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研究成果の概要（和文）：バイオマスであるセルロースからポリマー原料として期待されるグルカル酸の生産法
を開発を目的としている。本課題ではセルロースの分解物であるセロビオースを酵素（カーボハイドレートアク
セプターオキシドレダクターゼ）や微生物菌体で酸化しセロビオン酸を生産する手法を開発した。また、セロビ
オン酸を分解しグルカル酸の前駆体であるグルコン酸を生産する酵素（β－グルコシダーゼ）の性質を明らかに
するとともに、酸を使用したセロビオン酸の効率的な加水分解法も開発した。

研究成果の概要（英文）：Glucaric acid is expected to use building block of new polymer. In this 
grant, we studied the producing method of glucaric acid from cellulose known as biomass. We 
developed the method to oxidized cellobiose (hydrolysis product of cellulose) and produce 
cellobionic acid by the enzyme (carbohydrate: acceptor oxidoreductase) and the resting cells of 
bacteria. Furthermore we studied the enzyme that hydrolyzed cellobionic acid and produced gluconic 
acid known as precursor of glucaric acid. Besides, we found effective hydrolysis method of 
cellobionic acid by hydrochloric acid.

研究分野：糖酸化酵素

キーワード： セルロース　バイオマス　グルカル酸　酸化酵素　β-グルコシダーゼ　デヒドロゲナーゼ　セロビオー
ス　セロビオン酸

  ４版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
グルカル酸はバイオポリマー原料として実用化が大いに期待される化合物である。本研究によりバイオマスであ
るセルロースの分解物であるセロビオースから、セロビオン酸という既報の経路とは全く異なる化合物を経由し
てグルカル酸の前駆体、グルコン酸を調製できることが明らかになった。今後は、本課題のデータをもとに、バ
イオマスからのグルカル酸生産の実用化研究の進展が期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
グルコースの C1 と 6 位が酸化されたグルカル酸は米エネルギー省から「Top value 

added chemical from biomass」に指定されるなど、バイオポリマー原料として期待され
る。そのため、イノシトールを原料に複数の遺伝子を組み込んだ大腸菌を用いる生産法
や、ブナ材に含まれる xylanの側鎖のグルクロン酸の C-1位を酸化する生産法が開発さ
れるなど、バイオマスを原料とするグルクロン酸生産法の開発が精力的に行われている。
しかし、いずれの手法もグルカル酸を安価にかつ効率的に生産できる手法とはいえず、
実用化には至っていない。一方、我々は Pseudogluconobacter属微生物がグルコースの
C6 位および C1 位を酸化しグルカル酸を生産することを明らかにし、特許を出願した。
本手法を使用すれば、バイオマスであるセルロースを分解し、生成するグルコースを酸
化する方法（セルロース分解系、図 1上段）でグルカル酸を生産することが可能である。
しかし、セルロース（セロオリゴ糖）の分解効率は生成するグルコースがセロオリゴ糖
の分解を阻害するなどの理由で、必ずしも高くない。一方、本課題のセルロース酸化系
（図 1下段）を共役させれば、グルコン酸の生産の効率化が期待できる。 

 

 

 
 
２．研究の目的 
バイオマスであるセルロースからポリマー原料として期待されるグルカル酸を生産す
るため、セルロース分解の中間体であるセロビオースなどのセロオリゴ糖をセロビオン
酸などのセロオリゴアルドン酸に酸化する特徴的な酵素（図 1、反応 1）及びグルコン酸
をグルカル酸に酸化する特徴的な微生物（図 1反応 3）を取得している。反応 1と 3を
繋ぐセロオリゴアルドン酸を加水分解しグルコン酸を生成する-グルコシダーゼ（BG、
図 1 反応 2）を取得すれば、セルロースからのグルカル酸生産系が構築できる。本研究
では反応1と反応2を効率的に行う反応系の確立を目的に以下に示す研究に取り組んだ。 

 
（１） Paraconiothyrium属由来 COXによるセロビオースからのセロビオン酸の生産 

 
（２）Penicillium属由来の BG（図 1反応 2）を用いたセロビオン酸の分解 
 
（３）セロビオース酸化反応（１）とセロオリゴ糖分解反応（２）を組み合わせたセロ
ビオースからのグルコン酸生産の実証 

 
３．研究の方法 

（１）Paraconiothyrium属由来 COXによるセロビオースからのセロビオン酸の生産 
Paraconiothyrium属を培養し、菌体を除去した後、培養液を濃縮したものを COX
含有酵素液とし各種活性測定を行い、COX の二糖類やより長鎖のオリゴ糖に対する
基質特異性や、反応の至適 pH等の諸性質を明らかにした。 

Burkholderia cepacia 休止菌体を調製、休止菌体（10 mg/ml）と炭酸カルシウム
及び 200 mMセロビオースからなる反応液を 30℃、120 oscillation/minで振とうし
ながら反応し、BG(反応 2)の基質するためのセロビオン酸を大量に調製した。 

Paraconiothyrium属由来 COX（反応 1）の N末端アミノ酸配列からプライマー
を調製し、Paraconiothyrium属より抽出したm-RNAから調製した cDNAを鋳型に
COX 遺伝子を PCR により増幅させた。PCR 産物から COX の全塩基配列を決定し
た。さらにその配列をもとに酵母などの発現系を用いた COXの大量発現を目指した。 
 
（２）Penicillium属由来の BG（反応 2）を用いたセロビオン酸の分解 

Penicillium chrysogenum由来の市販酵素剤、ヌクレアーゼ「アマノ」G（天野エ
ンザイム株式会社）やその他の酵素剤のセロビオースおよびセロビオン酸分解活性を
比較し、セロビオン酸分解活性について評価した。また、ヌクレアーゼ「アマノ」G
のセロビオース分解活性の至適 pHなどの性質について明らかにした。 
ヌクレアーゼより、目的の BG を精製し、比活性を上昇させた。この部分精製酵
素を用い、セロビオン酸分解活性の諸性質を解明した。 
全ゲノム解析株 P. chrysogenum ATCC28089由来の 3種の BGを酵母で発現させ、



それらの BG のセロビオン酸への作用性を明らかにした。また、酵素の大量調製を目指
した。 
 
（３）COXと BGによるセロビオースからセロビオン酸を経由するグルコン酸生産法の
実証 
上記の研究で得た知見をもとに COX や BG を用い、セロビオースを原料にグルコン
酸が調製できることの実証を目指した。また、BG によるセロビオン酸分解反応が途中
で停止する現象がみられたため、その原因を生成物阻害であると想定し、生成物である
グルコース及びグルコン酸の BG の阻害活性を調べた。さらに、BG の代わりに終濃度
1Mとなるように塩酸を添加、1時間煮沸することでセロビオン酸を分解する手法につい
ても検討を行った。 
 

４．研究成果 

（１） Paraconiothyrium属由来 COXによるセロビオースからセロビオン酸の生産 
 生成した Paraconiothyrium 属由来 COX の二糖およびセロオリゴ糖への作用性を調
べたところ、至適 pHである pH5.5では、Paraconiothyrium属由来 COXはラクトース
ほどではないがセロビオースを効率的に酸化した。さらにセロオリゴ糖についても高い
活性を示すことが分かった（表 1）。 

 

 

セロビオースを酸化させた際に COXがセロビオースを完全に酸化できることを確認
するためにセロビオースを COXで酸化させ、その経時変化を調べた。TLC で調べた結
果、セロビオースが完全に酸化され二糖酸化物と思われるスポットが生成した。TLCに
よる分取で二糖酸化物と思われるスポットを回収し、酸加水分解した後、その構成糖を
HPAEC-PADで分析するとグルコースとグルコン酸がほぼ 1：1の比率（7.8：7.3）で生
成したことから、本酸化物がセロビオン酸であることが確認できた。 
セロビオン酸を大量調製する
ために、Paraconiothyrium属由
来培養液を濃縮しCOX含有酵素
液を調製した。しかし、本酵素液
には BG活性が含まれており、基
質であるセロビオースが分解さ
れた。また、混在する BGはセロ
ビオースほどではないがセロビ
オン酸も分解することが分かっ
た。そのため本酵素剤の使用は、
セロビオン酸の収率が下がるだ
けでなく、グルコースやグルコ
ン酸などの副生成物ができるこ
とが分かった。グルコースやグ
ルコン酸の生成は本研究にとっ
ては好ましい現象ではあるが、
セロビオン酸の調製には好まし
くない。そのため、糖酸化菌 B. cepaciaでのセロビオン酸の大量調製を行った。B. cepacia
休止菌体は 200 ｍMのセロビオースを完全に酸化し、ほぼ 100％のモル収率でセロビオ
ン酸（カルシウム塩）を生成した (図 2) 。 

Lactose Gal β1→4 Glc 100 Isomaltose Glc α1→6 Glc -

Cellobiose Glc β1→4 Glc 　63 Gentiobiose Glc β1→6 Glc -
Maltose Glc α1→4 Glc 　19 Melibiose Gal α1→6 Glc -

Kojibiose Glc α1→2 Glc - Cellotriose 138

Sophorose Glc β1→2 Glc - Cellotetraose 133

Nigerose Glc α1→3 Glc - Cellopentaose 134

Laminaribiose Glc β1→3 Glc - Cellohexaose 134

- :酸化せず

表1. COXの二糖類およびオリゴ糖に対する作用性



  Paraconiothyrium属の cDNAを鋳型にN末端アミノ酸配列から設計したプライマ
ーと poly-dtを含むプライマーで PCRを行い、約 1304 bpの目的酵素遺伝子を得た。こ
れをベクターに組み込み、シークエンスにより PCR産物の全塩基配列を決定した。決定
した塩基配列を、既報のMicrodochium nivaleの COXと比較したところ、二つの間に
は 87％相同性が見られたことから、得た遺伝子は COX遺伝子であると結論づけた。本
遺伝子を酵母用の発現ベクターに組み込み、発現用酵母に形質転換した。目的の遺伝子
が正確に組み込まれていること確認した後、糖酸化活性を測定したが、形質転換体は
COX活性を示さなかった。さらに大腸菌での COX発現を目指したが、活性を示す形質
転換体を得ることができなかった。今後は枯草菌等、別の発現系を用い、COXを高発現
する遺伝子組み換え生物の取得を目指す。 
 
（２）Penicillium属由来の BG（反応 2）を用いたセロビオン酸の分解 
ヌクレアーゼ
や約 20種以上市
販酵素のセロビ
オース及びセロ
ビオン酸分解活
性を調べ、比較的
セロビオン酸分
解活性が高かっ
た酵素剤の TLC
を図 3に示した。
Trichoderma 属
やAspergillus属
由来の酵素剤に
もセロビオン酸
分解活性は見ら
れたが、セロビオ
ース分解活性と
比較すると低か
った。一方、Penicillium属由来の酵素剤、とくにヌクレアーゼはセロビオース分解活性
より高いセロビオン酸分解活性を示した。 
 ヌクレア
ーゼから、セ
ロビオン酸
に対し高い
分解活性を
示す BG を
精製するた
めに、まず硫
安沈殿を行
った。70％飽和硫安沈殿させた画分と、100％飽和硫安で沈殿させた画分に BG 活性が
見られた。それぞれの画分のセロビオース及びセロビオン酸分解活性を表 2に示した。
70％飽和画分はセロビオースとセロビオン酸分解活性の比が 10：7 なのに対し、100％
飽和画分は 10：2とセロビオン酸分解活性の比率が低いことが分かった。また、70％飽
和画は比活性も約 3 倍になるなど、BG を濃縮するのに効果的であることが分かった。
さらにそれぞれの画分の至適 pH は 70％飽和が pH 5.5 であるのに対し、100％飽和は
pH 5.0であることから、70％と 100％飽和画分にはそれぞれ異なる BGが含まれている
ことが分かった。70％飽和画分に含まれるセロビオン酸に対し比較的高い加水分解活性
を示す BG の精製を目的に、陰、陽イオンクロマト、疎水クロマト、ヒドロキシアパタ
イトなどの各種クロマトグラフィーでの精製を目指したが、クロマト後のセロビオース
とセロビオン酸分解活性の比率は 10：2以下に下がり、目的とするセロビオン酸分解活
性を示す BG が失活してしまうことが明らかになった。そのため、それ以上精製を進め
ることができなかった。 
 ヌクレアーゼは P. chrysogenum 由来の酵素剤である。KEGG (Kyoto Encyclopedia 
of Genes and Genomes)のデーターベースを用い、全アミノ酸配列が決定している P. 
chrysogenum ATCC28089のゲノムから BGと思われる遺伝子 3種類を選択した。その
配列をもとに、ATCC28089の自然突然変異株である JCM22609株から調製した cDNA
から、目的とする 3種の BG候補遺伝子を増幅させた。これらの遺伝子を酵母用の発現
ベクターに組み込み、発現酵母に導入したがセロビオン酸分解活性を示す形質転換体を
得ることはできなかった。 
 
（３） COXと BGによるセロビオースからのグルコン酸生産の実証 



上記の 70％飽和硫安画分のセロビオン酸分解活性の比活性が高かったことから、70％
飽和硫安画分を脱塩カラムによる処理したものを酵素としてセロビオン酸分解反応を行
った。最初に低濃度（0.5％）のセロビオン酸の分解を試したが、十分量の力価の酵素を
入れているにもかかわらず反応 72時間かけてもセロビオン酸をすべて分解することがで
きなかった。酵素量、pH、基質濃度などの条件を変化させても、結果はほとんど変わら
なかった。そのため、セロビオン酸の分解物であるグルコースまたはグルコン酸が BGを
阻害する、フィードバック阻害がかかっていると考え、セロビオース分解時に 15 mMの
グルコースまたはグルコン酸を加えて反応を行った。37℃、pH 5.5、24時間で反応させ
た後に残存するセロビオン酸量を測定した。グルコースの添加はセロビオン酸分解に影
響を与えなかったが、グルコン酸添加した場合、初濃度 6.25 mMのセロビオン酸を、無
添加の場合、24時間で 66％を分解したのに対し、15 mMのグルコン酸を添加した場合
28％と分解率が半減した。これらの結果はグルコン酸が目的の BG を阻害することを示
している。セロビオン酸の分解により生成するグルコン酸を効率的に除去するのは困難
であることから、本 BG でセロビオン酸を効率的に分解することは極めて難しいことが
分かった。そこで、セロビオン酸を化学的に分解することにした。セロビオン酸に終濃度
1 M HClを添加し少なくとも 1時間煮沸することで、セロビオン酸を完全に分解し、高
収率でグルコースとグルコン酸に変換できることがわかった. 
上記の（１）で調製した COX含有酵素剤を用いれば、48時間で、200 mMのセロビオ
ン酸をほとんどロスなくセロビオン酸に（一部はグルコン酸に）変換できた。さらに、1 
M HClによる酸分解に供することで、ほとんどすべての構成糖をグルコースとグルコン
酸に変換できた。また、（1）において B. cepaciaで調製したセロビオン酸も同様に 1 M 
HCl による酸分解でグルコースとグルコン酸に変換することが可能であった。しかしな
がら、COXによるセロビオースの酸化反応とセロビオン酸の酸加熱分解は同時に行うこ
とができない。そのため、セロビオン酸の酸分解を用いた場合、図 1で示したセルロース
分解系との共役も困難である。今後はフィードバック阻害による反応の停止が起こらな
いセロビオース高分解性の BGの取得を目指して研究を続ける。 
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