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研究成果の概要（和文）：アワビやアメフラシなどの食藻性腹足類は、アルギン酸やラミラナン、

マンナン、キシラン、セルロースなどの海藻多糖を特異的に分解する酵素をもつ。これらの酵

素によって分解された海藻多糖は、腹足類の解糖系や TCA 回路により代謝される。本研究で

は、腹足類の海藻多糖代謝機構に関する理解を深めるために、消化液に含まれる一連の多糖代

謝系酵素、特にアルギン酸、ラミナラン、マンナンの分解に関連する酵素の性状を解析した。 
 
研究成果の概要（英文）：Herbivorous marine gastropods like abalone and sea hare possess 
various polysaccharide-degrading enzymes which can degrade seaweeds’ polysaccharides 
such as alginate, laminaran, mannan, xylane, and cellulose to oligo- and monosaccharides. 
These saccharides are considered to be metabolized via glycolytic pathway and TCA cycle. 
In the present study, we isolated several polysaccharide-degrading enzymes, e.g., alginate 
lyase, laminarinase and mannanase, from abalone and sea hare and investigated their 
biological roles in the metabolism of seaweeds’ polysaccharides in gastropods. 
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１． 研究開始当初の背景 
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動物（腹足類）は、摂餌した海藻に含まれる

様々な多糖、例えばアルギン酸、セルロース、
ラミナラン、マンナン、キシランなどを、消
化液中に含まれる多糖分解酵素（アルギン酸
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リアーゼ、セルラーゼ、ラミナリナーゼ、マ
ンナナーゼ、キシラナーゼなど）により分解
し、オリゴ糖や単糖を生じる。分解により生
じたオリゴ糖や単糖は、腹足類の解糖系やク
エン酸回路により代謝され炭素源およびエ
ネルギー源として利用されると考えられる
が、これら腹足類の多糖分解系酵素の性状は
これまで良く分かっていなかった。 
(2) アルギン酸のような酸性多糖を分解する
酵素としてはアルギン酸リアーゼが知られ
ていたが、そのほとんどは多糖をオリゴ糖に
変換するエンド型の酵素で、アルギン酸オリ
ゴ糖を単糖化あるいはα-ケト酸化する酵素
は極めて稀であり、腹足類では見つかってい
なかった。 
(3) 腹足類の消化液中で分解されたアルギン
酸が、その後どのように腹足類によって代謝
利用されているかについても全く不明であ
った。 
(4) このような状況下で、申請者らはアワビ
やアメフラシの消化液からアルギン酸リア
ーゼ、セルラーゼ、ラミナリナーゼ、マンナ
ナーゼ、セルラーゼ、アミラーゼなどを種々
の試行錯誤の後に、単離可能とした。それに
より、性状が良く分かっていなかった腹足類
の海藻多糖分解酵素の性状解析が可能とな
った。さらに、アルギン酸の代謝については、
アワビの肝膵臓を材料とすることにより、ア
ルギン酸代謝産物がどのように代謝される
かを研究可能であった。これらは、本研究を
遂行する上で重要な基盤的知識となった。 
 
２．研究の目的 
(1) アワビの 2 種類のアルギン酸リアーゼ
（エンド型の HdAly とエキソ型の HdAlex）
を単離し、それらの作用によりアルギン酸（M
ブロック）が不飽和 2 糖（M）とα-ケト酸
にまで分解されることを既に明らかにした。
本研究では、アルギン酸のα-ケト酸までの変
換ルートを解明するために、先ずこのM を
分解する酵素を探索する。 
(2) アワビによるアルギン酸の完全分解産物
はα-ケト酸（5-ケト-4-デオキシウロン酸）で
ある。このα-ケト酸はアワビの肝膵臓中でど
のように代謝されるかを明らかにする。 
(3) アワビ以外の腹足類としてアメフラシで
も同様のアルギン酸リアーゼが存在するか
を明らかにする。 
(4) アルギン酸リアーゼ以外の海藻多糖分解
酵素として、ラミナリナーゼおよびマンナナ
ーゼの性状をアワビとアメフラシで解析す
る。 
 
３．研究の方法 
(1) アルギン酸リアーゼをはじめとする多糖
分解酵素は、いずれも硫安分画と通常のカラ
ムクロマトグラフィーおよび FPLC により

精製した。それらの部分一次構造は、プロテ
インシーケンサーと MALDI-TOF/TOF 質量
分析により解析し、全一次構造は cDNA クロ
ーニング法により解析した。 
(2) 海藻多糖の分解産物は、シリカゲル 60 プ
レートを用いた薄層クロマトグラフィー
（TLC）により分析した。 
(3)アワビ肝膵臓におけるアルギン酸代謝機
構の解析のために、殻径 1 x 2 cm の稚貝を水
槽で飼育し、アルギン酸を含む餌の摂餌と絶
食によりアルギン酸分解物の代謝と消失を
解析した。 
 
４．研究成果 
(1) アワビ消化液中でのアルギン酸の糖化機
構を、申請者らが既に単離しているエンド型
およびエキソ型のアルギン酸リアーゼ、すな
わち HdAly と HdAlex を用いて解析した。
それによれば、アルギン酸は、先ず HdAly
により不飽和の 3 糖～4 糖に分解され、次い
でこれらのオリゴ糖が HdAlex により不飽和
2 糖およびα-ケト酸（2-ケト 3-デオキシグル
コンアルデヒド）に分解されることが明らか
になった。一方、これらの酵素反応によって
生じた不飽和アルギン酸オリゴ糖の内臓組
織中での分布を調べた結果、それらは肝膵臓
組織中に蓄積していることを見出した。この
肝膵臓中のアルギン酸オリゴ糖は、アワビを
絶食させると 2～3 日で消失し、再度摂餌さ
せると出現した。これらの結果から、アルギ
ン酸オリゴ糖はアワビの肝膵臓中で代謝利
用されていることが強く示唆された。 
 
(2) アルギン酸とラミナランの酵素分解およ
び代謝に関する研究を進め、これら海藻多糖
の代謝に関連する重要な新知見を得た。すな
わち、アルギン酸はアワビの前胃において 2
種類のアルギン酸リアーゼ、すなわち HdAly
（エンド型）および HdAlex（エキソ型）の
作用により、最終的に不飽和のアルギン酸オ
リゴ糖とα-ケト酸に分解されるが、これらの
分解物はいったん肝膵臓細胞に移行した後
数日かけて代謝されることを発見した。アワ
ビ肝膵臓中のα-ケト酸代謝因子はホモジェ
ネートの可溶性画分に回収され、熱や酸によ
って失活し易く、緩衝液に透析して低分子成
分を除去すると活性が失われた。また低下し
た活性は透析外液に含まれる低分子成分を
再度ホモジェネートに添加すると回復する
ことを見出した。これらの結果より、α-ケト
酸代謝因子が高分子成分と低分子成分から
成る複合酵素系であることが推定された。一
方、褐藻のβ-グルカンであるラミナランを分
解するβ-グルカナーゼ（HdLam33）をアワ
ビの消化液中から単離することに成功した。
さらに、本酵素の一次構造を cDNA 法により
決定した。本酵素はラミナランを分解してラ



 

 

ミナリビオースとグルコースを生じた。また、
本酵素はラミナリトリオースとラミナリビ
オースとの間の糖転移反応を触媒し、そこか
らからラミナリテトラースを経てグルコー
スを生成した。これはアワビにおける新たな
β-グルカン分解機構の存在を示す重要な新
知見であった。 
 
(3)エゾアワビの前胃においてアルギン酸か
ら生じたα-ケト酸（5-keto-4-deoxy-uronic 
acid）は、肝膵臓組織中のα-ケト酸転換因子
により代謝される。そこで、このα-ケト酸転
換因子がどのようなものかを知るために、ア
ワビ肝膵臓ホモジェネートからこの因子を
部分精製した。さらに、この因子によってα
-ケト酸を分解した際に生じる分解産物の性
状を解析し、以下の知見を得た。①肝膵臓由
来のα -ケト酸転換因子は、選択分子量
14,000 の透析膜を通過する程度の大きさを
もつ熱や酸に安定な物質であった。②この因
子をα-ケト酸に作用させた際に生じる分解
産物は、HPLC, MS, および誘導体化法によ
り、ピルビン酸とグリセルジアルデヒドであ
ることが明らかになった。このことから、α
-ケト酸転換因子はアルドラーゼ様の活性を
もつ物質であると推定された。③アルギン酸
オリゴ糖を唯一の炭素源とする最小培地を
用いた培養試験により、エゾアワビ肝膵臓中
には不飽和 2糖を分解可能なある種の微生物
が存在し、その代謝作用により不飽和オリゴ
糖がα-ケト酸に代謝される可能性が考えら
れた。これら①～③の結果より、アワビの消
化液中で生じたアルギン酸オリゴ糖肝膵臓
に移行後、最終的に微生物作用によりα-ケト
酸に転換されると考えられた。 
 
(4) アワビの好適餌料である紅藻に含まれ
るβ-マンナンの分解に関連する酵素の性状
を解析した。アワビの消化液には、マンナン
を分解する酵素として-マンナナーゼ HdMan
が含まれていることを既に申請者らは明ら
かにした（J. Biotech., 2006. 著者ら）。た
だし、この酵素は海藻のマンナンを 2糖や 3
糖に分解するものの、単糖（マンノース）に
までは分解できなかった。一方、アワビの消
化液ではマンナンからマンノースが生じた。
従って、この消化液にはマンナンの単糖化に
関わる酵素が含まれると推定された。そこで、
マンノオリゴ糖を基質としてこれをマンノ
ースに変換する酵素の単離を試みた。その結
果、分子量約 11 万の酵素を単離することに
成功した。この酵素は、
p-nitrophenyl--D-mannopyranoside および
-マンノオリゴ糖を特異的に分解すること
から、-マンノシダーゼと同定された。この
ことから、アワビは海藻のマンナンを・-マ
ンナナーゼと・-マンノシダーゼによりマン

ノースに変換し、これを代謝利用していると
推定された。マンナナーゼとマンノシダーゼ
の協同作用によるマンノースの生成は、アメ
フラシにおいても確認でき、これら腹足類の
消化液中で生じたマンノースは、肝膵臓へ移
行後フルクトース-6-リン酸への異性化を経
て、解糖系で代謝されると推定された。 
 
(5) アワビと同様の酵素が他の腹足類にも
分布するかを調べるために、アメフラシ
Aplysia kurodai の消化液を材料として多糖
分解酵素の単離と性状解析を行った。それに
よれば、アメフラシからは、2 種類のエンド
型アルギン酸リアーゼ、2 種類のラミナリナ
ーゼ、1 種類のマンナナーゼおよびマンノシ
ダーゼが得られた。それらの性質はアワビの
ものとはやや異なっていた。特に、温度安定
性や酸性 pH での安定性が高く、それらはア
メフラシの生息温度が比較的高い（夏季には
30℃近くなる）ことや、消化液の pH が低い
（pH 5 以下）ことと関係していると考えられ
る。 
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