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研究成果の概要（和文）：L-ラムノースを出発源とし生物変換法、酵素反応法、水素添加法を

組み合わせた大量生産法を確立し、6-デオキシ-D-プシコースの収率が従来の 4.0％から

6.6％に向上した。それから 6-デオキシ-D-アロースの生産について、多数ある異性化酵素の

うちで最も効率の高い酵素を選択し、両者の大量生産の条件を確立した。さらに各種イソメラ

ーゼによる 6-デオキシ-アルドヘキソースへの反応性を網羅的に調べた。また、デオキシ希少

糖の生産に有力な酵素を生産する微生物を 2種類スクリーニングし、それらの基礎的な性質を

確認した。 

 
研究成果の概要（英文）： 6-Deoxy-D-psicose productivity was raised yield to 6.6% from 4.0% 
through the improvement in this study. The optimum L-rhamnose isomerase among a plenty 
of them was selected to produce from 6-deoxy-D-psicose to 6-Deoxy -D-allose. These results 
suggested that mass-production step of both rare deoxy sugars was established. 
Furthermore, the various isomerases reactivity for 6-deoxy-ketohexoses was overall 
investigated. For production of other deoxy sugars, two useful microbes was screened and 
then some enzymes relating rare sugars production was revealed basic properties.   
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１．研究開始当初の背景 

希少糖は天然に存在量が少ない単糖、及び

その誘導体と定義されている。単糖には多く

の異性体が存在し、全 57 種類である。しか

し普遍的に存在する単糖は D-グルコースや

D-フルクトースなど 7 種類のみであり、残り

の単糖は天然にはほとんど存在しないので

希少糖である。 

酵素反応法を中心とする希少糖生産戦略

図、イズモリングが構築され、全単糖の生産
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法が確立されている。これまでに D-プシコー

スや D-アロースは、ｋｇレベルでの生産が可

能となっている。これにより、希少糖の応用

面に関する研究が様々な分野で飛躍的に進

み、両者が生理活性作用を示すことが報告さ

れ、D-プシコースや D-アロースは特定保健用

食品や医薬品への応用開発が進んでいる。 

さらにイズモリングに基づき、1 位または

6 位がデオキシ化された六炭糖（デオキシ希

少糖）の合成法を考案した。デオキシ希少糖

と希少糖との性質・性能を比較することで、

①作用機作解明への手がかりを得、②新たな

生理活性作用を発見し③食品・農薬・医薬品

等の原材料として応用させることを目的と

し現在研究を展開している。D-グルコースの

２デオキシ体(2-デオキシ-D-グルコース）は

強い細胞増殖抑制活性などを持つことが知

られており、前述の D-アロースや D-プシコ

ースが生理活性作用を有することから、これ

ら２糖のデオキシ体をはじめ全デオキシ希

少糖の生産が強く望まれている。 

これまでにケトヘキソース、ヘキシトール

の 1位または 6位がデオキシ体として計４８

種類の生産法を確立したが、16種類のアルド

ヘキソースのうち天然に存在する L-ラムノ

ース、L-フコース以外の 14 種については未

着手であり、全 6-デオキシ-アルドヘキソー

ス、特に 6-デオキシ-D-アロースの生産法の

確立が期待されている。 

 

２．研究の目的 

 1 位、または 6位がデオキシ化された六炭糖

（デオキシ希少糖と称する。なお以下化合物

名のデオキシはｄと省略する）は全部で６４

種類存在し、本研究では最初に 6-d-D-プシコ

ース、および 6-d-D-アロースについて微生物

変換法、酵素反応法、水素添加法を組み合わ

せた大量生産法を確立する。そして発展的に

全デオキシ希少糖の大量生産化を目指すた

めのデータを集積する。合成の出発原料は天

然に豊富な L-ラムノースを使用し、安価かつ

安全な手法の達成を目指した。また全デオキ

シアルドソースの反応性試験と酵素の基質

特異性を解明することを目指した。 

 

３．研究の方法 

（１）6-d-D-プシコースおよび 6-d-D-アロ
ースの生産 
デオキシイズモリングの中核をなす L-ラ

ムノースから 6-d-D-プシコースまでの反応
経路を見直し収率・収量を向上させるために、
水素添加法、微生物酸化、異性化の３工程を
改良した。最終的に 6-d-D-アロースの 100ｇ

程度の生産規模の向けた条件を検討した。 
 

 （２）各種イソメラーゼによる 6-d-アルド
ヘキソースの反応性 
6-d-ケトヘキソースを基質とし、14 種の

6-d-アルドヘキソースへの酵素反応を個々
に実施した。イズモリングを構成する取得済
の 5 種類のイソメラーゼ(L-ラムノースイソ
メラーゼ、L-リボースイソメラーゼ、D-アラ
ビノースイソメラーゼ、L-アラビノースイソ
メラーゼ、D-キシロースイソメラーゼ)を用
い、これまでの知見を基にした条件で反応試
験を実施した。 
 

 （３）希少糖生産酵素のスクリーニング 
当初計画にはなかったが、新たに有用な希

少糖生産酵素を取得するため L-ラムノース
等を培養炭素源としてスクリーニングを実
施した。 
 
４．研究成果 
（１）6-d-D-プシコースおよび 6-d-D-アロー
スの生産 
デオキシイズモリングの中核をなす L-ラム
ノースから 6-d-D-プシコースまでの五段階
の反応経路を見直し収率・収量を向上させる
ことを目標とした。 
① L-ラムノースの水素添加  

水素添加装置の水素充填圧、撹拌速度、およ
び糖濃度について検討した結果、糖濃度 10%，
水素圧 1.0MPa の条件で、5%濃度の L-ラムノ
ースが 48 時間、10%濃度の L-ラムノースが
72 時間後に L-ラムニトールに 100%転換され
た。水素圧の法的上限が 1.0MPa であること
から、これ以上の効率化はできないことがわ
かった。 
② 微生物酸化（１回目）  
Enterobacter aerogenes IK7 株の休止菌体

で酸化反応を実施した。培養条件は TSB＋
1%D-マンニトール培地による培養菌体の活
性が最も高く、菌体濃度 30、撹拌速度につい
ては 300mL 容三角フラスコに 30mL が最適で
あり、基質 5％で 48時間後に 90％、基質 10％
で 48時間後に 87％まで 1-d-L-フルクトース
に変換された。従って、収率を考慮すると 5％
が最適だと判断した。分離後の 1-d-L-フルク
トースの収率は 85％であった。その他にもジ
ャケット式カラムでのバイオリアクター、ジ
ャーファーメンターを使った酸化反応を試
みたが、良い結果は得られなかった。今後の
検討課題の１つである。 
③ エピ化反応   
固定化 D-タガトース 3-エピメラーゼによ

り 1-d-L-フルクトースの 3位のエピ化効率の
向上を図った。平衡比率は基質濃度 1%のとき
に 25％が 1-d-L-プシコースへと変換された。
基質濃度を増加したところ、濃度 10％のとき



でも反応したが、濃度 5%の条件が単位時間あ
たりの生産量が多い結果であった。しかしな
がら、このときの変換率は 7 日間の反応でも
10%であった。従って、収率を考慮すると濃
度１％で１日間の反応をバッチ式で実施す
ることが最良であると判断した。分離後の
1-d-L-プシコースの収率は 20％であった。 
④1-d-L-プシコースの素添加反応 
1-d-L-プシコース（濃度 10%）を①と同法

にて 12 時間水素添加し、1-d-L-アリトール
および 1-d-L-アルトリトールを 50％ずつ得
た。 
⑤微生物酸化（２回目） 
1-d-L-アリトールおよび 1-d-L-アルトリ

トールを Enterobacter aerogenes IK7 によ
り酸化させ、6-d-D-プシコースおよび 6-d-L-
タガトースを 50：50 の比で得、収率はそれ
ぞれ 85％であった。 
以上のことから L-ラムノースからの

6-d-D-プシコースの収率は 6.3%であり、目標
とした 10%に及ばなかった。今後は酸化反応
とエピ化反応のリサイクルによる一層の収
率改善が必要である。 
⑥6-d-D-アロースの生産 
6-デオキシ -D-プシコースを基質に

Pseudomonas stuzeri LL172 株、 Bacillus 
pallidus Y25株及び Enterobacter aerogenes 
IK7株由来の L-ラムノースイソメラーゼを用
いて固定化酵素による反応を行い、6-デオキ
シ-D-アロースが生産されることを確認した。
最 も 効 率 的 で あ っ た の は Pseudomonas 
stuzeri LL172 株由来の酵素であった。その
ときの平衡比は 67：33 で、大量生産の目処
がたった。 

 
（２）各種イソメラーゼによる 6-d-アルド

ヘキソースの反応性 
デオキシ希少糖の原料以外の糖 13 種のう

ち 10 種について各種イソメラーゼの反応性
について調べ、下記にまとめた。これらの成

果は、各種イソメラーゼの基質特異性をさら
に明らかにすることで、酵素と基質の構造の
相関を明確になった。さらに今後の大量生産
方確立への基礎的データが得られた。また、
残り 3種については引き続き検討する必要が
あるが、本課題で得られた知見から、いずれ
かのイソメラーゼで反応が可能であると強
く示唆された。 
 

（３）希少糖生産酵素のスクリーニング 
新たにデオキシ希少糖を用いて希少糖生

産酵素を有する微生物をスクリーニングし
た結果、有望な 2株を得た。１つは根粒菌に
属し、ケトースの 3 位をエピ化する酵素、す
なわち当研究室が保有する D-タガトース 3-
エピメラーゼ類似酵素であった。もう１つは、
Bacillus 属であり、イズモリングを構成す
る酵素群とは異なる異性化酵素を見出した。
今後の研究の展開により新たな希少糖生産
経路の構築が可能であることが示唆された。 
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