
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

422 小川　隆平 生物工 学　第71巻

で あ る CO2 に 変換 し ， 外部 に 逃 が さずP：　Rubisco に

供給す るた め の シ ス テ ム と して カ ル ボ キ シ ソ ーム （緑

藻で ば ピ レ ノ イ ド）の 重要性が認識 さ れ て きた ，12）カ

ル ボ キ シ ソ
ー

ム は 多面体構造を持 つ 細胞 内顆粒 で ，

Rubisc。 を構成主成分 として い る．能動輸送系 に よ っ

て ，細 胞 内 に 蓄積 さ れ た HCOi は 細胞質か ら カ ル ボ

キ シ ソ
ー

ム に 入 り，そ こ ec局在 す る CA に よ っ て

CO2 に 変換 され た後，　 Rubisco に よ っ て た だ ち に 固定

さ れ る と考え ら れ て い る．8）カ ル ボ キ シ ゾ ーム の 中 に

は Rubisco が ほ とん ど結晶化され る ほ どの 高 い タ ソ パ

ク質濃度 で存在 して い る．こ れ ま で 報告 され て い る

Rubisco の デー
タ は ほ とん ど，生体内に 比 べ て 非 ljt・こ

薄 い タ ン パ ク 質濃度で 行わ れ た もの で あ る．今後，

Rubisco の ピ レ ノ イ ドや カ ル ボ キ シ ゾ
ー

ム 中 で の 挙動

が研究されて い くもの と考えられ る．

E ．c・ti中で 活性型 と して 発現 させ る試み は ， うま く行

っ て い な い が，シ ャ
ペ 卩 ニ ン な ど の 発見 とあ い ま っ て，

近い うち に 植物の Rubisco を活性型と して E ．‘・ti中で

発現 で きる よ うに な り，オ キ シ ゲ ナ
ーゼ 活性に 対す る

カル ボ キ シ ラーゼ 活性 の 比率 の 大きい Rubisc。 が 得ら

れ る可 能性 が あ る と考 え られ て い る ．

　以上 の よ うに ， 無機炭素の 能動輸送系 の 本 体 ， そ れ

に CA や カ ル ボ キ シ ゾーム の 働 きが よ り良 く理解 さ

れ，さ らに また Rubisco タ ン パ ク質 自体 の 分子生物学

が 発展 し て ，い ず れ 近 い 将来，バ イ オ マ ス の 量産 に こ

れ らの 研究成果 が生 か され る こ とに な るで あろ う，勿

論，光合成の 電子伝達 に 関す る分子生物学的研究や効

率的 な宿主 ・ベ ク タ
ー
系 の 開発研究 か らの 貢献 も無視

で きない こ とは 言 うまで もな い ．

文 献

4．　 お わ り に

　最後に ，現在考 え られ て い る CO2 固定能 を 上げ る

方策を 述 べ る．植物 は ラ ソ 藻 な どと異な り，空気中の

CO2 濃度で C・t　CO
，
固 定 能ttlOO％ 発 現 して い な い ．こ

れ は ラ ン 藻な どで 作動して い る GO2 濃縮機構が植物

に な い こ とに 起因 して い る．こ の ため 無機炭素輸送 タ

ソ パ ク 質遺伝 子 を 分離 し，植物 に 導入 す る こ とが考 え

られ て い る．第 2 の 方策 と して ，宮地 らに よ っ て 考え

られ て い る 内石藻 Emitiania　huxtayiを育て ，　 CO ！ を吸

収 さ せ よ うとす る もの で あ る ．こ の と き，こ の 石 灰藻

の 多 くは CA を 持 っ て い な い の で，こ の よ うな石 灰藻

に CA 遺伝 子 を導入 して CO2 へ の 変換 を 促進 し，石

灰 化 を 盛ん に して ，石 灰 藻内に 炭酸 カ ル シ 乙ウ ム を作

ろ う と す る もの で あ る．ls ）第 3 の 考 え 方 は Rubisco の

オ キ シ ゲ ナ
ーゼ 活性に 対 す る カ ル ボ キ シ ラ ーゼ 活性 の

比率の 大 きい R．ubisc 。 を得る こ とで ある．これ に は種

々 の 変異 Rubisce タ ン パ ク 質 を，大腸菌な どの ホ ス ト

を用 い て 活性型 と し て 発現 させ ，調べ る こ とが 考え ら

れ て い る．現在 まで の とこ ろ ，植物体 の R．ubisco を
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泉井　　桂 （京 都大学 農学部 農林生 物学〉

　大 気 中の CO2 濃度 の 上 昇が 地 球環境に 深刻 な 影響　　は 大気中か ら効率 よ く捕集 し，有 用 な 物質に 転換す る

を 及 ぼ しつ つ ある ．こ の た め CO2 を そ の 排 出 源 また 　　技術 の 開発が求め られ て い る．ク リーソ な 太 陽光を エ
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ネ ル ギ ー
源 とす る 光合成微生物や植物を こ の 問題 の 解

決 に 役立 て るこ とが で きれ ば 大変好ま しい ．わ れわ れ

は 永年の 間ボ ス ホ ＝ ノ ール ピ ル ビ ソ 酸 カ ル ボ キ シ ラ
ー

ゼ （PEPC と略 ，　 EC 　4．1．1、31）に 関す る 研究を行 っ て

きた の で ，本酵素 が CO2 問題 に 資す る こ と が で きる

か どうか を検討 し て い る ．PEPC は PEP に HCOi を

固定 して オ キ ザ ロ 酢酸 （OAA ＞と リ ン 酸 （Pi）を生成す

る反応 を 不 可逆的に 触媒す る酵素で，大部分の 細菌 ，

原 生 動 物，す ぺ て の 光 合 成 生 物 に 存 在 す る．解 糖 系 や

還元的 ペ ン トース リ ソ 酸回路 （カ ル ビ ン ーベ ン ソ ン 回

路）か ら ク エ ン 酸 回 路の 有機酸 を 供給す る役割をもち ，

グ ル タ ミ ン 酸 や ア ス パ ラ ギ ン 酸生合成の 主 要調節点で

もあ る．さ らに ト ウモ ロ コ シ な ど の C4 植物 や サ ボ テ

ン な ど の CAM 植物 で は 大気中 の CO2 を捕集
・
濃縮

す る 役 割 を 担 っ て い る ．

　本 酵素 は CO2 よ りも 化 学 的 反 応 性 の 低 い HCQJ を

基質とす る点で そ の 反応機構の 解明は化学触媒の モ デ

ル と して も重要 で あ る．ま た ，大部分 の PEPC は ア

ス パ ラ ギ ン 酸 や リ ン ゴ 酸 を ア ロ ス テ リ ッ ク ・エ フ ェク

タ
ー

とす る フ
ィ
ードバ

ッ ク 阻害を受け る の で ，こ れ ら

の ＝ フ ェ ク タ
ー

に 対 して 感受性 を 失わ せ た 酵素 （脱感

作酵素） を作出す る こ とは ア ミ ノ 酸発酵 の 面か らも要

請 され て い る．さ らに ，C3 光 合 成 を 行 う微 生 物 や 植

物 に PEPC を は じめ とす る C4 回路の 酵素群 を導入 し

て そ の 光合 成 能 を増強す る こ と も企 図 され て い る．

Fig．1は筆者らの 研究の 流れ 図で ある．研究は ま だ完

成 か らほ ど遠 い が，若 干 の 筆 者 ら の 知見 を 中心 に 紹介

さ せ て い た だ きた い ．大部分 の 文献 は 総説 1−3〕を 参照

して い た だ きた い ．

1． PEPC 遺伝子 の ク 囗 一
ン 化 と 構造解析

　筆者 らは 1981年に は じめ て 本酵素遣伝子を大腸菌か

ら ク ロ ーソ 化 して 以 来，ラ ン 藻 （Anaaystis　nidulans 　6301）

お よ び トウ モ P コ シ か ら ク 卩
一

ン 化 し て きた ．最近 で

は （19931＃　8 月現在） 18種類 の PEPC の 搆造 が 明 ら

か と な っ て い る ．，・s ）　PEPC は 分 子 量 約 10万 （800−・1000

ア ミ ノ 酸残基）の サ ブ ユ ＝
ッ

トの 4 量 体 で あ るが，ア

ミ ノ酸配列 の ア ラ イ ン メ ソ トか ら保存性 の 高い 配列 と

低 い 配 列 部分，PEPC に 特有 な部分 な どが 明 らか とな

っ た，全 体 と して の ホ モ 卩 ジ ーは 30％ か ら90％ に 及び ，

ホ モ 卩 ジ ーは C一末端側 の 半分 の 方が N一末端側 よ り

約 10％高 い ．PEPC の ア ロ ス テ リ ッ ク ・エ フ ェク タ
ー

の 種類は 生物種 に よ っ て 多様 性 に 富む の で ，保存性 の

高い 領域 は 触媒機能 に ，低 い 領域 は 生物種固有 の 活性

調 節機能 な どに 関与 して い るの で は な い か と考 え られ

る ．大腸菌酵素 は 多 コ ビープ ラ ス ミ ドを利 用 す る と，

全 可溶性 タ ソ パ ク の 30％ に 達す るほ どの 高発現 が み ら

れ る の で ，現在で は 湿 重 量 lg の 菌体か ら 20mg の 均

Phetosynthetic　m にro◎rganism

　　 or　Higher　Plants

4．Transtormation　with 　PE≡PC　gene

5●　Creat■on 　of　the 霍rar慮 「ormants

↓

0弓　Ek」oba 廿on 　of　the　reacti◎n

　　　mechanism 　of　PEPC

、

2．Impr。veme 冖電or　PEPC

by　g巳netb　e 冂gheering

个
調L　Cbning　ef　a　thermophila

　 　 　 PEPC 　gene

7．C1  lng　ot　PEPCK 　gene

Fig．1，　 Flow・chart 　te　create 　photosynthetic　organisms 　with 　enhanced 　CO2 −fixing　activity ．
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一
酵素標品を 3 日間 で 得られ る よ うに な っ て い る．こ

れ ら の こ とは 本酵素 の 遣伝子操作 に よ る改変 の 研究の

基礎を なす もの で あ る．また，ラ ソ 藻酵素， ト ウ モ ロ

コ シ お よ び ソ ル ガ ム 酵素も大腸菌 で 発現 で き，6）PEPC

遺伝 子 の 欠失に よ る表現型 を 相補す る こ とが で き る の

で ，遺伝子操作 に よ る改変 が 可能で ある．1〕

2． 部 位特 異 的変異 の 導入 に よ る酵素機能の 解析

　本酵素 に お い て 活性 に 必須な残基 と して His （H ）と

Arg （R ）が 化学修飾の 実験か ら推測 され て い るが ，保

存性の もの は そ れ ぞ れ 2 個 お よび 13個 で あ る．大 腸菌

酵素遺伝子 を 用 い て ， 保存性 の H138 と H579 を Asn

（N）に．R587 を Ser（S）に 置換 し た 酵素を調製 した ，

H579N は 野 生型 の 60％ の Vmax を 示 し た が ，Km

（PEP ）は 20倍増大 し て い た ．　 HI38N と R587S は ま っ

た く活 性 を 示 さ な か っ た．e・9｝しか し，　 HCOi に 依存

し た PEP の 加水分解活性 を もつ こ とを見 い だ した

（Fig．2＞．こ れ は 本酵素 の 反応 が カ ル ボ キ シ リ ソ 酸

（CP ）を中間体 と仮定す る 2 段階反応 モ デ ル に お い て

こ れ らの 残基 が 部分反応 （2）に 不 可欠 で あ る こ と を示

す重要な 知見 で あ る．8〕こ れ ら の 変 異 酵素 を 用 い て CP

の 生成 を PEPC に つ い て は じめ て 証 明す る こ とが で

きた．10 ）CP は 大変不安定 な炭酸 の 活性化型 で あ り，

HCO ∫ よ り容 易 に 還元 さ れ る と予想 さ れ る の で ，こ

れ を NADPH な ど で 還 元 で き る よ うな 人 工 酵 素 を デ

ザ イ ソ すれ ぽ，将来 メ タ ノ ール な どの 有用 物質 を 光合

成微生物 に 生産 させ る こ とも可 能 で は ない か と思われ

る （Fig・3）・

　 ア ロ ス テ リ
ッ

ク ・エ フ ニク タ ーに 対する感受性 は 保

存性 ア ミ ノ 酸残基の 変異に よ っ て もか な り影響を うけ

や す い こ とが わ か っ て きた ．今後 よ り系統的に 変異導

入 や キ メ ラ 酵素の 実験 を 行えば ，脱感作酵素 な どを 作

成 で きる で あろ う．

S． PEPC 遺伝子の ラ ン 藻お よび タ バ コ へ の 導入

　 ラ ソ藻 （シ ア ノ パ ク テ リア ） は 遺伝子操作が も っ と

も容易 に 行え る 光合成生物で あ り，そ の 中に は 高等植

物 とは 異な っ て ，従属栄養的 に も生 長 で きる もの があ

るの で ， 光合成系 の 遺伝子 とそ の 機能の研究に お い て

大変重要 な 役割 を 果た し て い る．ペ ク タ ー系 も開発 さ

れ て お り，そ の 上 外来 DNA を 自発的 に 細胞内に 取 り

込ん で 形質転換を受け る性質 も備えて い る ．11・］2）

　筆者 らは A ．nidutans の 小 プ ラ ス ミ ドIS）と Eceli　M プ

ラ ス ミ ドベ ク タ ー
pBR328 を BamHI 部位 で つ ない だ

シ ャ トル ベ ク タ ーを 構築 し，こ れ に ラ ン 藻 の PEPC

遺伝子 を組み 込 ん だ もの を形質転換 に 用い た．小 プ ラ

ス ミ ドは 細胞あた りの コ ピー
数が 5 〜10とされ て い る

た め PEPC 遺伝子 の コ ピ ー
数 の 増加 に よ る PEPC の

活性増強をね ら っ た わけで あ る．しか し結果 は 不成功

で ，形 質転換体 が 得 られ て ももと の プ ラ ス ミ ドが 安定

に 保持 され な か っ た，lt）　k’そ ら くは 相 同 的 組 換 え 活 性

が 非 常 に 高 い た め で あ ろ う，最近，目的 は 異 な る が

CH211C

− OPO32
曹

＋ 　HCO3
’

さ。。
，

　（PEP）

一 ［1∵嗣 謡 、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　enolate 　form　of 　pyruva忙e

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＆ 　　carboxy 　phospha 〔e

［囲 一 欝・ Hp ・42
・

　　　　　　1　 　 　
〔°xabaceta 重e〕

　　　　　　l
　　　　　　I　　　　　　　　　 H20 　　CH3

　　　　　　L ．．一一一．一一一一S6 ＝ 。 ． 、C。 ゴ ． H ，。、

・・
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1

　　　　　　　　　　　　　　　　　 COO ’
　　　　　　　　　　Pyr

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 〔Pyruvate）

　　　　　　　　　Fig，2．　 Two −step 　reaction 　mechanism 　f（〕r　PEPC ．

　　　　（2）
OAA 　 forming

（20）

activity

ferming　 ac 重lvity
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Fig．3．　An 　idca　of 　catalytic 　CO2 　reduction 　by 出 e　use

　　of 　the　 mutant 　 PEPC 　 and 　 pyruva亡e　 Pi　 dikinase

　　（Pyr　PldiK）．

E．ceti の PEPC を ラ ン 藻 に 導 入 し て ゲ ノ ム DNA に 組

み込 み ， 発現 さ せ る こ とが で ぎた と の 報告が あ る．15）

　 つ ぎに ， ト ウ モ 卩 コ シ PEPC の cDNA を カ リ フ ラ

ワ
ー

モ ザ イ ク ウ ィ
ル ス の 35S プ ロ モ ータ ーの 下 流 に

つ ない だ もの を タ バ コ に 導入 した ト ラ ソ ス ジ ェ
ニ

ッ ク

タ バ コ を 作成 し た．3・J6）得 られ た 4 株 の うち， 2株 で

は 葉 に お け る PEPC 活性 が 1．5−2 倍増大 し て い た ．成

長速度や 個体 の 大きさ に は 特に 変化は な か っ た が
， 高

温下 で の 光合成能 が 野生株 で は い ち し る し く低下す る

の に 対 して，形質転換株で は あま り低下 せ ず高温耐性

を示 した ．高温 耐 性 は C4 植物の 特徴 の
一つ で あ り興

味深い ．筆者ら とは 独 立 に 米国の グ ル ープ は タ バ コ の

ク ロ ロ フ ィ ル a ！b 結合 タ ン パ ク の プ 卩 モ ー
タ
ーを 用 い

て 同様の 実験 を 行い ，リ ソ ゴ 酸 の 蓄積 を み とめ た が ，

常温 で の 光合成能 は と くに 増強 され な か っ た と報告し

た．17｝

　 こ の よ うな研究は ま だ緒に つ い た ば か りで あ り，顕

著 な成 績 を 得 る に は い た っ て い ない が ，炭酸固 定酵素

の 増強が 代 謝系に どの よ うな 影響 を お よぼ すか をは じ

め て 実験的 に 検討 した もの と して 意味があ る よ うに 思

わ れ る．今後他 の 補助酵素の 強化 に よ っ て さらに 炭酸

固定 能 の 増 強 を 目指 す つ も り で あ る ．

4．　 お わ り に

　光 合 成 微生 物 を 用 い る パ イ オ リア ク タ
ー

の 開発は ，

メ タ ノ ール ，グ リセ ロ ール あ る い は ア ミ ノ 酸など比較

的単純な 有用物質 の 合成や，強 い 還 元 力 を 必 要 とす る

有用 化合物 の 合成 な どの た め に そ の 必 要 性 が 高ま っ て

い る．合成産物を培養液中に 放出 させ る た め に は これ

ら の 物質の 膜透過能 も付与す る必 要が あるが ，こ れ も

遺伝子操作 に よ る膜輸送体 の 導入に よ っ て 可 能 で あ ろ

う．光独立 栄養的 に 生育 で きる 高等植物細胞 の 培養 も

達成 され て い る の で ，18）こ の 系 の 利用 も期待 され る．

　本研究の
一

部は 地球環境産業技術研究機構 （RITE ）の 援助 を受

け て 行 われ た．
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