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研究成果の概要（和文）： 

 デンプンおよびカードランなどのグルカン類を TEMPO 触媒酸化することによって得られ

るグルクロナン（ポリグルクロン酸）と，これに作用する加水分解酵素とを組み合わせること

によって，有用物質であるグルクロン酸を効率的に生産する新規プロセスを構築することを目

的として検討した．酸化カードラン（カーデュロン酸）分解菌として Paenibacillus sp. EH621

株の単離・同定に成功した．本菌からはカーデュロン酸に特異的に作用し，グルクロン酸を生

成する加水分解酵素が得られた． 

 

研究成果の概要（英文）： 
  A novel system for the production of glucuronic acid by using the combination of 
TEMPO-mediated oxidation of glucans, such as starch and curdlan, and glucuronan 
degrading enzymes was investigated. A bacterial strain, having the ability to degrade 
(1→3)--polyglucuronate was isolated from soil, and identified as Paenibacillus sp. 
Hydrolytic enzyme activity, which was highly specific to (1→3)- -polyglucuronate, was 
detected in the cell-free extract. 
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１．研究開始当初の背景 

 セルロースやデンプンなどのグルカン類
に，TEMPO（2,2,6,6-tetramethyl- 

piperidine-1-oxyl radical）触媒酸化を適用す
ると，グルコース残基の第一級水酸基
（ -CH2OH）が選択的にカルボキシル基
（-COO-）に変換され，酸性多糖類であるグ
ルクロナン（ポリグルクロン酸）が得られる．
すなわち，セルロースはセロウロン酸（-1,4-

グルクロナン）に，デンプンはアミロウロン
酸（-1,4-グルクロナン）に，そしてカード
ラン（-1,3-グルカン）は酸化カードラン
（-1,3-グルクロナン）にそれぞれほぼ 100％
の収率で変換される． 

 これまでの研究では，セロウロン酸やアミ
ロウロン酸の生分解機構を明らかにしてき
た．はじめに，セロウロン酸が良好な生分解
性を有しており，自然界にはセロウロン酸分
解能力を持つ微生物が豊富に存在すること
を明らかにし（Kato, Habu 他; Cellulose, 9, 

75-81 (2002)），約 20 種のセロウロン酸分解
菌を単離した．得られた分解菌の一つである
Brevundimonas 属細菌 SH203 株について
詳しく調べたところ，セロウロン酸分解に関
与している酵素は，β-脱離型反応によってグ
リコシド結合を切断するリアーゼであるこ
とが判明した（Konno, Habu 他; 

Carbohydrate Polymers, 64, 589-596 (2006)，
Konno, Habu 他; Cellulose, 15, 453‒ 463 

(2008)）．また，糸状菌 Trichoderma reesei も
セロウロン酸リアーゼを産生していること
を示し，その酵素性状および結晶構造を明ら
かにした（Konno, Habu 他; Applied and 
Environmental Microbiology, 75(1), 

101-107 (2009)，Konno, Habu 他 ; FEBS 
Letters, 583(8), 1323‒ 1326 (2009)）． 

一方，-1,4 結合を有するアミロウロン酸
について検討したところ，上記のセロウロン
酸分解菌はアミロウロン酸を分解すること
ができなかったため，新たにアミロウロン酸
分解菌のスクリーニングを実施した．その結
果，栃木県内の土壌から Paenibacillus sp. 

TH501b 株の単離・同定に成功した．さらに，
本菌株によるアミロウロン酸の分解に関与
している酵素は，リアーゼではなく-1,4-グ
ルクロニダーゼであることを明らかにした
（ Iihashi, Habu 他 ; Carbohydrate 
Polymers, 77, 59‒ 64 (2009)）．アミロウロン
酸にこの酵素を作用させると，アミロウロン
酸分子鎖の末端からエクソ型に加水分解反
応が進行して，モノマー成分であるグルクロ
ン酸を生成した．このことから，本酵素はグ
ルクロン酸の生産に有効であることを示し
た（羽生他；特許公開 2009-165415）．しか
しながら，本酵素によるアミロウロン酸から
グルクロン酸への変換収率は，実用レベルか
ら見ると必ずしも充分であるとは云えなか

った．そこで，グルクロナン分解菌のスクリ
ーニングを改めて実施し，より強力な加水分
解酵素を新たに見出し，グルクロン酸への変
換収率を改善・向上させることができれば，
新規なグルクロン酸生産プロセスの構築に
つながると考え，本研究を着想するに至った. 

 

２．研究の目的 

 有用物質であるグルクロン酸を効率的に
生産するために，以下の 2 段階から成る新規
生産プロセスを構築することを目的とした．
すなわち，❶セルロースやデンプンなどの天
然グルカン類を TEMPO 触媒酸化すること
によってそれぞれのグルクロナンに変換し，
❷これに分解菌の産生する加水分解酵素（グ
ルクロニダーゼおよびグルクロナーゼ）を作
用させることによってグルクロン酸を効率
的に生成する（図 1）．本報告では，❷につい
て，特にカードラン（-1,3-グルカン）の
TEMPO酸化反応によって得られる酸化カー
ドラン（カーデュロン酸，-1,3-グルクロナ
ン）を基質として分解菌のスクリーニングを
実施し，グルクロン酸生産に適した酵素を獲
得することを目的とした検討について報告
する． 

 

図 1 新しいグルクロン酸生産プロセス 

 

 

３．研究の方法 

（1）カーデュロン酸分解菌の単離および同
定 

本研究に用いた菌の培養には，カーデュロ
ン酸を炭素源とする液体培地（0.82 g/L 

(NH4)2SO4, 1.6 g/L K2HPO4, 0.4 g/L 

KH2PO4, 0.2 g/L MgSO4•7H2O, 0.025 g/L 

CaCl2•2H2O, 0.0023 g/L FeCl3•6H2O, 0.1 

g/L yeast extract and 5.0 g/L カーデュロン
酸, pH 7.0）および LB培地（10 g/L tryptone, 

5.0 g/L yeast extract および 5.0 g/L NaCl, 

pH 7.0）を用いた．培養は，好気的条件・30℃
で振とう培養（120 rpm）で行った．寒天培
地の場合は，20 g/L の寒天をそれぞれに加え
た． 

栃木県および静岡県の各地から，土壌サン



プルを採取し，微生物の供給源とした．各土
壌サンプル（1 g）を蒸留水に懸濁させた後，
上澄み 0.5 mL をカーデュロン酸液体培地
（10 mL，試験管中）に加えた．植菌した試
験管は振とう培養し（30℃，120 rpm），集
積培養を行った．得られた培養液をカーデュ
ロン酸寒天培地に塗布し，3 日間培養した．
その中でコロニー生成能の高かった菌株を 4

株単離した． 

これらの単離株をカーデュロン酸液体培
地で所定時間培養し，菌体培養液を遠心分離
して得られた上澄みの全炭素量（TC）を測定
（TOC-VCSN，Shimadzu Co., Japan）した． 
TC の減少が最も顕著であった菌株である
EH621 の 16S rRNA をコードする遺伝子の
塩基配列を調べ，DDBJ/GeneBank/EMBL

データベースに登録した (Accession No. 

AB765931)．また，配列の相同性を，BLAST

を用いて，DNA データベース中の配列と比
較することで菌の同定を行った．その結果，
EH621株は Paenibacillus sp.と同定された． 
 

（2）粗酵素液の調製 

LB 培地で前培養した菌体を 100 mL のカ
ーデュロン酸液体培地で培養し，10 mLずつ
毎日サンプリングした．菌体は 50 mM リン
酸ナトリウム緩衝液（pH 7.0）で 3回洗浄し
た後，3 mLの 50 mM リン酸ナトリウム緩
衝液（pH 7.0）に懸濁させた．これを 20 kHz 

で 5分間，氷冷しながら超音波破砕（UD-201 

Ultra Sonic Disruptor，Tomy Seiko Co., 

Japan）し，遠心分離によって得られた無細
胞抽出液を菌体内粗酵素とした． 

 

（3）酵素活性測定 

酵素活性の測定は，グリコシド結合の切断
で 増 加 す る 糖 の 還 元 末 端 量 を
Somogyi-Nelson 法で定量することによって
行った．酵素活性 1 Uは 1分間にグルクロン
酸ナトリウム 1 μg に相当する還元末端基量
の増加を触媒する酵素量と定義した． 

 

（4）酵素反応生成物の分析 

2％（w/v）カーデュロン酸 1.5 mLおよび
酵素 1.5 ｍL（15 U 分）をインキュベート
（26℃，100 rpm）してカーデュロン酸分解
反応を行った．反応液を経時的にサンプリン
グし，ただちに-25℃で凍結させて反応を停止
した． 

得られた酵素反応生成物を分析するため
に，薄層クロマトグラフィー（TLC）を行っ
た．酵素反応液 10 μL（反応開始時のカーデ
ュロン酸 100 μg 相当）を Silicagel 60F254

（Merck Co., Germany）にスポットした．
モノマー標品としてグルクロン酸 50 ngも同
時にスポットした．展開溶媒として１-ブタノ
ール：酢酸：蒸留水＝3：2：2 を用いた．展

開後のプレートは 10％硫酸を含むエタノー
ルに浸し，130℃で加熱して反応生成物を発
色させた． 

酵素反応生成物の分子量分布を確認する
ために，サイズ排除クロマトグラフィー
（SEC）測定を行った．カラムは Shodex  
SB-802.5 HQ（8 mm × 30 cm）を用いた．
0.1 Mの塩化ナトリウム水溶液を溶離液とし，
0.1%濃度になるように，凍結サンプルを溶解
した．溶出パターンは，屈折率（RI）検出器
によって検出した． 

 

４．研究成果 

（1）カーデュロン酸分解菌の単離および同
定 

先行研究において，セロウロン酸やアミロ
ウロン酸といったポリグルクロン酸を分解
できる菌株が単離・同定されている．しかし
ながら，これらの菌はカーデュロン酸を栄養
源として生育出来ないことが分かった．そこ
で，様々な場所の土壌サンプルを採取し，カ
ーデュロン酸を分解できる菌を新たにスク
リーニングし，単離した．その中でもカーデ
ュロン酸寒天培地上にコロニー生成能の高
い菌株を選抜し，EH602a，EH602b，EH621

および EH622 と命名した．これら 4 株をカ
ーデュロン酸液体培地で 3日間培養し，培養
液中の全炭素量（TC）の経時変化を確認した．
その結果，菌株によって減少の程度やパター
ンに差異は認められるものの，全ての菌株で
培養液中の TC 減少がはっきりと確認できた．
これらの結果から，カーデュロン酸を炭素源
として生育できる微生物が自然界に比較的
豊富に存在することが示された．カーデュロ
ン酸は TEMPO 触媒酸化によってカードラ
ンから人工的に調製された物質であるにも
かかわらず，生分解性を有する材料であるこ
とが明らかとなった．EH621 株は，比較し
た 4株のうち，培養中の TC減少速度が最も
大きかったため，カーデュロン酸分解能が最
も優れた菌株であると考え，以後この菌株を
用いて検討を進めた． 

 

（2）Paenibacillus sp. EH621 株のカーデュ
ロン酸分解酵素 

 様々な条件（培養培地組成，培養時間，培
養 pH）を変えて Paenibacillus sp. EH621

株を培養し，粗酵素を調製した．最適な培養
pHは 7.6であった．また，前培養には LB培
地を用いることで，十分に菌体量を増やすこ
とが出来た．LB 培地で 1 日前培養した後，
菌体細胞を遠心分離によって集め，カーデュ
ロン酸液体培地に植菌して 1～4 日培養し，
得られた菌体から調製した粗酵素の酵素活
性を測定したところ，培養 3日目の菌体から
最も高い酵素活性が得られた． 

 粗酵素中のヒドロラーゼ活性の基質特異



性を調べた結果，-1,4-ポリグルクロン酸（ア
ミロウロン酸），-1,4-ポリグルクロン酸（セ
ロウロン酸），アルギン酸，ヒアルロン酸，
デンプンおよびカードランに対しては全く
活性がなく，ペクチンに対してわずかな活性
（カーデュロン酸に対して約 8％）が認めら
れただけで，本酵素がカーデュロン酸に対し
て非常に基質特異性の高いことが明らかと
なった． 

 

（3）粗酵素による分解反応生成物の分析  

カーデュロン酸を粗酵素と共にインキュ
ベートし，得られた分解反応生成物を TLC

および SEC を用いて分析した．図 2 に酵素
分解物の TLC のパターンを示す．酵素によ
る分解反応時間が長くなるのにしたがって，
カーデュロン酸の構成モノマーであるグル
クロン酸やそのダイマー，オリゴマーが生成
していることが分かる．培養時間の増加に伴
って，反応中に生成するグルクロン酸の量が
増加していることも確認された． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 ヒドロラーゼによるカーデュロン酸分
解反応生成物の経時変化（TLC） 

 

酵素分解反応物を SEC 分析に供したとこ
ろ，オリジナルのカーデュロン酸のピークは，
酵素処理時間が長くなるのに伴って経時的
に低分子側にシフトすることが認められた．
また，グルクロン酸由来と思われるモノマー
のピーク面積が増大していった．さらに，カ
ーデュロン酸分解の中間生成物（オリゴマー
や大マーなど）の存在も確認された． 

これらの結果から， Paenibacillus sp. 

EH621 株はエンド型にカーデュロン酸を分
解する加水分解酵素を生産することが明ら
かとなった．カーデュロン酸の酵素分解物中
には，主として，構成モノマーであるグルク
ロン酸が得られた．さらに，比較的初期の処
理時間からモノマーであるグルクロン酸の
生成が確認できたことから，粗酵素液中には，

エクソ型酵素の存在している可能性も示唆
された．これらのエンドおよびエクソ型の加
水分解酵素が協奏的に働くことによって，カ
ーデュロン酸が効率的に分解されてグルク
ロン酸が生成していると考えられる． 

本菌株が産生する加水分解酵素の生産条
件や反応条件をより詳細に最適化すること
によって，TEMPO 酸化多糖類からのグルク
ロン酸生産の新規プロセスへの適用が可能
になるものと期待された．  
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