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研究成果の概要（和文）：古典的な2-ケトグルコン酸、5-ケトグルコン酸、2,５－ジケトグルコン酸、L－ソル
ボースが酢酸菌の酸化発酵生産物の例であった。アルゼンチンでGluconacetobacter liquefaciens RCTMR株を単
離したのが端緒となって、4-ケトアラボン酸、2-デオキ-4-ケトリボン酸や、4-ケトリボン酸などが誰も知らな
かった酸化発酵産物であることを指摘した。その全貌を明らかにするために、5-ケトフルクトースや5-ケトプシ
コースの生産を実証した。また、地球規模な産業廃棄物となったグリセリンから、ヒドロキシピルビン酸やヒド
ロキシマロン酸などの分子内ケトンをもつ酸化糖の製造について検討した。

研究成果の概要（英文）：A novel oxidation of pentonates to 4-keto- pentonates was analyzed with 
Gluconobacter thailandicus NBRC 3258. Pentonate 4-dehydrogenase activity in the membrane fraction 
was readily inactivated by EDTA and it was reactivated by the addition of PQQ and Ca2+. The enzyme 
oxidized pentonates to 4-keto-pentonates at the optimum pH of 4.0. In addition, the enzyme oxidized 
fructose to 5-keto- fructose, psicose to 5-keto-psicose, including the other polyols such as, 
glycerol, ribitol, arabitol, and sorbitol. Thus, pentonate 4-dehydrogenase was found to be identical
 with glycerol dehydrogenase (GLDH). The reaction versatility of quinoprotein GLDH was notified in 
this study.　Oxidative fermentation of hydroxypyruvate　was examined and two oxidizing systems have 
been indicated:　System 1: Glycerol - Dihydroxyacetone  - Hydroxypyruvic aldehyde  - Hydroxypyruvic 
acid.　System 2: Glycerol - Glyceric acid - Hydroxymalonaldehyde  -　Hydroxymalonic acid

研究分野：応用微生物学

キーワード： 酸化発酵　酢酸菌　分子内ケトンをもつ酸化糖　5-ケトプシコース　4-ケトペント酸　Ga. liquefacien
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 研究代表者による分子内ケトンをもつ新
規な酸化糖の酢酸菌による酸化発酵の研究
は、2010 年に学振の特定国派遣研究者計画
に採択され、アルゼンチンへ派遣された機会
に Gluconacetobacter liquefaciens RCTMR
株を単離したのが端緒となった。それまでは
古典的な 2-ケトグルコン酸、5-ケトグルコン
酸、2,５−ジケトグルコン酸、L−ソルボース
などが酢酸菌の酸化発酵生産物の例であっ
た。また、過去 50年にわたって 2,５−ジケト
グルコン酸がグルコース酸化系の最終産物
とする認識が定着していて、2,５−ジケトグル 
コン酸以降の代謝系に関する研究や報告は
見られていなかった。 
 以来、4-ケトアラボン酸、2-デオキ-4-ケト
リボン酸や、4-ケトリボン酸などが誰も知ら
なかった酸化発酵産物であることを報告し
た。その基盤の全貌を明らかにするために、
本研究では 5-ケトフルクトースや 5-ケトプ
シコースなどを実証した。本研究の対象とな
る酵素及び酵素反応を図１に示した。 
 
 
 
 

 
 
 
図１. 本研究の対象となる膜酵素 
これまで確認されている膜酵素と区別する
ために、赤、青、緑色で識別した。 
 
 酢酸菌にはグリセリンからジヒドロキシ
アセトン(DHA)またはグリセリン酸(GYA)を
酸化生成物として、細胞外に蓄積する二つの
酸化発酵経路が知られている。それらは酢酸
発酵、グルコン酸発酵や、ソルボース発酵と
ともに、酸化発酵の典型例として知られてい
て、古くから産業や人々の生活に利用されて
きた。しかし、グリセリンの酸化系に関する
従来の研究において、DHAや GYA以降の酸
化やそれらの反応を触媒する酵素について
の情報は乏しく、詳細な検討は行われていな
い。近年、パームオイルなど植物油を原料に
したバイオディーゼル燃料の製造が盛んに
なってきた。植物由来の地球・環境に優しい
燃料と称され、石油代替燃料として、大規模
工場が各地に稼働している。その結果、副産
物として発生する大量の廃グリセリンが新
たに地球規模で未利用産業廃棄物となりつ
つある。この難題解決の一助とするために、
酢酸菌細胞膜のグリセリン酸化系について
検討した。 

２．研究の目的 
 酢酸菌の酸化発酵において、未だ知られて
いない酸化糖、特に分子内にケトンをもつも
のについては、ケトグルコン酸、L-ソルボー
スなどが知られていたが、体系的な理解に到
っていなかった。研究代表者は 2010年以来、
4-ケトアラボン酸、4-ケトリボン酸、2-デオ
キシ-4-ケトペント酸などが新規な分子内ケ
トンをもつ酸化糖であることを、その生成機
構を含めて提唱してきた。本研究では、この
着想を一層発展させるために、系統的な研究
を行った。また、新規な分子内ケトンをもつ
酸化糖の用途にも考察を試みた。 
 一方、新たな地球規模な産業廃棄物となっ
てきた廃グリセリンから有用物質の製造・開
発について、その製造方法が確立されていな
い分子内ケトンをもつ酸化糖の一つ、ヒドロ
キシピルビン酸(HPY)を酢酸菌の酸化力によ
って製造する方法を検討した。 
 
３．研究の方法 
（1）研究に使用した酢酸菌  
 糖質酸化力が強いことで知られている酢
酸菌のうち、Gluconobacter oxydans、
Gluconacetobacter liquefaciens NBRC株、お
よび研究代表者が 2010年にアルゼンチンで
単離した Gluconacetobacter liquefaciens 
RCTMR株などを主として使用した。種々な
糖質を含む培地での培養から生成される分
子内ケトンをもつ物質の検出には,簡便な薄
層クロマトを用いて、triphenyltetrazolium 
chloride (TTC)に感応する物質を優先的に選
択した。 
（2）培養条件と酵素活性測定法  
 使用した酢酸菌は、グリセリンと酵母エキ
スからなる簡単な培地での生育から開始し
た。糖質を酸化する酵素活性についての検討
では、細胞膜や精製酵素を使用した。酵素活
性測定には K-フェリシアニドまたは、フェナ
ジンメトスルフェート-2,6-ジクロロフェノ
ールインドフェノールを電子受容体として
用いる方法で行った。凍結乾燥した細胞膜画
分とアラボン酸、リボン酸を反応させて、酸
化生成物の確認から開始した。標的酵素のア
ポ化は 20 mM EDTAで細胞膜を洗浄する方
法で行った。後述の果糖及びプシコースから
の酸化生成物の確認にもほぼ同様の方法で
行った。研究に使用したペント酸は市販品の
入手が困難で、アラボン酸はアラビノースの
１位をヨウ素酸化して調製した。リボン酸は
市販のリボノラクトンを化学的に開環して
調製した。 
（3）反応生成物の分離・検出法 
 分子内ケトンをもつ酸化糖の分離・精製は
Dowex 1 x 4を用いたカラムクロマトによっ
て行った。イオン交換樹脂は酢酸型に活性化
して、試料吸着後は HClや NaCl濃度の違い
から溶出を行った。さらに、対象物の pKaよ
りも低い pHの緩衝液で選択的に溶出を行っ
た。 
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（4）固定化酢酸菌触媒の調製 
 凍結乾燥した酢酸菌細胞を Ca-アルギン酸
でビーズ状に固定化し、これをさらに室温で
乾燥したものを触媒として使用した（図 2）。 

 
図 2. 酢酸菌を Ca-アルギン酸で固定化した
のち乾燥して得られた固定化酢酸菌触媒。左:
乾燥前. 右: 乾燥後 
  
４．研究結果 
（１） ペント酸の酸化と酸化生成物の 
同定及び酵素反応への EDTAの効果  
 細胞膜画分とペント酸との反応液は TTC
に陽性反応を示した。これは分子内ケトンを
もつ反応生成物の形成を示している。その細
胞膜をEDTA処理したものはペント酸酸化力
が著しく低下した。酵素活性が低下した細胞
膜画分に Caを 5 mM、PQQを 5 M添加す
ることで、酵素活性は元の状態へ復帰した。
これらの結果から、ペント酸の酸化には PQQ
酵素が触媒していると判定した。詳細は 2017
年刊行の研究論文に表示した。 
 (2) 酢酸菌による果糖とプシコース 
の酸化 
 果糖の 5-ケト-果糖への酸化は唯一 FADを
補酵素とする膜結合型果糖脱水素酵素(EC 
1.1.99.11, Methods Enzymol., 89, 154-159 
(1982))が知られていた。このような知見に対
して、本研究で選択した酢酸菌によって果糖
を酸化した反応液の TLCが TTCに陽性な反
応生成物を与えた。その酸化生成物は 5-ケト
-果糖であることが容易に証明された。さらに、
果糖を酸化している酵素が Caと PQQに依
存することも明らかとなって、果糖を酸化す
る酵素には FAD依存性酵素とPQQ依存性酵
素が存在することが 30数年ぶりに証明され
た。特筆に値する新発見である。 
果糖に化学構造が類似のプシコースを酢酸
菌で酸化すると、5-ケト-プシコースを生成す
ることも明らかになった。5-ケト-プシコース
は市販されていない分子内ケトンをもつ新
規な酸化糖である。詳細は 2017年刊行の研
究論文に表示した。 
 
 
(3) 酢酸菌細胞膜からペント酸および果糖酸
化酵素の可溶化と精製、その性質 
 酢酸菌細胞膜を 1% マイドール 10で可溶
化して、可溶化液を CM-Toyopearl C650カラ
ムに吸着させ精製を試みた。詳細は 2017 年
に発表した研究業績に述べているが、共存す
る膜酵素を含まない精製酵素を得た。驚くべ
きことに、精製酵素の諸性質は既存のグリセ
リン脱水素酵素に酷似していた。そこで、

Gluconobacter 属酢酸菌に最も大量に存在
するグリセリン脱水素酵素(GLDH)欠損株で
はペント酸や果糖の酸化が起きない。GLDH
欠損株に遺伝学的に GLDH を再構成させる
と、当該酵素活性が回復することなどから、
ここで取り上げた新規な糖類の酸化がGLDH
によって触媒されていることが明らかにな
った。 
 これらの結果を要約すると、図 3に示す反
応となり、分子内ケトンを形成する酸化糖の
生成も GLDHの基質特異性と認識された。 
 

 
 
 

 

図 3. 本研究の要約 
 
(4) ヒドロキシピルビン酸、新たな分 
子内ケトンをもつ酸化糖、の発酵生産 
 酢酸菌にはグリセリンからジヒドロキシ
アセトン(DHA)またはグリセリン酸(GYA)を
酸化生成物として、細胞外に蓄積する二つの
酸化発酵経路が知られている。それらは酢酸
発酵、グルコン酸発酵や、ソルボース発酵と
ともに、酸化発酵の典型例として知られてい
て、古くから産業や人々の生活に利用されて
きた。しかし、グリセリンの酸化系に関する
従来の研究において、DHAや GYA以降の酸
化やそれらの反応を触媒する酵素について
の情報は乏しく、詳細な検討は行われていな
い（図 4）。 

 

 
図 4. 想定されるグリセリンの２つの酸化系 
 
 近年、パームオイルなど植物油を原料にし
たバイオディーゼル燃料の製造が盛んにな
ってきた。植物由来の地球・環境に優しい燃
料と称され、石油代替燃料として、大規模工
場が各地に稼働している。その結果、副産物
として発生する大量の廃グリセリンが新た
に地球規模で未利用産業廃棄物となりつつ
ある。この難題解決の一助とするために、酢
酸菌細胞膜のグリセリン酸化系について検
討した。 



G. thailandicus NBRC 3258は DHAには生育
できるが、D,L-GYAには生育はやや困難であ
った。一方、Ga. liquefaciens RCTMR 10は
DHAにも D,L-GYAにも生育した。両菌株の
細胞膜にはグリセロール脱水素酵素に加え、
DHA及び GYAに対する酸化活性が見られ、
その最適反応 pH は 4〜5 にあった。細胞膜
から当該酵素を精製した結果、両化合物とも
に酢酸菌に特徴的な PQQ-アルコール脱水素
酵素(QADH)と同一と考えられる酵素によっ
て酸化された。さらに、DHA 及び GYA の
QADHによる酸化生成物は、酢酸菌細胞膜の
アルデヒド脱水素酵素(ALDH)によってさら
に酸化されて、対応するカルボン酸を生成す
ると考えられる結果が得られた。培養中に蓄
積される生成物のクロマト分離による確認
や、酵素活性に対応する反応生成物の検出・
同定を行った。上記の実験結果から、未解決
な点は残るものの、二つのグリセリン酸化系
は以下のように推定される。 
酸化系１： 
グリセリン ➡ ジヒドロキシアセトン(DHA) 
➡ ヒドロキシピルビンアルデヒド ➡ ヒド
ロキシピルビン酸 
酸化系 2： 
グリセリン ➡ グリセリン酸(GYA) ➡ ヒド
ロキシマロンアルデヒド酸 ➡ ヒドロキシ
マロン酸 
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