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は じ め に

二酸化炭素を主要な炭素源として生育する生物は「独

立栄養生物」と呼ばれている．我々を含む従属栄養生物

は，食物としてこの独立栄養生物あるいはその生産物を

「同化」することで生命を維持しており，全ての生物を

構成している有機物は，ほとんど全て独立栄養生物が固

定した二酸化炭素に由来していると言うことができる．

従って，独立栄養生物の存在無くして我々は存在し得な

いと言っても過言ではない．そしてこの独立栄養生物が

一次生産者としてその環境における生態系を支えている．

我々の身近な環境，すなわち常温・常圧・中性・好気と

いった条件下においては，植物がその環境（生態系）を

支えている．

一方，地球上には上記のような環境は地表面のごく限

られた空間にしかなく，高温・高圧・強酸（強アルカリ)・

絶対嫌気など極限環境と呼ばれる世界が深海・深度地下

などに広く分布している．前世紀後半より，この様な環

境に対する調査が活発に行われ，それまで生物は存在し

ないと考えられていた常識を覆し，豊かな生態系を形成

している環境も発見され，特に地下数㎞までの深度地下

環境には地表面の数百倍のバイオマスが存在するとさえ

考えられるようになった ．

極限環境において植物の生育は困難であり，その生態

系は微生物を主体としている．特に一次生産においては

独立栄養細菌（始原菌を含む）が担っており，これらの

存在は非常に重要であることは明らかであろう．注目し

たいのは，これらの持つ炭酸固定代謝の多様性にある．

植物がカルビン回路によって炭酸固定を行っているのに

対し，微生物はカルビン回路のほか acetyl-CoA経路 ，

３-hydroxypropionate回路 ，そして還元的TCA回路

の３種類の炭酸固定代謝を利用していることが現在知ら

れている．また光を利用する光合成だけでなく，無機物

を酸化する化学合成によってエネルギーを獲得するもの

も数多く存在する．特に水素酸化細菌の一種は世代時間

が約１時間で植物を遥かに凌ぐ炭酸固定能を有している ．

我々がこれらの炭酸固定代謝を理解することにより，

地球規模での炭素循環の全体像を把握するだけでなく，

近年大きな問題となっている二酸化炭素による地球温暖

化への生物的炭酸固定による解決（これは同時に食料問
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題などの解決にも関わる）への可能性を広げることがで

きる．しかしながらこの様な非カルビン型の炭酸固定代

謝に対する我々の知見は浅く，とりわけ還元的 TCA回

路において研究が遅れていた．今回，非カルビン型炭酸

固定代謝経路の一つ，還元的 TCA回路とその鍵酵素で

あるATP-citrate lyaseに関する知見をまとめたので報

告する．

還元的 TCA回路

還元的 TCA 回路は1960年代に緑色硫黄細菌 Chlor-

obium limicolaにおいて発見された非カルビン型炭酸固

定代謝経路である．本回路は見かけ上，我々の良く知る

TCA回路を逆方向へ回転することでエネルギーと還元力

を消費して炭酸固定を行う（Fig.１）．この回路が１回転

するときに４分子の二酸化炭素が固定され１分子のオキ

サロ酢酸（または２分子の二酸化炭素から１分子の

acetyl-CoA）が生成する．本回路においては２つの特徴

的な炭酸固定酵素 pyruvate synthase,２-oxoglutarate
 

synthaseおよび回路の方向を決定していると考えられる

ATP-citrate lyaseが鍵酵素として認識されている．

本回路は1960年代に発見されたにもかかわらず，その

後の研究は鍵酵素の精製などが数例報告されるのみで

あった．特に水素酸化細菌の一種，Hydrogenobacter ther-

mophilus TK-６が還元的 TCA 回路を用いて独立栄養

生育を行っていることが明らかになり ，鍵酵素の精製と

還元力の同定が試みられた．放射性同位元素を含む

NaH CO を用いた炭酸固定の実験から pyruvate

 

synthase,２-oxoglutarate synthaseは共に還元力とし

てフェレドキシンを用いることを確認し，in vitro にお

ける炭酸固定反応に成功した ．この結果より，pyruvate
 

synthase,２-oxoglutarate synthase は pyruvate:fer-

redoxin oxidoreductase, ２-oxoglutarate:ferredoxin
 

oxidoreductaseと命名された．もう一つの鍵酵素である

ATP-citrate lyaseについては後ほど詳しく述べるとし

て，本回路に関わる酵素の研究としては，緑色硫黄細菌

C．limicolaにおいて isocitrate dehydrogenase（IDH）

についての報告がある ．本酵素はTCA回路においても

脱炭酸酵素として働き，広く生物に存在して（一部の始

原菌には確認されていない）詳細な研究が行われてきた

が，炭酸固定酵素として捉えた研究はほとんど行われて

いなかった．C.limicola由来の本酵素は分子量約80,000

のモノマー構造であり，NADP（H）を補酵素として炭

酸固定・脱炭酸反応の両方を触媒する．しかしながら従

属生物である酵母由来の同酵素と比較すると，二酸化炭

素に対する親和性が高く（K 値は約1.3mM，酵母 IDH

は約8.2mM）また細胞内の pH（中性付近）で炭酸固定

反応が至適となり，酵母 IDH と比較してより炭酸固定

反応に適した酵素であることが明らかとなった．また回

路の中間代謝物であるオキサロ酢酸によって顕著に阻害

されることから，IDHが本回路の炭酸固定代謝の調節に

関与していることが示唆された．還元的 TCA回路にお

ける IDH の研究は H.thermophilus においても報告さ

れている ．H.thermophilus においては分子量約46,000

のホモダイマー構造であり，NADHを補酵素として脱炭

酸反応を行う．興味深いことにC. limicolaの IDH が平

衡反応で炭酸固定反応も触媒できるのに対し，H.thermo-

philus の IDH は単独では炭酸固定反応を触媒できず，

炭酸固定反応においては carboxylating factor for IDH

(CFI)と呼ばれるビオチン化タンパク質と ATP の働き

が必須であることが分かった．

ATP-citrate lyase (ACL)

ATP-citrate lyase (ACL) は succinyl-CoA
 

synthetase等と同じ acyl-CoA synthetase familyに属

する酵素であり，以下の反応を触媒する．

citrate＋ATP＋CoA

＝
>

Mg2＋

acetyl-CoA＋oxaloacetate＋ADP＋Pi

この反応は３つの段階から成る．まず，酵素がATP-

Mg 複合体によりリン酸化される第一段階．続いてリン

酸化された酵素により，クエン酸のリン酸化が起こる第

二段階．そして最後に，この citryl-PO に CoA-SHが

攻撃して citryl-CoA を中間体として，これがクライゼ

ン反応の逆反応により開裂して acetyl-CoAとオキサロ

酢酸を生成する第三段階である．
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Fig.1  The reductive tricarboxylic acid (RTCA)cycle for CO

assimilation in C.limicola.

The reaction catalyzed by ATP-citrate lyase is in-

dicated with a bold arrow. PS; pyruvate synthase,

PEPC; phosphoenolpyruvate carboxylase, OGS; 2-

oxoglutarate synthase, and IDH; isocitrate dehy-

drogenase are key enzymes for CO fixation. PEP;

phosphoenolpyruvate,3-PGA;3-phosphoglycerate.
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真核生物の ACL

本酵素は真核生物において動物，植物，酵母，カビな

ど広く分布しており，細胞質内に局在している．真核生

物のように細胞内が小器官により仕切られている場合，

acetyl-CoAは pyruvate dehydrogenaseやβ-酸化によ

って，主にミトコンドリア内で生成する．acetyl-CoAは

ミトコンドリア膜を透過することができず，クエン酸と

して細胞質内に供給される．細胞質内で合成される脂肪

酸やコレステロールなどの原料となる acetyl-CoAは，

このクエン酸からACLの働きで供給される．またacetyl-

CoAと同時に生成するACLのもう一つの反応産物であ

るオキサロ酢酸は，糖新生の重要な基質であり，特に脂

肪細胞において血糖値の減少時に脂肪から糖への変換に

ACLが重要な働きを担っている．このような働きから真

核生物の ACL は，高脂血症や高血圧に関わる酵素とし

て医学的にも注目され，ヒトやネズミなど哺乳類におい

て古くから詳細に研究が行われてきた．ヒトの ACL は

3318bp(1105アミノ酸）にコードされた480kDaの同一

サブユニットから成るホモ４量体構造であり ，cAMP，

グルカゴン依存性の protein kinaseによってリン酸化さ

れる残基（Ｔ446，Ｓ450，Ｓ454）が存在する ．これ

ら残基のリン酸化によって基質に対するK 値や反応速度

論的パラメーターが変化し，前述した脂肪細胞における

脂肪からの糖新生など，重要な代謝調節を行っているこ

とも明らかとなった ．ACLは哺乳類や酵母では同一サ

ブユニットから形成されているが，カビの１種 Sordaria
 

macrosporaのACLは異なる２つのサブユニットから構

成されるヘテロ構造であることが明らかとなった．更に

それぞれのサブユニットの一次構造は，哺乳類由来のACL

のＮ-末およびＣ-末領域に対応した高い相同性があるこ

とが分かった ．ACL活性が欠損した S.macrospora変

異株は，子実体の形成に障害を起こす．これは子実体が

形成され成熟する際に必要とされる脂肪酸は主にACLに

よって供給される細胞質内 acetyl-CoAに由来するため，

この供給が ACL 活性欠損変異株では十分に行われない

ためであると考えられた ．

原核生物の ACL

真核生物の ACLは細胞質内への acetyl-CoAなどを

供給する働きを持つことを述べたが，細胞内が小器官で

仕切られていない原核生物の場合は，その役割は一変す

る．これまでに原核生物（細菌および始原菌）において

ACL 活性は還元的 TCA 回路により独立栄養生育を行

う生物にしか検出されていない．つまり大腸菌や枯草菌

に ACL は存在せず，原核生物では還元的 TCA回路に

特徴的な鍵酵素であると言える．またその反応様式から，

回路の回転方向を決定していることが推定された．原核

生物では，最初に還元的 TCA回路が提唱された絶対嫌

気性光合成細菌の緑色硫黄細菌 Chlorobium と好熱性水

素酸化細菌 H.thermophilusおいて詳細な研究が行われ

た．先ず，筆者が研究に携わった緑色硫黄細菌のACLに

ついて述べたい．

緑色硫黄細菌の ACL

前述したように，還元的 TCA回路は緑色硫黄細菌か

ら提唱されており，その鍵酵素である ACL は古くから

無細胞抽出液において活性が検出されていた ．しかしな

がら，酵素の精製の報告は1982年に部分精製されただけ

で，長い間報告されることはなかった（分子量240kDaと

推定され，いくつかの性質検討がなされた) ．それから

20年近く過ぎた1997年中等度好熱性緑色硫黄細菌 Chlor-

obium tepidumにおいて単一精製がなされた ．その結

果，分子量は135kDa のホモ４量体構造であり，SDS-

PAGE 後の Western 解析やタンパク質のリン酸化実験

などにより主に65kDa，42kDaのタンパク質に分解する

と考えられていた．しかしながら，その後，中温性の緑

色硫黄細菌 C. limicola より ACL 遺伝子が原核生物で

初めて単離されると ，これは単一のサブユニットからな

るホモ構造ではなく，異なる２つの隣り合った ORF の

遺伝子産物（65kDa，43kDa）をサブユニットとしたヘ

テロ構造であることが明らかになった．また TIGR mi-

crobial databaseにおいて C. tepidum の全ゲノム解析

が既に行われているが，その ORF は135kDa のタンパ

ク質をコードしたものではなく，C.limicola同様に異な

る２つの ORF によってコードされていることが明らか

となった．また，C. limicola，C. tepidum 両者の ACL

両 ORF から推定される一次構造の相同性は90 以上で

あった．興味深いことにそれぞれのORF(aclB:1197bp，

aclA:1827bp）から推定されるタンパク質の一次構造は

ヒト由来の ACL の一次構造のＮ-末およびＣ-末部分と

高い相同性があり，前述したヒトACLにおける cAMP

やホルモン依存性のプロテインキナーゼによるリン酸化

部位は，丁度 aclBAの間に位置されていた．（Fig.２）

さらに aclA，aclB を別々に発現した場合，ACL活性が

検出されないことから両遺伝子は活性に必須であること

が分かった．精製酵素の分子量をゲル濾過法により求め

たところ，C. tepidum のものと同様の530～550kDa と

計算された．この場合αβのヘテロ10量体と考えられる
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Fig.2  Structure of ACL genes from C.limicola and human.

The phosphorylation sites in human ACL indicate
 

T446, S450, and S454 which were phosphorylated by
 

protein kinases.
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が，ヒト由来 ACL の一次構造と比較した結果から考え

るとαβのヘテロ８量体と考える方が妥当である．また

後述するが，反応速度論的解析はαβのヘテロ８量体構

造を支持する結果となった．

C. limicola由来組み換え型 ACLの性質検

討

組み換え大腸菌による ACL 遺伝子の大量発現ができ

たことから，これを精製し詳細な解析を行った．精製し

た本酵素に対し，逆反応である citrate synthase活性を

複数の方法で検討したが，いずれも検出することはでき

なかった．従って ACL は，クエン酸開裂反応を特異的

に触媒し，この反応の推定通り回路の回転方向を決定づ

ける役割を担っていることを強く示唆した．反応速度論

的解析の結果，基質のATPに対して典型的なMichaelis-

Menten 型の速度論形式を示し，逆数プロットによって

求められた K 値は0.21±0.04mM，V は3.7±0.1

μmol・㎎ ・min と算出された．また，本酵素反応がADP

によって顕著に阻害されることから，同様に求めた逆数

プロットは ATPに対する競争阻害の様式を示し，その

K値は0.037±0.006mM であった．（Fig.３）

一方，もう一つの基質であるクエン酸に対しては，逆

数プロットで直線に乗らずMichaelis型に当てはまらな

い様相を呈した（Fig.４-Ａ）．そこで Hill plot により

解析した結果，その係数は0.45であった（Michaelis型で

は係数が１となる）（Fig.４-Ｂ）．このことから本酵素と

クエン酸の結合―解離には，負の協同性があることが示

された．負の協同性は，オリゴマー構造を持つ酵素にお

いて見られる現象であり，本酵素はヒトACL（ホモ４量

体）との相同性からαβ，つまりαβの４量体構造であ

ると考えられる．各サブユニットにおけるクエン酸の結

合部位とクエン酸（基質）分子の解離―結合は，４量体

の場合以下の式に従う．

v/V ＝

(［S］/K ＋3［S］/aK ＋3［S］/abK ＋［S］/abcK )

(1＋4［S］/K ＋6［S］/aK ＋4［S］/abK ＋［S］/abcK )

…………………………………………………………………………［1］

この式において，Ksは酵素基質複合体の解離定数，ａ，

ｂ，ｃ，はそれぞれ２，３，４番目の基質結合部位にク

エン酸が結合（解離）するための相関係数である．

従って，１つ目のサブユニットにおける基質結合部位

と基質（クエン酸）との解離定数K はK ＝K /４であ

り，２つ目以降はそれぞれ K ＝ａ２K /３，K ＝ab

３K /２，K ＝abc４K と表される．［１］式の［Ｓ］

および vに各実測値を代入し，回帰曲線をグラフソフト

を用いて計算した．この結果，入力した数値にほぼ完全

Fig.4  Kinetic analysis of recombinant Cl-ACL with citrate.

(A)Double-reciprocal plot of the kinetic data.(B)Hill plot of the kinetic data.Hill coefficients are indicated as n values.

The n value of 0.45 is given in the lower citrate concentrations(0.05 to 2 mM).(C) Velocity plot with various concentra-

tions of citrate.The solid curve was fitted by nonlinear regression analysis of the experimental data as described in the
 

text.The dotted line represents a calculated curve of activity if the enzyme were to follow typical Michaelis-Menten
 

kinetics.

Fig.3  Double-reciprocal plots for various concentrations of
 

ATP with or without ADP.

ADP concentrations were 0 mM (circle), 0.1 mM

(square),and 0.3 mM (triangle).
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に一致する回帰曲線（Ｒ ＝0.999）が得られ（Fig.４-Ｃ），

これより各定数を算出した．それぞれの値は， K ＝

0.057±0.008mM，K ＝1.3±0.4mM，K ＝18±

20mM， K ＝1.6±2.0mM と求められた．これら各

サブユニットにおける基質との解離定数から検討すると，

K が18±20mM と極端に大きくなっている．このため

に実際の反応においては，酵素基質複合体が，基質の濃

度に応じて１，２，４つのサブユニットで複合体を形成

することが予想される．事実，Hanes plot(［ｓ］-［ｓ］/

v plot）で実測値を表した場合，クエン酸の濃度によって

３本の回帰直線でプロットが表される（Fig.５）．３本の

回帰直線から求められるV は，基質濃度が０～0.2mM

において0.94μmol・㎎ ・min ，0.2～2.0mM におい

て1.87μmol・㎎ ・min ，2.0mM 以上では4.00μmol・

㎎ ・min と算出された．つまりクエン酸濃度が０～0.2

mM の範囲では４つのサブユニットの内１つのみ，0.2～2.0

mM では２つのサブユニットが基質と結合する，そして

２mM よりも高い濃度では全てのサブユニットに基質が

結合していることがV から容易に推定できる．すなわ

ち「負の協同性」とは１つのサブユニットに基質が結合

すると，他のサブユニットに結合する基質の親和性を下

げる作用であると考えられる．生理的には，炭酸固定代

謝による急激な基質（クエン酸）濃度の上昇に対して過

剰に回路を駆動しない，つまり十分なクエン酸存在下に

おいて炭酸固定代謝に余分な ATPを消費しない様に本

回路におけるバルブの働きをしていると考えられた．ま

た ADPによって顕著な阻害を受けることから，細胞内

のエネルギー状態にも依存して回路を制御していること

が考えられた．本菌の ACL は還元的 TCA回路の回転

方向を決定し，細胞内のエネルギー状態によって炭素の

流れの方向と流量（carbon flux）を調節する重要な役割

を担っていることが明らかとなった．

水素酸化細菌 H.thermophilus TK-６の ACL

水素酸化細菌H. thermophilus TK-６は，好熱性好気

性水素酸化細菌であり還元的 TCA回路が好気条件下で

機能している珍しい例である．本菌の ACL は1989年に

精製が試みられ，分子量46kDaのホモ６量体構造である

と報告されていた ．しかしながらH. thermopilusにお

いて ACL 活性を再検討した結果，単一の酵素反応では

なく２つの酵素から成る２段階の反応であることが明ら

かとなった ．従来ACL活性は，生成物のoxaloacet-

ateを malate dehydrogenaseとカプリングして減少す

るNADHの吸光度（Ａ ）測定するMDH法，およ

びもう一つの生成物である acetyl-CoAをヒドロキシル

アミンと三価鉄で錯体を形成させて定量する hydrox-

amate法（HD法）の２通りで検出することができる．

（注：HD 法は acetyl-CoAの他 succinyl-CoAなどの

acyl-CoA の定量と検出が可能．）H. thermopilus では

ACL 活性を HD 法により追跡して精製した場合，精製

タンパク質はMDH法では活性を示さなかった．すなわ

ち oxaloacetateが生成されていないことが示唆された．

この精製タンパク質の生成物を MALDI-TOF MS など

で分析した結果，citryl-CoAであることが分かった．従

って，この精製タンパク質はACLではなくcitryl-CoA

 

Fig.5  Hanes plots of the kinetic data.

The panels of left,middle,right are focused on lower (0～1 mM),middle(0～3 mM),higher (0～20 mM)concentrations of
 

citrate,respectively.The estimated enzyme-substrate complexes are indicated below each panel.
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synthetase(CCS）と同定された．CCSは46kDa，36kDa

のヘテロ構造であり，その一次配列は C. limicola ACL

や大腸菌 succinyl-CoA synthetaseと高い相同性を有し

ていた．（Fig.６）更に CCS を用いて MDH 法による

無細胞抽出液の活性を追跡することで citryl-CoA lyase

を精製することに成功した．本酵素は分子量30kDaのホ

モ３量体構造と推定され，興味深いことにその一次構造

は C.limicola AclAのＣ-末部分に高い相同性を示した．

（Fig.６)H.thermopilusは進化系統樹の根に近い部分

より分岐しており，比較的進化の源流に近い細菌である

と考えられている．C.limicola，H.thermopilusのACL，

CCS，CCL を比較すると，C. limicolaの ACL は還元

的 TCA回路を発達させる過程においてCCSと CCLを

融合したと推測される．さらに citrate synthaseや suc-

cinyl-CoA synthetaseなどの酵素との構造的な類似性を

考えると，これらについては進化的見地からも興味深い

ものである．

お わ り に

はじめにも述べたが，全ての生態系において，そこに

独立栄養生物の存在無くしては成立しない．たとえ予め

豊富な有機物が存在したとしても，従属栄養生物のみで

は時間と共に衰退する運命にある．つまり生物が有機物

で構成されている以上，無機物から有機物を合成できる

独立栄養生物は，必要不可欠な存在である．ある環境に

存在する生態系は，そこに存在する独立栄養生物に依存

して，多種多様な様相を呈することになる．逆に言えば，

独立栄養生物が生態系を生み出す環境を作っているので

あり，事実彼らの役割は，単に炭素源を供給するだけで

はないことが明らかになってきた．20世紀以降，我々の

活動が環境に与える負荷は加速度的に重くなっており，

環境への様々な問題が湧出している．その一方で，我々

の環境に対する意識は高まって来ており，省エネルギー・

リサイクル・環境修復などの様々な技術の向上が，近年

強く望まれるようになった．

農学部に所属する我々は，これらの問題に対して生物

的な技術開発により対応することが可能であり，また課

せられた多くの使命の内の一つとも言える．この様な貢

献を果たすためには，先ず生態系を形成し維持している

多くの独立栄養生物についての理解が必要である．彼ら

の持つ独特の，また有用な代謝や酵素について解明し，

遺伝資源を開発することがその第一歩であり，その様な

研究が発展していくことを期待している．今回紹介した

還元的 TCA回路についても，それを理解するには極小

さなものではあるが，踏み出さなくては始まらない大き

な一歩であると考えている．
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