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研究成果の概要（和文）：海藻に含まれ、健康食品素材として注目されているフコイダンを栄養源として生育す
る微生物を2種類単離し、それぞれが有するオキナワモズクフコイダン分解酵素について研究を実施した。得ら
れた微生物のうち、H18株から既知のコンブフコイダン分解酵素とは明らかに異なるオキナワモズクフコイダン
に対する特異性が高い酵素を精製、単離することができ、遺伝子の同定を行った。もう一つの菌株SW株にも類似
の酵素遺伝子を見出し、それぞれの酵素の諸性質を明らかにした。2つの菌株は、コンブフコイダン分解酵素も
合わせて持っていることが判明し、一つの微生物が複数のフコイダン分解酵素を有していることが明らかになっ
た。

研究成果の概要（英文）：We isolated two types of microorganisms that grow on fucoidan, which is 
contained in algae and attracts attention as a health food material, as a nutrient source, and 
investigated the fucoidan-degrading enzymes. Among the microorganisms, we purified and isolated an 
enzyme clearly different from the kelp fucoidan-degrading enzyme from strain H18, and a similar 
enzyme was found in another strain, SW. It was found that the two strains also have kelp 
fucoidan-degrading enzymes, indicating that one microorganism has multiple fucoidan-degrading 
enzymes.   

研究分野：応用微生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
海藻が有する硫酸化多糖、フコイダンを分解する酵素はGH107あるいはGH168ファミリーに属すると報告されてい
る。しかし、本研究で見出したH18株およびSW株が有するオキナワモズクフコイダン分解酵素は、上記ファミリ
ーに属さず、基質特異性も異なることから、新規性が高いと考えられた。さらに、H18株、SW株はGH107, GH168
に属する酵素も有しており、一つの菌株が異なるタイプのフコイダンの分解に対応できることを初めて明らかに
することができた。さらに、フコイダン分解酵素を用いることにより低分子化フコイダンを取得でき、新たな生
理活性が見い出される可能性があると思われる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

フコイダンは硫酸化フコースを含む多糖の総称であり、海藻、なかでも褐藻類に多く含ま

れる。その構造は褐藻の種類によって、構成糖や単糖の結合様式などが大きく異なり、非常

に複雑である。フコイダンには抗腫瘍、抗血液凝固活性をはじめとする様々な生理活性が近

年数多く報告されているが、活性に必須な構造や分子量については不明な点が多いのが現

状である。 

本申請者は、フコイダンを酵素的に分解して分子量サイズが揃った低分子化フコイダン

を調製することを目的として、オキナワモズク由来フコイダンを資化可能な微生物を単離

し、フコイダンを分解する酵素がこれら菌株の細胞内に存在することを見出した(Biosci. 

Biotechnol. Biochem., 74, 1729 (2010))。さらに、単離したフコイダン分解菌株の一つである

Luteolibacter algae H18 によるオキナワモズク由来フコイダンの低分子化には、二種類以上

の酵素が必要であることを初めて突き止めた。すなわち、フコイダンに対して、まずデアセ

チラーゼが作用して酢酸を遊離し、その後、低分子化が起こることを明らかにした(Biosci. 

Biotechnol. Biochem., 76, 620 (2012))。 

フコイダン分解酵素に関する研究は当時いくつか報告例があったものの、分解に関わる

酵素遺伝子については、フランス国立科学研究センターからの報告 (Glycobiology, 16, 1021 

(2006)) 以外に学術的な報告はなく、しかもその研究で用いられたフコイダンは、オキナワ

モズクとは異なる褐藻 Pelvetia canaliculata 由来であった。 

 

 

２．研究の目的 

フコイダンは高分子化合物であるが、生理活性に関与する最低単位、恐らくは、硫酸基を

有する化学構造単位が存在するはずである。その単位を決定することができれば、フコイダ

ンが有する様々な生理活性の作用機序が解明できると考えた。そのためにはフコイダンの

低分子化が必要である。高温高圧処理によりフコイダンは低分子化できるが、この方法では

硫酸基脱離の可能性も否定できず、不均一な低分子化産物が生じると考えられる。そこで、

酵素的な低分子化ができれば、脱硫酸化されていない均一な低分子化産物の生成が期待で

きた。 

研究開始当初は、H18 株が生産するオキナワモズクフコイダンデアセチラーゼと低分子

化酵素の解明を目的とした。さらに、研究の過程で活性を見出すことができた、オキナワモ

ズクフコイダン脱硫酸化酵素の解明も目的に加えた。また、L. algae H18以外のオキナワモ

ズクフコイダン分解微生物の単離と、その菌株が有するフコイダン分解酵素遺伝子と酵素

の解明、両菌株が有する他のフコイダン分解酵素についての検討、オキナワモズク以外の海

藻由来のフコイダン分解微生物の単離と遺伝子、酵素の解明も目的とした。そして、酵素的

に得られたフコイダン分解産物の生理活性、具体的にはアミロイド線維形成阻害活性の検

討も行った。 

 

 

 

 



３．研究の方法 

L. algae H18からフコイダン分解に関与するデアセチラーゼ、脱硫酸化酵素および低分子

化酵素の精製を行い、部分アミノ酸配列を決定する。そして、明らかにした H18 株のゲノ

ム DNA 配列を基にフコイダン分解に関与する酵素遺伝子群を同定し、酵素タンパク質の

高生産、諸性質の決定を行う。高生産させたデアセチラーゼ、脱硫酸化酵素を用いて、酵素

的な脱アセチル化フコイダン、脱硫酸化フコイダンの調製を行い、これらのアミロイド線維

形成阻害活性について、インシュリンをモデルタンパク質として、チオフラビン T の蛍光

上昇を基に評価する。 

 オキナワモズクフコイダンを単一炭素源として生育する微生物を、海藻や海水を分離源

として単離し、16S rRNA をコードする DNA の塩基配列を決定することにより菌株同定を

行う。得られた菌株のゲノム配列解析を外注し、H18株および新たな単離菌株のゲノム中に

既知の GH107あるいは GH168に属するフコイダン分解酵素遺伝子を検索する。これら遺伝

子を大腸菌で発現させ、それぞれの遺伝子産物（酵素）の諸性質を解明し、様々なフコイダ

ンに対する分解特性を比較検討する。 

 オキナワモズク以外にアカモクフコイダンも共同研究を行っている企業から培地成分と

して利用可能な量を提供していただけることになったので、アカモクフコイダン分解菌株

のスクリーニングをオキナワモズクフコイダンと同様な方法で実施して単離し、16S rRNA

をコードする DNAの塩基配列を決定することにより菌株同定を行う。 

 

  

４．研究成果 

オキナワモズクフコイダンを単一炭素源とする完全合成培地でH18株を数 10リットル培

養し、得られた菌体を超音波破砕することにより粗酵素を調製した。オキナワモズクフコイ

ダンを基質とした酵素反応を行い、遊離する酢酸を検出することにより、得られた粗酵素か

らフコイダンデアセチラーゼを各種クロマトグラフィーにより高度に精製した。SDS-PAGE

により分離された精製タンパク質の N 末端アミノ酸配列を決定し、すでに明らかにしてい

た H18株ゲノム中にこの配列を有する酵素遺伝子を見出し、fudと命名した。発現ベクター

pColdTFに fudをクローニングした組換え大腸菌により Fudを高生産させ、オキナワモズク

フコイダン脱アセチル化活性を確認した。Fudの分子量は約 70 kDaであり、人工基質 p-ニ

トロフェニルアセテートに対しても顕著な活性を有していた。Fudを用いて 0.25%オキナワ

モズクフコイダンを添加した 400 mLの反応液を用いて酵素反応を実施し、脱アセチル化フ

コイダンを調製した。 

上記方法で得られた H18 株の粗酵素を用い、脱アセチル化オキナワモズクフコイダンを

基質とした酵素反応を行い、HPLCにより分子量の低下を検出することにより、フコイダン

低分子化酵素を各種クロマトグラフィーにより高度に精製した。精製タンパク質の N 末端

アミノ酸配列を決定し、この配列を有する酵素遺伝子を見出し、fct114と命名した。発現ベ

クターpCold Iに fct114をクローニングした組換え大腸菌により Fct114を高生産させ、脱ア

セチル化オキナワモズクフコイダンの低分子化活性を確認した。Fct114 の分子量は約 112 

kDaであり、オキナワモズク以外のフコイダンに対する活性はなく、オキナワモズクフコイ

ダンに対する活性は脱アセチル化体に比べて半分程度であった。この酵素反応においては、

糖の還元末端が生成することを確認した。 

同じく上記方法で得られた H18 株の粗酵素を用い、オキナワモズクフコイダンを基質と



した酵素反応を行い、バリウム沈殿法により硫酸基の遊離を検出することにより、フコイダ

ン脱硫酸化酵素を各種クロマトグラフィーにより高度に精製した。精製タンパク質の N 末

端アミノ酸配列を決定し、この配列を有する酵素遺伝子を見出し、fsut107 と命名した。発

現ベクターpCold Iに fsut107をクローニングした組換え大腸菌により Fsut107を高生産させ、

オキナワモズクフコイダンの脱硫酸化活性を確認した。Fsut107 の分子量は約 57 kDa であ

り、オキナワモズク以外にオオウキモ由来フコイダンの脱硫酸化活性も認められた。また、

H18 株の無細胞抽出液によるオキナワモズクフコイダンの脱硫酸化能と比較すると、

Fsut107による脱硫酸化能は 30%弱にとどまり、他にも脱硫酸化に関与する酵素が存在する

ことが示唆された。さらに興味深いことに、Fsut107 を BLAST 検索すると最も相同性の高

い酵素はアルカリフォスファターゼであり、人工基質 p-ニトロフェニルフォスフェートに

対して活性を示し、p-ニトロフェニルサルフェートに対する活性は認められなかった。

Fsut107 を用いて 0.25%オキナワモズクフコイダンを添加した 400 mL の反応液を用いて酵

素反応を実施し、部分的に脱硫酸化させたフコイダンを調製した。 

脱アセチル化および脱硫酸化オキナワモズクフコイダンを用い、インシュリンアミロイ

ドの生成阻害実験を行ったところ、原料のオキナワモズクフコイダンに比べ、顕著な阻害効

果は認められないという結果になった。 

 オキナワモズクフコイダンを単一炭素源として生育可能な微生物を、オキナワモズク

藻体を分離源として単離し、16S rRNA をコードする DNA の塩基配列を決定したところ、

本菌株は H18株とは属種が異なっており、Flavobacterium sp. SWと名付けた。SW株のゲノ

ムから fct114に類似した遺伝子を検索したところ、Fct114より少し小さい 94 kDaをコード

する遺伝子が見つかり、swfctとした。発現ベクターpET-21aに swfctをクローニングした組

換え大腸菌により Swfctを高生産させ、脱アセチル化オキナワモズクフコイダンの低分子化

活性を確認した。ただ、Fct114に比べて、オキナワモズクフコイダンに対する活性は低かっ

た。この酵素反応においては、Fct114同様、糖の還元末端が生成することを確認した。 

今までに報告されているフコイダン分解酵素は、GH107あるいはGH168に属しているが、

Fct114および Swfctはこれらとのアミノ酸配列の相同性はほとんどなく、新規な酵素である

と考えられた。その一方で、H18株、SW株のゲノム中に GH107あるいは GH168に類似し

た酵素遺伝子を検索したところ、H18株に GH107類似遺伝子が 1個、GH168類似遺伝子が

2個、SW株に GH107類似遺伝子が 2個、GH168類似遺伝子が 3個見つかった。両菌株の

GH107 類似遺伝子を発現ベクターpET-21a にクローニングした組換え大腸菌により高生産

させ、活性評価を HPLCを用いて実施した。その結果、両者ともにガゴメコンブフコイダン

に低分子活性を示し、オオウキモフコイダンに対しても活性が認められたが、オキナワモズ

クフコイダンに対する活性は検出できなかった。また、この酵素反応においては糖の還元末

端の遊離は認められず、Fct114、Swfct とは反応様式が異なると考えられた。このように、

一つの微生物菌株が異なる構造を有するフコイダンに対して別々の酵素を生産することが

明らかになった。また、SW株はオキナワモズク以外に、やはり海藻に含まれる多糖である

ラミナラン、アルギン酸も単一炭素源として生育ができることがわかり、幅広い海藻多糖の

資化能を有する微生物の存在を示すことができた。 

 最後に、アカモクフコイダン資化性微生物を単離し、16S rRNA をコードする DNA の塩

基配列を決定したところ、Microbacterium kitamiense と同定された。この菌株はラミナラン

を単一炭素源とした培地でも生育したが、その菌体から調製した粗酵素液ではアカモクフ

コイダンの分解は見られなかった。 
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