07.代謝学　「クエン酸サイクル」確認問題の答えと解説

1. クエン酸サイクルの概要について説明しなさい。

糖、脂質、アミノ酸などアセチルCoAを生じる各種代謝燃料からエネルギーを回収する中心経路のことで、アセチルCoAを２分子のCO2に酸化し、遊離する自由エネルギーをNADHやFADH2などの還元型酵素に保存する８連反応のことである。

Point!

サイクルの名称は第１反応生成物のクエン酸に由来している。１サイクル毎に、2CO2、3NADH、1FADH2と１分子の高エネルギー化合物（グアノシン３リン酸GTPまたはアデノシン３リン酸ATP）を生じることも覚えておこう。

2. クエン酸サイクルの正味の反応式を書きなさい。

3NAD＋＋FAD＋GDP＋Pi＋アセチルCoA→3NADH＋FADH2＋GTP＋CoA＋2CO2
NAD＋：ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド（酸化剤）

FAD：フラビンアデニンジヌクレオチド（酸化型）

GDP：グアノシン２リン酸

Pi：無機リン酸イオン

NADH：ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド（還元型）

FADH2：還元型FAD

GTP：グアノシン３リン酸

CoA：補酵素A

Point!

サイクルの第１ステップで使用されるオキサロ酢酸は、このサイクルの最終ステップで回収され再利用される。つまりクエン酸サイクルは何回もアセチル基を酸化する多ステップ触媒として働いていることが分かる。

3. クエン酸サイクルの細胞内における存在部位はどこか。

真核生物ではミトコンドリアに局在する。

Point!

NAD＋やGDPを含め全基質はミトコンドリア内でつくられるか、サイトゾルからミトコンドリアに輸送される。同様に、サイクルで生産された生産物はミトコンドリア内で使われるか、サイトゾルに輸出される。

4. ピルビン酸がアセチルCoAに転換される過程を説明しなさい。

ピルビン酸＋CoA＋NAD＋→アセチルCoA＋CO2＋NADH

もっと理解しやすく記述すると・・・

触媒：ピルビン酸デヒドロゲナーゼ複合体（多酵素複合体）

　　　　ピルビン酸→→→→→→→→→→アセチルCoA

　　　　　　　　CoA＋NAD＋→CO2＋NADH
ピルビン酸は多酵素複合体ピルビン酸デヒドロゲナーゼの作用で酸化的に脱炭酸（CO2を出す）されアセチルCoAを生じる。この複合体を構成しているのはピルビン酸デヒドロゲナーゼ（E1）、ジヒドロリポアミドS-アセチルトランスフェラーゼ（E2）、ジヒドロリボアミドデヒドロゲナーゼ（E3）の３種の酵素である。この複合体は、５連続反応により上記反応を触媒する。

そして、この反応には５つの補酵素が必要である。補酵素はチアミン２リン酸（TPP）、リポアミド、補酵素A（CoA）、FAD、NAD＋の５つである。

Point!

多酵素複合体とは、代謝経路上の連続反応を触媒する２種類以上の酵素が共有結合によらず会合した複合体のこと。

5. アセチルCoAについて説明しなさい。

補酵素（CoA）は2-メルカプトエチルアミンがアミド結合でビタミンであるパントテン酸に繋がり、パントテン酸はピロリン酸結合で3’-ホスホアデノシン部分に結合している。アセチルCoAはCoAの2-メルカプトエチルアミン部分の

-SH基にアセチル基がチオエステル結合している。

高エネルギー化合物であり、ATP加水分解より1kJ/molだけ発エルゴン的（自発的）である。代謝中間体であるため、代謝燃料の酸化のエネルギーが一部保存され、吸エルゴン過程（非自発的過程）の推進に利用される。

6. ピルビン酸デヒドロゲナーゼ複合体に存在する補酵素、補因子を４つあげて説明しなさい。

反応全体は４を参照。

· TPP：チアミン２リン酸

· リポアミド

· CoA：補酵素A
· FAD：フラビンアデニンジヌクレオチド
· NAD＋：ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド

次に５連続反応を一つずつ追いながら補酵素、補因子の役割を説明する。

1. TTPを補因子とするピルビン酸デヒドロゲナーゼ（E1）がピルビン酸を脱炭酸しヒドロキシエチル-TPP中間体をつくる。
TPP・E1＋ピルビン酸→→→→→→ヒドロキシエチル-TPP・E1
　　　　　　　　　   H＋→CO2
2. リポアミド（E2にリポ酸が共有結合したもの）を補因子とするジヒドロリポアミドS-アセチルトランスフェラーゼ（E2）が中間体のヒドロキシエチル基を受け取る。

ヒドロキシエチル-TPP・E1＋リポアミド-E2

                                         →TPP・E1＋S-アセチルジヒドロリポアミド-E2
3. 補酵素A（CoA）がポリアミドからアセチル基を受け取る。

S-アセチルジヒドロリポアミド-E2＋CoA

                                 →ジヒドロリポアミド-E2＋アセチルCoA
Point!

補酵素A：CoA-SH

アセチルCoA：CoA-S~COCH3
4. FADと強く結合したE3（酸化型）によってジヒドロリポアミド型E2を再酸化し、E3（還元型）とリポアミド型E2を生じる。これによりE2触媒サイクルが完結する。

E3（酸化型）＋ジヒドロリポアミド-E2⇔E3（還元型）＋リポアミド-E2
5. E3（還元型）中のスルフヒドリル基（-SH基）がFADで酸化され、それによって生じたFADH2をNAD＋が酸化するというE3（還元型）の再酸化によってNADHを生じる。

7. クエン酸シンターゼ反応を説明しなさい。

アセチルCoAとオキサロ酢酸が縮合してクエン酸が出来る反応のこと。触媒にはクエン酸シンターゼが使用される。

Point!

この反応は、糖、脂肪酸、アミノ酸に由来する炭素原子をアセチルCoAの形にし、サイクル内に投じるステップです。基質と酵素の結合はオキサロ酢酸が先で、アセチルCoAが後から結合する定序逐次機構によっています。

8. イソクエン酸デヒドロゲナーゼ反応を説明しなさい。酸化剤はなにか。生成物は何か。

アコニターゼ（触媒・酵素）によってクエン酸から生じたイソクエン酸が酸化的脱炭酸（CO2が出る）され2-オキソグルタル酸を生成する反応のこと。触媒（酵素）はイソクエン酸デヒドロゲナーゼである。酸化剤としてNAD＋を使用し、クエン酸サイクルにおける最初のCO2とNADHを生じる。

Point!
生じたCO2はオキサロ酢酸に由来し、アセチルCoAではない。

9.2-オキソグルタル酸デヒドロゲナーゼ反応を説明しなさい。酸化剤はなにか。生成物は何か。

2-オキソグルタル酸が酸化的脱炭酸（CO2が出る）され高エネルギー化合物であるスクシニルCoAを生成する反応のこと。触媒（酵素）は2-オキソグルタル酸デヒドロゲナーゼである。酸化剤としてNAD＋を使用し、このサイクルにおいて２番目のCO2とNADHを生じる。

Point!

生じたCO2はオキサロ酢酸に由来し、アセチルCoAではない。アセチルCoAのアセチル基の炭素原子が酸化されるのはサイクルの２週目以降である。

2-オキソグルタル酸デヒドロゲナーゼは多酵素複合体であり、2-オキソグルタル酸デヒドロゲナーゼ（E1）、ジヒドロリポアミドS-スクシニルトランスフェラーゼ（E2）、ジヒドロリポアミドデヒドロゲナーゼ（E3）より成る。

10.スクシニルCoAが代謝される反応で生じる高エネルギー化合物はなにか。

高エネルギー化合物スクシニルCoAを触媒（酵素）スクシニルCoAシンテターゼによって分解し、高エネルギー化合物のヌクレオシド３リン酸合成と共役させる。反応は３ステップに分かれており、３ステップ目において哺乳類の酵素はGDP（グアノシン２リン酸）＋Pi（無機リン酸イオン）からGTP（グアノシン３リン酸）を合成する。

Point!

植物と細菌の酵素はADP（アデノシン２リン酸）＋PiからATPを合成する。

ATPとGTPはヌクレオシド２リン酸キナーゼでGTP＋ADP⇔GDP＋ATPといった反応をとり、速やかに相互変換するので同格である。

３ステップ反応については説明しにくいのでボートP.324~325を参照してください。

11.コハク酸デヒドロゲナーゼ反応を説明しなさい。酸化剤はなにか。生成

　物は何か。

コハク酸が酸化（立体特異的に脱水素）されフマル酸を生成する反応のこと。触媒（酵素）はコハク酸デヒドロゲナーゼである。酸化剤としてFAD（フラビンアデニンジヌクレオチド（酸化型））を使用する。FADは酵素（Eと表記）に共有結合しておりコハク酸を酸化しFADH2（還元型FAD）を生じる。

Point!

コハク酸デヒドロゲナーゼ反応で生じるFADH2が再酸化されないと、酵素（コハク酸デヒドロゲナーゼ）は次のサイクルで働けないのでFADH2をミトコンドリアの電子伝達系で再酸化しFADを再生する。

12.リンゴ酸デヒドロゲナーゼ反応を説明しなさい。酸化剤はなにか。生成

　物は何か。

クエン酸サイクルの最終反応で、リンゴ酸が酸化されオキサロ酢酸を再生する。触媒（酵素）はリンゴ酸デヒドロゲナーゼである。酸化剤としてNAD＋を使用しNADHを生じる。

13.クエン酸サイクルの調節機構について概要を説明しなさい。

· NADHとアセチルCoAによる生成物阻害

各酵素の結合部位で、NADHはNAD＋と、アセチルCoAはCoAと競合しており、またピルビン酸デヒドロゲナーゼ反応内のE2反応、E3反応を逆行させる。

そこで[NADH]/[NAD＋]、[アセチルCoA]/[CoA]比が高いとE2はほとんどアセチル化型になり、E1のTPP（チアミン２リン酸）からヒドロキシエチル基（CH3C-OH）を受け取れない。

その結果E1のTPPはヒドロキシエチル基を手放せず、ピルビン酸の脱炭酸速度が低下する。

ピルビン酸のピルビン酸デヒドロゲナーゼ複合体による脱炭酸反応は不可逆であり、また哺乳類にはピルビン酸をアセチルCoAに変える経路が他にないため調節機構によって細かく制御されている。

14.クエン酸サイクルは異化経路であると同時に同化経路であると言われる。

　その理由を説明しなさい。

クエン酸サイクルは代謝物質の分解と自由エネルギーの保存を目的とする異化代謝経路である。しかし、クエン酸サイクルの中間体には生合成の原料になるものがあり、これらは同化経路に使用される。

これらのことから、クエン酸サイクルは異化と同化の二面性をもつ両性代謝経路と言われる。

Point!

異化（分解）：

栄養物や細胞成分を再利用するため、またはエネルギーを取り出すために分解する過程。

同化（生合成）：簡単な物質から生体分子を合成する過程。

15.クエン酸サイクルの中間体の補充反応について説明しなさい。

クエン酸サイクルは自由エネルギー（←NADHやFADH2など還元型化合物に保存されている）の主な供給源であるためサイクルの中断は致命的である。よって、消費された中間体はすぐに補充しなくてはならず、この反応を補充反応（アナプレロティック反応）という。

最も重要な反応はピルビン酸カルボキシラーゼ反応である。

　　　　　ピルビン酸＋CO2＋ATP＋H2O→オキサロ酢酸＋ADP＋Pi

サイクルの中間体のいずれかが不足すると、アセチルCoA濃度が上がり、ピルビン酸カルボキシラーゼを活性化し、ピルビン酸からオキサロ酢酸を生じる。

オキサロ酢酸はサイクル内で、クエン酸→2-オキソグルタル酸→スクシニルCoA→コハク酸→フマル酸と変化し、サイクルの全中間体を適正濃度に回復させる。

Point!

ピルビン酸カルボキシラーゼ反応は糖新生の出発反応である。

16.直線的代謝経路と回路的代謝経路について説明しなさい。

直線的代謝経路とは、解糖系のように、ある物質をある一連の反応を通して他の物質に変化させるような代謝経路のこと。

回路的代謝経路とは、クエン酸サイクルのように、ある物質をある一連の反応を通して再び元の物質に戻すような代謝経路のこと。
17.クエン酸サイクルと他の代謝経路との関係について説明しなさい。

14.で述べたクエン酸サイクル中間体を利用する経路について説明する。

クエン酸サイクルの中間体は、糖、脂肪酸、アミノ酸の合成原料になる。

· グルコース

オキサロ酢酸を原料とし、オキサロ酢酸をリンゴ酸かアスパラギン酸に変えミトコンドリアからサイトゾルに輸送される。サイトゾル内で糖新生によってつくられる。

　　　　　　　　　オキサロ酢酸→リンゴ酸→グルコース

· 脂肪酸

アサチルCoAを原料とし、アセチルCoAはミトコンドリアでつくられるが、そのままではミトコンドリア膜を通れない為、膜を通るクエン酸をサイトゾル（ATP-クエン酸リアーゼ）で分解しアセチルCoAをつくる。

　　　　　アセチルCoA→→→→→クエン酸→→→→→アセチルCoA
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　サイトゾル

　　　　　　　　　　　　　　　　　（ATP-クエン酸リアーゼ）

     ATP＋クエン酸＋CoA→ADP＋Pi＋オキサロ酢酸＋アセチルCoA
Point!

ATPの自由エネルギーでクエン酸シンターゼ反応の逆反応を進めている。

· アミノ酸（グルタミン酸andアスパラギン酸・ピルビン酸）

グルタミン酸：

2-オキソグルタル酸を原料とし、2-オキソグルタル酸をNADHかNADPHで還元的にアミノ化しグルタミン酸を合成する。触媒（酵素）はグルタミン酸デヒドロゲナーゼである。

アスパラギン酸・ピルビン酸：

オキサロ酢酸を原料とし、オキサロ酢酸はアラニンとのアミノ酸転移により、アスパラギン酸とピルビン酸を合成する。

18.１分子のアセチルCoAがクエン酸サイクルで代謝されると最大何分子の　　ATPが生じるか。ただし１分子のNADH、FADH2からそれぞれ2.5、1.5分子のATPが生じ、全てのヌクレオシド3-リン酸はATPに変換されるものとする。
アセチルCoA：NADH＝1：3　　　　　 NADH：ATP＝1：2.5

アセチルCoA：FADH2＝1：1           FADH2：ATP＝1：1.5

アセチルCoA：GTP＝1：1              GTP：ATP＝1：1

ATP＝2.5×3＋1.5＋1＝10

ボートではNADH：ATP＝1：3、FADH2：ATP＝1：2としている。詳細は下図を参照。

クエン酸サイクルの概要図

〜制作後記〜

第四弾は「クエン酸サイクル」です。確認問題がほぼボートを網羅している章です。全部答えられたら、「クエン酸サイクル」はマスターできているはず！

問いで聞かれている内容が、この章のPoint!ということを頭に置いて勉強すると良いかもしれません。まさに確認問題！と思える良問です。

最後に、最終確認をしてくれた須賀ちゃんに感謝です。　　　　07.4.17　宮坂

