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研究成果の概要（和文）：われわれが富山湾から単離したSaccharophagus属の新種である（Myt-1株）は，褐藻 , 紅藻
，緑藻の3種類全ての藻体や，その成分であるセルロースやアルギン酸など10種類以上の多糖類を分解することができ
るスーパー分解菌で有ることが確認された。さらに，遺伝子とタンパク質の解析結果から，Myt-1株は93種類もの多糖
分解酵素遺伝子を持っていることが明らかになった。これらの結果から, Myt-1株とその産生酵素は, 様々な産業に応
用できることが期待される。

研究成果の概要（英文）：We have isolated a novel Saccharophagus species strain Myt-1 from Toyama bay. 
Myt-1 was capable of degrading 3 kinds of seaweeds thalli and 10 or more kinds of polysaccharides, such 
as cellulose and alginic acid. The analysis results with genes and proteins show that Myt-1 has 93 kinds 
of genes for degrading polysaccharides. It is expected that Myt-1 and its produced enzymes are applicable 
in a variety of industries.

研究分野： 環境生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
世界における海藻の年間の収穫量は, 天然

海藻が約 105 万 t, 養殖海藻が約 1,600 万 t
と 大 量 で あ り  (FAO yearbook 2008, 
http://www.fao.org/), 食品だけでなく, 機能
性素材, 医薬品, 化粧品, バイオマス燃料, 
養殖用餌料など様々な分野で利用されてい
る。しかし, そのような利用に至る過程で, 
色落ちした藻体, 藻体断片(端材), 根, 茎な
ど，廃棄される海藻残渣が多量に発生してい
る。その量は, 日本国内のワカメだけでも年
間20万 t以上になると試算されている (文献
1)。一方で, 海洋の富栄養化や海藻養殖域の
拡大によって, 沿岸域への漂着海藻やアオサ
などの異常発生も増え, それらが枯死・腐敗
し, 悪臭を発生させる問題も増加しつつある。
この様な廃棄海藻の処理に, 横浜市では, 年
間約 4,000 万円もの費用を費やしている (文
献 2)。現在, これらの廃棄海藻は，そのほと
んどが埋立・焼却処分されているため, その
減容（量）化や海洋バイオマスとしての再活
用化が期待されている。 

1988 年，米国でその発見・単離が報告さ
れた Saccharophagus degradans 2-40 株（文
献 3）は，アルギン酸, セルロース, 寒天，ラ
ミナリン, フコイダン, カラギーナンなど，
10 種類以上の多糖類を分解することができ
るスーパー分解菌（文献 4）として，海洋生
態系での重要性だけでなく産業への応用面
でも大きな関心が持たれ，以来 30 報を超え
る論文が発表されている。しかし，発見され
た地点だけでなく，世界中で新たな種や株の
探索が行われてきたが，この約 20 年間で発
見・単離されたという報告は無かった。 
 
２．研究の目的 
上述のように，1988 年に報告されて以来，

Saccharophagus 属の新たな種や株の発見に
関する報告は無かった。2009 年，我々は，
この Saccharophagus 属の新種を，海藻分解
菌として富山湾の海底堆積物から発見・単離
することに成功した（文献 5）。そこで，本申
請では，この新 Saccharophagus 属（Myt-1
株）を用いて，廃棄海藻を，減容化するとと
もに海洋バイオマスとして再活用化する方
法を開発することを研究の主目的とした。ま
た，Saccharophagus 属の富山湾における分
布調査などにも着手することにした。 
本申請では，まずは廃棄海藻の減容(量)化

と海洋バイオマスとしての再活用化を目指
して，Myt-1 株の各種海藻藻体に対する分解
能力を調べる（平成 25 年度）。つぎに，Myt-1
株が，海藻藻体そのものや海藻に含まれる各
種多糖類を分解する機構を解明することや，
Myt-1株が持つ多糖分解酵素遺伝子の検出を
行う（平成 25～27 年度）。また，海藻分解に
伴って産生される単糖やオリゴ糖の機能性
の検証（平成 25～27 年度）や，そのような
糖類からのバイオ燃料創出の可能性も探る
（ 平 成 26 ～ 27 年 度 ）。 さ ら に は ，

Saccharophagus 属の富山湾における分布調
査(平成 26～27 年度)や，海藻藻体の分解によ
って産生された単細胞体の養殖用餌料とし
ての有用性も検討する（平成 26～27 年度）。 
これまでにも，海藻が含有する多糖類や，

海藻藻体そのものを分解することができる
細菌を単離したとの報告があるが，いずれも
その数は少ない。また,褐藻, 紅藻，緑藻,の 3
種全ての海藻藻体を分解できる細菌の報告
例に至っては全く無い。そのような中, 我々
は, 採集した富山湾海底堆積物から 3 種すべ
ての海藻藻体を分解できる細菌 (Myt-1 株) 
の単離に成功した。したがって，この Myt-1
株を用いて本研究を推進すること自体が, 廃
棄海藻の減容化と再活用化において, 特色あ
る独創的な研究になると思われる。さらには，
Myt-1株が持つ各種多糖類の分解酵素やそれ
らの遺伝子を検出することによって，これま
でに無い新たな分解酵素や酵素遺伝子が見
出される可能性も高い。そして，Myt-1 株が
発現・分泌する酵素を用いた廃棄海藻の減容
(量)化や，その際に産生される糖類を活用し
た機能性物質・医薬品・バイオ燃料などの創
出に繋がることも容易に想定される。なお，
褐藻, 紅藻，緑藻の 3種類の海藻藻体には, 共
通する多糖類に加えて特有な有用多糖類（ラ
ミナラン，フコイダン，カラギーナンなど）
が含まれている。そのような多糖類は難分解
性のものが多く, そのままでは機能性素材や
医薬品などとしての活用には困難な面を持
っている。また, 海藻藻体や有用多糖類を，
機械, 高温, 薬品などの物理的・化学的処理
で分解することもできるが，そうすると，機
能性の低下や損失が生じる。そこで, 海藻藻
体やそれが含有する多糖類を, Myt-1 株が発
現・分泌する酵素を用いた，生理的条件下で
分解・小分子化することによって，機能性の
低下や損失を抑えた有用多糖類やオリゴ糖
類の産生を行うことが出来るものと思われ
る。 
 
３．研究の方法 
(1) Myt-1 株の，褐藻 (ワカメ, コンブ), 紅
藻 (マクサ)，緑藻 (アオサ)の 3種類の海藻
藻体に対する分解能を調べる。各種藻体断片
を入れた培養液にMyt-1株を植菌し，その後，
一定時間毎に培養液の一部を採取し，その粒
度分布や乾燥重量の変化から分解率や分解
速度を求める。また，分解に最適な培地，温
度，塩分濃度，pH などを調べる。 
(2) (1)の実験結果から得られた最適培養条
件下で，各種海藻藻体を基質として培養した
際に，細胞体内と培養液中に発現・分泌され
る多糖分解酵素を，SDS-PAGE とザイモグラム
によって解析する。今回の申請では，バイオ
燃料の創出に繋がる，セルラーゼ，アミラー
ゼ，アガラーゼ，アルギナーゼなどについて
調べる。 
(3) キチン，フコイダン，ラミナラン，カラ
ギーナンなど，機能性オリゴ糖の産生に繋が



る各種多糖の分解酵素を，Myt-1 株が発現・
分泌できるかどうかを調べる。各種多糖を基
質として入れた培養液に Myt-1 株を植菌し，
その後，一定時間毎に培養液の一部を採取し，
Somogyi-Nelson 法でその中の還元糖量を測
定し，各分解酵素の発現・分泌の有無を検証
する。 
(4) ショットガン・クローニング法や 
Primer Walking 法などで，各多糖分解酵素遺
伝子の検出・同定を行う。プラスミドベクタ
ーpUC118と大腸菌DH5αを用いたショットガ
ン・クローニング法と Primer Walking 法で
各種多糖類分解酵素遺伝子の検出・同定を行
い, BLAST検索によって酵素の新規性も探る。
この方法で, 既に，アルギナーゼ遺伝子を 2
種 (algMytA, algMytB) 同定することに成功
している。 
(5) 同定した遺伝子と発現用 pET ベクター, 
そして発現用大腸菌 BL21 を用いて形質転換
体を作製し，各酵素を大量発現させたものを, 
Ni-アフィニティカラムなどで精製する。 
(6) 得られた各酵素の至適温度や至適 pH, 
金属イオンやキレート剤の活性への影響，さ
らには各種藻類藻体や各種多糖に対する分
解活性を調べる。これらの結果を，既報の酵
素の活性や特性と比較し, Myt-1 株の酵素の
優位性を検証する。 
(7)得られた各酵素を用いて, 海藻藻体や多
糖類を分解させ, 薄層クロマトグラフィー
や液体クロマトグラフィーを用いて, 産生
されたオリゴ糖の解析を行う。 
(8) 各種海藻藻体や多糖の分解から産生さ
れた，各種オリゴ糖を含む溶液をメタボ発症
マウス（TSOD マウス）に投与し，糖尿病，高
脂血症，肝腎障害などの発症の抑制や軽減な
どの効果を観察する。 
(9) Sacchaophagus 属の分布域を調べるため
に, ワカメ藻体を含んだ人工海水 (ASW) 培
地による培養法と 16S rRNA 遺伝子を標的と
した PCR-DGGE（変性剤濃度勾配ゲル電気泳
動）法によって, 富山湾沿岸域の海水や海底
堆積物などの試料中から Saccharophagus 属
の検出・分離を試みる。 
(10) 次世代シークエンサーで Myt-1 株の全
ゲノム配列の解読とその解析を行う。これに
よって, 得られた配列を基にして, 既に同
定した遺伝子の再確認やまだ同定されてい
ない酵素の探索を行う。(次世代シークエン
サーによる解析とアノテーションなどの情
報解析は, 専門の業者に依頼する。) 
(11) セルロースやデンプンなどを分解して
産生したグルコースの利用を想定して，海産
の酵母を単離する。それら酵母を用いた発酵
で，産生されたアルコール量を定量する。現
在，既に 3株の海産酵母を富山湾から単離す
ることに成功しているが，さらなる単離も行
いたい。 
(12) 海藻藻体を分解して得られる海藻の単
細胞体を，ウニのプルテウス幼生に投与し，
餌料としての効果を検証する。 

 
４．研究成果 
セルロースやアルギン酸など 10 種類以上

の多糖類を分解することができるスーパー
分解菌 Saccharophagus degradans 2-40 株に
ついては，海洋生態系での機能だけでなく産
業への応用面でも大きな関心が持たれ，多数
の論文が発表されている。我々は，この
Saccharophagus属の 2番目となる新種を，海
藻分解菌として単離することに成功した。そ
こで，本研究では，この新 Saccharophagus
属（Myt-1 株）を用いて，廃棄海藻を減容化
するとともに，海洋バイオマスとして再活用
化する方法を開発することを研究の主目的
とした。 
まず，Myt-1 株の，褐藻 (ワカメ, コンブ), 

紅藻 (マクサ)，緑藻 (アオサ)の 3種類の海
藻藻体に対する分解能を調べた。その結果，
3 種類全てを分解することができたが，中で
も褐藻に対する分解活性が最も高いことが
再確認された。そして，各種海藻藻体を基質
として培養した際に発現・分泌される多糖分
解酵素を，SDS-PAGE とザイモグラムによって
解析した結果，セルラーゼ，アガラーゼ，ア
ルギナーゼなどが各々複数発現することが
見出された。さらに，基質とする藻種によっ
て，発現強度や発現数が異なる傾向も見られ
た。また，キチン，フコイダン，ラミナラン，
カラギーナンなど，機能性オリゴ糖の産生に
繋がる各種多糖を基質として培養すると，各
種多糖に応じた分解酵素が発現・分泌される
ことを示唆する結果も得られた。 
プラスミドベクターpUC118と大腸菌DH5α

を用いたショットガン・クローニング法と
Primer Walking法で各種多糖分解酵素遺伝子
の検出・同定を行った結果，アルギナーゼ遺
伝子 algMytCとセルラーゼ遺伝子 celMytBを
同定することができた。そこで，同定した遺
伝子と発現用pETベクター, そして発現用大
腸菌 BL21 を用いて形質転換体を作製し，各
酵素を大量発現させたものを Ni-アフィニテ
ィカラムなどで精製し，各酵素の至適温度や
至適 pH などを調べた。これら同定した
algMytC と celMytB について, その発現産物
のさらなるキャラクタリゼーションを行っ
た。その結果,産物 AlgMytC は，至適 pHが 9.0
と非常に高く, 至適温度も 40℃と高温で，
様々な界面活性剤に対して高い安定性を示
した。また, TLC で解析した結果, AlgMytC
はアルギン酸を単糖, 二糖, 三糖に分解す
ることが明らかとなった。一方,産物 
CelMytB は, 至適 pH は 7.5 で，至適温度が
55℃と高く, 様々な界面活性剤に対して高
い耐性を示した。また, TLC の分析結果より, 
セルロースをグルコースとセロビオースに
まで分解することが判った。 
次世代シークエンサーMiseq による解析か

ら, Myt-1 株はそのゲノム DNA 中に，93 種類
もの多糖分解酵素遺伝子を持っていること
が示唆された。そして, その内のアルギン酸



リアーゼ (algMytD ) の，大量発現系の構築
と精製で得られた産物（AlgMytD）を分析し
た結果, これまでに4報しか報告例がないPL 
(Polysaccharide Lyase) family17 に属し, 
至適温度が 55℃と高い酵素であることが判
った。同様に，これまでの報告例が 4報と少
ない(Polysaccharide Lyase) family18 に属
しているアルギン酸リアーゼ (algMytE ) に
ついても, 大腸菌 BL21 による大量発現系を
構築し, その発現産物 (AlgMytE) の特性を
解析した。その結果, 至適温度と至適 pH は
それぞれ 45℃と 8.0 だった。また, 30℃で
90分間インキュベートしても40%以上の活性
を保持していたことから, 既報の PL 
family18 のアルギン酸リアーゼよりも熱安
定性が高いことが示唆された。さらに，2 価
の金属イオンやキレート剤, 変性剤など, 
様々な化学物質に対しても高い耐性を示し
た。 
一方, 海洋における炭素循環に大変重要

な役割を担っていると考えられている海
藻・多糖類分解菌の分布域を, ワカメ藻体を
含んだ人工海水培地による培養法と16S rDNA
を標的とした PCR-DGGE 法を用いて調べた。
その結果, 培養法で, Tenacibaculum sp., 
Saccharophagus sp., Pseudoalteromonas sp., 
Microbulbifer sp., Vibrio sp., 
Gilvimarinus sp., Photobacterium sp. の
７属に分類される海藻・多糖分解菌が検出さ
れた。また, DGGE では, 培養法では検出され
な か っ た Zobellia galactanivorans や
Winogradskyella sp. などの海藻・多糖分解
菌も検出された。そして, このように検出さ
れた分解菌の菌種の分布が緩やかに季節変
動していることも推察された。 
なお, Myt-1 株によるワカメ藻体の分解産

物が抗酸化能を有するかどうかを, DPPHラジ
カル消去活性によって検証したところ, 培
養 2 日目の試料で約 40%のラジカル消去活性
が示され， ワカメ分解産物の機能性素材と
しての利用に期待が持たれた。 
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