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研究成果の概要（和文）：　寄生原虫トリパノソーマを含むキネトプラスチダ類は、解糖系10酵素のうちの初段7酵素
を含む特殊化ペルオキシソーム、グリコソームを持ち、これは病原性の発現に必須である。本研究によって、グリコソ
ームが捕食性の自由生活生物ディプロネマ類とキネトプラスチダ類の共通祖先で成立し、その後キネトプラスチダ類で
は宿主体内に豊富なグルコースを好適炭素源とする代謝基盤を、ディプロネマ類では被補食生物の主要炭素源であるア
ミノ酸を中心とするユニークな糖代謝基盤を確立したことが明らかとなった。すなわち、解糖系のペルオキシソーム移
行は寄生適応のみならず、補食という生活様式においても有利に働いたことを示している。

研究成果の概要（英文）：The remodelling of organelle function is increasingly appreciated as a central 
driver of eukaryotic biodiversity and evolution. Kinetoplastids including Trypanosoma and Leishmania have 
evolved specialised peroxisomes, called glycosomes. Glycosomes uniquely contain a glycolytic pathway as 
well as other enzymes, which underpin the physiological flexibility of these major human pathogens. The 
sister group of kinetoplastids are the diplonemids, which are among the most abundant eukaryotes in 
marine plankton. Here we demonstrate the compartmentalisation of gluconeogenesis, or glycolysis in 
reverse, in the peroxisomes of the free-living marine diplonemid, Diplonema papillatum. Our results 
suggest that peroxisome modification was already underway in the common ancestor of kinetoplastids and 
diplonemids, and raise the possibility that the central importance of gluconeogenesis to carbon 
metabolism in the heterotrophic free-living ancestor may have been an important selective driver.

研究分野： 寄生虫学
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１．研究開始当初の背景 
 真核生物は多様なオルガネラを発達させ、
各オルガネラは独自の代謝系を持つ。一方
で、代謝経路の細胞内局在は進化上極めて
保守的である。オルガネラ局在性の代謝経
路は基本的に共生体起原で（ミトコンドリ
アの TCA 回路や呼吸鎖など）、必須代謝経
路の二次的なオルガネラ移行は原則起こら
ない。その理由は明快で、経路の一部の酵
素が別のオルガネラに隔離されると経路の
途絶（＝死）を招くからである。その唯一
の例外が、寄生原虫トリパノソーマを含む
キネトプラスチダ類の特殊化ペルオキシソ
ーム、グリコソームである。グリコソーム
は解糖系 10 酵素のうち初段 7 酵素に加え、
ペントースリン酸経路、ピリミジン生合成
経路、プリン再利用経路などの、他生物で
は細胞質局在性の必須代謝経路を隔離して
いる。グリコソームに局在するタンパクは
ペルオキシソーム移行シグナル（PTS）を
持つため、本来多様な物質の酸化を担う場
であったペルオキシソームが代謝経路の二
次的移行という特殊な進化を経てグリコソ
ームへと進化したと考えられる。 
 キネトプラスチダ類はユーグレノゾア生
物群に属し、ユーグレナ類が最初に分岐す
る。ユーグレナ類には通常のペルオキシソ
ームが存在するので、グリコソームはユー
グレナ類の分岐以降に成立したことになる
（図１）。キネトプラスチダ類の姉妹系統群
ディプロネマ類はごく最近になって海洋プ
ランクトンの主要な真核生物の一群である
ことが明らかとなったが（Science 348, 
2015）、これまで生物学的解析は全く進ん
でこなかった。そこで我々はディプロネマ
Diplonema papillatum に着目し、解糖系
第 4 酵素アルドラーゼ（FBPA）が PTS を
持ち、ペルオキシソームに局在することを
明らかにした。これは、キネトプラスチダ
類とディプロネマ類の共通祖先において解
糖系酵素の移行が起きた可能性を強く示唆
している。 
 
 

 

２．研究の目的 
 本研究はディプロネマのペルオキシソー
ムに焦点を当て、代謝経路とオルガネラの
共進化、すなわちオルガネラに新たな機能
が付加され再構築される過程を再現し、代
謝経路酵素の局在が変わることの生理的意
義、およびオルガネラリモデリングの進化
の原動力を徹底的に解明することを目的と
する。 
 
３．研究の方法 
3.1．D. papillatum  
 D. papillatum（ATCC® 50162）のゲノ
ム DNA を抽出し、次世代シークエンサー
（HiSeq2000、イルミナ社）を用いて全ゲ
ノムを解読した（タカラバイオ（株）への
委託）。 
3.2．解糖系酵素の細胞内局在 
 D. papillatum の解糖系酵素について大
腸菌を用いて組換え体タンパクを発現させ、
ウサギまたはマウスに免疫し、各酵素に対
する抗血清を得た。各酵素の細胞内局在を
明らかにするために免疫蛍光染色を行なっ
た。 
3.3．標識化合物を用いたメタボローム解析 
 D. papillatum を 6 mM 13C6グルコース
または 13C5グルタミンでラベルした。低分
子化合物を抽出し、CE-Q-TOFMS および
LC-MS を用いてグルコースおよびグルタ
ミンの代謝中間体を定量した。 
3.4．分子系統解析 
 D. papillatumの解糖系 10酵素およびグ
リコソーム関連酵素のアミノ酸配列をクエ
リとして、既知の配列データベースよりホ
モログを取得し、PhyloBayes（C60 model）
を用いて分子系統樹を作製した。 
 
４．研究成果 
4.1．D. papillatum 解糖系酵素群の同定 
 D. papillatum のゲノム配列に対する相
同性検索によって、解糖系全 10 酵素遺伝
子を同定することができた。一次構造比較
の結果、第 3 酵素ホスホフルクトキナーゼ
（PFK）および第 6 酵素グリセルアルデヒ
ド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ（GAPDH）
を除く初段７酵素が PTS を持つことが明
らかとなった（表１）。これらの結果は、解
糖系酵素のペルオキシソーム移行がディプ
ロネマ類とキネトプラスチダ類の共通祖先
で起きたことを示している。興味深いこと
に、分子系統解析の結果 D. papillatum と
キネトプラスチダ類で局在が同じであると
予想される酵素であっても起原は必ずしも
同一ではなく（表１）、両系統が分岐したの
ちに遺伝子の入れ替えが起きたことが明ら
かとなった。特に重要な進化学的知見とし
て、D. papillatum の PFK がディプロネマ
類の分岐後に遺伝子水平転移を介して二次
的に獲得されたことが示された。 
 



表 1．D. papillatum 解糖系酵素の特徴 
酵素（◯数字は反応順序） PTS* 起源† 

①ヘキソキナーゼ（高親和性） 2 Yes 

①グルコキナーゼ（低親和性） 1 Yes 

②グルコースリン酸イソメラーゼ 1 Yes 

③ホスホフルクトキナーゼ なし No 

③’フルクトース-1,6-ビスホスファターゼ‡ 1 No 

④アルドラーゼ 2 Yes 

⑤トリオースリン酸イソメラーゼ 1 不明 

⑥グリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ なし No 

⑦ホスホグリセリン酸キナーゼ 1 Yes 

⑧ホスホグリセリン酸ムターゼ なし No 

⑨エノラーゼ なし Yes 

⑩ピルビン酸キナーゼ なし Yes 
*PTS には C 端部の 1 型と N 端部の 2 型が存在する。 
†キネトプラスチダ類酵素と共通起源を持つか否か。 
‡解糖の逆反応（糖新生）を触媒する。 
 
 
 解糖系酵素は、アミノ酸を基質としてグ
ルコース 6-リン酸を生じる「糖新生」にも
必須である。重要な点として、PFK の反応
は生理条件下で不可逆的であるため、その
逆反応はフルクトース-1,6-ビスホスファ
ターゼ（FBPase）（表１、③’）が触媒する。
D. papillatum FBPase はキネトプラスチ
ダ酵素同様に PTS を持つことから、両系統
の共通祖先において解糖系と糖新生の両経
路がペルオキシソームに移行したことが示
唆された。特に、D. papillatum の PFK は
PTS を欠くため、D. papillatum では
FBPase と協調した糖新生がペルオキシソ
ームにおける糖代謝基盤となっている可能
性が考えられた。 
 解糖系以外のグリコソーム局在性酵素に
ついて遺伝子を同定し、PTS の有無および
分子系統解析を用いた起源推定を行なった
ところ、キネトプラスチダ類のグリコソー
ムに特異的に局在する 18 酵素のうち、
FBPase、グリセロールキナーゼ（GK）お
よびピルビン酸正リン酸ジキナーゼ
（PPDK）にのみ PTS が付加されていた。
GK と PPDK はどちらも ATP 生成に寄与
する酵素であり、ペルオキシソーム内の
ATP の恒常性を保つ役割を担うと考えら
れる。 
 さらに、キネトプラスチダ類のグリコソ
ームに局在する酵素のうち、D. papillatum
では PTS を持たない酵素について分子系
統解析を実施し、酵素遺伝子の起源を推定
した。その結果、キネトプラスチダ類のグ
リコソームに局在するアデニル酸キナーゼ
とイノシン−5—リン酸デヒドロゲナーゼ
（プリン再利用経路）は遺伝子水平転移を
介して新たに獲得したことが明らかとなっ
た。ペントースリン酸回路の酵素であるト
ランスケトラーゼは、キネトプラスチダ類
と D. papillatum で共通の起源を持つ一方
で、キネトプラスチダ酵素にのみ PTS が付
加されていた。これらの結果は、解糖系お

よび糖新生以外の代謝経路酵素はキネトプ
ラスチダ類とディプロネマ類が分岐したの
ちにキネトプラスチダ類でペルオキシソー
ムに移行したことを示している。 
 
4.2．D. papillatum 解糖系酵素の細胞内局
在 
 解糖系 11 酵素（グルコキナーゼを含む）
に対する抗体を作製し、ウエスタンブロッ
トによって D. papillatum における酵素発
現を確認したところ、初段酵素ヘキソキナ
ーゼ（HK）および PFK のシグナルは検出
されなかった。同様に、D. papillatum 抽
出液中の酵素活性を調べると、HK および
PFK 活性は検出限界以下であった。すなわ
ち、D. papillatum は両酵素を発現してい
ない可能性が強く示唆された。 
 特異抗体を用いた蛍光抗体染色（HK、
PFK を除く）を実施した結果、PTS を持
つ酵素は全てペルオキシソームに局在する
ことが判明した。 
 
4.3．D. papillatum の糖代謝 
 D. papillatumがPFK活性を持たないと
すると、グルコースを基質とする解糖が行
なわれていない可能性が考えられる。そこ
で グ ル コ ー ス を 好 適 C 源 と す る
Trypanosoma cruzi（シャーガス病の病原
体）の上鞭毛期型と D. papillatum のグル
コース消費を比較したところ、T. cruzi が
グルコースを優先的に消費し、その後アミ
ノ酸の消費を開始するのに対し、D. 
papillatum ではアミノ酸を優先的に消費
し、グルコースは培養条件下ではほとんど
消費されないことが明らかとなった。 
 
4.4．D. papillatum のアミノ酸依存的・グ

ルコース非依存的な糖代謝 
 アミノ酸およびグルコースの代謝動態に
ついてさらに詳しく解析するために、13C5

グルタミンまたは 13C6 グルコースの存在
下で、飢餓処理を行なった D. papillatum
をパルス標識し、13C が取り込まれた代謝
中間体のメタボローム解析を行なった。
13C5グルタミンは D. papillatum にただち
に取り込まれ、αケトグルタル酸に転換し
て TCA 回路に入り、解糖の逆反応（糖新
生）を経てフルクトース 6-リン酸を生じる
ことが明らかとなった（図３A）。一方、13C6

グルコースの標識はグルコース 6 リン酸へ
とわずかに取り込まれ、さらにペントース
リン酸回路の中間体セドヘプツロース 7-
リン酸へと取り込まれることが明らかとな
った。すなわち、D. papillatum では PFK
活性の喪失と関連して解糖系を経由するグ
ルコース代謝は起こらず、ペントースリン
酸回路がその機能を補完していることが示
唆された。 
 
4.5．総括 



 本研究によって、キネトプラスチダ類と
ディプロネマ類の共通祖先において、最初
に解糖系、糖新生および ATP 産生に寄与す
る酵素の一部がペルオキシソームに移行し
たこと（“始原グリコソーム”の成立）、解
糖系および糖新生以外の代謝経路酵素はキ
ネトプラスチダ類が分岐したのちに“始原
グリコソーム”に移行したこと、D. 
papillatum では解糖に依存しない糖代謝
が行なわれていること、が初めて明らかと
なった。 
 D. papillatum はグルコース存在下で解
糖を行なわない真核生物として初めての発
見である。D. papillatum が PFK 活性を持
たないこと、および同遺伝子を二次的に獲
得したことを考えると、D. papillatum に
おける糖新生依存的な糖代謝は、始原グリ
コソームの性質を残しているというよりも、
補食を主体とする環境適応過程で獲得した
二次的形質と捉えるべきかも知れない。 
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