
九州大学・農学研究院・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７１０２

基盤研究(C)（一般）

2017～2015

細菌由来の新奇糖脂質合成酵素の機能解析

Functional analysis of novel bacterial glycosyltransferases

９０３６３３２４研究者番号：

沖野　望（OKINO, NOZOMU）

研究期間：

１５Ｋ０６９７６

平成 年 月 日現在３０   ６ １３

円     3,900,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、Zymomonas mobilisのセラミドグルクロノシルトランスフェラーゼ（Cer
 GlcAT）と緑膿菌のジアシルグリセロールグルクロノシルトランスフェラーゼ（DAG GlcAT）の機能解析によ
り、細菌由来糖脂質の生理機能の解明を目指した。Z. mobilisのCer GlcATに関しては、大腸菌で発現させた酵
素を用いて本酵素の性質を明らかにすると共に、欠損株の作成により、本酵素がZ. mobilisの唯一のCer GlcAT
であることを示した。一方、緑膿菌のDAG GlcATはリンの欠乏時に発現誘導されて、グルクロノシルジアシルグ
リセロールを合成することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to elucidate the physiological functions of 
bacterial glycolipids by functional analysis of ceramide glucuronosyltransferase (Cer GlcAT) of 
Zymomonas mobilis and diacylglycerol glucuronosyltransferase (DAG GlcAT) of Pseudomonas aeruginosa.
We first cloned and expressed Z. mobilis Cer GlcAT in E. coli and purified the enzyme using 
Ni-affinity and gel filtration chromatography. Using the purified enzyme, we revealed that the 
enzyme was highly specific for UDP-glucuronic acid and ceramide as donor and acceptor substrates, 
respectively.  We also established the knockout strain and elucidated that this enzyme was the sole 
Cer GlcAT of Z. mobilis. Next, we cloned PA0842 of P. aeruginonsa and expressed it in E. coli. We 
detected the DAG GlcAT activity when UDP-glucuronic acid and diacylglycerol were used as donor and 
acceptor substrates, respectively. Furthermore, we found that PA0842 was induced to produce 
glucuronosyl DAG under phosphate-deficient conditions.

研究分野：生物化学
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１．研究開始当初の背景 
スフィンゴ糖脂質は、動物細胞の細胞表面
で細胞増殖因子や接着分子等とともにマイ
クロドメイン（脂質ラフト）を形成し、これ
らの機能を調節していることや細胞表面の
スフィンゴ糖脂質が病原細菌や細菌毒素の
受容体になっていることが知られている。一
方、スフィンゴ糖脂質は原核生物にはほとん
ど存在していないが、一部にスフィンゴ糖脂
質を持つ細菌がいることが知られている。こ
れらの細菌の多くはグラム陰性菌に分類さ
れるスフィンゴモナス科の細菌で、一般的な
グラム陰性菌と異なり、外膜にリポ多糖
（LPS）を持たない代わりにスフィンゴ糖脂
質を持っている。 
 真核生物のスフィンゴ糖脂質の合成と分
解に関しては、多くの糖転移酵素や分解酵素
の実体が明らかにされ、スフィンゴ糖脂質の
様々な生理機能が細胞・個体レベルで解明さ
れている。一方、細菌のスフィンゴ糖脂質の
合成と分解に関しては、化学構造が幾つか報
告されているだけで、合成や分解に関わる酵
素の同定が進んでおらず、その機能もよく分
かっていない。 
 我々は、緑膿菌がセラミダーゼを生産する
ことを発見して以来、緑膿菌セラミダーゼの
生理機能に関する研究を進めてきたが、その
過程で、緑膿菌にスフィンゴミエリンを添加
して培養すると、緑膿菌の病原因子として知
られる溶血性ホスホリパーゼ C（スフィンゴ
ミエリナーゼ、PlcH）やセラミダーゼ遺伝子
と共に、機能未知の糖転移酵素遺伝子
（PA0842）の発現が増加することを見出した。
PA0842 はジアシルグリセロールにグルコー
スを転移して、グルコシルジアシルグリセロ
ールを合成する酵素のホモログであること
が分かっているが、緑膿菌におけるグリセロ
糖脂質の知見はこれまでにない。 
 
２．研究の目的 
本研究では我々が最近の研究で見出した二
つの細菌由来の糖転移酵素の機能解析を行
い、スフィンゴモナス科細菌におけるグルク
ロノシルセラミド（スフィンゴ糖脂質）と緑
膿菌における未知糖脂質の生理機能を解明
することを目的とした。具体的には、Z. 
mobilis 由来のグルクロノシルセラミド合
成酵素（Cer GlcAT）と緑膿菌由来の糖転移
酵素の酵素学的性質の解析を行う。また、当
該酵素の欠損変異株を作成して野生株との
比較を行い、それぞれの酵素の生理機能を解
明する。 
 
３．研究の方法 
（1）Z. mobilis 由来 Cer GlcAT の大腸菌を
用いた発現と酵素学的性質の検討 
 Z. mobilis 由来 Cer GlcAT 遺伝子を大腸
菌用の発現ベクターにクローニングし、Cer 
GlcAT の大腸菌用発現ベクターを構築する。
次に大腸菌の破砕液から Cer GlcAT を精製す

る方法を確立し、精製した酵素を用いて酵素
学的な性質を調べると共に、Cer GlcAT の結
晶化を試みる。 
 
（2）Z. mobilis 由来 Cer GlcAT のノックア
ウト株の作成と脂質の分析 
 Z. mobilis 由来 Cer GlcAT の欠損株を作
成するために、クロラムフェニコール耐性遺
伝子を用いたノックアウトベクターを作成
し、Z. mobilisの野生株に導入してCer GlcAT
の欠損株をスクリーニングする。Cer GlcAT
欠損株が取得できたら、欠損株から脂質を抽
出して脂質の分析を行う。また、細胞増殖な
どを比較し、Cer GlcAT の生理機能解析を行
う。 
 
（3）緑膿菌 PA0842 の大腸菌を用いた発現と
酵素学的性質の検討 
緑膿菌由来の糖転移酵素候補遺伝子
（PA0842）を大腸菌用の発現ベクターにクロ
ーニングし、PA0842 の発現ベクターを構築す
る。次に、大腸菌の破砕液から PA0842 を精
製する方法を確立し、精製した酵素を用いて
糖転移酵素の活性測定を行うことで、PA0842
の基質特異性を明らかにする。 
 
（4）緑膿菌 PA0842 のノックアウト株の作成
と脂質の分析 
緑膿菌 PA0842 の欠損株を作成するために、
テトラサイクリン耐性遺伝子を用いたノッ
クアウトベクターを作成し、緑膿菌の野生株
に導入し、PA0842 の欠損株をスクリーニング
する。欠損株が取得できたら、欠損株から脂
質を抽出して脂質の分析を行う。また、細胞
増殖などを比較し、PA0842 の生理機能解析を
行う。 
 
４．研究成果 
（1）Z. mobilis 由来 Cer GlcAT の大腸菌を
用いた発現と酵素学的性質の検討 
Cer GlcAT を大腸菌で発現させて、ニッケル
アフィニティーカラムとゲル濾過により精
製することで、本酵素を SDS-PAGE でほぼシ
ングルバンドに精製する方法を確立した。次
に、精製した酵素を使用して基質特異性を調
べたところ、本酵素は脂質受容体としてジア
シルグリセロールではなくセラミドを、糖供
与としては UDP-グルクロン酸のみを利用す
るという高い特異性を示す Cer GlcAT である
ことが明らかになった。さらに、本酵素を用
いて酵素合成した反応産物を精製して LC-MS
で分析したところ、GlcACer が合成されたこ
とが確認できた。 
 
（2）Z. mobilis 由来 Cer GlcAT のノックア
ウト株の作成と脂質の分析 
Z. mobilis 由来の Cer GlcAT の生理機能を
明らかにするために、本酵素の欠損株を作成
して、TLC により脂質の分析を行ったところ、
Cer GlcAT 欠損株の GlcACer は完全に消失し



ていたが、野生株にはほとんど存在しない未
知のスフィンゴ脂質が合成されていること
が明らかになった。そこで、Cer GlcAT 欠損
株からこのスフィンゴ脂質を精製し、LC-MS
により構造を解析した。その結果、この脂質
がセラミドホスホグリセロール（CPG）であ
ることが明らかになった。このことは本酵素
が Z. mobilis の唯一の Cer GlcAT であるこ
とを示すと共に、Z. mobilis には GlcAT の欠
損により消失したGlcACerの機能を同じマイ
ナスチャージを持つCPGにより補償しようと
する機構が備わっていることを示唆してい
る。 
 
（3）緑膿菌由来 PA0842 の大腸菌を用いた発
現と酵素学的性質の検討 
 PA0842 の糖転移酵素としての活性を明ら
かにするために、大腸菌で発現させた PA0842
をニッケルアフィニティーカラムで精製し
て各種脂質受容体や糖供与体を用いて糖転
移酵素の活性を測定した。その結果、PA0842
がジアシルグリセロールにグルクロン酸を
転移するジアシルグリセロールグルクロノ
シルトランスフェラーゼ（DAG GlcAT）であ
ることが明らかになった。 
 
（4）緑膿菌由来 DAG GlcAT のノックアウト
株の作成と脂質の分析 
 PA0842 がグルクロノシルジアシルグリセ
ロール（GlcADG）合成酵素であることが明ら
かになったことから、PA0842（DAG GlcAT）
の生理機能の解析を試みた。GlcADG は植物に
おいてリンが欠乏した時に合成されること
が明らかにされていることから、緑膿菌をリ
ンの欠乏条件下で培養して TLC により、脂質
の分析を行った。その結果、リンの欠乏条件
下で GlcADG が合成されていることが分かっ
た。さらに、PA0842（DAG GlcAT）の欠損株
を作成して、リンの欠乏条件下で培養して脂
質の分析を行ったところ、PA0842（DAG GlcAT）
の欠損株では GlcADG が合成されていないこ
とが明らかになった。このことは、PA0842 が
リンの欠乏条件下で GlcADG を合成する唯一
の酵素であることを示している。続いて、リ
ンの欠乏条件下で培養した緑膿菌から脂質
を抽出して、LC-MS によりリン脂質の解析を
行ったところ、ホスファチジルエタノールア
ミンやホスファチジルグリセロールが分解
されて減少していることが明らかになった。
これらのことは、緑膿菌はリンが欠乏する条
件下では、自らの細胞膜のリン脂質を分泌型
ホスホリパーゼ C である PlcH の作用によっ
て分解してリンを得る一方で、同時に発現す
る DAG GlcAT（PA0842）によって GlcADG を合
成することで生体膜の恒常性を保っている
ことが強く示唆された。また、PlcH は緑膿菌
の病原因子の一つとして知られていること
から、緑膿菌の宿主感染時における GlcADG
の生理的役割にも興味が持たれる。 
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