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マルチオミクス解析による好熱性水素酸化細菌からの
可逆的TCA回路の発見

布浦 拓郎1)，力石 嘉人2)，跡見 晴幸3)

2020 年 12 月 9 日受付，2021 年 1 月 22 日受理

生物による炭素固定は地球上の生命そして生態系の維持において必須の機能であり，還元的 TCA
回路（reductive tricarboxylic acid cycle）は，ウッドリュンガル（Wood-Ljungdahl）経路（アセチル
CoA 経路）と並び，最も始原的な炭酸固定経路ではないかと考えられてきた．我々は始原的系統群に
属す好熱性水素酸化細菌 Thermosulfidibacter takaii に対するマルチオミクス解析を実施し，二酸化
炭素や有機酸等，入手可能な炭素源により機能方向が変化する可逆的 TCA 回路を発見した．更に，
この TCA 回路の性質を基に，初期生命が還元的 TCA 回路でなく，可逆的 TCA 回路を保持した可能
性を提唱した．

A primordial and reversible TCA cycle in a facultatively
chemolithoautotrophic thermophile revealed by multi-omics

Takuro Nunoura, Yoshito Chikaraishi, Haruyuki Atomi

Inorganic carbon fixation is essential to sustain life and ecosystem on Earth. The reductive tricarboxylic acid
(rTCA) cycle, also known as the citric acid cycle, and the Wood-Ljungdahl pathway, also known as the acetyl-CoA
pathway, are the most ancient carbon fixation metabolisms. A combination of multi-omics analyses revealed a
previously unknown reversible TCA cycle whose direction was regulated by available carbon sources such as
inorganic carbon and organic acids. Moreover, we hypothesized that primordial life harbored the reversible TCA cycle
but not rTCA cycle.

キーワード：好熱菌，TCA 回路，代謝解析，安定同位体
Thermophile, TCA cycle, Metabolomics, Stable isotope

1. はじめに

教科書にはミトコンドリアにおけるエネルギー生産の
主要経路として，クエン酸回路，つまり酸化的 TCA 回
路（oxidative tricarboxylic acid cycle）が記述されている．
勿論，酸化的 TCA 回路はミトコンドリアだけでなく，
好気性細菌にも広く分布する．その一方で，微生物にお
ける TCA 回路を見渡せば，回転方向の異なるもの，部
分的に欠失した経路やバイパス経路も知られており，更
に，回路を担う個々の化学反応を担う酵素にも多様性が
存在する．このように TCA 回路は全生物に共通する基
本的な代謝系であるため，回路を構成する化合物のネッ
トワークとしての保存性は非常に高いが，生命現象とし
ては柔軟であり，教科書に書かれている「好気性生物に
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おけるエネルギー獲得経路」とは，その 1 つの型，そし
て 1 つの役割に過ぎない．多様な TCA 回路が有す機能
の本質は，「アミノ酸や核酸等の前駆体となる中間代謝
物 の 生 産」で あ る（Smith and Morowitz 2004;
Wächtershäuser 1990）．そして，その起源は生命の誕生
以前の「化学進化の時代」にまで遡る可能性が指摘され
ており，TCA 回路の非生物学的な再現は，現在，化学進
化の再現・実証研究における最も競争的な研究対象の一
つとなっている．

2. TCA回路の多様性

完全型の TCA 回路として，酸化的 TCA 回路，酸化
的回路とは真逆に回転することで炭酸固定に機能する還
元的 TCA 回路の他，分岐型経路が知られている（図 1）．
酸化的 TCA 回路は好気性生物だけでなく嫌気性微生物
にも広く分布し，還元的 TCA 回路も後述の通り嫌気性
微生物だけでなく好気性微生物にも分布する．そして完
全型の分岐型 TCA 回路は嫌気性従属栄養微生物から見
出されている．一方，回路を担う酵素群の分布から
TCA 回路の多様性を見ると，教科書にクエン酸回路と
して記述される主に好気条件下で機能する酵素群がむし
ろ例外的であり，嫌気性微生物に分布する酸化的 TCA
回路を担う酵素群は，還元的 TCA 回路や分岐型 TCA
回路を担う酵素群と共通性が高い．還元的 TCA 回路と
他の TCA 回路を分けるのは，還元的 TCA 回路におけ
るクエン酸開裂反応を担う ATP クエン酸リアーゼ

（ATP citrate lyase）（クエン酸＋CoA＋ATP-＞アセチ
ル CoA＋オキサロ酢酸＋ADP）やその機能を 2 段階で
担うシトリル CoA 合成酵素（citryl-CoA synthetase）（ク
エン酸＋CoA＋ATP-＞シトリル CoA＋ADP）及びシト
リ ル CoA リ ア ー ゼ（citryl-CoA lyase）（シ ト リ ル
CoA-＞アセチル CoA＋オキサロ酢酸）の存在のみであ
る（Aoshima et al. 2004ab）．

また，熱力学的に TCA 回路の多様性を比較すると，
最も安定な完全型 TCA 回路は分岐型経路である．酸化
的，還元的回路のいずれも，他の酵素反応との共役等を
必要とする非自発的な反応（吸エルゴン反応）を含む．
特に，酸化的回路におけるリンゴ酸脱水素酵素（malate
dehydrogenase）が触媒する反応は，極めて非自発的な
吸エルゴン反応である（ΔG0ʼ＋30 kJ）．なお，還元的回
路においては，ピルビン酸：フェレドキシンオキシドレ
ダクターゼ（ピルビン酸合成酵素）（pyruvate ferredox-
in oxidoreductase）及び 2-オキソグルタル酸：フェレド
キシンオキシドレダクターゼ（2-オキソグルタル酸合成
酵素）oxoglutarate ferredoxin oxidoreductase（いずれも
G0ʼ＋19 kJ）が吸エルゴン反応で機能する（Fuchs 2011）

（図 1）．
更に近年，生命進化，生態学的観点から，還元的 TCA

回路に注目が集まっている．生命進化において，還元的
TCA 回路はメタン菌等の炭酸固定経路として知られる
ウッドリュンガル（Wood-Ljungdahl）経路（アセチル
CoA 経路）と並び，最も始原的な炭酸固定経路であると
考えられている（Smith and Morowitz 2004; Braakman
and Smith 2012）．そして，現在の地球環境においても，
還元的 TCA 回路は水圏・陸圏に広範に生息する亜硝酸
酸化菌等へも分布することが近年の研究で明らかにさ
れ，酸素が豊富に存在するグローバルな生態系において
も改めてその重要性が再評価された（Lücker et al. 2010;
Pachiadaki et al. 2017）．従来，還元的 TCA 回路は限ら
れた嫌気環境や貧酸素環境における主要炭酸固定経路の
一つと考えられてきたが，もはや，特殊な炭酸固定経路
という認識は誤りとなった．

3．Thermosulfidibacter における
可逆的TCA回路

上述のように，TCA 回路は古典的でありながら，な
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図 1：完全型 TCA 回路の多様性



おかつ新しい研究対象であり続けている．筆者らは好熱
性水素酸化菌の生理生態を研究する中で，始原的バクテ
リ ア 系 統 Aquificae 門 に 属 す 嫌 気 性 好 熱 菌
Thermosulfidibacter takaii より，新たな形の TCA 回路
を見出し報告した（Nunoura et al. 2018）．T. takaii は高
温環境（至適増殖温度 70℃）において，水素を酸化して
硫黄を還元することでエネルギーを獲得し，炭酸固定に
依存する独立栄養条件の他，水素をエネルギー源，酢酸
やコハク酸等の有機酸等を炭素源とする混合栄養条件で
も増殖することが出来る（注：混合栄養増殖には複数の
意味が存在するが，本報における“混合栄養生物”は，無
機化合物を電子供与体，有機化合物を少なくとも一部の
炭素源として利用し，増殖する生物を意味する）．研究
開始当初，筆者らは他の Aquificae 門細菌と同様，T.
takaii は独立栄養条件では還元的 TCA 回路により炭素
固定を行うと予想した．しかし，本菌のゲノムには，
TCA 回路に関する完全な遺伝子が揃う一方，還元的
TCA 回路に不可欠なクエン酸開裂反応を担う ATP ク
エン酸リアーゼやその機能を 2 段階で担うシトリル
CoA 合成酵素及びシトリル CoA リアーゼをコードする
遺伝子が存在せず，また，既知の他の炭素固定経路（ウッ
ドリュンガル経路やカルビンベンソン回路等）を担う遺
伝子セットも見出されなかった．そこで，筆者等は

「ATP クエン酸リアーゼを代替する何らかの仕組みで還
元的 TCA 回路が機能する」と仮説し，独立栄養条件及
び混合栄養条件で培養した細胞を用い，細胞粗抽出液の
酵素活性測定，トランスクリプトーム及びプロテオーム
解析を実施した．その結果，TCA 回路が試験した全て
の培養条件で恒常的に発現し機能していること，そして，
非常に高いクエン酸合成酵素（citrate synthase）活性（ア
セチル CoA＋オキサロ酢酸-＞クエン酸＋CoA）が常に
存在することが明らかとなった．また，独立栄養細胞に
おいても，ATP クエン酸リアーゼ活性が認められない
一方，独立栄養，混合栄養いずれの細胞においても，ク
エン酸合成酵素の逆反応によるクエン酸開裂反応は検出
された．そして，このクエン酸合成酵素の逆反応活性は
還元的 TCA 回路を有す Aquificae 門細菌の ATP クエ
ン酸リアーゼ活性とほぼ同等であった．つまり，吸エル
ゴン反応（�G0＝＋37.6 kJ）であり（Guynn et al. 1973）
生体内では生じ得ないとされてきたクエン酸合成酵素の
逆反応により，T. takaii 細胞内では還元的 TCA 回路が
機能していることが強く示唆されたのである．

ところが，ここで問題が生じた．一連の解析結果は，
T. takaii が独立栄養増殖において，クエン酸合成酵素の
逆反応により，還元的 TCA 回路を機能させている可能

性は示している．しかし，TCA 回路の機能方向を直接
証明するものではないからである．T. takaii において
TCA 回路を構成する酵素反応は，全て可逆的であり，
また，同様に TCA 回路が機能するであろう混合栄養条
件でも回路が還元方向に機能するのか等，疑問は尽きな
い．従来，このような場合，安定同位体標識した基質を
投与し，鍵となる中間代謝産物の標識を評価する解析が
NMR や LC-MS 等を用いて行われてきた．しかし，力
石ら（本誌 3 章）がまとめるように，NMR は多量の試料
を必要とし，T. takaii のように細胞収量が低い菌株への
適用は極めて困難である．また，LC-MS を用いて細胞
内の遊離有機酸を測定する手法も大腸菌等よく増殖する
微生物を対象に利用されているが，この手法も細胞収量
の低い菌株への適用は現実的ではなかった．そこで現れ
たのが，筆者（力石）らが有機地球化学の新しい研究手
段として検討してきた，GC-MS と解析ソフトウェア
MassWorks を組み合わせた新たな手法である．一見異
なる研究分野の融合により，低い細胞収量が故に代謝解
析が困難であった環境微生物を対象とし得る新しいオミ
クス研究の手段が誕生したのである．

新手法では，力石ら及び澄田らに詳述されている通り
（本誌 3 章及び 6 章），既存の手法と同様，培養基質に含
まれる特定の炭素原子を「炭素 13」で標識し，T. takaii
がピルビン酸，オキサロ酢酸，2-オキソグルタル酸を前
駆体として生産したアミノ酸，即ち，アラニン，アスパ
ラギン酸，グルタミン酸の「どの炭素原子」に「炭素 13」
が取り込まれているのかを，以下のように定量し，代謝
経路の流れを判断する．
(1) 安定同位体標識した基質を用いた培養
(2) 全菌体蛋白質の加水分解とアミノ酸の誘導体化
(3) ガスクロマトグラフ─質量分析計（GC-MS）による

分析
(4) ソフトウェア（MassWorks）による炭素 13 の標識

率を算出
(5) TCA 回路の反応方向の確定

この結果，T. takaii において，以下のように，TCA 回
路は増殖条件により，極めて柔軟な振る舞いをすること
が明らかになった（図 2）．
(1) 独立栄養条件においては還元的 TCA 回路と同様に

機能する．
(2) コハク酸あるいは酢酸を添加した混合栄養条件で

は，それぞれの基質で，酸化方向，還元方向に機能
する部位が異なる分岐型の経路が機能する（注：い
ずれ分岐パターンも，従来知られている分岐型
TCA 回路とは異なる）．その結果，炭酸固定と脱炭
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酸が生じる経路がそれぞれの分岐型経路で入れ替わ
る．

(3) コハク酸と酢酸の双方を添加した混合栄養条件で
は，アナプロレティック経路（典型的 TCA 回路に
おいては，ピルビン酸あるいはホスホエノルピルビ
ン酸をカルボキシル化してオキサロ酢酸を生成する
還元方向の反応経路）を含め，酸化的に TCA 回路
が機能する．つまり，TCA 回路での炭酸固定能が
消失する．

さらに，T. takaii のクエン酸合成酵素がクエン酸開裂
反応に適した酵素学的性状を有すか否か検証するため，
大腸菌で発現した酵素を用いて検討した．その結果，T.
takaii のクエン酸合成酵素は，単独でも，あるいはクエ
ン酸開裂反応で生じたオキサロ酢酸を消費するリンゴ酸
脱水素酵素の存在下でも，還元的反応を触媒することを
確認した．また，クエン酸開裂反応においては，クエン
酸に対する Km 値（速度 v＝1/2 Vmax（最大速度）とす
るときの基質濃度，Km 値が低い程基質との親和性が高
いことを意味する）が既報の ATP クエン酸リアーゼと
比較すると明らかに低いこと，更に，kcat/Km 値（分子
活性 kcat が Km に対して高いほど触媒効率が高いこと
を示す）もクエン酸に対し，比較的高いことが明らかに
なった．これらはこの酵素が，T. takaii の TCA 回路を
還元的な方向に回転させるために十分に高い触媒効率を
有すこと，更に言えば TCA 回路が柔軟に回転方向を変
化させることに適した性状を有すことを示す．

4．生命誕生と可逆的TCA回路

T. takaii より見出された可逆的 TCA 回路は，TCA
回路が本質的に持つ柔軟性を明らかにした．一方，

TCA 回路は，アミノ酸や核酸生合成の起点となる中間
代謝産物の生合成に不可欠であり，少なくともその原型
のような経路が化学進化の時代より存在したであろうと
考えられている．この二つの視点は，従来，従属栄養か
独立栄養の何れかで誕生したと議論されてきた生命誕生
論争に新たな視点を与える．即ち，独立栄養と混合栄養
を使い分ける通性混合栄養として生命が誕生した可能性
である．生命の起源論争において，従属栄養で誕生した
生命は，自らによる有機物消費により絶滅してしまう可
能性が指摘され，一方で，生命誕生には有機物の濃集し
た環境が必要であるにも関わらず，そのような条件下で
独立栄養生物が生じる不可思議さも指摘されてきた

（Lazcano 2010）．この永遠に続くかに思える議論に対
し，通性混合栄養として生命が誕生したと仮説すると，
所与の環境条件において，無機物からエネルギーを獲得
する一方，炭素源については，有機物同化（脱炭酸）と
炭酸同化を柔軟に使い分ける，即ち混合栄養と独立栄養
を使い分ける通性混合栄養の形で生命が誕生し，継続し
たと説明することが可能となる．この通性混合栄養生物
としての生命誕生仮説は，両説の利点を統合し，それぞ
れへの批判を克服し得るものであると考える．

5. その後

T. takaii の可逆的 TCA 回路は，Deltaproteobacteria
に属す Desulfurella acetivorans から見出された同様の
可逆的 TCA 回路と並べて発表された（Mall et al. 2018）．
D. acetivorans は T. takaii と同様に，水素を電子供与体
として硫黄を還元する独立栄養条件下で増殖する他，酢
酸を電子供与体及び炭素源として用い増殖する．この両
増殖条件下にて，それぞれ還元的 TCA 回路と酸化的
TCA 回路を使い分けることが示されたのである．ま
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図 2：代謝解析によって示された各種培養条件下での T. takaii TCA 回路の振る舞い．点線は，本研究における代
謝解析からの解釈では明示されなかった経路．



た，D. acetivorans のゲノム情報からは，ATP クエン酸
リアーゼ遺伝子が偽遺伝子化し，クエン酸合成酵素がそ
の機能を代替したことが示されている．その後，ゲノム
解析により，水素を電子供与体とする化学合成独立栄養
細菌 Deferribacter autotrophicus が同様にクエン酸合成
酵素を用いた炭素固定を行う可能性が示唆された

（Slobodkinet al. 2019）他，鉄還元菌 Geobacter sulfurre-
ducens に人為的なゲノム変異を誘起することで，新たに
クエン酸合成酵素の逆反応を用いる炭素固定能を獲得し
たことが報告されている（Zhang et al. 2020）．これらの
報告は，クエン酸合成酵素を用いた可逆的 TCA 回路が
自然環境に広く分布している可能性を示している．

一方，クエン酸合成酵素と ATP クエン酸リアーゼの
関係について，重要な知見が ATP クエン酸リアーゼの
構造解析によりもたらされた（Verschueren et al.,
2019）．筆者らは，クエン酸合成酵素と ATP クエン酸リ
アーゼ，シトリル CoA リアーゼの系統関係をクエン酸
合成酵素ドメインの系統解析により議論し，クエン酸合
成酵素より citryl-CoA リアーゼや ATP クエン酸リアー
ゼが生じた可能性を指摘していた（Nunoura et al. 2018）．
これに対し，Verschueren らは ATP クエン酸リアーゼ
の結晶構造解析を行うと共に，その構造に基づくアライ
メント解析を行い，シトリル CoA リアーゼのドメイン
重複とその部分欠失により，クエン酸合成酵素が誕生し
たことを示したのである（図 3）．さらに，このクエン酸
合成酵素の起源を根拠に，還元的 TCA 回路が酸化的
TCA 回路より先に誕生したと考察した．これに加え，
ATP クエン酸リアーゼのドメイン構造の進化及びその
熱力学的性質を考えることで，TCA 回路の起源につい
ては新たな側面が見えてくる．
(1) ATP クエン酸リアーゼのドメイン構造

Verschueren らは，シトリル CoA 合成酵素＋シトリ
ル CoA リアーゼが機能する還元的 TCA 回路を最も始
原的な TCA 回路として定義した．一方，ATP クエン酸
リアーゼとシトリル CoA 合成酵素が共有する 2 つのド
メイン構造は，スクシニル CoA 合成酵素と起源を共に
し（Aoshima et al. 2004a），ATP クエン酸リアーゼ，シ
トリル CoA リアーゼ，シトリル CoA 合成酵素，スクシ
ニル CoA 合成酵素，クエン酸合成酵素のドメイン構造
を比較すると図 3 のようになる．つまり，シトリル CoA
合成酵素＋シトリル CoA リアーゼが機能する還元的
TCA 回路が誕生する前に，より始原的な TCA 回路の
存在が仮説できる．そして，そのもっとも始原的な回路
においては，スクシニル CoA 合成酵素とシトリル CoA
合成酵素の機能を一つの酵素が担い，シトリル CoA リ

アーゼと共に機能していたと推測されるのである．
(2) ATP クエン酸リアーゼの熱力学

ATP クエン酸リアーゼ（あるいはシトリル CoA 合成
酵素＋シトリル CoA リアーゼ）の熱力学的性質（ΔG0ʼ
＋4 kJ）（Fuchs 2011）を考慮すると，還元的 TCA 回路
の回転方向を決定するのは，ATP クエン酸リアーゼで
はなく，回路全体の物質フラックスであり，また，フェ
レドキシンを補酵素とする酸化還元酵素の機能方向を担
保する還元力供給のフローであることが分かる．実際，
ATP クエン酸リアーゼが酸化方向に機能し，酸化的リ
ン酸化による ATP 供給に貢献する報告もある（Möller
et al. 1987）．更に，シトリル CoA リアーゼ自体もクエ
ン酸合成酵素活性を有すことが知られる（Aoshima et al.
2004b）．つまり，ATP 依存的なクエン酸開裂反応の熱
力学を考慮すると，少なくとも，T. takaii や D. aceti-
vorans において TCA 回路の可逆性が担保された条件が
存在すれば，始原的な還元的 TCA 回路も可逆的に機能
した可能性は十分にあり得る．

蛋白質立体構造解析に基づき，クエン酸合成酵素の進
化過程が明らかにされたことにより，我々が提唱したク
エン酸合成酵素を含む可逆的 TCA 回路が最も始原的
TCA 回路であるという仮説は否定された．一方，ATP
クエン酸リアーゼ（ATP 依存のクエン酸開裂は反応）の
熱力学的性質を考慮すると，シトリル CoA リアーゼを
含む始原型 “還元的” TCA 回路が，初期生命において還
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図 3：スクシニル CoA 合成酵素，シトリル CoA 合成酵素
（CCS），シトリル CoA リアーゼ（CCL）と，クエン酸合成酵
素（CS）におけるドメイン構造の分布と，TCA 回路の進化モ
デル．始原型 TCA 回路からの還元型 TCA 回路（CCS/CCL
型 TCA 回路及び ACL 型 TCA 回路）の進化過程と，クエン
酸合成酵素（CS）を含む TCA 回路を比較した．CS 型 TCA
回路の誕生段階や，始原型回路の機能方向を現時点において
決定することは困難である．



元方向に回転し，炭酸固定のみに機能していたと結論す
るに十分ではない．筆者らは，生命の起源における
TCA 回路の可逆性，そして，その生命が通性混合栄養
であった可能性は十分にあり得ると考えている．

この他，一般的なクエン酸合成酵素の他，立体特異性
が異なり，また進化的にも全く異なるクエン酸合成酵素

［（re)-citrate synthase］も一部の嫌気性細菌から見出さ
れている（Gottschalk 1968）［一般的なクエン酸合成酵素
は，（re)-citrate synthase に対し，（si)-citrate synthase
と記述される］．生命誕生時の TCA 回路において，（re)
-citrate synthase が機能していた可能性も現時点では排
除することが出来ない．今後も多角的な研究の進展が期
待される．
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