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研究成果の概要（和文）：有用なグリコール酸(GA)の環境調和型生合成プロセスを構築するため、本研究では、
未利用資源のエチレングリコールを原料としたGAの微生物合成を目指した。GA合成に関与するグリコールアルデ
ヒド酸化酵素産生微生物の探索を行い、見出した酵素は、基質への活性が高くGA合成に適した新規酵素であっ
た。さらに、GA合成経路にGA酸化酵素を組み合わせ有用なグリオキシル酸も合成可能なことから、GA酸化酵素産
生微生物も探索し、グリオキシル酸合成に適した基質特異性を有する新規酵素を発見した。本酵素の遺伝子を取
得し組換え大腸菌発現系を構築後、アミノ酸変異を導入し、粗酵素の比活性が約1.2倍向上した変異体作成に成
功した。

研究成果の概要（英文）：To establish an eco-friendly method for obtaining useful materials from 
inexpensive raw materials, we focused on a microbial production of glycolic acid from ethylene 
glycol. We isolated a bacterial strain, Burkholderia sp. AIU 129, that produces an enzyme catalyzing
 the oxidation of glycolaldehyde into glycolic acid. The enzyme was the first aldehyde oxidase which
 oxidizes glycolaldehyde and consists of three heterosubunits. Furthermore, we also found 
Ochrobactrum sp. AIU 033 which produces a novel alcohol oxidase (ALOD) that catalyzes the oxidation 
of glycolic acid to glyoxylic acid. The ALOD is expected to be useful to produce glyoxylic acid by 
combing with the pathway for glycolic acid production from ethylene glycol. The cloned ALOD gene was
 expressed as an active product in recombinant Escherichia col. We succeeded in creating the ALOD 
mutant which the crude enzyme solution showed 1.2-fold higher activity than that of wild-type ALOD.

研究分野： 応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
グリコール酸(GA)は、最もシンプルな化学構
造を有するα-ヒドロキシ酸である。GA は、
化学工業、食品工業など多岐の用途にわたっ
て活用されている有用な物質である。また、
GA を高分子化することによって、高付加価値
なポリグリコール酸を合成することができ
る。現在 GA は、主にクロロ酢酸と水酸化ナ
トリウムの反応で化学合成される、または植
物内に蓄積している GA を抽出することによ
り得られている。これらの GA 合成プロセス
において、化学合成法では、GA 以外の副反応
生成物が生成され収率が低下してしまう問
題がある。さらに、高温、高圧条件下での反
応が必要であるため環境に負荷をかける 恐
れがある。また、植物生体内で合成される GA
を抽出する場合、植物には GA を速やかにグ
リオキシル酸、シュウ酸へと変換する代謝経
路が存在するため、高度に GA を蓄積してい
る原料であるとは限らない。よって、本研究
では、従来よりも生産性の高い GA 合成系の
構築を目指し、微生物による GA 合成に着目
した。 
 
２．研究の目的 
多岐の用途に利用されている GA の環境に調
和した生合成プロセスを構築するため、本研
究では、エチレングリコールを原料とした GA
の微生物合成を目指した。エチレングリコー
ルは、処理が課題となっている廃不凍液の主
成分であるため、本研究で提案する GA 合成
系は、低コストなものづくり技術および環境
浄化に貢献できる可能性が高い。本研究では、
GA 合成に関与するグリコールアルデヒド酸
化酵素を産生する微生物を自然界よりスク
リーニングし、当該酵素を精製、遺伝子を取
得することにより、大腸菌をプラットフォー
ムとした生産性の高い GA 微生物合成系を構
築することを目的とした。さらに、GA 合成系
に他の酵素を組み合わせることで、GA 以外の
有用物質（本研究ではグリオキシル酸に注
目）についても微生物合成可能な代謝経路の
構築を目指した。 
 
３．研究の方法 
グリコールアルデヒド酸化酵素を産生する
微生物を自然界より探索した。スクリーニン
グには、基質を含んだ反応液を、培養したプ
レート上のコロニーに添加し、コロニーの赤
呈色の有無で判断するという当研究室で実
績のある方法を用いた。次いで、当該微生物
からグリコールアルデヒド酸化酵素を精製
し、基質特異性や最適反応温度、pH、反応動
力学定数など、酵素学的な性質を解明した。
得られたN末端アミノ酸配列情報より縮退プ
ライマーを設計し、ゲノム DNA を鋳型として
グリコールアルデヒド酸化酵素遺伝子を PCR
増幅し、得られた遺伝子を組換え大腸菌内に
導入して微生物細胞内に GA 合成経路を構築
することを試みた。さらに、本研究では、目

的としている GA 合成経路を利用してさらな
る有用物質合成へと展開するべく、GA 酸化酵
素産生菌の探索も上記と同様の方法を用い
て行った。 
 
４．研究成果 
（１）Burkholderia sp. AIU 129 由来アルデ
ヒド酸化酵素 
グリコールアルデヒドを GA へと変換するグ
リコールアルデヒド酸化酵素を産生する微
生 物 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。
2-methoxyethanol を主な炭素源とした培地
による集積培養と、菌株のコロニーに基質と
発色液の混合液を滴下し赤呈したものを候
補菌として選抜するプレートアッセイを組
み合わせてスクリーニングを行い、グリコー
ルアルデヒド酸化能を有するアルデヒド酸
化酵素を産生する Burkholderia sp. AIU 129
を見出した。得られた菌株より目的酵素の精
製を行い、諸性質を明らかとした。結果、本
酵素はグリコールアルデヒドへの活性が高
く、GA には活性を示さなかったため、目指す
GA 酸合成において副反応生成物を合成せず、
有効であることがわかった。また、本酵素の
ようにヘテロ三量体構造を有するアルデヒ
ドオキシダーゼが，グリコールアルデヒドに
活性を示す報告はなく、本酵素は新規酵素で
あると推定された。しかしながら、本酵素の
遺伝子取得には至らず、今後は本酵素の遺伝
子クローニングと組換え菌における発現系
構築によるGA合成経路の構築が求められる。 
 
（２）Ochrobactrum sp. AIU 033 由来アルコ
ール酸化酵素 
本研究で構築を目指すエチレングリコール
から GAの合成経路に GA酸化酵素を組み合わ
せることで、有用物質のグリオキシル酸も合
成可能なことから GA 酸化酵素を産生する微
生物についても併せてスクリーニングを行
った。結果、1,2-propanediol を主な炭素源
とする培地を用いた集積培養とプレートア
ッセイにより Ochrobactrum sp. AIU 033 を
選抜した。選抜した菌体から目的酵素を精製
し、基質特異性を検討した結果、本酵素はグ
リコール酸、乳酸、および C2-C10 の炭素鎖
を有する第一級アルコールに作用したが、グ
リオキシル酸には作用せず、グリオキシル酸
合成系に有効と確認できた。また、本酵素の
GA に対する Km 値は、第一級アルコールに対
する Km 値よりも著しく高いことから、本酵
素は当初考えていた GA 酸化酵素ではなく、
アルコール酸化酵素に分類されると推定さ
れた。さらに、本酵素のサブユニット構造や
補因子は、既知のアルコール酸化酵素だけで
なく GA 酸化酵素とも異なっており、本酵素
についても、物質生産に有用であるのみでな
く、新規酵素であると示唆された。また、(1)
で得られたアルデヒド酸化酵素に関しては、
研究期間内で目的酵素遺伝子のクローニン
グを達成することはできなかったが、本酵素



に関しては、遺伝子クローニングおよび組換
え大腸菌における発現系を構築し、アミノ酸
変異導入を行うことによって、粗酵素レベル
ではあるが、GA に対する比活性が約１．２倍
程度向上した活性向上変異体の創製に成功
した。 
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