
１． は じ め に

Mitchell, P.D.（１９２０～１９９２）は化学浸透圧説を提唱し

１９７８年にノーベル化学賞を受賞した．この説によると，

呼吸により電子伝達系から得られるエネルギーは膜の内外

に形成されるプロトン（H＋）駆動力（Δp）に変換され ATP

合成に用いられる１）．この過程の模式図を図１に示した．

呼吸鎖複合体は電子伝達の過程で H＋を細胞質膜外に排出

する．これによって膜外がより酸性の H＋勾配（ΔpH）と

膜内がより負電荷となる膜電位（Δψ）が形成される．Δp

はΔpHとΔψの和で，細胞質膜外の H＋を膜内に流入させ

る力である．ところが好アルカリ性細菌の細胞質 pHを調

べた報告によるとその細胞質 pHは全て外部環境よりも２

程度低い２）．細胞質 pHが細胞質膜外より低い条件では，

ΔpHとは逆の H＋勾配，つまり H＋には膜内から膜外へ向

けた力が働く．この状態で膜外からの H＋の流入を ATP合

成のエネルギーとすることは非常に困難であると予想され

る．しかし好アルカリ性 Bacillus 属細菌はΔpを利用して

ATPを合成している３～５）．このようにエネルギー代謝上不

利なアルカリ環境下で生育するため好アルカリ性細菌は

Δψを上昇させたり６，７），シトクロム c 等の呼吸鎖関連タン
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絶対好アルカリ性 Bacillus 属細菌のエネルギー代謝機構
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好アルカリ性細菌は一般的な細菌がほとんど生育できないような pH１０以上のアルカ

リ環境を好んで生育する．これまでの報告では好アルカリ性細菌の細胞質 pHは外界の

pHより２程度低いため，プロトン（H＋）が細胞質膜外へ向かう勾配ができる．しかし好

アルカリ性細菌は中性細菌と同様に電気化学ポテンシャルによる H＋の細胞質内への流入

を利用して ATPを合成する．このようにエネルギー代謝上不利なアルカリ環境下におい

て好アルカリ性細菌が効率良く ATPを合成する機構は未だ完全に理解されていない．好

アルカリ性細菌のエネルギー代謝機構に関する研究はそれ自身が興味深いだけでなく，通

常とは異なる視点から呼吸鎖機能を根本的に検討する手段とも考えられる．筆者らは好ア

ルカリ性細菌の呼吸鎖を中性細菌のものと比較することでアルカリ環境下でのエネルギー

代謝機構について検討してきたので，これまでに得られた結果を紹介する．
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図１ アルカリ環境における呼吸
呼吸鎖複合体によって細胞質側（下側）から細胞質膜外（上側）
へと H＋が排出される．これによって細胞質膜に pH勾配（ΔpH，
細胞質膜外がより酸性）と膜電位（Δψ，細胞質膜外が正極）か
らなる H＋駆動力（Δp）が形成する．このΔpによって H＋が膜内
へ流入することで ATP合成酵素は ATPを合成する．ところが好
アルカリ性細菌の場合，細胞質が細胞質膜外より酸性のため，膜
外に向かった H＋勾配が存在する（白い上向きの矢印）．この状態
では ATP合成に十分なΔpが得られないはずだが，好アルカリ性
細菌はΔpを利用して効率良く ATPを合成している．



パク質の機能をアルカリ環境に適応させている６）．これに

加えて呼吸によって汲み出された H＋の細胞質外膜表面へ

の蓄積によって十分なΔpを得ている可能性を後に述べ

る．

好アルカリ性細菌は中性環境でも生育できる通性好アル

カリ性細菌と中性環境で生育できない絶対好アルカリ性細

菌に分類される８，９）．本総説では通性及び絶対好アルカリ性

細菌を共に含む場合，単に好アルカリ性細菌と記述した．

両者は中性環境での生育の可否だけでなく，１６S rRNA遺

伝子の系統樹上でも区別されることが多いため８），アルカ

リ環境への適応機構が異なる可能性もある．最近の好アル

カリ性細菌の生理学的な研究は通性好アルカリ性細菌を用

いた研究が主流となっている．通性好アルカリ性細菌には

同一の菌体をアルカリ及び中性条件で培養して比較検討で

きる利点がある．しかし細菌のアルカリ適応をより極限環

境的視点から検討するためには，より極端にアルカリ環境

に適応した絶対好アルカリ性細菌の方が好都合な場合もあ

る．筆者らは絶対好アルカリ性グラム陽性細菌 Bacillus

clarkii K２４-１U株を北海道夕張市の土壌から分離した１０）．

本分離菌株を用いて，呼吸鎖機能や呼吸鎖成分タンパク質

について検討した結果，これまで見出されてこなかった新

たな好アルカリ性細菌の生理学的機能を見出すことができ

た．本総説では好アルカリ性細菌のエネルギー代謝機構の

特徴とともに筆者らの研究を紹介する．

２． 好アルカリ性細菌のアルカリ環境適応機構

好アルカリ性細菌はタンパク質の機能を保護するため細

胞質を外界より２程度低い pHに保っている．このためそ

のままでは生育に必要なΔpが十分に得られないものと考

えられる．ここではまず細胞質を中性付近に保つ機構を述

べた後，アルカリ環境で十分なΔpを確保するための仕組

みに関する筆者らの研究を紹介する．

２―１． 細胞質内 pHの維持

中性細菌はアルカリ環境におかれると有機酸生成によっ

てその細胞質を中性付近に保とうとする１１）．しかし pH１０

程度のアルカリ環境になると細胞質膜内外の pHの差があ

まりにも大きいため，有機酸生成だけでは細胞内 pHを維

持できない．好アルカリ性細菌の場合，Na＋／H＋対向輸送

体１１～１４）やプロトンポンプ１５）による H＋の取り込み及び，細胞

壁の成分である teichuronopeptide１６，１７）が細胞質内の酸性化に

貢献している．Na＋／H＋対向輸送体は H＋を細胞質内に取り

込むと同時に Na＋を細胞質膜外に排出する．Na＋／H＋対向

輸送体による細胞質内 pHの維持には排出された Na＋の細

胞質内への再取り込みが必要となる．このため好アルカリ

性細菌はアルカリ環境で Na＋を効率良く取り込むための機

構を備えている１２）．通性好アルカリ性細菌 Bacillus

halodurans C-１２５株や Bacillus pseudofirmus OF４株から膜

電位駆動型ナトリウムチャンネルが見つかっている１８，１９）．

B. pseudofirmus OF４株のナトリウムチャンネル（NaVBP）

の変異株や欠損株は細胞質内 pHを維持できない１９）．これ

に加え，好アルカリ性微生物のべん毛モーターは Na＋の細

胞質内への流入をその駆動力として用いているため，Na＋

の再取り込みに貢献している２０，２１）．以上のように好アルカ

リ性細菌は細胞質膜内外における Na＋の循環により，細胞

内 pHの恒常性を維持していると考えられている．しかし

細胞質膜外の H＋濃度が非常に低いアルカリ環境下で Na＋／

H＋対向輸送体が H＋を細胞内に流入させている機構は不明

である．

２―２． 細胞質膜近傍の pH

アルカリ環境で生育に必要なΔpを確保することは非常

に難しいと予想される．それにもかかわらず，好アルカリ

性細菌の中には中性環境で生育する中性菌の生育速度を超

えるものが存在する６，２２）．好アルカリ性細菌はアルカリ環

境に適した ATP合成酵素を持つことや２３），呼吸鎖複合体

から ATP合成酵素へ H＋が直接受け渡されることが示唆さ

れている２４）．また好アルカリ性細菌はΔpを得るために，

その細胞膜外表面の微小な環境の pHを低くしていること

も予想されてきた．しかし細胞膜表面の微小な環境の pH

を直接測定することは非常に難しくその証明は成されてい

ない．筆者らは好アルカリ性細菌がΔpを確保する機構に

興味を持ち，B. clarkii K２４-１U株の H＋排出による pH変化

を中性細菌 Bacillus subtilis IAM１０２６株のものと比較した．

両 Bacillus 属細菌をアルゴンガス通気下に２０分置いた後，

空気を与えると両者共にそれらの細胞から H＋が流出し，

pHメーターで pHの減少を測定することができる．この

pHの減少は呼吸によって排出された H＋によるもので，ア

ルゴン通気下ではほとんど pHが減少しない．図２に示す

ように両 Bacillus 属細菌に酸素を与えてから反応系の pH

が下がり始めるまで pH依存的な遅延時間が観測された．

図３にこれら遅延時間に対する初期 pHの影響をまとめ

た．B. clarkii K２４-１U株の遅延時間は pH１０で長く，pH７

で短い．一方，B. subtilis IAM１０２６株の遅延時間は中性付

近で長く pH１０で短い．両 Bacillus 属細菌の酸素消費を調

べたところ，両者共に酸素添加後直ちに酸素を消費してい

ることから，H＋排出も酸素添加後直ちに行われていると

考えられる．さらに遅延時間が長い pHで酸素消費速度が

高いことから，この遅延時間は単純に呼吸による H＋排出

速度の低下によるものではない．これらのことから呼吸鎖

によって排出された H＋がしばらくの間細胞質膜表面に蓄

積することが示唆された．

この遅延時間の原因を調べるために，イオン選択的に膜

の透過性を向上させるイオノフォア及び膜タンパク質によ
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るイオン透過の阻害剤を添加してそれらの遅延時間に対す

る影響を測定した．表１に遅延時間に対するイオノフォア

及び膜タンパク質阻害剤の影響を示した．遅延時間はΔψ
を消失させるバリノマイシンや ETH-１５７２５）の添加によって

大幅に短くなった．これはΔψによって H＋が細胞質膜表

面に蓄積していることを示唆している．Δψによる H＋の

細胞質膜表面への蓄積はプロトンウェル仮説によって説明

できる．この仮説ではΔψがもたらす誘電性によって H＋

が膜のくぼみ（ウェル）に引きつけられる２６，２７）．B. clarkii

K２４-１U株の遅延時間は細胞質膜内外の Na＋と H＋を膜電位

非依存的に交換するモネンシン２８）によって増加した．これ

は排出された H＋がモネンシンを通してしばらくの間細胞

質膜内に再流入していることを示唆している．一般的に

Na＋濃度は細胞質より細胞膜外の方が高いため２９），モネン

シンを通した H＋の流入には外部から細胞質に向けた H＋勾

配が必要になる．この勾配は細胞質膜外が細胞質膜内より

酸性，つまり細胞質膜表面における H＋の蓄積を示唆して

図２ pHメーターで H＋が検出されるまでの遅延時間の測定
各 pHで好アルカリ性細菌 B. clarkii K２４-１U株（黒四角）及び中性細菌 B.
subtilis IAM１０２６株（白丸）をアルゴンガス通気下に３７°Cで２０分置いた
後，矢印で示す（０秒）時間に反応系を大気に開放した．この間の pH変
化を pHメーターで測定した．空気を通気してから pHが０．０２下がるま
での時間を遅延時間とした．

図３ pHメーターで H＋が検出されるまでの遅延時間の pH依
存性

各 pHにおける好アルカリ性細菌 B. clarkii K２４-１U株（白色）及
び中性細菌 B. subtilis IAM１０２６株（灰色）の遅延時間を示す．
エラーバーは標準偏差を示す．

表１ 好アルカリ性細菌 B. clarkii K２４-１U株の遅延時間に対するイオノフォア及び阻害剤の効果

遅延時間（秒） 主な効果 期待される効果

添加剤無し １２０ ±６．０
イオノフォア
バリノマイシン ９．６±２．６ K＋の膜透過 K＋流入によるΔψ消失
ETH-１５７ ４０ ±２．８ Na＋の膜透過 Na＋流入によるΔψ消失
モネンシン ２３０ ±２３ Na＋及び H＋の膜透過 Na＋及び H＋勾配の消失
ナイジェリシン １１０ ±９．６ K＋及び H＋の膜透過 K＋及び H＋勾配の消失
阻害剤

DCCD １２０ ±７．５ ATP合成酵素の阻害 ATP合成酵素を介した H＋流入の阻害
EIPA １６０ ±１７ Na＋チャンネルの阻害 Na＋流入によるΔψ消失の抑制
ニフェジピン １７０ ±１１ Na＋チャンネルの阻害 Na＋流入によるΔψ消失の抑制
モネンシン＋
イオノフォア，阻害剤
モネンシン＋バリノマイシン ２３ ±１．２
モネンシン＋EIPA ３５０ ±２６
モネンシン＋ニフェジピン ３３０ ±２２
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いる．一方，H＋と K＋を交換するナイジェリシン３０）によっ

て H＋の遅延時間の増加は観察されなかった．ナイジェリ

シンによる H＋の取り込みには K＋排出が必要なため，B.

clarkii K２４-１U株の K＋の再取り込みが遅いことが原因と考

えられる．

Na＋の流入ポンプ能を阻害するニフェジピン３１，３２）もしく

は５-（N-ethyl-N-isopropyl）-amiloride（EIPA）３３，３４）をモネンシ

ンと同時に添加すると B. clarkii K２４-１U株の遅延時間はさ

らに長くなった．これは Na＋の流入によるΔψの浪費を抑
制したことによるものと説明できる．ATP合成酵素阻害

剤の N,N′-dicyclohexylcarbodiimide（DCCD）３５）は遅延時間に

ほとんど影響を与えないことから，ATP合成酵素を介し

た H＋流入の影響はほとんどない．

以上の結果から図４に示すように好アルカリ性細菌 B.

clarkii K２４-１U株の細胞質膜表面にはそのΔψに依存して
H＋が細胞膜外表面に集まっていることが予想できた．今

後 H＋保持に関与している物質の解明が期待される．

３． シトクロム c

シトクロム a，b 及び c は呼吸鎖で電子の運搬を司るタ

ンパク質である．遺伝子変異によりシトクロム含量を減少

させた好アルカリ性細菌はアルカリ環境で生育できな

い３６）．さらにアルカリ環境でシトクロム含量を増大させる

好アルカリ性細菌が知られている８）ことから，シトクロム

は少なくとも一部の好アルカリ性細菌のアルカリ環境での

生育に重要である．これらシトクロム c を大量に生産す

る好アルカリ性細菌の集菌体は肉眼でも赤く見える．シト

クロム a，b 及び，c は，それぞれ特異的な吸収帯を持ち，

酸化型と還元型が異なるスペクトルを示すことから生菌体

および細胞膜中の定量が比較的容易である．表２は好アル

カリ性細菌と中性細菌のシトクロム含量を示している．通

性好アルカリ性細菌 Bacillus cohnii YN-２０００株は pH１０で

培養すると pH８の時と比較してシトクロム c 含量を４．６

倍程度上昇させる．絶対好アルカリ性細菌 Bacillus poly-

goni YN-１Tも pH９で培養した時より pH１０で培養した際

にこれらのシトクロム c 濃度が上昇する．

シトクロム a 及び b は膜タンパク質である呼吸鎖複合

体の構成成分である．一方シトクロム c は単独で細胞質

膜外の電子輸送を行うことから，シトクロム a 及び b と

比較してそのアルカリ環境適応が特に必要であると予想さ

れる．グラム陽性好アルカリ性細菌のシトクロム c の特

徴として中性菌のものより酸化還元電位が低いことが挙げ

られる８）．表３に好アルカリ性及び中性細菌由来のシトク

ロム c の酸化還元電位を示す．酸化還元電位が低いと電

子を受け取りにくく渡しやすいことになる．前述したよう

にアルカリ環境でのΔpHの形成は不利であり，不足した

図４ 細胞質膜外表面におけるプロトン蓄積のモデル
細胞質膜表面に H＋が蓄積する時間が遅延時間と予想される．
この H＋蓄積によって細胞質膜外表面近傍は局所的に酸性とな
り，アルカリ環境でも ATP合成等に必要なΔpが得られる．こ
の H＋蓄積はΔψの誘電性に依存するというプロトンウェル仮
説，もしくは未同定の H＋担体によるものとも説明できる．

表２ 好アルカリ性 Bacillus 属細菌のシトクロム含量

菌 名 生育 pH

シトクロム含量
（pmol／mgタンパク質）

a b c

B. polygoni YN-１ １０ ２９ ６１０ ５１０
（絶対好アルカリ性細菌） ９ ７ ３５０ ３８０

B. cohnii YN-２０００ １０ ５０ ６１０ ９２０
（通性好アルカリ性細菌） ９ ５３ ３５０ ４２０

８ ２５ ２００ ２００
B. subtilis IAM１０２６ ７ １２２ １４８ １２０
（中性菌）

（文献６より一部改変）

表３ シトクロム c の中点酸化還元電位

菌 名 シトクロム c
中点酸化
還元電位
（mV）

好アルカリ性細菌

（グラム陽性）
B. cohnii YN-２０００ c-５５３ ＋８７

c-５５２ ＋９２
シトクロム aco３a） ＋９５

B. pseudofirmus RAB c-５５２ ＋６６
B. pasteurii c-５５３ ＋４７
B. clarkii K２４-１U c-５５０ ＋８３

（グラム陰性）
Pseudomonas alcaliphila AL１５-２１ c-５５２ ＋２２８

中性細菌
（グラム陽性）

B. subtilis c-５５１ ＞＋１００
c-５５０ ＋１７８

Bacillus sp. PS３ c-５５１ ＋２２５
（グラム陰性）

Helicobacterium gestii c-５５３ ＋２１５
a）ヘム c の値 （文献８より一部改変）
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Δpを補うためにグラム陽性好アルカリ性細菌のΔψは中
性細菌のものより大きい．このため好アルカリ性細菌の細

胞質膜間にある大きな電位差に逆らうためにそのシトクロ

ム c の酸化還元電位が中性菌のものより低くなったと考

えられる．もう少し詳しく説明するために，図５に呼吸に

おける電子の流れを示した．NADHもしくはコハク酸脱

水素酵素からの電子は複合体 IIIへと渡される．シトクロ

ム c は細胞質膜外で複合体 IIIから電子を受け取り，複合

体 IVに電子を渡す．複合体�はこの電子を使って細胞質

で酸素を還元する．シトクロム c の電子が酸素に渡る際

に電子は細胞質膜外から内側へ移動するが，この移動は

Δψ（膜外が正，膜内が負）に逆らうことになる．ここで
Δψが大きい好アルカリ性細菌の場合，電子が流れにくく
なるのでそのシトクロム c は電子をより渡しやすくする

ために酸化還元電位が中性菌のものより低くなったという

考えである．

好アルカリ性細菌でもグラム陰性菌 Pseudomonas al-

caliphila AL１５-２１Tの可溶性シトクロム c は中性菌のもの

と同様の酸化還元電位を持つ３７）．これはグラム陰性菌が持

つ外膜によって外部のアルカリ環境からシトクロム c が

守られていることが理由の一つに挙げられる．

外膜を持つグラム陰性菌由来のシトクロム c には膜へ

の結合力が無い可溶性のものが存在する．一方，外膜の無

いグラム陽性菌のシトクロム c は細胞質膜外表面に結合

して機能する．これらのシトクロム c は不溶性で膜に結

合するための仕組みを持っている．B. subtilis には c-５５０

と c-５５１の二つののシトクロム c が存在し，それぞれ膜へ

の結合様式が異なる．B. subtilis 由来 c-５５０は N末端に疎

水的な αへリックス構造を持つ３０アミノ酸残基の膜結合
領域を持っている３８）．もう一方の B. subtilis 由来 c-５５１は

N末端近くのシステイン残基がジアシルグリセロールの修

飾を受けることで膜に結合している３９）．

好アルカリ性細菌由来のシトクロム c はこれまでにい

くつかの研究例があるが，翻訳後修飾を含めた構造を示し

た例はこれまでに無かった．これは多くの好アルカリ性

Bacillus 属細菌が持つ強いプロテアーゼ活性９）が一因だと

考えられる．筆者らはスクリーニングにより低プロテアー

ゼ活性の B. clarkii K２４-１U株を得て，この菌から完全な翻

訳後修飾を持つシトクロム c（c-５５０）を精製した．図６

は B. clarkii K２４-１U株のシトクロム c-５５０を示している．

修飾を受けた c-５５０は１７残基からなる細胞質膜外への輸

送シグナルペプチドが切断されている．さらに１８番目の

システイン残基側鎖がジアシルグリセロールによる修飾を

受け，アミノ末端がアセチル化修飾を受けている．c-５５０

を Escherichia coli で大量生産しても組換え c-５５０は図６で

示した場合と同様の修飾を受ける．ただしこの場合，ジア

シルグリセロールの分子種は E. coli の細胞膜の脂肪酸組

成を反映したものになる．ジアシルグリセロール修飾を受

ける Cys１８をMetに置換した変異型 c-５５０は１７残基からな

るシグナルペプチドは切断されるが，修飾を受けない．こ

のため野生型 c-５５０は膜画分から得られるが，この変異型

c-５５０は可溶性でペリプラズム空間から得ることができ

る４０）．

c-５５０のアミノ酸配列を決定したところ，既知の中性お

よび好アルカリ性細菌の膜結合性シトクロム c には存在

しない Gly２２-Asn３４の配列が含まれていた．図７に c-５５０及

びジアシルグリセロールによる修飾を受けるシトクロム c

のアミノ酸配列を示す．c-５５０だけが持つ配列（Gly２２-Asn３４）

は B. clarkii K２４-１U株がアルカリ環境に高度に適応した絶

対好アルカリ性細菌であることに起因するかもしれない．

c-５５０はこれまでに報告されている好アルカリ性細菌由来

図６ シトクロム c-５５０の修飾
B. clarkii K２４-１U株の c-５５０は１１８アミノ酸残基からなる．N
末端１７アミノ酸残基のシグナル配列が除かれた後，１８番目の
システイン残基の N末端アミノ基がアセチル化，その側鎖がジ
アシルグリセロールによる修飾を受けて成熟タンパク質とな
る．このジアシルグリセロールが細胞質膜に結合する．文献
４０より一部改変．

図５ 呼吸鎖複合体における電子の流れ
矢印（斜線）は電子の流れを示す．シトクロム a 及び b はそれ
ぞれ複合体 IV及び IIIの構成成分である．NADH及びコハク酸
脱水素酵素から複合体 IIIへ渡された電子はシトクロム c を介し
て複合体 IVへ渡される．複合体 IVはこの電子を用いて酸素分
子を水に還元する．好アルカリ性細菌のΔψは中性菌のものより
大きい．このため好アルカリ性細菌の場合，シトクロム c から
酸素分子に向けた（図の下向き）電子移動に中性細菌より多くの
エネルギーが必要となる．このことが好アルカリ性細菌のシトク
ロム c の酸化還元電位が中性菌のものより低い（好アルカリ性
細菌のシトクロム c がより電子を渡しやすい）理由かもしれない．
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のシトクロム c と比較しても極端に塩基性アミノ酸が少

ない．一方，c-５５０には酸性アミノ酸残基が多く，特に上

記の Gly２２-Asn３４の配列中には四つの酸性アミノ酸残基が含

まれている．

c-５５０は上記したようにグラム陽性好アルカリ性細菌の

シトクロム c に特徴的な低い酸化還元電位を示す．酸化

還元適定においては，これまで他の好アルカリ性細菌のシ

トクロム c の値と類似した＋８３mVを示すのに対しサイ

クリックボルタメトリーで測定した場合においてさらに低

い＋７mVを示す４０）．このことは c-５５０が実際の反応場や

膜電位存在下において，これまで他の好アルカリ性細菌の

シトクロム c で知られてきた酸化還元電位よりもさらに

低い値で反応していることを示唆している．

４． お わ り に

これまでの微生物のエネルギー代謝研究は E. coli や

Paracocus denitrificans といったこの分野での研究の王道と

もいえる微生物種を中心に行われてきた．これら微生物種

の研究をベースとして，未知のエネルギー代謝機構を持っ

た微生物の研究が進むことを期待したい．好アルカリ性細

菌がなぜアルカリ環境で効率良く生育できるのかという問

題には未だ多くの疑問が残されている．好アルカリ性細菌

でもシトクロムの含有量，脂質の組成，細胞壁の成分にお

いて菌株間にバリエーションが見られる６）．また好アルカ

リ性細菌は微生物分類学的視点においても以前においては

考えられなかったほどの多様な微生物種から構成されるこ

とが明らかになってきた４１～４７）．このことからアルカリ環境

適応機構においても多様なバリエーションが存在すること

が予想され，今後も多くの発見が期待できる．好アルカリ

性細菌のエネルギー代謝機構に関する新たな発見は，一般

的な生体エネルギー関連の研究に対して，通常とは異なる

角度から新規の知見をもたらし続けるものと考えられる．

一方，好アルカリ性細菌は中性細菌よりも優れた生育特性

を示すことから，好アルカリ性細菌のエネルギー獲得原理

を部分的もしくは包括的に中性細菌に応用することによっ

てその代謝機能を上昇させる等の応用展開も考えられる．
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