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研究成果の概要（和文）： 

細菌のペプチドグリカン(PG)は、生物では例外的にＤ-アミノ酸を必須要素とする。我々はヒメ
ツリガネゴケの PG 合成系が葉緑体分裂に関わることを示してきた。本研究ではＤ－アラニン：
Ｄ－アラニンリガーゼ(PpDdl)の解析を行った。PpDdl の遺伝子破壊ラインでは巨大葉緑体が出
現し、この形質が D-アラニル-D-アラニンの添加で相補されたことから、PpDdl 遺伝子が D-ア
ラニル-D-アラニンの合成を介してヒメツリガネゴケ葉緑体分裂に機能することを明らかとし
た。 
 
研究成果の概要（英文）： 
It is thought that usage of D-amino acids in organisms is restrictive, although D-amino 
acids are essential components of bacterial peptidoglycan. We found that plastid 
peptidoglycan synthesis pathway remains in the moss Physcomitrella patens. In this study, 
we analyzed a P. patens homolog of bacterial D-alanine-D-alanine ligase (Ddl). We 
generated a PpDdl knockout line, and its phenotype showed a few macrochloroplasts. 
D-alanyl-D-alanine supplemented in a medium could suppress chloroplast phenotype. These 
results suggested that D-alanyl-D-alanine synthesized with PpDdl is essential for 
chloroplast division in P. patens. 
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１．研究開始当初の背景 
 鏡像異性体は、生体中では厳密に区別され
ており、通常はその一方が生物活性を持ち、
他方は生理活性を持たない。アミノ酸にはグ
リシンを除いて L型と D型の鏡像異性体が存

在しているが、タンパク質を含めて生体のア
ミノ酸のほとんどが L 型であり、D-アミノ酸
の使用は細菌のペプチドグリカンや微生物
の生産する抗生物質のようなごく少数の例
外と考えられてきた。しかし、近年、D-アミ
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ノ酸は微量ではあるもののかなり広く自然
界に分布していることが分かってきた。植物
においては、D-アミノ酸の存在自体は 1970
年代に指摘されているものの、その生理機能
についての報告は出ていなかった。 
 我々はコケ植物を用いて葉緑体分裂の研
究を進めている時に、ペプチドグリカン合成
系遺伝子がコケ植物の葉緑体にも存在して
おり、それが葉緑体分裂と関係していること
を発見した。植物細胞内で光合成を行う葉緑
体は、単独で生活していたシアノバクテリア
(藍藻)の原始真核細胞への共生により生じた
と考えられている。藍藻は細胞外部の浸透圧
に対抗するために細胞壁として強固なペプ
チドグリカン層を持つが、その子孫である緑
色植物の葉緑体には細胞壁の痕跡は確認さ
れていない。このことから、葉緑体への細胞
内進化の過程において、共生した細菌の細胞
壁は消失したものと思われてきた。しかし、
細菌のペプチドグリカン合成系に対する各
種阻害剤でヒメツリガネゴケを処理すると
葉緑体が巨大化するという我々の発見は、基
部の陸上植物の葉緑体ではこのペプチドグ
リカン合成系が残っている可能性を示唆し
た。次いで、ヒメツリガネゴケからペプチド
グリカン合成系遺伝子の単離を試み、最終的
に 10 種類の酵素の遺伝子全てを単離するこ
とができた。 
 単離した遺伝子の中からペニシリン結合
タンパク質(Pbp)、MurA、MurE、MraY に
ついて、ヒメツリガネゴケで各遺伝子の破壊
を行ったところ、抗生物質処理で見られたよ
うな巨大化した葉緑体が出現した。GFP 融合
タンパク質を用いた実験はペプチドグリカ
ン合成系が葉緑体に局在することを示して
おり、これらの結果はヒメツリガネゴケがペ
プチドグリカン合成系を持ち、葉緑体分裂に
使用していることを強く示唆している。ただ
し、D-アミノ酸の関与については未だ明らか
ではなかった。 
 種子植物であるシロイヌナズナではペプ
チドグリカン合成系遺伝子は Ddl を含めて 4
種しか見いだされていない。このことは、種
子植物ではペプチドグリカン系が機能して
いないことを示唆している。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、真核植物、特にコケ植物
における D-アミノ酸の生理機能について明
らかにすることにある。我々はコケ植物では
ペプチドグリカン合成系が葉緑体分裂とか
かわることを明らかにしてきた。細菌のペプ
チドグリカン合成には D-アミノ酸が使われ
ており、コケ植物において葉緑体分裂に D-
アミノ酸が関与しているのかを明らかにし
ていく。また、D-アミノ酸を生成するラセマ
ーゼについてもコケ植物で解析を行う。 

 
３．研究の方法 
(1)ヒメツリガネゴケゲノムからの D-アミノ
酸関連遺伝子の探索 
 細菌の D-アミノ酸関連遺伝子を用い、全塩
基配列が決定されているヒメツリガネゴケ
ゲノムに対して tBlastN 検索を行った。 
(2) PpDdl の細胞内局在部位の解析 
 PpDdl タンパク質の N 末 71 アミノ酸をコ
ードする遺伝子断片、および更に翻訳開始コ
ドンから 3.6kbp 上流までを含む領域を PCR
法によってヒメツリガネゴケゲノム DNA か
ら増幅し、前者は CaMV 35S プロモーター
下流に、後者はプロモーターを持たないよう
に sGFPタンパク質コード領域とフレームを
合わせて連結したプラスミドコンストラク
トを作成した。これを PEG 法でヒメツリガ
ネゴケプロトプラストに導入し、一過的な
GFP 蛍光を顕微鏡観察した。 
(3) PpDdl 遺伝子破壊ラインの作成 
 PpDdl遺伝子の 5’領域および 3’領域をそれ
ぞれ PCR によってゲノム DNA から増幅し、
それを p35S-Zeo プラスミドのゼオシン耐性
遺伝子の両側に導入したプラスミドコンス
トラクトを作成した。これをヒメツリガネゴ
ケに形質導入し、PpDdl 遺伝子が置き換わっ
た形質転換植物を作成した。形質転換植物は
サザン解析により他の領域への挿入がない
ことを確認し、ノーザン解析により PpDdl
遺伝子の発現がないことを確認した。 
(4) PpDdl 遺伝子破壊ラインの形質と、相補
実験 
 PpDdl 遺伝子破壊ラインの原糸体および
茎葉体を顕微鏡下で観察を行い、遺伝子破壊
による形質を特定した。更に、D-アラニン、
L-アラニル-L-アラニンおよび D-アラニル
-D-アラニンを添加した培地で生育し、形質を
顕微鏡で観察した。 
 
４．研究成果 
 
 細菌のペプチドグリカン合成には D-アミ
ノ酸(D-アラニンおよび D グルタミン酸)が使
われているため、コケ植物葉緑体分裂への
D-アミノ酸の関与について解析を進めた。ペ
プチドグリカン合成系において D-アラニン
の重合を行う Ddl は、細菌では必須の遺伝子
である。ヒメツリガネゴケゲノムの探索と遺
伝子発現解析等から、ヒメツリガネゴケで機
能している Ddl 遺伝子は 1 つと推定できた。
PpDdl の細胞内局在を調べるため、PpDdl
の予想葉緑体移行配列 71アミノ酸にGFPを
つなぎ、CaMV35S プロモーターで発現させ
るプラスミドと自己プロモーターで発現さ
せるプラスミドを作製した。作製したプラス
ミドを導入したヒメツリガネゴケプロトプ
ラストでは、二種類ともで葉緑体に GFP 蛍



光が観察され、PpDdl が葉緑体に局在してい
ることが示唆された。ゼオシン耐性遺伝子を
用いて作成した PpDdl の遺伝子破壊ライン
(ΔPpDdl#3)では葉緑体分裂が阻害され、野
生型の細胞では 45 個程度存在する葉緑体が
2 個まで減少しており、それに伴って葉緑体
が巨大化していた(下図)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 PpDdl 遺伝子破壊ラインの形質 
 
 野生型と、巨大葉緑体を持つΔPpDdl#3、
およびペプチドグリカン合成の最初の反応
を触媒する MurA の相同遺伝子を破壊した
ΔPpMurA1/2#140 を D-アラニル-D-アラニ
ン、D-アラニン、L-アラニル-L-アラニンを添
加した培地で育て植物体を観察したところ、
D-アラニル-D-アラニンを添加した培地で育
てたΔPpDdl#3 の次頂端細胞では葉緑体数
が 22.9±9.8 個まで回復していたが、他の場
合では葉緑体の増加は見られなかった。これ
らの結果は、PpDdl 遺伝子が D-アラニル-D-
アラニンの合成を介してヒメツリガネゴケ
葉緑体分裂に機能している事を強く示唆し
ている。 
 大腸菌の D-アミノ酸関連遺伝子を用い、ヒ
メツリガネゴケゲノムから Blast により遺伝
子探索を行った。その結果、Asp/Glu ラセマ
ーゼ、セリンラセマーゼおよび D アミノ酸ア
ミノトランスフェラーゼと相同性のある遺
伝子を見いだした。また、酵母のアラニンラ
セマーゼではないかと予測されている遺伝
子の相同遺伝子を見いだした。ヒメツリガネ
ゴケでは、これらの遺伝子産物を用いて D-
アミノ酸を合成している可能性が示唆され
た。今後は遺伝子破壊等の実験により、これ
らの遺伝子の機能を明らかにしていきたい。 
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