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研究成果の概要（和文）：キノプロテイン・グリセロール脱水素酵素（GLDH）は、酢酸菌に特徴的な産業的に重要な細
胞膜酵素である。本研究ではGLDHの特異な触媒機能を理解して機能を向上させることを目指した。
　本研究より以下の成果を得た。（１）触媒機能の異なる２菌株のGLDHの一次構造を比較し、その原因がPQQ酵素の特
徴的なプロペラ構造W1およびW2にあることを示した。（２）酢酸菌における異種発現系を構築し、GLDHの異種発現を実
現した。（３）他のキノプロテインと一次構造を比較解析して、補酵素PQQの結合性を高めた変異体酵素を作製した。
これらは5ケトグルコン酸生産等のGLDHが寄与する酸化発酵の向上に繋がると期待される。

研究成果の概要（英文）：Quinoprotein glycerol dehydrogenase (GLDH) is a membrane-bound enzyme, which is fo
und in Gluconobacter having attractive industrial applications. In this study, the primary structure of GL
DH was compared with other quinoproteins to understand its unique catalytic properties, and then mutant GL
DH was prepared in heterologous expression in Gluconobacter. 
   This study provided the following finding. (i) The propeller structure of PQQ enzyme, especially W1 and
 W2, are important for GLDH activity. (ii) Heterologous expression system in acetic acid bacteria was cons
tructed to prepare mutant GLDH (iii) GLDH mutants that improved PQQ-binding stability, were prepared by th
e point mutation based on comparative analysis among PQQ-enzymes. The data will lead to improvement in oxi
dative fermentation of 5-keto-D-gluconate and others.
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１．研究開始当初の背景 
 キノプロテイン・グリセロール脱水素酵素
（GLDH）は、Gluconobacter 属酢酸菌の細
胞膜にみられる特徴的な酵素で、その活性を
利用してビタミン C 合成中間体やジヒドロ
キシアセトンの工業生産が実用化されてい
る。本酵素はグリセロールなどの糖アルコー
ルのみならず、グルコン酸を 5-ケトグルコン
酸（5KGA）に変換することができる柔軟な
基質特異性をもつ酵素であることが明らか
になっている。このことは、微生物工業にお
けるGluconobacter属酢酸菌の反応の大部分
が GLDH によって触媒されているというこ
とを示し、新規な汎用性化合物製造技術開発
の糸口となり、今後重要となるバイオマテリ
アル産業の創出に貢献できると期待してい
る。 
しかしながら、GLDH の性質に由来する思わ
れるさまざまな要因が、発酵生産を不安定に
して、新規汎用化合物の工業的生産の実現の
障害となっている。 
 GLDH はピロロキノリンキノン（PQQ）
のみを補欠分子族とするキノプロテインで、
触媒サブユニット（SldA）と膜貫通サブユニ
ット（SldB）から構成される。本酵素は広い
基質特異性をもつほか、下記の３点のような
ユニークな性質をもつことが明らかとなっ
ている。（１）GLDH 反応の至適が酸性域と
アルカリ域にみられ、それぞれで性質が異な
る。（２）補酵素 PQQ が酵素タンパク質から
脱離しやすく、結合に必要な金属イオンの種
類によっても性質を変える。（３）上記の触
媒特性は同属菌株間であっても異なる。
GLDH の柔軟な基質特性を利用して新規汎
用化合物製造技術を確立するためには、これ
らユニークな触媒機能を酵素化学的、分子生
物学的に理解する必要があると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、GLDH のユニークな触媒
機能の詳細を酵素化学的および分子生物学
的に解析して上記（１）（２）（３）をもたら
す要因を明らかにし、その成果を新規汎用化
合物製造技術へと展開することである。
GLDH 反応はすでにさまざまな物質の工業
生産に利用されているものの、広い基質特異
性や至適 pH、金属イオン要求性など触媒機
能について多くの点が不明のままである。そ
れは、GLDH の単離精製が困難を極め、十分
に調査できていないことが大きな要因のひ
とつである。 
 本研究では、触媒機能の異なる２菌株の
GLDH およびキノプロテイン間の PQQ 結合
特性に着目し、これらの酵素の一次構造の比
較解析から、ユニークな触媒機能をもたらす
原因を探索した。 
 
３．研究の方法 
 本研究計画では、以下の３つの実験を計画
し、GLDH のユニークな触媒機能をもたらす

原因を探索して、新規汎用性化合物製造技術
における高性能微生物触媒の創製のための
科学基盤を得ることを目指した。 
（１）触媒能の異なる２菌株の GLDH 構造
遺伝子のクローニングと一次構造の比較 
（２）酢酸菌での異種遺伝子発現系の構築 
（３）他のキノプロテインとの比較解析と変
異体酵素の発現、酵素活性への影響 
 本研究課題では、一次構造の比較解析を中
心に、ユニークな触媒機能に起因するアミノ
酸残基の特定を目指して、部位特異的置換お
よび異種発現系の構築、影響を調査した。 
 
４．研究成果 
（１）触媒能の異なる２菌株の GLDH 構造
遺伝子のクローニングと一次構造の比較 
 ソルボース生産菌として研究の進められ
ている 3255 株はソルビトールからソルボー
スへの酸化能力が優れているが、5KGA の生
産能力はそれほど強いものではない。一方、
5KGA 生産菌としてスクリーニングされた
12528 株はグルコン酸を酸化して 5KGA を
よく生産するが、ソルボース発酵は特筆する
ほどの能力はないことが明らかとなってい
た。本研究ではこの触媒機能の違いを元に、
両菌株から GLDH 構造遺伝子 sldBA をクロ
ーニングして一次構造を決定し、比較解析を
行った。両者は同属菌株でありながら、SldA
で 88.5%、SldB で 84.9%という比較的低い
相同性を示した。両者のアライメント解析か
ら、アミノ酸レベルでのミスマッチは、N 末
端側に集中しており、C 領域の差異はわずか
であった。類似した構造をもつ大腸菌由来
PQQ-GDH のアミノ酸から構造を予測する
と、キノプロテインに特徴的なプロペラ構造
の W1 および W2 にミスマッチが集中してお
り、この領域が、ソルボース発酵および
5KGA 発酵の特性に大きく影響しているこ
とが推測された。（図１） 



（２）酢酸菌での異種遺伝子発現系の構築 
 上記のアミノ酸残基の差異が、実際に触媒
機能に影響するかどうか確認するために、当
該アミノ酸残基を変異させた変異体 GLDH
の発現系を試みた。しかしながら、大腸菌等
を用いた既存の異種遺伝子発現系では宿主
細胞に補欠分子族 PQQ の生合成能がないこ
とが問題となる。そこで、本研究ではまず
Gluconobacter 属酢酸菌 3255 株を宿主とす
る異種遺伝子発現系の構築を行った。今回は
変異体 GLDH の活性への影響を調査するこ
とが目的であるので、本来宿主細胞がもつ内
在性GLDH構造遺伝子の挿入破壊を行った。
本宿主細胞には、sldBA に相同性を示すパラ
ログ遺伝子 sldBA2 の存在が確認されたが、
幸い種々の検討結果より本パラログ遺伝子
は GLDH活性を示さないことが確認できた。
（図２）一方、発現ベクターに関しては、細
胞膜酵素の過剰発現の実績のある酢酸菌由
来のプロモーター、Pgox1068、Pgox0264、
Pgox0452 制御下で機能する発現ベクターを
構築した。 

 
（３）他のキノプロテインとの比較解析と変
異体酵素の発現、酵素活性への影響 
 GLDH の触媒機能を高めるために、PQQ
の結合性を高めた変異体酵素の作製を試み

た。キノプロテインが補酵素 PQQ と結合す
る際に、Ca2+、Mg2+といった金属イオンを要
求することが知られている。そのため、EDTA
のようにキレート作用がある物質の存在下
では PQQ の脱離が生じ、大幅な活性の低下
が生じることが知られている。GLDH はこれ
までの研究によりキレート作用の効果を極
めて受けやすく、グルコン酸等の基質によっ
ても PQQ が脱離し、活性を失ってしまうこ
とが確認されている。本研究では、キレート
剤 に 感 受 性 を 示 す 大 腸 菌 由 来 GDH
（EcGDH）と、高い相同性を示しながら
EDTA に耐性を示す酢酸菌由来 GDH
（GoGDH）の一次構造を GLDH と比較解析
することによって、PQQ の結合安定性に関
わるアミノ酸残基を推定した。（図３）
EcGDH とマッチし GoGDH とはミスマッチ
するアミノ酸残基を PQQ 結合に寄与するア
ミノ酸残基と推定し、10 箇所程度のアミノ
酸残基を抽出した。当該アミノ酸を部位特異
的置換により、任意のアミノ酸残基へと置換
して変異体酵素発現プラスミドを構築した。
現在、（２）で構築した宿主系に導入し、変
異体酵素タンパク質を作製し、活性を調査し
ているところである。 

 
 これまでの研究により、触媒特性に重要な
アミノ酸残基の推定と実証試験のための基
盤が構築できた。今後、変異体酵素の触媒機
能への影響を調査することで、GLDH のユニ
ークな性質の要因を特定でき、GLDH を高性
能触媒へと向上させることができると期待
している。 
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