合成・化学独立栄養細菌にのみその存在が確認されている．一方Type
IV 酵素はRuBisCOタンパクと相同性を示すものの，RuBisCO活性に必要なアミノ酸残基を一部欠失してお
り，carboxylase活性を示さない．我々が発見したType III RuBisCOは始原菌（Archaea）にのみ存在し，
RuBisCOのcarboxylase活性を示すものの，その生理的役割は不明であった．
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一次構造に基づいた４種のRuBisCO分類 　超好熱始原菌Thermococcus kodakaraensisから発見された
Type III RuBisCO（Tk-RuBisCO）は，既存のType I, Type II
RuBisCOと異なる特異な四次構造をとり，高温領域で高い炭
酸固定能力を示す．また最近，Type III RuBisCOがAMP
phosphorylaseとribose-1,5-bisphosphate isomerase（R15P
isomerase）という全く新しい２種の酵素とともに，新規炭
酸固定経路を形成することが明らかにされた．本研究では，

これらの新規酵素，AMP phosphorylaseとR15P isomeraseの
機能特性および立体構造を明らかにし，新規炭酸固定経路の

生理的機能を解明することを目的とする．また構造に基づい

て，Type III RuBisCOの機能改良を進め，常温域においても
高い炭酸固定能を示す酵素の創製を目指す．
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Type III RuBisCOが機能する新規炭酸固定経路

Transcriptome & Genetic Analysis
　われわれが発見した経路のAMP・ペントース代謝への寄与を検討するため，
transcriptome解析を行った．細胞内ペントース濃度を高めるため，T. kodakaraensis

細胞内への取り込みが既に確認されているヌクレオシド類を培地に添加した．ヌク

レオシド添加・非添加培地で培養した菌体のtranscriptomeを比較した結果，AMP
phosphorylase, R15P isomerase, RuBisCOのいずれもが，ヌクレオシド添加時に
mRNA量が上昇する遺伝子の上位10位以内に観察された．

nucleosides

pentoses

　 AMP分解経路の生理機能を遺伝学的に評価するために，AMP phosphorylaseおよび
RuBisCO遺伝子それぞれの破壊株を作製した．正常な宿主株は培地へのヌクレオシド添
加により，細胞収率の上昇が観察される．一方でAMP phosphorylaseおよびRuBisCO遺
伝子破壊株はヌクレオシド添加培地において細胞収率の上昇が観察されず，これら破壊

株は添加したヌクレオシドを有効に資化できない表現型を示した．

　以上の結果より現時点では，Type III RuBisCOが機能する代謝経路は少なくともヌク
レオシドの資化に関与することが明らかとなり，細胞内の余剰核酸・ペントースを，炭

酸固定を伴いながら効率よく中央代謝へ導く経路として機能している可能性が示唆され

る．またAMP phosphorylase，RuBisCO遺伝子の二重破壊株が RuBisCO遺伝子の破壊
株と類似した増殖特性を示したことから，AMP phosphorylase反応の下流で本経路に合
流する新たな代謝経路の存在が示唆された．

T. kodakaraensis 宿主株とその遺伝子破壊株の増殖曲線
??

ヌクレオシド添加時に発現上昇する遺伝子（上位10種）
+Nuc/–Nuc

Tk No. Annotation -fold
Tk2290 Ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase 1.71
Tk1463 Hypothetical protein, conserved 1.67
Tk0467 Hypothetical protein, conserved 1.67
Tk2114 Hypothetical protein, conserved 1.65
Tk0352 AMP phosphorylase 1.59
Tk0261 Predicted chorismate mutase, N-truncation 1.55
Tk0900 Hypothetical protein, DUF655 family 1.55
Tk1025 Hypothetical protein, ATP/GTP-binding site 1.54
Tk0185 Ribose 1,5-bisphosphate isomerase 1.48
Tk0926 Hypothetical protein 1.47

新規炭酸固定系を構成する酵素群の関わる代謝経路
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アミノ酸残基数 503
モノマー分子量 53,650 Da
会合状態 40量体以上
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T. kodakaraensis菌体破砕液
ゲルろ過クロマトグラフィー
全fractionをWestern blot解析

同様の多量体構造

組換え型AMP phosphorylaseの会合様式

>2000 kDa
 = 約40量体

Native AMP phosphorylase の会合様式

　 組換え型AMP phosphorylaseを精製し，ゲル濾過クロマトグラフィーを行った
結果，本酵素では40個程度のsubunitが会合していることが明らかになった．また
組換え型タンパクに対する抗体を作製し，T. kodakaraensis菌体破砕液のゲル濾
過全画分に対してWestern blot解析を行い，native酵素も同様な会合様式をとって
いることを確認した．この組換え型酵素のC末端にHis-Tagを付加したところ，1
回の精製で5mgの精製タンパク質を得られるようになった．現在このサンプルを
用いて結晶化を進めている．速度論的解析を進めた結果，AMPによる強い
allosteric制御が観察された．したがって，本経路は細胞内の余剰AMP・ペントー
スを中央代謝（解糖系・糖新生系）に導く機能を果たしている可能性がある．

AMPによる強いアロステリック制御
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Methylthioribose-1-phosphate
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Sequence
Identity/Similarity

634 a.a.1932 a.a.

RMSD (2mer) 1.1 Å (346 Cα)
21.5 Å (549 Cα)

  Ribose-1,5-bisphosphate
isomerase（R15P isomerase）
は，新規炭酸固定系を担う3つの
酵素のうち，2番目の反応を触媒

　 得られたR15P isomeraseの構造は，縦長の2量体単位が，3回軸で関係づけられる6量体
を構成していた．この2量体構造は一次配列が類似したmethylthioribose-1-phosphate
isomeraseや，translation initiation factor elF-2Bαの立体構造に類似しているが，これらの
タンパク質は6量体構造を形成しない．左図中の赤丸はそれぞれの酵素の基質結合部位を示
している．右図に示したように，R15P isomeraseには強く正に帯電したクレフトが存在す
る（右図a）．基質R15Pを化学合成し，複合体を作製して構造解析を行ったところ，この
クレフト内に生成物であるRuBPと考えられる電子密度を確認した（右図b）．現在構造を
分析することなどにより，反応機構を調査している．

アミノ酸残基数 322
モノマー分子量 36,300 Da
会合状態 6量体

R15P isomerase
(Ribose-1,5-bisphosphate

isomerase)

する．一般にriboseからribuloseへの異性化反応は，ribose環の1位の炭素と4位の酸素間の
結合の開裂 （riboseの開環）を介して行われる．しかしこの酵素の基質では1位の炭素にリ
ン酸が結合しているため，そのような機構を通した反応は起こりえない．そこで，この酵

素の反応機構を立体構造解析を通して明らかにする目的で，研究に取り組んだ．

a. R15P isomeraseの静電ポテンシャル．
b. R15P isomeraseに結合した生成物RuBPと
考えられる電子密度 (Fo-Fc omit map; 3.0σ)
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左: Δ3株
右: Δ3株+Tk-RuBisCO
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　この Type III RuBisCOは光合成細菌のRuBisCOの機能を代替できる．上写真
のようにRuBisCOを破壊した光合成細菌R. palustris（Δ3株）に，Tk-RuBisCO
を導入すると，Δ3株は光合成に依存した増殖能を回復する．また，T k -
RuBisCOは変異導入によってさらなる高活性型を得ることが出来る．

　 ここでSP6変異体は，基質結合部位であるLoop 6付近の残基を，ホウレンソ
ウ由来の残基で置換することで作成したものである．同様の方法で，SP4や
SP5株も作成している．上図に示すようにSP6は，SP4とSP5で置換した残基
を両方併せることで作成したものであるが，SP4, SP5ではΔ3株の増殖速度が

低下した．このことからそれぞれの変異体の活性変化の理由を，基質結合型の

立体構造を通して明らかにし，さらなる高活性型変異体を創製することを目標

として構造解析に取り組んだ．

　RuBisCOと基質の複合体を作成するため，反応中心のリジンをカルバミン酸にする
活性化を行った．これによりRuBisCOは基質と結合できる．このようにして調製した
RuBisCOと反応阻害剤2-CABPの複合体は，PEGを中心とする沈殿剤で結晶化した．

 　得られた結晶からは，Apo体の2.8Åを上回る2.4Å分解能前後のX線回折データを
得た．解析の結果，2-CABPの電子密度が確認できた．Apo型ではdisorderしていた
Loop 6領域の電子密度も確認できる．これまでにCABP結合型の構造を野生型, SP6,
SP4で解析済みであり，なぜSP6は野生型と比べてΔ3株の増殖能を上昇させるのか
について検討している．今後はこの分析結果を基に，さらに機能の向上したTk-
RuBisCOの創製につなげる計画である．

左: RuBisCOの活性化（カルバミン酸の生成）
中: 2-CABP（RuBisCOの阻害剤）
右: RuBisCO SP4変異体と2-CABPとの複合体結晶

RuBisCOの変異体

   Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase
(RuBisCO) は，二酸化炭素を有機炭素化合物に付

加・変換する酵素としてよく知られており，光合成

生物などに大量に存在する．これまでの研究で，

K322CABP

C-term

α6

C-term緑: CABP結合型
黄: Apo型

左: 2-CABPの電子密度．黄色の残基はApo型で見えなかった残基を示す．
右: CABP結合型とApo型の構造変化

アミノ酸残基数 444
モノマー分子量 49,710 Da
会合状態 10量体
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我々は始原菌T. kodakaraensis由来Type III RuBisCO（Tk-RuBisCO）のApo体
の構造解析を共同で行った（Kitano, Atomi, Imanaka,  Miki et al., Structure 9,
473-481, 2001）．

SP6変異導入によるΔ3株増殖速度の上昇

RuBisCOと反応阻害剤 2-CABP との複合体

0.5 × 0.1 × 0.1 mm 


