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序論

極限環境と独立栄養性

地球上には多様 な環境が存在 し、その中には高温 ・高圧 ・高塩濃度 ・無酸素 ・

強酸性 ・高放射線な ど、多 くの生物にとって過酷 といえる極限的環境も少な くない。そ

のような環境下にあってさえも生育可能な微生物が存在 し、む しろ、微生物が存在 しな

い 自然環境をこの地球上に見い出すことの方が困難とも言える。このような極限環境微

生物を研究することは生物進化的にも地球規模 の物質循環的にも産業応用的にも意義深

い。

こう した極 限環境 中にあ って も、二酸 化炭素 な どのC1化 合物 を同化 す る能 力

を持 つ独 立栄養 性 生物は 生態 系 の 中の 生産 者で あ り、そ の物 質 ・エ ネル ギー循環 におけ

る重 要性 は疑 い無 い。 一般 に独 立栄養 生物 の二 酸化 炭素 固定経 路で 最 も有名 な もの とい

えば、光合成 の一部 と して も知 られ るカル ビン-ベ ンソンサイ クル であ り、多 くの細菌、

藻類 、植 物 な どに広 く分布 して い る。 一方、嫌 気、 高温 、強 酸条件 な どいわ ゆ る極 限環

境 にお いて は、 あ る種 の微 生物 は異 な る二酸化 炭素 同化 経路 を利 用す る。 これ まで に3

種 の二 酸化 炭素 固定経路 が細 菌 ・古細菌 ・真核 生物 に分 布 して存 在 して いる こ とが報 告

されて いる(Fig.0-1)。 すなわ ちAcetyl-CoA経 路[1]、3-Hydroxypropionate回 路[2,3]、 そ

して還元 的TCA回 路[4,5]で あ る(Fig.0-2)。 これ らの経 路 のメカ ニズ ムや効 率 を調 べ る

こ とは地球 規模 の炭 素循環 を理 解 す る上で も、 二酸化 炭素 を利 用 した物 質生産 の研究 の

上で も重要であ る。
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Fig.0-1.  Phyrogenetic position of H. thermophilus TK-6based on the

16S rRNA sequence, and Diversityof autotrophic  CO2fixation pathway.
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Hydrogenobacter thermophilus TK-6株

本論 文で使用 され る好熱 好気性水 素細菌Hydrogenobacter thermophilus TK-6株

(IAM 12695,DSM6534)は 、 当研 究室 に よ って伊 豆 の峰 温泉近 傍 土壌 か ら単離 され た グ

ラム陰性 の細 菌 であ る[6,7]。16S ribosomal RNAに よ る系統解析 の結 果は、 本菌は細 菌

の 中で最 も初期 に分岐 した科 に属 して い るこ とを示 して い る(Fig .0-1)[8]。 本菌株 の性 状

をTable0-1に 表 す。生 育至適温度 は70-75℃ で真 正細菌 中では高 い生 育温度 を有す る[9]。

本 菌 の リ ン 脂 質 の 主 成 分 は1,2-diacyl-3-O-(phospho-2'-O-(1'-amino)-2',3',4',5'-

pentanetetrol)-sn-glycerol(PX)と 名付 け られ た ア ミノ リン脂 質 で、 類似 の構 造 が メ タ ン生

成 古細 菌の 一部 に しか 見い 出 され て いな い特殊 な もの であ る(Fig.0-3)[10]。 本菌 は完 全

無 機培 地 よ りス ク リーニ ングされ 、 いかな る有機培 地 に も生育 しな か った。 この こ とか

ら、 その栄 養形 態 は、世 界で初 め て、水 素 を唯一 のエ ネル ギー 源、 二酸 化 炭素 を唯一 の

炭 素 源 とす る絶 対 独 立栄 養性 であ る こ とが 示 され た[7]。 本 菌は嫌 気 的 に生 育 す る こ と

が 可能 で、硝 酸 を最終 電 子受 容体 と して 呼吸 す る脱 窒 能 を有 し[11]、 また二価 鉄 イオ ン

を最 終 電 子 受容 体 とす る鉄 呼 吸 能 も有 す る[12]。 また 、好 気条 件 にお いて も生 育 可能

であ り、生育速度 も好気下で最 も速 く、その最大比増 殖速度(μmax)は0.45hr-1で あ る[7]。

これ は独 立栄 養細 菌の 生育速 度 と して は非 常 に速 い と言 え、 筆者の知 る ところでは カル

ビ ン サ イ ク ル を 有 す るPseudomonas hydrogenothermophila(μ max=0.7hr-1)[13]と

Hydrogenovibrio marinus(μmax=0.7hr-1)[14]、 及びAcetyl-CoA経 路 を持 つMethanobacterium

thermoautotrophicum(μmax=0.69hr-1)[15]に 次 ぐ。 この ことか ら本菌が効率 的に、水素酸

化 、電 子伝達、 炭酸 固定 を行 ってい る と考え られ る。
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Table0-1 Properties of H.thermophilus TK-6.

Fig.0-3. Chemical structures of PX.R1and R2 are acyl
chains,in which C18:0and C20:1are major fatty acids.
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H.thermophilus  TK-6株 のエ ネルギー ・炭 素代 謝

本菌株 のエ ネルギー ・炭素代謝 の提 唱モデ ルをFig.0-4に 示 した。

本菌か ら既 に4種 類の ヒ ドロゲ ナー ゼ遺伝 子が クロー ニ ング され、 そのア ミノ

酸 配 列か らいず れも水素酸 化型 ヒ ドロゲナーゼ に属 す るこ とが 予想され てい る[16,17]。

これ まで 一菌体 か ら3種 以 上の ヒ ドロゲナー ゼが 見い 出 され た例は あ るが、 その場 合必

ず水素発 生型 、あ るいは両機 能性 の ヒ ドロゲナー ゼが含 まれ る[18.19]。TK-6株 の よ う

に水素酸化 に特 化 してい る例 はな い。

本菌 では既 に1種 の膜結 合型 ヒ ドロゲ ナーゼ が精製 され、 この ヒ ドロゲナー ゼ

か らメチ オナ キ ノ ン、 メチ オナ キ ノンか らシ トクロム類 に電 子が伝達 され る こ とが 示さ

れて い る[16,20]。 一方、 これ 以外 の3種 の ヒ ドロゲ ナー ゼの 具体的 な機能 は 不明 の ま

まであ る。

本菌 の炭酸固 定経路 は還元的TCA回 路で あ る[5,21,22]。 この回路 中の炭酸固

定反 応 に必 要な電 子は フェ レ ドキシ ンに よ って 供給 され るこ とが示 され て い る[23]。 こ

の還 元力は ヒ ドロゲ ナーゼ を通 して供 給 され る と考え られて い るが 証明 され るに 至 って

いない。

Fig.0-4. Predictive CO2 and energy metabolism in H.thermophilus TK-6.
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還元的TCAサ イクル

還 元的TCAサ イクルでは 、一般 に知 られ るTCAサ イ クル を逆 回転 させ る こと

で、1サ イ クルあ た り4分 子の 二酸化 炭素 が固 定 され1分 子 のオ キサ ロ酢 酸 が生合成 さ

れ る(Fig.0-5)。 これ ら4つ の 炭酸 固定反 応 の うち、 一般 的 なTCAサ イ クル の ピル ビン

酸 デ ヒ ドロゲナ ーゼ と2-オ キ ソ グル タル 酸デ ヒ ドロゲ ナー ゼ では起 こ り得 な い2つ の

炭酸固定反応 を触媒 しているのが、それぞれ pyruvate:ferredoxin oxidoreductase (POR)と

2-oxoglutarate:ferredoxin oxidoreductase (OGOR)で あ る。本 回路 にお け るも うひ とつ の特

異 的 な酵 素 が、 クエ ン酸 をATP依 存 的 に ア セ チル-CoAと オ キ サ ロ酢 酸 に分 解 す る

ATP:citrate lyaseで あ り、 本酵 素 によ るこの反応 は不 可逆 に近 い と言 われて い る[24]。 す

なわ ち以 上の 三種 の酵素(POR、OGOR、ATP:citrate lyase)が 還 元的TCAサ イクルに特

有の 酵素 で、還 元 的な 回転 力 を与え る もので あ り、 ゆ えに本 回路の鍵 酵素 と とらえ られ

て いる。

Fig.0-5. Reductive TCA cycle.
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ORフ ァ ミリー に属 するOGOR

本菌 のOGORとPORは2-oxoacid oxidoreductase(OR)フ ァ ミリー の一員であ る。

ORフ ァ ミ リー に属 す る酵素 は2-oxoacidのacyl-ま たはaryl-coenzyme A(CoA)へ の酸化

を触 媒 す る[25]。TCAサ イ クル ではOGORは2-oxoglutarateか らsuccinyl-CoAへ の酸化

を触媒 す るが、還 元的TCAサ イ クルで は本酵素は2-oxoglutarate synthaseと して機能 し、

還 元反応 によ る 二酸化 炭素 の 同化 を触 媒 す る。 強 力な還 元力 が この カル ボ キシル化 反応

に 要求 され る。TK-6株 は水 素 をエ ネル ギー 源 と しなが ら、好 気 条件 下で あ って さえ も

上記 の反応 を 可能 に して いる[16,20]。

ORフ ァ ミリー酵素 は鉄-硫 黄 クラス ター とthiamine pyrophosphate(TPP)を 保持

して い る。 フ ェレ ドキシ ンの よ うな低電 位 の電子 運搬体 が反応 の電子 受容体 と して使 用

され る。超好熱性 菌 由来 のほ とん どのORは4種 類のサ ブユ ニ ッ ト(αβγδ)に別れて い る

(Fig.0-6)[26]。 そ れぞ れ のサ ブユ ニ ッ トは特 異 的 な保存 配列 を有 してい る。 これ らのサ

ブユニ ッ トが 会合 し分 子質量120kDa以 上の ひ とつ の触 媒体 を構 成 して い る。 これ とは

対照 的に、 い くつかの 中温性 のORは1種 類の 大 きなサ ブユ ニ ッ トか ら成 る。 このサ ブ

ユニ ッ トはA-,B-,G-,D-ド メイン と呼ばれ る領域 によ りA-G-D-Bと い う順 番で構 成 さ

れて い る。活性 型の ポ ロ酵素は ホモ二量体 で分子質量 は約240kDaで あ る。A-,B-,G-,D-

ド メ イ ン と α-,β-,γ-,δ-サ ブ ユ ニ ッ ト は そ れ ぞ れ 相 同 性 が あ る[27]。 Sulfolobus や

Halobacterium の ような生物 にお いては2種 類 のサ ブユ ニ ッ トか ら成 るαβ-型ORが 見い

出されて い る[28,29]。 この酵 素のα-サブユ ニ ッ トはG+A-ド メイ ン構造 を持 ち、β-サブ

ユ ニ ッ トはB-ド メイ ン構 造 を持 つ。古細菌 の indolepyruvate:ferredoxin oxidoreductase も

また(αβ)-型ORで あ るが、 そのα,サブユ ニ ッ トはA+B+D-ド メイ ン構 造 を持 ち、 β-サ

ブユ ニ ッ トはG-ド メイ ン構 造 を持 つ。 この よ うに、ORフ ァ ミリー のサ ブユ ニ ッ ト構 造

の多 様性 は ドメ インの融合 の パ ター ンに由来 す る と考 え られ る。ORは おそ ら く祖 先の

A-,B-,G-,D-ド メイ ンの再 配列、 融合、 欠落 な どを経 るこ とで進化 ・多様 化 して きたの

であ ろ う[27]。
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(I)

(II)

(III)

(IV)

Fig.0-6 Structures of typical 2-oxoacid oxidoreductases(OR)showing location of conserved
domains.The typical sequence or motifs of the conserved domain found in each type of ORs are
indicated.Four types of 2-oxoacid oxidoreductases classified according to the number of
subunits composing are illustrated.(I),Four subunit type;(II),three subunit type;(III),two
subunit type,two kinds of fusion pattern are indicated;(IV),one subunit type.CoA,putative
CoA binding site(G(A)XXGQG)located in G-domain;4Fe-4S(CXGCX//GC//C),4Fe-4S
cluster located in B-domain;TPP,TPP cofactor(GDG)located in B-domain;2(4Fe-4S)cluster
located in D-domain.
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研究の歴史

過去の仕事において、TK-6株 よりOGORが 精製され、Korと 名付け られた[30,

31]。 この酵素について酵素学的特徴付 けがなされた。本酵素の最大の特徴 であ る炭酸

固定反応の触媒能 についてもin vitroで の[14C]を用いた実験により確かめ られた[23]。 し

か しなが ら、 この実験系はTK-6株 の無細胞抽出液を要求する点で完全なものと言い難

く、夾雑蛋 白質を排除 した測定系の確立が望まれた。またこの実験系は放射性同位体を

用いて るため、実験者の危険を伴 う上、操作に制限があるため酵素の動力学的な解析 が

困難であるという欠点 を抱えていた。

精 製 されたKorサ ブユ ニ ッ ト蛋 白質 のア ミノ酸配列 の情 報 をも とに、Korを コ

ー ドす る遺 伝子 が取 得 された[31](Fig .0-7)。 構造 遺伝子 であ るkorABと 機能 未知遺伝 子

orf3,0rf4に よ りひ とつ のオ ペ ロンが形 成 されて いた。興 味深 い ことに、kor遺 伝子 クラ

ス ター の上 流隣 に逆 向 きに存在 して いた遺伝 子 クラス ター が、 別のORを コー ドす るこ

とが そ の塩 基 配列 か ら予想 され た[32]。 このforDABGEFと 名付 け られた遺 伝 子群 はひ

とつ のオペ ロ ンを形成 して いた。forABG遺 伝子 にコー ドされ る蛋 白質 は、それぞれαβγδ

型ORの α-、β-、γ-サブユ ニ ッ トと相 同性 を示 し、 これ らのサ ブユ ニ ッ トに見 られ る保

存モ チー フも存在 した。forD遺 伝子 に コー ドされ る蛋 白質 は他 のαβγδ型 のORの δ-サブ

ユ ニ ッ トとは相 同性 を示 さ ず、 かつ2[4Fe-4S]ク ラ ス ター結 合 モ チー フも持 た な いが、

TK-6株 由来のPORの δ-サブユ ニ ッ トと相 同性 を示 した(当 時、TK-6株 由来のPORが

精製 されαβγδ型のORで あ るこ とが報告 され てい た[33]。)。 一 方、forE遺 伝子 にコー ド

され る蛋 白質は2[4Fe-4S]ク ラス ター結 合 モチ ー フを持 って い たが、 そのサ イズ(74ア

ミノ酸)は 他 のδ-サブユニ ッ トと比べ て随分 小 さい もので あ った。forF遺 伝子 に コー ド

され る蛋 白質は報 告 されて い る どの蛋 白質 の ア ミノ酸 配列 とも相 同性 を示 さなか った。

このfor遺 伝 子 ク ラ ス タ ー を大 腸 菌 で 発 現 さ せ た と こ ろ、 こ の無 細 胞 抽 出 液 は2-

oxoglutarateに 対 して高いOR活 性 を示 したが他 の どの2-oxoaidに も高 いOR活 性は 見

られ なか った。した がって本酵素ForはKorと 並ぶ もうひ とつのOGORと 考 え られた。

大腸 菌内で のfor遺 伝 子群 の発現実験 の結果 、OGOR活 性 にはforDABGEの5つ の遺伝

子が必要 であ るこ とが示唆 され、他 の どの型 のORに も属 さな い新 規のORで あ る可能

性 が議論 されて いた。
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本研 究の 目的

本研 究 では、TK-6株 由来 の 二つ のOGOR、 すな わちForとKorに つ いて、 大

腸 菌で組 換 え体 を発 現 させ、精 製 し、 その 酵素学 的特徴 を比較 す るこ とで 、 その生理 的

意 義 を 考察す るこ とに した。 特 に、 本酵素 の最 大の特徴 とも言え る炭 酸 固定反応 に つ い

て、精 製酵 素 を用いて 動 力学 的解析 を行 うこ とを最 重要課題 と した。 また 二つのOGOR

の発現 パ ター ンを解 析 す るこ とで も、 本酵 素の 生理 的意 義 を考察 す るこ とに した。 さ ら

に 本菌株 に遺 伝 子組 換 え系 を導 入 し、For変 異株 やKor変 異株 につ いて の生育 パ ター ン

か らも生理的意 義 を考察 す るこ とを試み た。最後 にForオ ペ ロンやKorオ ペ ロン中 にコ

ー ドされ る機能 未知蛋 白質 につ いてその 機能の解 明 を試み た。

Fig.0-7 Structure of the for and kor gene clusters.The arrow boxes indicate size and
direction of the transcription of the genes.The ends of dot line arrows indicate products
encoded by the genes.Question marks indicate that functions of the products are
unknown.
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第一章 OGORの 精 製 と酵素 学的特徴付 け

序

Hydrogenobacter thermophilus TK-6 株は二酸化炭素固定経路 として還元的TCA

サ イ クル を使 用 す る。2-oxoglutarate:ferredoxin oxidoreductase(OGOR)は 本回路 の鍵 酵素

のひ とつであ り、succinyl-CoA+CO2→2-oxoglutarate+CoAの 炭酸固定反応 を触媒 す る。

本研究 室に よ り既にTK-6株 よ りOGORの ひ とつであ るKorの 精 製 ・酵素学 的特徴付 け ・

遺伝 子 クロー ニ ングが終 了 してい る[30,31]。Korは2-oxoacid oxidoreductase(OR)フ ァ ミ

リー の 一員であ り、特 にSulfolobusやHalobacteriumに 見い出 された2種 類のサ ブユニ

ッ トか ら成 るαβ-型ORと 高 い相 同性 を示す。 一方、kor遺 伝子 クラス ターの上流 隣に逆

向 きに存在 していたfor遺 伝子 クラスター が、 別のORを コー ドす るこ とがその塩 基配

列 か ら予想 され、そ のサ ブユ ニ ッ ト構 造 はαβγδの4種 類 か ら成 る超 好熱性 菌 由来 のOR

に類 似 す ると考え られた。 このfor遺 伝 子ク ラスターに コー ドされ るORを 大腸 菌で発

現 した とこ ろ、 この 無細胞 抽 出液 は2-oxoglutarateに 対 して高 いOR活 性 を示 したが他

の どの2-oxoaidに も高 いOR活 性 は 見 られなか った。 したが って本酵 素ForはKorと 並

ぶ も うひ とつ のOGORと 考 え られ た[32]。

本 章では、TK-6株 由来のForとKorを 大腸菌 か ら精製 し、酵素学 的特徴 につ

い て比較 した。尚、OGORの 特 徴付 け につい て、炭酸 固定反 応 に関 して は内容 量が多 い

た め第 二章 に独 立させた ので、 本章 で は主 に脱 炭 酸反応 を指 標 に した特 徴付 けにつ いて

論 ず る。
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材 料 と方 法

菌株 とプラス ミ ドDNA

大腸 菌JM109株(Takara)をOGOR発 現用 の プラス ミ ドベ クターの宿主 として使

用 した。OGOR発 現 プラ ス ミ ドベ クター、pYNA101及 びpYNA203は 当研究 室 によ り

過 去 に構 築 され た もの であ る(Fig.1-1)[31,32]。 各 々Kor及 びForを 発現 するため に使

用 され た。大腸 菌はtryptic soy broth(TSB;Difco)培 地 を用 いて37℃ で培養 された。

OGORの 発現

対 象 とな るプ ラス ミ ドベ クター(pYNA101も し くはpYNA203)を 形 質転換 し

た大腸 菌 を100μg/mlア ンピシ リンを添加 したTSB培 地 に接種 し、37℃ で一晩前培養 を

行 った。本培 養で は、TSB培 地 をメデ ィウムび ん*に 容量 の83%(6分 の5)に 相 当す るだ

け入れ、 さ らに100μ9/mlア ンピシ リン、0.5mM FeSO4、1mM IPTGと な るよ うに調整

した培地 を用 いた。この培地 に前培養 液 を全体 の1%量 加 え、蓋で密封 しよ く振 った後、

37℃ で16-20時 間静 置培 養 を行 った。

* 本実験 で使 用 した最 大のび んは3L容 量で、 これに2.5LのTSB培 地 を入れた。

無 細 胞 抽 出 液(cell free extract:CFE)の 調 製

培 養 後 の 菌 体 を 遠 心 分 離 に よ り 回 収 し(6,000rpm,10min)、 ペ レ ッ ト をMY-1

バ ヅ フ ァ ー(10mM Tris・HCl,pH8.0;0.01%Triton X-100,1mM MgCl2,1mM dithiothreitol

and 1mM sodium dithionite)で 懸 濁 し た 。 懸 濁 は1gの 湿 重 量 菌 体 に 対 し て4-5mlの バ ッ

フ ァ ー で 行 っ た 。 超 音 波 破 砕 機(Sonifier250D;BRANSON)で 懸 濁 液 中 の 細 胞 を 破 砕 し

(pulse:1s,duty:50%power:1-4,time:1-2min)、 遠 心 分 離(15,000rpm,15min)の 後 の 上 清 を

回 収 し た 。 バ イ ア ル に 移 し密 封 し て か ら 内 部 の 気 相 を ア ル ゴ ン ガ ス で10分 間 置 換 し 嫌

気 的 に し た 。70℃ ・10分 間 の 熱 処 理 を し、 変 性 し た 蛋 白 質 を 超 遠 心(37,000rpm,1h)で 取

り除 い た 。 得 ら れ た 溶 液 を 無 細 胞 抽 出 液(CFE)と し以 下 の 実 験 に 使 用 し た 。 保 存 す る

時 は 、 再 び 密 封 し ア ル ゴ ン ガ ス で 気 相 を 置 換 して か ら-80℃ で 凍 結 し た 。

蛋 白 質 定 量

蛋 白 質 の 濃 度 測 定 はBradford法(Bio-Rad Protein Assay;Bio-Rad)を 用 い て 行 っ た 。

ス タ ン ダ ー ド に はBSA(Sigma)を 用 い た 。
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Korの 精 製

まずCFEを 硫 酸 ア ンモ ニ ウ ム沈澱 に よ って 目的酵 素 を多 く含 む画 分(35-50%)

を回収 した。得 られ た沈澱 はMY-Iバ ッフ ァーで再 懸 濁 しPD-10カ ラム(Pharmacia)で

脱塩 した。 得 られ た溶 液 をMY-1バ ッフ ァーで 平 衡化 した HiLoad Q Sepharose High

Performance column(1.6by 10 cm;Pharmacia) に 供 し、 流 速5ml/min、0-1MのNaClの 濃

度 勾 配(総 量800ml)で 溶 出 した 。OGOR活 性 の 高 い 画分 を限 外 ろ過(Vivaspin 20;

Vivascience,England) で濃縮 した。 この 溶液をゲル ろ過 カラム (HiPrep Sephacryl S-300

column,1.6by 60 cm;Pharmacia) に 供 した 。0.2M NaC1を 含 むMY-1バ ッ フ ァ ー で 流 速0.5

ml/minで 溶 出 して得 られた活性 画分 を精 製酵素 とした。

Forの 精製

CFEに 対 して沈澱 を行い0-35%の 硫酸 ア ンモニ ウムで沈澱 した タ ンパ ク質 を回

収 した。得 られた タ ンパ ク質 はMY-1で 再懸濁 しPD-10カ ラム(Pharmacia)で 脱塩 した。

この試料を HiLoad Q Sepharose High Performance column(1.6by 10cm;Pharmacia) に供 し、

流速5ml/min、0-1MのNaClの 濃度勾配(総 量1000ml)で 溶出 した。OGOR活 性 の

高い画分 を精製酵素 と した。

Forサ ブユ ニ ッ トの モル比の 計算

精 製 され たForの サ ブユ ニ ッ トをSDS-PAGEで 分離 した。ゲ ル を Coomassie

brilliant blue(CBB) で 染色 し、 洗浄、 乾燥 した。 これ をスキ ャナで スキ ャン し、 マ ッキ ン

トッシ ュ用 ソ フ トウェアNIH image1.62を 用いて染 色 され た蛋 白質のバ ン ドの強度 を測

定 した。

OGOR活 性測定

OGORに よる脱炭酸反応の活性値は2-オ キソグルタル酸に依存的なメチル ヴィ

オローゲン(MV)還 元を分光光学的に追跡することで測定 した。

測定は原 則 と して70℃ で行 った。 キュベ ヅ ト(3ml容 量、1cm幅)は 中を嫌 気

条件 にで き るよ うにゴム 内栓 とアル ミ外 栓で 密封 で き る特 注の もの を使 用 した。標準 的

な反応混合液の組成は{OGOR enzyme,10mM sodium2-oxoglutarate,0.25mM coenzyme A,

1mM MgCl2,1mM dithiothreitol and5mM methyl viologen in50mM HEPES(pH8.0);1.5

ml}で あ った。 キ ュベ ッ ト内に注射 針 でア ル ゴ ンガ ス を5分 間吹 き込 む こ とで嫌気 条件

に し、70℃ で5分 間保 温 した後 、基質 であ る2-オ キ ソグル タル酸 をシ リンジで添加 して
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反 応 を 開 始 さ せ た 。MVは 還 元 さ れ る と 青 色 を 呈 す る の で 、A578(ε578=9.8mM-1・cm-1)

の 変 化 を 恒 温 機 を 付 属 さ せ たU-3200spectrophotometer(Hitachi)で 計 測 し た 。 酵 素 活 性 は

U/mg proteinで 表 し、1Uは1分 間 あ た り1μmolのMVの 還 元 と 定 義 し た 。

タンパ ク質 のメ ンブ レンブロ ッテイ ング

目 的 の タ ン パ ク 質 溶 液 をSDS-PAGEに 供 し 、 こ の ゲ ル か らSequi-BlotTM PVDF

membrane(0.2μm;Bio-Rad Lab.,Richmond,Calif)上 に 電 気 泳 動 で プ ロ ッ ト し た 。 電 気 泳

動 は セ ミ ドラ イ 型 電 気 泳 動 装 置(Horiz-Blot;ATTO)と1mm厚 の ろ 紙(ATTO)を 用 い 、

泳 動 バ ッ フ ァ ー に はTowbin buffer(25mM Tris,192mM glycine,20%methanol)を 用 い た 。

下か らTowbin bufferに 浸 し た ろ 紙4枚 、 メ ン ブ レ ン 、 ゲ ル 、 ろ 紙4枚 を 重 ね 、 下 面 陽

極 側 か ら、 ろ 紙 の 面 積(cm2)あ た り2mAの 電 流 を 室 温 で1時 間 流 し た 。 蛋 白 質 の ゲ ル

か ら メ ン ブ レ ン へ の 移 動 の 確 認 は 、 プ レ ス テ イ ン マ ー カ ー(Bio-Rad)の 移 動 を 目 で 確 認 す

る こ とで行 った。

タンパ ク質のN末 端 ア ミノ酸 シー クエ ンス

上 述 の ブ ロ ッ ッテ ィ ン グ 後 の メ ン ブ レ ン を0.025%Coomassie blue R-250を 含 む

40%methanolで 染 色 後 、50%methanolで 脱 色 し 、さ ら に イ オ ン 交 換 水 で 充 分 に 洗 浄 し た 。

目 的 の タ ン パ ク 質 の バ ン ド部 分 を ハ サ ミで 切 り と り、 プ ロ テ イ ン シ ー ケ ン サ ー(ProciseTM

cLC protein sequencer system;Applied Biosystems)を 用 い てN末 端 ア ミ ノ 酸 シ ー ク エ ン ス

を決 定 した。

forE発 現 プラス ミ ドの構築 と発現

2種 類 の プ ラ イマ ー 、P-forE-N(CAZATGTACTATGTGGCTGATGTAAACGAA;

斜 体 はNdeIサ イ トを表す)と 、P-forE-C(GGATCCTCAGTCTCCTGCAGTCACCATAAC;斜

体 はBamHIサ イ トを表す)を 用 いて、forE遺 伝子 をTK-6株 のゲ ノムDNAか らPCRで

増 幅 した。得 られ たDNA断 片は 一度Tベ クター(T-vector easy;Promega)に 挿入 しエ

ラー が 無 いこ と をシー クエ ンスに よ って確 認 した。あ らか じめ プラ イマー 内に導 入 した

制限酵 素部位 で切断 した後 、 目的DNA断 片 をア ガロース ゲルか ら抽 出 し(QIAquick gel

extraction kit;QLAGEN)、pET11a(+)ベ ク ター(Novagen)に 挿 入 し、forE発 現 プラス ミ

ドpET-forEを 得 た。 尚、DNA実 験 方法の詳 細は第4章 に記述 した。培 養 と発 現は好 気

的 に行 った。 詳 しい 方法は第4章 の 「大腸 菌で の組換 え タ ンパ ク質 の大量 発現 」の項 に

記述 した。
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封入体 となったタンパク質の可溶化 と再構成

大量の封入体 を形成 した菌体の細胞破砕液を遠心分離 して得 られる沈澱 を8M

尿素を含むMY-1バ ッファー中で嫌気的に一晩撹拝す ることでで きる限 り可溶化 した。

残 った不溶性 画分は遠心分離で取 り除いた。この溶液についてMY-1バ ッファーで透析

を2回 行い尿素を希釈 してい くことで、 タンパク質の再構成 を試みた。尿素の希釈 に伴

って不溶化 した画分を遠心分離によって取 り除いた上清について、SDS-PAGEで 観察 し

た。

KorとForの 分子量測定

ゲルろ過カラムクロマ トグラフィー を用いた。 目的の蛋白質試料を0.2MNaCl

を含 むMY-Iバ ッフ ァ ー で 平 衡 化 したHiPrep Sephacril S-300 column (1.6×60cm;

Pharmacia Biotech)に 供 与 し、 同バ ッファー によ り流速0.5ml/minで 溶出 した。同条件 で

決定 した ゲル ろ過 ス タ ンダー ド(Bio-Rad)の 溶 出時間 を指標 に してForの 分子量 を測定 し

た。

OGORの 熱安 定性 の測 定

OGORの 熱 安定 性 を測 定 す るため に以 下 の方法 で熱 処 理 を行 った。 適量 の酵 素

溶液 を5mlの バ イアル に入れ密 封 したもの を複数 準備 した。 これ らの バ イアル を様 々

な温 度で30分 間イ ンキュベー トし、冷却 した後開封 し、遠心分 離(15,000rpm,10min)の

後 の 上清 を酵素 活性 測定 に使 用 した 。 また、 同様 の実 験 を、 バ イアルの 中の 気相 をアル

ゴ ンガスでガ ス置換 し嫌 気状 態 に したサ ンプル につ いて も行 った。

16



結果

組 換 えKorの 精 製 とネイテ ィブKorと の比較

Kor発 現 用 プラ ス ミ ドベ クターpYNA101で 形質転換 した大腸 菌か ら組換 えKor

を精 製 した(Fig,1-1)。 精 製は熱処理(70℃,10min)後 のCFEを 硫酸 ア ンモニ ウム沈澱、陰

イオ ン交換 カ ラ ムク ロマ トグ ラフ ィー(Q Sepharose)、 ゲ ル ろ過 カ ラ ム クロマ トグラフ ィ

ー を経て行 った。(Fig.1-2and3,Table1-1)。 硫 酸ア ンモニ ウム沈澱では35-50%の 画分 を

回収 した。Q-Sepharoseカ ラムク ロマ トグラ フィーで は0.39か ら0.41MのNaCl濃 度で

活性 画分 を得 た。 ゲル ろ過カ ラム クロマ トグラ フ ィーで は溶出 量65.2ml周 辺 に活性 画

分 を得 た。Fig.1-4は 精製 されたKorのSDS-PAGEを 示 して いる。Korの 二つのサ ブユ

ニ ッ トα,βの 蛋 白質 を示す バ ン ドを観 察 す るこ とが で きた。 αサ ブユニ ッ トよ り低 分 子

側 には しご状 に バ ン ドが 見い 出 された。 これ らのバ ン ドの うち2種 類 につ いてN未 端

ア ミノ酸 配列 を調 べ た結 果、Korの αサ ブユ ニ ッ トの もの と 一致 した(data not shown)。

従 って、 これ らは しご状 の蛋 白質群は 分解 を受 け たKorの αサ ブユ ニ ッ トで あ り、精 製

あ るいはSDS-PAGEの 過 程 で分解 が お こ って いる もの と推 察 され た。 この は しご状 の

蛋 内質 の 出現は 再現 的 であ る ことか ら、 分解 を受 けや す い箇所 が決 ま って い る と考 え ら

れ る。

Fig.1-1. Structure of the for and kor gene clusters.The arrow boxes indicate size and
direction of the transcription of the genes.The genes encoding the subunits of For are
shown in gay.The gene;enaxling the subunits of Kor are shown in black.Functions of
the genes shown in white are unknown.The lower bats designated as pYNA101 and
pYNA203 indicate the fragments used for expression of recombinant enzymes.
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Fig.1-2. Elution pattern of the protein during Q-sepharose HP column chromatography step.

Fig.1-3. Elution pattern of the protein during gel filtration column chromatography step.
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Table1-1. Purification of the recombinant Kor from E.coli.

Fig.1-4. SDS-PAGE(18%).Purified

recombinant Kor(13μg).The gel was

stained by Coomassie brilliant blue

(CBB).
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TK-6株 か ら精製 したKorの ネイティブ酵素が既にキャラクタライズされてい

る。分子質量、至適温度、至適pH、 温度安定性 などにおいてネイティブ酵素と組換え

酵素の間に差は見出せなかったが、最大活性はネイティブ酵素18U/mgで あるのに対 し、

組換え酵素は35U/mgと 約2倍 の差があ った(Table1-2)。 これは組換え酵素の精製では

熱処理によってその過程 を簡略化することができたために、活性型の酵素の精製効率が

上昇 したためであると考えられる。

Table1-2. Properties of recombinant and native Kor enzymes.

*1  Molecular mass was calculated by gel filtration column.

*2  T50%or T<20% indicates the temperature which shows50%or20%of residual activity after

treatment for30min.

*3  Specific activity was determinend by reduction of methyl viologen.
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組換 えForの 精製

For発 現用 プ ラス ミ ドベ ク ターpYNA203で 形 質転換 した大腸 菌か ら組換 えFor

を精製 した。精製 は熱 処理(70℃,10min)後 のCFEを 硫 酸 ア ンモニ ウム沈澱、 陰 イオ ン

交換 カラム クロマ トグラ フィー(Q-Sepharose)を 経て行 った。(Fig.1-5,Table1-3)。Fig.1-6

は精製 されたForのSDS-PAGEを 示 してい る。SDS-PAGEの ゲル上 には5本 のバ ン ドを

確 認 す るこ とがで きた。4本 の大 きなバ ン ドは上か ら順 にforA,forB,forD,forG遺 伝子

産物 の 計算 上の 分 子量 とそれ ぞれ 一致 した。最 も低 分子 の位 置のバ ン ドは他 の4本 の バ

ン ドよ りも弱 いもので あ った。 この バ ン ドがforE遺 伝 子産物 とforF遺 伝子産物 の どち

らに 由来 す る もので あ るか を確 か め るため に、 このバ ン ド中 のポ リペ プチ ドのN-末 端

ア ミノ酸配 列 を決 定 した 。そ の結 果、1番 目か ら9番 目までの ア ミノ酸 がforE遺 伝 子

にコー ドされ るア ミノ酸 と完全 に 一致 した(Fig.1-7)。 この こ とか ら、 この最 小のバ ン ド

がforE遺 伝 子産 物 に由来 す るもので あ ると確 認 され た。 この結果 はForが5種 類 のサ

ブユ ニ ッ ト、 すなわ ちForA,ForB,ForG,ForD,ForEか ら成 る酵素で あ ることを強 く示唆

した 。 また 、pYNA202(forDABGE遺 伝 子発 現 プ ラス ミ ド。forFを 含 んで いな い。)を

保 持 した組 換 え大腸 菌 か らのForの 精 製 に お いて も 上記 と同 じ結 果 が得 られ(data not

shown)、5本 の バ ン ドがForA,ForB,ForG,ForD,ForEで あ るこ とが示 され た。 したが っ

て、 本酵素 が、 これ まで報告 されて いる4種 類以 下の ドメイ ンか ら成 る どのORフ ァ ミ

リー の酵素 とも異 な る新規 のサ ブユニ ッ ト構 造 を持 つORで あ ると考 え られた。CBBで

染 色 したゲ ル上 の蛋 白質 のバ ン ド強 度の 積分値 か ら計 算 された サブユ ニ ッ トの モル比 は

ForA:ForB:ForG:ForD:ForE=1.00:1.04:1.02:0.98:0.20で あ った。

Table1-3. Purification of the recombinant For from E.coli
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Fig.1-5. Elution pattern of the protein during Q-sepharose HP column chromatography step.

Fig.1-6. SDS-PAGE(18%).Purified
recombinant For(16μg).The gel was

stained by Coomassie brilliant blue(CBB).
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A

B MYYVADVNE…

Fig.1-7. A:Chromatogram of N-terminal amino acid sequence of the fifth
subunit of For.B:N-terminal amino acid sequence of the forE gene

product.
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ForEの 単独発現

精 製 されたForに 含 まれ るForE蛋 白質の存 在比は 明 らか に他 の4種 の蛋 白質

よ り少 なか った。ForがOGOR活 性 を得 るには少 な くともforE遺 伝 子の発 現が必 要な

こ とが 示唆 されて い たこ と と、forE遺 伝 子 に コー ドされ る蛋 白質 が2つ の4Fe-4Sク ラ

ス ター 結 合モ チー フを持 つ 小型 の 蛋 白質 であ るこ とも含 め、ForEは 遊 離 の 蛋 白質 と し

て 存在 しFor専 用の電 子伝 達体 と して機能 す る可能性 もまた考え られた。

そ こで私 はforE遺 伝 子を大腸 菌内で発現 させ るプラス ミ ドpET-ForEを 作成 し、

大 腸 菌 に組 み込 ん だ。 発現 は 好気 的 に行 った。 しか し、 発現蛋 白質 は強 力な封 入体 を形

成 し、 可溶性 画分 には得 られなか った。 この封 入体 とな ったForEを8Mの 尿素 に よっ

て 可溶化 させた 後、 希釈 によ って リフ ォー ルデ ィングす る こ とを試み た。 しか し、得 ら

れ た可溶化 蛋 白質 は熱処 理(70℃,3min)で 速や かに沈 澱 した(Fig.1-8)。 これ らの結 果

は、ForEが 単独 では構造 を維 持 で きな い こ とを示唆 してお り、ForEがForの サ ブユ ニ

ッ トで あ ることを強 く支持 す るものであ った。

Fig.1-8. SDS-PAGE(18%).
Refolding of the recombinant
ForE.Lane1:marker protein,
2:solution containing the
refolded proteins,3:the same
solusion after the heat treatment.
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Forの 分 子量 測 定

精 製 し たForの 分 子質 量 を ゲ ル ろ 過 カ ラ ム に よ っ て 測 定 し た(Fig.1-9)。 カ ラ ム

はHiPrep Sephacryl S-300 columnを 用 い た 。Forは 溶 出 量57.7ml周 辺 で 溶 出 さ れ 、 そ の

結 果Forの 分 子質 量 は 約230 kDaと 推 定 さ れ た(Fig.1-10)。

Fig.1-9. Elution pattern of the protein during gel filtration column chromatography step.

Fig.1-10. Determination of molecular weight of recombinant For by

gel filtration.Arrowhead indicates the point where the purified For was

eluted,(◆),Molecular weight standard.
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Forの 基質特 異性

精 製 酵 素 を用 い て 基 質 特 異 性 を調 べ た(Table1-4)。8種 類 の2-oxoacid(2-

oxoglutarate,2-oxobutyrate,2-oxoisocaproate,2-oxoisovalerate,oxalaetate,oxomalonate,

pyruvate,phosphoenolpyruvate)を 酵 素 活 性 測 定 に 使 用 し た 。 こ の 結 果 、ForはKorと 同 様

に2-oxoglutarateに 対 し て の み 特 に 高 い 活 性 を 示 し た 。 こ の こ と か らForは 生 体 内 で

OGORと し て 機 能 し て い る こ と が 強 く示 唆 さ れ た 。

Table1-4. Substrate specificity of recombinant For.
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Forの 至適pHと 至適 温度

Forの 至適pHを 測 定 した(Fig.1-11)。 バ ッファー に よって差 はあ るもののpH8.7

の時 に最 大 の活性 を示 した。 この値 はKorの 至適pH(pH7.7)よ りも少 しアル カ リ側 に

傾 倒 していた。

Forの 至適 温度 を測定 した(Figa1-12)。Forは 室温 では事実上 活性 を示さず、60℃

以 上で活性 が上昇 し、80℃ 周辺 で至適 を示 した。 このパ ター ンはKorの もの とほぼ完全

に一致 した。

Fig.1-11. Effect of pH on the decarboxylation
activity of recombinant For.The buffers used
were as follows:100mM citrate-phosphate(pH
4.0to6.0;diamond),100mM HEPES-NaOH
(pH5.8to7.8;square),100mM glycine-NaOH
(pH7.2to9.2;triangle),and Na2HPO4-NaOH
(pH9.8to 0.8;circle).The reaction was
measured at70℃.The pH of the buffer was

adjusted at20℃ and the revised value at70℃

was calculated using the following pKa/℃

correction ratios(citrate-phosphate:-0.001,
HEPES-NaOH:-0.014,glycine-NaOH:-0.026,
and Na2HPO4-NaOH:-0,025).

Fig.1-12. Effect of temperature on the

decarboxylation activity of recombinant For.

After incubation of the reaction mixture in the

absence of the enzyme at the indicated

temperature for5min, the reaction was

started by addition of the enzyme solution.
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Forの 動 力学 的解 析

この酵素による methylviologen 還元活性は 2-oxoglutamate とCoAの 濃度に依存

し た 。70℃ 、pH7.8に お け る こ れ ら の 基 質 に 対 す るKm値 は2.9 mM(2-oxoglutamate) と2 6

μM(CoA)で あ っ た(Fig.1-13,14)。Korの こ れ ら の 基 質 に 対 す るKm値 は1.4mM (2-

oxoglutamate)と80μM(CoA)で あ り、Forと の大 きな 差は見 出せなか った。 しか しFor の

最大速度は 3.6units/mg で あ り Kor(35units/mg) の約1/10程 度であ った ことか ら、回転

数 にお いてForはKorよ りも低 い と推 察 され た。

A

B

Fig.1-13. Kinetics of purified recombinant For for2-oxogluta rate.

A:S-v plot.Concentration of CoA was 250μM.B:Lineweaver-

Burk plot.
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A

B

Fig.1-14. Kinetics of purified recombinant For for CoA.

A:S-v plot.Concentration of 2-oxoglutarate was20mM.

B:Lineweaver-Burk plot.



Forの 熱 ・酸 素安定性

組換 えForと 組換 えKorの 熱 安定性 を決定す るため に、4℃ か ら100℃ の各温

度 にお け る30分 間の インキ ュベ ー ト後 の残存活性 を測定 した(Fig.1-15)。 イ ンキュベー

トは好 気的 ・嫌 気的 の2条 件 にて行 った。熱安定性 はForの 方 がKorよ りも好気 ・嫌 気

の 両条件 にお いて総 じて 高 い値 を示 した。興 味深 い こ とに、TK-6株 の 至適 生育 条件 で

あ る70℃ 、好気条件 ではForは 比 較的安定 なの に対 し、Korは 大部分 が失活 した。

A Recombinant For B Recombinant Kor

Fig.1-15. Thermal stability of OGORs under aerobic and anaerobic conditions.
Recombinant For;A and recombinant Kor;B.The purified enzyme solution was
treated at the indicated temperature for30min either aerobically(closed circles)or
anaerobically(open circles).After the treatment,the residual activity was measured
at70℃.
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ForとKorの 酵素学 的特徴 の比較

以 上、本 章の実験 で得 られ たForの 特徴 につ いて、Korと 比較 した ものがTable

1-5で あ る。

Table1-5. Properties of recombinant For and Kor.

*1 Molecular mass was calculated by gel filtration column .

*2 T
50% or T<20% indicates the temperature which shows50%or20%of residual activity after

treatment for30min.

*3 Specific activity was determined by reduction of methyl viologen.

*4 These values were referred from property of native Kor .
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考察

本章で は、私 はH.thermophilus TK-6株 由来 のForを 組換 え大腸 菌か ら精製 し、

酵 素学 的特徴 付 け を行 った。 本酵素 は 先に遺 伝子 が取得 されて いた ので、 今回初 めて 精

製 蛋 白質 と して得 られ た。 このForと 比較 す るために組換 え大腸 菌 よ り生産 され たTK-

6株 由来Korも また精 製 され た。 この組 換 えKorの 精 製は既 に報 告 され てい るTK-6株

細胞 か らのKorの 精製 よ りも簡単 に行 うこ とがで きた。 これは本酵 素が耐 熱性で あ るた

め、熱処理 によって大腸 菌 由来 の蛋 白質 の大部分 を除 去で きたか らで あ ると考 え られ る。

熱処 理後 のCFEを 精 製の 出発材料 に してい るので精 製表 にお けるKorの 比活性 の上昇

はわ ずかな値 にな った。 この組換 えKorの 酵素学 的特 徴は報 告 され てい る天然 のKorと

お よそ 同 じ性 質 を示 した。 ただ し、最 大活性 速 度 につ いて は組 換 え体 の方が 天然 の約2

倍 高 い値 を示 した。 これは精 製過 程 の簡略 化 に よって、 酵素 の失活 量 を抑 え るこ とが で

きたため と考 え られた。精 製KorをSDS-PAGEに 供 す ると、 αサ ブユ ニ ッ トの分解 を

観察 す る ことがで きた。 この分解 は精 製過程 中にお こ るものな のか、SDS-PAGEの 過程

中にお こるものかは わか らな い。

Forの 組換 え大腸菌 か らの精 製 も熱処理 によ り、その後の操作 は少 な くて済ん だ。

一般 にORは 酸素感受性 であ り空気 中では速や かに失活 す る。TK-6株 由来 のOGORは

ForとKor共 に、空気 下で も比較的 活性 が維持 され るが、 それで も長時 間の露 出は 大幅

な活性 低 下 を招 くので、精 製 時間 の短縮 は 高活性 の酵 素 を得 るの に有効 であ ろ う。精 製

されたForのSDS-PAGEの 映像 は 明 らか にForA,ForB,ForG,ForD,ForEの5本 のバ ン ド

の存在 を示 し、Forは5種 類 のサ ブユ ニ ッ トか ら成 るOGORで あ ると考 え られた。

その 一方で 、 これ まで4種 以上 のサ ブユニ ッ トか ら成 るORの 報 告が なか った

こ とや、ForEが2つ の4Fe-4Sク ラス ター 結合 モチー フを持 つ 小型 の蛋 白質で あ るこ と

か ら、遊離 の電 子伝達体 で あ るForEがForと 共 に共精製 され た可能性 も考 え られ た。

しか しなが ら、forE遺 伝子 の大腸 菌 内での単 独発 現の結 果は 、強力 な封入 体の形 成 を招

き、 また この封 入体 を安定 な可 溶性 蛋 白質 と して再 生 す る こともで きなか った。 これ ら

の こ とはForEが 単独 では 可溶性 画分で 構造 を維持 で きない こ とを示唆 し、ForEがFor

のサ ブユニ ッ トで あ ることを強 く支持 した。

以 上、過 去の知 見 を含 め た下記 の結果 か ら、Forは5種 類のサ ブユ ニ ッ トか ら成

る新 規の型 のOGORで あ ると考 え られ た。

(i)精製 され たForのSDS-PAGEの 映像は 明 らか に5本 の バ ン ドの存在 を示 した。

(ii)ForがOGOR活 性 を得 るには少 な くともforABGDEの5種 類 の遺伝子 の発現 が必要。

(iii)ForEは 一般的 なORのD-ド メ インに保 存 され てい る2(4Fe-4S)結 合モ チー フを持 つ。
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(iv)ForEは 単独 では可溶性 蛋 白質 と して の構造 を維持 で きな い。

ゲル ろ過 カラムに よって測定 された組換 えForの 分子質量 は230kDaで あ った。

この値 は5個 のサ ブユ ニ ッ ト(αβδγε)の分 子質 量 の合 計(136kDa)よ りも大 きいが、 そ の

2倍 よ りは 小 さい。 ゲル ろ過 カ ラムで は、耐 熱性 の蛋 白質 はそ の密な構 造 に よ りしば し

ば 実際 の分 子質 量 よ り小 さ く評価 され る。SDS-PAGEの ゲル解析 によ る各 サ ブユニ ッ ト

の モル比 はForε サ ブユニ ッ トだけ他 のサ ブユニ ッ トの1/5の 値 を示 したが、 これ は精 製

過程 中のForε サ ブユ ニ ッ トのホ ロエ ンザ イムか らの解離 に よるものだ ろう。従 って、For

ホ ロエ ンザ イムのサ ブユ ニ ッ ト構造 は(αβδγε)2か(αβδγ)2εであ ろう。

Forの 最 大活性速 度はKorの1/10程 度 であ った。 その上、精製 中に突然 失活す

るとい う扱 いに くさ もあ る(こ の 失活 は時 間 に比例 す るもので はな く、 あ るひ とつ の操

作 後 に突 発的 に非 再現 的 に起 る。 したが って この失活 は酸 化 に よるもの では な く、物 理

的 な衝 撃 に よるForε サ ブユニ ッ トの解 離な どに よ って 引 き起 こされ る もの ではな いか と

私 は 考 えて い る。 ただ し、Forεは 活性 に重要 と考え られ る2[4Fe-4S]ク ラス ター を含 ん

で い るので 、 この2[4Fe-4S]ク ラ ス ター の分解 とサ ブユ ニ ッ トの解 離 は 密接 に関係 して

い るのか も知 れな い。)。これ らの こ とが、 過去 に 当研 究室 にお いてTK-6株 の 細胞 か ら

OGORを 精製 した際 にKorだ け が見 い出 され、Forは 見逃 されて しまった理 由であ ろ う。

ほ とん どすべ てのORフ ァ ミ リー 酵素 は酸 素 感受性 で、 空 気 中で速や か に失活

す る傾 向が あ る[34]。 これは 、お そ ら く3つ の[4Fe-4S]ク ラス ター(酵 素 中に整 列 し電

子の通路 を形 成 して い る)が 分解 して しまうか らで あ ろ う[35,36]。 しか しな が ら、Kor

の よ うなαβタ イプのORは 、2つ の[4Fe-4Slク ラス ター を内包 す るD-ド メイ ンを持 たず、

電 子の授 受 はB-ド メイ ンに位 置す るた だ1つ の[4Fe-4S]ク ラス ター を通 して行 われ る と

考え られ て い る。 これが この タイ プのORに あ る程 度の酸 素耐性 を与 え る理 由にな って

いるい う仮 説が ある[28]。 実際 、TK-6株 由来のKorやSulfolobusやHalobacterium由 来

のORは 好気条件 下で精 製 され、他 の嫌気性 菌 由来のORよ りも高 い酸素 耐性 を示 して

いる[28,30,37]。 私 はForは 多 くのORと 同様 に酸 素感受性 が高 いと予想 して いた。な

ぜ な ら、Forは3つ の[4Fe-4S]ク ラス ター 結合 モチ ー フを 有 し、 ま た、好 気 的な 精製 過

程 中 に しば しば失 活 した か らで あ る。 しか しな が ら、Forの 熱処理 後 の残 存活性 率 は嫌

気 ・好気 の両条件 にお いてKorの それ を上 回った。特 に好気条件 下の熱処理 でForが 高

い活性残 存率 を示 した ことは 大 きな驚 きで あ った。 このForの 酸素 耐性 の メカ ニズ ムは

現 在 の ところ不 明であ る。Forの サ ブユ ニ ッ ト構 造 にお いて、 最 も特徴 的 な ことはForD

サ ブユニ ッ トの存 在 であ る。ForDは 他 のORに 見 られ る保存 モ チー フを 一切 含 まず、

その 機能 は 不 明で あ るが 、ForDサ ブユ ニ ッ トが その 酵素 活性 に不 可 欠で あ る こ とは、
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過去に行われた組換え大腸菌による遺伝子発現実験 によ り証明されている。したがって、

ForDサ ブユニ ッ トが酵素機能 に重要な働 きをしていることは明 らかであ り、ひとつの

可能性 として、ホロ酵素の構造維持に役立っているのかも知れない。

本章で はForとKorを 大腸 菌か ら発現 ・精製 し、酵 素学的特徴 を明 らかに した。

Forは か ねて か ら、 その構 造 の新規性 が議論 されて いた が、今 回精 製 す るに至 り、明確

に新 規 のサ ブユ ニ ッ ト構造 を とるこ とを 示 した。本 菌 にお いてPORを コー ドす る遺 伝

子 クラス ターがfor遺 伝 子 クラスター と高い相 同性 を示 した こ とか ら、PORも また5種

の サ ブユ ニ ッ トを持 つ こ とが 予想 され た 。近頃 、大腸 菌 か らPORの 組 換 え体 の精製 が

達 成 され 、5サ ブユ ニ ッ ト構造 を とる こ とが 示 され た(Fig.2-3B)[38]。 H. thermophilus

TK-6株 と近縁種 で全ゲ ノム配列が明 らかにされている Aquifex aeolicus のゲノム上に

TK-6株 のPr遺 伝子 クラスター とpor遺 伝 子クラス ター とそれ ぞれ 相同な配列 を持つ[39]。

これ らは 一般的 なαβγδ-typeのORと して デー タバ ン クに登録 され てい るが、 お そ ら く

TK-6株 と同様 に5サ ブユ ニ ッ ト構造 を持 つ と考 え られ る。 これ以 外 にForと 相 同 と考

え られ るORの 報告 は今 の ところ無 い。つい最近 、Methanococcus maripaludis 由来の5

種 類のポ リペ プチ ドか ら成 るPORに つ いて報告 されたが、TK-6株 のForやPORと は

相 同性 を示 さなか ったの で異な る系統で あ ると考 え られ た[40]。
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第 二章 OGORに よる炭酸 固定反応

序

OGORの 生理的意義を考慮 した場合、二酸化炭素 を固定する反応を測定する必

要がある。 しか しながら、 これまで遺伝子情報だけが与えられていたForに 関 しては、

炭酸 固定反応触媒能に関する知見は全 く無い。一方、Korに ついては精製酵素存在下で

14CO
3の 取込みが起 こることと、その生成物が2-オ キソグル タル酸であることがすでに

確認 されている[23]。 しか しなが らこの反応系はTK-6株 のCFEを 添加 しなければ起こ

らないという点で不完全なものであった。不特定多数の物質 を含むCFEを 添加 した時

点で系の内部で起こっていることを議論するのは困難である。この不明瞭性を排除する

ために、CFEに 頼 らず精製物のみを使 った系の確立が必要 とされた。また[14C]の取込み

を計測する実験では経時的な測定が困難であることか ら動力学的な解析が行われていな

かった。

本章では精製 したOGOR及 びその他の蛋白質を用いて二酸化炭素固定反応 を

証明 し、かつ動力学的に解析することを目的とした。
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材料 と方法

OGORの 調製

For、Kor共 に 、 第 一章 で述べ た通 り、組換え大腸菌か ら発現 ・精製 したもの

を実験 に用 いた。

H.thermophilus TK-6 株の培養

H.thermophilus TK-6 は無機培 地で培 養 した。無機 培地 の組 成はTable2-1に 示

し た 。

Table2-1-1.  無機培地の組成

(per litter of deionized water,pH7.0)

Table2-1-2. trace elements solution の組成

(per litter of deionized water,pH7.0)
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TK-6株 の培養 は 目的 に応 じて3段 階 のスケール に別けて 行 った。

(i)50-100mL培 地/500mL坂 口フ ラス コ:種 菌(湿 菌体1gを 約1mlの 無機培地 で

懸濁 し凍結保 存 したもの)50-100μlを 添加 し、 ゴム栓 をビニー ルテー プで固定 した後 、

ゴム栓 を貫通 させ たガ ラス管 を通 して混合 ガス(H2:O2:CO2=75:10:15)を1L/minで 約

5分 間吹 き込 む こ とで ガ ス置換 を行 った。70℃ 、150rpmで 振 盪培 養 を行 い、12-24hr

間隔 でガ ス置換 を行 い、2-3日 後 に回収 した。

(ii)1-2L培 地/5L耐 圧 びん:種 菌1mlな い しは前述の培養 液100mlを 接種 し、ゴ ム

栓 を ビニー ルテー プで固定 した後、 混合 ガスを1－2L/minで 約15-30分 間吹 き込 む こと

で ガ ス置換 を行 った。70℃ 、150rpmで 振 盈培 養 を行 い、12-24hr間 隔で ガス置換 を行

い、2-3日 後 に回収 した。

(iii)8L培 地/10Lジ ャー フ ァー メンター:前 述 の培養液1-2Lを ジャー フ ァー メン

ター内 の6-7L培 地 に合計8Lに な るよ うに添加 し、混合 ガ スを1L/minで 吹 き込み な

が ら70℃ 、600rpmで ジ ャー培 養 を行 い、12-18時 間後 に回収 した。

TK-6株 のCFEの 調 製

培 養液 を遠心 分離機 にか け、菌体 を回収 した後 、10mM HEPES(pH8.0)に 懸

濁 し、 フ レンチ プ レス にかけて 溶菌 した。 この菌体破 砕液 を超遠 心(37,000rpm,1hr)に

かけ 上清 を回収 しCFEと した。保存 はアル ゴ ンガ ス置換 したバ イアル 内で-80℃ で凍結

す るこ とで行 った。
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14CO
3を 用いた炭酸固定反応活性測定

酵 素 反 応 溶 液 をTable2-2に 、 実 験 の 流 れ をFig.2-1に 示 し た 。

この反応 溶液500μlを5mlの バ イアルに入れ ゴム栓 とアル ミ栓で密 封 して か

らア ル ゴ ンガス を吹 き込み 中を嫌 気的 に した 。14Cで ラベ ル された重 炭酸 ナ トリウム溶

液 をマイ ク ロシ リンジで加 え、70℃ で1時 間反応 させ た。そ の後 、500μlの30%ト リ

クロ ロ酢 酸 溶液 を加 え るこ とで反応 を止 め た。 半分量(500μl)を 液体 シ ンチ レー シ ョ

ンカ ウ ンター 計測 用 の バイ アル に移 し、蓋 を外 した状 態 で ドラ フ トの 中で70℃2時 間

処理 す るこ とで、 未反応 の炭酸 を飛ば した。 その後、4mlの 液 体 シ ンチ レー ショ ン用の

有機 溶媒 を加 え、 蓋 を締 めて2-3度 振 った。バ イアル 中の14Cを 液体 シ ンチ レー シ ョン

カ ウ ンタ ー(Packard Tricarb3255)で カ ウ ン トす る こ とで 反応 液 中 に固定 され た炭 酸量 を

測定 した。

H.thermophilus TK-6株 由 来succinyl-CoA synthetaseの 調 製

当研 究室 の青島美穂 博士 によ ってTK-6株 の細胞 か ら精製 されたsuccinyl-CoA

synthetaseを 分 与 して 頂い た。
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PORお よびGDHと の カ ップ リングに よるOGOR活 性 測定 の材料

上 記 の14Cを 用 い た 炭 酸 固 定 反 応 測 定 系 以 外 に 、Fig.2-2に 示 し た よ う な

pyruvate:ferredoxin oxidoreductase(POR)とglutamate dehydrogenase(GDH)と カ ッ プ ル さ せ

たOGOR炭 酸 固 定 反 応 活 性 測 定 系 を 組 み 立 て た 。OGOR以 外 に 必 要 な 蛋 白 質 と し て 、Fd、

POR、GDHを 以 下 の よ う に して 調 製 し た 。

Fig.2-2. OGOR enzyme assay coupling with POR and GDH.

OGOR, 2-oxoglutarate:ferredoxin oxidreductase;

POR,pyruvate:ferredoxin oxidreductase;

GDH,glutamate dehydrogenase.
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Fdの 調製

TK-6株 由来 の天然 のferredoxim(Fd1)をTK-6株 の細胞 か ら過去 に当研 究室 に

よ って報 告 され た方法 に従 って精 製 した[41]。

TK-6株 由来 の2種 類のFd(Fd1,Fd2)を コー ドす る遺伝子 が 当研究 室の池 田氏

に よって ク ロー ニ ン グされ、 これ らのFdを 大腸 菌で発 現 させ るため の プラス ミ ドが構

築 され た[38]。 そ こで これ らのFdを 組 換 え大腸 菌 で発現 させ、CFEを 調製 し、精 製 し

た。精製 は熱処理(Fd1:80℃,10min;Fd2:60℃,10min)、 陰イオ ン交換カ ラムク ロマ トグ

ラ フィ(Q-Sepharose Fast Flow)、 ゲル ろ過 カラ ムクロマ トグラ フィ(Superdex75HR10/30)

の過 程 を経 て行 った。Fdの 追跡 は390nm/280nmの 吸収 スペ ク トル比の高 さ を指標 に

行 った。Fdの 蛋 白質定量 はBradford法 で は誤 差が大 きか ったのでBCA法(BCA Protein

Assay Kit;PIERCE)を 用 いて行 った。

PORの 調製

TK-6株 由来PORの 大腸菌組換え体を用いた。空気下で精製 を試みたところ、

PORは 速やかに失活 した。そこで精製PORの 調製は当研究室の池田氏によって茨木大

学の研究室の完全嫌気的な蛋白質精製設備を使 って為された[38]。 これを以下の実験 に

用いた。

OGOR、PORに よるFdの 還 元活性測 定

OGORに よ るFdの 還 元反応 の活性 値 は基 質で あ る2-オ キ ソグル タル酸 に依 存

的 なFdの 還 元 を分光 光学的 に追跡 す るこ とで測定 した。 測定 は70℃ で行 った。石英 セ

ル(1ml容 量、1cm幅)は 中を嫌気条 件 にで き るよ うにゴム内栓 とプラスチ ック外栓

で密 封 で き る もの を使 用 した。 標 準 的 な反 応 混 合 液 の組 成 は{OGOR enzyme,10mM

sodium 2-oxoglutarate,0.25mM coenzyme A,1mM MgCI2,1mM dithiothreitol and5mM

methyl viologen in100mM HEPES(pH7.0);1.5ml} であった。セル内に注射針でアルゴン

ガスを5分 間吹 き込むことで嫌気条件にし、70℃ で5分 間保温 した後、基質である2-オ

キソグル タル酸 をシリンジで添加 して反応 を開始 させた。Fdの 還元は可視光の吸収に

よって追跡 した。
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GDHの 調製

Sulfolobus tokodaii の ゲ ノムDNAか らGDHを コー ドする と予想 され る遺伝子

をPCRで 得 る た め に 、2種 類 の プ ラ イ マ ー を 合 成 し た(S.tok.GDH-N,5'-

GGAATTCCATATGAATTCAGCCGTC-3'and S.tok.GDH-C,5'-

CCGCTCGAGTAACATACCTCTAGCT-3')。 増 幅 されたPCR産 物 を プライマー上のNdeIサ

イ トとXholサ イ トで切断 し、pET21C(Novagen)に 挿 入 した 。結果 、構 築 され たプ ラス

ミ ドpET-GDHに よって、C末 に ヒスチ ジ ンタ グが付 加 され た組換 え蛋 白質の発 現が期

待 され た。 この蛋 白質 を大腸菌 で発現 させ、 このCFEに80℃,15minの 熱処理 を加 えた

後 、Ni-ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム( HiTrrap Chelating HP column,Pharmaciz )を用 いて精製 した。

GDHに よるglutamate生 成 反応

GDH活 性 はア ンモニアの還 元 に伴 うNADHの 酸化 を340nmの 光の吸収 の変

化 を分 光光学 的に計測 す るこ とで決定 した。反応液 の組成 は100mM HEPES pH7.0,10

mM 2-oxoglutarate,200mM ammonia and0.2mM NADHを 標 準 と した。反応はammonia

の添加 で開始 した。

カップ リングによるOGOR活 性測定

標準的なア ッセイ混合液の組成は以 下の通 りである。

10mM MOPS(pH 6.8),1mM MgC12,1mM dithiothreitol,20mM NaHCO3,5mM

NH4C1,0.25mM CoA,0.26mM NADH,40mM pyruvate,0.5mM succinyl-CoA and proteins

(OGOR,POR,ferredoxin,and GDH).

これ を石 英 セル(1ml容 量、1cm幅)に 入れ 、 ゴム内栓 とプラスチ ック外栓

で密 封 し、セル 内に注射針 で アル ゴンガス を5分 間吹 き込 む こ とで嫌気条件 に した。70℃

で30分 間保 温 した後 、基 質であ るsuccinyl-CoAを マ イ クロシ リンジで添 加 して反 応 を

開 始 させ た。340nmの 光 の吸 収 の 変 化 を分 光光 学 的 に計 測 した(U-3200:Hitachi and

DU7400:Beckman)。
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結果

[14C]を用 いた炭酸 固定反応 活性測定

過 去の実験 では、分 解 しや すいsuccinyl-CoAの 代 わ りにsuccinateとCoAを 基

質 と し、succinyl-CoA synthetaseの 代 用 としてTK-6株 のCFEを 測定 系内に添加 して い

る。 そこで今回はCFEを 使 わずに、TK-6株 か ら精 製 され たsuccinyl-CoA synthetaseを

用い て実 験 を行 った。 その結果 、Forに お いて もKorに お いて も[14C]の 取 り込み は観察

され な か った(Table2-3)。 次 に、succinyl-CoAを 基質 と した条 件 で測定 を行 った。TK-6

株 のCFEの 添加 の影響 も観 察 した(Table2-4)。 その結果 、精製 したOGORで は[14C]の 取

り込 みがお こ らなか った。 しか しTK-6株 のCFEを 添加 した場合 、[14C]の 取 り込み が観

察 され た 。 これ らの こ とか ら言 え る こ とは、 反 応 はsuccinyl-CoAか らの 開 始 で 良 く

succinyl-CoA synthetaseは 不要 であ る こと と、炭酸 固定反応 を推 進 させ るにはCFE中 の

別の因 子が必要 であ る とい うこ とであ る。

Table2-3. succinvl-CoA synthetase を伴 うOGOR炭 酸固定反応

Table2-4. succinyl-CoA を基質としたOGOR炭 酸固定反応
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OGORのPORとglutamate dehydrogenaseと のカ ヅプ リング反応

上記 の実 験 方 法 とは 別 にOGORに よ る炭 酸 固 定 反応 を観 測 す る方法 と して

PORとglutamate dehydrogenase(GDH)と のカ ヅプ リング反応 を計画 した。Fig.2-2に その

概 略図 を示 した。 電子伝達体 であ るFdは 、OGORに よ る炭酸 固定反応 とPORに よ る脱

炭 酸 反応 の間 で酸 化 還 元 が く り返 さ れ る。 炭酸 固定 反 応 の生 成 物 であ る2-oxoglutarate

はGDHに よ って即座 にア ミノ化 されglutamateに 変換 され る。 この方法 は上記の[14C]を

用いた炭酸固定反応測定系にない 二つの利点を持つ。ひとつは、NADHの 酸化を分光光

学的に追跡することで経時的 に反応を観測できる点である。もうひ とつは還元型Fdの

供 給 をPORに 担 わせ る こ とで、dithioniteの よ うな強 力な還 元剤 に頼 らな くて も良 い点

で あ る。 これ は[14C]取 り込 み実験 には応 用で きな い。[14C]ラ ベル され た炭酸 の,存在 下 で

OR酵 素 とその基 質であ る2-オ キ ソ酸 が存在 する と、2-オ キソ酸 のカルボ キ シル基 が14C

ラベル され た炭酸 と交換 されて しま うので(こ れ を 「CO2交 換 反応 」 と呼 ぶ)、 炭 酸 固

定 とは無関係 に[14C]の 取 り込み がお きて しま うか らであ る。

以 下 にPOR・GDHカ ップ リング反応 に必 要 な蛋 白質 の調 製 の結果 につ いて

述べ た。

組換 えFdの 調 製

当初 、天然 のferredoxlm(Fd1)をTK-6株 の細胞 か ら精製 して いたが、TK-6株

由来 の2種 類のFd(Fd1,Fd2)を 大腸菌 で発現 させ るた めのプ ラス ミ ドが 当研究 室の池 田

氏 に よって構 築 されたの で、これ ら2種 のFdの 組換 え体 を大腸菌か ら精 製 した(Fig.2-3)。

PORの 調製

TK-6株 由来PORの 大腸菌組 換え体 を用 いた。空気下で精 製 を試み た ところ、

PORは 速 や かに失活 した。そ こでPORの 嫌 気的な 精製 が当研究 室の池 田氏 に よって茨

木大学 の研究 室の設備 を使 って 成 され た(Fig.2-3B)[38]。 これ を以 下の実験 に用いた。
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A B

Fig.2-3. SDS-PAGE(18%).Purified recombinant Fd1and Fd2(A),and POR(B).

OGORのFdに 対す るKm値 の測定

OGORに よる炭 酸固定反 応は還 元型Fdか ら電 子 を受 け取 ることで起 こるの でFd

は この反応 の基 質 とみ なせ る。従 って 、 この反応 速度 を最 大 にす るた めにはFdの 濃度

を十分 にす る必 要があ る。その 目安 と してOGORのFdに 対 す るKm値 を算出す るこ と

を試 みた。Km値 は逆 反応 であ る脱 炭酸 反応 におけ る酸化型Fdに 対 して算 出す るこ とに

した。活性 はFdの 還元 に伴 うA425の 変化 を吸光度計 で追跡 した(Fig.2.4)。 これ によ り、

A425に お け るFdの モル吸光係数 をTable2-5の よ うに決定 し、酵素活性 はU/mg proteinで

表 し、1Uは1分 間 あた り1μmolのFdの 還元 と定 義 した。OGORに よるFd還 元反応の

動 力学的解析 が行 われ た(Fig.2-5,Table2-6)。

Table2-5. TK-6株 由 来FdのA425に お け る モ ル 吸 光 係 数
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Kor For

Fd1

Fd2

Fig.2-4. Reduction of ferredoxin.2-Oxoglutarate and CoA dependent spectral change
of Fdl(A and B)and Fd2(C and D)catalyzed by Kor(A and C)and For(B and D).
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Kor For

Fd1

Fd2

Fig.2-5. S-v plot of KOR(A and C)and For(B and D)for Fd1(A and B)and Fd2(C and D).

Table2-6. OGORに よ るFd還 元 活 性 の 動 力 学 的 パ ラ メ ー タ ー

い ず れ の 条 件 で もFdの 濃 度 が10μMの と き に 、 ほ ぼ 飽 和 して い る と 言 え る 。

Fdの 酸 化 型 のFd1とFd2の340nmの モ ル 吸 光 係 数 は15.3mM-1cm-1と18.3mM-1cm-1で

あ っ た 。10μM Fdに よ る340nmの 吸 収 は そ れ ぞ れ 、0.15Absと0.18Absに な り、NADH

の 計 測 を 妨 害 しな い た め の 許 容 範 囲 で あ る と 考 え られ た 。
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PORに よるFdの 還 元速度

OGORに よる炭 酸 固定反 応 にお いて、 反応 系 内でFdが 常 に還 元型 にな って

いる ことが肝 要であ る。 そのた めには還 元型Fdを 供給 す る反応(PORに よるpyruvate

の脱 炭 酸反応)の 速度 が還 元型Fdを 消 費 する反応 の速度 を上 回 る必要 があ る。 そ こで

Fd濃 度10μMの 時 のPORに よるFdの 還元速 度 を求 めた(Table2-6)。

Table2-7. PORに よ るFdの 還 元 速 度

Concentrations of Fd were 10μM.

PORの340nmの 吸収 は約0.15Abs/1.0mgproteinと 、あ ま り高 くな く、

この こ とは 高濃度のPORの 添加 が可能 な こ とを意味 した。 しか しなが らPORは 酸素 感

受性 が高 く、 また試料 は グ リセ ロー ル溶 液 に溶か して保 管 され る こともあ って、 高度 な

濃縮 は返 ってPORの 失活 を招 いて しまい、 この 濃縮限 界 のほ うが添加 量 の律速 とな っ

た。PORの 添加 量は0.02U(約50μg)以 上 を目安 と した。NADHの340nmの モル吸光

係数 は6.22mM-1cm-4で あ るか ら、

0.02U=0.125dAbs/min

と計算で き る。OGORの 活性 は この範 囲内で行 った。

GDHの 精 製 と酵 素学的特徴 付 け

Sulfolobus tokodaii のゲノムDNAか らGDHを コー ドすると予想される遺伝子

をPCRで 得、 大腸菌 内でC末 に ヒスチジ ンタグが付加 した組換 え蛋 白質 と して発現 し

精 製 した(Fig.2-6)。 この 蛋 白質 は70℃ でGDH活 性 を示 した。GDHの 至適pHはpH7.0

前後で あ り、OGOR活 性 測定条件 と一致 した(Fig.2-7A)。 至適 温度は約60℃ で あ った(Fig.

2-7B)。OGOR活 性 測定 条件 であ る70℃ で は至適温 度の約 半分の活性 しか得 られな か っ

た。 とは 言え、70℃ での最 大活性速 度はVmax=26.3U/mgで あ り、2-oxoglutarateに 対

す るKmは0.16mMで あ り既知のGDHの 報 告 と比べ て も遜 色のな い値 であ り、 カ ヅプ

リング反応 に十分使 用で きる と考え られた(Fig.2-8)[42]。

OGORと のカ ヅプ リング反応 ではGDHは 過剰量 の0.1U(3.8μg)添 加 した。
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Fig.2-6.  SDS-PAGE(15%).Purified recombinant GDH.

Fig.2-7. (A)Effect of pH on the amination activity  of 2-oxoglutarate catalyzed by

recombinant GDH.The buffers used were as follows: 100mM MES(pH4.5to6.5;

triangle),100mM HEPES (pH5.8to7.8;diamond),and100mM CHES(pH8.1to9.1;
square).The reaction was measured  at70℃. (B)Effect of temperature on the
am ination activity of2-oxoglutarate  catalyzed by recombinant GDH.
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A

B

Fig.2-8. Kinetics of recombinant GDH for2-oxoglutarate.

A:S-v plot.B:Lineweaver-Burk plot.

OGORに よる炭酸固定反応活性測定
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以 上の予備 実験 を経て カ ップ リング反応 を用 いたOGOR活 性 測定 の系 を組 み

上げた。

標 準的 なア ッセ イ混 合液 の組 成はTable2-8.の 通 りで あ る。

Table2-8. OGOR活 性 測定反 応液組 成

340nmの 紫外 吸収 の変 化 を分 光光学 的 に計測 した ところ、Fig.2-10の よ うに

吸収 の減 少 が見 られ、OGORに よ る炭酸 固定 反応活性 を観 察 す るこ とがで きた。 この活

性 は系 内の全 ての 蛋 白質 に依 存的 であ り、 か つOGORの 基 質であ るsuccinyl。CoAと 、

PORの 基 質であ るpyruvateに も依 存 的で あ った。 しか し、HCO3-とCoAに は依存 しな

か った。 この 二者 は系内の反応 で供給 され るためであ る と考 え られた。

OGORのSuccinyl-CoAに 対 するKm値 の測定

OGORのSuccinyl-CoAに 対す るKm値 を算出 した。実験材料 の都合 上、Fdに

はFdlの み を用 いた。そ の結 果 をFig.2-11とTable2-9に 示 した。 この反応 系ではCO2

は常 にPOR反 応 に よ って供給 されCO2を 加 えな くて も反応 が進 むので、CO2に 対 する

Km値 は測 定で きなか った。
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For

Fig.2-10. Carboxylation by Kor and For.Upper:Kor,lower;For.

52



Kor For

Fig.2-11. S-v plot of OGOR for succinyl-CoA.

Table2-9. OGORに よる炭 酸固定反 応の動 力学的パ ラメー ター
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考察

これ まで当研究室では炭酸固定反応 を証明するひ とつの方法 として、[14C]で

ラベルされた炭酸の有機化合物への取 り込みの実験を行い、多大な成果を挙げてきた[42,

43]。 しか しな が ら、 この 手法 をそ の まま引 き継 いで 、H.thermophilus TK-6 株 由来の蛋

白質 と 大腸 菌 の組 換 え蛋 白質 を用 いて 行 っ た実 験 は、 大 変な 問題 を生 じさせ た。 大腸

菌のCFEとTK-6株 由来 のCFEと の混合 液はH14CO3-に ラベ ル され た[14C]を その他 の基

質 に依 存 す るこ とな く系 内に取 り込 んで しまうのであ る(data not shown)。 これ に よって

様 々な意 味 不明の デー タが 蓄積 され て しまった。 この現 象 が引 き起 こされ る原因 は不 明

で あ るが 、ひ とつ 明 らかな こ とは、大腸 菌組 換 え蛋 白質 とTK-6株 由来 の天然 蛋 白質 を

同時 に用 いる時は少 な くとも片方は精製 されて いなけれ ばいけな い とい うこ とであ った。

過去 に行わ れたTK-6株 由来 のOGORに よる炭 酸固定活性 測定 は不完全 な も

ので あ った。 反応 にはTK-6株 のCFEが 要求 され た。 このCFEの 役割 は succinyl-CoA

syntnetase 活性であ り、分解 しやすい succinyl-CoA を succinate とCoAか ら供給 して くれ

るものと予想 されていた。しか しなが ら今回の実験で、精製された succinyl-CoA synthetase

の添加が意味 を成さないことが示され、CFEの 役割は別にあると推察された。

上記の実験 で精製蛋 白質のみでは炭酸固定反応 が起 きない原因のひ とつ とし

て電子伝達が うま く起 こらないことが考えられた。すなわち、系内がdithioniteの よう

な強還元剤によ り還元的にな りすぎて、Fdが 還元型から酸化型へ移行で きないか、あ

るいは、逆に還元力が足 りず還元型Fdが 枯渇 して しまっている可能性が考えられた。

CFEの 添加はそうした停滞 して しまった電子の流れをバイパスする効果があるのではな

いだろうか。

酵素の実験は in vitro といえども、よ り生体内に近い環境で解析することが望

ましい。還元型Fdの 供給 も生体内に近いモデルを構築 したい ところであ るが、存在が

予想されている NADH:Fd reductase はい まだ取得 されていな い。そ こで、 その代用 とし

て pyruvate:ferredoxin oxidoreductase (POR)の 利 用 を考 えた。TK-6株 のPORが 同株 由来

のFdを in vitro で還 元す るこ とは既 に証 明 され ていた[44]。Fig.2-2に 表 した ように二つ

のORが そ れぞ れ脱 炭酸 と炭酸 固 定の反 応 を触 媒 し、Fdの 酸化 還元 を回転 させ るこ と

に した。 しか し、 この コ ン ビネー シ ョ ンではH14CO3-を 利 用 した[14C]の 取 り込み の実 験

の 方法 は使 用 で きな い。ORは その基 質 であ る2-オ キ ソ酸 のカル ボ キシル基 と遊離 の炭

酸 を交換 す るの で、 炭酸 固定 とは 無関係 に[14C]の 取 り込み がお きて しま うか らであ る。
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代 わ りにGDHに よ るNADHの 酸化 を伴 う2-oxoglutarateの ア ミノ化反応 とカ ップ リン

グさせ るこ とで、分光 光学的 に追跡 する ことを試み た。

この カ ップ リング反応 に必要な蛋 白質群は、OGOR(ForとKor)、POR、Fd(Fd1

とFd2)、GDHで あ る。 これ らは こ とご と く組換 え大腸菌 か ら精製 され た。Kor、POR、

Fd1はTK-6株 細 胞 か ら精 製 され てお り、 必 ず しも組 換 え蛋 白質は必 要では な いが、熱

処 理 に よる除蛋 白質 の効果 等 もあ り活性 の 高 い酵素 を簡便 か つ多量 に調製 で き るの でお

お いに利用 した。FdはTK-6株 由来 のFd1とFd2の2種 類 調製 した。Fd1の 遺伝 子 をク

ローニ ング した際 、 その遺伝 子の す ぐ下流 に並ん で順 向 きにFd2の 遺伝子 が存在 してい

た ので 、 あわ せて これ も調製 したか た ち とな った。使 わ れ たほ とん どの蛋 白質はTK-6

株の遺伝 子由来 であ るが、GDHだ けはS.tokodθiiの ゲ ノム上のGDHを コー ドす る と思

しき遺伝 子 か ら得 た。発現 蛋 白はGDH活 性 を示 し、OGORと のカ ップ リング反応の環

境 条件 は このGDHに とって至適 ではな かった ものの 十分 に高 い活性 を示 した。

この カ ップ リング反応 で律 速反応 になるのはPORに よるFd還 元で あ るこ と

は容易 に 予想 で きた。PORは 生体 内ではOGORと 同様 、炭酸 固定反応 を触媒 す るので

Fd還 元は逆 反応 であ る。 また、 このPORは もとも とあ ま り活性 が高 い とは言 えない上

に失活 しや すい。 まず、OGORの 炭酸 固定反応 に十分量 のFd濃 度 を割 り出 し、そのFd

を還 元す るPORの 速度 を知 る必 要があ った。KorのFd1とFd2に 対 す るKm値 は0.55μM

と0.67μMと 低 い値 を示 した。ForのFd1とFd2に 対 す るKm値 は2.5μMと2.4μMだ

った。KorはFdの 濃度 を 上げ ても活性阻 害は見 られなか った。これはChlorobtum t8pidum

のPFOR(PORと 同義)とFdの 関係 と似 てい る[45]。 一方、ForはFd濃 度10μM前 後

で活性阻 害が観察 され た。このパ ター ンはClostridium pasteurianumと 似 てい る[46]。Fd1

とFd2の 間 に差はあ ま り見 出せな かった。 この動力学測定 の結果 とFdの340nmの 吸光

係 数(Fd1,15.3mM-1cm-1;Fd2,18.3mM-1cm-1)か らカ ップ リング反応で のFd濃 度は10μM

が 妥 当と考 えた。

10μM Fdに 対 す るPORの 還 元速度 が約0.5U/mgと 測定 された。低 い値 とは

言え ないが、 カ ップ リング反応 に十分 耐え得 る速度 を与 え よう とす るな らば、濃 縮 して

多 めに加 え たい ところであ る。しか しPORは 濃縮操作 で も失活 す る恐 れがあ ったので、

濃縮 は 行 わ ず精 製 試料(0.4-0.5mg/ml)を その まま用 い た。但 し、 これ は危 な い橋 を渡 ら

なか っただけで 、や ってみ れば簡 単に成功 す るか も知 れな い。PORの 添加 の下限 を0.02

Uと し、OGOR活 性 は この速 度の範 囲内で行 った。

カ ップ リング反応 の結 果 、340nmの 紫外吸収 の減 少が観 察 され た。 この減 少

はHCO3とCoA以 外の反応 系 内の全ての 蛋 白質 と基質 に対 して依 存的で あ った。HCO3
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とCoAは 反応 液 内で 生産 され るの で、外 部 か らの 添加 は不 要 なので あ ろ う。 理論 的 に

必要 と考 え られ る 「役者 」全 て に依 存 したの で、確 か にOGORに よ って 炭酸 固定 反応

がお こ って い るもの と考え られた。

この測 定系で は炭酸 に対 す るKm値 は出せな いので、succiny1-CoAに 対 するKm

値 だけ を算 出 した。また、これ まで実験結 果か らFd1とFd2に 大 きな差は無 い とみ な し、

この実 験で はFd1の み を用 いた。succinyl-CoAに 対 するKm値 はKorに おいて28.2μM、

Forに お いて134μMで あ った。succinyl-CoAの 濃度 を上 げ る と活性阻 害が 見 られ た。

これは逆 反 応 にお け るCoAに 対 す る挙動 と一 致 して い る。 比活性 を逆 反応 の値 と比較

す る と酸化 反応 の 方が 高か った。 まだア ヅセ イ系の磨 き上げが 足 りない と言 え る。 今回

構 築 され た酵素活性 測 定系 は同 じORフ ァ ミリー に属 す るPORを パー トナー に用いて

い る。この 立場 を反対 にすればPORの 炭酸固定活性 を測定 す るこ とも可能 であ り(NADH

の酸化 はlactate dehydrogenaseが 担 当す る)。 そ れぞれの研 究 にお いて役 に立つ 。 しか し

なが ら、CO2を 系内 に放出 して しま うので酵 素のCO2に 対す る依 存性 を調べ ることがで

きない とい う欠 点 を持 つ 。 さ らにPORは 失活 しや す い扱 いに くい酵素 で、 しか も系 全

体 の反応 の 律速 とな って い る。カ ップ リングの相 手 と して は不適合 と判断 せ ざる を得 な

い。出来 る ことな らば、TK-6株 の生体 内で実 際 にFdを 還 元 して い る酵素 を取 得 してin

vitroで 再 現 する ことが望 ま しい。それは、TK-6株 のエ ネル ギー代謝 の解 明 に直結 す る。

今後 の進展 に興味 が持 たれ る。
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第三章 OGORの 発現解析 と遺伝子破壊

序

H.thermophilus TK-6株 は2種 類 のOGOR、ForとKorを 持つ こ とが報告 されて

いる。第 一章 と第 二章 では、 この二つ のOGORに ついて精 製酵素 を用 い、in vitroで の

特徴付 け を行 った。

本 章では、H.thermophilus TK-6株 にお ける これ ら2種 類のOGORの 発現解析

を行 うこ とで、 これ らの酵 素の 生理 的役割 をよ り明確 にす る こ とを試み た 。 また、本 菌

株 にお け る遺伝 子破 壊法 を構 築 して、2種 類 のOGORに つ いてそ れ ぞれの破 壊株 を取

得 しその 表現 型 を観察 す る ことで、 その 生理的 意義 に ついて 更 に深 い考 察 を加 え るこ と

も試み た。
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