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研究成果の概要（和文）：セロビオースを出発原料として触媒量のリン酸存在下に10℃にてセロビオースホスホ
リラーゼおよびピラノースオキシダーゼを作用させることにより還元末端2位の酸化された2-ケトセロビオース
の効率的な合成に成功した。2-ケトセロビオースは、pH 7.0, 30℃において半減期103時間でβ脱離反応により
分解された。セルロースの中間グルコース残基の酸化されたモデル化合物である1-デオキシ-2-ケトセロビオー
スは同じ条件下において半減期17時間で分解することが示されているため、セルロースの2位が酸化されると、
一般的に常温中性pH下で脱離反応を起こすことにより結合が切断されることが証明された。

研究成果の概要（英文）：2-Keto-cellobiose, a model compound representing oxidized cellulose at the 
position 2 of the reducing-end glucose residue, has successfully been synthesized from cellobiose by
 the concerted actions of cellobiose phosphorylase and pyranose oxidase at 10 °C in the presence of
 a catalytic amount of phosphate. It was degraded by β-elimination reaction at pH 7.0 and 30°C 
with a half-life of 103 hours. Because 1-deoxy-2-ketocellobiose, a model compound representing 
oxidized cellulose at the position 2 of the internal glucose residue of cellulose, has already been 
shown to degrade with a half-life of 17 hours under the same conditions, it was proved that when the
 hydroxy group at position 2 of cellulose is oxidized, the bond is generally eliminated even at room
 temperature under neutral pH. 

研究分野：酵素科学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、セルロースなどの多糖類の水酸基が酸化されることにより結合が自動的に分解されることが証明
された。このことから水酸基酸化酵素による未知の多糖分解経路の存在する可能性が示されたことになる。この
成果をもとに、特に難分解性の結晶性多糖の新規な分解経路の発見が期待される。

※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 
既知の酵素によるグリコシド結合の分解は、結合に直接作用する酵素により行われる。近年、
結合を酸化的に分解する酵素である LPMO (Lytic polysaccharide monooxygenase)が注目され
ているが、これらもグリコシド結合に直接作用すると言われている。 
 研究代表者は、セルロースの 2位が酸化された構造のモデル化合物である 1-デオキシ-2-ケト
セロビオース(1d2kCG2)をセロビオースホスホリラーゼ反応により合成したところ、当該二糖誘
導体が pH 7.0, 30℃において半減期 17時間でグルコースとβ脱離で生じるジケト化合物に分解
される現象を研究開始前に報告していた（図 1）。カルボニル基の 2つ隣の炭素に結合するグル
コシドがアルカリ条件で不安定化しβ脱離する反応は既知であるが、中性常温条件での分解の
報告例なかった。 
 セルロースのような結晶性の多糖の分解は、結晶表面に切断点を生じることを起点として分
解が進み、LPMO などの酸化酵素がその役割を果たしていると言われる。結合に関与していな
い水酸基の一部は結晶表面に露出しており、酵素が容易にアクセスできることが推定できるた
め、酵素酸化を受ける可能性が考えられる。半減期 1日程度の反応速度は、結晶性多糖の分解起
点を作る初期反応の速度としては十分であり、このような酸化反応を起因とするグリコシド結
合のβ脱離による分解が多糖分解の起点となっている可能性を考察した。 

 
 
 
 
 
 

1-デオキシ-2-ケトセロビオース             グルコース      ジケト化合物（水和物） 
図 1．セルロース 2位酸化モデル化合物の自然分解 
 
 
２．研究の目的 
本課題においては、セルロース酸化構造のモデル化合物（図 2）を合成し、その分解特性を調
べることにより水酸基の酸化反応による糖分解の反応速度が普遍的にみられる現象であること
を検証することを目的とする。予想通りで 2 位の酸化された残基の非還元末端側の結合が普遍
的に分解されれば、セルロースの 2 位酸化が生理的条件下でも不安定性を示すことの強い証拠
となる。 

 
 
 
 
 
 
 

2’-ケトセロビオース（非還元末端酸化モデル）        2-ケトセロビオース（還元末端酸化モデル） 
図 2. セルロース 2位酸化構造モデル化合物 
 
 
３．研究の方法 
２位の酸化されたグルコース（2-ケトグルコース, 2kGlc）残基を、還元末端、および非還元末
端に導入したセロオリゴ糖誘導体を調製する。これらのモデルオリゴ糖は 2kGlc などを出発基
質として、セロビオースホスホリラーゼ、セロデキストリンホスホリラーゼ、アノメリックキナ
ーゼ等による酵素反応により調製することを試みる。得られたモデルオリゴ糖の安定性を検討
し、分解速度の温度及び pH依存性を決定する。 
 
 
４．研究成果 
還元末端 2 位が酸化されたセルロースのモデル化合物である 2-ケトセロビオースの酵素合成
法を検討した。2-ケトグルコースがセロビオースホスホリラーゼのアクセプター基質となるこ
とを確認した。2-ケトグルコースおよびαグルコース 1 リン酸を原料とした合成法を通常の酵
素反応条件である 30℃で行ったところ、反応は進行するもののセロビオースホスホリラーゼが
早期に失活する現象が観測された。そこで種々条件を検討し、セロビオースを出発原料として、
触媒量のリン酸の存在下にピラノースオキシダーゼとセロビオースホスホリラーゼを 10℃で作
用させる方法を試みたところ効率よくセロビオースを 2-ケトセロビオースに変換することに成
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功した。合成した 2-ケトセロビオースの構造を NMR により確認したところ、還元末端の 2-ケト
グルコース残基の環化物として、グルコース構造としての環化物であるα-およびβ-ピラノー

スに加えて、フラクトース構造によ
る環化物として、β-フラノース、β
-フラノースの 4種の平衡混合物とし
て存在することが示された（図 3）。
フラクトース型の環化物は 1 位がヘ
ミアセタールでない未修飾のアルデ
ヒドであり、タンパク質のリジン残
基と反応することにより酵素の失活
剤として作用することが示唆された。 
 

図 3. 2-ケトセロビオースの環構造 
 
2-ケトセロビオースは、中性常温下においてグルコースを遊離して分解した。還元末端側残基
はギ酸と考えられる有機酸を遊離してさらに分解が進行しており、六炭糖誘導体は単離できな
かった。pH7.0, 30℃における半減期は 103 時間であり、1-デオキシ-2-ケトセロビオースの約
1/6 程度の速度でβ脱離により分解した。pH および温度依存性は 1-デオキシ-2-ケトセロビオー
スと同じ傾向を示した（表 1）。両者の分解速度の違いは、1-デオキシ-2-ケトセロビオースには
見られない 2,6-環状化合物および 2,5-環状化合物の存在による 2位のヘミアセタール化により
説明可能であり、2位の未修飾カルボニル基の存在により 4位のβ脱離反応が促進されているこ
とが証明された。 
 
表 1．各条件における半減期（h） 
pH  50 ℃ 40 ℃ 30 ℃ 20 ℃ 
8.0 2-ケトセロビオース     6.2   18   56 172 

1d2kCG2     0.66     2.2     8.6   39 
7.0 2-ケトセロビオース   12   35 103 slow 

1d2kCG2     1.5     4.9   17   74 
6.0 2-ケトセロビオース   50 128 slow slow 

1d2kCG2     6.6   21   80 slow 
 
非還元末端グルコース残基の酸化された 2’-ケトセロビオースの合成を検討した。まず合成
の糖受容体基質となる 2-ケト-α-グルコース 1-リン酸の N-アセチルヘキソサミン 1-キナーゼ
による調製を試みた。反応中に酵素が比較的短時間で失活する現象を確認したため、その原因及
びこれを回避する条件を検討した。基質である 2-ケトグルコースの溶液中の構造を NMR で解析
したところ、全体の 30%以上がフラクトース型で環を巻いており、1位がヘミアセタールではな
いアルデヒド基になっていた。そのため、基質のアルデヒド基が酵素のリシン残基のアミノ基と
反応することにより酵素の失活を促進することが考えられた。基質濃度と反応温度の最適化を
行ったところ、2-ケトグルコース濃度 100 mM, pH 8.0, 10℃にて酵素反応を行うことにより目
的の 2-ケト-α-グルコース 1-リン酸を効率液に調製できた。さらに、マンノシルグルコースホ
スホリラーゼを用いることにより 2’-ケトセロビオースの生成を確認した。生成物の中性常温
条件下での不安定性は確認されなかった。 
 
全体の研究成果として、セルロースの 2 位が酸化されると酸化されたグルコース残基の 4 位
が脱離反応を起こすことまでは証明できた。今後、水酸基酸化酵素を含む新たな多糖分解経路が
発見されることが期待される。研究期間中に達成できなかった非還元末端グルコース残基の酸
化されたモデルの分解速度評価が残された課題となる。 

Glc型 (脱離し易い) 37% Fru型 (脱離しにくい) 63%

1,5-pyranose (α) 28%

1,5-pyranose (β) 9%

2,6-pyranose (β) 44%

2,5-furanose (β) 19%
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