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〈要 約〉

　細菌や真核生物など多くの生物において，ヌクレオシドのペントース部位はペントースリン酸経路により分解され中央糖代謝へと導かれる．一方，第3の生物界を構成するアーキアの多くはペントースリン酸経路をもたないことが知られている．そのため，アーキアにおいてヌクレオシドがどのように分解されているのか長いあいだ不明であった．この研究において，筆者らは，超好熱性アーキアの一種Thermococcus kodakarensisにおいてヌクレオシドを分解し中央糖代謝へと導く代謝経路を発見した．ペントースリン酸経路はペントースモノリン酸化合物を介して代謝が進むのに対し，この経路はリボース1,5-ビスリン酸およびリブロース1,5-ビスリン酸といったペントースビスリン酸化合物を中心として代謝が進行することから，ペントースビスリン酸経路と名づけた．

はじめに

　微生物の研究については古くから大腸菌などの細菌，および，酵母などの真核生物を対象として精力的に行われてきており，それらの微生物に関しては基盤的な知見が多く蓄積している．一方で，アーキア（archaea）は1970年代後半に細菌および真核生物とは異なる第3の生物界を構成することが提唱され，最近になりその存在が注目されだしたことから，細菌および真核生物と比べその研究の歴史は浅い．また，アーキアにおいてはメタンの産生など細菌および真核生物にはみられないユニークな代謝経路が数多く発見されている．以上のことから，アーキアの代謝を研究することにより，新規の反応を触媒する酵素や新規の代謝経路の発見につながることが期待される．アーキアのうち超好熱性アーキアの一種であるThermococcus kodakarensisは，全ゲノム塩基配列解析が完了しており1)，遺伝子組換え系が確立していることから2)，アーキアのモデル生物のひとつと考えられ，この研究においても用いられた．

　細菌および真核生物においてヌクレオシドはヌクレオシドホスホリラーゼによる加リン酸分解によりリボース1-リン酸を生成し，ホスホリボムターゼによるリン酸の転移によりリボース5-リン酸へと変換され，非酸化的ペントースリン酸経路により中央糖代謝へと導かれる3)．しかしながら，T. kodakarensisを含む多くのアーキアにはペントースリン酸経路を構成するタンパク質をコードする遺伝子の多くは存在しない4)．そのため，ヌクレオシドはアーキアにおいて細菌および真核生物とは異なる機構により分解されると考えられていた．一方，T. kodakarensisにおいてヌクレオシドにリン酸基が結合したヌクレオシドモノリン酸を分解する経路が発見されていた5,6)．この経路はAMPホスホリラーゼ，リボース1,5-ビスリン酸イソメラーゼ，III型リブロース-1,5-ビスリン酸カルボキシラーゼ/オキシゲナーゼ（Rubisco）から構成されており7)，アーキアに特有で細菌および真核生物には存在しない．この経路では，AMPホスホリラーゼによるAMP，CMP，UMPの加リン酸分解によりリボース1,5-ビスリン酸を生成し，リボース1,5-ビスリン酸イソメラーゼによる異性化によりリブロース1,5-ビスリン酸を生成，Rubiscoによる炭酸固定反応により中央糖代謝における代謝中間体である3-ホスホグリセリン酸にまで分解される．また，培地にヌクレオシドを添加すると，AMPホスホリラーゼに変化はみられないが，リボース1,5-ビスリン酸イソメラーゼおよびRubiscoの量が増加することが明らかにされていた6)．これらのことから，アーキアに特有のヌクレオシドモノリン酸分解経路がヌクレオシドの分解にも関与している可能性が考えられた．

1．ヌクレオシドモノリン酸分解経路の基質を供給する酵素の探索

　アーキアに特有のヌクレオシドモノリン酸分解経路がヌクレオシドの分解にも関与しているなら，ヌクレオシドをリン酸化してヌクレオシドモノリン酸を生成するヌクレオシドキナーゼが存在する可能性が考えられた．しかし，T. kodakarensisにおいてはヌクレオシドキナーゼ活性を示すタンパク質は同定されていなかったことから，未同定のヌクレオシドキナーゼの存在する可能性を考えた．これまで，アーキアにおいては3つのタンパク質，MJ0406（Methanocaldococcus jannaschii），APE0012（Aeropyrum pernix），Ta0880（Thermoplasma acidophilum）がヌクレオシドキナーゼ活性を示すと報告されていた8,9)．T. kodakarensisにおいてこれらと相同性を示すタンパク質を探索した結果，TK1843およびTK2029が18～28％ともっとも高い相同性を示した．そこで，これらの組換えタンパク質を調製し基質特異性について検討した．

　ヌクレオシドキナーゼ活性はATPから生成するADPを定量することにより測定した．TK1843についてはシチジンの存在のもとADPの生成が観察された．一方，TK2029については各種のヌクレオシドを基質とした際にはADPの有意な生成は観察されなかったが，ヌクレオシドの加リン酸分解産物であるリボース1-リン酸の存在のもとではADPはむしろ減少することが見い出された．そこで，TK2029がATPではなくADPをリン酸基の供与体としている可能性を考え，ADPを添加した条件においてAMPの生成を観察したところ，TK2029はリボース1-リン酸の存在のもとAMPを生成した．さらに，TK1843およびTK2029について，速度論的な解析など生化学的に詳細に解析した結果，TK1843はATP依存性シチジンキナーゼ，TK2029はADP依存性リボース1-リン酸キナーゼであることが明らかにされた．TK2029にはヌクレオシドキナーゼ活性は観察されなかったものの，TK1843およびTK2029はアーキアに特有のヌクレオシドモノリン酸分解経路の基質（CMP）および代謝中間産物（リボース1,5-ビスリン酸）を生成することが示された．

2．各種の遺伝子破壊株の細胞抽出液におけるヌクレオシドからのリボース1,5-ビスリン酸の生成

　細菌および真核生物においてリボース1-リン酸はヌクレオシドホスホリラーゼによるヌクレオシドの加リン酸分解により生成する．一方，T. kodakarensisには2つのプリンヌクレオシドホスホリラーゼ（TK1482，TK1895）と1つのウリジンヌクレオシドホスホリラーゼ（TK1479）が存在した．また，AMPホスホリラーゼがAMP，CMP，UMPをリボース1,5-ビスリン酸へと変換し，TK1843がシチジンをCMPへ，TK2029がリボース1-リン酸をリボース1,5-ビスリン酸へと変換することが明らかにされた．しかし，これらのタンパク質が細胞において実際に機能しているかどうかは不明であった．そこで，T. kodakarensisにおいて各種の遺伝子破壊株を作製し，その細胞抽出液においてヌクレオシドからリボース1,5-ビスリン酸が生成するかどうかを検討することにより，おのおののタンパク質が細胞において機能しているかどうか検討した．

　野生株に由来する細胞抽出液において，ADPの存在のもと，アデノシン，グアノシン，ウリジンからリボース1,5-ビスリン酸の生成が観察された．一方，TK2029の破壊株の細胞抽出液においてはリボース1,5-ビスリン酸は生成せず，TK2029がこれらの代謝に関与することが示された．また，TK1895の破壊株においてはアデノシンからのリボース1,5-ビスリン酸の生成がいちじるしく減少し，TK1482破壊株ではグアノシンから，TK1479の破壊株ではウリジンからリボース1,5-ビスリン酸の生成が観察されず，TK1895がアデノシンの，TK1482がグアノシンの，TK1479がウリジンの代謝に関与することが示唆された．

　シチジンに関しては，野生株の細胞抽出液においてもADPあるいはATPの存在のもとリボース1,5-ビスリン酸の生成は観察されなかった．一方，野生株の細胞抽出液にシチジンキナーゼの反応産物であるCMPを添加した際にはリボース1,5-ビスリン酸の生成が観察されたのに対し，AMPホスホリラーゼの破壊株ではその生成は観察されなかった．つまり，シチジンキナーゼの活性が不十分なためシチジンからCMPが生成していない可能性が考えられた．この原因のひとつとして細胞においてシチジンキナーゼの少ない可能性が考えられたため，シチジンの添加によりシチジンキナーゼをコードする遺伝子の転写が誘導されるかどうか検討した．シチジンを添加した条件においてトランスクリプトームを解析したところ，予想に反して，TK1843をコードする遺伝子の転写に変化はみられなかった．それに対し，シチジンの添加によりAMPホスホリラーゼをコードする遺伝子の転写が上昇した．以上の結果から，細胞においてTK1843の関与は直接には確認されていないものの，AMPホスホリラーゼはシチジンの代謝に関与することが示唆された．

　以上より，アデノシン，グアノシン，ウリジンは，それぞれ，TK1895，TK1482，TK1479によりリボース1-リン酸へと変換され，TK2029によりリボース1,5-ビスリン酸が生成する．一方，TK1843がどういった条件において機能するのかは不明であるが，シチジンはCMPへと変換され，AMPホスホリラーゼによりリボース1,5-ビスリン酸へと変換される可能性が考えられた．そして，生成したリボース1,5-ビスリン酸はリボース1,5-ビスリン酸イソメラーゼおよびRubiscoにより中央糖代謝の中間生成物である3-ホスホグリセリン酸へと変換されると考えられた．

おわりに

　この研究においては，不明であったアーキアにおけるヌクレオシド分解経路が発見された．この経路においては，シチジンについてはほかのヌクレオシドと分解の様式の異なることが示唆された．一方，細菌および真核生物においてもシチジンはほかのヌクレオシドとは異なる様式により代謝されており，シチジンは脱アミノ化しウリジンに変換されたのち代謝されている10)．

　細菌および真核生物における従来のヌクレオシド分解経路とアーキアにおける新しく発見された経路とを比較すると（図1），最初にヌクレオシドを加リン酸分解してリボース1-リン酸を生成するという点では共通していた．一方，従来の経路ではリボース1-リン酸のリン酸の転移によりリボース5-リン酸が生成され，非酸化的ペントースリン酸経路により中央糖代謝へと導かれる．それに対し，今回の経路ではADP依存性リボース1-リン酸キナーゼ（TK2029）によりリボース1-リン酸からリボース1,5-ビスリン酸が生成され，リボース1,5-ビスリン酸イソメラーゼによる異性化によりリブロース1,5-ビスリン酸が生成，Rubiscoによる炭酸固定反応により中央糖代謝の中間生成物である3-ホスホグリセリン酸が生成される．また，3分子のリボース1-リン酸を出発物質とし3-ホスホグリセリン酸を最終産物とした場合，従来の経路では5分子の3-ホスホグリセリン酸が生成されるが，今回の経路ではRubiscoによる炭酸固定反応が存在することから6分子の3-ホスホグリセリン酸が生成される．すなわち，新しく発見された経路は炭素収率の観点から非酸化的ペントースリン酸経路よりも有利と考えられた．また，非酸化的ペントースリン酸経路ではリン酸基が1つだけ結合したモノリン酸化合物を介して代謝が進むのに対し，この経路ではリボース1,5-ビスリン酸およびリブロース1,5-ビスリン酸といったリン酸基が2つ結合したビスリン酸化合物を介して代謝が進行する．このことから，今回，新しく発見された代謝経路をペントースビスリン酸経路（pentose bisphosphate pathway）と名づけた．
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〈図説明〉

図1　従来のペントースリン酸経路と新しく発見されたペントースビスリン酸経路

炭素原子を青色の丸で示す．P：リン酸基．
