
パク質をコードする遺伝子であったが，複合体を形成して

多くの遺伝子発現を制御する転写調節遺伝子に遺伝子量効

果があれば，複合体形成のバランスが変化することで，多

くの遺伝子の発現に影響を与え，多面的（pleiotropic）な

表現型を賦与し得るであろう１６）．また，導入遺伝子につい

ては，コピー数が増えれば遺伝子サイレンシングが起こり

得ることは良く知られており１１），これは外来性遺伝子の導

入に伴う遺伝子量効果による過剰発現を抑制するためなの

かも知れない．内在性遺伝子の遺伝子量効果とゲノム進化

や育種との関連についても議論されている１６）．即ち，遺伝

子増幅や染色体の倍数化などはゲノム進化の重要な機構で

あり，それらによって生じた多重遺伝子族（multigene fam-

ily）間の相互作用にも遺伝子量効果は関連していそうで

ある．また，多くの遺伝子に遺伝子量効果があって，１コ

ピーで野生型と同様の表現型を賦与するに充分な遺伝子発

現をしているのであれば，雑種強勢にも係わるものと思わ

れる．従って，本稿で論じた遺伝子量効果に係わる諸現象

は，メンデルの観察や不完全優性に止まらず，遺伝子サイ

レンシングからゲノム進化，育種に至るまで広範な生物現

象に深く係わる古くて新しい問題であろう．
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暗所作動型プロトクロロフィリド還元酵素
～ニトロゲナーゼとの構造的類似性から見
る酵素の多様性と進化～

１． は じ め に

クロロフィル（Chl）は，光合成に必須のテトラピロー

ル性色素である．地球上の生命が太陽エネルギーに依存し

ていることを考えると，太陽の光を捕集する Chlは，まさ

に生命を支える色素である．Chlは，四つのピロール環と

一つの５員環からなる環状構造の中央にMg２＋を配位する

という共通した構造的特徴をもつ．このように複雑な分子

が，光合成生物の細胞内でどのように生合成されるのか，

その分子機構の解明は，植物生理学の重要課題の一つであ

る．

プロトクロロフィリド（Pchlide）還元酵素は，Pchlide

の D環の二重結合（C１７＝C１８）を立体特異的に還元し，

Chl a の直接の前駆体クロロフィリド a を生成する（図１

a）．Chl a 生合成経路の最後から２番目の反応であるが，

この反応によって色素は Chl a としての光学的特性を獲得

することから，Chl a の吸収スペクトルを決定づける最終

反応と見なすことができる．この反応を触媒する酵素は２
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種類存在する１）．一つは光依存型 Pchlide還元酵素（LPOR）

であり，もう一つは暗所作動型（光非依存型）Pchlide還

元酵素（DPOR）である．これら両酵素は同じ反応を触媒

するにもかかわらず一次構造的な類似性がまったく認めら

れない．LPORは，短鎖デヒドロゲナーゼ／レダクターゼ

ファミリーに属し，NADPHを還元力とし，触媒活性自体

に光を要求するユニークな酵素である２）．一方，DPORは

ニトロゲナーゼと類似した酵素で，フェレドキシンからの

還元力と ATP加水分解によって光に依存することなく

Pchlide還元を行う３）．本稿では，最近筆者らが，Chl生合

成系の酵素として初めて結晶構造を決定した DPORの構

造解析４）とニトロゲナーゼとの構造比較から見えてくる酵

素の進化について紹介する．

２． 植物の暗所での緑化を決定づける酵素：DPOR

ダイズなどの被子植物は，暗所で芽生えさせると緑にな

らず黄色い“もやし”になってしまう．これは，被子植物

が Pchlide還元に LPORのみを用いているため，暗所では

LPORが機能せず Chl生合成が Pchlideの段階で停止する

ことによる．これに対して，クロマツなどの裸子植物は，

暗所でも Chlを生合成することができる．１世紀以上前に

裸子植物の芽生えの観察から暗所で緑化する能力が裸子植

物に広く分布することが報告された５）が，その分子基盤は

長く不明であった．筆者らや海外の研究グループのラン藻

や緑藻の分子遺伝学的解析の結果，暗所での Chl生合成

は，三つのサブユニット L，N，Bから成る DPORという

酵素が機能することによって可能となっていることがわ

かった３，６）．なお，これらのサブユニットはラン藻や植物で

は各々 ChlL，ChlN，ChlB，光合成細菌では BchL，BchN，

BchBと呼ばれる．興味深いことに，DPORのサブユニッ

トの推定一次構造は，ニトロゲナーゼのサブユニット

（NifH，NifD，NifK）と各々有意な類似性を示すことから，

DPORはニトロゲナーゼと類似した酵素であることが示唆

された．

ニトロゲナーゼは，窒素分子（N２）をアンモニアに還元

する反応を触媒する酵素で，容易に分離される二つのコン

ポーネント，Feタンパク質とMoFeタンパク質から構成

されている（図１b，d，表１）７）．Feタンパク質は，ATP結

合モチーフをもつ NifHの二量体であり，二量体当たり一

つの［４Fe-４S］クラスターを保持し，ATP加水分解に共役

して電子を［４Fe-４S］クラスターからMoFeタンパク質に

伝達する還元コンポーネントとしての機能を担う．触媒コ

ンポーネントMoFeタンパク質は，Pクラスター（［８Fe-

７S］クラスター）と鉄モリブデンコファクター（FeMo-co;

［１Mo-７Fe-９S-X-ホモクエン酸］（Xは帰属不明な原子））と

よばれる複雑な金属中心をもつ．Feタンパク質の［４Fe-

４S］クラスターからの電子は，まず P-クラスターに送ら

れ，これを中継点として最終的には FeMo-co近傍に結合

する窒素分子が還元される（図１d）．ニトロゲナーゼは，

農業的にも地球規模の窒素循環においてもたいへん重要な

酵素であり，活発に研究されてきた．すでに各コンポーネ

ントや複合体の結晶構造が報告され，構造に基づく研究が

展開されてきたが，複数の複雑な金属中心が混合した酸化

還元状態を示すことが主な妨げとなり，未だに反応機構が

充分理解されていない７）．

筆者らは，光合成細菌 Rhodobacter capsulatus から精製

したタンパク質による DPOR活性の再構成に初めて成功

し，DPORがニトロゲナーゼと類似した酵素であることを

実験的に証明した８）．DPORは，二つのコンポーネント L

タンパク質と NBタンパク質から構成され，各々ニトロゲ

ナーゼの Feタンパク質とMoFeタンパク質に類似する（図

１c，d，表１）．Lタンパク質の結晶構造解析から，Lタン

パク質による ATP依存的な電子伝達機構がニトロゲナー

ゼ Feタンパク質と共通していることが構造的に裏付けら

れた９）．

３． DPORの結晶構造解析～ニトロゲナーゼとの

共通基本構造～

筆者は，Pchlide還元機構の分子機構を明らかにするた

め，R. capsulatus の NBタンパク質について基質結合型と

非結合型の結晶構造解析を行った．得られた構造は，予想

外の驚きに満ちていた（図１c）４）．以下その特徴を列挙する．

（１） NBタンパク質は，BchNと BchBが一つの機能単位

を形成し，それらが疑似二回対称的に集合した二量体構造

（（BchN-BchB）２）をとる．

（２） BchNと BchBの境界面に一つの［４Fe-４S］クラスター

が確認されたが，三つのシステイン残基に加え，アスパラ

ギン酸残基（BchB-Asp３６）が関与する新規なクラスター

であった（“NB-クラスター”と命名）．

（３） Pchlide分子は，多くの疎水性残基によって形成され

る結合ポケットに保持されており，NB-クラスターから１０

A°と直接の電子伝達が可能な距離に配置されている．

（４） 基質結合型と基質非結合型の構造を比較すると，基

質結合に伴って，隣の機能単位に属する BchBの C末端の

αヘリックスが中央付近から巻き戻り，基質ポケットの
Pchlideに対し蓋をするような相互作用をとる構造変化を
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起こすことが推察された．

（５） Pchlide還元は，二つの電子と二つのプロトンが必要

だが，プロトン供与体の空間配置が反応の立体特異性を決

定づけると推定される．構造的特徴から C１７の直下に位

置する BchBの Asp２７４と Pchlide自身の C１７位のプロピオ

ン酸残基が各々 C１７と C１８へのプロトン供与体と推察さ

れた．したがって，Asp２７４と基質自身のプロピオン酸の

ひずんだ空間配置が，Pchlideの立体特異的還元反応の分

子基盤と考えられる（図１e）．

最後に，最も大きな驚きは，NB-クラスターと Pchlide

の空間配置が，MoFeタンパク質の P-クラスターと FeMo-

coのそれとよく一致していたことである（図１c，d）．こ

のことは，安定なポルフィリン二重結合や窒素分子の三重

結合といった化学的に安定な多重結合を還元する共通の構

造基盤が存在することを意味している．FeMo-coは，

MoFeタンパク質から抽出可能であり，FeMo-coを欠いた

アポ型MoFeタンパク質に抽出した FeMo-coを加えると

ホロ型MoFeタンパク質が再構成できる１０）．このような挙

動をする金属中心は他に例がなく，FeMo-coの特異な特徴

であった．基質 N２は FeMo-coに結合することを勘案する

と，MoFeタンパク質の祖先型酵素は N２分子を結合した

FeMo-co全体を“基質”として認識し，結合していたので

はないだろうか．この性質が現在のMoFeタンパク質の

FeMo-coの抽出特性として残されているのかもしれない．

なお，筆者らの論文の３ヶ月後，ドイツのグループにより

ラン藻の NBタンパク質（基質非結合型）の結晶構造が報

告され，その構造は R. capsulatus のものとよく一致して

いた１１）．

４． ニトロゲナーゼ類似酵素群

ニトロゲナーゼ類似酵素は，DPORだけではない．バク

テリオクロロフィル生合成系において B環の C７＝C８二重

結合（図１a）を還元するクロロフィリド a 還元酵素（COR）

もまたニトロゲナーゼや DPORと同じように還元コン

ポーネント Xタンパク質（（BchX）２）と触媒コンポーネン

ト YZタンパク質（（BchY-BchZ）２）から成る（表１）１２）．バ

クテリオクロロフィル（Bchl）生合成系では，DPORによ

る D環還元に引き続き，CORによる B環還元が起こり，

Bchlの基本骨格バクテリオクロリン環が完成する．

FeMo-co生合成において FeMo-coを組み立てる足場と

して機能するタンパク質 NifENもまたMoFeタンパク質

と類似し，その活性に Feタンパク質を要求する．最近，

FeMo-co前駆体を結合した状態（NB-タンパク質の Pchlide

結合型に対応する）での NifENの結晶構造が報告され，

MoFeタンパク質だけでなく DPORとの構造的類似性が考

察されている１３）．

ニトロゲナーゼ類似酵素群の発見は，ある共通祖先酵素

からニトロゲナーゼや DPORなどの多様な酵素へと進化

してきたことを示唆している１４）．この共通祖先は，多重結

合をもつ比較的大きな分子（例えば，Pchlideは分子量６１３，

FeMo-coは Xを除き N２を含め分子量１，００８）を結合し，

その近傍に存在する鉄硫黄クラスターからの電子でその多

重結合を還元できる潜在的な能力をもっていたと推察され

る．実際，ニトロゲナーゼは，窒素分子以外にもシアン化

物，アジド，アセチレンなど多重結合をもつ多様な物質も

還元する広い基質特異性を示す（表１）７）．また，NifENは，

部分的なニトロゲナーゼ活性（アジド還元，アセチレン還

元活性）を示すことが報告された１５）．最近，Moの代わり

に Vを有する V型ニトロゲナーゼが， COからエチレン，

エタン，プロパンを生成する活性を有することが報告さ

れ１６），ニトロゲナーゼの潜在能力の高さが再認識されてい

る．

DPORなどのニトロゲナーゼ類似酵素群は，ニトロゲ

ナーゼに比べ単純な金属クラスター構成であることから，

反応機構解析は，ニトロゲナーゼの反応機構解明への重要

な手がかりとなることが期待されている．

５． お わ り に

現在，７０億に達しようとする世界人口は，窒素という

観点でいえば，ニトロゲナーゼによる生物学的窒素固定と

図１ DPORとニトロゲナーゼ
a）DPORによって触媒される Pchlide還元反応．Pchlideの C１７＝C１８二重結合（黄色）が立体特異的に還元されクロロフィリド a が
生成する．バクテリオクロロフィル生合成系では，クロロフィリド a の C７＝C８二重結合（薄緑）がもう一つのニトロゲナーゼ類似
酵素 CORによって還元され，バクテリオクロロフィル a の基本骨格が完成する．b）ニトロゲナーゼ反応．c）DPORを構成する L
タンパク質（左上）と NBタンパク質（左下）の立体構造．右は，Lタンパク質-NBタンパク質複合体の想定立体構造に基づく電子
伝達反応に関わる［４Fe-４S］クラスター，NB-クラスター及び Pchlide分子の立体配置．d）ニトロゲナーゼを構成する Feタンパク質
（左上）とMoFeタンパク質（左下）の立体構造．右は，Feタンパク質-MoFeタンパク質複合体の立体構造に基づく電子伝達反応に
関わる［４Fe-４S］クラスター，P-クラスター及び FeMo-coの立体配置．e）NBタンパク質の立体構造から推定される Pchlideの C１７＝
C１８二重結合の立体特異的反応機構．
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ハーバー-ボッシュ法による工業的窒素固定の２大プロセ

スによって固定される窒素によって支えられている．この

ような重要性にもかかわらず，日本ではニトロゲナーゼの

生化学的研究はほとんどなされてこなかった．ニトロゲ

ナーゼとニトロゲナーゼ類似酵素の潜在性は，応用面を含

めて新たな酵素化学の創出につながる可能性を秘めてい

る．DPORの構造解析が，日本に新しい研究の潮流を生み

出すきっかけとなることを期待している．
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表１ ニトロゲナーゼと DPOR等のニトロゲナーゼ類似酵素

酵 素 ニトロゲナーゼ NifEN DPOR COR

反 応

N２＋８H＋＋８e－→２NH３＋H２＊１

C２H２＋２H＋＋２e－→C２H４
HCN＋６H＋＋６e－→CH４＋NH３

N３－＋２H＋＋２e－→N２＋NH３

FeMo-coアセンブル

C２H２＋２H＋＋２e－→C２H４
N３－＋２H＋＋２e－→N２＋NH３

Pchlide＋２H＋＋２e－→
クロロフィリド a

クロロフィリド a＋
２H＋＋２e−

→３-ビニルバクテリ
オクロロフィリド a

還 元 コ ン
ポ ー ネ ン
ト＊２

名 称 Feタンパク質＊３ Lタンパク質 Xタンパク質

タンパク質
構 成

（NifH）２ （BchL）２＊４ （BchX）２

金 属 中 心 ［４Fe-４S］ ［４Fe-４S］ ［４Fe-４S］

触 媒 コ ン
ポ ー ネ ン
ト＊５

名 称 MoFeタンパク質 NifEN NBタンパク質 YZタンパク質

タンパク質
構 成

（NifD-NifK）２ （NifE-NifN）２ （BchN-BchB）２＊６ （BchX-BchY）２

金属中心１
P-クラスター
（［８Fe-７S］）

［４Fe-４S］
NB-クラスター
（［４Fe-４S］）

［４Fe-４S］（？）

金属中心２
／

基 質

FeMo-co＊７

（［Mo-７Fe-９S-X-ホモクエン酸］）
FeMo-co前駆体＊８ プロトクロロフィリド クロロフィリド a

＊１ここに示した反応以外にも多様な分子の還元反応を触媒する．
＊２ATPの加水分解に共役して電子を触媒コンポーネントの金属中心１に伝達する機能をもつ．
＊３NifENに対しては単に還元コンポーネントとしての役割以外に，NifEN上でアセンブルしつつある FeMo-co前駆体にMoとホモク
エン酸を挿入する活性をもつ．
＊４バクテリオクロロフィル生合成系（光合成細菌）でのタンパク質構成．クロロフィル生合成系（ラン藻や植物）では（ChlL）２
＊５還元コンポーネントからの電子を，金属中心１を介して金属中心２／基質に伝達し反応を完結する．
＊６バクテリオクロロフィル生合成系（光合成細菌）でのタンパク質構成．クロロフィル生合成系（ラン藻や植物）では（ChlN-ChlB）２
＊７鉄モリブデンコファクターの略称．
＊８Moとホモクエン酸を含まない未成熟な FeMo-co．［８Fe-９S］と推定されている．
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膵 β細胞における甘味受容体の機能

１． は じ め に

インスリン分泌を調節する最も重要な因子はグルコース

で，その作用機構についてはこれまで多くの研究がなされ

てきた．膵 β細胞においてグルコースはグルコース輸送
体 Glut２を介して細胞内に取り込まれる．その後，解糖系

やミトコンドリアで代謝されることにより産生された細胞

内 ATPの濃度あるいは ATP／ADP比が増加することで

ATP感受性 K＋チャネル（KATPチャネル）が閉鎖する．そ

れにより細胞膜が脱分極し，やがて膜電位が閾値を超える

と電位依存性 Ca２＋チャネル（VDCC）が開口し，Ca２＋が細

胞内に流入する．この細胞に流入した Ca２＋がトリガーと

なりインスリン顆粒の開口放出が開始される１）．さらにグ

ルコースの代謝に依存してはいるが，KATPチャネルには依

存していないシグナル経路も存在している２）．いずれもグ

ルコース代謝に依存する形でインスリン分泌が促進される

ことから，グルコースがこのような経路によりインスリン

分泌を促進するという考え方は「代謝説」と呼ばれてきた．

この説によれば，グルコースは細胞内で代謝されたのちに

その作用を発揮することから，直ちに作用を発揮すること

はできないはずである．実際，グルコースの添加後，β細
胞内の Ca２＋濃度の変化をモニターすると１～数分のタイム

ラグの後に Ca２＋濃度の上昇がみられる３）．

我々は β細胞におけるシグナル伝達に興味をもち，β細
胞内で起こるシグナル伝達を可視化する実験を行ってき

た．その過程で，上記の代謝説では説明がつかないシグナ

ル変化に遭遇することになった．図１は膵 β細胞株であ
るMIN６細胞にグルコースを添加した際の Cキナーゼ

（PKC）活性化をリアルタイムにモニターしたものである．

PKC活性化の指標として，GFPを融合した myristolated

alanine-rich C kinase substrate（MARCKS）を使用した４）．

MARCKSは PKCの基質となるタンパク質で，非刺激時

（脱リン酸化状態）には細胞膜に局在する．リン酸化を受

けるとMARCKSは細胞膜から細胞質へ移行する．高濃度

グルコースを添加すると，刺激直後，細胞質のMARCKS

の蛍光強度は急速に増加する．この上昇は一過的で徐々に

減衰するが，数分後，再び上昇に転じ，増加は持続する．

グルコースの代謝を抑制する D-mannoheptuloseをグルコー

スとともに添加すると，第二相の持続的な増加は消失した

が，最初の素早い増加は影響を受けなかった．一方，代謝

を受けないグルコースアナログ２-deoxy-D-glucoseの添加

によって素早い蛍光強度の増強を再現することができた．

この結果は，最初の数秒以内に起こる素早い PKCの活性

化がグルコースの代謝に依存しないことを強く示唆してい

る．またMARCKSの局在変化の代わりに，conventional

PKCである PKCαのトランスロケーションをモニターし
ても，同様にグルコースが素早く，かつ二相性の変化を示

す．この第一相の素早い活性化は，グルコース代謝に依存

しない．conventional PKCの調節領域には C１ドメインと

図１ グルコース刺激による PKC活性化
MARCKS-GFPを発現させたMIN６細胞を用いて，細胞質の発
光強度を指標に PKC活性化を経時的に観察した．グルコース
により細胞質の発光強度は上昇した．四角で囲んだように数秒
以内に PKC活性化が観察された．その数分後に２度目の大き
な PKC活性化がみられた．
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