
埼玉大学・理工学研究科・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）

１２４０１

基盤研究(C)（一般）

2018～2016

L-アラビノース合成系の起源と生理的意義の解明

Metabolism and physiological importance of L-arabinose in plants

２０３３４１４６研究者番号：

小竹　敬久（Kotake, Toshihisa）

研究期間：

１６Ｋ０７３９１

年 月 日現在  元   ６ １０

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：L-アラビノースは動物には見られない植物特有の糖である。植物生体内でL-アラビノ
ースは、糖ヌクレオチドであるUDP-L-アラビノースの形で作られる。UDP-L-アラビノースを新生経路で合成する
反応は、UDP-キシロースのC-4エピマー化だけであり、この反応は細胞質基質ではUDP-グルコース4-エピメラー
ゼの一種であるUGE1により触媒される。この活性を持たないUGE2との間でアミノ酸残基を交換した変異タンパク
質を作成したところ、３つのアミノ酸残基がこの活性に重要であることがわかった。UGEがこれらの残基を持つ
ことで、陸上植物は細胞質基質でのUDP-L-アラビノース合成能を獲得したと考えられる。

研究成果の概要（英文）：L-Arabinose (L-Ara) is a plant-specific sugar that is not found in animals. 
L-Ara is synthesized as a form of UDP-L-Ara from UDP-xylose (UDP-Xyl), which is catalyzed by 
UDP-glucose 4-epimease (UGE) 1 in the cytosol. Although UGE1 shares high similarity of amino acid 
sequence with UGE2, only UGE1 has UDP-Xyl 4-epimerae (UDP-L-Ara synthase) activity. To identify the 
amino acid residues important for UDP-L-Ara synthase activity, recombinant UGE1 proteins with a 
point mutation to replace a residue with that of UGE2 were prepared in E. coli. Three amino acid 
residues were found to affect UDP-L-Ara synthase activity of UGE1. To the contrary, mutated UGE2 
with a residue corresponding to UGE1 showed weak UDP-L-Ara synthase activity. These results suggest 
that these residues have changed substrate specificity of UGE1, which enabled plants to synthesize 
UDP-L-Ara in the cytosol.

研究分野：植物生化学

キーワード： L-アラビノース　キシロース　糖ヌクレオチド　シロイヌナズナ　陸上植物　UDP-グルコース4-エピメ
ラーゼ　UDP-キシロース4-エピメラーゼ

  ３版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
L-アラビノースは動物にはない植物特有の糖であるが、植物がこの糖の合成系をどのように獲得したかはよくわ
かっていない。L-アラビノースの合成系は２経路あり、一つは細胞質基質に、もう一つはゴルジ体にある。この
うち、前者の経路でL-アラビノース合成反応を行っている酵素について調べたところ、元々は別の働きを持って
いた酵素が変異して、L-アラビノース合成も行うようになったことが示唆された。植物は２つのL-アラビノース
合成系を獲得したことで、L-アラビノースの利用を加速させた可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

L-アラビノースは、植物特有の５炭糖（ペントース）の一種であり、かつ植物の主要な糖で
ある。細胞壁では、ペクチンのアラビナン側鎖やアラビノガラクタン-プロテインやエクステン
シンの糖鎖を構成する。イネ科植物をはじめとする多くの植物では、キシランの L-アラビノー
ス側鎖としても存在する。さらに、CLEペプチドの糖鎖も構成している（Kotake et al., 2016, J. 
Plant Res.）。L-アラビノースは糖ヌクレオチドの一種である UDP-L-アラビノースとして、UDP-
キシロースから合成される。この UDP-L-アラビノース合成反応（UDP-キシロースの C-4 エピ
マー化）は、植物で L-アラビノースを合成する唯一の反応である。少なくともシロイヌナズナ
では、UDP-L-アラビノース合成経路はゴルジ体と細胞質基質に存在し（図１）、それぞれ異な
る酵素により触媒されることがわかっているが、それぞれの経路の起源や生理的重要性はわか
っていない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．２つの L-アラビノース合成系 
 
糖ヌクレオチドのエピマー化反応は、原核生物でも真核生物でも、糖を別の糖に変換する主
要な反応である。UDP-グルコース 4-エピメラーゼ（UGE）は、UDP-グルコース（UDP-Glc）
と UDP-ガラクトース（UDP-Gal）の相互変換を触媒し、バクテリアから哺乳類まで高度に保存
されている。興味深いことに、UGE には、基質認識部位の構造が変化して他の UDP-糖にも作
用できる分子種が存在する。哺乳類では、UGE 活性に加えて UDP-N-アセチルグルコサミン
（UDP-GlcNAc）と UDP-N-アセチルガラクトサミン（UDP-GalNAc）の相互変換活性も持つ酵
素が有名である（Thoden et al., 2001, J. Biol. Chem.）。シロイヌナズナには、５つの UGEが存在
するが、このうち２つ（UGE1 と UGE3）は、UDP-グルコース 4-エピメラーゼに加えて UDP-
キシロース 4エピメラーゼ活性をもつ。このことから、UGE1と UGE3は細胞質基質で UDP-L-
アラビノース合成酵素として機能することが、過去の研究で提案されている（Kotake et al., 2009, 
Biochem. J.）。 
 
２．研究の目的 
種子植物の UGEは、シロイヌナズナの UGE1や UGE3と配列相同性が高い UGE Iファミリ
ーと、UGE2や UGE4、UGE5と配列相同性が高い UGE IIファミリーに分類でき、前者は UDP-
キシロース 4エピメラーゼ活性をもち、後者はもっていないと予想される（図２）。そこで、モ
デリングを利用して、シロイヌナズナの UGE1 と UGE2 の間で立体構造を比較するとともに、
両者の間でアミノ酸残基を交換した変異タンパク質を作成することで、UDP-キシロース 4エピ
メラーゼ活性に重要なアミノ酸残基の特定を目指した。また、UDP-L-アラビノース合成経路に
ついては、MUR4 と呼ばれる膜結合酵素に触媒されるゴルジ体経路が 2003 年に見つかってい
る（Burget et al., 2003, Plant Cell）。mur4変異体の性状から、ゴルジ体経路が主要経路、細胞質
基質経路がマイナー経路だと考えられている。そこで、シロイヌナズナの uge1 uge3 二重変異
体、mur4変異体、mur4 uge1 uge3三重変異体を準備し、表現形質と L-アラビノースから、細胞
質基質経路の生理的重要性を明らかにすることを目的とした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．植物の UGE Iファミリーと UGE IIファミリー 
 
３．研究の方法 
まず、既知の UGEの立体構造を利用して、シロイヌナズナの UGE1と UGE2の立体構造を
予測し、基質ポケットやその他の部位の構造を比較した。平行して、UGE Iファミリーと UGE 
IIファミリーそれぞれについて、多数の配列からなるアラインメントを作成して比較し、両者
で異なるアミノ酸残基が保存されている部位をリストアップした。 
大腸菌で組換え AUGE1と組換え AtUGE2を作成し、これらの UDP-グルコース 4-エピメラー
ゼ活性と UDP-キシロース 4-エピメラーゼを調べた。続いて、立体構造予測とアラインメント
の結果に基づいて、AUGE1と AtUGE2の間でアミノ酸残基を交換した変異タンパク質を作成
し、これらのUDP-グルコース 4-エピメラーゼ活性とUDP-キシロース 4-エピメラーゼを調べた。 
シロイヌナズナの uge1 uge3 二重変異体（オーストリア・ザルツブルグ大学・Seifert 博士から
分譲いただいた、Rösti et al., 2007, Plant Cell）と mur4変異体を入手し、掛け合わせにより、mur4 
uge1 uge3三重変異体を作成した。これらの変異体を野生型シロイヌナズナとともに５週間育成
し、部位別に細胞壁の可溶性画分とアルカリ画分を調製し、加水分解して HPLAEC-PAD にか
けることで L-アラビノース含量を調べた。 
 
４．研究成果 

UGE1 と UGE2は高い配列相同性を示すが、立体構造予測でも極めて酷似した構造が予測さ
れた。また興味深いことに、基質である UDP-糖が入る基質ポケットの内部を構成するアミノ
酸残基には両者の間で違いがなく、他の構造が基質特異性に影響していることが示唆された（図
３）。アラインメントの比較からは、UGE Iファミリーと UGE IIファミリーの間で異なるアミ
ノ酸残基が保存されている部位が見つかり、このうち、ファミリー内での保存性が高く、かつ
基質ポケット入り口または触媒部位全体の構造に影響しうる７組のアミノ酸残基を重要残基と
判断した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．UGE1（赤）と UGE2（青）の立体構造の比較 
 
 野生型の UGE1と UGE2の組換えタンパク質を大腸菌で作成し、UDP-糖に対する基質特異性
を調べたところ、UGE1は高い UDP-キシロース 4エピメラーゼをもち、UGE2はほとんどこの
活性をもたないことが確認された。続いて、UGE1と UGE2 の間でアミノ酸残基を交換する変

 

 



異タンパク質を大腸菌で作成し、UDP-キシロース 4エピメラーゼを調べたところ、７組のうち
３組は、UGE1の UDP-キシロース 4エピメラーゼ活性を低下させ、UGE2に UDP-キシロース
4 エピメラーゼ活性を付与させることが分かった。しかしながら、変異 UGE2 タンパク質で見
られた UDP-キシロース 4エピメラーゼ活性は、野生型の UGE1の UDP-キシロース 4エピメラ
ーゼ活性（UDP-グルコース 4 エピメラーゼ活性の 40％程度）と比べると微弱であった。これ
らの結果から、今回調べた３つの残基はいずれも UGEの UDP-キシロース 4エピメラーゼ活性
に重要であり、少なくともこれら３つの残基を持つことが、細胞質基質の UDP-L-アラビノース
合成活性の獲得に必要であったことが示唆された。 
 uge1 uge3二重変異体、mur4変異体、mur4 uge1 uge3三重変異体をそれぞれ５週齢まで育成し
たが、いずれも背丈や形態は野生型植物と同様であり、顕著な外見的な形質は見られなかった。
ただし、三重変異体では、収穫される種子が少ない傾向が見られた。 
葉、花茎、鞘に分け、それぞれの可溶性画分（AGPなどが多く含まれる）とアルカリ画分（ペ
クチンやヘミセルロースが多く含まれる）の構成糖を調べたところ、大半の部位では mur4 変
異による L-アラビノース含量の低下のみが見られ、uge1 uge3二重変異の影響は見られなかった。
一方で、鞘のアルカリ画分では、mur4 uge1 uge3三重変異体で、他の３つの植物と比べて顕著
な L-アラビノース含量の低下が見られた。 
これらの結果から、シロイヌナズナの多くの部位・組織では、主にMUR4が触媒するゴルジ体
経路で UDP-L-アラビノースが合成されているが、鞘（未熟種子を含む）などの限られた部位・
組織では、UDP-L-アラビノース合成に細胞質基質型酵素の UGE1や UGE3が貢献していると考
えられる。 
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