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研究成果の概要（和文）：　クルクミンはウコンに含まれ薬理作用を有する黄色色素で、その代謝に関わる酵素
は未同定であった中、大腸菌がクルクミンを代謝できることを発見した。本研究では、環境中の微生物が担う代
謝経路を解明することを目指した。
　土壌より単離したクルクミン代謝活性を示す微生物が、大腸菌のクルクミン代謝化合物とは異なるクルクミン
代謝産物を生成することを見いだし、多様なクルクミン代謝経路の存在が示唆された。生理学的試験や資化性試
験等を行い、本菌の同定を行った。本菌からクルクミン代謝酵素を単離精製することに成功し、本酵素によるク
ルクミンからの最終産物を同定した。

研究成果の概要（英文）：  While enzymes involved in the metabolism of curcumin, a yellow pigment, 
derived from the rhizomes of a plant (Curcuma longa Linn) were unknown, we previously purified 
curcumin-converting enzyme from E. coli and characterized.  Here, we isolated microorganisms that 
degrade a curcumin from soil.
  From the microorganism exhibiting the highest activity among newly isolated microorganisms, we 
identified a novel metabolite of curcumin, and found that the metabolite is different from those 
from E. coli.  Based upon the physiological characteristics, the isolated microorganism was 
identified.  We succeeded in the purification of the curcumin-converting enzyme and identification 
of its enzymatic reaction product.

研究分野：応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
	
	 クルクミンはウコンに含まれる黄色色素
で、薬理作用を有するポリフェノールの一種
である。古くから肝機能を改善する漢方薬と
して、最近ではサプリメントとして広く用い
られ、近年、その生理作用と医学的有用性が
盛んに研究されている。クルクミンの生理作
用として、抗酸化作用や抗がん作用、抗炎症
作用などが知られている。	
	 ジヒドロクルクミン(DHC)やテトラヒドロ
クルクミン（THC）といったクルクミン代謝
産物は、in	vitroの試験でクルクミンより高
い抗酸化活性を示すことから、クルクミンが
もつ生理活性の活性本体であると考えられ
ている。しかし、自然界においてクルクミン
は植物により高生産されるものの、DHC や THC
の生産量はごく僅かである。また、クルクミ
ンから DHC を経由して THC に変換される経路
は同定されているものの、その変換反応に関
わる酵素は（微生物からヒトに至るすべての
生物において）同定されていない。	
	 このような状況の中、我々は、微生物によ
りクルクミンの代謝産物を得ることを目的
として研究を行ってきた。ヒトの便を分離源
としてクルクミンを含む培地で生育する菌
をスクリーニングした結果、大腸菌
（Escherichia	coli）がクルクミンを DHC や
THC に変換することを見いだした。また、大
腸菌からこの代謝酵素を世界で初めて同定
し 、 NADPH-dependent	
curcumin/dihydrocurcumin	 reductase	
(CurA)と命名した。	
 
 
２．研究の目的 
	
	 本研究では、ヒト（腸内細菌を含む）がも
つクルクミン代謝経路のほかに、環境中の微
生物が担う代謝経路を解明することを目指
す。	
	 ウコン栽培土壌環境中においてクルクミ
ン分解能のある微生物の探索を行い、複数の
候補微生物の単離に成功している。予備的検
討により、最も高い活性を示した微生物（以
下、本菌とする）を本研究では対象とする。
本菌から、クルクミン代謝産物の同定と代謝
酵素の精製を目的とする。	
	
 
３．研究の方法 
	
（１）クルクミン代謝産物の同定	
	 クルクミン分解に関わる微生物・酵素の探
索を行い、ウコン栽培土壌よりクルクミン分
解菌のスクリーニングに既に成功している。
また、最も高い活性を示した本菌を用いてク
ルクミン代謝産物を予備的に調べた結果、高
速液体クロマトグラフィー(HPLC)によって
DHC や THC とは異なるピークが検出された。

今回、本菌の菌体あるいは無細胞抽出液を用
いてクルクミンと反応させ、反応産物を溶媒
抽出し、分取 HPLC により単離精製を試みた。
精製したクルクミン代謝産物は各種方法に
より構造決定を試みた。	
	
（２）クルクミン変換酵素活性が向上する最
適培養条件の決定と精製	
	 まず、クルクミン変換活性を高めるべく、
様々な培養条件の検討を行い、本菌のクルク
ミン分解酵素活性が向上する最適培養条件
の検討を行った。その後、決定した条件で大
量に培養し、（クルクミン変換活性を測定し
ながら）各種クロマトグラフィー操作によっ
て、SDS-PAGE 上で単一バンドになるまでクル
クミン変換酵素の単離精製を試みた。得られ
る精製酵素標品を用いて酵素化学的諸性質
の検討を行った。	
	
	
４．研究成果	
	
（１）クルクミン代謝産物の同定	

	 ウコン栽培土壌より単離した本菌の菌体を

用いてクルクミンと反応させた後、株式会社

島津製作所の高速液体クロマトグラフィー

(HPLC)	LC-10ADvpシステムを用いたHPLCに供

した結果、DHCおよびTHCとは異なる保持時間

の新たなピークを検出した。新たなピークの

吸収スペクトルはDHCおよびTHCの吸収スペク

トルとは異なっていた。休止菌体反応を行っ

た反応液を島津製作所のHPLC質量分析システ

ムLCMS-8030を用いてクルクミン代謝産物の

質量を決定した結果、DHCおよびTHCとは異な

る化合物と同定した。本クルクミン代謝産物

は、（我々が見いだした）大腸菌でのクルクミ

ン代謝経路中では見られない化合物であった

ため、多様なクルクミン代謝経路の一端を解

明することに成功した。	

	 形態観察を行った結果、本菌は平板培地上
でピンク〜赤橙色のコロニーを形成した。本
菌の栄養細胞は多極出芽により増殖し、真菌
糸を形成したが、有性生殖器官の形成は認め
られなかった。また、生理学的試験や資化性
試験等を行った結果、本菌はグルコースを発
酵せず、窒素源として硝酸を資化したが、炭
素源としてイノシトールおよび D-グルクロ
ン酸を資化しなかった。また、ジアゾニウ
ム・ブルー反応および尿素の加水分解試験は
ともに陽性であった。各種試験および 26S	
rRNA 遺伝子解析の結果、本菌は酵母の１種で
あることが判明した。バクテリアとは異なる
酵母がクルクミン資化微生物として単離で
きたことから、真核生物も含む多様な微生物
によりクルクミンが資化されることが明ら
かとなった。	
	
（２）クルクミン変換酵素活性が向上する最
適培養条件の決定と精製	



	 クルクミン変換酵素の活性測定は、HPLC	

LC-10ADvp システムに接続した Cosmosil	

5C18-AR	IIカラム（ナカライテスク株式会社）

を用い、基質であるクルクミンの減少量を定

量することで行った。サンプルのタンパク質

濃度はブラッドフォード法に従って測定し

た。	
	 本菌のクルクミン変換活性を高めるべく、
本菌の培養条件の検討を行った。まず、最少
培地に炭素源として添加する各種糖類の効
果を検討した。マンニトールやグリセロール
を炭素源として添加すると、培養液中の菌体
量はクルクミンを炭素源とした時よりも増
加した。しかし、マンニトールやグリセロー
ル添加時のクルクミン変換活性はクルクミ
ンを炭素源とした培養でのクルクミン変換
活性よりも低かった。また、グルコースやス
クロースを炭素源として添加すると、菌体の
増殖は抑制された。炭素源としていずれの糖
を添加して培養した場合でも、クルクミン変
換活性は、クルクミンを炭素源とした時より
も低かったことから、培地への糖類の添加を
行わないことに決定した。培地に添加するク
ルクミン量を検討した結果、0.04%のクルク
ミンを添加した時に、最もクルクミン変換活
性が高いことが判明した。さらに、坂口フラ
スコへの培地量や培養時間を検討し、培地を
300	ml 入れた 2L 坂口フラスコで、28℃、24
時間培養した時に、最も高いクルクミン変換
活性を示し、最適培養条件を確立した。 
	 この最適条件において本菌を大量に培養
した。培養液を遠心することにより集菌を行
い、久保田製作所の INSONATOR	201M を使用
して細胞を破砕した。破砕後、得られた画分
を遠心し、上清を無細胞抽出液として調製し
た。 
	 目的とするクルクミン代謝酵素の精製を
試みたが、精製の過程で活性が低下すること
が判明したため、各種金属や化合物などの添
加効果を検討した結果、NADPH の添加により
活性が回復することが明らかとなった。しか
しながら、継続して本酵素の純化を試みたも
のの、本酵素の不安定さのため精製は難航し
た。そこで、本菌を最適培養条件で何度も大
量培養を行い、本酵素の精製条件の詳細な検
討を行った。硫酸アンモニウムによる分画と、
各種カラムクロマトグラフィー操作を最適
化することにより、SDS-PAGE 上で約 4 万の分
子量を示す単一バンドにまでクルクミン変
換酵素を精製することに成功した。	
	 得られた本精製標品を用いてクルクミン
と反応させ、NADPH 依存的に生成する 2 種類
の反応産物をそれぞれ、DHC、THC と同定した。
酵素反応産物の経時変化を分析し、本酵素が
クルクミンを反応中間産物・DHC に還元し、
さらに反応最終産物・THC まで還元する反応
を触媒することが判明した。この結果より、
環境中に存在する本菌も腸内に存在する大
腸 菌 と 同 様 の 酵 素 NADPH-dependent	

curcumin/dihydrocurcumin	reductaseをクル
クミン代謝に関与する初発酵素として利用
することを明らかにした。	
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