
論文内容の要旨

申請者氏名中原剣

ｶﾙﾋﾞﾝｻｲｸﾙ構成酵素の-つであるｱﾙﾄﾞﾗ-ｾﾞ(FBA)は､ｻｲｸﾙ中の可逆反応

段階を触媒し､光合成速度に与える影響力が低い酵素と考えられてきた｡しかし､葉緑体FBA

発現量を制御した植物体の解析から､葉緑体FBA括性が光合成速度に対して､ SBPase,

FBPaseなどの光合成に対して強い影響力を及ぼす不可逆反応触媒酵素と同程度以上の影響

を与えているとの報告がなされてきた｡しかし､なぜ可逆酵素であるFBAがこれほど強い影

響力を持つかという代謝学上重要な間題点については､まったく不明であった｡このため本

研究はFBAの光合成制御に対するより詳細な機構の解明を目的として行った｡

ﾗﾝ藻Synechocystl's sp. PCC6803の仝ｹﾞﾉﾑが解読された結呆､この光合成原核生物に

はｸﾗｽⅠ(CI),ｸﾗｽⅠⅠ(CII)という異なる分子進化を遂げてきた二種類のFBAがｺ-ﾄﾞさ

れていることが明らかとなった｡これら二種類のFBAを単離･精製したもの､および大腸菌

を使って作成したﾘｺﾝﾋﾞﾅﾝﾄ酵素を用い､植物菓緑体FBAと酵素的諸性質を比較したと

ころ､ﾌﾙｸﾄ-ｽ1,6ﾋﾞｽﾘﾝ酸(FBP)を基質とするVmax,血n値にはほとんど差異はな

かった｡これに対して､ｾﾄﾞﾍﾌﾟﾂﾛ-ｽ1,7ﾋﾞｽﾘﾝ酸(sBP)をに対するj缶n値は､CIﾄFBA

とC-Ⅰ型である植物葉緑体FBAの間ではほとんど差が見られなかったが､ CﾄFBAは､ CII-

FBA､植物菓緑体FBAと比較してそれぞれ約6倍､ 8倍親和性が低いことが明らかになった｡

また飽和量のSBP､ FBPに対するそれぞれの括性の比(SBP/FBP)を求めた結果､ｶﾙﾋﾞﾝｻ

ｲｸﾙで機能するFBAのSBP/FBP値は細胞質で解糖系で働くFBAよりかなり高いもので

あった｡

この結果を基に､ｶﾙﾋﾞﾝｻｲｸﾙで働くFBAのSBP/FBP値に着目し､植物葉緑体内で

のSBP/FBP値の代謝的な意義を明らかにするために､以降の研究を行った｡植物ｶﾙﾋﾞﾝ

ｻｲｸﾙFBAと異なるSBP/FBP値をもつSynechocystl's由来のCI-FBA遺伝子を葉緑体

形質転換によってﾀﾊﾞｺ菓緑体で過剰発現させた形質転換体を作成し､ｺﾝﾄﾛ-ﾙとの比

較解析を行った｡ｺﾝﾄﾛ-ﾙの約2.2倍の括性を持ち､ SBP/FBP値が0.7倍低下した形質

転換体では､へｷｿ-ｽ､ｽｸﾛ-ｽ､ｸﾛﾛﾌｲﾙa,b含量､光飽和条件下における光合

成速度がｺﾝﾄﾛ-ﾙと比較してそれぞれ低下していることが明らかとなった｡これに対し

て､光合成同化産物の-種であるﾃﾞﾝﾌﾟﾝの含量はｺﾝﾄﾛ-ﾙとの間に差は見られず､ FBA

の基質となるﾄﾘｵ-ｽﾘﾝ酸含量ではｺﾝﾄﾛ-ﾙと比較して約1.4倍の増加が見られた｡

これらの結呆から､ｶﾙﾋﾞﾝｻｲｸﾙで働くFBAは､ SBP/FBP値によるﾄﾘｵ-ｽﾘﾝ

酸量の調節を介して､光合成炭素代謝の制御を行っていることが明らかとなった｡とくに､

ｽｸﾛ-ｽとﾃﾞﾝﾌﾟﾝという2つの光合成最終産物-の分配が大きく変化したことは､ FBA

が単に光合成速度に影響を及ぼすだけでなく､代謝制御上でも重要な機能を担っていると考

えられる｡



論文審査結果の要旨

申請者氏名中原剣

ｶﾙﾋﾞﾝｻｲｸﾙ構成酵素の-つであるｱﾙﾄﾞﾗ-ｾﾞ(FBA)は､ｶﾙﾋﾞﾝｻｲｸ

ﾙ内で光合成同化産物の分配基点となるこつの反応を触媒する酵素である｡ FBAは可

逆酵素であり､括性調節も受けないことから炭素代謝に与える影響力が低い酵素と考
えられてきた｡しかし､ 1998年､葉緑体FBAの発現量を落とした植物体の解析から,

葉緑体FBA括性が光合成速度に対して､光括性調節を受けるGAPDH,SBPase,

FBPaseという代謝に対して影響力の強い不可逆酵素と同程度以上の影響を与えてい

る事がわかった｡しかし､なぜ葉緑体FBAがこれほど影響力を持つ酵素であるかに

ついては明らかとなっていない｡このため､本研究ではその原因を明らかとすること

を目的として行った｡

ﾗﾝ藻Synechocystis sp, PCC6803は全ｹﾞﾉﾑが解読されており､ｸﾗｽl(Cl),ｸ

ﾗｽH(C")という二種類のFBAがｺ-ﾄﾞされていることが明らかとなったoこれら二
種類のFBAを単離･精製し､植物葉緑体FBAと酵素的諸性質を比較したところ､ﾌ

ﾙｸﾄ-ｽ1,6ﾋﾞｽﾘﾝ酸(FBP)を基質とするVmax,Km値にはほとんど違いが見ら
れなかった.これに対して､ｾﾄﾞへﾌﾟﾂﾛ-ｽ1,7ﾋﾞｽﾘﾝ酸(SBP)を基質としたKm

値は､ C]I-FBAと植物葉緑体FBAの間ではほとんど差が見られなかったが､ Cl-FBA

は､ Cl==BA､植物葉緑体FBAと比較してそれぞれ約6倍､ 8倍親和性が低いことが

わかった｡また飽和量のSBP､ FBPに対するそれぞれの括性の比(SBP/FBP)を求め

た結果､ｶﾙﾋﾞﾝｻｲｸﾙで機能するFBAはSBP/FBP値がそれ以外で働くFBAよ

り高いことがわかった｡

このためｶﾙﾋﾞﾝｻｲｸﾙで働くFBAのSBP/FBP値に着目し,植物葉緑体FBA

のSBP/FBP値を変化させた形質転換体を作成､解析を行うことにした｡形質転換体

作成には､ﾀﾊﾞｺの葉緑体形質転換の系を用い､葉緑体内でSynechocystis由来のﾎ

ｽﾄFBAと異なるSBP/FBP値を持つCl-FBA遣伝子の過剰発現させた.この結果､

野生型の約2.2倍の括性を持ち､ SBP/FBP値が0.7倍低下した形質転換体が作成され

た.この形質転換体を解析したところ､光合成同化産物の分配量の変化､ﾄﾘｵ-ｽ

ﾘﾝ酸含量の上昇が起こり､これらの代謝物質含量の変化により起こったと予想され

る光合成速度の低下､生育阻害が観察された｡またﾘﾌﾞﾛ-ｽ1,5ﾋﾞｽﾘﾝ酸再生量

の低下､ﾙﾋﾞｽｺ括性化の抑制が見られた｡これらの現象はSBP/FBPの変化によっ

て濃度が上昇したﾄﾘｵ-ｽﾘﾝ酸が細胞質へ過剰量排出され､細胞質でのｽｸﾛ-

ｽ合成を阻害し,葉緑体内に流入する無機ﾘﾝ酸量が低下した結果引き起こされたと
予測した｡

以上の結果より､ｶﾙﾋﾞﾝｻｲｸﾙで働くFBAは､ SBP/FBP比によるﾄﾘｵ-ｽ
ﾘﾝ酸量の調節を介して､光合成炭素代謝の制御を行っていることが明らかとなった｡

以上のように､本論文は光合成における炭素代謝調節に新しい概念を導入したもの

で､学術上､応用上責献するところが少なくない｡よって審査委員-同は､本論文が

博士(ﾊﾞｲｵｻｲｴﾝｽ)の学位論文として価値あるものと認めた｡


