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研究成果の概要（和文）：地球上のほとんど全ての生命は、D-グルコースを炭素源・エネルギ

ー源として利用できるが、その鏡像体である L-グルコースの資化については従来報告がなく、

糖質の資化にはホモキラリティーが存在すると考えられていた。本研究では、土壌より分離し

た L-グルコース資化菌、Paracoccus sp. 43P 株を用いて、L-グルコース代謝機構を酵素・遺伝子

レベルで解析し、その代謝機構を世界で初めて明らかにした。本研究は、生命の示すホモキラ

リティーの問題を解明するための一助となることが期待される。 
 
研究成果の概要（英文）：Most organisms on the Earth can utilize D-glucose as carbon and energy 
sources, but utilization of its enantiomer, L-glucose, was not reported so far. Therefore it is generally 
recognized that there is a homochirality issue in sugar utilization. In this study we have analyzed, at 
enzyme and genetic levels, an L-glucose catabolic pathway in Paracoccus sp. 43P, an L-glucose 
utilizing bacterium isolated from soil, and succeeded in its elucidation for the first time. The results may 
contribute further understanding of homochirality issues of living organisms. 
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１．研究開始当初の背景 
 生物が立体異性を持つ有機化合物のどち

らか一方を利用する、"ホモキラリティー"と

いう現象が一般によく知られている。その代

表例はアミノ酸であり、L-アミノ酸はタンパ

ク質合成に利用されるが、D-アミノ酸は全く

利用されない。このホモキラリティーが生物

進化の過程で如何にして成立したのかは、諸

説提唱されているが、結論は得られていない。 

 同様に、グルコースについてもホモキラリ

ティーが存在する。すなわち、D-グルコース

は自然界で最も多量に存在し、その代謝経路
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も詳細まで解析されているのに対して、L-グ

ルコースは自然界に存在しないとされ、生物

は L-グルコースを代謝しないと考えられて

きた。しかしながら両化合物は物理・化学的

性質は同一であり、L-グルコースが化学構造

上、"難分解性"である訳ではない。また、生

命誕生以前の化学進化の過程でグルコース

が生み出されたとしたら、過去の地球には L-

グルコースが存在していた可能性も考えら

れる。 
 
２．研究の目的 
 著者らはこの"グルコース資化のホモキラ

リティー"に挑戦するため、L-グルコース代謝

能を有する微生物を自然界から分離し、複数

の属に属するバクテリアを取得した。本研究

では、その中から Paracoccus sp. 43P 株を選択

し、その L-グルコース代謝機構を解明するこ

とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) L-glucose dehydrogenase (L-GDH)の精製 

 43P 株の細胞抽出液中に見いだされた

L-GDH 活性を指標に、常法に従って同酵素を

精製した。 

(2) L-GDH 遺伝子 (lgdA) のクローン化と周

辺領域の解析 

 精製L-GDHの部分アミノ酸配列をもとに、

PCR をベースとした方法により lgdA 遺伝子

を同定した。さらに primer walking 法による

PCR 増幅・塩基配列解析により、周辺領域の

配列を決定した。 

(3) L-gluconate dehydrogenase (L-GnDH)の精

製と遺伝子の同定 

 前述と同様に、43P 株の細胞抽出液中に見

いだされたL-GnDH活性を指標に同酵素を精

製し、遺伝子の同定・周辺領域の配列解析を

行った。 

(4) 各遺伝子の大腸菌を宿主とした異種発現

及び酵素精製 

 上記で同定した L-GDH、L-GnDH 及びその

周辺遺伝子の ORF を pET21a または pET28a

にクローン化し、大腸菌 BL21(DE3) 株を宿

主として、C 末端または N 末端に His-tag を

付加する形で発現させた。さらに常法に従っ

て His-tag に対する affinity を用いて各酵素の

精製を行った。 

(5) 各酵素の酵素活性の同定 

 各精製酵素を用いて、予想される酵素活性

の検出を行った。基質には市販の糖・アルド

ン酸類またはそれらを化学反応及び酵素反

応により変換した化合物を用い、反応条件及

び活性検出には各酵素に適した方法で行っ

た。 

(6) 酵素反応生成物の同定 

 一部の酵素反応生成物に関しては、TLC を

用いた精製後、HPLC 解析、GC/MS 解析、あ

るいは 1H-, 13C-NMR 解析を行うことによっ

て、同定を行った。また、ピルビン酸・D-グ

リセルアルデヒド-3-リン酸 (Gap)について

は、それぞれに特異的な酵素を用いた検出法

により同定した。 

(7) 43P 株の遺伝子破壊株の作製 

 43P 株の遺伝子破壊株の作製は、大腸菌

S17-1 λpir 株との接合伝達により行った。す

なわち、pBBR1MCS2 由来の mob 領域を

pUC19 にクローン化したプラスミドに、破壊

遺伝子領域を含むDNA断片をクローン化し、

各 ORF 内に Km 耐性遺伝子を挿入した。この

プラスミドを接合伝達により 43P 株に導入し、

Km 耐性で遺伝子破壊株を選択した。遺伝子

破壊の確認は PCR により行った。 

(8) 代謝酵素の系統学的解析 

 同定した各代謝酵素のアミノ酸配列を元

に KEGG ゲノムデータベースでオルソログ

を検索した。高い相同性を示したオルソログ

酵素および各代謝酵素の属する protein family



の代表的な酵素を含めて系統解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) L-グルコース代謝の初発酵素 L-GDH の同

定 

 43P 株の細胞抽出液を用いて L-グルコース

を基質とする酵素活性を検討したところ、

NAD+依存的なL-GDH活性のみが検出された。

そこで本酵素(LgdA)を精製し、部分アミノ酸

配列から遺伝子を同定したところ、lgdA は同

属のゲノム解読株である P. denitrificans の

Pden_1680 と 84%の相同性を示し、また

inositol 代謝に関連すると推定される遺伝子

群とクラスターを成していることが判明し

た(図 1A)。実際に LgdA は L-グルコースより

も scyllo-inositol に対して強い活性を示した。 

 LgdA の L-グルコースからの反応産物は、

HPLC 及び NMR 解析の結果から L-gluconate

であることが示された。このことから LgdA

は L- グ ル コ ー ス の 1 位 を 酸 化 し て

L-glucono-1,5-lactone を生成し、それが水溶液

中で非酵素的に L-gluconate へ変換されてい

ることが明らかになった。 

(2) L-gluconate 以降の代謝経路----lgn cluster

の発見 

 続いて 43P 株の細胞抽出液を用いて

L-gluconate を基質とした酵素活性を検討し

たところ、再び NAD+依存的な L-GnDH 活性

が検出された。そこで前述と同様に同酵素遺

伝子を同定したところ、L-GnDH遺伝子(lgnH)

は 9 つの遺伝子からなるクラスター (lgn 

cluster とする)内に存在していた(図 1A)。また

このクラスターの上流には、逆向きに転写調

節因子と考えられる遺伝子(lgnR)が存在し、

このクラスターの発現調節を行っているこ

とが推定された。クラスター内の遺伝子は、

や は り P. denitrificans の Pden_4924 ～

Pden_4932 と 70-90％程度の相同性を示し、こ

れらの annotation は、上流より ABC transporter 

(LgnA-D)、 galactarate dehydratase (LgnE)、

2-keto-3-deoxygalactonate (KDGal) kinase 

(LgnF)、KDGal-phosphate (KDPGal) aldolase 

(LgnG) 、 alcohol dehydrogenase (L-GnDH; 

LgnH) 、及び  short chain oxidase/reductase 

(LgnI)であった。この結果より、このクラス

ター内の遺伝子産物により L-gluconate 以降

の代謝がなされることが推定されたので、

LgnE～LgnI について酵素レベルで解析を行

い、反応産物の同定を行った。 

① LgnH 

 予想通り LgnH は L-GnDH 活性を示した。

LgnHの反応産物は5-keto-L-gluconateであり、

LgnH は L-gluconate の 5 位を酸化することが

明らかになった。 

② LgnI 

 LgnI は 、 LgnH の 反 応 産 物 で あ る

5-keto-L-gluconate に対して NADPH 依存的な

還元活性を示した。反応産物は D-idonate で

あり、LgnI は 5 位のカルボニル基を還元する

酵素であることが示された。また、LgnH、LgnI

による酸化還元反応により、L-gluconate を

D-idonate へと変換する、D/L 変換を行ってい

ることが明らかになった。 

③ LgnE 

 LgnE は D-idonate を基質として反応させる

と、還元性の化合物へと変換することが示さ

れた。反応産物を同定したところ KDGal と一

致したので、LgnE は D-idonate の 2 位と 3 位

の炭素から水分子を引き抜く D-idonate 

dehydrataseとして機能することが明らかにな

った。 

④ LgnF と LgnG 

 LgnF と LgnG については annotation 通りの

活性を有しているかどうかについて検討し

た。すなわち、LgnF については KDGal と ATP

を基質として反応させた場合に、ATP の減少

を指標にキナーゼ活性を確認し、LgnG につ



いては LgnF の反応産物(KDPGal)を基質とし

てピルビン酸と Gap が生じることを、既知酵

素とのカップリング反応により確認した。 

(3) L-グルコース代謝の全体像 

 以上の解析により明らかになった 43P 株の

L-グルコース代謝経路を図 1B に示す。この

代謝経路は、遺伝子配置から LgdA による L-

グルコースの初発酸化と lgn cluster 内の酵素

による L-gluconate 以降の代謝に分けられる。 

 LgdA は前述のように、inositol 代謝関連遺

伝 子 群 と ク ラ ス タ ー を 成 し て お り 、

scyllo-inositol に対して強い活性を示したが、

実際に lgdA 破壊株は L-グルコースおよび

scyllo-inositol に対する資化性が極端に低下し

ていた。このことから LgdA は両化合物の資

化に必須であることが示された。なお、既知

の scyllo-inositol dehydrogenase (枯草菌の IolX、

IolW)はほとんど L-グルコースを基質としな

いので、LgdA はこれらの酵素とは異なる基

質認識をしている可能性が考えられる。 

 L-gluconate 以降の代謝経路は、以前に報告

された大腸菌の L-galactonate 代謝経路と類似

の反応によって構成されていた。ところが両

代謝経路の酵素は互いに 20-30%程度の低い

相同性しか示さず、さらに lgnH、lgnI、lgnE

の各破壊株は L-gluconate 資化能は失うもの

の、L-galactonate 資化に関しては全く影響を

及ぼさなかった。このことから、lgn 酵素群

は L-gluconate に特異的な代謝酵素であると

考えられる。 

 同定した各代謝酵素のアミノ酸配列を元に

系統解析を行ったところ、各代謝酵素は機能

既知の酵素とは系統的に大きく異なる上、P. 

denitrificans 由来の酵素を除くと、ゲノム配列

より明らかになった酵素とも深い位置で分

岐していることが示された。特に LgnE、LgnH、

LgnI は、Paracoccus 属とは系統分類上異なる

バクテリア由来の酵素とクラスターをなし

ており、この代謝経路が進化的に興味深いも

のであることが示された。 
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された部位を赤で示した。 
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