
６． エピジェネティクス制御による

PP１発現抑制の可能性

興味深いことに，成体ラットの恐怖条件付け文脈学習で

は，記憶固定期に DNAメチル基転移酵素の発現が上昇

し，PP１γ１遺伝子の CpGアイランドが高度にメチル化を

受け，その発現が抑制される１３）．ATR-X症候群には DNA

メチル化パターンに変化が見られる１４）．今後，PP１γ１遺
伝子のメチル化が ATR-X症候群を含めた精神遅滞におい

て重要な役割を担うか検討する．

７． その他の精神遅滞モデルマウスと

CaMKII活性の関連性

X-連鎖精神遅滞である Rett症候群は，MECP２遺伝子

の変異に起因する．CaMKIIによるMeCP２（Ser４２１）のリ

ン酸化はMeCP２依存性の BDNF（brain-derived neurotrophic

factor）の誘導を制御し，樹状突起の伸展やスパイン形態

に関与することが報告された１５）．Angelman症候群は，母

由来１５番染色体上の UBE３A 遺伝子コピーの欠失または

変異によりひき起こされる重度の精神遅滞である．UBE３A

遺伝子改変マウスでは海馬における CaMKII活性の低下が

見られ，スパインの長さが短く，密度も低い．さらに，そ

のマウスを活性型 CaMKIIを発現する遺伝子改変マウスと

掛け合わせることで，UBE３A 遺伝子改変マウスの CaM-

KII活性の低下が修復され，シナプス可塑性の障害，学習

記憶の改善が見られた１６）．これらの結果は，CaMKII活性

制御が精神遅滞の治療に役立つ可能性を示している．

８． お わ り に

今回紹介した精神遅滞だけでなく，統合失調症や

ADHD等の精神疾患においても樹状突起スパインの異常

な形態変化や密度変化が報告されている．樹状突起スパイ

ン制御機構解明の研究が，精神疾患の原因解明だけでな

く，将来的に，精神疾患の治療に貢献できると考えてい

る．
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ユニークな酵素活性――超好熱アーキア由
来耐熱性糖代謝酵素の特性

１． は じ め に

糖は，大部分の生物でエネルギー源・細胞表層の構成

物・情報伝達物質の構成要素として重要な役割を担ってい

る．その代謝及び各反応を司る酵素の活性や機能について

大腸菌をはじめとするモデル生物で詳しく解析されてきて

いる．近年では次世代シーケンサーの登場で微生物のゲノ
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ム情報は以前に比べると格段に容易に獲得することが出来

るようになってきている．これまでに数多くの超好熱アー

キアのゲノム塩基配列が解読されているが，モデル生物に

おいてこれまでに構築されてきた糖代謝径路に含まれるべ

き酵素の多くが，超好熱アーキアのゲノム情報中には見出

されてこないことが明らかとなってきた．しかし，ゲノム

情報中に見出される数少ない糖関連酵素をコードする遺伝

子について，大腸菌で生産させたタンパク質を用いて機能

解明に取り組んだところ，超好熱アーキア由来酵素はこれ

までには見出されていなかった特徴を有することが明らか

となってきた．そこで，その一端について解説したいと思

う．

２． アーキアの糖代謝について

アーキアとは，真核生物の祖先と考えられる微生物

で，１６Sリボソーム RNA遺伝子の配列比較により原核生

物の一部について名づけられたもので１），好熱性のものか

ら好塩性のものまでを含む．様々な性質がバクテリアに近

いものと真核生物に近いものとが融合したハイブリッド型

の微生物だと考えられている．

高温環境に生息しているアーキアが糖分解によりエネル

ギーを獲得する際には，ユニークな代謝経路を用いる場合

も有ることが知られている．一般的にはグルコースはリン

酸化された後，分解されてエネルギーに変換されていく

が，例えば Sulfolobus 属のアーキアにはグルコースをリン

酸化せずに分解する特異な代謝経路が存在することが知ら

れている２）．ただ，アーキアの糖ヌクレオチドや修飾糖の

合成に関する知見は非常に限られたものしか知られていな

いので，筆者の研究室では耐熱性を有する超好熱アーキア

由来の糖修飾酵素・糖ヌクレオチド合成酵素に着目した．

３． TDP-ラムノース（Rhamnose）合成経路

最初のターゲットとして機能解明に取り組んだ遺伝子・

酵素は，TDP-ラムノース（Rhamnose）合成経路（図１A

参照）を構成する酵素遺伝子（RmlA―D）と相同な四つの

遺伝子で，既知のものと同様なクラスターを構成してい

た．そこで，超好熱アーキア Pyrococcus horikoshii 由来の

これらの四つの遺伝子についてそれぞれ大腸菌内での生産

に取り組んだ．P. horikoshii 由来の四つの酵素を出発材料

であるグルコース-１-リン酸と TTPと共に反応させたとこ

図１ 主な糖代謝経路
A：S. tokodaii に見出された UDP-GlcNAc，UDP-GalNAc及び TDP-ラムノース合成経路，B：バクテリア型及び真核生物型 UDP-
GlcNAc合成経路の比較，（I）: glutamine:fructose-６-phosphate amidotransferase，（II）: phosphoglucosamine mutase，（III）: GlcN-１-P ace-
tyltransferase，（IV）: GlcN-６-P acetyltransferase，（V）: phosphoacetylglucosamine mutase，（VI）: GlcNAc-１-P uridyltransferase
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ろ，図２に示すように，RmlA相同酵素のみを加えるとグ

ルコース-１-リン酸と TTPが結合した TDP-グルコースの合

成が確認された（図２A）．次に，RmlAにさらに RmlB相

同酵素を加えた反応，RmlA，RmlB及び RmlC相同酵素を

加えた反応では，TDP-グルコースの糖部分が変化した

ピークが検出された（図２B，C）．さらに，４種類の相同

酵素全てと NADPHを加えると４段階の反応が全て進行し

て，TDP-ラムノースが合成されることが確認された（図２

D）．このように，試験管内で４段階の反応が正確に進行

することは，本超好熱アーキア P. horikoshii の細胞内でも

これらの酵素が機能していることを示唆している．さらに

このことは，本超好熱アーキアの細胞内には図１Aに示す

TDP-ラムノース合成経路が存在し，実際にラムノースが

合成されていることも強く示唆している．この反応経路の

最終産物である L-ラムノースは，結核菌等の病原菌の細

胞膜に結合している糖鎖の最も基部に位置する N -アセチ

ル-D-グルコサミン（GlcNAc）の次に位置し，病原性の発

現に重要な役割を果たしていることが知られている３）．し

かし，超好熱アーキアは病原性を有さないので，この合成

された L-ラムノースはどのような役割を担っているの

か？ 本 L-ラムノースが超好熱アーキア細胞内で担って

いる実際の機能を明らかにしていくことが次の重要な課題

だと考える．

４． S. tokodaii の有する ST０４５２酵素の解析

上で示した TDP-ラムノース合成経路の初発反応である

グルコース-１-リン酸と TTPを結合する反応をつかさどる

酵素であるグルコース-１-リン酸 TTP転移酵素との類似酵

素の検索を行ったところ，ゲノム配列が明らかとなってい

る好酸性超好熱アーキア Sulfolobus tokodaii strain７のゲノ

ム情報４）中に複数の相同遺伝子が見出されてきた．その中

で ST０４５２蛋白質をコードする遺伝子を他の相同遺伝子と

比較したところ，タンパク質の C末端領域に相当する部

分が非常に長いことが見出されてきた．本 ST０４５２タンパ

ク質は，実際に糖リン酸とヌクレオシド三リン酸とを結合

することができるか，長い C末端領域の機能は何か，と

いう疑問点を明らかにすることを目的に，本 ST０４５２タン

パク質を大腸菌で発現させ，得られたタンパク質の詳細な

機能解明に取り組んだ．

その結果，本 ST０４５２タンパク質は，８０度で３時間加温

処理しても６０％程度の活性が残ることが，また９５度１時

間半の加温処理後でも半分の活性が残るという非常に高い

耐熱性を有していることが判明した５）．さらに最適な pH

は，７．５とほぼ中性だと見出された５）．本 ST０４５２タンパク

質が見出された超好熱アーキア S. tokodaii は好酸性で pH２

から３が最適生育条件だが，この酵素が機能する細胞内は

細胞外の条件と異なり中性に保たれていることも示唆され

る．また，大腸菌やその他のモデル生物の類縁酵素では金

図２ ラムノース合成酵素を反応させた場合の産物の HPLC分
析結果

グルコース１リン酸と TTPを基質として加えた反応系に，A：
RmlA酵素を加えた場合，B：RmlA及び RmlBを加えた場合，
C：RmlA，RmlB及び RmlCを加えた場合，D：RmlA―D及び
NADPHを加えた場合．
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属イオンとしては，Mg２＋またMn２＋のみしか利用できない

が，本 ST０４５２タンパク質の場合には，Co２＋や Ca２＋，Zn２＋

のような他では利用されない多様な金属イオンも利用でき

ることも明らかとなった５）．

次に，反応に用いることが可能な基質の種類を調べたと

ころ，本 ST０４５２タンパク質の相同性から予想されたグル

コース-１-リン酸と TTPを結合できるだけでなく，グル

コース-１-リン酸と全ての種類のデオキシ NTPとを結合で

きることが見出された．さらに，本 ST０４５２タンパク質に

は，糖リン酸基質として N -アセチルグルコサミン-１-リン

酸（GlcNAc-１-リン酸）を TTPまたは UTPと結合する活

性も見出されてきた．これらの活性については，相同性か

ら予想されたグルコース-１-リン酸と TTPを結合する活性

よりも高い活性が見出されてきた．ここで生成される

UDP-GlcNAcは，多くの生物の細胞表面に結合している糖

鎖の中でも最も基部に存在する糖である GlcNAcを糖鎖中

に取り込むために必要な化合物である．また，この化合物

の合成経路は図１Bに示すように，バクテリアと真核生物

で異なることが知られている６）．バクテリア型の UDP-

GlcNAc合成経路では，図１Bに示すように最後の GlcNAc-

１-リン酸と UTPを結合する酵素がその一段階前のグルコ

サミン-１-リン酸のアセチル化も触媒することが知られて

いる６）．一方，真核生物型の合成経路では，先にアセチル

化された GlcNAc-６-リン酸から，リン酸の分子内転移に

よって GlcNAc-１-リン酸が合成される．果たしてアーキア

では，どちらのタイプの合成経路を用いているか等の疑問

点解明に取り組んだ．

５． ST０４５２酵素のアセチル基転移活性

大腸菌や他のバクテリアが有する UDP-GlcNAc合成経

路の最後の２段階を触媒する酵素は GlmUと呼ばれるが，

本 ST０４５２タンパク質とは２０％程度の相同性しか見出さ

れなかった７）．しかし，アセチル基やアシル基を転移させ

る既知酵素から見出されていたモチーフパターンであるア

ミノ酸残基の繰り返しが本 ST０４５２タンパク質の C-末端領

域から見出されてきた．つまり，この ST０４５２タンパク質

にはアセチル基転移活性の存在が示唆されたので，本活性

の検出に取り組んだ．

アセチル基転移反応では，アセチル-CoAのアセチル基

が CoAから遊離して，アセチル化される化合物に結合す

る．生成された CoAは，DTNB（thiol reagent５，５′-dithiobis

（２-nitrobenzoic acid））試薬と反応させることで波長４１２nm

の光に吸収が見出されるので，４１２nmの波長の光の吸光

度から生成された CoAの定量ができる．そこで，まず基

質であるグルコサミン-１-リン酸，アセチル-CoAを含む反

応液に ST０４５２タンパク質を加えて８０度で保温してみた

ところ，４１２nmでの吸光度の増加が検出されたことから，

本アセチル基転移活性の存在が強く示唆された．一方，真

核生物型のアセチル基転移活性が存在するかグルコサミ

ン-６-リン酸を基質として同様の反応を行ったが，この場

合には４１２nmでの吸光度の上昇は見られなかった．これ

らの結果から，好酸性超好熱アーキア S. tokodaii では，バ

クテリア型の UDP-GlcNAc合成経路が機能していること

が示された．

しかし，このグルコサミン-１-リン酸を基質にした時の

４１２nmの吸光度の上昇だけでは，アセチル基がアセチル-

CoAから遊離したことが検出されただけで，反応生成物

は同定されてはいない．そこで，推定どおりにグルコサミ

ン-１-リン酸から GlcNAc-１-リン酸が生成されているかの確

認を本 ST０４５２タンパク質が有している糖１リン酸ヌクレ

オチド転移酵素活性を用いて検出することを試みた．

本 ST０４５２タンパク質の糖１リン酸ヌクレオチド転移酵

素活性では，グルコサミン-１-リン酸を基質にできないが，

アセチル基転移活性の反応生成物である GlcNAc-１-リン酸

を UTPと結合させて UDP-GlcNAcを生成することができ

る．そこで，本アセチル基転移反応の系に UTPを加えた

場合に生成される UDP-GlcNAcを検出することでアセチ

ル基が目的の化合物に結合しているかを確認することとし

た．図３Aに示すようにアセチル CoAまたは ST０４５２タン

パク質を加えない場合には，糖ヌクレオチド分子は検出さ

れなかったが，これらの基質を全て加えて反応を行うと図

３Bに示すように UDP-GlcNAc標準品と同一の溶出位置に

ピークが検出された．この結果から，アセチル基が確かに

グルコサミン-１-リン酸に転移されて GlcNAc-１-リン酸が生

成されていることが確認されたのである７）．

６． 新規アセチル基転移活性

次に本 ST０４５２タンパク質のアセチル基転移活性が用い

ることができるアミノ糖-１-リン酸基質の種類について検

討した．その結果，ガラクトサミン-１-リン酸を基質にし

た反応を行ったところ CoAの産生を示す吸光度の上昇が

検出された．そこで，上記と同様に UTPを反応系に加え

て反応を進行させてみたところ，図３Cに示されるよう

に，UDP-N -アセチルガラクトサミン（UDP-GalNAc）分

子が生成されることが確認された７）．このことは，本 ST

０４５２タンパク質がグルコサミン-１-リン酸だけでなくガラ
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クトサミン-１-リン酸もアセチル化できるということを示

している．この反応を行うことができる酵素は，これまで

にどの生物種からも見出されていなかったもので，本 ST

０４５２タンパク質で初めて見出されたものである．

本 ST０４５２タンパク質は，GlcNAc-１-リン酸と UTPを結

合するだけでなく，GalNAc-１-リン酸と UTPも結合する活

性の存在が示唆された．そこで，この酵素活性について，

さらなる確認実験・解析を計画した．しかし GalNAc-１-リ

ン酸は，どの会社からも市販されていないので，GalNAc-

１-リン酸と UTPから UDP-GalNAcを生成する反応を直接

確認することは不可能であった．一方，UDP-GalNAcは，

試薬として市販されていたので，UDP-GalNAcとピロリン

酸を基質として UTPと GalNAc-１-リン酸の生成から，本

酵素活性の存在の確認に取り組んだ．これらの基質を含む

反応液に ST０４５２タンパク質を加えて８０度で保温したと

ころ，確かに UTPの生成が確認されたのである７）．

以上の実験結果から，本 ST０４５２タンパク質には，これ

まで見出されていなかったガラクトサミン-１-リン酸にア

セチル基を転移する活性並びに GalNAc-１-リン酸と UTP

とを結合する活性が存在することが確認できたのである．

これら二つの活性を一つのタンパク質が有している初めて

の例である．さらに，本 ST０４５２タンパク質は高い耐熱性

を有していることから応用面での利用も期待されている．

これまで，UDP-GalNAcは UDP-GlcNAcからエピメ

ラーゼを用いて合成される経路のみが微生物等で明らかに

されていた８）．しかし，本 ST０４５２タンパク質が有する二

つの活性を考慮すると図１Aに示すような新たな UDP-

GalNAc合成経路が本アーキアには存在することが強く示

唆されたのである．このような経路の存在が示されたのは

本成果が初めてである．

７． ま と め

本研究は，ゲノム情報を有効に利用して実際の活性を確

認することが，新たな発見につながった良い例だと思われ

る．ゲノム情報から作成したタンパク質を用いた詳細な解

析は，相同性だけでは見えてこない超好熱アーキアの有し

ているユニークで予想外な性質に迫れるパワフルな手法で

あろう．

本稿に示した結果は，筆者の研究室の学術研究員の皆さ

んの協力の元で得られた成果で，この場を借りて感謝の意
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図３ UTPを加えてアセチル化反応を行った場合の生成物の
HPLC分析結果

A：アセチル CoAまたは ST０４５２酵素を加えない場合．B：グ
ルコサミン-１-リン酸を基質としてアセチル CoA及び ST０４５２酵
素も加えて反応を進めた場合．C：ガラクトサミン-１-リン酸を
基質としてアセチル CoA及び ST０４５２酵素も加えて反応を進め
た場合．D：標準の UTP，UDP-GlcNAc，UDP-GalNAcを分離
した結果．
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