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Rubisco (Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase) は、カル

ビン回路において炭酸固定反応を触媒する唯一の酵素である。この反応の速

度は著しく低く、光合成の律速段階となっていることから、機能改良により高い

炭酸固定能をもつ Rubisco を作り出す試みが広く行われている。Rubisco は
その四次構造の特徴から、Type I ～ IVの 4つのグループに分けられる。超
好熱始原菌 Thermococcus kodakarensis 由来 Rubisco (Tk-Rubisco)は
Type IIIに分類され、90ºC付近の高温環境下にて、既存の Rubiscoよりも高
い炭酸固定能を示す。これまでに我々の研究室では、この Tk-Rubisco を改
変し、基質認識に関わる loop 6とそれに続くα-helix 6のアミノ酸配列をホウレ
ンソウ(spinach)由来のものに置き換えることで、常温での炭酸固定能が上昇
したSP5-V330T変異体を得ていた。本研究ではこのSP5-V330T変異と加算
的に作用し、さらに炭酸固定能が上昇した変異体を得ることを目指した。 
高活性化の具体的な方法として、常温で機能する Type I Rubisco（ホウレ

ンソウなど）と Tk-Rubiscoの属する Type III Rubiscoのアミノ酸配列を比較し、
Type 毎に保存されており、かつ両 Type で異なるアミノ酸残基に着目した。こ
れらの中で、立体構造の情報から基質結合部位付近に位置する残基につい

て、遺伝子操作により変異の導入を行った。作製した変異体について活性測

定を行ったところ、新たに野生型 Tk-Rubisco よりも常温において高い炭酸固
定能を示す T289D変異体を得ることができた。この T289D変異体について、
活性上昇の理由を変異導入部位周辺の構造の変化から探るため、X 線結晶
構造解析を行った。その結果、野生型 Tk-Rubisco に比べ、T289D に隣接す
る基質結合残基H285が基質の方向に約 0.5Å移動していることがわかった。
我々はこの変化が SP5-V330T変異とは独立に活性の上昇に寄与したと考え、
SP5-V330T変異と T289D変異を組み合わせた T289D+SP5-V330T変異体
を作製した。その結果、T289D+SP5-V330T 変異体は、SP5-V330T 変異体
を上回る、これまでで最も高い炭酸固定能を示した。 
  
 


