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研究成果の概要（和文）：本研究は新規イノシトール代謝経路とL-グルコース代謝経路を組み合わせることによ
り、安価なmyo-イノシトールを原料として非消化性のL-グルコースを醗酵生産する系を、枯草菌を宿主に確立す
ることを目指した。自身が持つイノシトール代謝経路を破壊した枯草菌を宿主にiolM, iolN, lgnHを発現させ、
L-グルコン酸を生産する系の構築を目指したが、導入遺伝子の発現量不足のため、産物の検出には至らなかっ
た。
　並行してL-グルコースデヒドロゲナーゼの立体構造解析と改変に取り組み、R178残基がイノシトールに対する
活性に必須であ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 construct an L-glucose production system in 
Bacillus subtilis by heterologous expression of iolM, iolN and lgnH genes to produce L-gluconate 
from myo-inositol. By using synthetic genes optimized for the codon usages of B. subtilis and a 
strong promoter, these genes can be expressed in B. subtilis at some extent. We introduced these 
three genes as an operon on a plasmid to B. subtilis strain deficient for intrinsic inositol 
catabolic genes, however, conversion of myo-inositol to L-gluconate was not observed. It may be due 
to low expression of these genes.
On the other hand, to obtain a mutant protein of LgdA (L-glucose dehydrogenase) having reverse 
reaction activity, we have determined its three-dimensional structure. We identified several 
residues for substrate binding, of which R178 was proven to be essential for inositol 
dehydrogenation activity, but not for L-glucose dehydrogenation.

研究分野：応用微生物学

キーワード： L-glucose　L-gluconate　枯草菌　イノシトール　醗酵生産　結晶構造解析　部位特異的変異

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
当初予定していた、枯草菌を宿主としたL-グルコース醗酵生産系の確立には至らなかったが、本研究成果をもと
にさらに検討を加えることにより、達成は可能であると考えている。将来的にはmyo-inositolという安価な材料
からL-グルコースを生産することが可能になると期待される。
また、新規酵素LgdAの立体構造を明らかにし、その構造・機能相関を解析した点、特にR178残基の変異によりL-
グルコースにのみ活性を有する酵素が創出できた点は、学術的に意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 L-グルコースは自然な甘味を持ちヒトが代謝できないことから、非消化性甘味料としての利用
が期待されるうえ、その pentaacetate体がインシュリン分泌促進能を有しているとされ、糖尿病
の治療薬としての利用も期待されている。ところが L-グルコースは自然界には存在しないため、
酵素反応あるいは化学反応を用いて合成する必要があるが、実用化には至っていない。 
 
 
２．研究の目的 
 研究代表者は以前に Paracoccus 
laeviglucosivorans 43P株の L-グルコー
ス代謝経路を明らかにしている(図 1)
が、この代謝経路では中間体として 5-
keto-L-gluconateが生じる。この化合物
は Thermotoga maritima の新規 inositol
代謝経路の中間体でもある。そこでこ
れらの代謝経路を組み合わせて、安価
な myo-inositol (MI)から L-gluconate を
経て L-グルコースの生産が可能であ
ると考えた。そこで本研究では、GRAS
として安全性が担保され、inositol代謝
経路を有している枯草菌の inositol 代
謝経路欠損株を作製し、それを宿主と
して上記の代謝酵素遺伝子を発現させ
ることにより、MIから L-gluconate、ま
たは L-グルコースを醗酵生産する系
を確立することを目的とした(図 2)。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 枯草菌宿主の改良 
 枯草菌は MI の代謝能を有しているので、MI 取り込
み系および初発酵素の IolGが利用可能だが、野生株で
は MI を代謝してしまう。そこで IolG 以降の代謝酵素
遺伝子を破壊した株を作製し、これを宿主として用い
た。さらにこの株を元に iolG を高発現させることによ
り、効率的に MIを inosose へ変換する活性を高めた株
を作製し、これを L-gluconate生産宿主として用いた。 
 
(2) IolM, IolN オルソログの選定と枯草菌を宿主とした
高発現条件の検討 
 T. maritima は超好熱菌のため、同株の IolM, IolNは枯
草菌が生育する常温では活性が低いことが予想され
た。そこでゲノムデータベースより IolM, IolNオルソロ
グを検索し、それらを大腸菌で発現・酵素精製を行い、
所定の活性を有しており、かつ常温でより強い活性を
示すものを選抜した。 
これらの遺伝子を pHT255上に導入し、発現を確認す
るとともに、より強発現を目指して、プロモーターの変
更及び枯草菌コドン使用頻度に最適化した合成遺伝子
の使用を検討した。 
 
(3) L-gluconate醗酵生産系の構築 
 上記の検討の後、iolMNオルソログ及び lgnH をオペロンの形で pHT255 にクローン化し、こ
れを枯草菌宿主に導入して、MIを変換基質として培養し、L-gluconate生産が可能かどうかを検
討した。また、導入遺伝子の安定保持を考慮して、枯草菌宿主のゲノムへの導入も検討した。 
 
(4) 酵素改変による L-gluconate reductaseの創製 
 P. laeviglucosivoransの L-グルコース代謝初発酵素 LgdA (L-glucose dehydrogenase)は、逆反応が
認められないため、野生型 LgdAは L-gluconateを L-グルコースへ変換するのに用いることはで
きない。そこで結晶構造解析により LgdAの立体構造を明らかにし、基質結合部位に変異を導入
することにより、逆反応である L-gluconate reductase活性を有する変異酵素の創製を目指した。 
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図 2 本研究のコンセプト 

 
図 1 P. laeviglucosivoransの L-glucose代謝経路 
A, 代謝酵素の遺伝子配置 
B, L-glucose代謝経路 



 
４．研究成果 
(1) 枯草菌宿主の改良 
 枯草菌 inositol代謝系遺伝子のうち、iolG, iolT及び scyllo-inositol dehydrogenaseをコードする
iolW以外の遺伝子をすべて破壊した株(MYI04)をベースに、iolWを破壊した株を作製した(MYI04 
ΔiolW::neo)。さらにこの株に対して、枯草菌強力プロモーターPrpsO の下流に iolG を接続し、
amyE locusに導入した株(ΔW PrpsO-iolG)を作製した。ΔW PrpsO-iolG株を L-gluconate醗酵生産
系の構築の際の宿主として用いることとした。 
 
(2) IolM, IolNオルソログの選定と枯草菌を宿主とした高発現条件の検討 
 T. maritima iolM, iolN (TmaiolM, TmaiolN)オルソログをゲノムデータベースで検索したところ、
常温菌・中等度好熱菌 5 種が相同性 40%以上のものを有していることが示された。そこでこれ
らの遺伝子を pET system を用いて大腸菌で発現させ、精製酵素について検討した結果、
Desulfotomaculum nigrificans由来 IolM (DniIolM)が TmaIolMと同様の活性を有し、さらに 37℃で
約 7 倍の比活性を示した。IolN については直接酵素活性を測定するのは困難であったため、
TmaIolMとのカップリング反応により酵素反応を行い、生成物の 5-keto-L-gluconateを HPLCで
検出することとした。その結果、Acetomicrobium hydrogeniformans由来のもの(AhyIolN)が TmaIolN
と同様の活性を有していることが明らかになった。この結果から DniIolM及び AhyIolNを枯草菌
内での発現候補とした。 
 次に DniiolM, AhyiolN及び 43PlgnHの枯草菌内での発現を確認するために、各遺伝子を単独で
pHT255 に導入し、Pgrac100 プロモーターの制御下で C 末端に Strep-tag を付加する形で枯草菌
に導入した。Strep-tagに対するWestern-blottingの結果、DniIolMはある程度の発現量が確認でき
たが、AhyIolN, 43PLgnHはかろうじてバンドが確認できる程度の発現しか認められなかった。そ
こで DniiolMを例として、より高発現が可能な条件の検討を行った。その結果、発現用プロモー
ターを Pgrac100から PrpsOに変更し、さらに DniiolMを枯草菌コドン使用頻度に最適化した合
成遺伝子(DniiolM(Bs))に変更することにより、高発現が可能なことが明らかになった。 
 
(3) L-gluconate醗酵生産系の構築 
 上記の結果より、枯草菌宿主及び導入遺伝子の発現系の検討が終了したので、pHT255 上に
DniiolM(Bs), AhyiolN(Bs), 43PlgnH(Bs)をオペロン状に連結して導入し、これを枯草菌 ΔW PrpsO-
iolG 株に導入した。この
株を 10 mM MIを添加し
た LB 培地で培養し、培
養上清を LC-MS で分析
したが、培地由来の夾雑
物などの影響もあり、基
質の MI 以外の酵素反応
産物は検出されなかっ
た。そのため、inosose以
降の反応産物が菌体内に
蓄積されているか、ある
いは反応産物が微量のた
め検出できない可能性が
考えられた。 
 そこで同株の細胞抽出
液を用いて、MIを基質と
して 37℃、12時間反応さ
せ、LC-MSで分析したと
ころ、IolG, IolMの反応産
物である inosose, diketo-
inositolは検出されたが、
IolN 以降の反応産物は検
出されなかった。このこ
とから、iolN, lgnHの発現
量を増強させる必要があ
ることが明らかになっ
た。 
 以上のように、当初目
的としていた L-gluconate
醗酵生産系の構築は、研
究期間内に達成すること
ができなかった。今後は
iolN, lgnH の発現の増強

 

図 3 LgdAの立体構造 
A, LgdAの全体構造。各サブユニットを異なる色で示した。 
B, L-glucose (L-Glc)の野生型酵素との結合部位。水素結合を点線で示し
た。 
C, myo-inositol (INS)と野生型(緑)及び R178A変異体(シアン)との結合部
位。D191の側鎖の向きが変わっている点に注意。 



や、培養条件・反応条件の検討を行っていきたい。 
 
(4) 酵素改変による L-gluconate reductaseの創製 
 野生型 LgdAの結晶構造解析を行い、1.75Åの解像度で立体構造を明らかにした。同酵素の構
造は、Rhizobium etli由来の機能未知 oxidoreductase (4FB5)を筆頭に、いくつかのバクテリア由来
の機能未知 oxidoreductaseと高い構造類似性を示したが、機能既知の酵素との類似性は低かった。
さらに、同酵素とその基質である L-glucose, scyllo-inosose, myo-inositolそれぞれとの共結晶につ
いても構造解析を行い、それぞれの基質がほぼ同様の形態で LgdAと結合し、K106, Y135, Y163, 
E165, R178, D191, H195及び H318が inositol類の水酸基と水素結合を形成するが、D191, R178は
L-glucoseとの結合にはかかわらないことが判明した。特に D191は、L-glucoseの C6炭素との立
体障害により、その側鎖の向きが変わっていることが明らかになった。これらの基質結合残基の
うち、K106, H195 は反応中心に位置しており、これらの Ala 置換体は酵素活性を完全に消失し
たので、活性中心を形成していると結論した。 
 その他の基質結合残基のうち、R178 と H318 は、他の類縁酵素と比較してユニークであった
ので、これらの残基の Ala 置換体を作製して酵素活性について検討したところ、H318A 変異体
では scyllo-inositol, L-glucose のどちらに対しても酵素活性が低下し、特に L-glucose に対する活
性はほとんど検出されない程度まで低下した。それに対して R178A変異体では、L-glucoseに対
する活性は保持したまま scyllo-inositol に対する活性をほぼ失っていることが明らかになった。
R178A変異体について結晶構造解析を改めて行ったところ、この変異体では D191の側鎖が flip 
out しており、そのために inositol 類に対する酵素活性を失ったことが明らかになった。また、
R178は D191の側鎖を基質側に向けるのに重要な役割を担っていることが判明した。 
 以上のように、L-gluconate reductaseの創製には至らなかったが、LgdAの構造・活性相関につ
いて重要な知見を得ることに成功した。 
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