
Title Flavobacterium sp. UMI-01株のアルギン酸分解および代謝機構の解明

Author(s) 西山, 竜士

Degree Grantor 北海道大学

Degree Name 博士(水産科学)

Dissertation Number 甲第13537号

Issue Date 2019-03-25

DOI https://doi.org/10.14943/doctoral.k13537

Doc URL https://hdl.handle.net/2115/80670

Type doctoral thesis

File Information Ryuji_Nishiyama.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP



 

 

 

 

Flavobacterium sp. UMI-01株のアルギン酸分解および代謝機構の解明 

(Study on the mechanism of alginate degradation and metabolism 

in Flavobacterium sp. strain UMI-01) 

 

 

 

 

北海道大学大学院水産科学院海洋応用生命科学専攻 

Graduate School of Fisheries Sciences Division of Marine Life Science 

 

 

西 山 竜 士 

Ryuji Nishiyama 

 

 

平成 31 年 (2019) 



1 

9 

9 

10 

10 

11 

11 

11 

11 

11 

12 

12 

12 

13 

13 

13 

14 

14 

14 

14 

15 

15 

目次 

 

緒言 

 

第 1 章 Flavobacterium sp. UMI-01 株のアルギン酸分解・代謝経路の解明 
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  2. 組換えアルギン酸リアーゼおよび組換えDEH 代謝関連酵素の大腸菌発現および精製 

   2.1. 培地および試薬の調製 

    2.1.1. MS 液体培地 

    2.1.2. LB 培地・2×YT 培地 

    2.1.3. 10×TE バッファー 

    2.1.4. 50×TE バッファー 

    2.1.5. TE 飽和フェノール 

    2.1.6. フェノール・クロロホルム 

   2.2. Flavobacterium sp. UMI-01 株由来ゲノム DNA の抽出 

   2.3. アルギン酸分解・代謝関連酵素遺伝子の PCR による増幅 
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    2.8.5. ウエスタンブロッティング 
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緒言 

 

海藻多糖およびその分解物の構造・機能・産業利用 

 我が国は、国土の四方を海に面した海洋国家であり、我々は古来よりその広大な海域から様々な水産資

源の恩恵を享受してきた。主要な水産資源である魚類、軟体類、甲殻類、海産哺乳類、および海藻類は、

我が国のみならず世界各国で食糧源として利用されているが、これらのうち、海藻類は、特に日本を含む

東アジア諸国で日常的に食されてきた。近年では、海藻類に含まれるビタミン、難消化性多糖、カロテノ

イド、およびポリフェノールなどの様々な成分の健康機能性や生理活性が注目を集め、その利用用途が増

大している 1,2。食用とされる海藻には、緑藻類、紅藻類、および褐藻類があるが、自然界での存在量は褐

藻類が最も多い。大型褐藻類では、コンブやワカメなどが広く食用とされているが、他の大型褐藻類につ

いては多糖類やカロテノイド類などの抽出源としての利用がみられるものの 3,4、ほとんどは未利用のまま

である。一方、近年では海藻類に含まれる糖質を「海洋バイオマス」と位置づけ、エネルギーやバイオ資

材の原料として利用しようという試みもなされるようになった 5–9。このような海藻類の利用用途の拡大に

伴い、その生産量や消費量は将来的に増大すると予想される。 

海藻の構成成分の特徴として、高等植物を含む他の光合成生物にはみられない、特異な糖鎖構造をもつ

多糖類の存在が挙げられる。すなわち、緑藻類では、硫酸化ラムナンおよびウルバン、紅藻類では、寒天

およびカラギーナン、褐藻類では、アルギン酸、フコイダン、およびラミナリンなどがある 3 (Figure 1)。

これらのうち、アルギン酸は食品添加物やゲル化剤、乳化安定剤、印象剤などとして広く利用されている。

アルギン酸は褐藻類の主要構造多糖であることから存在量も多く、近年では、バイオ素材やバイオ燃料源

としての開発研究も活発になっている。 

アルギン酸は、1890 年代に発見された酸性多糖 (ポリウロン酸) であり、その含有量は藻体乾燥重量の

約 40%に達する 10。アルギン酸は、褐藻類だけでなく一部の細菌類 (Azotobacter vinelandii やPseudomonas 

aeruginosa など) も合成することが知られている 11。紅藻類のオオシコロにも存在が確認されているが、そ

の生合成経路は未だ不明である 12。褐藻類のアルギン酸は、細胞壁構成成分および細胞間充填多糖として

存在しているが、細菌ではバイオフィルムの構成成分として存在する。アルギン酸を構成する単糖ユニッ

トの β-D-マンヌロン酸 (M) および α-L-グルロン酸 (G) は、C5 エピマーの関係にある。アルギン酸の生

合成時には、最初M が β-1,4 結合により重合したポリマンヌロン酸が合成され、その後、マンヌロン酸C5-

エピメラーゼの作用により、ポリマンヌロン酸鎖中の一部のM がG へとエピマー化され、最終的にM と

G から成るヘテロ多糖構造が形成される 13。その結果、アルギン酸分子中にはM が連続した領域 (M ブロ

ック)、G が連続した領域 (G ブロック)、および M と G がランダムに配列した領域 (MG ブロック) が生

じる。これらのうち、MG ブロックは、その構造的不均一性により M ブロックおよび G ブロックよりも
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高い柔軟性を示し、G ブロックの柔軟性は最も低い 11。アルギン酸の構造的柔軟性は、褐藻の生理的特性

とも関連していると考えられる。すなわち、波の影響を受け易く柔軟性を必要とする葉状部ではアルギン

酸の M 含量は高く、藻体を堅固に固定する仮根部では G 含量が高い傾向にある 14。一方、細菌由来のア

ルギン酸では、大部分の M 残基の C2 および C3 の OH 基 (O2 および O3) の一方または両方がアセチル

化されている 15。このアセチル化はエピメラーゼやアルギン酸リアーゼの反応性を低下させること、およ

び水分子との結合能を上昇させることが報告されており 13、それぞれアルギン酸の生合成および乾燥環境

での生存に寄与すると考えられている。このような修飾は褐藻のアルギン酸ではみられない。 

アルギン酸は、Ca2+、Sr2+、もしくは Ba2+などの二価金属イオンと結合してゲル化する性質をもつ。

形成されるアルギン酸ゲルの物理的性質は M/G 比に依存しており、M を多く含むアルギン酸では、

柔軟で弾力に富むゲルが形成され、G を多く含むアルギン酸では強固で脆いゲルが形成される 16。

後者が固いゲルを形成するのは、アルギン酸分子中の隣接する G ブロック間に二価金属イオンを介

した”Egg box”と呼ばれる特有の折りたたみ構造が形成されるためである。 

このような性質を有するアルギン酸は、食品、化学、医療、および化粧品など様々な分野で、安定

剤、増粘剤、ゲル化剤、印象剤、もしくはフィルム皮膜剤などの用途で利用されてきた 11。近年では、

再生医療分野における 3D 培養時の足場基材としての利用 5 や、アルギン酸を発酵源としたバイオエ

タノール生産 6–9 などの新たな利用方法の開発が進められている。また、アルギン酸の限定分解によ

り得られるオリゴ糖は、高等植物の毛根の伸長促進 17,18、Bifidobacterium sp.の生育速度上昇 19、およ

び Penicillium chrysogenum のペニシリン生産促進 20 などの生物活性や、抗酸化作用 21、抗血液凝固作

用 22、抗炎症作用 23、および抗感染症作用 24 などの生理活性を有することが報告されている。このこ

とは、アルギン酸の分解物には高分子のアルギン酸にはみられない機能があることを示している。 

 

アルギン酸分解・代謝関連酵素に関する研究の現状および課題 

自然界では、アルギン酸を特異的に分解する酵素、すなわちアルギン酸リアーゼ（EC 4.2.2.3、

EC4.2.2.11）が、種々のアルギン酸資化性微生物や藻食性の腹足類に分布することが知られている。

アルギン酸を合成する生物では、A. vinelandii や P. aeruginosa においてアルギン酸リアーゼの存在が

報告されており 25、それらの酵素は、アルギン酸生合成時に誤って合成されたポリマンヌロン酸や

不要となったポリマンヌロン酸の分解除去の役割を果たしているとされている。このことから、ア

ルギン酸リアーゼはアルギン酸生合成生物において重要な酵素と考えられるが、褐藻では未だアル

ギン酸リアーゼは報告されていない。一方、紅藻にも機能のあるアルギン酸リアーゼが存在するこ

とが報告されているが、その生理的な役割は不明である 26。 

 アルギン酸リアーゼは、β-脱離反応によりウロン酸残基間のグリコシド結合を切断する酵素で、切
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断によって生じたアルギン酸断片の非還元末端の C4-C5 位間に二重結合を導入する 27。アルギン酸

リアーゼは、その作用様式からアルギン酸分子内部のグリコシド結合をランダムに切断するエンド

型リアーゼと、末端のグリコシド結合を順に切断するエキソ型リアーゼに大別される。これらの酵

素の作用により最終的に生じる不飽和ウロン酸は、非酵素的もしくは酵素的に開環して、4-deoxy-L-

erythro-5-hexoseulose uronate (DEH)となる 28,29。Carbohydrate-Active enZYmes (CAZY) データベース 

(http://www.cazy.org/) によれば、糖質関連酵素は、基質、機能、および一次構造の疎水クラスター分

析に基づき、Glycoside hydrolase (GH)、Glycosyltransferase (GT)、Polysaccharide lyase (PL)、Carbohydrate 

esterase (CE)、もしくは Auxiliary activity (AA) ファミリーに分類される。アルギン酸リアーゼは、ヒ

アルロン酸リアーゼ、ペクチン酸リアーゼ、ヘパリンリアーゼ、およびグルクロナンリアーゼなど

と共に PL ファミリーに属するが、このファミリーはさらに 29 のサブファミリー (PL-1～PL-29) に

細分化される。これまでに報告されたアルギン酸リアーゼは、PL-5、6、7、14、15、17、および 18

に分類され、エンド型アルギン酸リアーゼは、PL-5、6、7、14、および 18 にみられ、エキソ型アル

ギン酸リアーゼは、PL-6、7、14、15、および 17 にみられる。 

 一般的に、アルギン酸資化能をもつ生物は、エンド型およびエキソ型のアルギン酸リアーゼの両

方をもち、それらの協働的酵素作用によりアルギン酸を不飽和ウロン酸単糖の DEH に分解し、この

DEH を細胞内で代謝し炭素源として利用していると考えられている。アルギン酸代謝機構は、これ

まで細菌および藻食性軟体動物において詳細に研究されている。 

 アルギン酸の代謝経路は、1962 年に Preiss と Ashwell により初めて提唱された 28,30。当時、Ashwell ら

は、特定の官能基を検出する種々の化学試験により、Escherichia coli におけるグルクロン酸およびガラク

ツロン酸の中間代謝物が 2-keto-3-deoxy-D-gluconate (KDG) であることを同定しており、この KDG が

Pseudomonas saccharophilia で発見された原核生物特有の解糖系 (Entner-Doudoroff 経路) 31に合流すると推

定していた 32。その後、Preiss と Ashwell は、アルギン酸資化性の Pseudomonas sp.から無細胞抽出液を調

製し、それをアルギン酸に作用させることで不飽和単糖 (DEH) が生成すること 28、および生じたDEH が

NADPH 存在下で KDG に還元されること 30 を発見した。これらの結果に基づいて、以下のアルギン酸代

謝経路を提唱した (Figure 2)。すなわち、アルギン酸は、まず複数種のアルギン酸リアーゼにより不飽和ウ

ロン酸にまで分解され、この不飽和ウロン酸は非酵素的に DEH に開環する。次いで、DEH は DEH 還元

酵素によりNAD(P)H 存在下でKDG に還元された後、Entner-Doudoroff 経路に導入される。その後、KDG

は、リン酸化酵素および開裂酵素の作用により、2-keto-3-deoxy-6-phosphogluconate (KDPG) を経て、最終

的にピルビン酸および glyceraldehyde-3-phosphate (GAP) に変換される、というものである。しかしながら、

各反応段階で作用する酵素は特定されておらず、また、中間代謝物の構造情報が不足していたため、細菌

におけるアルギン酸代謝経路が完全に実証されたとは言い難かった。 
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 このような背景の下、現在までに様々な細菌由来のアルギン酸リアーゼと DEH 代謝酵素が研究されて

きた。特にアルギン酸リアーゼは、資化経路の第一段階の反応を担う重要な酵素であるため最も詳細に研

究されており、これまでにプロテオバクテリア (e.g. Azotobacter sp. 33、Alteromonas sp. 34,35、Cobetia sp.36、

Enterobacter sp.37、Falsirhodobacter sp.38、Klebsiella sp.39、Nitratiruptor sp.40、Pseudoalteromonas sp.41、Pseudomonas 

sp.42、Saccharophagus sp.43、Shewanella sp.44、Sphingomonas sp.45、および Vibrio sp.46)、バクテロイデス (e.g. 

Cellulophaga sp.47、Flavobacterium sp.48、およびZobellia sp.49)、フィルミクテス (e.g. Bacillus sp.50)、およびア

クチノバクテリア (e.g. Isoptericola sp.51) などの酵素が報告されている。しかしながら、アルギン酸の分解

と代謝の過程に関与する各タンパク質の性状と共に明らかにした例は、Sphingomonas sp. A1 株に限られて

いる。それによれば、A1 株は細胞外膜ピット (8 種類のタンパク質から成る穴状構造) を介してアルギン

酸をペリプラズム領域に輸送する。次いで、ペリプラズム領域において Alginate-binding protein (AlgQ1 お

よび AlgQ2) によりアルギン酸を捕捉し、細胞内膜中に存在する ATP-binding cassette (ABC) transporter 

(AlgM1、AlgM2、およびAlgS) により細胞質領域へ輸送する 52。細胞内に輸送されたアルギン酸は、3 種

類のエンド型アルギン酸リアーゼ (A1-I、A1-II、および A1-III) により不飽和 2-4 糖まで分解され 53、その

後、1 種類のエキソ型アルギン酸リアーゼ (A1-IV) により DEH まで完全分解される 54。次いで、DEH は

NADPH およびNADH 依存性の 2 種類のDEH 還元酵素A1-R 55およびA1-R’ 56によってKDG へと還元さ

れる。これらのDEH 還元酵素はいずれも short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) superfamily に属するも

のであり、Saccharophagus degradans 2-40T株 57やZobellia galactanivorans DsijT 株 58においても同様の酵素

の存在が報告されている。また、これらとは異なるファミリーに属する DEH 還元酵素として、aldo-keto 

reductase (AKR) superfamily に属するエゾアワビ (Haliotis discus hannai) のHdRed 59と 3-hydroxyisobutyrate 

dehydrogenase (HIBDH) superfamily に属するVibrio splendidus 12B01 株のVsRed-2 60が報告されている。KDG

は、グルコースやグルクロン酸の代謝過程においても生じる中間代謝物であり、Entner-Doudoroff 経路によ

り KDG リン酸化酵素 (KDG キナーゼ) および KDPG 開裂酵素 (KDPG アルドラーゼ) の作用を受けて最

終的にピルビン酸とGAP に変換されることが知られており、アルギン酸資化生物においてもDEH の還元

によって生じた KDG は Entner-Doudoroff 経路で代謝されると考えられている 28,30,55–58。しかしながら、ア

ルギン酸の分解からピルビン酸の生成に至る経路に関わる全酵素を精製し、それらの生化学的特性を明ら

かにした例は無い。 

ところで、本研究室ではエゾアワビ (H. discus hannai) が細菌のEntner-Doudoroff 経路を介さずにアルギ

ン酸を代謝することを明らかにした。これまでに得られた知見によれば、エゾアワビは、摂餌した褐藻に

含まれるアルギン酸を胃液中の M ブロック特異的エンド型 PL-14 アルギン酸リアーゼ HdAly61 およびエ

キソ型 PL-14 アルギン酸リアーゼHdAlex62によりDEH と不飽和オリゴ糖に分解し、これらを肝膵臓細胞

内に輸送する。次いで、DEH を AKR superfamily に属する DEH 還元酵素 HdRed59 により KDG に還元す
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る。また、トランスクリプトーム解析により、この KDG は Entner-Doudoroff 経路ではなく、古細菌由来

KDG アルドラーゼに類似の酵素 HdAld により、ピルビン酸とグリセルアルデヒドに分解されることが明

らかにされた 63。このことは、エゾアワビに KDG のリン酸化を経由しない新たなアルギン酸代謝経路が

存在することを示唆している。他の藻食性腹足類では、アメフラシ (Aplysia kurodai) およびタマキビガイ 

(Littorina brevicula) からそれぞれ 3 種 (AkAly2864、AkAly3065、およびAkAly3364) および 1 種 (LbAly2866) 

のエンド型PL-14 アルギン酸リアーゼを単離されている。しかしながら、DEH 代謝関連酵素に関する研究

報告はDEH 還元酵素HdRed 59とHdAld 63に限られており、同様のアルギン酸代謝経路が他種の腹足類に

も共通して存在するかどうかは未だ不明である。 

これらアルギン酸分解・代謝関連酵素の中でも、アルギン酸リアーゼに関する知見は最も充実し

ており、産業や農学分野における利用が期待されている。例えば、アルギン酸リアーゼの作用によ

って生じる不飽和オリゴ糖は種々の生理活性を示す他 17–24、食品の特性向上に資すること 67 および

バイオ燃料の発酵源となること 7 が報告されている。アルギン酸リアーゼの産業用酵素としての大

規模利用には、比活性や熱安定性に優れた酵素の探索や、酵素の高収率生産技術の開発が必要とさ

れるであろう。また、アルギン酸リアーゼは、褐藻の品種改良や遺伝子改変などで必要となるプロ

トプラストの作出にも有用である。その際、褐藻細胞壁に含まれるアルギン酸の分解除去には、好

塩性もしくは塩耐性の酵素が必要となる。Sawabe らは、海洋細菌 Alteromonas sp. H-4 株由来の好塩

性アルギン酸リアーゼ 68,69 と市販のセルラーゼを高浸透圧条件下で Saccharina japonica (Laminaria 

japonica) に作用させることで、生存率の高いプロトプラストの効率的生産に成功した 70,71。これら

のアルギン酸リアーゼと共に、近年では他のアルギン酸代謝関連酵素にも関心が寄せられており、

それらにより生産されるアルギン酸代謝物には様々な有用性が見出されつつある。すなわち、Entner-

Doudoroff 経路の中間代謝物である KDG や KDPG は抗生物質、抗ウイルス剤、およびその他医薬品

のリード化合物として 72、その最終生成物であるピルビン酸は農薬、ポリマー製品、化粧品、および

食品添加物として 73 利用されることが期待されている。 

 

フラボバクテリアのアルギン酸分解および代謝系の研究意義 

現在、細菌のアルギン酸資化機構に関する知見は徐々に蓄積しつつあるが、それらは主にプロテ

オバクテリアを対象にした研究であり、バクテロイデスのアルギン酸分解・代謝関連酵素の生化学

的特性に関する知見は未だ乏しい。バクテロイデスの中でもフラボバクテリア綱の細菌では、アル

ギン酸分解・代謝関連遺伝子の構造やそれらの発現機構が詳細に調べられてきた。Gramella forsetii

では、アルギン酸の分解、代謝、および輸送に関与する酵素をコードする各遺伝子がゲノム上で一

つの大きなクラスターを形成しており、同クラスター内の遺伝子の発現はアルギン酸の有無により
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一律に制御される 74。このような遺伝子クラスターは、Zobellia galactanivorans や他のアルギン酸資

化性フラボバクテリアにも共通して存在しているが、プロテオバクテリアやフラボバクテリア以外

のバクテロイデスにはみられない 58。すなわち、フラボバクテリアは他の細菌と比較して、アルギン

酸の資化利用に関連する各タンパク質を予測するのに適した遺伝子構造をもつと考えられる。 

 本研究室では、小樽市沿岸部で採集された腐敗スギモクからアルギン酸資化性フラボバクテリア

Flavobacterium sp. UMI-01 株を単離した。また、本菌の無細胞抽出液がアルギン酸を DEH にまで完

全に分解することを確認した。さらに、本菌の無細胞抽出液からエンド型の PL-7 アルギン酸リアー

ゼ FlAlyA75 およびエキソ型の PL-6 アルギン酸リアーゼ FlAlex76 がそれぞれ単離され、それらの一

次構造や酵素性状の解析が行われた。しかしながら、これらの酵素をアルギン酸に作用させるとア

ルギン酸の一部から DEH が生じることは確認できたが、アルギン酸は完全には分解されなかった。

これは、本菌でのアルギン酸の完全分解には、FlAlyA と FlAlex だけでなくそれ以外のアルギン酸リ

アーゼの関与も必要とする可能性を示している。また、UMI-01 株はアルギン酸を唯一炭素源として

生育可能なことから、DEH を完全に代謝し炭素源として利用するための代謝経路をもつと考えられ

た。さらに、本菌はフラボバクテリア網に属するため、FlAlyA および FlAlex をコードする遺伝子の

周辺にはアルギン酸の分解および代謝を担う一連の酵素群の候補遺伝子が存在する可能性があった。

これらのことは、UMI-01 株がアルギン酸の完全分解機構とアルギン酸分解物の完全代謝機構を解明

するための好材料であることを示している。 

そこで本研究では、UMI-01 株のアルギン酸代謝プロセスにおけるアルギン酸分解反応と DEH 代

謝反応に関する遺伝子を特定し、それらの遺伝子を用いて生産した組換え酵素の機能を in vitro で解

析することにより、アルギン酸の分解・代謝機構を解明することとした。すなわち、先ず本菌のゲノ

ム解析により、アルギン酸の分解および代謝に関わる酵素 (アルギン酸リアーゼ、DEH 還元酵素、

KDG リン酸化酵素、および KDPG 開裂酵素) を特定し、それらの組換えタンパク質を調製した。次

いで、それらの酵素特性および反応生成物を調べ、最終的に複数の組換え酵素により構築した in vitro

の反応系でアルギン酸の分解および代謝過程が再現できるかどうかを検討した。それにより、

Flavobacterium sp. UMI-01 株のアルギン酸資化機構の全容を明らかにし、さらにその代謝経路の生理

学的意義についても考察することとした。 

 

 

 

 

 



Figure 1. Chemical structures of algal polysaccharides3.
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Figure 2. Predicted alginate-metabolic pathway in the alginate-assimilating Pseudomonas species28,30.

This pathway was predicted by Preiss and Ashwell based on the enzymatic activities and their metabolites. Red

circle indicate alginate metabolites identified in Pseudomonas sp.
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第 1 章 Flavobacterium sp. UMI-01 株のアルギン酸分解・代謝経路の解明 

第 1 項 目的 

 アルギン酸資化細菌では、アルギン酸は先ずエンド型およびエキソ型のアルギン酸リアーゼの協働

作用により単糖 (DEH) レベルまで完全に分解され、生じた DEH は DEH 還元酵素の作用により

NAD(P)H 存在下で KDG に還元される。この KDG は Entner-Doudoroff 経路に導入され、KDG リン酸

化酵素および KDPG 開裂酵素の作用により最終的にピルビン酸と GAP にまで代謝されると推定され

ている 28,30。本研究室で腐敗褐藻 (スギモク) より単離された Flavobacterium sp. UMI-01 株は、アルギ

ン酸を唯一炭素源として生育可能なアルギン酸資化細菌であり、その無細胞抽出液中からエンド型ア

ルギン酸リアーゼ FlAlyA75 およびエキソ型アルギン酸リアーゼ FlAlex76 が単離されている。これら 2

種類の酵素をアルギン酸に作用させると DEH を生じたが、不飽和オリゴ糖の残存がみられ、アルギン

酸は完全には分解されなかった。このことは、本菌のアルギン酸の完全分解には、FlAlyA と FlAlex 以

外のアルギン酸リアーゼが関与する可能性を示している。そこで、DEH 生成に寄与する他のアルギン

酸リアーゼの存在を調べるために、本菌のドラフトゲノム配列を得て、アルギン酸リアーゼ候補遺伝

子の探索を行った。また、アルギン酸の完全分解により生じた最終分解物の DEH がピルビン酸に変換

されるまでの過程に関わる酵素の候補遺伝子についても探索した。その結果、FlAlyA と FlAlex に加え

て、新たに 2 種類のアルギン酸リアーゼ (FlAlyB および FlAlyC) の遺伝子が見出され、さらに DEH の

代謝に関与すると推定される DEH 還元酵素 FlRed、KDG リン酸化酵素 FlKin、および KDPG 開裂酵素

FlAld の遺伝子も見出された。 

 本章では、この新たに見出されたアルギン酸リアーゼ FlAlyB および FlAlyC、DEH 代謝関連酵素

FlRed、FlKin、および FlAld の生化学的特性を調べ、それらの結果に基づき、本菌におけるアルギン酸

分解・代謝機構の全体像を明らかにすることとした。 

 

第 2 項 実験手法 

1. Flavobacterium sp. UMI-01 株のドラフトゲノム解析 

1.1. ドラフトゲノム配列の取得 

Flavobacterium sp. UMI-01 株ゲノム塩基配列は、Illumina HiSeq 2500 (Illumina 社) により解析した。

断片的に決定された塩基配列は、Velvet (https://www.ebi.ac.uk/~zerbino/velvet/) によりアセンブリし、

199~716,048 bp から構成される 82 の Contig 配列を得た。得られたドラフトゲノム配列は、ゲノムアノ

テーションパイプライン MiGAP (http://www.migap.org/) により解析した。 
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1.2. アルギン酸分解・代謝関連酵素遺伝子の探索 

Flavobacterium sp. UMI-01 株 の ア ル ギ ン 酸 分 解 ・ 代 謝 関 連 酵 素 遺 伝 子 は 、 BLAST+ 

(ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/executables/blast+/LATEST/) を用いて検索した。すなわち、データベース

配列として Flavobacterium sp. UMI-01 株ドラフトゲノム配列、クエリー配列として P. aeruginosa 由来

PL-5 アルギン酸リアーゼ (GenBank accession number, WP_023657104)77、Strenotrophomonas maltophili 由

来 PL-6 アルギン酸リアーゼ (GenBank accession number, AFC88009)78、Sphingomonas sp. A1 株由来 PL-

7 アルギン酸リアーゼ A1-II’ (GenBank accession number, BAD16656)79、H. discus hannai 由来 PL-14 アル

ギン酸リアーゼ HdAly (GenBank accession number, BAC87758)61、Agrobacterium tumefaciens 由来 PL-15

アルギン酸リアーゼ Atu3025 (GenBank accession number, WP_010972694)80、S. degradans 2-40T由来 PL-

17 アルギン酸リアーゼ Alg17C (GenBank accession number, WP_011469755)81、Pseudoalteromonas sp. 

SM0524 由来 PL-18 アルギン酸リアーゼ (GenBank accession number, ACB87607)82、Sphingomonas sp. A1

株由来 DEH 還元酵素 A1-R’ (GenBank accession number, BAP40335)56、Sulfolobus solfataricus 由来 KDG

リン酸化酵素 (GenBank accession number, WP_009991690)83、および E. coli 由来 KDPG 開裂酵素 

(GenBank accession number, WP_000800517)84 を用いて BLAST+検索を行った。 

なお、Flavobacterium sp. UMI-01 株に見出された各アルギン酸分解・代謝関連遺伝子の分泌シグナル

配列の有無は、SignalP 3.0 server (http://www.cbs.dtu.dk.services/SignalP-3.0/) により調べた。 

 

1.3. KDG リン酸化酵素および KDPG 開裂酵素の分子系統解析 

KDG リン酸化酵素および KDPG 開裂酵素の分子系統樹は、プロテオバクテリア、バクテロイデス、

およびアーキア由来の各酵素のアミノ酸配列に基づいて作成した。なお、バクテロイデス由来の同酵

素は未報告であるため、本解析では、Gramella forsetii KT0803 株、Lacinutrix sp. 5H-3-7-4 株、および

Dokdonia sp. MED134 株のアルギン酸代謝関連遺伝子クラスター内に見出された候補遺伝子の演繹ア

ミノ酸配列を使用した。各酵素のアミノ酸配列は、Flavobacterium sp. UMI-01 株に見出されたKDG リン酸化

酵素 (FlKin) およびKDPG開裂酵素 (FlAld) と共にClustalWプログラム (http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp) を用い

て解析した。次いで、GBlocks server (http://molevol.cmima.csic.es/catresana/Gblocks_server.html) によりアライメ

ントを編集した後、LG モデルに基づく最尤推定法により系統樹を作成した。なお、分子系統樹の作成には、

Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 10 (MEGAX) (http://evolgen.biol.se.tmu.ac.jp/MEGA/) を使用した。 
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2. 組換えアルギン酸リアーゼおよび組換え DEH 代謝関連酵素の大腸菌発現および精製 

2.1. 培地および試薬の調製 

2.1.1. MS 液体培地 

MS (minimal salt) 液体培地は、Na2HPO4、KH2PO4、NH4Cl、およびMgCl2・5H2O をそれぞれ 0.36% (w/v)、

0.075% (w/v)、0.05% (w/v)、および 0.02% (w/v) となるように蒸留水に溶解し、1/10,000（v/v）量の Trace 

element 溶液 (FeCl3、CaCl2、CoCl2・6H2O、CuSO4・5H2O、NiCl3・6H2O、およびCrCl3・6H2O をそれぞれ

0.93% (w/v)、0.78% (w/v)、0.022% (w/v)、0.016% (w/v)、0.012% (w/v)、および 0.011% (w/v) となるように 0.1 

M HCl に溶解した溶液) を加えた後、121oC で 20 分間オートクレーブすることにより調製した。 

 

2.1.2. LB 培地・2×YT 培地 

LB 培地は、Bacto Tryptone、Bacto Yeast Extract、および NaCl をそれぞれ 1% (w/v)、0.5% (w/v)、およ

び 0.5% (w/v) となるように蒸留水に溶解し、121oC で 20 分間オートクレーブすることにより調製し

た。また、２×YT 培地は、Bacto Tryptone、Bacto Yeast Extract、および NaCl をそれぞれ 1.6% (w/v)、1% 

(w/v)、および 0.5% (w/v) となるように蒸留水に溶解し、121oC で 20 分間オートクレーブすることによ

り調製した。なお、これらの培地には、必要に応じて終濃度が 50 μg/mL となるようにアンピシリンナ

トリウムを加えた。 

 

2.1.3. 10×TE バッファー 

10×TE バッファーは、Tris および EDTA をそれぞれ 100 mM および 10 mM となるように蒸留水に溶

解し、2 M HCl を用いて pH 8.0 に合わせることにより調製した。 

 

2.1.4. 50×TAE バッファー 

50×TAE バッファーは、Tris、酢酸、および EDTA をそれぞれ 5 M、1 M、および 50 mM となるよう

に蒸留水に溶解することにより調製した。アガロースゲル電気泳動を行う際は、これを蒸留水で 50 倍

に希釈して使用した。 

 

2.1.5. TE 飽和フェノール 

50 mL のフェノールと 50 mL の 10×TE バッファーを混合し、静置した後、水層を除去した。この操

作を３回繰り返し、最後に 50 mL の 10×TE バッファーと混合して得たフェノール層を TE 飽和フェノ

ールとして使用した。なお、この溶液は、酸化防止剤として 0.1% (w/v) ヒドロキシキノンを加えた後、

4oC で遮光保存した。 
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2.1.6. フェノール・クロロホルム 

フェノール・クロロホルムは、TE 飽和フェノールとクロロホルムを等量ずつ混合することにより調

製した。 

 

2.2. Flavobacterium sp. UMI-01 株由来ゲノム DNA の抽出 

Flavobacterium sp. UMI-01 株由来ゲノム DNA の抽出には、ISOHAIR DNA extraction kit (Nippon Gene) 

を使用した。すなわち、1% (w/v) アルギン酸ナトリウムを含む MS 液体培地で生育した Flavobacterium 

sp. UMI-01 株の菌体をピペットチップの先端で 1.5 mLチューブに少量移し、そこに 200 μLのExtraction 

buffer (1% SDS を含む)、5 μL の Enzyme solution (Proteinase K を含む) および 8 μL の 1 M DTT を加え、

55oC で 20 分間インキュベートすることにより、菌体から DNA を抽出した。次いで、タンパク質を除

去するため、200 μL のフェノール・クロロホルムを加え、5 分間混和した後、遠心分離により核酸を

含む水層を回収した。菌体から抽出した DNA は、得られた水層に 1/10 量の 3 M 酢酸ナトリウム、

1/100 量の Ethachinmate (アクリルアミドポリマーを含む沈殿補助剤)、および 2 倍量の 100%エタノー

ルを加えることにより沈殿させ、ピペットチップの先端で回収した。回収した DNA は、70%エタノー

ルにより洗浄した後、37oC で 30 分間インキュベートすることにより、残存するエタノールを揮発さ

せた。RNA を除去するため、得られた DNA を 200 μL の 10 mM Tris-HCl (pH 8.0) に溶解し、そこに 2 

μL の 10 mg/mL RNase A (15 mM NaCl および 10 mM Tris-HCl (pH 8.0) を含む) を加えた後、37oC で 1

時間インキュベートした。その後、等量のフェノール・クロロホルムで処理することにより溶液中の

RNase A を除去し、上記と同様の方法で DNA のエタノール沈殿を行った。得られた DNA は、200 μL

の蒸留水に溶解し、Flavobacterium sp. UMI-01 株ゲノム DNA 溶液として使用した。なお、この操作に

より約 10 μg の DNA が得られた。 

 

2.3. アルギン酸分解・代謝関連酵素遺伝子の PCR による増幅 

各酵素をコードする遺伝子領域は、Table 1 に示す特異プライマーを用いた Genomic PCR により増幅

した。すなわち、Premix TaqTM (Ex TaqTM Version 2.0, Takara) を DNA ポリメラーゼとして用いて、5 ng

の Flavobacterium sp. UMI-01 株由来ゲノム DNA および 0.2 μM のプライマーセットを含む 50 μL の反

応混液中で、98oC で 10 秒間、50oC で 30 秒間、および 72oC で 60-150 秒間の反応サイクルを 30 回繰

り返すことにより PCR を行った。各 PCR 産物は、1×TAE バッファーを用いた 1% (w/v) アガロースゲ

ル電気泳動で分離した後、エチジウムブロマイドにより染色することでその増幅を確認した。 
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2.4. PCR 産物の精製 

各 PCR 産物をアガロースゲル電気泳動に供した後、目的のバンドを含むゲル片を切り出し、それを

細かく破砕した。ここに TE 飽和フェノールを加え、凍結融解することにより DNA を抽出し、遠心分

離により DNA を含む水層を回収した。水層に残存するフェノールは、クロロホルム処理により除去

した。1-ブタノールにより水層を濃縮後、1/2 量の 3 M 酢酸アンモニウムおよび 2.5 倍量の 100%エタ

ノールを加え、-20oC で 2 時間静置することにより DNA を沈殿させた。沈殿した DNA は、遠心分離

により回収し、70%エタノールによる洗浄および風乾を行った後、蒸留水に溶解した。 

 

2.5. 増幅遺伝子のライゲーションおよび大腸菌の形質転換 

精製した各 PCR 産物は、In-Fusion HD Cloning Kit (Clontech Laboratories) を用いて pCold ベクター 

(Takara 社で販売されている pCold I ベクターを、C 末端に His-tag が付加されるように当研究室で改変

したもの) にライゲーションした。すなわち、NcoI および BamHI 消化により線状化した pCold ベクタ

ー、精製した各 PCR 産物、および 5×In Fusion HD Enzyme Premix を混合し、50oC で 15 分間酵素反応

を行った後、9 倍量の蒸留水を加え、氷上で急冷することにより反応を停止させた。 

次いで、50 μL の E. coli DH5α 株コンピテントセルと 5 μL の上記反応液を混合し、氷上で 30 分間静

置後、42oC で 90 秒間および氷上で 2 分間インキュベートすることにより E. coli DH5α 株を形質転換

した。そこに 1 mL の LB 培地を加え、37oC で 1 時間インキュベート後、アンピシリンを含む LB 寒天

培地に塗布し、37oC で一晩培養した。 

 

2.6. プラスミドの抽出および精製 

LB 寒天培地上で培養した E. coli DH5α 株形質転換体から単一のコロニーを釣菌し、アンピシリンを

含む 1.8 mL の 2×YT 培地に植菌後、37oC で 12 時間培養した。遠心分離により菌体を回収し、200 μL

の滅菌水に懸濁した。次いで、300 μL の 0.2 M NaOH－1% (w/v) SDS を加え、穏やかに転倒混和後、

400 μL の 5 M 酢酸カリウムおよび 20 μL のクロロホルムを加えた。遠心分離により得られた水層に、

等量の 100%エタノールを加えることによりプラスミド DNA を沈殿させ、70%エタノールによる洗浄

および風乾を行ったものを 100 μL の蒸留水に溶解した。 

得られた粗プラスミド溶液は、実験手法 2.2.に記した方法により RNase A 処理を行った。その反応

液に 1/10 量の 5 M NaCl および 2.5 倍量の 100%エタノール加え、-20oC で 30 分間静置することでプラ

スミド DNA を沈殿させた。70%エタノールによる洗浄および風乾の後、20 μL の蒸留水に溶解したも

のを精製プラスミド DNA 溶液として用いた。 
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2.7. 組換えタンパク質の発現および精製 

各組換えタンパク質は、E. coli BL21 (DE3) 株を宿主として生産した。E. coli BL21 (DE3) 株は、実験

手法 2.5.に記した方法により形質転換し、得られた組換え大腸菌の単一コロニーをアンピシリンを含

む 2×YT 培地に植菌後、37oC で 16 時間培養した。タンパク質の発現誘導を促すため、培養液を 15oC

で 30 分間インキュベートした後、終濃度で 0.1 mM となるように IPTG を加え、15oC で 24 時間イン

キュベートした。遠心分離により菌体を回収し、それを 80 mL の 10 mM リン酸ナトリウム (pH 7.4) 

に懸濁後、-80oC で凍結処理および 4oC で融解処理を行った。そこにイミダゾール-HCl (pH 8.0)、Triton 

X-100、卵白リゾチームをそれぞれ終濃度で 10 mM、1% (v/v)、および 0.5 mg/mL となるように加え、

4oC で 1 時間インキュベートした。その後、超音波処理により菌体を破砕し、終濃度で 0.5 M となるよ

うに NaCl を加えた後、遠心分離により不溶性タンパク質を除去した。 

各組換え酵素は、アフィニティークロマトグラフィーにより以下の方法で精製した。得られた上清

と Ni-NTA agarose (Qiagen) を混合し、30 分間穏やかに混合することにより His-tag が付加された組換

えタンパク質を担体に吸着させた。遠心分離により担体を回収し、30 mM イミダゾール-HCl (pH 8.0)

－0.5 M NaCl および 30 mM イミダゾール-HCl (pH 8.0)－0.1 M NaCl により順次洗浄した後、250 mM

イミダゾール-HCl (pH 8.0)－0.1 M NaCl により組換えタンパク質を溶出させた。各組換えタンパク質

は、10 mM リン酸ナトリウム (pH 7.4)－0.1 M NaCl で透析した後に使用した。 

 

2.8. タンパク質の SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (PAGE) 

2.8.1. ローディングバッファー 

ローディングバッファーは、グリセロール、BPB、2-メルカプトエタノール、SDS、および Tris-HCl 

(pH 6.8) をそれぞれ終濃度で 35% (v/v)、0.01% (w/v)、10% (v/v)、5.5% (w/v)、および 0.36 M となるよう

に混合することで調製した。SDS-PAGE の際は、タンパク質試料と本溶液を 2:1 の割合で混合したも

のを泳動用試料として使用した。 

 

2.8.2. 電気泳動用バッファー 

電気泳動用のランニングバッファーは、Tris、グリシン、および SDS をそれぞれ終濃度で 3.0 g/L、

14.4 g/L、および 1.0 g/L となるように蒸留水に溶解することで調製した。 

 

2.8.3. ポリアクリルアミドゲルの作製 

分離ゲル (10%ポリアクリルアミドゲル) は、30% (w/v) ポリアクリルアミド－0.8% (w/v) N,N’-メチ

レンビスアクリルアミド、1.5 M Tris-HCl (pH 8.8)、蒸留水、10% (w/v) SDS、および 14% (w/v) APS をそ
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れぞれ 2 mL、1.5 mL、2.4 mL、60 μL、および 30 μL ずつ混合した後、10 μL の TEMED を加えて重合

させることにより作製した。 

濃縮ゲルは、30% (w/v) ポリアクリルアミド－0.8% (w/v) N,N’-メチレンビスアクリルアミド、1.0 M 

Tris-HCl (pH 6.8)、蒸留水、10% (w/v) SDS、および 14% (w/v) APS をそれぞれ 300 μL、300 μL、1.4 mL、

20 μL、および 10 μL ずつ混合した後、10 μL の TEMED を加えて重合させることにより作製した。 

 

2.8.4. 電気泳動ゲルの CBB 染色および脱色 

SDS-PAGE により分離されたタンパク質は、0.1% (w/v) Coomassie Briliant Blue (CBB)-R250－50% (v/v) 

メタノール－10% (v/v) 酢酸により染色した。また、染色したゲルのタンパク質非存在部位は、5% (v/v) 

メタノール－7% (v/v) 酢酸により脱色した。 

 

2.8.5. ウエスタンブロッティング 

アフィニティークロマトグラフィーにより得られたタンパク質が目的の組換え酵素であるかどうかを

確認するために、以下の方法によりウエスタンブロッティングを行った。SDS-PAGE によりタンパク質を

分離後、そのゲルを 50 mL の 25 mM Tris－192 mM グリシン－20% (v/v) メタノールで 20 分間平衡化した。

次いで、泳動装置上に同溶液で平衡化した濾紙を 3 枚重ね、さらにゲルと同等の大きさのニトロセルロー

ス膜を重ねた。その上に平衡化したゲルを載せ、再び濾紙を 3 枚重ねた。5 mM/cm2で 120 分間通電後、タ

ンパク質が転写されたニトロセルロース膜を、TTBS バッファー (Tris、NaCl、およびKCl をそれぞれ終濃

度で 50 mM、138 mM、および 2.7 mM となるように蒸留水に溶解した後、HCl を用いて pH 7.4 に調整し

たTBS バッファーに、終濃度で 0.05% (w/v) となるように Tween 20 を溶解したもの) およびTBA バッフ

ァーでそれぞれ 3 回ずつ順次洗浄した後、そこに TBS バッファー、5% (w/v) スキムミルク、およびHorse 

Radish Peroxidase Anti-His tag HRP-DirecT (MBL) をそれぞれ 400 μL、100 μL、および 0.5 μL ずつ混合した

溶液を滴下し、拡散させた。室温で一晩静置した後、TTBS バッファーおよび TBS バッファーでそれぞれ

3 回ずつ順次洗浄した。最後に、Western BLoT Quant Luminol/Enhancer Solution およびWestern BLoT Quant 

Peroxide Reagent (Takara) をそれぞれ 250 μL ずつ混合した溶液を膜状に滴下し、Ez-capture MG (ATTO) を

用いて、抗His-tag 抗体と基質の反応により生じる発光を検出した。 

 

2.9. タンパク質の定量 

2.9.1. ビウレット法 

3.0 g のロッシェル塩および 0.75 g の CuSO4・5H2O を別々に 125 mL の蒸留水に溶解させた。これら

を混合した後、150 mL の 10% (w/v) NaOH 溶液を加え、蒸留水で容量を 500 mL に調整したものをビウ
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レット試薬として使用した。 

タンパク質の定量には、200 μL の試料と 800 μL のビウレット試薬を混合し、30oC で 30 分間インキ

ュベート後、540 nm における吸光度を測定した。なお、標準タンパク質には牛血清アルブミン (BSA、

fraction V) を用いた。 

 

2.9.2. ローリー法 

1% (w/v) CuSO4・5H2O および 2% (w/v) ロッシェル塩を等量ずつ混合し、そこに 50 倍量の 2% (w/v) 

Na2CO3－0.1 M NaOH を加えた溶液をローリー試薬として使用した。この試薬は、必要に応じて適宜

調製した。 

タンパク質の定量には、160 μL の試料と 800 μL のローリー試薬を混合し、30oC で 30 分間インキュ

ベート後、80 μL の 2 倍希釈したフェノール試薬 (富士フィルム和光純薬) を加え、再び 30oC で 30 分

間インキュベートし、750 nm における吸光度を測定した。なお、標準タンパク質には牛血清アルブミ

ン (BSA、fraction V) を用いた。本方法は、0.2 mg/mL 以下のタンパク質濃度の定量に用いた。 

 

2.9.3. デンシトメトリー法 

試料および標準タンパク質として既知量の BSA を SDS-PAGE により分離後、CBB 染色および脱色

を行った。スキャナによりゲルを画像ファイルとして取り込み、Image J (http://rsbweb.nih.gov/ij/) を用

いて、各タンパク質バンドの染色強度を標準タンパク質の染色強度と比較することで、タンパク質濃

度を算出した。 

 

3. 組換えアルギン酸リアーゼの機能解析 

3.1. 糖の定量 

3.1.1. フェノール硫酸法 

全糖はフェノール硫酸法により以下の通り定量した。1 mL の 5% (v/v) フェノールおよび 20 μL の試

料を混合した後、2.5 mL の濃硫酸を加え、速やかに撹拌した。この混合液を 30oC で 30 分間インキュ

ベートした後、490 nm における吸光度を測定した。なお、標準物質には、試料の糖と同等あるいは類

似の構造をもつ市販の単糖もしくは多糖を用いた。 

 

3.1.2. カルバゾール硫酸法 

ウロン酸はカルバゾール硫酸法により以下の通り定量した。0.5 mL の蒸留水、20 μL の試料、およ

び 2.5 mL の濃硫酸を混合し、100oC で 10 分間加熱した。この混合液を水道水で冷却後、100 μL の
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0.125% (w/v) カルバゾール (エタノールに溶解) を加え、再び 100oC で 15 分間加熱した。水道水によ

り冷却後、540 nm における吸光度を測定した。なお、標準物質には、市販のアルギン酸ナトリウムあ

るいは試料の糖に類似した構造をもつ単糖を用いた。 

 

3.1.3. チオバルビツール酸法 

不飽和糖はチオバルビツール酸 (TBA) 法により以下の通り定量した。75 μL の 5.4 g/L 過ヨウ素酸

ナトリウム－0.125 M H2SO4と 60 μL の試料を混合し、氷上で 30 分間インキュベートすることにより

不飽和糖の酸化を行った。次いで、150 μL の 2% (w/v) 亜ヒ酸ナトリウム－0.5 M HCl を加え、10 分間

静置することにより余剰の過ヨウ素酸を除去した。最後に、600 μL の 0.3% (w/v) TBA を加え、100oC

で 10 分間インキュベートした後、548 nm における吸光度を測定した。なお、アルギン酸分解物の不

飽和糖から過ヨウ素酸酸化により生じた β-ホルミルピルビン酸は、TBA 法により発色させた場合のモ

ル吸光係数が ε=29.0×103 (M-1・cm-1) 42であると報告されている。そこで、TBA 法によるアルギン酸リ

アーゼ分解物の定量と分解活性の測定には、この数値を用いることとした (実験手法 3.3.1 参照)。 

 

3.2. 基質の調製 

polyM、polyG、および polyMG は、アルギン酸ナトリウム (富士フィルム和光純薬製、300-400 cP) 

を用いて Gacesa らの方法 85により調製した。すなわち、50 g のアルギン酸ナトリウムを 1 L の 0.3 M 

HCl に懸濁し、100oC で 20 分間加熱することにより限定加水分解した。遠心分離により得られた上清

に含まれる polyMG は、2 M NaOH を用いて pH 7.0 に調整後、終濃度で 60% (v/v) となるようにエタノ

ールを加えて沈殿させた。一方、遠心分離により得られた沈殿は、再び 1 L の 0.3 M HCl に懸濁し、さ

らに 100oC で 24 時間加水分解した。遠心分離により得られた沈殿は、500 mL の蒸留水に懸濁し、2 M 

NaOH を加えることにより溶解した。次いで、1 M HCl を用いて溶液を pH 2.85 に調整し、遠心分離に

より上清 (polyM) と沈殿 (polyG) に分けた。上清に含まれる polyM は、0.1 M Na2CO3で pH 7.0 に調

整後、終濃度で 60% (v/v) となるようにエタノールを加えて沈殿させた。また、沈殿に含まれる polyG

は 10 mM Na2CO3に溶解後、終濃度で 60% (v/v) となるようにエタノールを加えて沈殿させた。エタノ

ール沈殿により得られた polyM、polyG、および polyMG をそれぞれ蒸留水に溶解し、蒸留水で透析し

たものを酵素反応の基質として使用した。各溶液のウロン酸濃度は、アルギン酸ナトリウムを標準物

質として用いたカルバゾール硫酸法により定量した。 
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3.3. アルギン酸リアーゼ活性の測定 

3.3.1 酵素活性の測定方法 

大腸菌発現系により生産した組換えアルギン酸リアーゼの酵素活性は、リアーゼ反応により生じた

不飽和糖を TBA 法 (実験手法 3.1.3.) で定量することにより調べた。酵素単位 1 unit (U) は、1 分間に

1 μmol の β-ホルミルピルビン酸 (ε=29.0×103 (M-1・cm-1))42を生成する酵素量と定義した。 

また、Flavobacterium sp. UMI-01 株の無細胞抽出液のアルギン酸リアーゼ活性は、不飽和糖の生成に

起因する 235 nm の吸光度の上昇を測定することにより調べた。1 U は、1 分間に 235 nm における吸光

度を 0.01 上昇させる酵素量と定義した。 

 

3.3.2. 組換えアルギン酸リアーゼの活性評価 

組換え FlAlyA (recFlAlyA) の活性は、特記しない限り 0.1% (w/v) アルギン酸ナトリウム、10 mM リ

ン酸ナトリウム (pH 8.0)、100 mM NaCl、0.1 mg/mL BSA、および 0.1 μg/mL recFlAlyA を含む 30oC の

反応混液中で TBA 法により測定した。また、組換え FlAlex (recFlAlex) の活性は、特記しない限り 0.1% 

(w/v) polyG、10 mM リン酸ナトリウム (pH 6.5)、0.1 mg/mL BSA、および 10 μg/mL recFlAlex を含む 30oC

の反応混液中で TBA 法により測定した。 

リアーゼ活性は、任意の時間間隔で酵素反応液を分取し、氷冷した過ヨウ素酸との混合によりそれ

らの反応を停止させた後、各時間における不飽和糖の生成量を測定することにより調べた。 

 

3.4. 薄層クロマトグラフィー (TLC) によるアルギン酸分解物の解析 

3.4.1. 試料の調製 

酵素反応は、0.5% (w/v) アルギン酸ナトリウム、10 mM リン酸ナトリウム (pH 7.0)、および 0.1 mg/mL 

BSA を含む反応混液に、recFlAlyA、組換え FlAlyB (recFlAlyB)、組換え FlAlyC (recFlAlyC)、および

recFlAlex をそれぞれ終濃度で 10 μg/mL、1 μg/mL、1 μg/mL、および 10 μg/mL となるように様々な組

み合わせで加えて、30oC で 24 時間インキュベートすることにより行った。酵素反応は、100oC で 3 分

間加熱することにより停止させ、遠心分離により得られた上清を TLC の試料として用いた。 

 

3.4.2. 展開溶媒 

1-ブタノール、酢酸、および蒸留水をそれぞれ 2:1:1 (v:v:v) の割合で混合したものを TLC の展開溶

媒として用いた。 
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3.4.3. アルギン酸分解物の検出方法 

TLC により分離したアルギン酸分解物は、硫酸発色法もしくは TBA 発色法により検出した。すな

わち、糖質全般の検出には 10% (v/v) 硫酸－90% (v:v) エタノールをプレートに噴霧後、130oC で 10 分

間加熱することにより発色した。 

一方、不飽和糖の検出には TBA 方法を用いた。すなわち、20 mM 過ヨウ素酸ナトリウム、50% (v/v) 

アセトン－50% (v/v) エチレングリコール－0.2% (v/v) 硫酸、および 4.5% (w/v) TBA をプレートに順次

噴霧し、105oC で 5 分間加熱することにより発色した。 

 

3.5. 高速液体クロマトグラフィー (HPLC) によるアルギン酸分解物の解析 

3.5.1. 試料の調製 

HPLC に供する試料は、実験手法 3.4.1.と同様の操作により調製した。なお、試料は HPLC に負荷

する前に Centrifuge Filter (Merck) を用いて濾過した。 

     

3.5.2. 陰イオン交換クロマトグラフィーによる解析 

酵素反応により生じた不飽和のアルギン酸オリゴ糖は、TSKgel DEAE-2SW (Tosoh) を用いて分離し、

230 nm の吸光度を測定することにより検出した。本解析では、酵素反応物を蒸留水で平衡化した

TSKgel DEAE-2SW に供し、カラムに吸着した不飽和オリゴ糖を 0-250 mM NaCl 直線濃度勾配 (計 40 

mL) により溶出させた。各オリゴ糖の構造は、Pseudoalteromonas sp. 1786 株由来アルギン酸リアーゼ

が生成するアルギン酸分解物を同カラムで分離し、NMR により同定した結果 86 を参照することによ

り決定した。 

 

3.5.3. ゲル濾過クロマトグラフィーによる解析 

酵素反応により生じた分解物の分子サイズは、Superdex peptide 10/300 GL (GE-Healthcare) を用いて

解析した。本解析では、移動相として 100 mM 酢酸アンモニウムを使用し、溶出したアルギン酸不飽

和オリゴ糖を 230 nm の吸光度を測定することにより検出した。 

 

4. 組換え酵素を用いた DEH 代謝関連酵素の機能解析 

4.1. DEH 還元酵素の活性評価 

4.1.1. DEH の調製 

DEH は、Flavobacterium sp. UMI-01 株の無細胞抽出液を用いてアルギン酸ナトリウムを分解するこ

とにより調製した。UMI-01 株の無細胞抽出液は以下のように調製した。本菌を 1% (w/v) アルギン酸
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ナトリウムを含む MS 培地中で OD600=2.0 となるまで培養し、遠心分離により菌体を回収した。得ら

れた菌体を 10 mM リン酸ナトリウム (pH 7.4) に懸濁し、凍結融解および超音波処理により細胞を破

砕した。遠心分離により沈殿を除去した後、10 mM リン酸ナトリウム (pH 7.4) に透析したものを無細

胞抽出液とした。 

この無細胞抽出液によるアルギン酸の分解反応は、1% (w/v) アルギン酸ナトリウム、10 mM リン酸

ナトリウム (pH 7.4) 溶液に、 アルギン酸リアーゼの終濃度が 50 U/mL (アルギン酸リアーゼ濃度は紫

外吸収法により測定) となるように無細胞抽出液を加え 30oC で 6 時間行った。酵素反応は、終濃度で

50 mM となるように酢酸を加えて停止した。氷上で 1 時間静置した後、不溶化したタンパク質を遠心

分離により除去し、上清の pH を 2 M NaOH を用いて 6.0 に調整したものを粗 DEH 溶液とした。 

DEH は、上記の粗 DEH 溶液を TOYOPEARL SuperQ-650S (2.4×22 cm) カラムクロマトグラフィーに

供することで精製した。すなわち、粗 DEH 溶液を蒸留水により平衡化した TOYOPEARL SuperQ-650S

カラムに供した後、カラムに吸着した化合物を 0-200 mM NaCl 直線濃度勾配 (計 500 mL) により溶出

させた。溶出液は 20 mL ずつ分画し、得られた各フラクションに含まれる DEH は、TBA 法および TLC

解析により検出した。 

 

4.1.2. DEH 還元活性の測定 

DEH 還元酵素は、反応に補酵素として NADH もしくは NADPH を要求するため、DEH 還元活性は、

これらの補酵素の酸化に伴う 340 nm の吸光度の減少を測定することにより調べた。なお、1 U は 1 分

間に 1 μmol の NADH もしくは NADPH (ε=6.3×103 (M-1cm-1)) を消費する酵素量と定義した。 

組換え DEH 還元酵素 (recFlRed) の活性は、特記しない限り 2.5 mM DEH、10 mM リン酸カリウム 

(pH 7.4)、100 mM KCl、0.2 mM NADH、および 2.5 μg/mL recFlRed を含む反応混液中、25oC で測定し

た。 

 

4.1.3. TLC による DEH 還元生成物の解析 

DEH の還元は、10 mM DEH、10 mM NADH、10 mM リン酸カリウム (pH 7.4)、100 mM KCl、およ

び 2.5 μg/mL recFlRed を含む 25oC の反応混液中で 90 分間行った。100oC で 3 分間加熱することにより

酵素反応を停止させ、遠心分離により得られた上清を TLC の試料として使用した。なお、試料の展開

および発色は、実験手法 3.4.と同様の方法で行った。 
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4.1.4. 質量分析による酵素反応生成物の同定 

質量分析は、前項の試料を用いて以下のように行った。アセトニトリルに溶解した 10 mg/mL の 2,5-

dihydroxybenzoic acid (DHB) と試料を1:1 (v:v) で混合し、その1 μLをサンプルプレートに負荷した後、

ドライヤーにより乾燥させた。乾固させた試料は、Proteomics Analyzer 4700 (Applied Biosystems) 

MALDI-TOF-MS に供し、レーザーの照射により生成した質量範囲 50-500 (m/z) の陰イオンを解析し

た。 

 

4.2. KDG リン酸化酵素の活性評価 

4.2.1. KDG の調製 

アルギン酸の分解および DEH の還元反応は、0.5% (w/v) アルギン酸ナトリウム、10 mM リン酸ナト

リウム (pH 7.4)、 10 mM NADH、およびアルギン酸リアーゼ活性 50 U/mL の無細胞抽出液を含む 30oC

の反応混液中で 6 時間行った。終濃度で 80% (v/v) となるように 2-プロパノールを加え、-20oC で 1 時

間静置することにより反応混液中に含まれるタンパク質および NADH を沈殿させた。遠心分離により

得られた上清を減圧濃縮し、蒸留水に再溶解したものを粗 KDG 溶液として使用した。KDG は、粗 KDG

溶液を TOYOPEARL SuperQ-650S (2.4×22 cm) カラムクロマトグラフィーに供することにより精製し

た (実験手法 4.1.1.を参照)。 

 

4.2.2. KDG リン酸化活性の測定 

組換え KDG リン酸化酵素 (recFlKin) の活性は、KDG のリン酸化により生じた KDPG を本研究で

調製した組換え KDPG 開裂酵素 (recFlAld) で開裂させ、生じたピルビン酸を乳酸脱水素酵素 (LDH、

富士フィルム和光純薬工業) を用いて定量することにより調べた。なお、LDH は酵素反応に補酵素と

して NADH を要求するため、補酵素の酸化に伴う 340 nm における吸光度の減少を測定することによ

り、ピルビン酸を定量した。検量線を作成するための標準物質には、Sigma-Aldrich より購入した KDPG

を用いた。なお、KDG キナーゼ活性 1 U は 1 分間に 1 μmol の KDPG を生成する酵素量と定義した。 

recFlKin の活性は、特記しない限り 2.5 mM KDG、2.5 mM ATP、5 mM MgCl2、20 mM Tris-HCl (pH 

7.4)、100 mM KCl、1 mM DTT、および 10 μg/mL recFlKin を含む反応混液中、30oC で調べた。任意の

時間間隔で酵素反応液を160 μLずつ分取し、100oCで3分間加熱することにより反応を停止させた後、

240 μL の 84 mM Tris-HCl (pH 7.4)、167 mM KCl、0.67 mM NADH、2.5 μg/mL recFlAld、および 1 U/mL 

LDH を含む溶液と混合し、30oC で 30 分間インキュベートした。各反応時間における KDPG の生成量

は、反応混液を蒸留水で 2 倍に希釈した後、340 nm において NADH の吸光度の減少を測定すること

により算出した。 
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4.2.3. TLC による酵素反応生成物の解析 

recFlKin による KDG のリン酸化反応は、2.5 mM KDG、2.5 mM ATP、5 mM MgCl2、20 mM Tris-HCl 

(pH 7.4)、100 mM KCl、1 mM DTT、および 200 μg/mL recFlKin を含む 30oC の反応混液中で 15 分間行

った。100oC で 3 分間加熱することにより酵素反応を停止させ、遠心分離により得られた上清を TLC

の試料として使用した。なお、試料の展開および発色は、実験手法 3.4.と同様の方法で行った。 

 

4.2.4. 質量分析による酵素反応生成物の解析 

質量分析は、前項の試料を用いて以下のように行った。メタノールに溶解した 6.7 mg/mL 9-

aminoacridine (9-AA) と試料を 3:1 の割合で混合し、その 1 μL をサンプルプレートに負荷した。乾固さ

せた試料は、Proteomics Analyzer 4700 (Applied Biosystems) MALDI-TOF-MS に供し、レーザーの照射に

より生成した質量範囲 50-500 (m/z) の陰イオンを解析した。 

 

4.3. KDPG 開裂酵素の活性評価 

4.3.1. KDPG の調製 

KDG のリン酸化反応は、2.5 mM KDG、2.5 mM ATP、5 mM MgCl2、20 mM Tris-HCl (pH 7.4)、 100 

mM KCl、1 mM DTT、および 10 μg/mL recFlKin を含む 40oC の反応混液中で 3 時間行った。この反応

混液は、凍結乾燥した後に蒸留水に溶解した。次いで、遠心分離により得られた上清を、蒸留水で平

衡化した Superdex peptide 10/300 GL に供することで脱塩および ATP の除去を行った。溶出液は 0.5 mL

ずつ分画し、得られた各フラクションに含まれる KDPG は、TLC 解析により検出した。KDPG を含む

全てのフラクションは、凍結乾燥により濃縮した後、TSKgel DEAE-2SW に供した。カラムに吸着した

化合物は、0-0.4 M 酢酸アンモニウム直線濃度勾配 (計 40 mL) により溶出させた。溶出液は 0.5 mL ず

つ分画し、得られた各フラクションに含まれる KDPG は、TLC 解析により検出した。KDPG を含むフ

ラクションは、凍結乾燥により酢酸アンモニウムを揮発させた後、蒸留水に再溶解して使用した。 

 

4.3.2. KDPG 開裂活性の測定 

recFlAld の KDPG 開裂活性は、KDPG の開裂反応により生じたピルビン酸を、反応系に共存する LDH

により検出することで調べた。LDH は、酵素反応に補酵素としてNADH を要求するため、NADH の酸化

に伴う 340 nm における吸光度の減少を測定することにより、ピルビン酸を定量した。なお、KDPG 開裂

活性 1 U は 1 分間に 1 μmol のピルビン酸を生成する酵素量と定義した。 

recFlAld の活性は、特記しない限り 0.2 mM NADH および 1 U/mL LDH 存在下で、0.5 mM KDPG、20 mM 

Tris-HCl (pH 7.4)、100 mM KCl、1 mM DTT、および 1.0 μg/mL recFlAld を含む 30oC の反応混液中で調べた。 
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4.3.3. TLC による酵素反応生成物の解析 

KDPG の開裂反応は、5 mM KDPG、20 mM Tris-HCl (pH 7.4)、100 mM KCl、1 mM DTT、および 1.0 

μg/mL recFlAld を含む 30oC の反応混液中で 15 分間行った。反応は、等量のクロロホルムと混合する

ことにより停止し、遠心分離により得た水層を TLC の試料とした。試料を供した TLC プレートを 1-

ブタノール、酢酸、および蒸留水を 2:1:1 (v:v:v) の割合で混合した溶媒により展開し、分離した化合物

はアルデヒド基やケトン基を含むカルボニル化合物の検出に適した 2,5-dinitrophenylhydrazine (DNP) 

法により検出した。すなわち、0.5% (w/v) DNP－20% (v/v) 硫酸－60% (v/v) エタノールを噴霧後、40oC

で 15 分間インキュベートすることによりプレート上の化合物を発色させた。 

 

4.3.4. 質量分析による酵素反応生成物の解析 

酵素反応生成物の分子量は、前項の試料を実験手法 4.2.4.と同様の方法で MALDI-TOF-MS に供し、

質量範囲 50-500 (m/z) の陰イオンを解析することにより算出した。 

 

5. 組換え酵素を用いた in vitro におけるアルギン酸代謝経路の再構築 

UMI-01 株の in vitro におけるアルギン酸の分解・代謝経路の解析のために、組換えアルギン酸リア

ーゼ (recFlAlyA、recFlAlyB、および recFlAlex)、組換え DEH 還元酵素 (recFlRed)、組換え KDG リン

酸化酵素 (recFlKin)、および組換え KDPG 開裂酵素 (recFlAld)を試験管内で種々の組み合わせで混合

し、酵素反応を行った。すなわち、0.2% (w/v) アルギン酸ナトリウム、10 mM NADH、10 mM ATP、10 

mM MgCl2、20 mM リン酸ナトリウム (pH 7.4)、1 mM DTT を含む反応混液に、recFlAlyA、recFlAlyB、

recFlAlex、recFlRed、recFlKin、および recFlAld を終濃度でそれぞれ 10 μg/mL、10 μg/mL、10 μg/mL、

2.5 μg/mL、10 μg/mL、および 1 μg/mL となるように加え、25oC で 12 時間インキュベートした。再構

築した酵素反応系により生じた不飽和オリゴ糖、DEH、および KDG は、TLC および TBA 法により解

析した。また、KDPG およびピルビン酸は、実験手法 4.2.2.で述べたように LDH を用いて定量した。 

 

第 3 項 実験結果 

1. Flavobacterium sp. UMI-01 株のドラフトゲノム解析 

1.1. アルギン酸分解・代謝関連遺伝子の探索 

BLAST+検索の結果、Flavobacterium sp. UMI-01 株のドラフトゲノム配列中には、アルギン酸の分解・

代謝に関わると推定される遺伝子群が見出された (Table 2)。本菌の主要なエンド型アルギン酸リアー

ゼ FlAlyA をコードする遺伝子は、ドラフトゲノム配列の Contig 6 (205,520 bp) 内に見出された。その

近傍には、PL-17 アルギン酸リアーゼ (FlAlyB)、SDR (DEH 還元酵素様酵素 FlRed)、KDG リン酸化酵
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素 (FlKin)、KDPG 開裂酵素 (FlAld)、糖類透過酵素、糖輸送タンパク質 (SusC および SusD)、および

転写調節因子 (GntR) をコードすると予測される遺伝子が見出され、これらの遺伝子がクラスターを

形成していることが明らかになった (Figure 3)。また、同コンティグ内には、そのクラスターから約 20 

kb および 40 kb 離れた位置に、PL-6 アルギン酸リアーゼ FlAlyC および FlAlex をコードすると予測さ

れる遺伝子がそれぞれ見出された。 

本菌のドラフトゲノム配列中には、上記以外のアルギン酸分解・代謝関連遺伝子も多数みられたが、

本研究では、アルギン酸分解・代謝関連遺伝子がクラスターを形成している Contig 6 内の酵素群に着

目し、組換え酵素を用いてその機能解析を行うこととした。 

 

1.2. アルギン酸分解・代謝関連酵素の一次構造解析 

Contig 6 内に見出された 4 種のアルギン酸リアーゼ (FlAlyA、FlAlyB、FlAlyC、および FlAlex)、DEH

還元酵素 (FlRed)、KDG リン酸化酵素 (FlKin)、および KDPG 開裂酵素 (FlAld) 候補タンパク質の一

次構造を、既報の酵素や近縁種由来の酵素のものと比較した (Figure 4-10)。その結果、それぞれの酵

素で予測されている触媒残基や基質認識残基は、全ての候補タンパク質で完全に保存されていた。し

かしながら、FlRed は、Sphingomonas sp. A1 株由来 DEH 還元酵素 55,56、E. coli 由来 7α-ヒドロキシステ

ロイド脱水素酵素 87、および Bacillus megaterium 由来グルコース脱水素酵素 88 とそれぞれ 35-37%、

32%、および 33%の同一性を示し、DEH ではない基質に作用する SDR に対しても DEH 還元酵素と同

レベルの配列同一性を示した。すなわち、一次構造解析の結果のみから、FlRed を DEH 還元酵素と同

定することは困難であった。また、FlKin および FlAld は、既報のプロテオバクテリアおよびアーキア

由来の酵素と非常に低い配列相同性を示し、アミノ酸同一率はそれぞれ 15-16%および 22-25%であっ

た。そこで、KDG リン酸化酵素と KDPG 開裂酵素のアミノ酸配列に基づいて系統樹を作成した結果、

バクテロイデスに属する Flavobacterium sp. UMI-01 株のこれらの酵素は、アーキアおよびプロテオバ

クテリア由来のものとは別系統に属することが強く示唆された (Figure 11)。 

上記のアルギン酸分解・代謝関連酵素のうち、FlAlyA、FlAlyB、FlAlyC、および FlAlex には N 末端に

分泌シグナル配列の存在が予測されたが、FlRed、FlKin、および FlAld にはそれがみられなかった。過去

の報告によれば、FlAlyA は Flavobacterium sp. UMI-01 株のペリプラズム領域から単離されること、また、

本菌を生育させた培養液の上清にはアルギン酸リアーゼ活性が検出されないことが明らかにされてい

る 87。以上、本研究の一次構造解析の結果と過去の知見を考え合わせると、本菌におけるアルギン酸分

解および DEH 代謝は、それぞれペリプラズム領域および細胞質領域で行われていると推定される。 

 

 



25 

 

2. 組換えアルギン酸リアーゼの生化学的特徴 

2.1. 組換えアルギン酸リアーゼの大腸菌発現 

Flavobacterium sp. UMI-01 株のドラフトゲノム配列中に見出された 4 種のアルギン酸リアーゼ 

(FlAlyA、FlAlyB、FlAlyC、および FlAlex) の遺伝子をクローニングし、大腸菌発現系を構築した。そ

の際、各組換え酵素の N 末端に予測された分泌シグナル配列は除去し、C 末端には、リンカーおよび

タグとして、それぞれ Gly-Ser-Gly×8 および His×8 を付加した (Figure 12)。その結果、recFlAlyA、

recFlAlyB、recFlAlyC、および recFlAlexの計算分子量は、リンカーおよびタグを含めてそれぞれ31,686、

83,218、60,684、および 85,319 となった。 

アフィニティークロマトグラフィーにより精製した組換えアルギン酸リアーゼを SDS-PAGE に供し

た。その結果、recFlAlyA および recFlAlex は、どちらも単一のバンドで検出され、それぞれ約 32 kDa

および 86 kDa と見積もられた (Figure 13a, d)。一方、recFlAlyB は、約 83 kDa 付近にバンドは検出さ

れず、複数のタンパク質の混在がみられ、調製中に部分分解している可能性が考えられた (Figure 13b)。

また、recFlAlyC は、約 62 kDa と見積もられるバンドに加え、recFlAlyB と同様に他のタンパク質の混

在がみられた (Figure 13c)。 

次いで、抗 6×His-tag 抗体を用いたウエスタンブロッティングにより、各組換えアルギン酸リアーゼ

の発現を確認した (Figure 14)。recFlAlyA、recFlAlyC、および recFlAlex を解析した結果、それぞれの

計算分子量とほぼ同位置にみられるバンドが抗体と反応性を示した。しかしながら、recFlAlyB では、

約 39 kDa および 41 kDa に抗体と反応性を示すバンドが検出され、少なくともタンパク質内部 2 か所

の異なる位置でプロテアーゼ分解を受けている可能性が考えられた。 

大腸菌における各組換えアルギン酸リアーゼの発現が確認されたが、他のタンパク質の混在がみら

れた recFlAlyC、および分解の可能性が示唆された recFlAlyB については、より高純度な His タグ融合

タンパク質を精製可能な TALON Metal Affinity Resin (Takara) を用いて再び精製を試みた。その結果、

ウエスタンブロッティングで反応性を示したバンドと同一の分子量を示す高純度の recFlAlyB および

recFlAlyC を得ることができた (Figure 13b, c)。 

デンシトメトリー法により各組換えアルギン酸リアーゼのタンパク質収量を調べた結果、recFlAlyA、

recFlAlyB、recFlAlyC、および recFlAlex の収量は、培養液 500 mL 当たりそれぞれ 5.1 mg、0.024 mg、

0.014 mg、および 6.2 mg であった。 

 

2.2. 組換えアルギン酸リアーゼの基質特異性の解析 

polyM、polyG、および polyMG を基質に用いて、各組換えアルギン酸リアーゼの基質特異性を調べ

た。recFlAlyA は、上記の基質全てに作用し、2 糖以上の大きさの不飽和オリゴ糖を生成したことから、
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アルギン酸の全ての領域を分解可能なエンド型アルギン酸リアーゼであることが明らかになった 

(Figure 15)。また、その反応生成物の分子量および構造をそれぞれゲル濾過および陰イオン交換 HPLC

で解析した結果、recFlAlyA は、アルギン酸を不飽和 2-5 糖まで分解し (Figure 16a)、そのうち不飽和

2-4 糖は、ΔG、ΔGG、ΔGGG、およびΔMGG のような主に G から構成されるオリゴ糖であった (Figure 

16b)。この結果は、recFlAlyA が 4 糖以上のオリゴ糖を認識し、M-M もしくは G-M の配列を切断する

ことを示している。 

一方、recFlAlyB および recFlAlex は、それぞれ polyM および polyG から DEH を生成するエキソ型

アルギン酸リアーゼであった (Figure 15b, d)。recFlAlyB および recFlAlex がそれぞれ属する PL-17 およ

び PL-6 のアルギン酸リアーゼに関する知見は未だ少ないが、どちらの酵素もエキソ型の分解活性を示

すことが報告されており、本研究の結果（Figure 15）はそれらと一致する。なお、recFlAlyC は、アル

ギン酸および polyMG に対して作用し、それぞれ DEH および 2 糖以上のオリゴ糖を生成した (Figure 

15c)。すなわち、recFlAlyC は、エキソ型およびエンド型の両方の活性を示したが、その DEH 生成量

は他の組換えアルギン酸リアーゼに比べて低く、また、polyMG 特異的であるため、recFlAlyA のアル

ギン酸分解により生じるΔG、ΔGG、ΔGGG、ΔM、およびΔMM のような M もしくは G の一方の

みから成るオリゴ糖を分解することが出来ないと推定された。 

次いで、recFlAlyA を用いて調製したアルギン酸不飽和オリゴ糖に対して、基質特異性の異なる２種

類のエキソ型アルギンリアーゼ recFlAlyB または recFlAlex を作用させ、その反応生成物を TLC によ

り解析した。その結果、recFlAlyB および recFlAlex は、不飽和オリゴ糖から著量の DEH を生成するこ

とが明らかになった。しかしながら、残存したオリゴ糖の移動度は両酵素の間で異なっていた (Figure 

17)。そこで、これらのリアーゼを同時に不飽和オリゴ糖に作用させたところ、残存していたオリゴ糖

は DEH に完全分解された (Figure 17)。さらに、HPLC 解析により各リアーゼの基質特異性を調べた結

果、recFlAlyB はΔM、ΔMG、ΔMM、およびその他の 4 糖以上のオリゴ糖を分解し、ΔG を蓄積する

ことが明らかになった。このことは、recFlAlyB がオリゴ糖の非還元末端の不飽和糖と M の間の結合

を切断する作用特性を有することを示している (Figure 18a)。一方、recFlAlex はΔG、ΔGG、ΔGGG、

およびΔMGG を分解し、ΔMG を蓄積した。このことから、recFlAlex は還元末端に連続して G が配

列するオリゴ糖に作用すると推定された (Figure 18b)。 

このように、Flavobacterium sp. UMI-01 株の無細胞抽出液によるアルギン酸の完全分解は、1 種類の

エンド型アルギン酸リアーゼ recFlAlyA と 2 種類の基質特異性の異なるエキソ型アルギン酸リアーゼ

recFlAlyB および recFlAlex を用いて再現可能であり、これら 3 種類の酵素が本菌のアルギン酸分解反

応の中核を担っていると考えられた。なお、recFlAlyC は、アルギン酸の完全分解に必須な要素ではな

いが、他のアルギン酸リアーゼと共同して分解反応を促進する補助的な役割を有すると考えられた。 
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3. 組換え DEH 代謝関連酵素の生化学的特徴 

3.1. 組換え DEH 代謝関連酵素の大腸菌発現 

前項において、Flavobacterium sp. UMI-01 株におけるアルギン酸からの DEH 生成機構が明らかにな

ったので、次に、生じた DEH の代謝機構を明らかにすることとした。本菌のアルギン酸代謝遺伝子ク

ラスターに見出された FlRed、FlKin、および FlAld の組換えタンパク質を大腸菌発現系により生産し

た。その際、それらの C 末端にはリンカーおよびタグ配列として、それぞれ Gly-Ser-Gly×8 および His×8

を付加した (Figure 12)。なお、これらの酵素の N 末端には、分泌シグナル配列は存在しない。したが

って、recFlRed、recFlKin、および recFlAld の計算分子量は、リンカーおよびタグを含めて、それぞれ

28,315、39,391、および 25,808 となる。 

アフィニティークロマトグラフィーにより精製した recFlRed、recFlKin、および recFlAld を SDS-

PAGE に供した結果、全ての組換え酵素は、単一のバンドとして検出された (Figure 19)。また、それら

の分子量は、それぞれ約 29 kDa、約 39 kDa、および約 26 kDa と見積もられ、アミノ酸配列に基づく

計算分子量とおおよそ一致していた。 

 

3.2. 組換え DEH 還元酵素の生化学的特徴 

実験手法 4.1.1.の通り調製した DEH に、補酵素として NADH もしくは NADPH の存在下で recFlRed

を反応させた。その結果、NADH を用いた場合に経時的な 340 nm における吸光度の減少がみられ、そ

の比活性は 4.0 U/mg であった (Figure 20a)。また、NADPH を用いた場合、吸光度の減少はほとんどみ

られず、その比活性は 0.043 U/mg であった (Figure 20a)。一方、種々の単糖、α-ケト酸、アルデヒドな

どを基質とした場合、recFlRed は DEH にのみ有意な活性を示し、その他の化合物には活性を示さない

ことが明らかとなった (Table 3)。 

次いで、DEH、NADH、および recFlRed を混合し、各時間における反応生成物を TLC により解析し

た。硫酸発色の結果、反応時間の経過に伴う NADH の減少と KDG 様物質の生成が確認された (Figure 

20b)。また、TBA 発色の結果、時間経過に伴う DEH の減少と KDG 様物質の生成が確認された (Figure 

20b)。さらに、酵素反応前後の試料の質量を MALDI-TOF-MS により解析した。その結果、反応前の試

料では、m/z=175.03 のピークが検出され、それは脱プロトン化された DEH の質量と一致した (Figure 

20c)。一方、反応後の試料では、m/z=175.03 のピーク強度が減少し、m/z=177.04 に新たなピークが出現

した (Figure 20d)。これは、脱プロトン化された KDG の質量と一致していた。なお、m/z=176.03 およ

び 178.06 にみられる小ピークは、それぞれ 13C 同位体を含む DEH および KDG に由来するものである

と考えられた。以上の結果から、recFlRed は、DEH 特異的に作用する NADA 依存性の DEH 還元酵素

と同定した。 
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3.3. 組換え KDG リン酸化酵素の生化学的特徴 

実験手法 4.2.1.の通り調製した KDG に ATP 存在下で recFlKin を作用させ、実験手法 4.2.2 により

KDPG の生成量を調べた。その結果、KDPG の生成に伴う経時的な 340 nm の吸光度の減少がみられ、

そこから計算される比活性は 0.72 U/mg であった (Figure 21a)。なお、反応液から KDG、ATP、または

recFlKin のいずれを除いても、KDPG アルドラーゼ (recFlAld) と LDH の共役反応系による NADH の

吸光度の減少はみられなくなった。すなわち、本酵素系により、recFlKin と recFlAld の共役反応を、

LDH によるピルビン酸定量を介して検出可能であることが確認された (Figure 21a)。 

次いで、各反応時間における recFlKin の反応生成物を TLC により解析した。硫酸発色の結果、時間

経過に伴う KDG と ATP の減少および KDPG 様物質の生成が確認された (Figure 21b)。また、酵素反

応前後の試料を MALDI-TOF-MS により解析した。それによれば、反応後 15 分の試料にのみ脱プロト

ン化された KDPG およびナトリウム塩を形成した KDPG の質量と一致する m/z=257.0 および 279.0 の

ピークが検出された (Figure 21c, d)。なお、本解析の測定質量範囲には未同定のピークがいくつか検出

されたが、それらのピーク強度は酵素反応前後で大きな変化がないことから、それらは反応混液中の

何らかの成分もしくはマトリックスに由来するピークであると考えられた。以上の結果から、recFlKin

は、ATP 存在下において KDG を KDPG に変換する KDG リン酸化酵素であると同定した。 

 

3.4. 組換え KDPG 開裂酵素の生化学的特徴 

実験手法 4.3.1.の通り調製した KDPG を基質として、recFlAld の機能を解析した。まず、recFlAld の

アルドラーゼ反応により生じるピルビン酸を検出するため、LDH と NADH を含む反応混液に KDPG

および recFlAld を加え、340 nm の吸光度の経時変化を調べた。その結果、KDPG および recFlAld の両

方を含む場合にのみ、経時的な 340 nm の吸光度の減少がみられた (Figure 22a)。なお、recFlAld 非存

在下においても若干の吸光度の減少がみられた。これは LDH が KDPG のカルボニル基に対しても弱

い反応性を示すためと考えられたが、その活性はピルビン酸に対する活性の約 40 分の 1 であり、実質

的に無視できると考えられた。 

KDPG アルドラーゼは、バクテリアの Entner-Doudoroff 経路における最終反応を担う酵素であり、

KDPG の開裂反応によりピルビン酸および GAP を生成する。そこで、まず recFlAld の各時間における

反応生成物を TLC に供し、DNP 発色により反応混液中に含まれるカルボニル化合物を検出した。そ

の結果、酵素反応によりピルビン酸および GAP と同じ移動度を示す 2 つのスポットが検出されるよ

うになり、それらは反応時間の経過に伴い増大することが明らかとなった (Figure 22b)。なお、GAP は

ピルビン酸よりも強い発色を示したが、マーカーとして使用した両化合物の濃度は同一であることか

ら、発色程度の異なる原因は DNP のアルデヒドおよびケトンに対する反応性が異なるためであると推
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定された。また、KDPG の開裂反応により生じる化合物を MALDI-TOF-MS により解析した結果、酵

素反応後の試料にのみ脱プロトン化されたピルビン酸および GAP の質量と一致する m/z=87.0 および

169.0 のピークが検出された (Figure 22c, d)。なお、ピルビン酸や GAP 以外の未同定ピークもいくつか

検出されたが、それらは生成物のフラグメントや反応混液中の何らかの成分に由来するものであると

考えられた。以上の結果から、recFlAld は、KDPG の開裂反応によりピルビン酸および GAP を生成す

る KDPG アルドラーゼと同定した。 

 

4. 組換え酵素を用いた in vitro におけるアルギン酸代謝経路の再構築 

これまでに機能同定を行った 3 種類の組換えアルギン酸リアーゼ (recFlAlyA、recFlAlyB、および

recFlAlex) および 3 種類の組換え DEH 代謝酵素 (recFlRed、recFlKin、および recFlAld) を用いて、in 

vitro でアルギン酸からピルビン酸を直接生成することが可能かどうかを調べることとした。まず、様々

な組み合わせでアルギン酸および各種組換え酵素を混合し、その反応生成物を TLC により解析した。

その結果、アルギン酸は 3 種類の組換えアルギン酸リアーゼを同時に作用させることでほぼ完全に

DEH まで分解され、生じた DEH も recFlRed 存在下でほぼ完全に KDG に還元されることが明らかに

なった (Figure 23)。さらに、大部分の KDG は、recFlKin により KDPG にリン酸化され、さらに recFlAld

を加えることにより KDPG の染色強度が著しく減少した。これは KDPG が recFlAld により開裂し、ピ

ルビン酸と GAP が生じたことを示している。 

各反応ステップにおけるアルギン酸代謝物を定量した結果、酵素反応により生じた不飽和オリゴ糖、

DEH、KDG、KDPG、およびピルビン酸の濃度は、それぞれ 4.2 mM、9.8 mM、9.8 mM、8.1 mM、8.1 

mM、および 3.8 mM となった (Table 4)。当初の反応混液中に含まれていた 0.2% (w/v)のアルギン酸ナ

トリウムは、単糖換算で約 10 mM に相当することから、DEH、KDG、KDPG、およびピルビン酸の収

率は、理論最大値の 98%、98%、81%、および 38%であった。 

 

第 4 項 考察 

本章では、Flavobacterium sp. UMI-01 株のアルギン酸分解・代謝関連遺伝子クラスターに見出された

4 種類のアルギン酸リアーゼ (FlAlyA、FlAlyB、FlAlyC、および FlAlex) および 3 種類の DEH 代謝酵

素 (FlRed、FlKin、および FlAld) 候補タンパク質を組換え酵素として作出し、それらの生化学的特徴

と反応生成物の解析を行った。また、各種組換え酵素を用いることで、in vitro においてアルギン酸を

任意の代謝物に極めて高い効率で変換可能であることが分かった。なお、DEH、KDG、および KDPG

に比べてピルビン酸の収率が低かった理由は、KDPG 開裂酵素 (recFlAld) の反応が可逆的であり、そ

の濃度で平衡に達したためである。この収率は、ピルビン酸もしくは GAP を反応平衡から除去する別
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の酵素を反応系に導入することで改善されると考えられた。 

FlAlyA は、幅広い基質特異性を有するエンド型リアーゼであり、アルギン酸を不飽和 2-5 糖まで完

全に分解した。一方、FlAlyB、FlAlyC、および FlAlex は、それぞれ polyM、polyMG、および polyG に

対して特異的に作用するエキソ型リアーゼであった。特に、FlAlyB および FlAlex は、本菌における不

飽和オリゴ糖分解の中核を担う酵素と考えられ、これらを同時に使用することで、FlAlyA により生じ

た不飽和オリゴ糖を DEH にまで完全分解できた。さらに、この DEH に FlRed、FlKin、および FlAld

が順次作用することにより、DEH は KDG および KDPG を経て、最終的にピルビン酸と GAP に変換

されることが明らかとなった。これらの酵素のうち、4 種のアルギン酸リアーゼ (FlAlyA、FlAlyB、

FlAlyC、および FlAlex) は、分泌シグナル配列を有しており、本菌の培養液中にアルギン酸リアーゼ

が検出されないことを考え合わせると、これらの酵素は本菌のペリプラズム領域に局在すると推定さ

れた。一方、DEH 代謝酵素 3 種は、分泌シグナル配列の存在が予測されず、細胞質領域に局在すると

推定された。以上の結果に基づき、本菌のペリプラズム領域と細胞質領域におけるアルギン酸分解・

代謝系酵素の存在状態を推定した (Figure 24)。 

アルギン酸の分解・代謝機構は、Sphingomonas sp. A1 株において分子レベルで詳細に研究されてき

たが 52、他のアルギン酸資化細菌ではほとんど明らかにされていない。A1 株では、細胞外膜ピットお

よびペリプラズム領域に存在する数種のトランスポーターを介して、細胞質領域にポリマーのアルギ

ン酸を輸送し、そこで 3 種類のエンド型リアーゼ (A1-I、A1-II、および A1-III) および 1 種類のエキソ

型リアーゼ (A1-IV) により DEH にまで完全分解すると報告されている 54。さらに、生じた DEH は、

NADPH 依存性の DEH 還元酵素 A1-R により KDG に還元されることが最近明らかにされた 55。この

ことから、Flavobacterium sp. UMI-01 株によるアルギン酸分解・代謝機構と A1 株で報告された機構と

では、アルギン酸分解に関与する酵素の種類や局在および DEH 還元酵素の補酵素特異性が異なるこ

とが分かる。このような相違点は、対象のアルギン酸資化細菌の種類や生息環境に依存すると考えら

れる。例えば、土壌性のプロテオバクテリアである A1 株では、分解反応を介さずアルギン酸を細胞内

に輸送し、それを細胞質領域で DEH まで分解する。したがって、A1 株のアルギン酸資化機構は、全

ての分解物を細胞内でエネルギーに変換できるという点で優れている 89。一方、UMI-01 株は海洋性の

フラボバクテリアであるが、海洋環境中に存在するアルギン酸は Ca2+とゲルを形成している。すなわ

ち、A1 株のようなアルギン酸輸送システムは海洋環境においては利用できない可能性がある。そのた

め、UMI-01 株はペリプラズム領域でアルギン酸を単糖レベルまで分解し、それを細胞内に輸送する機

構を獲得したのかもしれない。なお、本菌のアルギン酸代謝関連遺伝子クラスターは、G. forsetii74 や

Z. galactanivorans58 などのアルギン酸資化性フラボバクテリアにみられるクラスターと遺伝子構造が

類似していた。このことは、他のアルギン酸資化性フラボバクテリアが Figure 24 と同様の機構でアル



31 

 

ギン酸を代謝する可能性を示している。 

DEH 還元酵素、KDG リン酸化酵素、および KDPG 開裂酵素は、これまで主にプロテオバクテリア

で研究されてきたため、バクテロイデスにおけるそれらの酵素の知見はほとんどなかった。本研究で

は、これらの候補遺伝子をバクテロイデスに属する Flavobacterium sp. UMI-01 株のドラフトゲノム配

列中に見出したが、そこから演繹される一次構造がプロテオバクテリアのものと非常に低い相同性を

示したため、それらが実際に機能するかどうか不明であった。そこで我々は、組換え酵素を用いて各

遺伝子産物の活性を調べ、それらが推定酵素の活性をもつことを確認した。さらに in vitro の実験系に

より、本菌の DEH 代謝関連酵素が実際に DEH からピルビン酸と GAP を生じることを明らかにした。

これらの酵素の機能が同定されたことにより、今後、他種バクテロイデスにおける DEH 代謝関連酵素

の同定が容易となり、それらのアルギン酸分解・代謝機構に関する知見を深めることに繋がると考え

られる。 

以上、本章では Flavobacterium sp. UMI-01 株のドラフトゲノム配列中に見出されたアルギン酸分解・

代謝関連酵素遺伝子の活性を確認すると共に、Figure 24 に示すような UMI-01 株細胞におけるアルギ

ン酸からピルビン酸を生成するまでの一連の酵素反応過程を明らかにした。なお、これまでに単一の

アルギン酸資化生物でアルギン酸の完全分解および DEH の代謝に関わる個々の酵素性状を全てタン

パク質レベルで明らかにした研究報告は無く、本研究が初めての例である。 

一方、UMI-01 株の無細胞抽出液の DEH 還元活性を調べている中で、DEH の還元物である KDG と

は異なる未知の代謝物 (Unknown product 1, UP1) が反応混液中に生成することを見出した。これは、

UMI-01 株の無細胞抽出液中に DEH に作用して、UP1 を生じる未知の酵素あるいは反応経路が存在す

る可能性を示している。なお、予備実験によれば、UP1 は DEH の酸化物であり、これを生じる酵素は

DEH の酸化を触媒する「DEH 酸化酵素」であることが強く示唆された。そこで次章では、UMI-01 株

の無細胞抽出液から DEH 酸化酵素の単離を試みることとした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Table 1. Primers for expression of recombinant proteins involved in alginate metabolism.

Primers Nucleotide sequence (5’ to 3’)*

FlAlyA-F AGGTAATACACCATGAGCAAAACTGCTAAAATTGA

FlAlyA-R CACCTCCACCGGATCCATGAGTAACTTGTAAAGAAT

FlAlyB-F AGGTAATACACCATGCAAGGGCATCCAAGACTAAT

FlAlyB-R CACCTCCACCGGATCCTTTAATTAATGTATTATAAT

FlAlyC-F AGGTAATACACCATGACTGCAATTTCCAATGCAAC

FlAlyC-R CACCTCCACCGGATCCTTTTACTAACAACTCACTGA

FlAlex-F AGGTAATACACCATGGCAAACAAAAGCATCAAAGT

FlAlex-R CACCTCCACCGGATCCATACATCATCTTTTGCTTTA

FlRed-F AGGTAATACACCATGGGTAATTTAAATGAAAAAGTTG

FlRed-R CACCTCCACCGGATCCTATTCCTAAAGCTTGACCTCC

FlKin-F AGGTAATACACCATGAAAAAAGTAGTCACTTTTGG

FlKin-R CACCTCCACCGGATCCTCTTGAAACTTTTCCTGAAA

FlAld-F AGGTAATACACCATGGCTCAATTTTCAAGAATAGA

FlAld-R CACCTCCACCGGATCCTTGTTTTAACTCTTTAATGA

*Underlines indicate additional sequences for In-Fusion cloning.

32



Table 2. Alginate metabolic genes found in the draft genome of Flavobacterium sp. UMI-01.

Contig No. Gene No. Length (bp) Predicted protein e-value

1 62 924 KDG kinase 3e-20

6 44 2,781 PL-6 alginate lyase 6e-29

50 669 KDPG aldolase (FlAld) 8e-16

51 1,023 KDG kinase (FlKin) 2e-20

52 765 DEH reductase (FlRed) 6e-29

55 867 PL-7 alginate lyase (FlAlyA) 2e-24

57 2,265 PL-17 alginate lyase (FlAlyB) 3e-172

80 1,698 PL-6 alginate lyase (FlAlyC) 1e-51

112 2,307 PL-6 alginate lyase (FlAlex) 2e-101

8 473 747 DEH reductase 3e-23

19 170 639 KDPG aldolase 4e-15

183 780 DEH reductase 6e-20

241 921 PL-7 alginate lyase 1e-25

20 67 744 DEH reductase 4e-27

26 110 918 KDG kinase 2e-11

35 38 795 DEH reductase 8e-16

38 191 771 DEH reductase 4e-17

500 2,256 PL-7 alginate lyase 1e-13

72 169 774 PL-7 alginate lyase 5e-10

78 7 2,343 PL-6 alginate lyase 3e-110

11 770 DEH reductase 9e-28
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Figure 3. Alginate metabolism related gene cluster found in the draft genome of Flavobacterium sp. UMI-01.

The genes involved in alginate assimilation were colored on the basis of their predicted function. Red, alginate

lyase; orange, DEH metabolic enzyme; gray, sugar transporter; white, transcriptional regulator.

Alginate lyase DEH metabolic enzyme Sugar transporter Transcriptional regulator

FlAlex FlAlyC FlRedFlAlyB FlAlyA FlKin FlAld

32 kb 20 kb

1 kb
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Figure 4. Multiple amino-acid sequence alignment for FlAlyA with other PL-7 alginate lyases.

Identical amino-acid residues with FlAlyA are colored by yellow. Gray boxes and closed triangles indicate

catalytic residues and substarte-recognition residues of A1-II’ from Sphingomonas sp. A1. Flavobacterium sp. UMI-

01, alginate lyase FlAlyA from Flavobacterium sp. strain UMI-01 (GenBank accession number, BAP05660);

Flavobacterium sp. strain S20, alginate lyase Alg2A from Flavobacterium sp. S20 (GenBank accession number,

AEB69783); Zobellia galactanivorans, alginate lyase AlyA1 from Zobellia galactanivorans (GenBank accession

number, WP_013992548); Pseudomonas aeruginosa, alginate lyase PA1167 from Pseudomonas aeruginosa

(GenBank accession number, WP_034063789); Sphingomonas sp. strain A1, alginate lyase A1-Ⅱ’ from

Sphingomonas sp. A1 (GenBank accession number, BAD16656); Klebsiella pneumoniae, alginate lyase from

Klebsiella pneumoniae (GenBank accession number, Q59478).
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Flavobacterium sp. UMI-01 1 M - - N I Q F S K I L L L T V L A T A T I S N AQDKK S K - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 28

Flavobacterium sp. S20 1 M - - S I Q F S K I L L L T V L A T A T I S N AQDKK S K - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 28

Zobellia galactanivorans 1 M - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - GN 3

Pseudomonas aeruginosa 1 M - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1

Sphingomonas sp. A1 1 ME KQCGWY AV V L C V A L AACGGGGGD SGG T S L P AS S S S S S K S S AGS S S S K T S AS S S V S S S S 60

Klebsiella pneumoniae 1 M - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1

Flavobacterium sp. UMI-01 29 - - S K T AK I DWS HWT V T V P E E N P DK PGK P Y S L GY P E I L N Y AE DK - - - - - - - - - - - I AS K YM 75

Flavobacterium sp. S20 29 - - S K T AK I DWS HWT V T V P E E N P DK PGK P Y S L GY P E I L N Y AE DK - - - - - - - - - - - I AS K YM 75

Zobellia galactanivorans 4 S P AS V L G I T AN TWK I N S F I GS PGS S A T Y Y DD I T D ASG I S Y N T Y S - - - - - - - - - - - DDN Y F 52

Pseudomonas aeruginosa 2 - - - - - - - P D L S TWN L T I PQGR P - - - - - A I T I S T SQ L QRD Y R S D - - - - - - - - - - - - - - - Y F 34

Sphingomonas sp. A1 61 S T T S S AAAS S S SQS S S S S L D P AAAPGKN F D L S HWK L Q L P D AN T T E I S S AN L G L GY T SQY F 120

Klebsiella pneumoniae 2 - P APGDK F E L SGWS L S V P V D - S DNDGK ADQ I K E K T L AAGY RN S - - - - - - - - - - - - - - - D F 44

Flavobacterium sp. UMI-01 76 Y DD P KDK S V V F Y A F P SGV T T - AN T H Y S R S E L R E TME T GS N - - - - - - - - K V NWT F AKGG - - 124

Flavobacterium sp. S20 76 Y DD P KDK S V V F Y A F P SGV T T - AN T H Y S R S E L R E TME T GS N - - - - - - - - K V NWT F AKGG - - 124

Zobellia galactanivorans 53 Y T - - - DGEWV Y F KC Y RG L GGS AN SQN P R V E L R EMDNGN L A - - - - - - - - - - SWT GD SG T H - 98

Pseudomonas aeruginosa 35 - QR T ADG - I R FWV P V NGS H T - RN S E F P R S E L R E T L S SGR P - - - - - - - - - Y NWR Y AR ADN - 81

Sphingomonas sp. A1 121 Y T D T - DGAMT FWAP T T GG T T - AN S S Y P R S E L R EML D P S N S - - - - - - - - K V NWGWQG T H - - 168

Klebsiella pneumoniae 45 F T L S D AGGMV F K AP I SGAK T S KN T T Y T R S E L R EML RKGD T S I A T QGV S RNNWV L S S AP L S 104

Flavobacterium sp. UMI-01 125 - - - - - - - - - - KMRG T Y A I DD I S K E - P DGK Y S R V I I AQ I HGV L T D EQRD L I GQKDNN AP P I 173

Flavobacterium sp. S20 125 - - - - - - - - - - KMRG T Y A I DD I S K E - P DGK Y S R V I I AQ I HGV L T D EQRD L I GQKDNN AP P I 173

Zobellia galactanivorans 99 - - - - - - - - - - TMEWT VQV NQ L PQD - T DGDGGV L C F GQ I HGP S KN S - - DGV E V DD - - - - - V 140

Pseudomonas aeruginosa 82 - - - - - - - - - - WL E A T L R I E AV P S T - - - - - - RRM I I GQ I H S DGS N S - - - - - - - - - GQAAP L 116

Sphingomonas sp. A1 169 - - - - - - - - - - TMK L SGK T VQ L P S S - - - - - - GK I I V AQ I HG I MDDG - - - - - - - - - T N AP P L 203

Klebsiella pneumoniae 105 EQKK AGGV DG T L E A T L S V DH V T T T GV NWQVGR V I I GQ I H ANND E P I R L Y Y RK L P HHQKGS 164

Flavobacterium sp. UMI-01 174 L K V YWDK - - - - - - GK - I R V K T K V L KD L N AP Y K EML S E H AWGDD EGRN F K E K I D L N T R F T L 226

Flavobacterium sp. S20 174 L K V YWDK - - - - - - GK - I R V K T K V L KD L N AP Y K EML L E H AWGDD EGRN F K E K I D L N T R F T L 226

Zobellia galactanivorans 141 V R VQ F I GE E NQS SGS - V K L K I SGY V T E EQ - - - - - - - - - - - - - - GGSQ T F SGY S L D T T Y NC 185

Pseudomonas aeruginosa 117 V K L L YQ L R L DQ - - GR - VQA L V R E R P DDGG - - - - - - - - - - - - - T R AY T LMDG I P L GQP F S Y 160

Sphingomonas sp. A1 204 V K AV F QD - - - - - - GQ - L DMQV KQN S DG T G - - - - - - - - - - - - - S D V HN Y F T G I K L GD L Y NM 243

Klebsiella pneumoniae 165 V Y F AH E P RKG F GD EQWY EM I G T L QP S HGN - - - - - - - - - - - Q T AAP T E P E AG I A L GE T F S Y 213

Flavobacterium sp. UMI-01 227 E V K V S - DGRME V I L ND T E S L V Y DD I HMKKWG I F E N - - - - Y F K AGN Y F QS K T - - - P - G T F A 277

Flavobacterium sp. S20 227 E V K V S - DGRME V I L ND T E S L V Y DD I HMKKWG I F E N - - - - Y F K AGN Y F QS K T - - - P - G T F A 277

Zobellia galactanivorans 186 K L V Y S - GGY V E L FMNG - - S S V - F RKKME V DD L S E N - - - - Y F K VGN Y L QS V KGAS Y T GS YG 237

Pseudomonas aeruginosa 161 R I GV S R SG L L S V S V NG - - S A L - EQQ L D PQWAYQG L - - - - Y F K AG L Y L QDNR - - GP S S EGG 211

Sphingomonas sp. A1 244 E I R V T - DGV AY V TMNGD T R S V D F VGKD AGWKN L K Y - - - - Y F K AGN Y VQDN T - - - S T GGS A 295

Klebsiella pneumoniae 214 R I D A T GNK L T V T LMR EGR P D V V K T V DMS K SGY S E AGQY L Y F K AGV Y NQNK T - - GK P DD Y V 271

Flavobacterium sp. UMI-01 278 K V K I Y S L QV T H 288

Flavobacterium sp. S20 278 K V K I Y S L QV T H 288

Zobellia galactanivorans 238 L V R I KN L S V T HN 249

Pseudomonas aeruginosa 212 R A T F S E L R V S HQ 223

Sphingomonas sp. A1 296 I AK L Y S L S V S H S N 308

Klebsiella pneumoniae 272 QA T F Y R L K A T HGAQR 286

Identity

99% (286/288)

20% (61/306)

20% (59/297)

23% (76/336)

18% (58/329)



Figure 5. Multiple amino-acid sequence alignment for FlAlyB with other PL-17 alginate lyases.

Identical amino-acid residues with FlAlyB are colored by yellow. Gray boxes, closed triangles, and open triangles

indicate catalytic residues, substarte-recognition residues, and Zn2+ binding site of Alg17C from Saccharophagus

degradans 2-40T. Flavobacterium sp. UMI-01, alginate lyase like protein FlAlyB from Flavobacterium sp. UMI-01

(GenBank accession number, BAQ25533); Flavobacterium sp. S20, alginate lyase like protein from Flavobacterium

sp. S20 (GenBank accession number, AFV91542); Saccharophagus degradans, alginate lyase Alg17C from

Saccharophagus degradans 2-40T (GenBank accession number, WP_011469755); Sphingomonas sp. MJ-3, alginate

lyase from Sphingomonas sp. MJ-3 (GenBank accession number, AEM45874); Shewanella sp. Kz7, alginate lyase

OalS17 from Shewanella sp. Kz7 (GenBank accession number, AHW45238).
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Flavobacterium sp. UMI-01 1 M I Y - - - - - - - - - - - - - - F Y K T K A F A I I V - - L AMV L VM - - - GQS V L AQGH P R L I M T K KGV QE I R S Q L GK V P 51

Flavobacterium sp. S20 1 M I Y - - - - - - - - - - - - - - F Y K T K A F A I I V - - L AMV L VM - - - GQS V L AQGH P R L I M T K KGV QE I R S Q L AK V P 51

Saccharophagus degradans 1 M L S - - - - - - - - - - - V N T I K N T - L L A - A V - - L V S V P A - - T - AQV S - GNGH P N L I V T E QD V AN I A A SWE S Y D 51

Sphingomonas sp. MJ-3 1 M - T - - - - - - - - - - - - - - - R F A F L L AGA A - - L L A A P A L - - - AQ T A - P GDQP T L F R A P EMA A T AK E A - T A Y P 47

Shewanella sp. Kz7 1 M I S L S I A L I KQS A L V K S I R R S GV F A F S V T L L V S V S A L L S P V H A S - QS T H P N L V V NQQD V L T MR A A I KQP G 69

Flavobacterium sp. UMI-01 52 L F D A S L V E V K K E V D A EM L L K I D V P L P K D F S GGY T H E R H K K N F L I AQK AGA L F Q I T GD K K Y GN Y V K EM L MA 121

Flavobacterium sp. S20 52 L F D A S L V E V K K E V D A EM L L K I D V P L P K D F S GGY T H E R H K K N F L I AQK AGA L F Q I T GD K K Y GN Y V K EM L L A 121

Saccharophagus degradans 52 A Y A E Q L N AD K T N L D A F MA E GV V V PMP K D AGGGY T H E QH K R N Y K A I R N AG F L Y QV T GD E K Y L T F AK D L L L A 121

Sphingomonas sp. MJ-3 48 L F A A E L K R V R R E V D K A I K AGV V V P QP K D P GGGY T H E QH K R N Y T A I Y GAG L L F R I T GE QR Y AD F AR A E L L E 117

Shewanella sp. Kz7 70 S F KQA F E AQK AQV D S L L T QP I L V P V P V D AGGGY T H E R H K K N Y QQMY D AGMMY Q L T QQQK Y AD Y V R DM L L E 139

Flavobacterium sp. UMI-01 122 Y T K L Y P T L P L H P QE R S Y ARGK L FWQA L N D ANWL V YMS QA Y D C V Y D F I GAK D R A I I E K D L F K P F AD F I S I G 191

Flavobacterium sp. S20 122 Y T K L Y P T L P L H P QE R S Y ARGK L FWQA L N D ANWL V YMS QA Y D C V Y D F I GAK D R A I I E K D L F K P F AD F I S I G 191

Saccharophagus degradans 122 Y AKMY P S L GE H P N R K E QS P GR L FWQS L N E A VWL V Y S I QGY D A I I DG L A A E E KQE I E S GV F L PMAK F L S V E 191

Sphingomonas sp. MJ-3 118 Y AR L Y P T L GN H P A A S DQR P GR L FWQS L N D A VWA V Y A V QGY D A I R D S L S P AD R A T I D D K L F R PMAR F L S AG 187

Shewanella sp. Kz7 140 Y AK L Y P T L P L H P K R K S R N E GK L FWQG L N E A VWL V Y T I QA Y D F I V S S L D D T QR K T I E T G I L L P V AD F L S V Q 209

Flavobacterium sp. UMI-01 192 S P QY F N R V H N H S TWGN V A V GM I A L VMD D A E L L D R AMNG L K E DG L T P GMK D N DGG L I K K E GQK T G F L AN V D 261

Flavobacterium sp. S20 192 S P QY F N R V H N H S TWGN V A V GM I A L VMD D A E L L D R AMNG L K E DG L T P GMK D N DGG L I K K E GQK T G F L AN V D 261

Saccharophagus degradans 192 S P E T F N K I H N HG TWA V A A V GM T GY V L GN D E L V E I S - - - L - - - - - - - - M - - - - - G L - D K T G - K AG F MKQ L D 243

Sphingomonas sp. MJ-3 188 QA E E F DQ I H N H A TWAC A A V GM I GY T L R D K D F V E V A - - - L K - - - - - - - - - - - - - G L - K R DG - K F G F L AQ I D 239

Shewanella sp. Kz7 210 S P H T F N K V H N HG TWA T A A V GM T G F V L D K P E L V E T A - - - L - - - - L - - - - - - - D - - L - E K S G - KGG F L RQ L D 261

Flavobacterium sp. UMI-01 262 E P F S P DGY Y N E GP Y Y QR Y AMY P F MV F A E A L QN T K P E L K I F E Y K NG I L I K A V Y A L L N L T N A E GE F F P L N DG 331

Flavobacterium sp. S20 262 E P F S P DGY Y N E GP Y Y QR Y AMY P F MV F A E A L QN T K P E L K I F E Y K NG I L I K A V Y A L L N L T N S E GE F F P L N DG 331

Saccharophagus degradans 244 K L F S P DGY Y T E GP Y Y QR Y A L MP F I WF AK A I E T N E P E R K I F E Y R N N I L L K A V Y T T I D L S Y A - GY F F P I N D A 312

Sphingomonas sp. MJ-3 240 Q L F S P DGY Y V E GP Y Y QR Y AM L P F V L F AR F I A ANQP E QK I F QH R DGV L L K A I R T S I Q T T Y D - GY F F P F N D A 308

Shewanella sp. Kz7 262 E L F S P DGY Y N E GP Y Y QR Y A L L P F V T F AK A I E QNQP E R K I F E Y R N N I L L K A I Y S T V E L S Y N - R L F F P L N D A 330

Flavobacterium sp. UMI-01 332 QKGMS Y Y S R E L V S A V D I A Y L Y GGK D A S L L S I A E KQGR V Q L D N S GMA V A L G I K N K - L AK - P F V K K S I N L S D 399

Flavobacterium sp. S20 332 QKGMS Y Y S R E L V S A V D I A Y L Y GGK D A S L L S I A E KQGR V Q L D N S GMA V A L G I K N K - L AK - P F V K K S I N L S D 399

Saccharophagus degradans 313 L K D KG I D T V E L V H A L A I V Y S I T G - D N T L L D I AQE QGR I S L T GDG L K V AK A V GE G - L T Q - P Y N Y R S I L L GD 379

Sphingomonas sp. MJ-3 309 MP D K S L K T D E L Y QS V A I GY E A T R - D P A L L S I AKWQGR T V L T P DG L MV AR D L A AG - K AQ - P F P F V S Q F L S D 375

Shewanella sp. Kz7 331 I K S KG I D T T E L V I A V S I A Y G L T A - N N D L V D I AKQQN R I L L T GDG L K L AQA I D AN K P S H Y P F N S R E - F L - D 397

Flavobacterium sp. UMI-01 400 GP DGE QGGV A I I R N K V K N S E L S L VMK Y A S QGS S HGH F D K L S F S Y Y N NGD E I L QD Y G L AR F V N I E QKGGGN 469

Flavobacterium sp. S20 400 GP DGE QGGV A I I R N K V K N S E L S L VMK Y A S QGS S HGH F D K L S F S Y Y N NGD E I L QD Y G L AR F V N I E QKGGGN 469

Saccharophagus degradans 380 GADGDQGA L S I H R L GE GH N HMA L V AK N T S QGMGHGH F D K L NWL L Y D NGN E I V T D Y GA AR Y L N V E AK Y GGH 449

Sphingomonas sp. MJ-3 376 GP RGEMGG L A I MR S GP GD S DQV L V AK N A AMGMGHGH F D K L S Y I L Y D NGH A I V T D Y GA AR F L N V E S K DGGR 445

Shewanella sp. Kz7 398 GK NGD E GA L I VMRQN T P - T DQA I V F K A T AQG L GHGH F D K L TWQ F Y D AGE E I V S D Y GA AR F L N I E AK AGGR 466

Flavobacterium sp. UMI-01 470 Y L K E N A TWAKQ T I AH N T I V QN E T S H F KGD F E T GNQ F S S K K Y - C Y D V AN P K V Q L I S A T E GN A Y P G T QMH R T 538

Flavobacterium sp. S20 470 Y L K E N A TWAKQ T I AH N T I V QN E T S H F KGD F E T GNQ F S S K K Y - C Y D V AN P K V Q L I S A T E GN A Y P G T QMH R T 538

Saccharophagus degradans 450 Y L A E N N TWAKQ T I AH N T L V V N E QS H F Y GD V T T AD L H H P E V L S F Y S - GE D - Y Q L S S AK E AN A Y DGV E F V R S 517

Sphingomonas sp. MJ-3 446 Y L K E N E SWAKQ T V AH N T L V V N E T S N F GGKWK V GD K L A P GQ L - FWA - S T P QA T I S T A EMAGA Y P GV R Y R R T 513

Shewanella sp. Kz7 467 Y L P E N K TWAKQ T V AH N T L V V D E T S H F KGD V K V GN K N H P - I V D F Y H - H D D K L T L A S AH I D T A Y D D V N I S R T 534

Flavobacterium sp. UMI-01 539 MV LWE T E - - G F E K P I L L D I F Q L D S K S ANQY D L P F Y Y F GQ I M T T N F K Y - D T P A T L E S L GK ANGY QH LWK E G 605

Flavobacterium sp. S20 539 MV LWE T E - - G F E K P I L L D I F Q L D S K S ANQY D L P F Y Y F GQ I M T T N F K Y - D T P A T L E S L GK ANGY QH LWK E G 605

Saccharophagus degradans 518 M L L V N V P - - S L E H P I V V D V L N V S AD K A S T F D L P L Y F NGQ I I D F S F K V K D N K N VMKM L GK R NGY QH LWL R - 584

Sphingomonas sp. MJ-3 514 L V Q L P V A - - G I E S PM I V D L L D V T GD K P A T Y D L P L H Y AGQ I T A I G F P L QS N T A E R P V L GK ANGY QH I WV D A 581

Shewanella sp. Kz7 535 MA L V S V K V D D K D T P L V F D I V E V N S D N S HQY D L P L H Y QGQ L I D S N F ARQA A T E K L T P L GKQAGY QH LWL K A 604

Flavobacterium sp. UMI-01 606 AGK A - - T E AN T K F SWL H NGS - F Y T L - - - T S A T QAN D E L L L V R L GAN D P N F N L R R D AG L I I R K K N S QK A T F 669

Flavobacterium sp. S20 606 AGK A - - T E AN T K F SWL H NGS - F Y T L - - - T S A T QAN D E L L L V R L GAN D P N F N L R R D AG L I I R K K N S QK A T F 669

Saccharophagus degradans 585 N T A P - V GD A S E R A TW I L D D R - F Y S Y A F V T S T P S K KQN V L I A E L GAN D P N Y N L RQQQV L I R R V E K AKQA S F 652

Sphingomonas sp. MJ-3 582 T G T P - - GA E NGA V TW I N D N R - F Y T Y - - - RM L A P AGA S V I L GE S GAN D P R F N L R R E P L L I E R V AGV AN AQ F 645

Shewanella sp. Kz7 605 N A T P K KGV A - - K V TWL N D NG L F Y T H - - - S S I V DGN T D V L F T Q L GAN D P D F N L R N E H S F I QR T - N S KQH R F 668

Flavobacterium sp. UMI-01 670 V N A I E T HGS Y S P V T E N A V N A F S A I T N L E L V Y E - - D AN Y V G - V S V QN K E GV K A L F V L S T S N N S - - A T QK H T 734

Flavobacterium sp. S20 670 V N A I E T HGS Y S P V T E N A V N A F S A I AN L E L V Y E - - D AN Y V G - V S V QN K E GV K A L F V L S T S N N S - - A T QK H T 734

Saccharophagus degradans 653 V S V L E P HGK Y DGS L E T T S GA Y S N V K S V K H V S E NGK - D V V - - V - V D L K DG - S N - V V V A L S Y N A - N S E QV H K 715

Sphingomonas sp. MJ-3 646 V N L L E P HGN Y D AGE E R T T A S N S R V KG F T H V R T N - D AD L V - - - T I R L ADG - R A - I T L A I A F S A - D AN A AH S 708

Shewanella sp. Kz7 669 V S V L E P HGE Y N P S A E Y T L N A T S N L E T L T Y E RQ - GD L S I V G F S V L S NQD S - T A - F V L A I N HQ T K N S L D N N K 735

Flavobacterium sp. UMI-01 735 L E I KGK T Y SWV G - - V H Y N T - - - L I K 754

Flavobacterium sp. S20 735 L E I KGK T Y SWV G - - V H Y N T - - - L I K 754

Saccharophagus degradans 716 V N AGE E A I EWKG - - - - F S S - - V V V R R K 736

Sphingomonas sp. MJ-3 709 A A V DGR K L DWRG - - - H F A - R F D AGKGN 731

Shewanella sp. Kz7 736 D N N T T QR F S Y L GK T Y S F D T R Y Q L I Q I S Q 763

Identity

99% (750/754)

41% (315/768)

39% (299/760)

40% (314/791)



Figure 6. Multiple amino-acid sequence alignment for FlAlyC with other PL-6 alginate lyases.

Identical amino-acid residues with FlAlyC are colored by yellow. Gray boxes and opened triangles indicate

catalytic residues and Ca2+ binding site of chondroitin lyase from Pedobacter heparinus. Flavobacterium sp. UMI-01,

alginate lyase like protein FlAlyC from Flavobacterium sp. UMI-01 (GenBank accession number, BAS53727);

Formosa algae, alginate lyase like protein from Formosa algae (GenBank accession number, WP_057781511);

Pedobacter heparinus, chondroitin lyase from Pedobacter heparinus (GenBank accession number, WP_012780957);

Stenotrophomonas maltophilia, alginate lyase from Stenotrophomonas maltophilia KJ-2 (GenBank accession number,

AFC88009); Pseudomonas sp. OS-ALG-9, alginate lyase from Pseudomonas sp. OS-ALG-9 (GenBank accession

number, BAA01182).
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Flavobacterium sp. UMI-01 1 M - - - - - L - - - - - - - - - - F S L T T - - Y S - Q L V S T - N S A - - L A - T A - - - - - - - - I S N A T - - - - - - - - A G T T 30

Formosa algae 1 M T I T - K L S N V L T I I V L V F K L S T - - Y G - Q V V S T - T A A - - L E - S A - - - - - - - - I S N A T - - - - - - - - A G T T 44

Pedobacter heparinus 1 MK M L N K L A G Y L L P I MV L L N V A P - - C L GQ V V A S - N E T - - L Y - Q V - - - - - - - - V K E V K - - - - - - - - P GG L 46

Stenotrophomonas maltophilia 1 MR S T - R L S R H P T S L C L T T A L A F - - C L - T T L P A - T A A SWL V H D A - - A E - - F D - T A A A S L - Q - - - - P GD E 53

Pseudomonas sp. OS-ALG-9 1 MK - - - - L N F Y - V G L V L L C G L H Y S S C A - K A V E T G S S A E K I E N Q A T L S E K T Y T I S S A A E L S Q L N L MP GD K 62

Flavobacterium sp. UMI-01 31 I I L A N G TWT N V Q I N I N K - T G T Q A N P I T I K A Q T A G S V F F E GN S Y V K MGG S Y I F F E G V I F R N P S G I S P S T 97

Formosa algae 45 I T L A D K TWS N V Q L S I N K - I G T E N E P I T I Q A E T P G S V F F E GN S Y V K MGG A Y I I F K D V V F QN P S N L D T D I 111

Pedobacter heparinus 47 V Q I A D G T Y K D V Q L I V - S N S GK S G L P I T I K A L N P GK V F F T GD A K V E L R G E H L I L E G I WF K D - - GN R A I Q 111

Stenotrophomonas maltophilia 54 I V L A D G TWT D T R L L L - K GQG T A A A P I V L R A Q T P GK V I L S GQ S D L R L A G S Y L Q V S N L V F R N - - G Y T P GD 118

Pseudomonas sp. OS-ALG-9 63 V I MK S G EWK - S Q F I H F K GK G T A E K P I T L T A E T K G S V L L T GN S N L K I D G EWL V V D G L S F K N - - G F S L K D 127

Flavobacterium sp. UMI-01 98 P V I E F K - S S S D - - C S N C K L T N V K I D A Y N - A T GQ E T T V F KWV L L R - - G - - - Q Y N E I S Y C S F L GK Y G I G S 156

Formosa algae 112 P V I E F K - S S N D - - C N H C T V T N I Q I D S Y N G T T A Q E E D T F KW I L L R - - G - - - T N N E V S Y S S F I GK H G V G S 171

Pedobacter heparinus 112 AWK S H G P G L V A I Y G S Y N R I T A C V F D C F - - - - D E A N S A Y I T T S L T E D GK V P QH C R I D H C S F T D K I T F D Q 175

Stenotrophomonas maltophilia 119 A V V A F R E S S K A V - A S H S Q L S G L V I D N Y S N P - D P GD QD Y - WV S L Y - - G - - - S H N R L D H S Q L R GK T N A G P 178

Pseudomonas sp. OS-ALG-9 128 D V V V F - - - T K T - - T T N S R L T N T S I E N Y - N P V D K - T L D Y KWV S L Y - - G - - - H H N R V D H C S I T GK N H QG T 183

Flavobacterium sp. UMI-01 157 I I N D N - - - R - - - E N S N - - P N - Y H K I H H N Y F A - GR T P V GQ V N D L N D QD A I R I GN S S T S L S D S F S E V Y D N 214

Formosa algae 172 I I N D N - - - R - - - - - S S T E A N - Y H K I H H N Y F A - D R T P V G E I N D L N D QD A I R I G S S S T S L S D S Y T E V Y N N 229

Pedobacter heparinus 176 V I N L N N T A R A I K D G S V GG P GMY H R V D H C F F S N P QK P - G - - - - - N A GGG I R I G Y Y R N D I GR C L - - V D S N 235

Stenotrophomonas maltophilia 179 T V V V V - - - R - - - D A T QG L D N - QH R I D H NWF G - P R P A L G - - - - V N GG E T L R I G T S D T S L S A S N N T V E N N 234

Pseudomonas sp. OS-ALG-9 184 T L V VWL D D K - - - - - - - - - P N - Y H Q I D H N Y F G - P R P E L G - - - - A N GG E T I R I G T S A F S MN D S Y R T V QN N 236

Flavobacterium sp. UMI-01 215 Y F D N F S G E V E V I S N K S C K N K Y Y N N T F R D Y QG A L T L R H GN D C E V Y N N F F I A N N K L F S - GG I R V MG E N H K 281

Formosa algae 230 Y F Y N F S G E I E V I S N K S GK N K Y Y N N T F D D Y QG A L T L R H GN GC E V Y N N F F F A N K N V F S - GG I R V MG E D H L 296

Pedobacter heparinus 236 L F MR QD S E A E I I T S K S Q E N V Y Y GN T Y L N C QG T MN F R H GD H Q V A I N N F Y I GN D QR F G Y GGM F VWG S R H V 303

Stenotrophomonas maltophilia 235 WF E GC D G E T E I I N S K S GGN T Y R GN V F Y R S A G A L T L R H GN GN R V I D N V F L GD D K A G T - GG V R I I N GD Q I 301

Pseudomonas sp. OS-ALG-9 237 I F D K C D G E V E I I S I K S G F N K I L N N L F Y E C A G T V T F R H GN N S E V S N N Y F I A N N V T N S - GG V R I I G E N QK 303

Flavobacterium sp. UMI-01 282 I Y N N Y I E G V N S K K V D N S T S S A T GG I N V S N GR V N T - A L - N G Y Y Q V K N V T I T N N T F V N - C D Y G L R I G T S V 346

Formosa algae 297 I Y N N Y I E G V N S K K P D G S T S GG T GG I N V S N GK P D S - A L - N E Y Y Q V K N V S I V N N T L V N - C D Y G L R I G T K I 361

Pedobacter heparinus 304 I A C N Y F E - - - - - - L S - E T I K S R G - - N A A L - Y L N P G AMA S E H A L A F D M L I A N N A F I N V N G Y A I H F N P - L 360

Stenotrophomonas maltophilia 302 V S N N Y F E - - - - - R L A G S S N R S A - - L A V MD GQ A D P - P L - S G Y A P V V N A T I S R N T F V D V A R I S F - - G V GH 358

Pseudomonas sp. OS-ALG-9 304 V Y GN Y L Y - - - - - K V A GR T L R S A - - I S V MN A Y E K P - A L - N D YWQ V K N A D I QN N I I V G - A R E A F V L G S GK 361

Flavobacterium sp. UMI-01 347 A S D L - - T L A P E N L I V A - - N N V L - S N V T T K A I Q V S T T P I G - T S L F QGN I R QGG SWD I T T G T N GN A V V S S 408

Formosa algae 362 K S T N - - T L A P E N L I V A - - N N V I Y E N - T T K A I Q L T T A P I GD A S I ME GN I K QN G SWD I T T D T N D N I S V S S 424

Pedobacter heparinus 361 D E R R K E Y C A A N R L K F E T P H Q L M - L K - - G - N L F F K D K P Y V - - - - - - - - - - - - - - - - Y P F - F K D D Y F I A - 406

Stenotrophomonas maltophilia 359 D E A K G I V V A A S N S R F S - - A N L I - V N R A S R N P P N T A S S L A G I T - F S GN V Q S P A - - - A S S V F P - - A G V E - 416

Pseudomonas sp. OS-ALG-9 362 D N D R - - T L A P D G V N I S - - N N Y I - I N - P T - T L L V T QD E P K - - - - - - - N L K MQN N Q V E G - A S I V T G F V K M 414

Flavobacterium sp. UMI-01 409 G L L A S T K T D F Y R L I T G S A A I D A G L G S Y S F L T F D I T GGN R T A S F D V G A E E F N S GG T R V P Y T A S D V G V K V 476

Formosa algae 425 G L L G S N A T - F Y Y I V S G S A A I D A G I G S Y A F L T T D I L GG P R S A S F D T G A E E L N A GGD M F P Y S Q S D I G V T V 491

Pedobacter heparinus 407 GK - N S - WT - - - - - - - GN V A L - - G V E K G - - - - - - I P V N I - S A N R S A Y K P V K I K D I Q P I E G I A L D L N A L I 456

Stenotrophomonas maltophilia 417 GR S V S L QQ A G S G LWV A T P A L - P Q V G A D P A L A - - M T A - - R E A T G V DWY P - K V G E V A L S R V S T - - - G V D R 475

Pseudomonas sp. OS-ALG-9 415 GN D - L QMS D - - G I WQK K T E I K K P FWL A T A I G P EWK K D H R S F I F K 455

Flavobacterium sp. UMI-01 477 G F G A N GN L S V T K N Q I A - A QN L M I Y P V P L QG E Y L N V H F K G E S I GK V Q I V D L QGK I L ME A I I D T A E GQ L E 543

Formosa algae 492 G F G T D - K T L G L GD I I K L E QQ L K I Y P V P S QG A I L N I A L GN Q T L G L V E I S D MA GR L V L A K I F N T S K A E I D 558

Pedobacter heparinus 457 S K G I T GK P - L SWD E V R P YW - L K E MP G T Y A L T A R L S A D R A A K F K A V I K R N K E H 506

Flavobacterium sp. UMI-01 544 I S K L P P G I Y A L R A QG V S - E L L V K 565

Formosa algae 559 I QN F K T G T Y I V K V Q E V S K K I V I K 581

Pedobacter heparinus 506 506

Stenotrophomonas maltophilia 475 475

Pseudomonas sp. OS-ALG-9 455 455

Identity

64% (373/586)

20% (120/587)

27% (139/509)

31% (153/489)



Figure 7. Multiple amino-acid sequence alignment for FlAlex with other PL-6 alginate lyases.

Identical amino-acid residues with FlAlex are colored by yellow. Gray boxes and opened triangles indicate catalytic

residues and Ca2+ binding site of chondroitin lyase from Pedobacter heparinus. Flavobacterium sp. UMI-01, alginate

lyase like protein FlAlex from Flavobacterium sp. UMI-01 (GenBank accession number, BAS53728); Arcticibacter

svalbardensis, alginate lyase like protein from Arcticibacter svalbardensis (GenBank accession number,

WP_040299601); Shewanella sp. Kz7, alginate lyase OalS6 from Shewanella sp. Kz7 (GenBank accession number,

AHC69713); Pedobacter heparinus, Chondroitin B lyase from Pedobacter heparinus (GenBank accession number,

WP_012780957); Stenotrophomonas maltophilia, alginate lyase from Stenotrophomonas maltophilia KJ-2 (GenBank

accession number, AFC88009); Pseudomonas sp. OS-ALG-9, alginate lyase from Pseudomonas sp. OS-ALG-9

(GenBank accession number, BAA01182).

38

Flavobacterium sp. UMI-01 1 M - - - - KNM I F - L G - - - V L C F - L - F S F - R P - - - - I E - - AN - K - - - S I K V T NQQE - L N E A L K T VQAGD E I I L AN 50

Arcticibacter svalbardensis 1 M - - - NR - Y L I L L - - - - - - - - - - - - - F L I P S - - L A I CQ I K L K P N I I - K V HN S A E - L T DA I S KANAGDN I VMAN 51

Shewanella sp. Kz7 1 MS F QS K S T N S P T NNDK L F S L S L K S A FML S - - - L V F S S S Y I - QAA S Y T V S T P D E - F KD T V K K L V AGDN I I L AN 67

Pedobacter heparinus 1 M - - - - K - ML NK L - - - - - - - - - - - AGY L L P I MV L L N - V A P C L GQ - - - V V A S - N E T L YQV V K E V K PGG L VQ I AD 51

Stenotrophomonas maltophilia 1 MR - S T R L S RH P T - - - - S L C L T T A L A F C L T T - - L P - - - A T - - - AA SWL V HDAA E - F D T AA A S L QPGD E I V L AD 58

Pseudomonas sp. OS-ALG-9 1 MK L N F Y VG L V L L CG L H Y S S CAKA V E T G - S S A E K I E NQA T L S E K - T Y T I S S AA E - L SQ - L N - LMPGDK V I MK S 67

Flavobacterium sp. UMI-01 51 GVWND V R I Q F KGKG T S NA P I V L RA E T PGK V F I EGV S D L K I GG T Y L E V SG L Y F RNGY T P S N T V I D F H I DNKN I 122

Arcticibacter svalbardensis 52 G I WKD VQ I K F YGKG T K EQP I I L KA E T T GK V T I EGV S N L Q L GGD Y L E VMN L H F KNGH T P T G S V I Q F K I ND E T I 123

Shewanella sp. Kz7 68 G TWQD F E I K F KGQG T K E A P I S L T A E T KGK V I L SGQS N L KMSGE Y L H V SG L V F K SG F T P S N E V I A F R T S KND L 139

Pedobacter heparinus 52 G T Y KD VQ L I V S N SGK SG L P I T I KA L N PGK V F F T GDAK V E L RGE H L I L EG I WF KDGNRA I QAWK S HGPG L V A I 123

Stenotrophomonas maltophilia 59 G TWT D T R L L L KGQG T AAA P I V L RAQ T PGK V I L SGQS D L R L AGS Y L QV S N L V F RNGY T PGD A V V A F R E S S KA V 130

Pseudomonas sp. OS-ALG-9 68 GEWK SQ F I H F KGKG T A E K P I T L T A E T KGS V L L T GN S N L K I DGEWL V V DG L S F KNG F S L KD D V V V F T K T T - - - 136

Flavobacterium sp. UMI-01 123 A - NHCK V T QC V I E D F T Q L NR V RDDHW I E FWG - - - RHNQ L DHC Y I T GK S NQGP T I MV I L KGN E H I N - - - - - - - 183

Arcticibacter svalbardensis 124 A - N Y S K V T NC V I E E F T QP NR E V S DHWV E LWG - - - KHNQ L DHCN I I GK S N F GP T V R V F L T GNKN I N - - - - - - - 184

Shewanella sp. Kz7 140 A - NN S R V S E V V I DN Y S N P DRH E S D YWV S L YG - - - KNNR F DHNH L VGKRNKGV T L A V R L N T E A SQE - - - - - - - 200

Pedobacter heparinus 124 YGS Y NR I T AC V F DC F D E AN S A Y I T T S L T E DGK V PQHCR I DHC S F T DK I T F DQV I N L NN T A RA I KDGS VGGPG 195

Stenotrophomonas maltophilia 131 A - S H SQ L SG L V I DN Y S N P D PGDQD YWV S L YG - - - S HNR L DH SQ L RGK T NAGP T V V V V RD A T QG L D - - - - - - - 191

Pseudomonas sp. OS-ALG-9 137 - - T N S R L T N T S I E N Y N P V DK T L D Y KWV S L YG - - - HHNR V DHC S I T GKNHQG T T L V VWL DD K P - - - - - - - - - - 193

Flavobacterium sp. UMI-01 184 N Y HK I T NNH F GP R P RKGGP HGE T I Q L GD SG T SMA P S N T L V ANN Y F E RCDGE V E I I S NKS N NN E F RNN I F Y K S 255

Arcticibacter svalbardensis 185 NHHQ I I F NH F GP R P RKGGP HGE T I Q I GD S E T SMT P S Y T N V S NN Y F E HCNGE V E V I S NKS N F N E Y RNN I F F E S 256

Shewanella sp. Kz7 201 NHHK I DHN Y F GP R P I L GS NGGE T L R I G T S H Y SMS D S F T V V E NN Y F DRCDGE V E I I S I KS A NNK V S NN T F F E S 272

Pedobacter heparinus 196 MY HR V DHC F F S - N PQK PGNAGGG I R I GY Y RND I GR - - C L V D S N L FMRQD S E A E I I T S KS Q E N V Y YGN T Y L NC 264

Stenotrophomonas maltophilia 192 NQHR I DHNWF GP R P A L GV NGGE T L R I G T S D T S L S A S NN T V E NNWF EGCDGE T E I I N S KS GGN T Y RGN V F Y R S 263

Pseudomonas sp. OS-ALG-9 194 N Y HQ I DHN Y F GP R P E L GANGGE T I R I G T S A F SMND S Y R T VQNN I F DKCDGE V E I I S I KS G F NK I L NN L F Y E C 265

Flavobacterium sp. UMI-01 256 EGS L V L RHGN Y C T I DGN I F I GD E N S D FMGGV R V I N T GHW I T NN Y F Y K I KGD E F R S A L AVMNGV P KA PQNR Y N 327

Arcticibacter svalbardensis 257 EGS L V L RHGN Y C T I DGN V F I GND S S E F I GG I R V I N T GHW I T NN Y F Y N L KGK E F R S A L AVMNG I P K S P L NR YM 328

Shewanella sp. Kz7 273 RG T L T L RHGNGN L I D S N V F L GN - GV DH T GG I R I I NRDQ T I T NN Y L EG L KGY R F GSG F T I MNGV P N S P I NR Y H 343

Pedobacter heparinus 265 QG TMN F RHGDHQV A I NN F Y I GNDQR F GYGGMF VWGS RH V I ACN Y F E L S E T I K S R - GNAA L Y L N PGAMA S E HA 335

Stenotrophomonas maltophilia 264 AGA L T L RHGNGNR V I DN V F L GD - DKAG T GGV R I I NGDQ I V S NN Y F E R L AGS S NR S A L AVMDGQAD P P L SGY A 334

Pseudomonas sp. OS-ALG-9 266 AG T V T F RHGNN S E V S NN Y F I AN - N V T N SGGV R I I GE NQK V YGN Y L Y K V AGR T L R S A I S VMNA Y E K P A L ND YW 336

Flavobacterium sp. UMI-01 328 QV T DA V I A Y N T F V DC I T PWQ F S VGANMNK S D V L P A T E I R S AR P E R I V V ANNM I Y NQN PND F P I KA Y DK V D - G 398

Arcticibacter svalbardensis 329 QV T D V V V ANN T F I DC V S P F Q F S VGV N I DKK T V L P A S E I R S E R P E RMV V ANNMV Y NHK EDN Y P I V A Y DK V D - G 399

Shewanella sp. Kz7 344 QV V NAN V HHN S F I D V DH - I H L AAGS DQE R S A V - P - KD S S - - - - - - - - V S E N L F V NNN - QQA P F S I F DD I S - G 402

Pedobacter heparinus 336 L A F DML I ANNA F I N V NGY A I H F N P L D E RRK E Y CAANR L K F E T P HQ LML KGN L F F KDK P Y V Y P F F KDD Y F I AG 407

Stenotrophomonas maltophilia 335 P V V NA T I S RN T F V D V AR - I S F GVGHD E AKG I V V AA S N S R F - - - - - - - - S AN L I V NRA - S R N P P N T A S S - L AG 395

Pseudomonas sp. OS-ALG-9 337 QV KNAD I QNN - I I VGAR - E A F V L GSGKDNDR T L A P DGV N - - - - - - - - I S NN Y I I N - - - - - - P T T L L V T QD E P 392

Flavobacterium sp. UMI-01 399 - VQ F KNN I L N S P NNGD V KDKG I Q T E N F T L S K I S DWL Y I PGS NKA E V Y EG F D F E N I K T D L F GN E R T KQNA I GA 469

Arcticibacter svalbardensis 400 - V T F KKN V F NN V NK S N I S NDG I I T RD F QV KK L S E Y L Y V P T KNQE DA Y KG F D F E K I S T D I F GADR T KQN S I GA 470

Shewanella sp. Kz7 403 - I S F S NN I S N E L S - NN E I EQG I K P T E I K L T R E KNG L L Y P T SGND - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 444

Pedobacter heparinus 408 KN SWT GN V A L GV E KG I P V N I S ANR S A Y K P V K I KD I QP I EG I A L D L N - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 453

Stenotrophomonas maltophilia 396 - I T F SGN VQS P AA - S S V F P AGV EGR S V S L QQAGSG LWV A T P A L P - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 437

Pseudomonas sp. OS-ALG-9 393 KN L KMQNNQV E - GA S I V T G F - V KMGND L QMS DG I WQKK T E I KK P - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 434

Flavobacterium sp. UMI-01 470 V V L P V D T S KGV I T I NN YG T NWF S P E KKN F P - - - NK T I K V S S S A E L I T A I E K V A SG T I I E L KKG T Y T I P T S L V 538

Arcticibacter svalbardensis 471 I T I P V I D P T - L I NKK L YG T NWF S T N S P H Y N - - - AK I I QV A T NK E L L SQ L E K S H SGD I L S L K SG I Y E I T S A L V 538

Shewanella sp. Kz7 445 - N I GA P K S L S P T L K SQ T GV NWY P K T E P E T A F D SGK T H T V ANA E A F I NQV K S AADGD V I L L KAGQY H V E K I L E 515

Pedobacter heparinus 454 A L I S KG I T GK P L SWD E V R P YWL - K EMPG T Y A L T AR L S ADRAAK - F KA V I KRNK E H 506

Stenotrophomonas maltophilia 438 - QVGAD P A L AMT AR E A T GV DWY - P - K VGE V A L S - R V S T GV DR 475

Pseudomonas sp. OS-ALG-9 435 FWL - - - - A T A I - - - - - - GP EW - - - - KKDHR S F I F K 455

Flavobacterium sp. UMI-01 539 I DK T V T I KGKDK - KN - - - - - KA T L V YQGADK S P A F LMK P K - - GN L V V E - - - N L V I KGNK V QY V F A T L E K - NM 598

Arcticibacter svalbardensis 539 I NKH I T I I S V N S - KN - - - - - KAQ L Q F KG - E KA V - F EMH P K - - GV L N L E - - - N V I L KGDK T QE A F T T L AK - NM 596

Shewanella sp. Kz7 516 L DK T L T I K S AQ T E K P T L T F S R P T L F E I QNGGS L K - L D S V K I SGAN S L D S AGN T V V R T SKWGML - - T N Y R F SM 584

Flavobacterium sp. UMI-01 599 K S A Y N LWANN I E V S D F D T V L NA Y KDA F AD T I S I DN - S V I KNCKRG - I - R L AD E NDD L GE Y NA E F V Y I KN T K F 667

Arcticibacter svalbardensis 597 SQA Y D L F I KN T E I S D F K S V I K S Y KA S F AD T I S I NN - C V I KNC L NG - I - E L NK E T DDGGD Y NA E F V Y I KN S K F 665

Shewanella sp. Kz7 585 F N S D I EQ L N I NH S F H F F D SGARA F ANN I E I I - NNN F N L I T - - - - GD I F R L NK E T DD L G I Y NA E Y L T I NNNH F 651

Flavobacterium sp. UMI-01 668 DA I Q T S I V D Y Y RGGY D E S T I GGN L V F QNN S V T N SGK E E P AG - - I L I K T RG I V N V S I ANN T F L NN P I E L I A L L 737

Arcticibacter svalbardensis 666 DN I QS T V L D Y Y RGGY D E S T I GGN L V L QNN T F T NCG T DDK SG - - I L I HNQG I V N V D F S NN T F KNN P V RD I A I L 735

Shewanella sp. Kz7 652 NQ I EGA I V K L Y RGG T D E S T F GP H L S F KNND V KQVGNGKRNK T HA S L F L HGAQV AD I NKNQ F V D S A Y V N I E H T 723

Flavobacterium sp. UMI-01 738 WGE KGQA P KNNN I KN SGE F K I - EQN L KQKMMY 768

Arcticibacter svalbardensis 736 WGE KGQK P V NN T I S N SGQ I R I - E E S L KQK LMY 766

Shewanella sp. Kz7 724 T GE P I T K V T HNQ F T N T AK P K V T E L Y A I GK T T A L I ADN T V NH T NNKAQ 770

Pedobacter heparinus 506 506

Stenotrophomonas maltophilia 475 475

Pseudomonas sp. OS-ALG-9 455 455

Identity

59% (459/779)

33% (266/807)

20% (109/548)

34% (176/524)

29% (154/526)



Figure 8. Multiple amino-acid sequence alignment for FlRed with other SDR.

Identical amino-acid residues with FlRed are colored by yellow. Gray boxes, closed triangels, and opened

triangles indicate catalytic residues, cofactor binding motif (Rossman fold), and NADP(H)-recognition residues of

A1-R from Sphingomonas sp. A1. Flavobacterium sp. UMI-01, SDR like protein FlRed from Flavobacterium sp.

UMI-01 (GenBank accession number, BAQ25537); Formosa agariphila, SDR like protein from Formosa agariphila

(GenBank accession number WP_038531544); Sphingomonas sp. A1 (1), DEH reductase A1-R from Sphingomonas

sp. A1 (GenBank accession number AB537450); Sphingomonas sp. A1 (2), DEH reductase A1-R’ from

Sphingomonas sp. A1 (GenBank accession number AB970509); Escherichia coli, 7α-hydroxysteroid dehydrogenase

from Escherichia coli (GenBank accession number BAA01384); Bacillus megaterium, Glucose dehydrogenase

Bacillus megaterium (GenBank accession number WP_033578120).

39

Flavobacterium sp. UMI-01 1 MGN - - - - - L N E K V AV I T GA T GG I G F AV AQR L - GKDGY T V I L N - - G I E DQKG - AE R V AE L A 51

Formosa agariphila 1 MS N - - - - - - S KK V AV I T GA T GG I G F AV AQR L - GKDGY T V I L N - - G I E D E I G - AE R V AE L T 50

Sphingomonas sp. A1 (1) 1 MF P - D - - - L KGKR V L I T GS SQG I G L A T A - R L F AR AGAK VG L H - - GRK AP AN I D E T I ASMR 53

Sphingomonas sp. A1 (2) 1 MF S - D - - - L KGKR I L I T GS T EG I GMA T A I E L - AR YGAV VG L N - - S H V D P AD P A L L L GK L R 53

Escherichia coli 1 MF N S DN L R L DGKC A I I T GAGAG I GK E I A I T F - A T AGAS V V V S - D I N AD AAN - - H V V D E I Q 56

Bacillus megaterium 1 MY K - D - - - L EGK V V V I T GS S T G L GK SMA I R F - A T E K AK V V V N Y R S K E D E AN - - S V L E E I K 53

Flavobacterium sp. UMI-01 52 AEG I K AE Y YG F D V T - ND E E T T AN I T K I GE K YGK I D V L V NN AGG I - G I R AR F E EMT T AE Y K 109

Formosa agariphila 51 AAG I T AE Y YG F DMT - KD E AV T E N I T K I GE K YGK I D L L V NN T GG I - GV R AR F E EMT T EQY R 108

Sphingomonas sp. A1 (1) 54 ADGGD AA F F AAD L A - T S E ACQQ L V D E F V AK F GG I D V L I NN AGG L VG - RK P L P E I DD T F Y D 111

Sphingomonas sp. A1 (2) 54 E AGGDGA F F R AD I T K T AE - CQR L V S A F V E R F DG I D V L I NN AGG L AG - R S N L E N I DD A F Y D 111

Escherichia coli 57 Q L GGQA F ACRCD I T - S EQE L S A L AD F A I S K L GK V D I L V NN AGGG - GP - K P F D - MPMAD F R 112

Bacillus megaterium 54 K VGGE A I AV KGD V T - V E S D V I N L VQS A I K E F GK L D VM I NN AG L E - N P V S S H E - MS L S DWN 110

Flavobacterium sp. UMI-01 110 F VMA L N L D S V F F AS R AA I - P F L K - - - K - - GE N AS I I N Y T S N AAWNGAGPGAG I Y A T S KGG 163

Formosa agariphila 109 F VMA L N L D S V F F AS R AA I - P F L K - - - K - - GE N AS I I N Y T S N AAWNGAGPGAG I Y S V S KGG 162

Sphingomonas sp. A1 (1) 112 AVMD AN I R S V VMT T K F A L - P H L AAAAK ASGQ T S AV I S T GS I AGH T GGGPGAG L YGAAK A F 170

Sphingomonas sp. A1 (2) 112 R VMD L NGR S V LMMT K F A I - P H L R AS AK ASG T T S AV I S T GS I AAR EGGG I GAGV Y AAS K AW 170

Escherichia coli 113 R AY E L N V F - S F F H L SQ L V AP EME - - - K - - NGGGV I L T I T SMAAE NKN I NM - T S Y AS S K AA 165

Bacillus megaterium 111 K V I D T N L T GA F L GS R E A I K Y F V E - - - N - - D I KG T V I NMS S V H - E K I PWP L F V H Y AAS KGG 164

Flavobacterium sp. UMI-01 164 VQS I T R A L AKD L - AE YG I R V N AV S PG T I D T P F H AQ I K A T K P E V F ASWK S S V L L GR L GE P E 222

Formosa agariphila 163 VQS I T R A L AKD L - AE YG I R V N AV S PG T I D T P F H AQ I K A T K P E V F ASWAN S V L L GR L GQP E 221

Sphingomonas sp. A1 (1) 171 L HN V HKNWV - D F H T KDGV R F N I V S PG T V D T A F H AD - K - T Q - D V RDR I S NG I PMGR F G T AE 226

Sphingomonas sp. A1 (2) 171 L HD I HRNWV K E F - T KD S I R F N I V APG T V D T A F H AD - K - S D - E L K T R I AN S I PMGR F G T VQ 226

Escherichia coli 166 AS H L V RNMA F D L - GE KN I R V NG I APGA I L T - - D A L K S V I T P E I EQKML QH T P I RR L GQPQ 222

Bacillus megaterium 165 MK LMT E T L A L E Y - AP KG I R V NN I GPGA I N T P I N AE K - F AD P EQR AD V E SM I PMGY I GE P E 222

Flavobacterium sp. UMI-01 223 E V AGV I A F L V S ND AS - F I T AE T I Q I GGG - - Q - - A L G I 254

Formosa agariphila 222 E V AGV V S F L AS DD AS - FMT AE T VQ I GGG - - Q - - A L G I 253

Sphingomonas sp. A1 (1) 227 EMAP A F L F F AS H L ASGY I T GQV L D I NGG - - Q - - Y KH 258

Sphingomonas sp. A1 (2) 227 E L AP AY V F F AS H AASGY I T GQ I L D V NGG - - Q - - I C P 258

Escherichia coli 223 D I AN AA L F L C S P AAS - WV SGQ I L T V SGGGVQ - - E L N 255

Bacillus megaterium 223 E I AAV AAWL AS S E AS - Y V T G I T L F ADGGMT QY P S F QAGRG 261

Identity

88% (223/254)

35% (93/264)

37% (96/263)

32% (84/263)

33% (88/263)

Substrate

Unknown

DEH

DEH

7α-hydroxysteroid

Glucose



Figure 9. Multiple amino-acid sequence alignment for FlKin with other KDG kinase.

Identical amino acid residues with FlKin are colored by yellow. Closed triangles indicate substrate-recognition

residues of KDG kinase from Sulfolobus solfataricus. Flavobacterium sp. UMI-01, KDG kinase FlKin from

Flavobacterium sp. UMI-01 (GenBank accession number, BAQ25538); Lacinutrix sp., KDG kinase like protein from

Lacinutrix sp. 5H-3-7-4 (GenBank accession number, AEH01605); Dokdonia sp., KDG kinase like protein from

Dokdonia sp. MED134 (GenBank accession number, WP_013749800); Gramella forsetii, KDG kinase like protein

from Gramella forsetii KT0803 (GenBank accession number, CAL66135); Saccharophagus degradans, KDG kinase

from Saccharophagus degradans 2-40T (GenBank accession number, ABD82535); Escherichia coli, KDG kinase

from Escherichia coli (GenBank accession number, WP_024175791); Serratia marcescens, KDG kinase from

Serratia marcescens (GenBank accession number, ABB04497); Sulfolobus solfataricus, KDG kinase from

Sulfolobus solfataricus (GenBank accession number, WP_009991690); Thermus thermophilus, KDG kinase from

Thermus thermophilus (GenBank accession number, WP_011229211).

40

Flavobacteriumsp. UMI-01 1 MK - K - V V T F G E I L L R L S T - - E R H L R F S Q A E S F K A - - T Y GGG E F N V A V S L V N - Y - - - - GMN A E Y V T K I P N N E L G I S 64

Lacinutrixsp. 1 MN - K - I V T F G E I M L R L S T - - E R H L R F S Q A K K F A A - - T Y GGG E F N V A V S L A N - Y - - - - G I P A E F V T R L P E N E I G A C 64

Dokdoniasp. 1 MS - K - V V T F G E I M L R L S T - - E R F L R F S Q A K T F G V - - T Y GGG E F N V A V S L N N - L - - - - G V S A D F V T R L P S N E I GD T 64

Gramella forsetii 1 M - - K S I V A F G E MMMR L S P - - P E H L R F F Q A N S F E V - - S Y S G A E F N T L A S L QR - W - - - - G L S T Q F V T K L P D N D F GN K 64

Saccharophagus degradans 1 MN - N S V A V I G E S M L E L MR - A E S D S S C - - - R S MP AM L S Y GGD T L N S S V Y MS R - L - - - - G A K V E Y I T A V GK D K N S EW 65

Escherichia coli 1 MS - K K I A V I G E C M I E L S E - K G A D V K - - - - R - - - - - - G F GGD T L N T S V Y I A R Q V D P - A A L T V H Y V T A L G T D S F S QQ 62

Serratia marcescens 1 M T I R N L A V I G E C M I E L S Q - QG A Q L T - - - - R - - - - - - G F GGD T L N T A V Y L A R QM - P K Q T L Q V D Y V T A L G T D S F S G E 63

Sulfolobus solfataricus 1 MV - - D V I A L G E P L I Q F N S F N P G P L R F - - V N Y F E K - - H V A G S E L N F C I A V V R - N - - - - H L S C S L I A R V GN D E F GK N 64

Thermus thermophilus 1 M L - - E V V T A G E P L V A L V P Q E P GH L R G - - K R L L E V - - Y V GG A E V N V A V A L A R - L - - - - G V K V G F V GR V G E D E L G AM 64

Flavobacteriumsp. UMI-01 65 A L K E MR K L D V GC E N V L F GGD R L - G I Y F L E T G T - - S T R A S N V I Y D R A N S S MA T L QK G E I NWK E V L K G A TWF HW - - - 133

Lacinutrixsp. 65 A L K E MR K F N I E S K N V V Y GGD R L - G I Y F L E T G A - - G T R G S N I V Y D R A N S S MA T I E R G S I DWE S V F K D A TWF HW - - - 133

Dokdoniasp. 65 A L Q E I K K I G V GD K Y I K R GGD R L - G I Y F L E T G A - - G T R A S N V V Y D R A G S S MA T I T K GC F DWE K I F E G A TWF HW - - - 133

Gramella forsetii 65 A I S E I S R Y Q V G S QH I V K E GK R L - G I Y F L E K GN - - A I R H S K V I Y D R A D S A V A N I K QG E I DWE K V F A N A T G F HW - - - 133

Saccharophagus degradans 66 L V K QWQ S E G V G T R F V R T D E K K V P G L Y MV T N D E - - - S G E R Y F T YWR N D S A A R Y I I D S E E K K Q A L Y A D L E G F DW I V I 137

Escherichia coli 63 M L D AWH G E N V D T S L T QR ME N R L P G L Y Y I E T D S - - - T G E R T F Y YWR N E A A A K FWL E S E Q S - A A I C E E L A N F D Y L Y L 133

Serratia marcescens 64 M - - AWR Q E K I E T G L I QQ F D N K L P G L Y V I E T D A - - - A G E R T F Y YWR N D A A A R YWL A G P Q A - D A L C A R L A Q F D Y L Y L 132

Sulfolobus solfataricus 65 I I E Y S R A QG I D T S H I K V D N E S F T G I Y F I QR G Y P I P M - K S E L V Y Y R K G S A G S R L S P E D I N - E N Y V R N S R L V H S - - - 134

Thermus thermophilus 65 V E E R L R A E G V D L T H F R - R A P G F T G L Y L - - R E Y - L P L GQGR V F Y Y R K G S A G S A L A P G A F D - P D Y L E G V R F L H L - - - 131

Flavobacteriumsp. UMI-01 134 S G I T P A L - S E N A A E A C ME A I Q V A H E MG L T I S T D L N Y R A K LWN Y GK Q P K E V MP E M L - K Y S N - V I L GD I D T A Y F M L G 205

Lacinutrixsp. 134 S G I T P A I - S E S A A Q E C L E A L K V A H K L G V T I S S D L N Y R S K LWQ Y GK E P N E V MP E L L - K Y S N - I I L GD I D T A F F M L G 205

Dokdoniasp. 134 S G I T P A I - S E A A A L E C L E A V K V A S K L G L S I S T D L N Y R S K LWKWGK E P K E V MP E L L - K Y S N - L I L GD I D T A F F M L G 205

Gramella forsetii 134 S G I T P G I - S A E A A R E C L L A C K T A K K MG L K I S C D L N Y R S T LWKWGK Q P D E I L P E M L - E I T N - V I L A D L A T L N K M L G 205

Saccharophagus degradans 138 S G I S I A I L D E A S K K R MY E L L QQC K A R G A K I A F D GN Y R P A LWE S K E Q T R Q A Y Q T V T - A F A D - I I L P T I D D E F Q L Y G 210

Escherichia coli 134 S G I S L A I L S P T S R E K L L S L L R E C R A N GGK V I F D N N Y R P R LWA S K E E T QQ V Y QQM L - E C T D - I A F L T L D D E D A LWG 206

Serratia marcescens 133 S G I S L A I L A P A D R T K L L T L L R R C R A N GK Q V I F D N N Y R P R LWP S R E E T QQ A Y R E V L - A C T D - I A F L T L D D E E L LWG 205

Sulfolobus solfataricus 135 T G I T L A I - S D N A K E A V I K A F E L A K S R - - - - S L D T N I R P K LWS S L E K A K E T I L S I L K K Y D I E V L I T D P D D T K I L L D 204

Thermus thermophilus 132 S G I T P A L - S P E A R A F S LWAME E A K R R G V R V S L D V N Y R Q T LWS P - E E A R G F L E R A L P G V D L - L F L S E - E E A E L L F G 202

Flavobacteriumsp. UMI-01 206 L D K V D P D Y T K G E I - L P S L Y D K I F Q L C P E MK Y V A T T L R Y S V S A S H QR I GG V M - Y - D GK K - I Y - N A A V Q E V T - P V V D 274

Lacinutrixsp. 206 K D K V N P N Y - QN E T S L P V L Y D Q L F K L C P N L K T V A T T L R Y S V S A S H QR I GG I L - Y - D GK S - I Y - N A D I K E V T - P V V D 274

Dokdoniasp. 206 E D K V G P N Y - QD E K S L P V L Y D K L F K L C P N L K Q V A T T L R Y S V S A S H QR I GG L L - Y - D G E Q - V Y - R A H I Q E V T - P V V D 274

Gramella forsetii 206 K K S I D P D Y R K P D T - L K E Y Y D E I L K A C P D L E F L P T T L R Y S E S A S H QK I GG I M - Y A S G E L - I - - T S E V K E V L - P V V D 274

Saccharophagus degradans 211 - - E E - P - - - - - - - - - - - - K D E V I D R L L S Y G - A K E I V L - K MGG - - - E - GC Y T - V A D N E R T L - - V P GR K V V - - - V V D 258

Escherichia coli 207 - - QQ - P - - - - - - - - - - - - V E D V I A R T H N A G - V K E V V V - K R G A - - - D - S C L V - S I A G E G - L V D V P A V K L P K E K V I D 258

Serratia marcescens 206 - - K Q - P - - - - - - - - - - - - V E Q I V T R T Q A L G - V G E I V I - K R G A - - - D - A C L V F N L E G E R - L - E V P A I A L P P E R V V D 257

Sulfolobus solfataricus 205 - - V T D P - - - - - - - - - - - - - D E A Y R K Y K E L G - V - K V L L Y K L G S - - - K - G A I A - Y K D N V K - A F - K D A Y K - V - - P V E D 252

Thermus thermophilus 203 - - R V - - - - - - - - - - - - - - - E E A L R - - - A L S - A P E V V L - K R G A - - - K - G AWA - F V D GR R - V E - G S A F A - V - - E A V D 245

Flavobacteriumsp. UMI-01 275 R V G S GD A F MGG L I Y G L N E E P L D N - QR A L N F A - - V A A C C L K H T I S GD Y N L V T - K P E I E K L L S GD F S GK V S R 340 Identity

Lacinutrixsp. 275 R V G S GD A F MGG L I Y G L V N D - V N N K QR A L N I A - - V A A C C L K H T V S GD Y N L I T - L N E I E K L L N GD S S GK V S R 340 68%

Dokdoniasp. 275 R V G S GD A F MGG L A F G L I D D P I N - K QR A V D I A - - V A S C C L K H T I Y GD Y N L V S - L QD I E R F MD GD Q S GK V S R 340 65%

Gramella forsetii 275 R L G T GD A F MA G I L Y G I H MK - MD - Y Q E V L D F A - - V A T C A Y K H T MS GD I N I A S - L E E V Q A I MK GD L S A L I K R 339 47%

Saccharophagus degradans 259 T N S A GD S F N A G Y L T GR MQG - MS - V E E S A L R GH L L A S T - - V V Q Y R G - - A I I P - K T AMP K MV G 312 19%

Escherichia coli 259 T T A A GD S F S A G Y L A V R L T G - G S - A E D A A K R GH L T A S T - - V I Q Y R G - - A I I P - R E AMP A 309 16%

Serratia marcescens 258 T T AWGD S F S A G Y L E V P L N G - GG - A R Q A A QR GH Q L A A T - - V I QH R G - - A I I P - A A AMP A 308 15%

Sulfolobus solfataricus 253 P T G A GD AMA G T F V S L Y L QG - K D - I E - - Y S L A H G I A A S T L V I T V R GD N E L T P T L E D A E R F L N - E F K T 313 26%

Thermus thermophilus 246 P V G A GD A F A A G Y L A G A VWG - L P - V E E R L R L A N L L G A S - - V A A S R GD H E G A P Y R E D L E V L L K - A T Q T F M - R 309 25%

Substrate recognition site



Figure 10. Multiple amino-acid sequence alignment for FlAld with other KDPG aldolase.

Identical amino-acid residues with FlAld are colored by yellow. Gray box and closed triangles indicate catalytic

residue and substrate-recognition residues of KDPG aldolase from Escherichia coli. Flavobacterium sp. UMI-01,

KDPG aldolase like protein FlAld from Flavobacterium sp. strain UMI-01 (GenBank accession number,

BAQ25539); Lacinutrix sp., KDPG aldolase like protein from Lacinutrix sp. 5H-3-7-4 (GenBank accession number,

AEH01606); Dokdonia sp., KDPG aldolase like protein from Dokdonia sp. MED134 (GenBank accession number,

WP_013749799); Gramella forsetii, KDPG aldolase like protein from Gramella forsetii KT0803 (GenBank

accession number, CAL66136); Saccharophagus degradans, KDPG aldolase from Saccharophagus degradans 2-40T

(GenBank accession number, ABD80644); Escherichia coli, KDPG aldolase from Escherichia coli (GenBank

accession number, WP_000800517); Zymomonas mobilis, KDPG aldolase from Zymomonas mobilis (GenBank

accession number, S18559); Pseudomonas putida, KDPG aldolase from Pseudomonas putida (GenBank accession

number, WP_016501275).

41

Flavobacteriumsp. UMI-01 1 M - - - - - - - - - - - - A Q F S R I E V A Q V MK E T G L - - V P L F Y H K D V E V S K K V L K A C Y D GG A R L L E F T S R GD F A H E I F A A L 61

Lacinutrixsp. 1 M - - - - - - - - - - - - A Q Y S R I E V V E V MR K T G L - - V P L F Y D S N F E T C K T I A Q T L Y N A G A R L I E F T A R GD F A QD V F A K L 61

Dokdoniasp. 1 M - - - - - - - - - - - - A R F T R L E V A Q AMK D T G I - - V P L F Y N E S V E V GK Q L L Q A C Y S GG A R V I E F T S R GD N A H K V F D E L 61

Gramella forsetii 1 M - - - - - - - - - - - - A K L S R L E V Y E V MK S T G L - - V P L F S H T D I D V A K S L I D A C Y K GG A R V L E F T A R A QN A H T V F E E M 61

Saccharophagus degradans 1 M - - - - - - - - - - - - A - - - - - - I T K E F - L A P V G V MP V V V V D R V E D A V P I T N A L K A GG I K A V E I T L R T P A A - - - L D A I 53

Escherichia coli 1 M - - - - - - - - - - - - K NW - K T S A E S I L T T G P V - - V P V I V V K K L E H A V P MA K A L V A GG V R V L E V T L R T E C A - - - V D A I 57

Zymomomasmobilis 1 M - - - - - - - - - - - - R D - - - - - I D S V MR L A P V - - MP V L V I E D I A D A K P I A E A L V A GG L N V L E V T L R T P C A - - - L E A I 53

Pseudomonas putida 1 M T T L E R P Q P K L S MA D K - A A R I D A I C E K A R I - - L P V I T I A R E E D I L P L A D A L A A GG I R T L E V T L R S QH G - - - L K A I 69

Flavobacteriumsp. UMI-01 62 V K Y A V A E L P GM I L G V G S V T D A A A A S L Y MQ L G A N F I V T P V F R E D I A I V C N R R K V MWS P GC G S L T E I A R A E E MGC E V 136

Lacinutrixsp. 62 V K F S I E N L P GM I L G V G S I T D A A S A S N Y MA L G A N F I V T P V F R E D I A I V C N R R K V LWS P GC G S L T E I A K A E E L GC E I 136

Dokdoniasp. 62 C A F A K A E L P E L I L G V G S V T N A A A A S L Y L Q L G A N F V V T P V L R E D I A L V C N R R K V LWS P GC G S L T E I A R A E E L GC E I 136

Gramella forsetii 62 A G Y V K K E Y P D L A L G I G S I T D G P S A S L Y I Q L G A D F I V T P V F R E D I A I I C N R R K I P F F P GC G S L T E I A R A E E I GC E I 136

Saccharophagus degradans 54 R A - I K A E C E D I L V G V G T V I N H QN L K D I A A I G V D F A V S P G Y T P T L L K Q A QD L G V E M L P G V T S P S E V M L GME L G L S C 127

Escherichia coli 58 R A - I A K E V P E A I V G A G T V L N P QQ L A E V T E A G A Q F A I S P G L T E P L L K A A T E G T I P L I P G I S T V S E L M L GMD Y G L K E 131

Zymomomasmobilis 54 K - - I MK E V P G A V V G A G T V L N A K M L D Q A Q E A GC E F F V S P G L T A D L GK H A V A QK A A L L P G V A N A A D V M L G L D L G L D R 126

Pseudomonas putida 70 Q V - L R E QR P E L C V G A G T V L D R S M F A A V E A A G A Q F V V T P G I T QD I L E A G V D S E I P L L P G I S T P S E I MMG Y A L G Y R R 143

Flavobacteriumsp. UMI-01 137 V K L F P G E L Y - - G P A F I N G I K G P Q PWT T I MP T GG V S P T K E S L T EW I K - A G A V C V GMG S K L I K P E S D GN F D L N K I Q S 208

Lacinutrixsp. 137 V K L F P GG I Y - - G P N F I K A I K G P Q PWT T I MP T GG V S P T K E N L E SWF N - A G A T C V GMG S K L I V K D T QGN Y D L S K I E T 208

Dokdoniasp. 137 V K L F P GG I Y - - G A Q F V K A I K G P C PWT S V MP T GG V S P T R E S L E EWF N - A G V T C V G L G S K L I A L D E N G AWD Y K K I E E 208

Gramella forsetii 137 V K L F P G S I Y - - G P E F I K A I K G P Q PWT S I MP T GG V E P T G E S I E QWL K - A G A S C V G I G S K L M I K D S N GD F D Y D E I QQ 208

Saccharophagus degradans 128 F K L F P A V - A V GG L P L L K S I GG P L P Q V S F C P T GG L T I D - - T F T D F L A L P N V A C V G - G TWL V P A D A V A A K NWQ A I T D 198

Escherichia coli 132 F K F F P A E A N - GG V K A L Q A I A G P F S Q V R F C P T GG I S P A - - N Y R D Y L A L K S V L C I G - G SWL V P A D A L E A GD Y D R I T K 202

Zymomomasmobilis 127 F K F F P A E - N I GG L P A L K S MA S V F R Q V R F C P T GG I T P T - - S A P K Y L E N P S I L C V G - G SWV V P A G - - K P - D V A K I T A 195

Pseudomonas putida 144 F K L F P A E I S - GG V A A I K A F GG P F GD I R F C P T GG V N P A - - N V R N Y MA L P N V MC V G - G TWM L D S SW I K N GDWA R I E A 214

Flavobacteriumsp. UMI-01 209 L T K E C - - - - I D I I K E L K - Q 222 Identity

Lacinutrixsp. 209 L T K S S - - - - I A I I E T L K - S 222 65%

Dokdoniasp. 209 K T A L A - - - - I D L I K V I R GK 223 61%

Gramella forsetii 209 V V K K C - - - - V E I I K D Y K S K 223 61%

Saccharophagus degradans 199 I A - A A - - - T T A K I S S 209 22%

Escherichia coli 203 L A R E A - - V E G A K L 213 25%

Zymomomasmobilis 196 L A K E A S A F K R A A V A 209 24%

Pseudomonas putida 215 C S A E A - - - - MA L L D A N 226 23%

Substrate recognition site



 Gramella_forsetii_KT0803__CAL6

 Flavobacterium_sp._UMI-01
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Figure 11. Phylogenetic analyses for KDG kinase and KDPG aldolase.

Phylogenetic analyses were carried out based on the amino-acid sequences of KDG kinases from Proteobacteria,

Archaea, and Bacteroidetes species (a) and KDPG aldolases from Proteobacteria and Bacteroidetes species (b).

Accession numbers for amino-acid sequences along with the bacterial species are indicated in the right of each

branch. Bootstrap values above 50% are indicated on the root of branches. Scale bar indicates 0.20 amino-acid

substitution.
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Figure 12. Construction of Escherichia coli expression system.
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Figure 13. SDS-PAGE for recombinant alginate lyases expressed in E. coli BL21 (DE3).

Purification of recFlAlyA (a), recFlAlyB (b), recFlAlyC (c), and recFlAlex (d) were confirmed by SDS-PAGE.

The fractions obtained in each purification steps were subjected to SDS-PAGE and the proteins were stained with

CBB R-250. Marker, marker proteins; Total, homogenate of recombinant E. coli; Precipitation, insoluble proteins in

homogenate; Supernatant, soluble proteins in homogenate; Pass, pass fraction after Ni-NTA chromatography; Nickel

resin, purified protein by Ni-NTA chromatography; Cobalt resin, purified protein by TALON-resin chromatography.
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Figure 14. Western blotting for recombinant alginate lyases.

The recombinant alginate lyases purified by Ni-NTA chromatography were subjected to SDS-PAGE and the

proteins were detected by CBB staining (a) and western blotting (b). The recombinant alginate lyases were detected

with anti-6xHis-tag antibody labeled by peroxidase and luminescent substrate.
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Figure 15. Analysis for the degradation products of recombinant alginate lyases by TLC.

Substrate specificities of recFlAlyA (a), recFlAlyB (b), recFlAlyC (c), and recFlAlex (d) were assayed using

partially hydrolyzed alginate. The degradation products were developed on the TLC plate and stained with 4.5%

(w/v) TBA.
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Figure 16. Determination for the molecular weights and the structures of the alginate-degradation products

produced by recFlAlyA.

The degradation products of alginate were analyzed by gel-filtration (a) and anion-exchange chromatography (b).

Elution of the unsaturated oligoalginates from the column were detected by measuring the absorbance at 230 nm. In

this analysis, oligoalginate structures were identified by referring the Chaki’s report86 on the HPLC and NMR

analysis for alginate-degradation products.
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Figure 17. Complete degradation of alginate into DEH by the cooperative action of recFlAlyA, recFlAlyB, and

recFlAlex.

Oligoalginates produced by recFlAlyA were mixed with recFlAlex and/or recFlAlyB, and the reaction mixtures

were subjected to TLC. The reaction products were detected with 10% (v/v) sulfuric acid－90% (v/v) ethanol (a) or

4.5% (v/v) TBA (b). M1, dimeric oligoalginate; M2, trimeric oligoalginate; Alginate, sodium alginate before the

degradation by recFlAlyA; Oligoalginate, sodium alginate after the degradation by recFlAlyA; recFlAlex, degraded

oligoalginate by recFlAlex; recFlAlyB, degraded oligoalginate by recFlAlyB; Combination, degraded oligoalginate

by recFlAlex and recFlAlyB.
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Figure 18. HPLC analysis for the degradation products produced by recFlAlyB or recFlAlex from unsaturated

oligoalginates.

The degradation products produced by recFlAlyB (a) or recFlAlex (b) were analyzed by anion-exchange

chromatography. The unsaturated oligoalginates were detected by measuring the absorbance at 230 nm. Their

substrate specificities were assessed by comparing the chromatogram of each enzyme with that of recFlAlyA (see

Figure 15b).
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Figure 19. SDS-PAGE for recombinant enzymes involved in DEH metabolism.

recFlRed (a), recFlKin (b), and recFlAld (c) were purified by Ni-NTA affinity chromatography and subjected to

SDS-PAGE. The proteins were stained with CBB R-250.
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Figure 20. Functional identification of DEH reductase-like protein FlRed.

a, assay for DEH-reducing activity using NADH (Red line) or NADPH (Blue line) as a co-factor. b, analysis for

the reaction products by TLC. The reaction products were detected with 10% (v/v) sulfuric acid－90% (v/v) ethanol

(Left panel) and 4.5% (w/v) TBA (Right panel). M1 and M2, dimeric and trimeric oligoalginate, respectively. c-d,

MALDI-TOF mass spectrometry for the reaction products. The enzymatic reactions were terminated after the

incubation for 0 min (c) and 90 min (d), and the reaction mixtures were subjected to the analysis.
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Table 3. Co-enzyme and substrate specificity of recFlRed.

Substrate Specific activity (U/mg)* Relative activity (%)*

Aldehyde

DEH

(NADH) 4.0±0.28 100

(NADPH) 0.043±0.002 1.1

Benzaldehyde N.D. N.D.

Glutaraldehyde N.D. N.D.

o-Phthalaldehyde N.D. N.D.

Ketone

4-Methl-2-pentanone N.D. N.D.

2,5-Hexadione N.D. N.D.

3-Chloropropiophenone N.D. N.D.

Ethylbenzoylacetate N.D. N.D.

α-Keto acid

α-Ketoglutarate N.D. N.D.

Aldose

Glucose N.D. N.D.

Galactose N.D. N.D.

*N.D. means not detected.
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Figure 21. Functional identification of KDG kinase-like protein FlKin. a, assay for KDG-kinase activity using

KDPG aldolase (recFlAld) and LDH. Closed circle, standard reaction mixture; opened circle, in the absence of

recFlKin; closed triangle, in the absence of ATP; opened triangle, in the absence of KDG. b, Analysis for the

reaction products by TLC. The reaction products were detected with 10% (v/v) sulfuric acid－90% (v/v) ethanol. M,

standard KDPG purchased from Sigma-Aldrich. c-d, MALDI-TOF mass spectrometry for the reaction products. The

enzymatic reactions were terminated after the incubation for 0 min (c) and 15 min (d), and the mixtures were used as

the samples for this analysis.
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Figure 22. Functional identification of KDPG aldolase-like protein FlAld.

a, assay for KDPG-aldolase activity using LDH and NADH. Red line, standard reaction mixture; blue line, in the

absence of recFlAld; black line, in the absence of KDPG. b, analysis for the reaction products by TLC. The reaction

products were detected by DNP method. M1, standard pyruvate purchased from Wako; M2, standard GAP purchased

from Sigma-Aldrich. c-d, MALDI-TOF mass spectrometry for the reaction products. The enzymatic reactions were

terminated after the incubation for 0 min (c) and 15 min (d), and the mixtures were used as the samples for this

analysis.
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Figure 23. Reconstruction of alginate-metabolizing system in Flavobacterium sp. UMI-01 using recombinant

enzymes.

Alginate was allowed to react with the recombinant alginate-metabolic enzymes in various combinations. The

reaction products were subjected to TLC and detected with 4.5% (w/v) TBA. Presence and absence of each enzyme

are indicated with ‘+’ and ‘-’, respectively.
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recFlAld - - - - - + KDPG Aldolase

55



Table 4. Quantification of the reaction products produced by the recombinant alginate-metabolic enzymes.

Enzyme Product Production (mM) Yield (%)

None Alginate* 10* -

recFlAlyA Oligoalginate 4.2±0.06 -

recFlAlyA, recFlAlyB, and recFlAlex DEH 9.8±0.34 98

recFlAlyA, recFlAlyB, recFlAlex,

and recFlRed
KDG 9.8±1.0 98

recFlAlyA, recFlAlyB, recFlAlex, 

recFlRed, and recFlKin
KDPG 8.1±0.54 81

recFlAlyA, recFlAlyB, recFlAlex, 

recFlRed, recFlKin, and recFlAld
Pyruvate and GAP 3.8±0.33 38

*0.2% (w/v) sodium alginate corresponds to 10 mM unsaturated monomeric uronate.
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Figure 24. Whole alginate-assimilating pathway in Flavobacterium sp. UMI-01.
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第 2 章 DEH 酸化反応を触媒する酵素の同定および生化学的特徴 

第 1 項 目的 

前章では、Flavobacterium sp. UMI-01 株のドラフトゲノム解析により見出された 4 種のアルギン酸

リアーゼおよび 3 種の DEH 代謝関連酵素の組換えタンパク質を作成し、本菌におけるアルギン酸分

解・代謝経路を in vitro で再構築した (Figure 24)。DEH の還元によって生じる KDG の代謝経路は、

1962 年に Ashwell と Preiss により提唱されたもの 30 (Figure 2) と同一であり、他のアルギン酸資化細

菌である Sphingomonas sp. A1 株 52、S. degradans 2-40T株 90、Z. galactanivorans DsijT 株 58、および V. 

splendidus 12B01 株 7,8 においても同様の経路により DEH が代謝されると推定されている。このよう

に、Figure 24 で示したアルギン酸代謝経路は、多くのアルギン細菌に保存されている経路であると

考えられた。一方、UMI-01 株の無細胞抽出液中には、DEH の酸化物 (UP1) を生成する「DEH 酸化

酵素」の存在が見出された。このような生化学的反応を触媒する酵素の報告例は未だ無く、本菌で

生じた DEH は既知のものとは異なる新規の経路により代謝される可能性があった。 

そこで本章では、先ず UMI-01 株の無細胞抽出液から DEH 酸化酵素の単離を試み、その存在確認

および生化学的特徴の解析を行った。その結果、この DEH 酸化酵素は、既に第 1 章で同定していた

DEH 還元酵素 FlRed と同一の酵素であることが明らかになったが、前章で調製した FlRed の組換え

体である recFlRed は DEH 酸化活性を示さないことも明らかになった。この原因の一つとして、

recFlRed が天然酵素と異なりその C 末端に His-tag を有していることが考えられた。そこで、本章で

は C 末端から His-tag を除去した recFlRed (recFlRedΔtag) が酸化活性を示すかどうかを検討するとと

もに、FlRed の性状解析、遺伝子解析、およびアミノ酸変異導入試験を行った。さらに、DEH の酸化

物である UP1 の構造を決定するとともにその酵素的生成機構を明らかにすることとした。 

 

第 2 項 実験手法 

1. Flavobacterium sp. UMI-01 株からの DEH 酸化酵素の調製 

1.1. 無細胞抽出液の DEH 酸化活性の解析 

無細胞抽出液による DEH 変換反応は、TLC により解析した (第 1 章、実験手法 4.1.1.参照)。すな

わち、25 mM DEH、10 mM リン酸カリウム (pH 7.4)、100 mM KCl、1 mM DTT、5 mM NAD(H)から

成る反応混液に UMI-01 株の無細胞抽出液を 0.5 mg/mL になるように加え、25oC で 120 分間反応さ

せた。反応は、各時間に分取した反応混液を等量のクロロホルムと混合することで停止し、生じた

反応物は TLC により解析した。TLC プレートに負荷した試料は、1-ブタノール、酢酸、アセトン、

および水を 35:35:7:23 (v:v:v:v) の割合で混合した溶媒を用いて展開し、TBA 法 (第 1 章、実験手法

3.4.3.参照) により発色した。 
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1.2. 無細胞抽出液からの DEH 酸化酵素の精製 

1.2.1. DEH 酸化活性の検出 

DEH 酸化酵素の活性は、まず DEH から生じる UP1 を TLC で検出することにより、定性的に調べ

た。すなわち、酵素反応を 5 mM DEH、適量の無細胞抽出液 (粗酵素) あるいは精製酵素、10 mM リ

ン酸カリウム (pH 7.4)、100 mM KCl、および 5 mM NAD+を含む 25oC の反応混液中で 60 分間行い、

反応液を TLC プレートに供した後、実験手法 1.1.と同様の方法で反応生成物の展開および発色を行

った。 

 

1.2.2. 疎水クロマトグラフィー 

粗酵素の疎水クロマトグラフィーは、TOYOPEARL Butyl-650M を用いて以下の通り行った。すな

わち、試料を 10 mM リン酸ナトリウム (pH 7.4) で透析した後、固形硫酸アンモニウムを終濃度で 1 

M となるように加え溶解した。その際、試料の pH が 7.4 となるように 1 M アンモニア水を用いて

調整した。その試料を 1 M 硫酸アンモニウムを含む 10 mM リン酸ナトリウム (pH 7.4)で平衡化した

TOYOPEARL Butyl-650M カラム (2.4×20 cm) に供した後、100 mL の上記の硫酸アンモニウム溶液で

カラムを洗浄した。次いで、カラムに吸着したタンパク質を、1-0 M 硫酸アンモニウムの直線濃度勾

配 (計 800 mL、10 mM リン酸ナトリウム (pH 7.4) を含む) により溶出させた。その後、カラムに残

存したタンパク質を計 100 mL の 10 mM リン酸ナトリウム (pH 7.4) で溶出させた。活性画分の溶出

位置は TLC により特定し、それらの画分は 10 mM リン酸ナトリウム (pH 7.4) で透析した後に使用

した。 

 

1.2.3. 陰イオン交換クロマトグラフィー 

前項で得られた活性画分に含まれる DEH 酸化酵素は、TOYOPEARL SuperQ-650S および MonoQ 

4.6/100 PE に順次供することで精製した。まず、前項の活性画分を 10 mM リン酸ナトリウム (pH 7.4) 

で平衡化した TOYOPEARL SuperQ-650S カラム (2.4×20 cm) に供した後、100 mL の同バッファーで

カラムを洗浄した。次いで、カラムに吸着したタンパク質を、0-0.3 M の NaCl 直線濃度勾配 (計 800 

mL、10 mM リン酸ナトリウム (pH 7.4) を含む) により溶出した。その後、カラムに残存したタンパ

ク質を計 100 mL の 0.3 M NaCl－10 mM リン酸ナトリウム (pH 7.4) で溶出した。得られた活性画分

に含まれるタンパク質は、1 M アンモニア水で溶液の pH を 7.4 に調整しながら、固形硫酸アンモニ

ウムを 80%飽和濃度まで加えることにより沈殿させ、それを遠心分離で集めた後、最少量の 10 mM

リン酸ナトリウム (pH 7.4) に溶解した。得られた酵素液は、10 mM リン酸ナトリウム (pH 7.4) に

透析し、遠心分離により不溶性のタンパク質を除去した後に使用した。 
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この酵素液は、次いで MonoQ 4.6/100 PE カラムを装着した AKTA-FPLC システム (GE Healthcare)

に供した。すなわち、10 mM リン酸ナトリウム (pH 7.4) で平衡化した MonoQ 4.6/100 PE カラムに

試料を供し、3.4 mL の同バッファーで洗浄した。次いで、カラムに吸着したタンパク質を、0-0.3 M 

NaCl の直線濃度勾配 (計 34 mL、10 mM リン酸ナトリウム (pH 7.4) を含む) により溶出した。その

後、カラムに残存したタンパク質を 3.4 mL の 0.3 M NaCl－10 mM リン酸ナトリウムで溶出した。得

られた活性画分は、0.15 M NaCl－10 mM リン酸ナトリウム (pH 7.4) に透析した後に使用した。 

 

1.2.4. ゲル濾過クロマトグラフィー 

タンパク質の最終精製および非変性条件下における分子量推定のためにゲル濾過クロマトグラフ

ィーを行った。すなわち、前項で得られた活性画分を VIVASPIN20 centrifugal concentrator (分画分子

量 10,000、Sartorius) を用いて濃縮後、Superdex 200 10/300 GL カラムを装着した AKTA-FPLC システ

ムに供し、24 mL の 150 mM NaCl－10 mM リン酸ナトリウム (pH 7.4) で溶出した。SDS-PAGE によ

り活性画分に含まれるタンパク質が単一であることを確認した後、これを精製酵素として使用した。 

なお、分子量の推定のために使用した標準物質の Blue dextran (Mr=2,000,000)、conalbumin 

(Mr=75,000)、ovalbumin (Mr=44,000)、carbonic anhydrase (Mr=29,000)、ribonuclease (Mr=13,700)、および

aprotinin (Mr=6,500) の溶出体積は、それぞれ 8.3、14.5、15.5、16.8、18.2、および 19.6 mL であり、

それらの Kav ((溶出容量-ボイド容量)/(カラム容量-ボイド容量)) は、それぞれ 0、0.405、0.471、0.556、

0.647、および 0.739 と算出された。タンパク質試料の平均分子量は、それらに基づき作成した検量

線から見積もった。 

 

1.3. タンパク質の一次構造解析 

1.3.1. N 末端アミノ酸配列解析 

タンパク質試料の N 末端アミノ酸配列は、SDS-PAGE により分離した後に PVDF 膜に転写した試

料を用いてエドマン分解法により決定した。まず、アクリルアミドによるタンパク質 N 末端の修飾

を防ぐため、作成後 20 時間以上経過させた 10%ポリアクリルアミドゲルを用いて、タンパク質試料

の SDS-PAGE を行った。その後、20% (v/v) メタノール－300 mM Tris－0.05% (w/v) SDS および 20% 

(v/v) メタノール－25 mM Tris－0.05% (w/v) SDS で平衡化した濾紙をそれぞれ 4 枚ずつ下から順に重

ね、20% (v/v) メタノール－25 mM Tris－40 mM アミノヘキサン酸－0.05% (w/v) SDS で平衡化した

PVDF 膜、アクリルアミドゲル、および 4 枚の濾紙を下から順に重層した。ブロッティングは、定電

流 (1 mA/cm2) で 80 分間行い、通電後の PVDF 膜を蒸留水で十分に洗浄した。PVDF 膜は、0.1% (w/v) 

CBB R-250－50% (v/v) メタノールで 1 分間染色した後、20% (v/v) メタノール－10% (v/v) 酢酸、50% 
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(v/v) メタノール、および 90% (w/v) メタノールでそれぞれ 1 分間、5 分間、および 10 分間洗浄する

ことによりタンパク質非存在部位を脱色した。PVDF 膜を十分に風乾した後、そこから目的タンパク

質のバンドを切り出し、それをエドマン分解の試料として使用した。本研究では、PVDF 膜転写試料

の N 末端配列を、北海道大学グローバルファシリティーセンター機器分析受託部門において Procise 

492HT (Perkin Elmer) により決定した。 

 

1.3.2. 内部アミノ酸配列解析 

タンパク質の内部アミノ酸配列は、質量分析器により以下のように決定した。まず、タンパク質

試料を 10 mM DTT 存在下において 100oC で 5 分間インキュベートし、さらに終濃度で 25 mM とな

るようにヨードアセトアミドを加え、遮光下において 30oC で 1 時間インキュベートすることにより

還元アルキル化した。この試料を SDS-PAGE に供し、ゲルを CBB で染色した後、目的タンパク質の

バンドを切り出した。このゲル片を 100 mM 重炭酸アンモニウム－50% (v/v) アセトニトリルで脱色

し、蒸留水でゲルの脱塩処理を行った後、アセトニトリルとともに 15 分間ボルテックスすることで

脱水した。アセトニトリルを除去し、ゲル片を風乾した後、10 μg/mL のブタ膵臓由来トリプシンを

含む 25 mM 重炭酸アンモニウムを加え、氷上で 5 分間静置することによりゲル片を膨潤させた。余

剰のトリプシン溶液を除去し、100 mM 重炭酸アンモニウムでゲルを洗浄した後、新たな 100 mM 重

炭酸アンモニウムを加え、37oC で一晩インキュベートすることにより、ゲル中のタンパク質のトリ

プシン消化を行った。ゲル片周囲の溶液を回収した後、ゲル片を 50% (v/v) アセトニトリル－0.5% 

(v/v) TFA とともに 15 分間ボルテックスすることで、トリプシン消化物をゲルから抽出した。なお、

この操作は 2 回繰り返し、2 回分のトリプシン消化物を合一した。遠心エバポレーターによりアセト

ニトリルを揮発除去した後、0.1% (v/v) TFA で溶解した試料を以下の通り処理し、MALDI-TOF-MS/MS

の試料とした。 

上記トリプシン消化物の脱塩、グアニジノ化、および SPITC 化は、以下の手順で行った。まず、

50% (v/v) アセトニトリル－0.1% (v/v) TFA で予備洗浄した Zip-Tip (Applied Biosystems) を 0.1% (v/v) 

TFA で平衡化した後、トリプシン消化物を吸引することにより担体に吸着させた。0.1% (v/v) TFA で

洗浄した後、トリプシン消化物のグアニジノ化を行うため、Zip-tip に 0.5 M O-メチルイソ尿素を含

む 0.25 M 炭酸ナトリウムを吸引し、37oC で 2 時間インキュベート後、0.1% (v/v) TFA で洗浄した。

次いで、SPITC 化を行うため、2.55 mg/mL SPITC (4-sulfophenyl isothiocyanate) を含む 50 mM Tris-HCl 

(pH 8.2) を吸引し、50oC で 1 時間インキュベート後、0.1% (v/v) TFA で洗浄した。最後に、担体に吸

着している SPITC 化トリプシン消化物を 70% (v/v) アセトニトリル－0.1% (v/v) TFA で溶出させた。

この試料は、飽和 CHCA (α-cyano-4-hydroxycinnamic acid) を含む 50% (v/v) アセトニトリル－0.1% 
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(v/v) TFA と 1:1 (v:v) の割合で混合し、サンプルプレートに滴下後、乾燥させた。この SPTIC 化ペプ

チドフラグメントは、Proteomics Analyzer 4700 (Applied Biosystems) MALDI-TOF-MS に供し、MS/MS

解析を行うことにより、そのアミノ酸配列を決定した。 

 

1.3.3. 全一次構造の決定 

実験手法 1.3.1.もしくは 1.3.2.で決定した部分アミノ酸配列に基づいて、BLAST+検索 (第 1 章、実

験手法 1.2.) によりタンパク質遺伝子を同定し、その演繹アミノ酸配列から全一次構造を推定した。

すなわち、Flavobacterium sp. UMI-01 株ドラフトゲノム配列および N 末端もしくは内部アミノ酸配

列をそれぞれデータベース配列およびクエリー配列として用いて BLAST+検索を行い、目的タンパ

ク質をコードする遺伝子を同定した。 

 

2. 組換え DEH 酸化酵素の作出 

2.1. インバース PCR によるタグ配列の除去 

C末端からHis-tagを除去した recFlRed (recFlRedΔtag) は、recFlRedの発現プラスミド (pCold/FlRed) 

からインバース PCR により His-tag 配列を除去し、それにより形質転換された大腸菌を用いて作出

した。すなわち、第 1 章の実験手法 2.で作成した C 末端にリンカーおよび His-tag 配列が付加される

ように設計されている recFlRed の発現プラスミド (pCold/FlRed) (Figure 12) を鋳型としてインバー

ス PCR を行い、リンカー配列および His-tag 配列を除くプラスミド全領域を増幅した。その際、DNA

ポリメラーゼには複製の正確性に優れた KOD-Plus-Neo (TOYOBO) を用いた。PCR は、1 ng の

pCold/FlRed、0.3 μM の特異プライマーセット (Table 5) を含む 50 μL の反応混液を用いて、94oC で

2 分間のプレインキュベート後に、98oC で 10 秒間、60oC で 30 秒間、および 68oC で 150 秒間の反応

サイクルを 30 回繰り返すことにより行った。PCR による増幅産物の生成は、反応液をアガロースゲ

ル電気泳動に供することで確認した。 

上記の PCR 産物は、リン酸化およびセルフライゲーションを行った後に、E. coli DH5α 株に導入

し、得られた複数の形質転換体からプラスミドを抽出した。除去したリンカー配列中には BamHI サ

イトがあるため、この制限酵素で消化されないプラスミドを目的の変異体プラスミドとして選択し

た。His-tag 配列を除去したプラスミド (pCold/FlRedΔtag) は RNase 処理後に E. coli BL21 (DE3) 株に

導入し、この組換え大腸菌を用いて recFlRedΔtag を作出した。 

 

2.2. 組換え DEH 酸化酵素 recFlRedΔtag の発現および精製 

前項で作成した pCold/FlRedΔtag を導入した形質転換大腸菌を、1 L の 50 μg/mL アンピシリンナト
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リウムを含む 2×YT 培地に植菌し、37oC で 16 時間培養した。組換えタンパク質の発現誘導のため

に、培養液を 15oC で 30 分間インキュベート後、終濃度で 0.1 mM となるように IPTG を加え、15oC

で 24 時間インキュベートした。遠心分離により菌体を回収し、200 mL の 10 mM リン酸ナトリウム 

(pH 7.4) に懸濁後、凍結融解およびソニケーションにより菌体からタンパク質を抽出した。遠心分離

により得られた上清は、10 mM リン酸ナトリウム (pH 7.4) に透析後、実験手法 1.2.と同様の手順で

TOYOPEARL Butyl-650M および MonoQ 4.6/100 PE カラムクロマトグラフィーにより精製した。

recFlRedΔtag の DEH 還元活性は第 1 章の実験手法 4.1.2.の通り検出し、その精製度は SDS-PAGE に

より確認した。 

 

3. 組換え DEH 酸化酵素 recFlRedΔtag の機能解析 

3.1. DEH 還元活性の測定 

recFlRedΔtag の DEH 還元活性は、第 1 章の実験手法 4.1.2.と同様に NADH の酸化に伴う 340 nm の

吸光度の減少を測定することにより調べた。なお、酵素反応も第 1 章の実験手法 4.1.2.と同様の条件

下で行った。 

 

3.2. DEH 酸化活性の測定 

recFlRedΔtag の DEH 酸化活性は、まず、NBT (Nitro Blue Tetrazolium) -PMS (Phenazine Methyl Sulfate) 

反応系を利用して、DEH の酸化反応により生じる NADH を検出することにより調べることとした。

この反応系では、PMS を電子キャリアとして用いることで、NADH の酸化および NBT の還元を共

役させ、生成した NBT 還元物の青色 (極大吸収波長 530 nm) を検出することで酸化活性の有無を調

べることができる。しかしながら、この方法で recFlRedΔtag の DEH 酸化活性を調べた結果、530 nm

における吸光度が全く上昇しなかったため、その活性を検出することは出来なかった。 

このような理由から、recFlRedΔtag の DEH 酸化活性は、定性的ではあるが酵素反応により生じる

UP1 を TLC で検出することにより調べることとした。酵素反応および TLC 解析は、実験手法 1.1.と

同様の条件で行った。 

 

3.3. Native-PAGE による補酵素結合能の解析 

recFlRedΔtag と recFlRed の補酵素結合能は、Native-PAGE により評価した。Native-PAGE は、 基

本的に実験手法 2.8.と同様の方法で行ったが、ゲル、ローディングバッファー、および泳動バッファ

ーは以下のものを使用した。すなわち、分離ゲルには SDS を含まない 6% (w/v) ポリアクリルアミド

ゲルを使用し、濃縮ゲルは装着しなかった。また、ローディングバッファーは、グリセロール、BPB、



64 

 

および Tris-HCl (pH 8.8) をそれぞれ終濃度で 35% (v/v)、0.01% (w/v)、および 0.36 M となるように混

合したものを使用した。約 2 μg のタンパク質を含む試料を 5 mM NADH、NAD+、もしくは DEH と

共にゲルに供し、SDS を含まない Tris-Glycine バッファーを用いて 4oC で電気泳動を行った。 

 

4. DEH の酸化反応生成物の同定 

4.1. α-ケト酸の定量 

DEH や KDG などの α-ケト酸は、セミカルバジド法により定量した 91,92。すなわち、α-ケト酸を含

む試料と 0.1 M セミカルバジド－0.11 M 酢酸ナトリウムを 1:1 (v:v) の割合で混合し、30oC で 30 分

間インキュベートした後、そのセミカルバジド誘導体に由来する 250 nm の吸光度 (ε=7,200 (M-1)) を

測定することにより、試料中の α-ケト酸を定量した。 

 

4.2. DEH 酸化反応生成物 UP1 の調製  

DEH の酸化反応物 (UP1) は、recFlRedΔtag を用いて以下のように調製した。25 mM DEH、10 mM

リン酸カリウム (pH 7.4)、および 5 mM NAD+を含む反応混液に終濃度で 50 μg/mL となるように

recFlRedΔtag を加え、25oC で 12 時間インキュベートした。タンパク質および NAD+を除去するため、

酵素反応液に 4 倍量の 2-プロパノールを加え、-20oC で 2 時間静置した後、遠心分離によりその上清

を回収した。溶液中に含まれる 2-プロパノールは、ロータリーエバポレーターを用いて蒸発除去し、

得られた固形物は蒸留水に溶解した。次いで、この溶液を蒸留水で平衡化した TOYOPEARL SuperQ-

650S カラム (2.4×22 cm) に供し、計 200 mL の蒸留水でカラムを洗浄した。次いで、カラムに吸着

した化合物を、0-0.2 M NaCl 直線濃度勾配 (計 300 mL) により溶出させた。その後、カラムに残存

した化合物を計 200 mL の 0.2 M NaCl で溶出させた。各フラクションに含まれる α-ケト酸は、セミ

カルバジド法および TLC 解析により検出した。 

 

4.3. ESI-MS による UP1 の構造決定 

前項で精製した UP1 は、HPLC を用いたゲル濾過クロマトグラフィーにより脱塩した後に、ESI-

MS に供した。NaCl および僅かに残留した NAD+を除去するため、試料を蒸留水で平衡化した

Superdex peptide 3.2/300 GL カラムに供し、同溶液で UP1 を溶出させた。その際、検出波長を 210 nm

に設定することで、UP1、NaCl、および NAD+の溶出をそれぞれ確認し、セミカルバジド法により UP1

を含むフラクションを特定した。脱塩した試料の ESI-MS 分析は、北海道大学グローバルファシリテ

ィーセンター機器分析受託部門に委託した。試料は、メタノールで希釈後、Thermo Scientific Exactive 

(Thermo Fisher Scientific) に供し、エレクトロスプレー法により生成した質量範囲 50-1,000 (m/z) の
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陰イオンをチューブレンズ電圧 55 V、スキマー電圧 15 V、および質量分解能 50,000 の条件下で検出

した。 

 

5. FlRed の酵素活性に関与するアミノ酸残基の同定 

5.1. インバース PCR によるアミノ酸点変異導入 

組換え酵素へのアミノ酸点変異導入は、実験手法 2.1.で作成した pCold/FlRedΔtag を鋳型として用

いたインバース PCR により行った。すなわち、KOD-Plus-Neo (TOYOBO) を DNA ポリメラーゼと

して用いて、0.1 ng の pCold/FlRedΔtag、0.3 μM の任意の塩基を置換したプライマーセット (Table 5) 

を含む 20 μL の反応混液中で、94oC で 2 分間のプレインキュベートを行った後、98oC で 10 秒間、

60oC で 30 秒間、および 68oC で 150 秒間の反応サイクルを 10 回繰り返すことにより PCR を行った。

その後、PCR 産物の DpnI 処理を行うことにより、メチル化された鋳型プラスミドのみを消化した。

なお、得られた PCR 産物は、ニックの入った環状プラスミドであるため、これをそのまま E. coli 

DH5α 株の形質転換に使用した。得られた形質転換体からプラスミドを抽出した後、正確に変異が導

入されていることを塩基配列解析により確認した。 

 

5.2. アミノ酸点変異体の大腸菌発現および精製 

前項で作成した pCold/FlRedΔtag 変異導入プラスミドを用いて E. coli BL21 (DE3) 株の形質転換を

行った後、得られた形質転換体を 50 mL の 50 μg/mL アンピシリンナトリウムを含む 2×YT 培地に植

菌し、37oC で 16 時間培養した。タンパク質の発現誘導を促すため、培養液を 15oC で 30 分間インキ

ュベート後、終濃度で 0.1 mM となるように IPTG を加え、15oC で 24 時間インキュベートした。遠

心分離により菌体を回収し、50 mL の 10 mM リン酸ナトリウム (pH 7.4) に懸濁後、凍結融解および

ソニケーションにより菌体からタンパク質を抽出した。 

遠心分離により得られた上清を 10 mM リン酸ナトリウム (pH 7.4) で透析した後、40%、60%、お

よび 80%飽和濃度となるように硫酸アンモニウムを順次加えることでタンパク質を沈殿させ、各画

分のタンパク質を最少量の 10 mM リン酸ナトリウム (pH 7.4) に溶解した。得られた 0-40%、40-60%、

および 60-80%飽和硫安画分は、10 mM リン酸ナトリウム (pH 7.4) で透析した後、それぞれの DEH

還元活性を調べた。 

最も高い活性を示す画分 (40-60%飽和硫安画分) は、AKTA-FPLC システムを用いた陰イオン交換

クロマトグラフィーにより変異非導入の recFlRedΔtag と同様に精製した。 
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5.3. His-tag を N 末端に付加した recFlRed (recFlRed_HisN) の作成 

FlRed をコードする遺伝子領域は、Table 5 に示す特異プライマーを用いた Genomic PCR により増

幅した。以降の PCR、ベクターへのライゲーション、大腸菌の形質転換、およびタンパク質発現・

精製の操作は、第 1 章の実験手法 2.と同様であるが、ライゲーションを行う際は、NdeI で線状化し

たオリジナルの pCold I ベクター (Takara) を使用した。それにより、recFlRed の N 末端に His-tag が

導入される。 

 

第 3 項 実験結果 

1. Flavobacterium sp. UMI-01 株由来無細胞抽出液に見出された DEH 酸化活性の解析 

前章において、Flavobacterium sp. UMI-01 株ではアルギン酸の完全分解により生じる DEH が、

NADH 存在下で FlRed により KDG に還元されることを明らかにした。しかしながら、DEH と本菌

の無細胞抽出液 (粗酵素) を NADH 存在下で混合した際に、KDG とは異なる反応産物 (UP1) が生

じることが分かった。Figure 25a によれば、KDG は反応開始 2 分後から検出され、その量は反応時

間の経過に伴って増大した。しかしながら、反応液中の NADH は、反応開始 15 分でほぼ全て消費

されており、それ以降の NADH 量に変化はみられなかった (Figure 26a)。すなわち、これは DEH の

還元反応で生じた NAD+が NADH に再び還元され、この NADH がただちに DEH の還元反応に再利

用されていることが考えられる。また、UP1 のスポットは、反応直後ではなく KDG の生成後に出現

したため (Figure 25a)、本菌の無細胞抽出液中には、NAD+を補酵素として DEH を酸化する酵素が存

在する可能性が考えられた。 

そこで、反応混液に加える補酵素を NADH ではなく NAD+として酵素反応を行った。その結果、

Figure 25a とは逆に、UP1 は KDG よりも先に出現することが分かった (Figure 25b)。また、この反応

により NAD+が還元され NADH が再生されたことが確認でき、生じた NADH 量もほとんど変化しな

いことも明らかになった (Figure 26b)。以上の結果は、本菌の無細胞抽出液中には NADH 存在下で

DEH の還元反応を触媒する FlRed だけでなく、NAD+存在下で DEH の酸化反応を触媒する酵素が存

在することを示している。 

 

2. DEH 酸化酵素の精製および遺伝子の同定 

DEH 酸化酵素は、第 1 章の実験手法 4.1.1.で調製した Flavobacterium sp. UMI-01 株の無細胞抽出液

を疎水クロマトグラフィー、陰イオン交換クロマトグラフィー、およびゲル濾過クロマトグラフィ

ーに順次供することにより精製した (Figure 27)。SDS-PAGE (Figure 28a) およびゲル濾過クロマトグ

ラフィー (Figure 27d) において、DEH 酸化酵素の分子量はそれぞれ約 27 kDa および約 102 kDa と見
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積もられたことから、本酵素は非変性条件下では 4 量体を形成していると考えられた。なお、この

精製酵素の反応生成物を解析した結果、UP1 のみならず KDG の生成もみられた (Figure 28b)。また、

各精製過程における DEH 還元酵素の溶出位置は DEH 酸化酵素のものと一致していた (data not 

shown)。したがって、本酵素は DEH の酸化と還元の両反応を触媒する二機能性の酵素、すなわち

DEH 酸化還元酵素であると考えられた。Table 6 には、本酵素の DEH 還元活性に基づき作成した精

製結果を示した。それによれば、451 mg の粗酵素から 1.32 mg の精製酵素が得られ、その精製度お

よび収率は、それぞれ 77 倍および 23%であった。 

この酵素の一次構造に関する情報を得るために、エドマン分解およびMALDI-TOF-MS/MSにより、

精製酵素の N 末端アミノ酸配列および内部アミノ酸配列 P1-P4 を分析した。その結果、それぞ

れ”MGNLNE”、”VxxxAAEGIK”、”AAIPFLK”、”DxxEYGIR”、および”VNxxSxxTIDTxxHAxxx” (x は同定

できなかったアミノ酸を示す) と決定された。この部分アミノ酸配列を用いて BLAST+検索を行っ

た結果、本酵素は、第 1 章で DEH 還元酵素として同定した FlRed と同一のものである可能性が高い

ことが明らかとなった (Figure 29)。 

   

3. 組換え DEH 酸化酵素の生化学的特徴 

3.1. 組換え DEH 酸化酵素の大腸菌発現および精製 

前章で機能解析した組換え DEH 還元酵素 recFlRed は、Figure 20b に示すように DEH の還元反応

のみを触媒し、酸化反応は起こさなかった。FlRed が属する SDR ファミリーのタンパク質では、一

般的に 4 量体を形成した際、その C 末端アミノ酸約 20 残基がモノマー間の境界面に位置することが

知られている。第 1 章で作出した recFlRed では、その C 末端へ His-tag を含むアミノ酸配列 (Gly-

Ser-Gly×8-His×8) を付加しているので、多量体は形成するものの (Figure 30)、付加配列による立体障

害などで酵素機能に影響が出る可能性がある。recFlRed が DEH に対して酸化活性を示さない原因も、

この C 末端の His-tag の影響かもしれない。そこで、以前構築した recFlRed の発現プラスミドから

リンカーおよび His-tag 配列を除去し、His-tag が付加されない新たな recFlRed (recFlRedΔtag) を作出

し、その活性を調べることとした (Figure 31, 32a)。recFlRedΔtag を NAD+あるいは NADH の存在下

で DEH に反応させ、その反応生成物を TLC により解析した。その結果、recFlRedΔtag は野生型の

FlRed (natFlRed) と同様、DEH の還元だけでなく酸化反応も触媒することが明らかとなった (Figure 

32b)。さらに recFlRedΔtag の DEH 還元活性は、recFlRed の約 30 倍も高かった (Table 7)。また、

natFlRed と recFlRedΔtag は、NADPH を補酵素とした場合にも高い活性を示すことが分かった (Table 

7)。 
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3.2. 組換え DEH 酸化酵素の性状 

recFlRed から His-tag を除去した recFlRedΔtag が、natFlRed と同様の活性を示すことを明らかにで

きたので、次に recFlRedΔtag を用いて DEH の酸化と還元がどのような条件で起こるかを調べた。ま

ず、温度の影響を調べた結果、recFlRedΔtag は、0-40oC では酸化と還元の両反応を触媒するが 60oC

ではいずれの活性も失うことが分かった (Figure 33a)。また、EDTA 存在下において、酸化と還元の

両活性を示すことから、これらの反応には二価金属イオンは必要ないことが分かった (Figure 33c)。

一方、興味深いことに、還元反応は幅広い pH 範囲 (pH 4.8-8.7) でみられたが、酸化反応は pH 5.8 以

下では起こらなかった。この FlRed の pH 依存性に関しては、後の実験結果 4.で詳細に議論する。ま

た、NADH と NAD+の濃度比を変えて酵素反応を行った結果、反応初期では NADH および NAD+の

濃度が上昇するに従って、それぞれ KDG および UP1 の生成量は増加した。この結果は、DEH の酸

化還元反応が反応系の NADH/NAD+の初期濃度比に依存して進行することを示している。このこと

から、FlRed の活性は、細胞内の酸化還元バランスに応じて、還元もしくは酸化に優位度が変化する

と考えられた。 

 

3.3. 組換え DEH 酸化酵素の補酵素結合能の解析 

natFlRed (天然の FlRed)、recFlRedΔtag (His-tag を付加していない recFlRed)、および recFlRed (C 末

端に His-tag を付加した FlRed) の補酵素結合能を Native-PAGE により評価した。natFlRed および

recFlRedΔtag は、5 mM NADH もしくは NAD+存在下においてその移動度に変化がみられたが、

recFlRed ではそれがみられなかった (Figure 34)。natFlRed および recFlRedΔtag の移動度の変化は、

それらが結合した NADH もしくは NAD+のリン酸基の負荷電によるものと考えられる。一方、

recFlRed の移動度が変化しなかったことから、recFlRed においては NADH および NAD+に対する結

合能が低下していることが考えられる。また、recFlRed を供したレーンには、より分子サイズが大き

い凝集体と推定されるバンドが生じていた (Figure 34)。同様の結果は、recFlRed をゲル濾過クロマ

トグラフィーに供した際にも確認されている (Figure 30)。このことは、recFlRed の C 末端に付加し

た His-tag が、補酵素に対する親和性を低下させるだけでなく、酵素間のアグリゲーションを起こり

易くしていることを示している。 

 

3.4. DEH の酸化反応により生じる UP1 の同定 

FlRed による DEH の酸化反応物である UP1 の分子構造を明らかにするために、まず、recFlRedΔtag

を用いて DEH から UP1 を生産し、陰イオン交換クロマトグラフィーにより精製した。Figure 35a に

示したクロマトグラムでは、酵素反応によって生じた KDG および UP1 がそれぞれ 60 mM および
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160 mM NaCl 付近で溶出すること、また、TLC によりそれらが単一であることを確認した (Figure 

35b)。なお、本精製では、基質とした 538 mg の DEH から 169 mg の KDG と 184 mg の UP1 が得ら

れた。この結果は、DEH の酸化および還元反応がほぼ同程度に進行したことを示している。 

次に、DEH、KDG、および UP1 を ESI-MS に供し、それらの質量スペクトルを比較した。前章で

も述べたように、DEH の還元により生じる KDG (m/z=177.04) は、DEH (m/z=175.02) との質量の差

が+2 であったため、2 つの水素原子の付加が確認された (Figure 36a, b)。一方、酸化反応により生じ

る UP1 では、m/z=191.02 および 213.00 にピークが検出され、それぞれ脱プロトン化された UP1 およ

びナトリウム塩を形成した UP1 であると推定された (Figure 36c)。DEH との質量差が+16 であるこ

と、また、DEH や KDG にはみられなかったナトリウム塩のピークを生じることから、UP1 は DEH

の C6 位アルデヒド基がカルボキシル基に酸化された 2-keto-3-deoxy-D-glucarate (KDGR) であると同

定された。以上の結果から、FlRed は、DEH の還元と酸化の両反応を触媒し、それぞれ KDG および

KDGR を生成する DEH 酸化還元酵素であると結論した。 

 

4. DEH の酸化反応に関与するアミノ酸残基の同定 

4.1. DEH 酸化酵素と他種 DEH 還元酵素のアミノ酸配列の比較 

前項において、recFlRedΔtag は pH 5.8 以下において DEH 酸化活性を示さなかった。この理由のひ

とつとして、FlRed の有する His 残基の側鎖 (イミダゾール基、pKa=6.04) の荷電が変わったためで

ある可能性が考えられた。FlRed と既報の DEH 還元酵素とのアミノ酸配列を比較した結果、FlRed に

唯一存在する His 残基 (His195) は、既報の全ての DEH 還元酵素において保存されているが、基質

が DEH ではない他種の SDR には保存されていないことが新たに明らかになった (Figure 37)。した

がって、この His195 が DEH の酸化反応において重要な役割を果たす可能性が強く示唆された。そ

こで、recFlRedΔtag に対してアミノ酸の変異導入を行い、その酵素活性を評価することとした。また、

DEH 酸化還元反応の触媒部位が同一であるかどうかを確かめるため、SDR superfamily に共通の触媒

残基である Tyr157 にも変異を導入し、活性への影響を調べた。 

   

4.2. DEH 酸化酵素へのアミノ酸点変異導入 

recFlRedΔtag の His195 および Tyr157 をそれぞれ Ala195 および Phe157 に置換した変異体の発現プ

ラスミドをインバース PCR により作成し、各プラスミドで形質転換した大腸菌を用いて

recFlRed_H195A もしくは recFlRed_Y157F を発現した。なお、これらの FlRed 変異体には、His-tag を

付加していないため、精製には硫安分画および陰イオン交換クロマトグラフィーを用いた (Figure 

38)。本精製では、50 mL の培養液から recFlRed_H195A および recFlRed_Y157F が、それぞれ 1.2 mg
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および 1.5 mg 得られた。これらの組換え酵素による反応生成物を TLC により解析した結果、

recFlRed_H195A は還元活性を示すが  (Figure 39a)、酸化活性を示さないことが明らかとなった 

(Figure 39b)。これは、His195 が DEH の酸化反応に必須のアミノ酸残基であることを強く示唆してい

る。また、recFlRed_Y157F は酸化および還元の両活性を示さなかったため (Figure 39)、Tyr157 は酸

化と還元の両反応に関与する触媒残基であることが確認された。 

 

4.3. 天然および組換え DEH 酸化酵素のキネティクス解析 

N 末端に His-tag が付加された recFlRed_HisN を新たに作成し (Figure 38)、これまで調べてきた天

然および組換え FlRed およびその変異体を用いて、比活性および基質と補酵素との親和性を比較し

た (Table 7)。なお、FlRed の DEH 酸化活性は実験手法 3.2.の NBT-PMS 反応系により検出すること

が出来なかったため、本項ではその DEH 還元活性に基づいてキネティクスを調べた。それらの内、

天然酵素の natFlRed と同等の比活性を示したものは、recFlRedΔtag および recFlRed_HisN であり、こ

れらは NADPH を補酵素とした場合にも高い活性を示した。一方、C 末端に His-tag を付加した

recFlRed の比活性は天然酵素にくらべて著しく低く、DEH に対する Km は他の FlRed と同等である

ものの、NADH に対する Km が他のものよりも 20 倍以上大きいことが分かった。これは、Figure 32

で示した補酵素結合能が低いという結果と一致しており、FlRed の C 末端への His-tag の付加が、補

酵素に対する親和性を低下させ、本来の酵素活性を失わせたことが確認された。一方、同じく著し

い活性の低下がみられた点変異体の recFlRed_H195A では、DEH に対する Kmが他の FlRed よりも約

10 倍高かった (Table 7)。すなわち、His195 は、基質である DEH の結合に必須のアミノ酸残基であ

り、酸化反応だけでなく還元反応の際も何らかの機能を果たしていると考えられた。以上の結果か

ら、recFlRed および recFlRed_H195A が酸化活性を示さなかった理由は、それぞれ補酵素および基質

に対する親和性が著しく低下しているためであると考えられた。 

 

第 4 項 考察 

前章において、Flavobacterium sp. UMI-01 株のアルギン酸分解・代謝経路を推定し、模式図として

示した（Figure 24）。すなわち、本菌ではアルギン酸分解により生じた DEH を NADH 存在下で DEH

還元酵素 FlRed により KDG に還元し、生じた KDG を Entner-Doudroff 経路により最終的にピルビン

酸と GAP に変換する。しかしながら、本章では、FlRed が DEH の還元反応のみならず酸化反応も触

媒することを見出し、DEH 以降の代謝経路が FlRed の酸化還元反応により分岐する可能性を見出し

た。DEH の酸化により生じる KDGR は、果物や野菜に含まれるグルカル酸という酸性糖質の中間代

謝物であり、後に開裂酵素もしくは脱水酵素により代謝されることが知られている (Figure 40)93,94。
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しかしながら、BLAST+検索によれば本菌のドラフトゲノム配列中にそれらの候補遺伝子が存在しな

いことが確認された。このことから、本菌は既報の開裂酵素や脱水酵素とは一次構造の異なる酵素、

もしくは機能未知の新たな酵素により KDGR を代謝している可能性が考えられた。なお、この KDGR

の代謝に関与する酵素の研究結果については次章で述べる。 

ESI-MS のスペクトル解析結果 (Figure 36) によれば、DEH のアルデヒド基は FlRed の還元および

酸化作用により、それぞれヒドロキシメチル基およびカルボキシル基に変換されることが明らかに

なった。FlRed の属する SDR superfamily の酸化還元酵素は、一般的にアルデヒド基やケトン基をヒ

ドロキシメチル基に還元する反応、またはその逆の酸化反応を触媒するのみであり、アルデヒド基

およびカルボキシル基間の酸化還元反応を触媒するものは未だ報告されていない 95。グルコース脱

水素酵素およびウロン酸脱水素酵素は、ヘミアセタール C1 位のヒドロキシメチル基をケトン基に酸

化する酵素であり 96,97、生じたラクトンが酵素的もしくは非酵素的に加水分解および開環する。その

結果、見かけ上 C1 位のアルデヒド基はカルボキシル基に酸化される。そこで、DEH の酸化反応も

同様のプロセスで行われていると推定し、以下のような仮説を立てた (Figure 41)。Newman らの NMR

解析によれば、水溶液中の DEH の一部は、C5 位ケトン基に水分子が付加することでジェミナルジ

オール化 (DEHgem) し、C1 位アルデヒド基と C5 位ヒドロキシメチル基でヘミアセタールを形成す

る 8。それにより、C1 位にアルデヒド基をもつ開環型の DEH の一部から、C1 位にヒドロキシメチ

ル基をもつヘミアセタール型の DEHgemが生じる。FlRed はそれらを還元および酸化することにより

それぞれ KDG および KDGR を生成する。このように、SDR では稀な二機能性を FlRed が有する理

由は、基質となる DEH が複数の構造を形成し得るためと推定された。 

さらに、本研究ではこれまで知られていなかった DEH 還元酵素の基質認識に必須のアミノ酸残基

を同定することに成功した。すなわち、FlRed の酵素性状解析 (Figure 33)、一次構造解析 (Figure 37)、

および変異導入実験 (Figure 39, Table 7) によれば、His195 は FlRed の DEH 酸化還元活性に必須であ

り、その Ala への置換は本酵素の DEH に対する親和性を大きく低下させることが明らかになった。

この His195 に相当する His 残基は、Figure 37 に示した他種の DEH 還元酵素においても保存されて

いた。A1-R と NADP+複合体の結晶構造解析データ (PDB ID, 3AFN) によれば、FlRed の His195 に

相当する A1-R の His202 は、活性部位周辺に存在するアミノ酸残基であり、NADP+のニコチンアミ

ド基 (プロトンの受容・供給に関与する領域) に近接することが分かった。この解析結果は、DEH 還

元酵素で保存されている His 残基が、その酵素反応において重要な役割を果たすことを裏付けるも

のである。FlRed の DEH 酸化活性は、酵素反応液の pH が、His 残基側鎖のイミダゾール環が脱プロ

トン化される pH 条件下 (< pKa) で失われた (Figure 33b)。すなわち、FlRed の His195 は、DEH 酸化

反応におけるプロトン受容体として働いている可能性が考えられた。しかしながら、前述したよう
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に、FlRed の酸化および還元反応には同一の触媒残基 Tyr157 が関与していた。したがって、FlRed の

His195 は、DEH の酸化還元反応に直接関与するのではなく、Figure 41 に示した DEH 酸化反応の基

質と推定されるヘミアセタール型 DEHgemの認識に関与すると考えられた。Figure 37 によれば、FlRed

の Gly93、Arg97、lys132、Gly151、Phe194、および Arg217 なども DEH 還元酵素で保存されている

が、それらの機能は未だ調べられていない。これらのアミノ酸の重要性が結晶構造解析やアミノ酸

変異導入試験により明らかになれば、将来的にはいずれか一方の反応のみを触媒する DHE 還元酵素

の作出が可能となるかもしれない。そのような性質をもつ酵素は、in vivo や in vitro の反応系におけ

る還元力を調節する新たなツールとして産業分野で利用され得る。 

以上、本章では、Flavobacterium sp. UMI-01 株のアルギン酸代謝経路が、DEH の還元もしくは酸化

反応により分岐することを明らかにした。このような DEH の酸化は、これまで他種のアルギン酸資

化細菌においては全く検討されておらず、今後、他の DEH 還元酵素についても同様の検討が必要で

あろう。次章では、DEH の酸化によって生じる KDGR がその後どのように代謝されるか、その代謝

経路の全容を明らかにすることとした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Table 5. Primers for expression of recombinant FlRed mutants.

Primers Nucleotide sequence (5’ to 3’)

FlRed_Tag-F* TATTCCTAAAGCTTGACCTCCACC

FlRed_Tag-R* TAGTCTAGATAGGTAATCTCTGCT

FlRed_HA-F* GATACGCCTTTCGCCGCTCAAATTAA

FlRed_HA-R* TTAATTTGAGCGGCGAAAGGCGTATC

FlRed_YF-F* GAGCAGGTATTTTTGCTACATCTAA

FlRed_YF-R* TTAGATGTAGCAAAAATACCTGCTC

FlRed_HisN-F** ATCGAAGGTAGGCATATGGGTAATTTAAATGAAAAA

FlRed_HisN-R** GTACCGAGCTCCATATTATATTCCTAAAGCTTGACC

*Solid underlines indicate identical nucleotide-sequences with pCold vector used as a template for inverse PCR.

**Dashed underlines indicate additional sequences for In-fusion cloning.
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Figure 25. Discovery of DEH-oxidizing activity in cell lysate of Flavobacterium sp. UMI-01.

DEH-oxidized and -reduced products were detected by TLC analysis. Enzymatic reaction was conducted in a

standard reaction mixture containing 5 mM NADH (a) or NAD+ (b) for 0-120 min. M, standard KDG.
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Figure 26. Time-dependent changes in the amount of NADH during DEH oxidation.

The concentration of NADH in the reaction mixture containing 5 mM NADH (a) or NAD+ (b) was determined by

measuring absorbance at 340 nm in each time.
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Figure 27. Purification of DEH oxidase from cell extract of Flavobacterium sp. UMI-01.

DEH oxidase was purified from cell extract of Flavobacterium sp. UMI-01 by TOYOPEARL Butyl-650M (a),

TOYOPEARL SuperQ-650S (b), MonoQ 4.6/100 PE (c), and Superdex 200 10/300 GL (d) column chromatography.

Active fractions were detected by TLC assay and marked with red letters on the image of SDS-PAGE. The closed

triangle in Fig. 27d indicates elution position of DEH oxidase.
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Figure 28. Purified DEH oxidase and its activity.

a, SDS-PAGE for purified DEH oxidase. b, activity assay for purified DEH oxidase by TLC. M, standard KDG.
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Table 6. Summary for purification of DEH oxidase.

Steps
Protein

(mg)

Activity*

(U)

Specific activity

(U/mg)

Purification

(fold)

Yield

(%)

Cell extract 451 1,791 4.0 1 100

TOYOPEARL

Butyl-650M
28.1 1,407 50 13 79

TOYOPEARL 

SuperQ-650S
7.65 1,275 167 42 71

MonoQ

4.6/100 PE
2.76 585 212 53 33

Superdex 200 

10/300 GL
1.32 405 307 77 23

*Activity, DEH-reducing activity.
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Figure 29. Primary structure of DEH oxidase.

Residue numbers of nucleotides and amino acids are shown at the right end of each line. N-terminal (solid

underline) and internal (P1-P4) (dashed underline) amino acid sequences were determined by Edman degradation

and MALDI-TOF-MS/MS, respectively.
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Figure 30. Gel-filtration analysis for native and recombinant FlRed.

Oligomerization states of natFlRed (a), recFlRed (b), and recFlRedΔtag (c) were analyzed by Superdex 200

10/300 GL gel-filtration chromatography. Molecular weight was estimated using the following standards (d); blue

dextran (Mr=2,000,000), conalbumin (Mr=75,000), ovalbumin (Mr=44,000), carbonic anhydrase (Mr=29,000),

ribonuclease A (Mr=13,700), and aprotinin (Mr=6,500).
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Figure 31. Purification of recFlRedΔtag.

recFlRedΔtag was expressed in E. coli BL21 (DE3) and purified from its extract by Butyl-650M (a) and MonoQ

4.6/100 PE (b) column chromatography. Active fractions were detected by measuring DEH-reducing activity as

described previously and marked with red letters on the image of SDS-PAGE.
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Figure 32. Purified recFlRedΔtag and its activity.

a, SDS-PAGE for purified recFlRedΔtag. A schematic diagram indicates a structure of recombinant protein. b,

activity assay for purified recFlRedΔtag by TLC. M, standard KDG.
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Table 7. DEH-reducing activity and kinetic parameter of native and recombinant FlRed.

Enzyme
DEH-reducing activity (U/mg) Km (mM)* kcat (s-1)*

NADH NADPH NADH DEH NADH DEH

natFlRed 164 106 Not determined Not determined

recFlRed 5.7 0.11 0.68 3.2 17 7.2

recFlRedΔtag 173 117 0.031 3.7 95 318

recFlRed_HisN 176 99 0.016 4.6 101 269

recFlRed_H195A 1.3 0.14 0.051 35 1.0 15

recFlRed_Y157F 0.0095 Not detected Not determined Not determined

*Km and kcat were determined by nonlinear curve-fitting analysis using GraphPad Prism software.
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Figure 33. Enzymatic characterization of recFlRedΔtag.

DEH-reducing and oxidizing activities were assayed by TLC analysis. a, temperature dependence of

recFlRedΔtag. Enzymatic reaction was carried out at 0-60oC. b, pH dependence of recFlRedΔtag. The activity was

assayed in the standard reaction mixture adjusted to pH 4.8-5.5, pH 5.7-7.4, and pH 8.1-8.7 with potassium acetate,

potassium phosphate, and Tris-HCl buffer, respectively. c, effect of metal ion for the activity of recFlRedΔtag.

Enzymatic reaction was conducted in the standard reaction mixture containing 1 mM various metal salts. d, effect of

changing co-factor ratio for the activity of recFlRedΔtag. Enzymatic reaction was conducted in the standard reaction

mixture containing 10-0 mM NADH and 0-10 mM NAD+ (total 10 mM of co-factor). M1, standard KDG. M2,

standard DEH.
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Figure 34. Native-PAGE for natFlRed, recFlRedΔtag, and recFlRed.

Native and recombinant FlRed were subjected to Native-PAGE in the presence of 5 mM NADH, NAD+, or DEH.

The proteins were stained with CBB R-250.

natFlRed recFlRedΔtag recFlRed
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Figure 35. Purification of UP1 and KDG produced by recFlRed-tag.

a, chromatogram of SuperQ-650S column chromatography. b, analysis for purified products by TLC. KDG,

standard KDG; Peak 1 (KDG), the first peak in Fig. 35a; Peak 2 (UP1), the second peak in Fig. 35a.
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Figure 36. ESI-MS spectrum of alginate metabolites.

Purified DEH (a), KDG (b), and UP1 (c) were desalted by gel-filtration chromatography and analyzed by ESI-MS.

Predicted structures of the compounds were shown in the upper right corner of each figure.
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FlRed 1 MG - N L N EK VA V I TGA TGG I G F A VAQR L - GKDGY T V I L NG I EDQKGA ER - VA E L AA E - G I KA E Y - YG F D V T ND E E T T AN I T 75

Zg2622 1 M - - - - KRK VA V I TGA TGG I G F A VAKR L - GQDGY T V I L NG I DD EAGA ER - VK E L T S E - G I EA E Y - Y S F D V T N E EA V T KN I K 72

Sde_3281 1 M - - K L ENK VC V I TGG I RD I GKQ I S L K L - A S EGAK L V I N Y YDN P EQA EQ T L AD VKAA - GA EA I L VHG - DMT NGED VQK L VD 73

A1-R' 1 M F SD L KGKR I L I TGS T EG I GMA T A I E L - AR YGA V VG L N SH VD PAD PA L L LGK L R EA - GGDGA F - F RAD I T K T A ECQR L V S 77

A1-R 1 M F PD L KGKR V L I TGS SQG I G L A T A - R L F ARAGAK VG L HGRKA PAN I D E T I A SMRAD - GGDAA F - F AAD L A T S EACQQ L VD 77

Glucose dehydrogenase 1 MYKD L EGK V V V I TGS S TG LGK SMA I R F - A T EKAK V V VN YR SK ED EAN S V L E E I KK V - GGEA I A - VKGD V T V E SD V I N L VQ 77

Carbonyl reductase 1 MK L N F SG L RA L V TGAGKG I GRD T VKA L - HA SGAK V VA V T R T N S - D L V S - L AK - EC P - G I E P VC - - - VD LGDWDA T EKA LG 72

Serine dehydrogenase 1 M - - - - SG - T I L I TGA T SG FGQA T ARR F - VK EGWK V I G TGR - - - - RA ER - L EA L SA E LG - SA F HG L A F D I T D E EA TGKA L S 68

3HB dehydrogenase 1 M - - T L KGK T A L I TGS T SG I G LG I AQV L - ARAGAN I L L NG FGD P - - A PA - L A E V TQH - GVK VAH - H PAD LGD VAQ I EA L F A 72

FlRed 76 K I GEK YG - K I D V L VNNAGG I G - I RAR F E EMT T A E - YK F VMA L N L D S V F F A SRAA I P F L K - - - K - - GENA S I I N Y T SNAAW 147

Zg2622 73 A I GEK YG - K I D T L VNNAGG LG - GR SR F E EMT T - E F YR S VMA L N L D S T F F A SRAA I P Y L K - - - K - - GEGA S I I N Y T SNAAW 144

Sde_3281 74 A S L E T FGAQ I D I L VN VAGG L V - ARK T I D EMD E - D FWN F L I K L N L N T T F L L T KACA PHMV - - - K - - G - - S S I I N F A SQAGR 144

A1-R' 78 A F V ER F D - G I D V L I NNAGG L A - GR SN L EN I DD - A F YDR VMD L NGR S V LMMT K F A I PH L RA SAKA SG T T SA V I S TGS I AAR 154

A1-R 78 E F VAK FG - G I D V L I NNAGG L V - GRK P L P E I DD - T F YDA VMDAN I R S V VMT T K F A L PH L AAAAKA SGQ T SA V I S TGS I AGH 154

Glucose dehydrogenase 78 S A I K E FG - K L D VM I NNAG - L E - N P V S SH EMS L SD - WNK V I D T N L TGA F LGSR EA I K Y F V - - - EN - D I KG T V I NMS S VH EK 149

Carbonyl reductase 73 G - - - - I G - P VD L L VNNAA - L V - I MQP F L E V T K - EA F DR S F S VN L R S V FQV SQMVARDM I N - - R - - GV PGS I VN V S SMVAH 140

Serine dehydrogenase 69 G L P E S F R - D I D V L VNNAG - L A LG T A PA PQV P L KD - WQ TMVD T N I TG L L N I T HH L L P T L I - - - - - - GRKG I V VN L S S VAAH 139

3HB dehydrogenase 73 F A EQ T FG - GVD I L VNNAG - I Q - H VA P V EQ F P V - E SWDK I I A L N L SA V F HG T R L A L PGMR - - - E - - RNWGR I VN I A S VHG L 143

FlRed 148 NGAGPGAG I YA T SKGGVQS I T RA L AKD L - A E YG I R VNA V S PG T I D T P F H - - - - - - - AQ I KA T K P E V F A SW - K S S V L - LGR 217

Zg2622 145 T AGGPGAG I YG T SKAGVN T I T KA L AKD L - A E YG I R VNA V S PG T I D T P F H - - - - - - - AQ I KA T K P E V F A SW - AN S I M - LGR 214

Sde_3281 145 DGGGPGA SA YA T AKGA VMT F T R SMAK E L - GPRG I R VNA L C PGV I S T V F H - - - - - - - D T F - - T KD E VRKN I - QAA T P - L RR 212

A1-R' 155 E GGG I GAGV YAA SKAWL HD I HRNWVK E F - T KD S I R F N I VA PG T VD T A F H - - - - - - - ADK - - SD - E L K T R I - AN S I P - MGR 221

A1-R 155 T GGGPGAG L YGAAKA F L HN VHKNWV - D F H T KDGVR F N I V S PG T VD T A F H - - - - - - - ADK - - TQ - D VRDR I - SNG I P - MGR 222

Glucose dehydrogenase 150 I P - WP L F VH YAA SKGGMK LMT E T L A L E Y - A PKG I R VNN I GPGA I N T P I N - - - - - - - A EK - F AD P EQRAD V - E SM I P - MGY 217

Carbonyl reductase 141 V T - F PN L I T Y S S T KGAMTML T KAMAME L - GPHK I R VN S VN P T V V L T DM - - - - - - - - GKK V SAD P E F ARK L - K ERH P - L RK 208

Serine dehydrogenase 140 Y P - Y TGGN V YGG T KA F L RQ F S LG L R SD L - HGKGVR V T S I E PGMC E T E F T - - - - - - - L VR TGGNQEA SDN L YKGVN P - I - - 207

3HB dehydrogenase 144 V G - S TGKAA Y VAAKHGV VG L T K V VG L E T - A TGN V T CNA I C PGWV L T P L VQKQ I D ERAAKGVA PQQAQAD L L A EKQP S L A - 220

FlRed 218 L GE P E E VAGV I A F L V SNDA S - F I T A E T I Q - I G - - - GG - - QA - - LG I 254 Identity

Zg2622 215 L GQP ED VAGV V S F L A S SDAK - F I T A E T I Q - I G - - - GG - - QA - - LG I 251 80%

Sde_3281 213 E GSA S E VAD V VA Y L A SD E S S - F L TG L NMD - VN - - - GG - - L Y - - F S 248 37%

A1-R' 222 F G T VQE L A PA Y V F F A SHAA SGY I TGQ I L D - VN - - - GG - - Q I - - C P 259 35%

A1-R 223 F G T A E EMA PA F L F F A SH L A SGY I TGQV L D - I N - - - GG - - QY - - KH 260 34%

Glucose dehydrogenase 218 I GE P E E I AA VAAWL A S S EA S - Y V TG I T L F - AD - - - GGMTQY P S FQAGRG 261 25%

Carbonyl reductase 209 F A E V ED V VN S I L F L L SDR SA - S T SGGG I L - VD - - - AG - - - Y - - L A S 244 27%

Serine dehydrogenase 208 - - T ADD I AN T I HWVA SQPKH I N I N S L E LMP VNQS F AG FQV Y - - R E S 249 26%

3HB dehydrogenase 221 F V T P EH LGE L V L F L C S EAA S - QVRGAAWN - VD - - - GG - - - W - - L AQ 256 29%

Figure 37. Multiple amino-acid sequence alignment for FlRed with other DEH reductases and SDRs.

Identical amino-acid residues with FlRed are colored by yellow. Gray box indicates cofactor-recognition and

catalytic residues conserved in SDR enzymes. A histidine residue possessed in FlRed was marked with the red box.

FlRed, DEH oxidoreductase FlRed from Flavobacterium sp. UMI-01 (GenBank accession number, BAQ25537);

Zg2622, DEH reductase Zg2622 from Zobellia galactanivorans (GenBank accession number, CAZ96765);

Sde_3281, DEH reductase Sde_3281 from Saccharophagus degradans 2-40T (GenBank accession number,

ABD82536); A1-R’, DEH reductase A1-R’ from Sphingomonas sp. strain A1 (GenBank accession number,

AB970509); A1-R, DEH reductase A1-R from Sphingomonas sp. strain A1 (GenBank accession number,

AB537450); Glucose dehydrogenase, glucose dehydrogenase from Bacillus megaterium (GenBank accession number,

WP_014461456); Carbonyl reductase, carbonyl reductase from Mus musculus (GenBank accession number,

NP_031647); Serine dehydrogenase from Agrobacterium tumefaciens (GenBank accession number, AVH44276);

3HB dehydrogenase, 3-hydroxybutyrate dehydrogenase from Pseudomonas putida (GenBank accession number,

KHL75726)
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Figure 38. Purification result of FlRed mutants.

Purities of recFlRed_H195A, recFlRed_Y157F, and recFlRed_HisN were confirmed by SDS-PAGE.
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Figure 39. Assay for DEH oxidase activity of FlRed mutants.

The reaction products produced by FlRed mutant were analyzed by TLC and detected by TBA method.

Enzymatic reaction was conducted in a standard reaction mixture containing 5 mM NADH (a) or NAD+ (b). M1,

standard KDG; M2, standard DEH.
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Figure 40. Glucarate metabolic pathway in bacteria91,92.
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Figure 41. Schematic representation for putative reaction mechanism of FlRed.
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第 3 章 Flavobacterium sp. UMI-01 株の DEH 酸化代謝経路の解明 

第 1 項 目的 

前章では、Flavobacterium sp. UMI-01 株の DEH 還元酵素 FlRed が、DEH の還元反応だけでなく酸

化反応も触媒すること、それにより構造が異なる 2 種類の反応産物を生じることを明らかにした。

DEH の還元によって生じる KDG は、第 1 章で述べたように最終的にピルビン酸と GAP へと変換さ

れる。一方、DEH の酸化により生じる KDGR は、アルギン酸から生じることはこれまでに知られて

おらず、アルギン酸資化細菌における代謝経路も不明である。B. megaterium93 や Pseudomonas 

acidovorans94 などの土壌細菌では、KDGR は陸上植物由来の酸性糖質であるグルカル酸の中間代謝

物であることが知られており、その代謝経路も明らかにされている (Figure 40)。そこで、土壌細菌

の KDGR 代謝関連酵素のホモログ遺伝子を UMI-01 株のドラフトゲノム配列中に探索したが、有意

な相同性を示す遺伝子は見つからなかった。 

DEH の酸化生成物である KDGR の代謝系を明らかにする過程で、UMI-01 株の無細胞抽出液と

KDGR を混合すると新たな代謝物 (Unknown product 2, UP2) を反応液中に生じることが確認された。

この結果は、UMI-01 株が既知の KDGR 代謝酵素とは異なる一次構造をもつ酵素、もしくは全く別

の KDGR 代謝酵素をもつ可能性を示している。 

そこで本章では、UMI-01 株の無細胞抽出液中から KDGR を UP2 に変換する酵素を単離し、その

一次構造および酵素性状を調べることとした。結果として、この酵素および UP2 はそれぞれ KDGR

脱水酵素 (KDGR dehydratase) (以下、FlDet と称する) および α-ketoglutarate semialdehyde (KGSA) と

同定されたが、このことは FlDet に次いで作用する酵素が KGSA 脱水素酵素であることも示唆して

いた。また、KGSA 脱水素酵素は NAD(P)+存在下において KGSA を α-ケトグルタル酸に酸化するこ

とが知られている。そこで本章では、さらに UMI-01 株のドラフトゲノム配列から KGSA 脱水素酵

素 (KGSA dehydrogenase) (以下、FlDeg と称する) を探索し、その組換えタンパク質の機能同定を行

い、本菌の DEH 酸化反応以後の反応経路の全容を明らかにすることとした。 

 

第 2 項 実験手法 

1. Flavobacterium sp. UMI-01 株由来 KDGR 脱水酵素 FlDet の探索および精製 

1.1. KDGR 脱水酵素活性の検出 

1.1.1. チオバルビツール酸法による酵素活性の測定 

KDGR 脱水酵素の活性は酵素反応の基質として用いた KDGR の減少量を TBA 法で測定すること

により算出した。酵素反応は、1 mM KDGR (第 2 章、実験手法 4.2.で調製)、10 mM リン酸カリウム 

(pH 7.4)、100 mM KCl、1 mM MgCl2、および 1 mM DTT を含む 25oC の反応混液中で行った。酵素反
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応液は任意の時間毎に分取し、その反応は等量のクロロホルムと混合することにより停止させた。

なお、KDGR 脱水酵素活性 1 U は、1 分間に 1 μmol の KDGR を減少させる酵素量と定義し、KDGR

の減少量は β-ホルミルピルビン酸 (ε=29.0×103 (M-1・cm-1)) の減少量から求めた。 

 

1.1.2. TLC による酵素反応生成物の解析 

酵素反応は、5 mM KDGR を含む上記の反応混液中で行い、酵素反応生成物は TLC プレートに負

荷した後、1-ブタノール、アセトン、酢酸、および水を 35:35:7:23 (v:v:v:v) の割合で混合した溶媒を

用いて展開した。分離された化合物は、0.5% (w/v) DNP－20% (v/v) 硫酸－60% (v/v) エタノールを噴

霧後、40oC で 15 分間インキュベートし、さらに 120oC で 5 分間加熱することにより発色させた。 

 

1.2. 無細胞抽出液からの KDGR 脱水酵素 FlDet の精製 

FlDet は、第 2 章の実験手法 1.2.と同様の手順で Flavobacterium sp. UMI-01 株の無細胞抽出液を

TOYOPEARL Butyl-650M、MonoQ 4.6/100 PE、および Superdex 200 10/300 GL クロマトグラフィーに

順次供することにより精製した。精製 FlDet の N 末端アミノ酸配列および全一次構造は、第 2 章の

実験手法 1.3.の手順に従って決定した。 

 

2. 大腸菌発現系を用いた組換え FlDet の作出 

2.1. 組換え FlDet の大腸菌発現および精製 

FlDet をコードする遺伝子領域は、Table 8 に示す特異プライマーを用いた Genomic PCR により増

幅した。遺伝子クローニングと組換え FlDet (recFlDet) の大腸菌発現は、第 1 章の実験手法 2.と同様

の方法で行い、recFlDet の純度は SDS-PAGE により確認した。 

 

2.2. 組換え FlDet の質量分析 

recFlDet の分子量は質量分析により以下のように調べた。蒸留水で透析した recFlDet (50 μg/μL) を

3 倍量の飽和 α-CHCA－70% (v/v) アセトニトリル－0.1% (v/v) TFA と混合し、その 1μL をサンプルプ

レートに負荷した。乾固させた試料は、Proteomics Analyzer 4700 (Applied Biosystems) MALDI-TOF-MS

に供し、レーザー照射により生成した質量範囲 10,000-50,000 (m/z)の陽イオン化したタンパク質分子

をリニアモードにより検出した。 
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3. 組換え FlDet の機能解析 

3.1. 組換え FlDet の性状解析 

recFlDet の活性は、特記しない限り 2.5 mM KDGR、10 mM リン酸カリウム (pH 7.4)、100 mM KCl、

1 mM MgCl2、1 mM DTT、および 3.0 μg/mL recFlDet を含む 25oC の反応混液中で TBA 法により KDGR

の減少速度を測定することにより調べた。recFlDet の二価金属イオン要求性および基質特異性は、酵

素反応生成物を TLC で解析することにより調べた。 

 

3.2. 酵素反応生成物 UP2 の同定 

FlDet を KDGR に作用させることで生じる UP2 は、recFlDet を用いて以下のように調製した。20 

mM KDGR、10 mM リン酸カリウム (pH 7.4)、および 1 mM MgCl2を含む反応混液に終濃度で 50 μg/mL

となるように recFlDet を加え、30oC で 2 時間インキュベートした。酵素反応は、1/5 量のクロロホル

ムと混合することにより停止させ、その水層を蒸留水で 10 倍に希釈した後、それを蒸留水で平衡化

した TOYOPEARL SuperQ-650S カラム (2.4×22 cm) に供した。UP2 の精製、脱塩、および質量分析

は、第 2 章の実験手法 3.と同様の方法で行った。 

 

3.3. KDGR の代謝に関与する酵素の分子系統解析 

KDGR の代謝に関与する酵素の分子系統樹は、KDGR 脱水酵素 FlDet、土壌細菌由来 KDGR 代謝

酵素、土壌細菌由来 KDGR 開裂酵素、およびそれらの相同タンパク質のアミノ酸配列に基づいて、

第 1章の実験手法 1.4.に示す手順で作成した。本解析には、Table 9に示すGenBankTMおよびUniProtKB

から取得した各タンパク質のアミノ酸配列を使用した。 

 

4. KGSA 脱水素酵素 FlDeg の探索および組換えタンパク質の作出 

KGSA 脱水素酵素 FlDeg の候補遺伝子は、3 種の既知 KGSA 脱水素酵素のアミノ酸配列を用いた

BLAST+検索により探索した。すなわち、データベース配列として Flavobacterium sp. UMI-01 株のド

ラフトゲノム配列、クエリー配列として Azospirillum brasilense 由来 Type I KGSA 脱水素酵素 98、A. 

brasilense 由来 Type II KGSA 脱水素酵素 98、および S. solfataricus 由来 Type III KGSA 脱水素酵素 99 を

用いて BLAST+検索を行った。FlDeg をコードする遺伝子領域は、Table 9 に示す特異プライマーを

用いた Genomic PCR により増幅し、組換え FlDeg (recFlDeg) の大腸菌発現および精製は、第 1 章の

実験手法 2.と同様の方法で行った。 
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5. 組換え FlDeg の機能解析 

5.1. 酵素活性の測定 

KGSA 脱水素酵素は、酵素反応に補酵素として NAD+もしくは NADP+を要求するため、その活性

は、補酵素の還元反応により生じる NADH もしくは NADPH に由来する 340 nm の吸光度上昇を測

定することにより調べた。なお、KGSA 脱水素酵素活性 1 U は 1 分間に 1 μmol の NADH もしくは

NADPH (ε=6.3×103 (M-1cm-1)) を生成する酵素量と定義した。 

recFlDeg の活性は、特記しない限り 1 mM KGSA、10 mM リン酸カリウム (pH 7.4)、100 mM KCl、

1 mM MgCl2、1 mM DTT、0.5 mM NAD+、および 10 μg/mL recFlDeg を含む 25oC の反応混液中で測定

した。 

 

5.2. 酵素反応生成物の解析 

酵素反応は、1.5 mM KGSA、10 mM リン酸カリウム (pH 7.4)、100 mM KCl、1 mM MgCl2、1 mM 

DTT、2.5 mM NAD+、および 20 μg/mL recFlDeg を含む 25oC の反応混液中で行った。recFlDeg の反応

生成物 (以下、α-ケトグルタル酸様化合物と称する) は、以下に示す手順で 2,4-dinitrophenylhydrazine 

(DNP) により誘導体化した後に TLC で検出した。 

酵素反応液 50 μL に 1/6 量の 6.3 mM DNP－3 M HCl を加え、50oC で 45 分間インキュベートする

ことにより、反応液中に含まれる KGSA および α-ケトグルタル酸様化合物を誘導体化 (ヒドラゾン

化) した。生じたヒドラゾンは、等量の酢酸エチルを用いて 3 回抽出し、得られた抽出液を真空乾燥

した。得られた黄色の固体は 15 μL の酢酸エチルに溶解し、その 3 μL を TLC プレートに供した。試

料は、1-ブタノール、エタノール、および 0.5 M 酢酸を 7:1:2 (v:v:v) の割合で混合した溶媒を用いて

展開した。 

 

5.3. 酵素反応生成物の同定  

5.3.1. FlDeg 反応生成物の調製および質量分析 

recFlDeg の反応生成物 (α-ケトグルタル酸様化合物) は以下のように調製した。1.5 mM KGSA、10 mM

リン酸カリウム (pH 7.4)、1 mM MgCl2、および 5 mM NAD+を含む反応混液に、終濃度で 25 μg/mL となる

ように recFlDeg を加え、25oC で 16 時間インキュベートした。タンパク質およびNAD+を除去するため、

酵素反応液に 4 倍量の 2-プロパノールを加え、-20oC で 2 時間静置した後、遠心分離によりその上清を回

収した。得られた上清は、ロータリーエバポレーターを用いて 1/10 量に濃縮した後、蒸留水で 20 倍に希

釈し、それを蒸留水で平衡化した TOYOPEARL SuperQ-650S カラム (2.4×22 cm) に供した。得られた α-ケ

トグルタル酸様化合物の精製、脱塩、および質量分析は、第 2 章の実験手法 3.と同様の方法で行った。 
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5.3.2. グルタミン酸脱水素酵素による FlDeg 反応生成物の同定 

α-ケトグルタル酸様化合物はグルタミン酸脱水素酵素 (GDH) により酵素的に同定した。GDH は、

アンモニウムイオンおよび NADH 存在下で α-ケトグルタル酸をグルタミン酸に変換する酵素であ

る。その際、補酵素 NADH が NAD+に酸化されるので、それに伴う 340 nm の吸光度の減少を測定す

ることにより、α-ケトグルタル酸様化合物が実際に α-ケトグルタル酸であるかどうかを調べた。な

お、酵素反応は、0.5 mM の α-ケト酸 (DEH、KDGR、KGSA、α-ケトグルタル酸様化合物、および市

販 α-ケトグルタル酸 (富士フィルム和光純薬))、20 mM リン酸カリウム (pH 7.4)、100 mM KCl、20 

mM NH4Cl、0.2 mM NADH、および 1 U/mL ウシ肝臓由来 GDH (Sigma-Aldrich) を含む 25oC の反応

混液中で 5 分間行った。 

 

5.3.3. NMR による FlDeg 反応生成物の構造決定 

α-ケトグルタル酸様化合物および α-ケトグルタル酸標準品の 1H-NMR、13C-NMR、および 1H-13C 

HMBC スペクトルを測定し、得られた各スペクトルを α-ケトグルタル酸の化学構造に基づいて帰属し

た。本論文では、試料の NMR 解析を北海道大学理学院 高分解能核磁気共鳴装置研究室に委託した。 

 

5.3.4. カルボキシル基の定量 

アルギン酸代謝物の 1 分子あたりのカルボキシル基の数は、4-ニトロフェナシルブロミド法を改

変した Endo の方法 100 により定量した。本方法は、カルボキシル基に 4-ニトロフェナシルブロミド

を作用させることで、カルボン酸エステルを生成させ、残存した 4-ニトロフェナシルブロミドを酸

化剤 (クロラミン T) およびフェノールレッドで比色定量するものである。 

まず、200 μL の 0-5 mM カルボン酸を含む試料、600 μL の 50 mM KH2PO4、および 400 μL の 7.5 mM 

4-ニトロフェナシルブロミドを混合し、30oC で 15 分間インキュベートした。次いで、40 μL の 2.5 

mg/mL クロラミン T および 40 μL の 0.2 mg/mL フェノールレッドを加え、さらに 30oC で 10 分間イ

ンキュベートした。その後、4-ニトロフェナシルブロミド誘導体を 598 nm における吸光度を測定する

ことで定量した。なお、標準物質には、アルギン酸代謝物に類似の構造をもつグルクロン酸、α-ケトグ

ルタル酸、およびピルビン酸を使用した。 

 

6. アルギン酸代謝関連遺伝子のオペロン構造の解析 

6.1. Flavobacterium sp. UMI-01 株由来 Total RNA の調製 

Flavobacterium sp. UMI-01 株由来 Total RNA の抽出には、RNeasy Mini Kit (Qiagen) を使用した。本

菌を 1% (w/v) アルギン酸ナトリウムを含む MS 液体培地で対数増殖期 (OD600=0.6-1.2) まで培養し、
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その培養液 500 μL から遠心分離により菌体を回収した。そこに、400 μg/mL のリゾチームを含む TE

バッファーを 500 μL 加え、ボルテックスした後に 5 分間室温で静置した。そこに 350 μL の Buffer 

RLT (グアニジンチオシアン酸を含む) を加え、ボルテックスで撹拌後、250 μL の 100% (v/v) エタノ

ールを加え、ピペッティングで激しく撹拌した。次いで、2 mL チューブに RNeasy mini column を設

置し、試料をフィルター上に移した後、それを遠心分離によりパスさせた。そこに、700 μL の Buffer 

RW1 (グアニジンチオシアン酸を少量含む) を滴下し、再び遠心分離によりパスさせた後、500 μL の

Buffer RPE (80% (v/v) エタノールを含む) をパスさせる操作を 2 回繰り返した。最後に、新しい 2 mL

チューブにカラムを移した後、30 μL の RNase-free water を滴下し、遠心分離により RNA を溶出さ

せる操作を 2 回繰り返した。なお、ここで得られた Total RNA にはゲノム DNA も混入していたた

め、DNase I で分解した後、同様の操作により Total RNA を精製した。 

 

6.2. 2nd strand cDNA の合成 

Total RNA からの cDNA 合成には、PrimeScript Double Strand cDNA Synthesis Kit (Takara) を使用し

た。1st strand cDNA の合成は、2 μg の Total RNA、10 μg の dNTP、および 0.6 μg のランダムプライ

マー (9 mer) を含む 10 μL の溶液を 65oC で 5 分間加熱し、氷上で急冷した後、1st Strand Synthesis 

Buffer、RNase inhibitor、および PrimeScript RTase を加えた計 20μL の反応液を 42oC で 1 時間インキ

ュベートすることにより行った。次いで、前述した反応液に、2nd Strand Synthesis Buffer、30 μg の

dNTP、E. coli 由来 DNA polymerase、および E. coli 由来 RNase H/E.coli 由来 DNA Ligase を加え、16oC

で 2 時間および 70oC で 10 分間順次インキュベートした後、T4 DNA polymerase を加え、37oC で 10

分間インキュベートすることにより、2nd strand cDNA を合成した。酵素反応は、EDTA (pH 8.0) お

よび SDS を加えることにより停止させ、クロロホルム処理によりタンパク質を反応液から除去した。

その水層と 1/3 量の 10 M 酢酸アンモニウムを混合した後、2.5 倍量の 100% (v/v) エタノールを加え

ることで cDNA を沈殿させた。回収した沈殿は、70% (v/v) エタノールで洗浄し、37oC で 1 時間風乾

した後、50 μL の蒸留水に溶解した。以後の RT-PCR では、アルギン酸ナトリウムもしくはグルコー

スで培養した菌体から調製した 2nd strand cDNA 溶液を鋳型として使用した。 

 

6.3. RT-PCR によるオペロン構造の解析 

アルギン酸代謝関連酵素遺伝子クラスターのオペロン構造は、Flavobacterium sp. UMI-01 株の total 

RNA から合成した cDNA を鋳型として RT-PCR を行い、隣接する 2 つの遺伝子間の非翻訳領域が増

幅されるかどうかにより確認した。RT-PCR は、DNA ポリメラーゼとして Premix TaqTM (Ex TaqTM 

Version 2.0) を用い、25 ng の 2nd strand cDNA および 0.2 μM のプライマーセット (Table 10) を含む



99 

 

25 μL の反応混液中で、98oC で 10 秒間、52oC で 30 秒間、および 72oC で 60-150 秒間の反応サイク

ルを 35 回繰り返すことにより行った。各 PCR 産物の増幅は、1×TAE バッファーを用いた 1% (w/v) 

アガロースゲル電気泳動により確認した。 

 

7. Flavobacterium sp. UMI-01 株ゲノムにおけるアルギン酸代謝関連酵素遺伝子の分布 

本菌のゲノムに見出されたアルギン酸代謝関連酵素遺伝子の分布は、他種のアルギン酸資化細菌

における各遺伝子の存在を BLAST 検索することで調べた。BLAST 検索のクエリー配列には、本菌

で同定された DEH 代謝関連酵素 FlRed (GenBank accession number, BAQ25537)、FlKin (GenBank 

accession number, BAQ25538)、FlAld (GenBank accession number, BAQ25539)、FlDet、および FlDeg の

他に、S. degradans 由来 KDG リン酸化酵素 (GenBank accession number, ABD82535)90、S. degradans 由

来 KDPG 開裂酵素 (GenBank accession number, ABD80664)90、A. brasilens 由来 Type I KGSA 脱水素酵

素 (GenBank accession number, BAF94276)98、および S. solfataricus 由来 Type III KGSA 脱水素酵素 

(GenBank accession number, AAK43220)99 を使用した。また、データベース配列として、アルギン酸

資化細菌として知られるバクテロイデス 10 種、プロテオバクテリア 9 種、およびフィルミクテス 3

種のホールゲノム配列もしくはドラフトゲノム配列を使用した。 

本菌のアルギン代謝関連酵素は、他のフラボバクテリア種のものと非常に高いアミノ酸配列同一

性を示し、その遺伝子構造も類似している。そこで、Flavobacterium sp. UMI-01 株由来ドラフトゲノ

ム配列、Flavobacterium frigidarium DSM17623 株由来ドラフトゲノム配列 (GenBank accession number, 

AUDO01000003, AUDO01000004, and AUDO01000010)、Cellulophaga baltica 18 株由来ホールゲノム配

列 (GenBank accession number, NZ_CP009976)、Maribacter sp. 1_2014MBL_MicDiv 株由来ホールゲノ

ム (GenBank accession number, NC_CP011318)、および Z. galactanivorans DsiJT 株由来ホールゲノム配

列 (GenBank accession number, NC_015844) を基に、各アルギン酸代謝関連遺伝子クラスターの模式

図を作成し、それらの構造を比較した。 

 

第 3 項 実験結果 

1. Flavobacterium sp. UMI-01 株由来 KDGR 脱水酵素 FlDet の探索および精製 

1.1. KDGR 脱水酵素 FlDet の探索 

Flavobacterium sp. UMI-01 株の無細胞抽出液と KDGR を混合し、25oC で 12 時間インキュベート

後、その反応生成物を TBA 法および TLC により解析した。その結果、基質の KDGR は反応時間の

経過に伴い減少し、反応 8 時間後にはほぼ全て消失した (Figure 42)。一方、反応開始から 2 時間で

KDGR のスポットの上方に新たな代謝物 (UP2) のスポットが出現し、その生成量は時間経過に伴い
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増加した (Figure 42b)。これらの結果は、KDGR の代謝に関与する酵素 (KDGR 脱水酵素 FlDet) が

UMI-01 株の無細胞抽出液中に存在することを示している。 

 

1.2. KDGR 脱水酵素 FlDet の精製および一次構造解析 

KDGR 脱水酵素 FlDet は、第 1 章の実験手法 4.1.1.で調製した本菌の無細胞抽出液を疎水、陰イオン

交換、およびゲル濾過クロマトグラフィーに順次供することにより精製した (Figure 43, Table 11)。SDS-

PAGE (Figure 43d) およびゲル濾過クロマトグラフィー (Figure 43c) により、FlDet はそれぞれ約 34 kDa

および約 156 kDa と見積もられたため、本酵素は非変性条件において 4-5 量体を形成していると考え

られた。エドマン分解により決定された N 末端アミノ酸配列は”MTTLSxSTKExLKTVxTPT”であり、

UMI-01 株のドラフトゲノムデータに対する BLAST+検索により、FlDet の遺伝子が特定され、その全

一次構造が明らかになった (Figure 44)。しかしながら、演繹アミノ酸配列から計算される分子量は

25,696 であり、SDS-PAGE により見積もられた分子量の約 34 kDa よりも約 8.3 kDa 小さかった。この

結果は、FlDet が SDS-PAGE において異常な移動度を示す可能性を示している。 

 

1.3. 組換え FlDet の作出およびその分子量の決定 

Figure 44 に示した FlDet の一次構造が、実際に KDG 脱水酵素のものであるかどうかを調べるため

に、その遺伝子と大腸菌発現系を用いて組換え FlDet (recFlDet) を作成した。recFlDet は、His-tag を

利用したアフィニティークロマトグラフィーにより精製した結果、200 mL の 2×YT 培地から 7.9 mg

得られた。この recFlDet を KDGR に作用させ、その反応生成物を TLC により解析した結果、経時的

な KDGR の減少および UP2 の生成がみられた (Figure 47a)。この結果より、先に推定した FlDet 遺

伝子のコードするタンパク質が、実際に KDGR 脱水酵素として機能することを確認できた。また、

recFlDet は SDS-PAGE 上で約 36 kDa と見積もられ、その分子量は His-tag を含むアミノ酸配列から

計算された分子量 (27,394 Da) よりも約 10 kDa 大きかった (Figure 45a)。すなわち、recFlDet は、天

然の FlDet と同様に SDS-PAGE において異常な移動度を示すことが分かった。なお、recFlDet を 4 M

尿素、5 mM DTT、もしくは 5 mM EDTA 存在下において 100oC で 10 分間加熱し、高次構造を十分

に破壊したものと非加熱のものとを SDS-PAGE に供したが、それらの移動度に違いはみられなかっ

た (data not shown)。したがって、recFlDet が SDS-PAGE 上で異常な移動度を示す理由は、立体構造

以外の何らかの要因に依るものと考えられた。 

次いで、MALDI-TOF-MS により recFlDet の正確な分子量を調べた。recFlDet のピークは、m/z=27,260

周辺に検出され、アミノ酸配列から計算される分子量 (27,394 Da) とおおよそ一致した (Figure 45b)。

これらの結果より、SDS-PAGE により見積もられる FlDet の分子量が、実際の分子量よりも約 10 kDa



101 

 

大きく見積もられることが確認され、Figure 44 に示した FlDet の一次構造が正しいことを明らかに

できた。なお、前述したゲル濾過クロマトグラフィーで推定された分子量が約 156 kDa であるとの

結果から、本酵素は非変性条件下で 6 量体を形成していると推定された。 

 

1.4. KDGR 脱水酵素 FlDet とその相同タンパク質のアミノ酸配列の比較 

既報の KDGR 脱水酵素および開裂酵素は、それぞれ Class I および Class II アルドラーゼに大別さ

れるが、FlDet はこれらとは有意なアミノ酸配列相同性を示さなかった。そこで、FlDet の相同タン

パク質を BLAST 検索により調べた結果、FlDet は Class II アルドラーゼの RraA family に属する

Streptomyces coelicolor A3株由来RraAS2 (GenBank accession number, NP_631222)101およびPseudomonas 

putida F1 株由来 4-hydroxy-4-methyl-2-oxoglutarate (HMG)/4-carboxy-4-hydroxy-2-oxoadipate (CHA) ア

ルドラーゼ (GenBank accession number, WP_012051563) 102 とそれぞれ 25%および 23%のアミノ酸同一

率を示した。なお、これら Class II アルドラーゼの活性に必須のアミノ酸残基は、FlDet においても

保存されていた (Figure 46)。 

 

2. 組換え FlDet の生化学的特徴 

Flavobacterium sp. UMI-01 株の無細胞抽出液から得られる FlDet の量は少なく、種々の酵素性状の解析

には不十分であったため、本項では、組換え酵素の recFlDet を用いて酵素性状を解析することとした。 

    

2.1. 温度依存性 

recFlDet の KDGR 脱水活性は、0-50oC の間では温度の上昇とともに増大し、60oC で最大となった 

(Figure 47b)。なお、60oC における recFlDet の比活性は、9.1 U/mg であった。また、70oC 以上では著

しい活性の低下がみられ、酵素の失活が起きていると考えられた。 

 

2.2. pH 依存性 

recFlDet の至適 pH は 7.9 であり、pH 7.1-8.3 における活性は最大活性の 60%以上と、弱塩基性条

件下で高い活性を維持した (Figure 47c)。また、至適 pH における比活性は 2.8 U/mg であった。一方、

pH 7.1 以下の酸性条件下ではその活性が低下し、pH 5.1 における活性は最大活性の 24%であった。 

 

2.3. KCl 濃度依存性 

recFlDet は、KCl の非存在下で最大の活性を示し、その比活性は 2.2 U/mg であった (Figure 47d)。

その活性は、KCl 濃度の上昇とともに 0-500 mM の間では減少したが、500-1,000 mM の間ではほと
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んど変化しなかった。 

 

2.4. 二価金属イオン要求性 

recFlDet の酵素反応を行う際には、通常、反応液に二価金属塩として終濃度 1 mM の MgCl2 を添

加している。一方、MgCl2 を添加せずに酵素反応を行ったところ、KDGR の消費はみられず UP2 の

生成も起こらなかった (Figure 48e)。そこで、種々の二価金属イオン存在下で酵素反応を行い、反応

におけるそれらの要求性を調べた (Figure 48e)。その結果、recFlDet は MgCl2、CoCl2、もしくは NiCl2

存在下で KDGR をほぼ完全に消費し、UP2 を生成した。なお、UP2 は MnCl2 存在下でもわずかに生

成した。一方、CaCl2、CuCl2、もしくは ZnCl2 存在下では UP2 の生成はみられなかった。 

 

2.5. 基質特異性 

recFlDet を種々の α-ケト酸に作用させ、その反応生成物を TLC により解析した。その結果、recFlDet

は KDGR にのみ特異的に作用し、DEH、KDG、および KDPG のようなアルギン酸代謝物由来のα-

ケト酸には反応性を示さないことが明らかになった (Figure 48b)。また、KDGR と同様に α-ケト酸構

造とカルボキシル基の両方を有する 4-hydroxy-2-oxoglutarate (HOD) に対しても、recFlDet は作用し

なかった。したがって、recFlDet は、C1 位にカルボキシル基および C2-C3 位にヒドロキシル基をも

つ α-ケト酸に対して特異的に作用すると推定された。 

 

2.6. 酵素反応生成物の同定 

recFlDet の酵素反応により生じる UP2 の分子種を同定するため、まず、KDGR から recFlDet を用

いて UP2 を生産し、それを陰イオン交換クロマトグラフィーにより精製した。Figure 49a に示すク

ロマトグラムにおいて、UP2 は 60 mM NaCl 付近で溶出し、それが純粋な UP2 であることを TLC に

より確認した (Figure 49b)。なお、本精製では、60 mg の KDGR から 27 mg の UP2 が得られた。 

ゲル濾過クロマトグラフィーにより脱塩した UP2 を ESI-MS に供し、そのスペクトルを得た。

Figure 49c によれば、脱プロトン化された UP2 のピークは、m/z=129.02 に検出されたため、UP2 は分

子量 130 の化合物であると考えられた。この分子量と従来のグルカル酸代謝に関する知見 (Figure 

40) に基づき、UP2 は α-ketoglutarate semialdehyde (KGSA) と同定できた。KGSA は、KDGR の脱水

および脱炭酸反応により生じる α-ケト酸であり、グルカル酸のみならずキシロースやアラビノース

の代謝経路にもみられるバクテリアに共通の中間代謝物である 103。Figure 49c の構造から、KGSA は

TBA 法およびセミカルバジド法においてそれぞれ陰性および陽性を示すと推定され、これは各検出

方法に対する UP2 の反応性と矛盾しなかった。また、陰イオン交換クロマトグラフィーにおいて、
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UP2 はカルボキシル基を一つもつ KDG と同等の NaCl 濃度で溶出した (Figure 49a) ことから、分子

内に 1 つのカルボキシル基を有すると考えられた。以上の結果から、FlDet は KDGR の脱水および

脱炭酸反応を触媒し、KGSA を生成する KDGR 脱水酵素であると結論した。 

 

2.7. KDGR 脱水酵素 FlDet の分子系統解析 

ここでは、KDGR 脱水酵素 FlDet、土壌細菌由来 KDGR 脱水酵素、および土壌細菌由来 KDGR 開裂

酵素の類縁関係を分子系統解析により明らかにするため、Class I および Class II アルドラーゼのアミ

ノ酸配列に基づいて Figure 50 に示す系統樹を作成した。その結果、Class I アルドラーゼに属する

dihydrodipicolinate synthase (DHDPS)、N-acetylneuraminate lyase (NAL)、KDG 開裂酵素、KDG/KDPG 開

裂酵素、および土壌細菌由来 KDGR 脱水酵素は、互いの進化距離が比較的近い近縁なタンパク質と推

定された。一方、Class II アルドラーゼに属する土壌細菌由来 KDGR 開裂酵素は、FlDet、RNase E 阻害

タンパク質、および HMG/CHA 開裂酵素との進化距離が遠く、ほとんど類縁性はみられなかった。こ

れらの結果は、FlDet が報告例のない KDGR 脱水酵素であることを示している。 

 

3. KGSA 脱水素酵素 FlDeg の生化学的特徴 

3.1. Flavobacterium sp. UMI-01 株由来 KGSA 脱水素酵素 FlDeg の探索 

BLAST+検索により、KDGR 脱水酵素 FlDet をコードする遺伝子の Flavobacterium sp. UMI-01 株ゲ

ノム上における位置を調べた。その結果、FlDet をコードする遺伝子は、以前にエキソ型アルギン酸

リアーゼとして同定した FlAlex をコードする遺伝子に隣接することが分かった (Figure 51)。さらに、

その隣には KGSA 脱水素酵素 (以下、FlDeg と称する) をコードする遺伝子が見出された。KGSA 脱

水素酵素は、KGSA を NAD(P)+存在下で酸化し、α-ケトグルタル酸を生成する (Figure 40)。これらの

知見は、FlDet により生じた KGSA が次いで KGSA 脱水素酵素 FlDeg により α-ケトグルタル酸に代

謝される可能性を示している。 

FlDeg は、Type I-III に分類される KGSA 脱水素酵素のうち、Type II に属する A. brasilense 由来

KGSA 脱水素酵素 (GenBank accession number, BAF33385) 98 と一次構造が類似しており、そのアミノ

酸同一率は 51%であった (Figure 52)。なお、この Type II KGSA 脱水素酵素は、他の Type I および

Type III のものに比べて基質特異性が狭く、より KGSA 特異的であることが報告されている 98。 

以上の結果から、本菌のアルギン酸代謝関連遺伝子クラスターから約 40 kb離れた場所には、KDGR

代謝関連遺伝子から構成されるもう一つのアルギン酸代謝クラスターが存在していることが明らか

となり、アルギン酸代謝で生じた KDGR は、FlDet および FlDeg の作用により最終的に α-ケトグル

タル酸まで代謝されると考えられた。そこで、大腸菌発現系により FlDeg の組換えタンパク質を作
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成し、その酵素特性を調べることとした。 

 

3.2. 組換え FlDeg の大腸菌発現および精製 

大腸菌発現系により、C 末端に His-tag を付加した組換え FlDeg (recFlDeg) を生産し、それをアフ

ィニティークロマトグラフィーにより精製した。recFlDeg は、SDS-PAGE 上で約 56 kDa と見積もら

れ、それはアミノ酸配列から計算された分子量 (57,142 Da) とおおよそ一致していた (Figure 53)。な

お、recFlDeg は、200 mL の 2×YT 培地から約 4.9 mg 得られた。 

 

3.3. TLC による反応生成物の解析 

精製した recFlDeg を KGSA に作用させ、その反応生成物 (α-ケトグルタル酸様化合物) を TLC に

より解析した。なお、反応液中に含まれる KGSA および α-ケトグルタル酸様化合物は、DNP で誘導

体化した後に TLC に供し、有色スポットとして検出した。Figure 54a に示すように、基質の KGSA

は、反応開始から 30 分でほぼ全て消費された。一方、KGSA の上方には、標準品の α-ケトグルタル

酸と同じ移動度を示す α-ケトグルタル酸様化合物が出現し、その量は時間経過に伴って増加した。

これらの結果は、recFlDeg が KGSA の酸化により α-ケトグルタル酸を生成する KGSA 脱水素酵素様

の活性をもつ酵素であることを示している。 

 

3.4. 温度依存性 

recFlDeg の KGSA 酸化活性は、0-25oC の間では温度の上昇とともに増大し、25-30oC で最大とな

った (Figure 54b)。なお、25oC における recFlDeg の比活性は、1.6 U/mg であった。また、35oC 以上

では酵素活性の低下がみられ、50oC ではその相対活性は 6.7%となった。 

 

3.5. pH 依存性 

recFlDeg の至適 pH は 8.2 であり、その比活性は 2.5 U/mg であった。また、recFlDet と同様に弱塩

基性条件下で高い活性を示し、pH 7.2-8.2における活性は最大活性の 60%以上であった (Figure 54c)。

一方、pH 7.2 以下もしくは pH 8.2 以上では、その活性が大きく減少した。 

 

3.6. KCl 濃度依存性 

recFlDeg は、50-250 mM KCl で最大活性を示し、その比活性は 1.6 U/mg であった。また、広い KCl

濃度において高活性を示し、0-1,000 mM KCl 存在下において最大活性の 70%以上を維持した (Figure 

54d)。 
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3.7. 補酵素および基質特異性 

まず、KGSA を基質とした場合の recFlDeg の補酵素特異性を調べた (Table 12)。その結果、recFlDeg

は、補酵素として NAD+を用いた場合に高い活性を示し、その比活性は、NADP+を用いた場合よりも

約 12 倍高いことが明らかになった。なお、補酵素として NADH もしくは NADPH を用いた場合に

は recFlDeg は酵素活性を示さなかった。 

次いで、NAD+を補酵素とした場合の recFlDeg の基質特異性を調べた (Table 12)。その結果、recFlDeg

は、KGSA に対して最も高い特異性を示したが、他の基質に対してはほとんど作用せず、その活性は

最大でも KGSA に対する活性の 10%以下であった。この特徴は、KGSA に対する高い特異性を示す

Type II KGSA 脱水素酵素の性状 99と一致していた。なお、recFlDeg は、DEH、アルドース、およびウ

ロン酸に全く作用しないが、グルタルアルデヒド、o-フタルアルデヒド、およびベンズアルデヒドに

低い活性 (それぞれ 8.5%、1.2%、および 1.3%) を示した。これは、recFlDeg がヒドロキシル基の付加

された主鎖をもつアルデヒド化合物に作用しないことを示唆している。また、構造類似性をもつ KGSA

とグルタルアルデヒドに対する活性の違いから、recFlDeg は α-ケト酸に対して特異的に作用すると考

えられた。Type I および Type III KGSA 脱水素酵素は、KGSA だけでなくグルタルアルデヒドに対して

も比較的高い活性を示すことが報告されている 99。このように、recFlDeg を含む Type II KGSA 脱水素

酵素は、α-ケト酸構造をもつアルデヒド化合物に対して高い特異性を示すことが分かった。 

 

3.8. 酵素反応生成物の同定 

recFlDeg の酵素反応により生じた α-ケトグルタル酸様化合物の分子構造を明らかにするため、先

ず、KGSA から recFlDeg を用いて α-ケトグルタル酸様化合物を生産し、それを陰イオン交換クロマ

トグラフィーにより精製した。陰イオン交換クロマトグラフィーに供した α-ケトグルタル酸様化合

物は、200 mM NaCl 付近で溶出し (Figure 55a)、それが高純度に精製されていることを TLC により

確認した (Figure 55b)。なお、本精製では、22 mg の KGSA から 19 mg の α-ケトグルタル酸様化合物

が得られた。 

まず、得られた α-ケトグルタル酸様化合物をグルタミン酸脱水素酵素により酵素的に同定した。

その結果、グルタミン酸脱水素酵素は、α-ケトグルタル酸様化合物と α-ケトグルタル酸標準品の両

方に活性を示し (Figure 56a)、他のアルギン酸代謝物である DEH、KDGR、および KGSA に対しては

作用しなかった (Figure 56b)。すなわち、α-ケトグルタル酸様化合物と α-ケトグルタル酸標準品の構

造が同一であることが酵素的に示された。 

次いで、α-ケトグルタル酸様化合物と α-ケトグルタル酸標準品の ESI-MS スペクトルを解析した。

その結果、どちらでも m/z=145.01 および 167.00 にピークが検出され、それぞれ脱プロトン化された
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α-ケトグルタル酸およびナトリウム塩を形成した α-ケトグルタル酸の分子量と一致した (Figure 57)。

なお、このようなナトリウム塩のピークは、α-ケトグルタル酸と同様にカルボキシル基を 2 つ有す

る KDGR においても検出された (Figure 36c)。以上の結果から、FlDeg は NAD+存在下において KGSA

の酸化反応を触媒し、α-ケトグルタル酸を生成する酵素であると結論した。 

 

3.9. DEH 酸化代謝経路の最終代謝物の構造決定 

KDGR および KGSA については、質量分析の結果に基づいて構造を同定してきたが、一般的には、

NMR スペクトル測定による構造決定も同様の目的で使用される場合が多い。しかしながら、Figure 

41 が示すように、アルギン酸代謝物のような分子内にヒドロキシル基を有する α-ケト酸は、ジェミ

ナルジオール化、エノール化、およびヘミアセタール化などにより複数の構造を形成する可能性が

あるため、複雑な NMR スペクトルが観測されると推定された。実際に、KDG の 1H-NMR スペクト

ルは、Figure 58 に示すように多数のシグナルから構成されており、そのシグナルに基づいて分子構

造を帰属することが困難であった。また、KDGR や KGSA についても同様の解析を試みたが、同じ

理由で解析可能なスペクトルを得ることができなかった。一方、α-ケトグルタル酸については、以下

のように NMR スペクトル測定により構造を決定することができた。 

標準物質として使用した市販 α-ケトグルタル酸の 1H-13C HMBC スペクトル (Figure 59) によれば、

2.42 ppm および 2.99 ppm 周辺にみられた 1H-NMR のシグナルは、それぞれ C4 位および C3 位のメ

チレン基 (-CH2-) に由来するものであり、それらは C4 位メチレン基 (-CH2-)、C3 位メチレン基 (-

CH2-)、C5 位カルボキシル基 (-COOH)、および C2 位カルボニル基 (-CO-) に由来するそれぞれ 37 

ppm、39 ppm、182 ppm、および 203 ppm の 13C-NMR のシグナルと相関を示した。なお、C4 位メチ

レン基の水素原子 (2.42 ppm) および炭素原子 (37 ppm) 間、また、C3 位メチレン基の水素原子 (2.99 

ppm) および炭素原子 (39 ppm) 間にはクロスピークがみられなかった。一般的に、1H-13C HMBC は、

当該炭素から 1~3 原子分離れた炭素原子とそれに結合する水素原子との間に生じるクロスピークを

観測するものであり、当該炭素とそれに直接結合する水素原子との間にクロスピークは生じない。

このように、標準物質として使用した α-ケトグルタル酸の化学構造と、その 1H-NMR、13C-NMR、お

よび 1H-13C HMBC スペクトルの帰属結果は矛盾しなかった。 

次いで、アルギン酸由来 α-ケトグルタル酸の 1H-NMR、13C-NMR、および 1H-13C HMBC を解析し

た (Figure 60)。アルギン酸由来 α-ケトグルタル酸の 1H-NMR スペクトルは、標準物質の α-ケトグル

タル酸のものと一致していたが、その 13C-NMR スペクトルには、標準物質のものに加えて、いくつ

か他のシグナルもみられた。これらのシグナルは、ジェミナルジオール化などにより生じた α-ケト

グルタル酸の平衡化合物もしくは試料中にわずかに混入している可能性のある NAD(H)に由来する
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ものであると推定された。このように、標準物質の α-ケトグルタル酸とは異なるシグナルも一部検

出されたが、その 1H-13C HMBC スペクトルは、標準物質のものと同様であった。以上より、アルギ

ン酸由来 α-ケトグルタル酸の化学構造は、標準物質の α-ケトグルタル酸のものと同一であることが

確認された。 

α-ケトグルタル酸以外のアルギン酸代謝物に関しては、酵素反応により生成もしくは消失するカ

ルボキシル基を化学的に定量することで、間接的にその構造を同定した。すなわち、4-ニトロフェナ

シルブロミドによるカルボン酸のエステル化を利用した方法を用いて、対象化合物の分子内のカル

ボキシル基を比色定量することとした。まず、標準物質としてグルクロン酸、ピルビン酸、および α-

ケトグルタル酸を用いて、それらのカルボキシル基を定量した。その結果、分子内のカルボキシル

基は、本方法により定量可能であったが、α-ケト酸のカルボキシル基は同方法により検出することが

出来なかった (Figure 61)。次いで、アルギン酸由来 DEH、KDG、KDGR、KGSA、および α-ケトグ

ルタル酸のカルボキシル基を定量した。先に述べたように、α-ケト酸のカルボキシル基は検出されな

いため、KDGR および α-ケトグルタル酸のみが反応性を示すと予想されたが、実際は、α-ケトグル

タル酸のみが 4-ニトロフェナシルブロミドに反応性を示した (Figure 61)。これは、KDGR のカルボ

キシル基が、分子内でラクトンを形成するためであると推定された。一般的に、ラクトン化反応は

酸性条件下において進行しやすく、本方法における 4-ニトロフェナシルブロミドとのエステル化反

応も同様に酸性条件下で行うため、本方法により KDGR のカルボキシル基を定量することは困難で

あると考えられた。 

このように本研究では、α-ケトグルタル酸の化学構造を NMR により決定することに成功し、他の

アルギン酸代謝物の構造については、質量分析、TBA 法 (デオキシ糖の検出)、およびセミカルバジ

ド法 (α-ケト酸の検出) により決定できた。 

 

3.10. Flavobacterium sp. UMI-01 株に見出された 2 つの DEH 代謝経路 

これまでの結果に基づいて、Flavobacterium sp. UMI-01 株に見出された新たな DEH 代謝経路の全

容を Figure 62 に要約した。本菌の代謝経路は、アルギン酸分解により生じた DEH を FlRed により

還元もしくは酸化することで 2 つに分岐する。DEH 還元経路では、NADH および ATP を 1 分子ずつ

消費することにより、DEH からピルビン酸と GAP が生成する。その際、失われた還元力 NADH は、

GAP が一般的な解糖系により代謝されることで補填される。一方、DEH 酸化経路では、NADH を 2

分子生成することにより、DEH から α-ケトグルタル酸を生成する。このように、本菌に新たに見出

された DEH 酸化経路は細胞内還元力を高めるもしくは調節する役割を有していると推定された。 
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4. アルギン酸代謝関連遺伝子のオペロン構造の解析 

本菌のアルギン酸代謝調節機構に関する新たな知見を得るため、本菌に見出されたアルギン酸代

謝関連遺伝子クラスターのオペロン構造を RT-PCR により解析することとした。すなわち、アルギ

ン酸を含む培養液で生育した菌体から Total RNA を抽出し、ランダムプライマーを用いて 2nd strand 

cDNA を合成した後、これを鋳型に用いて RT-PCR を行い、隣接する 2 つの遺伝子が一つの mRNA

として発現しているかどうかを調べた。 

Figure 63a は、Table 10 のプライマーを用いて RT-PCR を行い、その増幅産物をアガロース電気泳

動に供した結果を示す。なお、本試験では 3 kb を超える領域を増幅することが出来なかったため、

より短い増幅産物が得られるようにプライマーを設計している。RT-PCR により増幅産物がみられな

かった領域は、GDH1-GDH2、GDH2-OXR、OXR-GK、FlDeg-ASPK、HYP2-FlAlyB、FlAld-SusC、お

よび HYP3-PL6AL であり、それ以外の隣接する 2 つの遺伝子は、一つの mRNA 上に共存することが

分かった。この結果に基づいて、本菌のアルギン酸代謝関連遺伝子が Figure 63b に示すようなオペ

ロン構造を形成していると推定した。これらのオペロン構造のうち、operon B と operon C は、アル

ギン酸の分解、代謝、および輸送に関与する遺伝子から構成されており、両オペロンには転写調節

因子 GntR をコードする遺伝子も含まれていた。これは、両オペロンの遺伝子発現が共通の物質によ

り調節されていることを示唆している。一方、operon A には、そのような転写調節因子はみられず、

アルギン酸の分解や DEH の酸化代謝に関与する遺伝子から構成されていた。なお、operon A の遺伝

子のうち、FlDet をコードする遺伝子のみが逆ストランドに存在していたため、FlDet の遺伝子発現

は独立して制御される可能性があった。 

 

5. アルギン酸資化細菌における DEH の還元および酸化経路の分布 

Flavobacterium sp. UMI-01 株に見出された新たなアルギン酸代謝経路、すなわち DEH の酸化経路

が、他のアルギン酸資化細菌にも存在している可能性について、各細菌の遺伝子データベース上に

登録されている配列を解析することにより調べた。すなわち、本菌で同定した DEH 代謝関連遺伝子

をクエリー配列に用いた BLAST 検索により、アルギン酸資化性のバクテロイデス、プロテオバクテ

リア、およびフィルミクテスにそれらの遺伝子が存在するかどうかを確認した (Figure 64)。なお、

アルギン酸資化機構が詳細に研究されている Sphingomonas sp. A1 株は、全ゲノムが解読されている

ものの、そのデータが公開されていないため、ここでは検索対象に含めていない。 

先ず、DEH 還元経路の遺伝子であるが、これは検索対象とした全てのバクテロイデスにみられ、

それらは本菌の遺伝子とそれぞれ高い相同性を示した。すなわち、DEH 還元経路は、アルギン酸資

化性のバクテロイデスにおいて完全に保存されていることが明らかとなった。また、F. frigidarium、
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C. baltica、Maribacter sp. 1_2014MBL_MicDiv 株、および Z. galactanivorans においては、酸化経路の

酵素である FlDet および FlDeg と高い相同性を示す遺伝子の存在が確認され、これらの細菌は DEH

の還元経路だけでなく酸化経路も有していると考えられた。なお、Flavobacterium tegetincola では、

FlDeg に相同性を示す遺伝子が見出されなかったが、A. brasilense 由来 Type I KGSA 脱水素酵素 98 お

よび S. solfataricus 由来 Type III KGSA 脱水素酵素 99 と相同性を示す遺伝子を有していた。したがっ

て、F. tegetincola は、FlDeg とは異なるタイプの KGSA 脱水素酵素を用いて DEH を酸化的に代謝し

ている可能性が考えられた。 

さらに、上記のバクテロイデスでは、本菌と同様にアルギン酸分解・代謝関連遺伝子が Figure 65

に示すようなクラスターを形成していた。これらのうち、Flavobacterium sp. UMI-01 株、Maribacter 

sp. 1_2014MBL_MicDiv 株および Z. galactanivorans では、KDGR 脱水酵素が、PL-6 や PL-17 のよう

なエキソ型アルギン酸リアーゼの近隣に存在していた。これは、KDGR 脱水酵素が、それら細菌の

DEH 代謝において重要な役割を担っていることを強く示唆している。さらに、KGSA 脱水素酵素は、

Flavobacterium sp. UMI-01 株においてのみ、アルギン酸分解・代謝関連遺伝子の近隣に存在していた。

したがって、本菌は他種のバクテロイデスと比べて、よりアルギン酸代謝に特化した遺伝子構造を

有していると考えられた。 

一方、プロテオバクテリアやフィルミクテスの多くは、FlKin もしくは FlAld と相同性を示す遺伝子を

有していなかった (Figure 64)。そこで、γ-プロテオバクテリア S. degradans 2-40T株で同定されているKDG

リン酸化酵素および KDPG 開裂酵素の配列を用いて再び BLAST 検索を行った結果、ほぼ全てのプロテ

オバクテリアが DEH 還元経路の遺伝子を有することが分かった。また、Cobetia marina および

Falsirhodobacter sp. alg1 株には、FlDet および FlDeg に高い相同性を示す遺伝子が見出されたため、DEH

酸化経路の存在も示唆された。さらに、その他のプロテオバクテリアおよびフィルミクテスにおいても、

それらの酵素と低い相同性を示す遺伝子が見出された。なお、土壌細菌のグルカル酸代謝に関与する A. 

tumefaciens 由来 KDGR 脱水酵素 (GenBank accession number, KJX87147)104および E. coli 由来 KDGR 開裂

酵素 (GenBank accession number, NP_417595)105 は、検索対象としたほとんどのアルギン酸資化細菌にお

いて見出されなかった。このことは、これらのグルカル酸代謝関連酵素がアルギン酸代謝には関与しな

いことを示唆している。以上の結果から、UMI-01 株に見出された DEH 酸化経路は、フラボバクテリア

のみならず一部のプロテオバクテリアにも分布すると推定された。 

 

第 4 項 考察 

第 2 章において、アルギン酸の最終分解物である DEH が、DEH 酸化還元酵素 FlRed により KDG

だけでなく KDGR に変換されることを見出し、Flavobacterium sp. UMI-01 株では DEH の酸化およよ
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び還元の 2 つに分岐した代謝経路が存在すると予測された。そのうち、KDG を生成する既知の DEH

還元経路は、第 1 章で述べたように、バクテリアの主要な解糖系の一つである Entner-Doudroff 経路

を介して、最終的にピルビン酸を生成する (Figure 24)。一方、KDGR を生成する DEH 酸化経路は、

本菌で新たに発見された経路である。本章では、KDGR の代謝に関与する酵素およびその反応生成

物の分子同定を行うことにより、本菌のアルギン酸代謝経路の全容を明らかにした (Figure 62)。ア

ルギン酸代謝により生じた KDGR は、B. megaterium93 などで知られているグルカル酸代謝 (Figure 

40) と共通の経路で代謝されることが分かったが、その脱水反応に関与する UMI-01 株の酵素の一次

構造は同様の触媒能をもつ既知酵素と比較して同一性が低く、アミノ酸配列に基づいて分類される

ファミリーも異なっていた (Figure 50)。本菌の KDGR 脱水酵素 FlDet は、アルギン酸の代謝に関わ

る酵素のひとつとして、既知のものとは異なる祖先タンパク質から独自に進化したのかもしれない。

なお、一部のバクテロイデスやプロテオバクテリアが UMI-01 株の同酵素と高い相同性を示す遺伝

子を有していたことから、本菌の DEH 酸化経路は他種アルギン酸資化細菌にも共通して存在する可

能性が高いと考えられた (Figure 64)。 

アルギン酸資化機構が詳細に研究されている Sphingomonas sp. A1 株では、アルギン酸を炭素源と

した場合のメタボローム解析が行われている。Kawai らは、乳酸脱水素酵素遺伝子を欠損させた A1

株をアルギン酸存在下において通常よりも遅い振盪速度で培養することで、培養液中に高濃度のピ

ルビン酸が蓄積することを報告したが 106、その際、培養液中には α-ケトグルタル酸が他の TCA サ

イクル中間代謝物よりも約 10 倍以上高い濃度で蓄積していた。当時、DEH の酸化代謝に関する知見

は全くなかったため、著者らはこの現象に関してほとんど議論していなかったが、これは培養液中

に蓄積された α-ケトグルタル酸が TCA サイクルとは異なる別の経路、すなわち DEH 酸化経路で生

成された可能性を示している。したがって、Sphingomonas sp. A1 株には、Flavobacterium sp. UMI-01

株と同様の最終代謝物として α-ケトグルタル酸を生じる DEH 酸化経路が存在する可能性がある。た

だし、Sphingomonas sp. A1 株の全ゲノムデータは残念ながら非公開であるため、現時点では DEH 酸

化代謝関連遺伝子の有無は確認できない。 

このように、遺伝子レベルでは DEH 酸化経路の存在が UMI-01 株だけでなく他種のアルギン酸資

化細菌でも示唆された。分岐する 2 つの DEH の代謝経路の存在は、それぞれ NADH の消費と再生

を伴うことから細胞内の還元力の調節に寄与するものと推定されたが、それらの最終代謝物 (ピル

ビン酸または α-ケトグルタル酸) は異なる化合物である。そのため、これら２つの経路は UMI-01 株

の生理的な化合物要求に応じて使い分けられている可能性が考えられた。そこで、次章では DEH の

還元および酸化代謝に関わる酵素の活性と最終産物を指標として、Flavobacterium sp. UMI-01 株の培

養条件、特に浸透圧が DEH の酸化還元代謝に及ぼす影響について調べることとした。 



Table 8. Primers for expression of recombinant protein involved in KDGR metabolism.

Primers Nucleotide sequence (5’ to 3’)*

FlDet-F AGGTAATACACCATGACAACACTATCAGCTTCTACAA

FlDet-R CACCTCCACCGGATCCTTTATTTTTTTTCCAGTTTTC

FlDeg-F AGGTAATACACCATGAGCACTCCTCAACAATTTCATG

FlDeg-R CACCTCCACCGGATCCAGCGAGAGCTTTCTTTGAAAA

*Underlines indicate additional sequences for In-Fusion cloning.
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Table 9. List for amino-acid sequences of KDGR metabolic enzymes used for phylogenetic analysis.

Protein Organism Accession number

KDGR dehydratase Flavobacterium sp. UMI-01 In this study

KDGR dehydratase-like Cellulophaga baltica WP_024480494

KDGR dehydratase-like Cobetia marina WP_077377604

KDGR dehydratase-like Falshirhodobacter sp. alg1 WP_062762610

KDGR dehydratase-like Flavobacterium frigidarium WP_026708034

KDGR dehydratase-like Flavobacterium tegetincola WP_026978740

KDGR dehydratase-like Maribacter sp. 1_2014MBL_MicDiv WP_071340317

KDGR dehydratase-like Zobellia galactanivorans WP_013993973

KDGR dehydratase Acinetobacter baylvi WP_004930673

KDGR dehydratase Agrobacterium tumefaciens KJX87147

KDGR dehydratase Comamonas teststeroni WP_003059546

KDGR dehydratase Polaromonas naphthalenivorans WP_011800997

KDGR dehydratase Sulfolobus solfataricus Q97UA0

RNase E inhibitor Streptomyces coelicolor NP_631222

RNase E inhibitor Escherichia coli CQR83325

RNase E inhibitor Mycobacterium tuberculosis WP_057125593

RNase E inhibitor Pseudomonas aeruginosa WP_033977273

RNase E inhibitor Vibrio vulnificus WP_045629539

RNase E inhibitor Vibrio cholera WP_001889635

HMG/CHA aldolase Pseudomonas putida WP_012051536

HMG/CHA aldolase Saccharomyces cerevisiae NP_010926

HMG/CHA aldolase Thermus thermophilus WP_011228595

KDGR aldolase Escherichia coli NP_417595

KDGR aldolase-like Cuproavidus sp. USMAA1020 WP_071071866

KDGR aldolase-like Pedobacter himalayensis WP_077580063

KDGR aldolase-like Pseudomonas sp. NAFCC02 WP_092407512

KDGR aldolase-like Vibrio vulnificus WP_080526347

KDRham aldolase Escherichia coli WP_000992954

KDG aldolase Picrophilus torridus AAT43864

KDG aldolase-like Thermoplasma acidophilum WP_010901564

KDG aldolase-like Thermoplasma volcanium WP_010917486

KDG/KDPG aldolase Sulfolobus acidocaldarius WP_011277145

KDG/KDPG aldolase Sulfolobus solfataricus CAA11866

KDG/KDPG aldolase Sulfolobus tokodaii WP_010980564

KDG/KDPG aldolase Thermoproteus tenax CAF18463

KDG/KDPG aldolase-like Metallosphaera sedula WP_012021241

KDG/KDPG aldolase-like Pyrobaculum arsenaticum WP_011900856

DHDPS Bacillus anthracis WP_098666580
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Table 10. Primers for RT-PCR.

Target Primers Nucleotide sequence (5’ to 3’)*

1. FlAlyA-SGP
FlAlyA-F CTAACGGTTCTAGCAACTGC

SGP-R TGTCAACGGTGCTAATACAGC

2. FlAlyA-GntR1
FlAlyA-F CTAACGGTTCTAGCAACTGC

GntR1-R CAATTGTGGATCCTGAGCAAC

3. GntR1-SGP
GntR1-F AGAGCCACAAGACAAGCTTC

SGP-R TGTCAACGGTGCTAATACAGC

4. SGP-FlRed
SGP-F AATCTGTCTCGCAACGGTG

FlRed-R GCTTGACCTCCACCAATTTG

5. FlRed-FlAld
FlRed-F TGGAGCCACAGGTGGAATAG

FlAld-R TTACCATCTGATTCTGGCTTG

6. FlAlyB-KdgF
FlAlyB-F TTCGAATAATTCGGCAAC

KdgF-R AAATCTTCACGAATTGGAC

7. KdgF-FlAlyA
KdgF-F AGTTTTGGAGCAAGTAAAG

FlAlyA-R TTTGCAAAGGTCCCTGGTG

8. FlAld-SusC
FlAld-F GAAACAGGTCTTGTACCGTTG

SusC-R TGTAGATTGTGTAGGCACTC

9.SusC-SusD
SusC-F ACAGGAACTGCTAATACCAC

SusD-R TAGGATTTCTTACAAGCTCG

10. SusD-GntR2
SusD-F TCAATTATGGGATGCTCAG

GntR2-R TTAATTGGAACAAAACTCCAC

11. GK-FlAlex
FlAlex-F AATTGATTGCGCTTTTATG

GK-R TGGATGGCATCAGCTATAGTG

12. FlAlex-FlDet
FlAlex-R AGCAGAGCGAATTTCTGTAG

FlDet-R TTCGTTAGTTGGAGGATAAAGC

13. FlDeg-ASPK
ASPK-F TGAAAACTGTATCGTCAATTG

FlDeg-R ATGCTTCAGGAAGTAAGAACG

14. GK-FlAlex
FlAlex-F2 TTCCTTCCGTCCTATTGAGG

GK-R TGGATGGCATCAGCTATAGTG

15. FlAlex-FlDet
FlDet-R TTCGTTAGTTGGAGGATAAAGC

FlAlex-R2 TTGTTATTCTTAGGTGCCTGAC

16. FlDet-FlDeg
FlDet-F ACGCCCACAATTGCTACATG

FlDeg-F TCATGCTTTCAATCCTGCAAC

17. HYP2-FlAlyB
HYP2-R TGTCTTAAGGAATCGATTC

FlAlyBR TAGACAACAATGAAGCATC

18. GntR2-HYP3
GntR2-F AAATTTAGAACCTGGCGAC

HYP3-R AAATCCATCCAAACATAG

19. HYP3-PL6AL
HYP3-F ATTGTTGGCTTTTTACGC

PL6AL-R TTCTGGTCTGTAATGTTTG

20. HYP1-GDH1
HYP1-R ATTATCCCCAATGAAATAAG

GDH1-F ATCACCAATTTCATAGAAAC

21. GDH1-GDH2
GDH1-R ATAGCATCGGCTACTTTTAC

GDH2-R AACCTACGTTAAACCAAAC

22. GDH2-OXR
GDH2-F GAATGCAATCAATGCTCA

OXR-F TGCAACAGTTGCAACATC

23. OXR-GK
OXR-R TAAGATTTGCTCCAATACC

GK-F GTTCACTCTCAGCAATGGAAG

113



Figure 42. Discovery for the enzyme involved in KDGR metabolism in cell extract of Flavobacterium sp. UMI-01.

a, TLC analysis for the reaction products from KDGR produced by cell extract of strain UMI-01. UP2, unknown

product 2. b, determination of KDGR in the reaction mixture in each time by TBA method. In this method, KDGR

could be detected by measuring increase in the absorbance at 548 nm due to the formation of a derivative with TBA.

-Enzyme, KDGR with denatured cell lysate by heating; +Enzyme, KDGR with cell extract.
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Figure 43. Purification of FlDet from cell extract of Flavobacterium sp. UMI-01.

a-c, KDGR metabolic enzyme (FlDet) was purified from cell extract of Flavobacterium sp. UMI-01 by

TOYOPEARL Butyl-650M (a), MonoQ 4.6/100 PE (b), and Superdex 200 10/300 GL (c) column chromatography.

Enzymatic activity was determined by TBA method and the active fractions were marked with red letters on the

image of SDS-PAGE. The closed triangle in Fig. 43c indicates elution position of FlDet; its molecular weight was

estimated to be 156 kDa. mAU, milli absorbance unit. d, SDS-PAGE for purified native FlDet.
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c

b
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Table 11. Summary for purification of FlDet.

Steps
Protein

(mg)

Activity

(U)

Specific activity

(U/mg)

Purification

(fold)

Yield

(%)

Cell extract 456 0.437 0.000959 - -

TOYOPEARL

Butyl-650M
5.13 1.03 0.200 1 100

MonoQ

4.6/100 PE
0.174 0.910 5.23 26 87

Superdex 200 

10/300 GL
0.033 0.280 8.48 42 27
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N-terminal

Figure 44. Primary structure of FlDet.

Residue numbers of nucleotides and amino acids are shown to the right end of each line. N-terminal amino acids

were determined by Edman degradation and underlined with solid line.
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purified by affinity chromatography. A schematic diagram indicates a structure of recombinant enzyme. b,

determination for accurate molecular mass of recFlDet by MALDI-TOF-MS.
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FlDet 1 M T - - T - - - - - - - - - L S A S - - - T K - - - - - - - - - - - - E K - - - - - - - - L K T V S T - P T I - A T C L Y K K G F K N Q F I Q - D V K 38

F. frigidarium 1 M A - - G - - - - - - - - - L S A E - - - T R - - - - - - - - - - - - E K - - - - - - - - L K N I S T - P T I - A T C L F K K G F K N Q F I Q - E V K 38

Z. galactanivorans 1 M S - - K - - - - - - - - - K E E S - - - T I - - - - - - - - - - - - E K - - - - - - - - L R K V S T - A T I - A T C L F K K G L K N Q F I Q - K V R 38

F. tegetincola 1 M K - - K - - - - - - - - - L R Q E - - - T R - - - - - - - - - - - - E K - - - - - - - - L L Q I S T - A T L - S T C L F K R G F R N L C I Q - N V F 38

RraAS2 1 M S L P R P A G H E A D G A A A A D - - - A K P VWD L P V H G E PWE R P D G E L V R S L N R V S S - A T A - C A K L H E L G I R R S Y L S - G P T 69

HMGAF1 1 M N - - T - - - - - - - - L I G K T G I V V R N - - - - - - - - - - I Q R - - - - - - A E L D S I D A L G R L G V A T V H E A Q N R K G L L S S KM R 49

FlDet 39 P L Q L G K P T M V G E A F T L R Y I P A R E D R N P - L T - V F R N A D H P Q R V A I E S C P V G C V L V M D S R K D P R A A S A G D I L V T R L M 111

F. frigidarium 39 P L Q L G K P T M V G E A Y T L R S I P A R E D R N P - I T - V F R N A D H P Q R V A V E N C P A G H V L V I D S R K D A R A A S G G D I L V T R L M 111

Z. galactanivorans 39 P L K P G R P T M V G R A Y T L R Y I P A R E D L N P - I E - V F Q D R R H L Q R V A V E E C P E G Y V L V I D S R K D A R A A S A G S I L A T R L M 111

F. tegetincola 39 P L K K G K G NM V G E A Y T L R Y I P A R E D L N S - L K - V F E D L K H P Q R V A I E D C P E G S V L V I D S R K D A R A A S A G S I L I T R L M 111

RraAS2 70 A L D L G N - K V T G P A R T L Q F M P Q R E D V A S G L A Q E Y V E R S T A LWA V L E E V Q P G D V L V V Q A Y G S A F T G C L G DM L V - R Y F 142

HMGAF1 50 P I Q Q G T - S L A G S A V T V L V A P G - - D - NW - - - - M F - - - - H - - - V A V E Q C R P G D V L V V S P S S P C T D G Y F G D L L A T S L Q 109

FlDet 112 V R - G A A G I V T D G G F R D S A S I A K L P F P S Y H N R P S A P T N L T L H E A L - - D I N I P I G C G D V A V F P G D V V V G D D D G V I V I 183

F. frigidarium 112 V R - G V A G I V T D G G F R D S A N I A K L A I P A Y H S R P S A P T N L T L H E A L - - D I N V P I A C G D V A V F P G D V L V G D D D G I M V I 183

Z. galactanivorans 112 V R - G V E GM V T D G G F R D S A E I A D L D F A A Y H Q G P S A P T N L T L H H A I - - G V N E P I A C G D V A V F P E D F I V G D D D G V M V I 183

F. tegetincola 112 K R - G V A G I V T D G G F R D S S E I E P L E I H S Y H Q R T S I A T N L I L H Q A I - - A L N E P I G C G D V A V F P G D V I V G D D E G V I V I 183

RraAS2 143 K R K G G A G I V V D G R I R D A P R V R E L G V P I WC T G - T T P H Y A S Q S E L F PWA Y D V P V A A G G V L T L P G D L V V A D D D G A V V V 216

HMGAF1 110 A R - G V R A L I V D A G V R D T Q T L R D MG F A VWA R A I N A Q G - - T V K E T L G - S V N L P V I C G G Q L I N P G D I V V A D D D G V V V V 180

FlDet 184 P A H I A D E V A A E C V E M T L Y E N F V L E K V A Q G S T I - I G L Y P P T N E E - N L V - A - F - E NW - - - K - K N K 237 Identity

F. frigidarium 184 P A H V V D E V A N E C I E M T L F E D F V L E K V Q Q G N A V - I G L Y P S T - D E - KWV - A E F - E LW - - - R - K Q K 237 80%

Z. galactanivorans 184 P A H L A E G V A E E C T K M T L F E D Y V M K E V Q K G K S I - MG L Y P L T - D K - E Y K - A R F - D AWM F L K D K E K S 242 67%

F. tegetincola 184 P Q E I A D D V A E E S L QM T L F E N F V M E E V V A G K S I - F G I Y P P I - D P - N T L - I R F - K AW - - - K E K - K D 238 63%

RraAS2 217 P V S K A Q E I V D S A F D H E QWE E F S RM R I D Q G A R L - S D Y Y P L S - - P - D S R - E E Y - E QW - - - R A S - K R 270 25%

HMGAF1 181 R R D E C E S T L V A A A E R A G L E E E K R L R L A A G - E L G L D I Y KM R - E R L E A K G L R Y V D N I - - - E D L - E G 238 23%

Figure 46. Comparison of amino acid sequences between FlDet and other RraA family proteins.

The amino acid sequences of FlDet and other RraA family proteins were aligned with ClastalW program.

Identical residues between FlDet and other proteins were colored with yellow. Black box indicated necessary

residues for the enzymatic activity in the putative active site of RraAS2 and HMGAF1. FlDet, KDGR metabolic

enzymes from Flavobacterium sp. UMI-01 (In this study); F. frigidarium, ribonuclease activity regulator RraA-like

protein from Flavobacterium frigidarium (GenBank accession number, WP_026708034); Z. galactanivorans,

ribonuclease activity regulator RraA-like protein from Zobellia galactanivorans (GenBank accession number,

WP_013993973); F. tegetincola, ribonuclease activity regulator RraA-like protein from Flavobacterium tegetincola

(GenBank accession number, WP_026978740); RraAS2, RNase E inhibitor from Streptomyces coelicolor A3

(GenBank accession number, NP_631222); HMGAF1, 4-hydroxy-4-methyl-2-oxoglutarate (HMG)/4-carboxy-4-

hydroxy-2-oxoadipate (CHA) aldolase from Pseudomonas putida F1 (GenBank accession number, WP_012051563).
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Figure 47. Enzymatic characterization of recFlDet.

a, analysis for the reaction products produced by recFlDet. UP2, unknown product 2. b, temperature dependence

of recFlDet. Enzymatic reaction was carried out at 0-80oC. Activity at 60oC was taken as the relative activity of

100%. c, pH dependence of recFlDet. The activity was assayed in the standard reaction mixture adjusted to pH 5.1-

8.3 with potassium phosphate buffer. Activity at pH 7.9 in potassium phosphate buffer was taken as the relative

activity of 100%. d, effect of KCl for the activity of recFlDet. Enzymatic reaction was conducted in the standard

reaction mixture containing 0-1 M KCl. Activity in the presence 10 mM KCl was taken as the relative activity of

100%. Error bars in Fig.47b-d represent s.d. (n=3).
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Figure 48. Enzymatic characterization of recFlDet.

a, effect of metal ion for the activity of recFlDet. The activity was assessed by TLC analysis in the standard

mixture containing 1 mM various metal salts instead of 1 mM MgCl2. b, substrate specificity of recFlDet. Substrate

specificity was assessed by TLC analysis in the standard mixture containing 2.5 mM various α-keto acid instead of

2.5 mM KDGR. The structures of each substrate are shown above the TLC. KDGR, 2-keto-3-deoxy-D-glucarate;

DEH, 4-deoxy-L-erythro-5-hexoseulose uronate; KDG, 2-keto-3-deoxy-D-gluconate; 2-keto-3-deoxy-6-

phosphogluconate; HOD, 4-hydroxy-2-oxoglutarate.
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Figure 49. Purification and identification of UP2 produced by recFlDet.

a, chromatogram of SuperQ-650S column chromatography. b, analysis for purified products by TLC. UP2,

unknown product 2. c, ESI-MS spectrum of UP2. Purified UP2 were desalted by gel-filtration chromatography and

analyzed by ESI-MS. Predicted structure was shown in the upper right corner.
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Figure 50. Phylogenetic analysis for FlDet withother KDGRmetabolic enzymes.

An unrooted phylogenetic tree was constructed with the amino-acid sequences of FlDet and other proteins listed in Table 9 using

MEGA-X. KDGR dehydratase, RNase E inhibitor, 4-hydroxy-4-methyl-2-oxoglutarate (HMG)/4-carboxy-4-hydroxy-2-oxoadipate

(CHA) aldolase, KDGR aldolase, 2-keto-3-deoxy-L-rhamnonate (KDRham) aldolase, KDG aldolase, KDG/KDPG aldolase,

dihydrodipicolinate synthase (DHDPS), and N-acetylneuraminate lyase (NAL)-like proteins were colored by red, pink, orange, pale

green, light green, green, light blue, and blue, respectively. Characterized proteins were marked with black circles. Bootstrap values are

indicated on the branches. Scale bar indicates 0.50amino acid substitutions.
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22.3 kb

Figure 51. Alginolytic gene clusters found in the draft genome of strain UMI-01.

Genes encoding alginate lyases, DEH metabolic proteins, sugar transporters, transcriptional regulators, and other

functional proteins are colored with orange, red, blue, green, and gray, respectively. While, function unknown genes

are colored with white. Genes which were functionally identified using recombinant proteins previously are marked

in bold.
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KGSA dehydrogenase (Type I) 416 A F - - T R S F A N - V H - L L T Q R L E - - V GM L W I N - Q P A - - T PWP E M - - - - P F GG V K D S G Y G S - E G - G - - - - - - - P E A L E 468

KGSA dehydrogenase (Type III) 412 V A - - - S D I K A - I N - E F V S R V E - - A G V I K V N - K P T - - - V G L E L Q - - A P F GG F K N S G A T T WK E MG - - - - - - - E D A L E 466
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F. frigidarium 500 D F P H S - K L P K A L Q N D N P L S L F R I V N G T I T N D K I E 532 59%

Z. galactanivorans 496 NWP Q E - A L P E A L R D N N P L S I MR I V D S E H T N K K I E 528 50%

KGSA dehydrogenase (Type II) 498 D F P D D - L L P E G L Q E S N P L A I P R L R D G - - - - K A - E 525 51%

KGSA dehydrogenase (Type I) 469 P Y - - - - L V T K S V - - - - - - T V MA V 481 22%

KGSA dehydrogenase (Type III) 467 F Y - - - - - L K E K T - - - - - - - V Y - - - E GW 478 19%

Figure 52. Multiple sequence alignment for KGSA dehydrogenases from strain UMI-01 and other bacteria.

The amino acid sequences of FlDeg and other KGSA dehydrogenase-like proteins were aligned using ClastalW

program. Identical residues between FlDeg and other proteins were colored with yellow. Black box indicates

catalytic residues conserved in KGSA dehydrogenase. FlDeg, KGSA dehydrogenase-like protein from

Flavobacterium sp. UMI-01 (In this study); F. frigidarium, KGSA dehydrogenase-like protein from Flavobacterium

frigidarium (GenBank accession number, WP_026708994); Z. galactanivorans, KGSA dehydrogenase-like protein

from Zobellia galactanivorans (GenBank accession number, WP_013995335); KGSA dehydrogenase (Type II),

KGSA dehydrogenase (Type II) from Azospirillum brasilense (GenBank accession number, BAF33385); KGSA

dehydrogenase (Type I) from A. brasilense (GenBank accession number, BAF94276); KGSA dehydrogenase (Type

III) from Sulfolobus solfataricus (GenBank accession number, AAK43220).
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Figure 53. SDS-PAGE for purified recFlDeg.

Recombinant FlDeg (recFlDeg) was expressed in E. coli BL21 (DE3) and purified by affinity chromatography. A

schematic diagram indicates a structure of recombinant enzyme.
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Figure 54. Enzymatic characterization of recFlDeg.

a, analysis for the reaction products produced by recFlDeg. b, temperature dependence of recFlDeg. Enzymatic

reaction was carried out at 10-50oC. Activity at 25oC was taken as the relative activity of 100%. c, pH dependence of

recFlDeg. The activity was assayed in the standard reaction mixture adjusted to pH 5.8-8.2 and pH 8.2-9.5 with

potassium phosphate and Tris-HCl buffer, respectively. Activity at pH 8.2 was taken as the relative activity of 100%.

d, effect of KCl for the activity of recFlDeg. Enzymatic reaction was conducted in the standard reaction mixture

containing 0-1 M KCl. Activity in presence of 150 mM KCl was taken as the relative activity of 100%. Error bars in

Fig. 54b-d represent s.d. (n=3).
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Table 12. Co-enzyme and substrate specificity of recFlDeg.

Substrate / cofactor Relative activity (%)

Cofactor

NAD+ 100 ± 3.3

NADP+ 8.2 ± 2.2

NADH N.D.*

NADPH N.D.

Substrate

α-Keto acid

KGSA (C5) 100 ± 3.3

DEH (C6) N.D.

Aldehyde

Glutaraldehyde (C5) 8.5 ± 0.44

o-Phthalaldehyde 1.2 ± 0.13

Benzaldehyde 1.3 ± 0.44

Aldose

Glucose (C6) N.D.

Galactose (C6) N.D.

Arabinose (C5) N.D.

Xylose (C5) N.D.

Uronic acid

Glucuronic acid (C6) N.D.

Deoxy sugar

2-Deoxy-D-glucose (C6) N.D.

*N.D., not detected.
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Figure 55. Purification of α-ketoglutarate like product produced by recFlDeg.

a, SuperQ-650S column chromatography of the product. b, purified products analyzed by TLC.
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Figure 56. Identification of α-ketoglutarate like product using glutamate dehydrogenase.

The reaction was conducted in the mixture containing 0.5 mM various substrate, i.e., standard α-ketoglutarate

(gray line) (a), α-ketoglutarate like product (red line) (a), DEH (blue line) (b), KDGR (green line) (b), and KGSA

(yellow line) (b). The glutamate dehydrogenase activity was detected by measuring the decrease of absorbance at

340 nm due to the oxidation of NADH.
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Figure 57. ESI-MS spectrum of α-ketoglutarate like product derived from KGSA.

Standard α-ketoglutarate (KG) and KG-like product were desalted by gel-filtration chromatography and analyzed

by ESI-MS. Predicted structures were shown in the upper right corner of the spectrogram.
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Figure 58. Determination for the chemical structure of alginate-derived KDG by NMR analysis.

a, 1H-NMR spectrum of standard KDG. b, 1H-NMR spectrum of alginate-derived KDG.
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Figure 59. 1H-13C HMBC spectrum of standard KG.
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Figure 60. 1H-13C HMBC spectrum of alginate-derived KG.
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Figure 61. Detection of carboxylate group by 4-nitrophynacyl bromide method.

Various carboxylate compounds were assayed by 4-nitrophynacyl bromide method. The error bars are standard

deviations (n=3). Red squares and blue squares indicate carboxylate and α-keto acid, respectively. N.D., not detected.
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Figure 62. Schematic representation of alginate assimilation pathway in Flavobacterium sp. UMI-01 via DEH

reduction and oxidation.

Blue and red arrows represent a conventional DEH-reducing pathway and a novel DEH-oxidizing pathway.
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Figure 63. Operon analysis for alginolytic gene cluster found in Flavobacterium sp. UMI-01.

a, agarose-gel electrophoresis for RT-PCR products. b, schematic representation for three alginolytic operons of

Flavobacterium sp. UMI-01. Solid lines and dashed lines indicate amplified and non-amplified regions, respectively.

Primers used for RT-PCR (see Table 10) are represented under the solid or dashed lines.
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Figure 64. Distribution of genes involved in alginate metabolism among alginate-assimilating bacteria.

The map represents homology of deduced amino-acid sequences between identified genes (top) and candidate

genes found in various alginate-assimilating bacteria (left). Asterisk (*) represents functional identified genes using

recombinant enzymes.
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944 22 50 23 1011 124 51313 6 724 25 45 26 46 827 50 50 50

2 1011 124 51313 65 1315

6.7 kb

9

949 kb

84547 28 29 16 27 30 31 32 33 34 48

3 141011 124 5133 6 78 2

2,026 kb

916250 35 33 32 36 30 37 38 39 29 40

1011 124 5 51313 68

1,631 kb

9 4540 29 39 16 41 49 33 30 32

Sugar transporters

10 Sugar permease

11 SusC-like transporter

12 SusD-like transporter

DEH metabolic enzymes

4 KdgF

5 DEH reductase

6 KDG kinase

7 KDPG aldolase

8 KDGR dehydratase

9 KGSA dehydrogenase

Alginate lyases

1 PL-7 alginate lyase

2 PL-6 alginate lyase

3 PL-17 alginate lyase

Transcriptional regulators

13 GntR transcriptional regulator

14 LacI transcriptional regulator

15 Crp/Fnr transcriptional regulator

16 AraC transcriptional regulator

Function unknown

42 DUF1501-domain containing protein

43 DUF1800-domain containing protein

44 DUF11-domain containing protein

45 PKD-domain containing protein

46 DUF427-domain containing protein

47 Tetratricopeptide repeat protein

48 PepSY-domain containing protein

49 DUF2490-domain containing protein

50 No putative conserved domain

Other proteins

17 Oxidoreductase 1 30 6-phosphofructokinase

18 Glycerate kinase 31 TonB-dependent receptor

19 Aspartate kinase 32 Mn2+ and Fe2+ transporter

20 Endonuclease 1 33 Endonuclease 2

21 Seryl-tRNA synthetase 34 Uracil phosphoribosyltransferase

22 Pyridoxamine 5’-phosphate oxidase 35 Peroxiredoxin

23 Glycosyltransferase 36 Mannose-6-phosphate isomerase

24 Acyl-CoA oxidase 37 Histidine kinase-like ATPase

25 Acyl-CoA thioesterase 38 DNA-binding response regulator

26 Ergothioneine biosynthesis protein 39 Dihydroxypicolinate synthase

27 Rhodanese 40 Oxidoreductase 2

28 Peptidase 41 β-lactamase inhibitor

29 4-hydroxyproline epimerase

* * * * ** * *

* *

Figure 65. Location of KDGR dehydratase and KGSA dehydrogenase in the alginolytic gene clusters found in

Flavobacteria.

Genes encoding alginate lyases, DEH metabolic enzymes, sugar transporters, transcriptional regulators, other

functional proteins are colored with yellow, red, blue, green, and gray, respectively. While, function unknown genes

are colored with white. Asterisk (*) represents functional identified genes using recombinant enzymes.
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第 4 章 DEH 代謝関連遺伝子の発現に及ぼす浸透圧の影響 

第 1 項 目的 

前章では本研究で見出した新規の DEH 酸化経路によって生じる KDGR が、2 種類の酵素、すなわ

ち FlDet と FlDeg により最終的に α-ケトグルタル酸へと変換されることを明らかにした。このこと

から、Flavobacterium sp. UMI-01 株は DEH を既に知られていた還元を介する経路に加え、酸化を介

する経路により代謝可能であることが明らかになった。ただし、この DEH の酸化と還元経路が、バ

クテリアのどのような生理的要求に応じて変化するかについては不明である。そこで本研究では、

酸化経路で生じる α-ケトグルタル酸がグルタミン酸の前駆物質である点に着目し、これが必要とな

る高浸透圧環境への適応との関連について検討することとした。 

フラボバクテリア科細菌は水圏環境に広く分布しており、淡水および海水の両環境にみられるこ

とが知られている。予備実験によれば、同科に属する UMI-01 株は淡水または海水環境を模したアル

ギン酸含有培地で生育可能であること、すなわち高い塩耐性 (浸透圧耐性) をもつことが確認されて

いる。一般的に、細菌は高塩濃度条件下では細胞内にオスモライトを蓄積することで細胞内外浸透

圧のバランスを保持している 107,108。オスモライトは細胞内浸透圧の調節を担うアミノ酸や糖アルコ

ールなどの化合物の総称であり、細胞外からの取り込みもしくは細胞内での生合成を介して蓄積さ

れる 107,108。乾燥や降雨などの環境変化による浸透圧ストレスを受け易い土壌細菌は、このような浸

透圧調節機構を利用することで自然界における自身の生存率を高めている 109。 

Makemson と Hastings は、海洋細菌 Beneckea harveyi (現在の Vibrio harveyi) が 0.5% (w/v) ペプトン

および 0.5-4.0% (w/v) NaCl を含む最少培地で生育可能であり、3.0%-4.0% (w/v) NaCl 存在下において

は細胞内に多量のグルタミン酸 (0.5% (w/v) NaCl 存在時の約 20 倍) を蓄積することを報告した 110。

これは B. harveyi が培地に添加されたペプトンに含まれるグルタミン酸を細胞内に取り込んだこと、

およびグルタミン酸が細菌のオスモライトに成り得ることを示している。なお、グルタミン酸は α-

ケトグルタル酸を基質として生合成されるアミノ酸である。 

以上の知見に基づき、著者は、UMI-01 株が DEH の酸化代謝で生じた α-ケトグルタル酸を基にグ

ルタミン酸を合成し、それをオスモライトとして利用することで高い塩耐性を獲得している可能性

を考えた。そこで本章では、この仮説を検証するために、先ず低～高塩濃度のアルギン酸含有培地

で生育した UMI-01 株の無細胞抽出液を用いて、その DEH 酸化代謝関連酵素の活性を調べることと

した。また、UMI-01 株の KGSA 脱水素酵素が高塩濃度条件下で誘導発現されるかどうかを調べ、さ

らに、同条件下で細胞内に蓄積されるオスモライトを同定し、本菌の浸透圧調節機構と DEH の酸化

代謝との関連性を明らかにすることとした。 
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第 2 項 実験手法 

1. DEH 酸化代謝関連酵素の発現誘導に及ぼす塩濃度の影響 

1.1. 培地の調製 

Flavobacterium sp. UMI-01 株は、1% (w/v) アルギン酸ナトリウムを唯一炭素源として含む minimal 

salt (MS) 培地もしくは artificial sea water (ASW) 培地 (組成は以下に示す) を用いて生育させた。MS

培地は第 1 章の実験手法 2.1.1.で述べた通りに調製した。なお、この方法により調製された MS 培地

の pH は 7.5 であった。 

ASW 培地：K2HPO4、NaCl、KCl、NH4Cl、MgSO4・7H2O、および FeSO4・7H2O をそれぞれ 0.1 g/L、

25 g/L、1 g/L、0.5 g/L、5 g/L、および 0.02 g/L となるように蒸留水に溶解し、1 M NaOH により MS

培地と同等の pH に調整した後、121oC で 20 分間オートクレーブすることにより調製した。なお、

通常の ASW 培地は上記の成分の他に 0.2 g/L CaCl2 を含んでいるが、Ca2+が炭素源として添加したア

ルギン酸とゲルを形成するため、本章では CaCl2 を加えていない。 

また、アルギン酸代謝関連酵素の発現誘導に及ぼす炭素源の影響を調べるため、グルコースを唯

一炭素源としたグルコース-MS 培地も調製した。なお、UMI-01 株は 1% (w/v) グルコースを含む MS

培地もしくは ASW 培地では生育しなかったが、0.1% (w/v) Bacto Yeast Extract の添加により増殖可能

となった。そこで、グルコースを唯一炭素源として用いる際には、培地に 0.1% (w/v) Bacto Yeast Extract

を添加することとした。 

 

1.2. アルギン酸代謝関連酵素の活性測定 

1.2.1. エンド型アルギン酸リアーゼ活性の測定 

エンド型アルギン酸リアーゼ活性は、第 1 章の実験手法 3.3.1.で述べた紫外吸収法により、不飽和

オリゴ糖の生成を検出することにより調べた。エンド型アルギン酸リアーゼ 1 U は、25oC において 1

分間に 235 nm における吸光度を 0.1 上昇させる酵素量と定義した。 

 

1.2.2. エキソ型アルギン酸リアーゼ活性の測定 

エキソ型アルギン酸リアーゼ活性は、酵素反応により生じた DEH を反応系に共存させた DEH 還

元酵素 FlRed により NADH 存在下で還元し、その 340nm の吸光度減少に基づき定量することにより

調べた。酵素反応の基質として用いたアルギン酸オリゴ糖は、1% (w/v) アルギン酸ナトリウムを 0.1 

mg/mL recFlAlyA で分解した後、クロロホルム処理を行うことにより調製した。 

酵素反応は、0.1% (w/v) アルギン酸オリゴ糖、10 mM リン酸カリウム (pH 7.4)、0.1 mg/mL 

recFlRedΔtag、および 0.2 mM NADH を含む 25oC の反応液中で行い、エキソ型アルギン酸リアーゼ 1 
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U は 1 分間に 1 μmol の DEH を生成する酵素量と定義した。 

 

1.2.3. DEH 代謝関連酵素活性の測定 

DEH 還元活性、KDG リン酸化活性、および KDPG 開裂活性は、第 1 章の実験手法 4.で述べた方

法により調べた。また、KDGR 脱水酵素活性および KGSA 脱水素酵素活性は、それぞれ第 3 章の実

験手法 3.1.および 5.1.と同様の手法で調べた。 

 

2. Flavobacterium sp. UMI-01 株由来 KGSA 脱水素酵素の精製および遺伝子同定 

Flavobacterium sp. UMI-01 株由来 KGSA 脱水素酵素は、本菌を 1% (w/v) アルギン酸ナトリウムおよ

び 0.5 M NaCl を含む 4 L の MS 培地中で OD600=2.4 まで培養し、その菌体から得た無細胞抽出液を第

2 章の実験手法 1.2.と同様の方法で、TOYOPEARL Butyl-650M、MonoQ 4.6/100 PE、および Superdex 

200 10/300 GL カラムクロマトグラフィーに供することにより精製した。溶出した各フラクションの酵

素活性は、第 3 章の実験手法 5.1.に示す方法により測定し、活性を示す画分を精製酵素として回収し

た。精製酵素の N 末端アミノ酸配列および全一次構造は、第 2 章の実験手法 1.3.に従って決定した。 

 

3. Flavobacterium sp. UMI-01 株の代謝物解析 

3.1. 代謝物の調製 

Flavobacterium sp. UMI-01 株を各種炭素源を含む MS 培地もしくは ASW 培地中で OD600=1.8-2.4 ま

で培養し、そのうちの 40 mL を遠心分離した。細胞外に放出された代謝物 (細胞外代謝物) は、その

上清を真空乾燥し、得られた固形物を 20 mL のメタノールに懸濁後、遠心分離により得られた上清

を再び真空乾燥し、そこに 1 mL の蒸留水を加えることで調製した。 

一方、細胞内に蓄積された代謝物 (細胞内代謝物) は、遠心分離により得た菌体から過塩素酸抽出

法により抽出した。菌体を 20 mL の蒸留水に懸濁し、2.2 mL の 50% (v/v) 過塩素酸と混合後、氷上

で 20 分間静置した。次いで、遠心分離により得られた上清に 1,260 μL の 15 M KOH を加え、生じた

沈殿を遠心分離により除去した。その上清を真空乾燥し、残留した固形物を 20 mL のメタノールに

懸濁後、遠心分離により得られた上清を再び真空乾燥し、それを 1 mL の蒸留水で溶解した。 

以上の手順により調製した細胞外代謝物および細胞内代謝物は、菌体回収時の OD600 の値に応じ

て適宜希釈し、同一量の菌体あたりの抽出物として解析に使用した。 
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3.2. TLC による代謝物の解析 

3.2.1. カルボニル化合物の検出 

前項で調製した試料に含まれるカルボニル化合物は、DNP により誘導体化した後に TLC で解析し

た。試料と 5 mM DNP－2 M HCl を 1:4 (v:v) の割合で混合し、30oC で 30 分間インキュベートした

後、1/2 量 (v/v) の酢酸エチルで DNP 誘導体を抽出した。TLC プレートに供した DNP 誘導体は、1-

ブタノール、エタノール、および 0.5 M アンモニア水を 7:1:2 (v:v:v) の割合で混合した溶媒により展

開した。分離された誘導体は、トランスイルミネーター (波長 312 nm) を用いて検出した。 

 

3.2.2. アミノ酸の検出 

試料中に含まれるアミノ酸は、試料を TLC プレート上で 1-ブタノール、アセトン、酢酸、および

蒸留水を 35:35:7:23 (v:v:v:v) の割合で混合した溶媒を用いて展開後、Ninhydrin Spray Reagent (Sigma-

Aldrich) を噴霧し、100oC で 3 分間加熱することにより検出した。 

 

3.3. 細胞内代謝物の分子同定 

3.3.1. TLC による細胞内代謝物の簡易同定 

高塩濃度条件下の ASW 培地における細胞内代謝物中のアミノ酸様物質は、TLC により簡易的に

同定した。すなわち、試料と 20 種類の標準アミノ酸との TLC 上における移動度を比較することに

より、アミノ酸様物質を同定した。標準のアミノ酸は、終濃度で 5 mM となるように蒸留水に溶解

して使用したが、チロシンは蒸留水に不溶であったため、0.5 M HCl に溶解して使用した。 

 

3.3.2. TLC による細胞内代謝物の精製 

細胞内代謝物中に含まれるアミノ酸様物質は、TLC により以下のように精製した。まず、100 μL

の試料を 5 μL ずつ 20 レーンに分けて TLC プレートに負荷し、実験手法 3.2.2.と同様の溶媒を用い

て展開した。次いで、TLC プレート端の 1 レーンを切り離し、それを ninhydrin で発色させた後、残

りの 19 レーンから目的物質と同じ移動度のシリカゲル層を削り取った。シリカゲルに含まれるアミ

ノ酸様物質は、1 mL の蒸留水により 2 回抽出し、得られた抽出液を凍結乾燥により 100 μL に濃縮

した。得られたアミノ酸様物質は、精製度を TLC により確認した後、以降の実験に使用した。 

 

3.3.3. 質量分析による細胞内代謝物の同定 

前項で精製したアミノ酸様物質の質量および分子種は、Superdex peptide 3.2/300 GL を用いて脱塩

した後、第 2 章の実験手法 4.3.1.と同様の方法で ESI-MS により解析した。 
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4. 培養液の浸透圧変化に伴う代謝産物の変化の解析 

Flavobacterium sp. UMI-01 株を低浸透圧下 (MS 培地) から高浸透圧下 (ASW 培地) に移した際に、

その細胞外および細胞内代謝物がどのように変化するかを調べた。すなわち、先ず本菌を 1% (w/v) 

アルギン酸ナトリウムを含む 25oC の MS 培地中で OD600=1.2 (対数増殖期) まで生育させ、その菌体

を遠心分離により回収した。得られた菌体を MS 培地で 2 回洗浄し、これを 2 分割して新たな MS

培地と ASW 培地に移した後、25oC で 12 時間培養した。培養液は 2 時間毎に 1 mL ずつ分取し、そ

れらの細胞内外の代謝物を実験手法 3.1.で述べた方法により調製した。 

得られた試料中のピルビン酸および α-ケトグルタル酸は、それぞれ第 1 章の実験手法 4.2.2.および

第 3 章の実験手法 5.3.2.で述べた方法により定量した。また、同試料中のグルタミン酸は、L-グルタ

ミン酸定量キット「ヤマサ」NEO (ヤマサ醤油) により定量した。本キットでは、まず、試料中のグ

ルタミン酸を L-グルタミン酸オキシダーゼにより酸化させ、過酸化水素を発生させる。次いで、そ

の過酸化水素と同キットに含まれるペルオキシダーゼの作用により、TOOS (N-ethyl-N-(2-hydroxy-3-

sulfopropyl)-3-methoxyaniline) および 4-aminoantipyrine が酸化縮合し、過酸化水素の濃度に依存して

紫色色素が生成する。試料中のグルタミン酸は、この色素に由来する 555 nm の吸光度を測定するこ

とで定量した。 

 

第 3 項 実験結果 

1. DEH 酸化代謝関連酵素の発現誘導に及ぼす塩濃度の影響 

本菌を、アルギン酸を含む ASW 培地で培養すると、その無細胞抽出液 (粗酵素) は MS 培地で生

育した場合よりも高いエンド型アルギン酸リアーゼ活性、KDG リン酸化活性、KDPG 開裂活性、

KDGR 脱水酵素活性、および KGSA 脱水素酵素活性を示すことが明らかになった (Figure 66, Table 

13)。KGSA 酸化活性は特に顕著に変化し、その活性は、ASW 培地で培養した方が約 7.8 倍も高かっ

た。一方、グルコース存在下で培養した場合、アルギン酸分解・代謝関連酵素の活性は ASW 培地と

MS 培地のいずれにおいても総じて低く、アルギン酸存在下で培養した場合の約 1/4 以下であった 

(Figure 66, Table 13)。ただし、KDG リン酸化活性および KDPG 開裂活性は、グルコース存在下にお

いても比較的高く Entner-Doudroff 経路を介する代謝経路が作動していることが示唆された。 

先に述べたように、本菌はアルギン酸を含む ASW 培地中において著しく高い KGSA 脱水素酵素

活性を示した (Figure 66, Table 13)。すなわち、本菌における KGSA 脱水素酵素の発現は、培地の浸

透圧の高低により調節される可能性が考えられた。そこで、0、100、250、および 500 mM の NaCl

を添加したアルギン酸-MS 培地中で本菌を培養し、その無細胞抽出液の KGSA 脱水素酵素活性の変

化を調べた。その結果、本菌の KGSA 脱水素酵素活性は、概ね NaCl 濃度依存的に上昇し、500 mM 
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NaCl 存在下で最大となり、その活性は NaCl を添加していない場合の約 7.6 倍となった (Figure 67)。

また、750 mM NaCl 存在下においては菌の増殖がみられなかった (data not shown)。しかしながら、

100 mM NaCl 存在下での培養においては KGSA 酸化活性が低下し、NaCl を添加していない場合の約

0.27 倍であった。この原因は不明であるが、少なくとも本菌の KGSA 酸化活性は、培地の NaCl 濃度

の高低に応じて変化すること、また高張条件下 (250-500 mM NaCl) で最大となることは明らかであ

る。 

以上より、本菌では、KGSA 脱水素酵素がアルギン酸存在下において発現誘導され、その発現量

は高浸透圧条件下で著しく上昇すると考えられた。一方、Figure 51 に示したクラスター内のアルギ

ン酸代謝関連酵素の発現は、KGSA 脱水素酵素と同様、アルギン酸の存在により誘導されたが、KGSA

脱水素酵素遺伝子とは異なり、高浸透圧条件下において増大しなかった (Figure 66)。これらの結果

は、高浸透圧により発現誘導される KGSA 脱水素酵素遺伝子が、アルギン酸により発現誘導される

アルギン酸分解・代謝関連酵素遺伝子と離れた位置に存在することにも関連していると考えられる。

そこで、この高浸透圧誘導性の KGSA 脱水素酵素が前章において同定された FlDeg と同一であるか

どうかを、酵素の精製および一次構造解析により明らかにすることとした。 

 

2. Flavobacterium sp. UMI-01 株由来 KGSA 脱水素酵素の精製および遺伝子同定 

Flavobacterium sp. UMI-01 株における高浸透圧誘導性の KGSA 脱水素酵素を同定するため、0.5 M 

NaCl 存在下で培養した本菌の無細胞抽出液を各種クロマトグラフィーに供し、その精製を試みた。

すなわち、本菌を 1% (w/v) アルギン酸ナトリウムおよび 0.5 M NaCl を含む MS 培地で培養し、その

無細胞抽出液を疎水クロマトグラフィー、陰イオン交換クロマトグラフィー、およびゲル濾過クロ

マトグラフィーに順次供することにより KGSA 脱水素酵素を精製した (Figure 68, Table 14)。SDS-

PAGE (Figure 68d) およびゲル濾過クロマトグラフィー (Figure 68c) により、精製 KGSA 脱水素酵素

の分子量はそれぞれ約 60 kDa および約 366 kDa と見積もられたことから、本酵素は非変性条件にお

いて 6 量体を形成していると考えられた。エドマン分解により決定された N 末端アミノ酸配列

は”MLKGF”であり、この配列に基づきその全一次構造をコードする遺伝子を BLAST+検索により決

定した (Figure 69)。本酵素をコードする遺伝子は、アルギン酸代謝関連遺伝子の見出されたドラフ

トゲノム配列の Contig 6 ではなく、Contig 19 内に見出された。なお、そのアミノ酸配列から計算さ

れる分子量は 59,942 であり、SDS-PAGE により見積もられた分子量と一致した。 

高浸透圧誘導性の KGSA 脱水素酵素 (本酵素は前章で決定した FlDeg と区別するために FlDeg II

と称する) の一次構造は、先に同定した FlDeg のものとは大きく異なっており、Type I-III の KGSA

脱水素酵素とも 16-27%の低いアミノ酸配列同一性しか示さなかった (Figure 70)。一方、この新たな
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KGSA 脱水素酵素 FlDeg II は、Mycobacterium tuberculosis のプロリン代謝に関与する γ-グルタミン酸

セミアルデヒド脱水素酵素 (GenBank accession number, EF075557)111 と 48%と比較的高いアミノ酸配

列同一率を示すことが明らかになった。なお、M. tuberculosis では上記の酵素をコードする遺伝子を

含むプロリン代謝関連遺伝子がクラスターを形成していたが、それらの遺伝子は UMI-01 株ゲノム

の FlDeg II をコードする遺伝子の周辺にはみられなかった (Figure 71)。したがって、FlDeg II は、本

菌においてはプロリン代謝とは異なる役割を担っている可能性が高い。 

 

3. Flavobacterium sp. UMI-01 株の代謝物解析 

3.1. TLC による細胞外および細胞内代謝物の解析 

前項において、我々は Flavobacterium sp. UMI-01 株の DEH 酸化経路の一端を担う KGSA 脱水素酵

素 (FlDeg II) が、高浸透圧条件下で誘導発現されることを見出した。そこで、本菌を高浸透圧環境

に曝した際に、メタボロームにどのような変化が起こるのかを調べることとした。 

1% (w/v) アルギン酸ナトリウムを含む MS 培地 (低浸透圧培地) もしくは ASW 培地 (高浸透圧培

地) を用いて本菌を培養し、得られた菌体および培養上清から、それぞれ細胞内および細胞外代謝物

を調製した。それらに含まれるカルボニル化合物を TLC により解析した結果、どちらの培地を用い

た場合にも、細胞内代謝物中にカルボニル化合物はほとんど検出されなかった (Figure 72a)。一方、

MS 培地で生育した本菌の細胞外代謝物中には、ピルビン酸の蓄積がみられたため、本菌は低浸透圧

条件下において主に DEH 還元経路を利用してアルギン酸分解物を代謝し、その産物を細胞外に排出

していると考えられた。一方、ASW 培地で培養した本菌の細胞外代謝物中には、ピルビン酸に加え

て α-ケトグルタル酸も検出された。このことから、高浸透圧条件下で本菌を培養すると、DEH 還元

経路と DEH 酸化経路の両方でアルギン酸分解物が代謝され、それらの産物が細胞外に排出されると

推定された。これらの結果は、高浸透圧条件下における FlDeg II の発現量の上昇が、本菌の DEH 酸

化経路の活性化と相関していることを示している。 

 

3.2. 細胞内代謝物の分子同定 

先に述べたように、海洋細菌 V. harveyi は高塩濃度条件下において細胞内外からグルタミン酸を取

り込み、それを細胞内に蓄積することが報告されている。前項で、UMI-01 株の DEH 酸化経路が高

塩濃度条件下で活性化されることが明らかになったことから、その最終生成物である α-ケトグルタ

ル酸はグルタミン酸合成に利用される可能性がある。そこで、UMI-01 株の細胞内アミノ酸の組成が、

培養時の浸透圧の変化に伴い変動するかどうかを調べることとした。 

アルギン酸を含む MS 培地もしくは ASW 培地で本菌を培養し、その細胞内代謝物のアミノ酸組成
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を TLC により解析した。本菌は、MS 培地で培養した場合には、アミノ酸を蓄積しなかったが、ASW

培地で培養した場合には、グルタミン酸もしくはスレオニン様物質を蓄積した (Figure 72b)。一方、

炭素源としてグルコースを使用した場合には、アミノ酸の蓄積はほとんどみられなかった。すなわ

ち、本菌の細胞内に蓄積されたアミノ酸様物質は、アルギン酸代謝に伴って特異的に生産される代

謝産物の一つと推定された。 

次いで、アルギン酸を含む ASW 培地中において細胞内に蓄積されたアミノ酸様物質の種類を TLC

により簡易的に同定した。20 種類のアミノ酸を TLC の標準物質として使用した結果、アミノ酸様物

質の移動度はグルタミン酸に最も類似していた (Figure 73a)。次いで、このアミノ酸様物質を TLC に

より分離・精製し、それを ESI-MS に供した。その結果、ネガティブイオンモード下で m/z=146.04 に

ピークが検出され、それは脱プロトン化されたグルタミン酸の分子量と一致した (Figure 73b)。した

がって、本菌が細胞内に蓄積したアミノ酸様物質はグルタミン酸と同定された。 

 

4. 培養液の浸透圧変化に伴う代謝産物の変化の解析 

これまでの実験結果から、Flavobacterium sp. UMI-01 株は、高浸透圧条件下において細胞内にグル

タミン酸を蓄積し、また、細胞外にはピルビン酸および α-ケトグルタル酸を排出することが分かっ

た。次に、これらの化合物の培養時間依存的な変化を調べた。 

アルギン酸を含む MS 培地中で本菌を対数増殖期まで生育させた後、菌体を新たな MS 培地もし

くは ASW 培地に再植菌し、その細胞内外のピルビン酸、α-ケトグルタル酸、およびグルタミン酸を

経時的に定量した。MS 培地に移した本菌は、植菌から 4 時間後に定常期にまで増殖したが、その細

胞内には、アルギン酸代謝物がほとんど蓄積されなかった (Figure 74a)。一方、細胞外へのピルビン

酸およびケトグルタル酸の排出量は、培養時間の経過に伴って増加し、12 時間後におけるそれらの

濃度は、それぞれ 72 μg/mL および 28 μg/mL となった (Figure 74b)。 

一方、ASW 培地に移した場合、MS 培地に移した場合よりも生育速度が低下し、定常期に達する

までに倍の 8 時間を要したが、細胞内の α-ケトグルタル酸およびグルタミン酸量は植菌から 4 時間

後の対数増殖期において著しく増加し、乾燥菌体重量 1 mg 中に占めるそれらの量は、それぞれ 21 

μg および 37 μg となった (Figure 74c)。すなわち、本菌は、高浸透圧条件に移してから 4 時間以内

に、自身の DEH 酸化経路を活性化し、その代謝物を細胞内に蓄積するようになることが分かった。

なお、細胞内グルタミン酸の蓄積量は、4 時間以降も高いレベルで維持されたが、α-ケトグルタル酸

は、植菌から 8 時間以降には細胞内にほとんどみられなくなった。これは、本菌が、α-ケトグルタル

酸をオスモライトとしてのグルタミン酸の合成に利用するが、α-ケトグルタル酸自体はオスモライ

トとして利用しないことを示唆している。なお、細胞外に排出された代謝物は、MS 培地に移した場
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合よりも全て高い濃度で検出され、植菌から 12 時間後におけるピルビン酸、α-ケトグルタル酸、お

よびグルタミン酸の濃度は、それぞれ 191 μg/mL、84 μg/mL、および 41 μg/mL であった (Figure 74d)。

また、培養液 1 mL 当たりのそれら代謝物の総量は、それぞれ 2,196 nmol、595 nmol、および 539 nmol

であり (Table 15)、TCA サイクルに導入された代謝物を考慮しなければ、DEH 還元経路および酸化

経路は、おおよそ 2:1 の割合で稼働したと推定された。MS 培地で培養した場合、細胞外に排出され

るピルビン酸およびα-ケトグルタル酸の総量は、それぞれ 855 nmol および 197 nmol であったこと

から (Table 15)、DEH 還元経路および酸化経路は、おおよそ 4:1 の割合で稼働したと推定された。こ

れらの結果は、本菌の DEH 還元経路および酸化経路の両方が、高浸透圧条件下において活性化され

ることを示唆しており、本菌における KGSA 脱水素酵素 (FlDeg II) および KDG リン酸化酵素の発

現量が、同条件下において上昇したこと (Figure 66) と一致していた。 

以上より、本菌の DEH 代謝経路は細胞外浸透圧の上昇に伴って速やかに変化し、DEH 還元経路

は低および高浸透圧の両条件で優勢であり、DEH 酸化経路は高浸透圧条件で稼働率が上昇すること

が分かった。また、DEH 酸化経路の最終代謝物である α-ケトグルタル酸は、低浸透圧および高浸透

圧のどちらの条件下においても検出されることから、本菌は、浸透圧の変化にかかわらず、常時 DEH

還元経路および酸化経路の両方を利用してアルギン酸を代謝していると推定された。 

 

第 4 項 考察 

 本章では、2 つの DEH 代謝経路の優勢度の変化により制御されるユニークな浸透圧調節システムを

Flavobacterium sp. UMI-01 株に見出し、その優勢度の制御に関与する KGSA 脱水素酵素の遺伝子同定

および本菌の細胞内浸透圧を調節する化合物の分子同定を行った。その結果、本菌は、高浸透圧条件

下において、FlDeg とは異なる新規の KGSA 脱水素酵素 FlDeg II を発現させることにより (Figure 66-

70)、自身の DEH 代謝経路を活性化させ、最大 37 μg/mg (乾燥菌体重量の 3.7% (w/w)) のグルタミン酸

を細胞内に蓄積することが明らかとなった (Figure 74)。このことは、高浸透圧条件で生じたグルタミ

ン酸がオスモライトとして高浸透圧ストレスに対する耐性獲得に関与することを示唆している。 

グルタミン酸は、V. harveyi のみならず細菌全般における主要なオスモライトであることが知られ

ており、一般的には細胞外からの取り込み、もしくは TCA サイクルの中間体である α-ケトグルタル

酸からの生合成を通じて細胞内に蓄積される 112。後者の生合成反応には、グルタミン酸脱水素酵素

が関与しており、この酵素は NAD(P)H 存在下で α-ケトグルタル酸を還元することによりグルタミ

ン酸を生成する。すなわち、グルタミン酸の生合成には、α-ケトグルタル酸および細胞内還元力が必

要となる。 
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以上の結果に基づいて、アルギン酸存在下における本菌の細胞内浸透圧調節機構を以下の通り推

定した。高浸透圧条件下に曝された本菌は、初めに、浸透圧誘導性の KGSA 脱水素酵素 FlDeg II を

発現させることにより、自身の DEH 酸化経路を活性化させる。次いで、本菌は、アルギン酸を DEH

酸化経路で代謝することにより α-ケトグルタル酸を生成し、同時に細胞内還元力を高める。次いで、

この還元力を利用して細胞内においてグルタミン酸を合成し、それを蓄積することにより細胞内の

浸透圧を高め、周囲の高浸透圧環境に対する耐性を獲得する、と考えられる。なお、本章ではアルギ

ン酸代謝過程で生じるピルビン酸、α-ケトグルタル酸、およびグルタミン酸にのみ着目していたが、

今後、13C 同位体を用いた代謝解析および本菌メタボロームの網羅的な解析を行うことにより、本菌

の細胞外に放出された α-ケトグルタル酸が TCA サイクルとは異なる経路 (DEH 酸化経路) で生じ

たものであるかどうか、そして菌体内で生じたアルギン酸代謝物がグルタミン酸の他にどのような

代謝物の合成に利用されるのかを明らかに出来るであろう。ところで、本菌は、小樽市沿岸部で採

取された腐敗褐藻より単離されており、海洋から陸上に打ち上げられた褐藻は、降雨、乾燥、もしく

は河川の流入などの浸透圧環境の変化に曝される。したがって、そこに付着している細菌には、浸

透圧ストレスへの耐性が要求される。UMI-01 株は、褐藻のアルギン酸からオスモライトとしてグル

タミン酸を生産することにより、このような浸透圧変化の大きい海岸環境へ適応しているのかもし

れない。 

オスモライトの種類は生物種によって異なっており、これまでにアミノ酸 (e.g. グルタミン酸、グ

ルタミン、およびプロリン)、アミノ酸誘導体 (e.g. ベタインおよびエクトイン)、多価アルコール (e.g. 

グリセロールおよびマンニトール)、およびオリゴ糖 (e.g. トレハロース) などが報告されてきた

107,112。UMI-01 株のオスモライトは、グルタミン酸であると同定されたが、オスモライトに成り得る

化合物は他にも存在する可能性がある。Figure 72 によれば、本菌はグルコースを含む ASW 培地中

においても生育可能であったが、その際、細胞内にグルタミン酸などのアミノ酸を蓄積しなかった。

すなわち、本菌は生育環境に存在する炭素源に応じてオスモライトを使い分けていると推定された。

このように、本菌は、特定のオスモライトを蓄積することにより、周囲の浸透圧変化に適応するこ

とが明らかになったが、浸透圧ストレスの感受機構や浸透圧制御に関与する遺伝子の発現機構など

は不明である。 

細菌における細胞内浸透圧の制御システムは、これまで土壌細菌 Corynebacterium glutamicum にお

いて詳細に研究されてきた 109。土壌細菌は、乾燥や降雨などの環境変化による浸透圧ストレスを受

け易く、細胞外への水の流出もしくは細胞内への水の流入により、細胞の膨張性は容易に変化し得

る。細菌は、細胞の膨張性を駆動力として細胞分裂を行うため、それを適正に維持することが、細菌

の生育には非常に重要である。C. glutamicum の浸透圧制御システムは、細胞外浸透圧の上昇による
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細胞膜の構造変化を刺激として、細胞膜結合型のヒスチジンリン酸化酵素 MtrB が活性化されること

を起点とする。次いで、転写調節因子 MtrA は、活性化された MtrB によりリン酸化されることで特

定の DNA 領域への結合能を獲得し、一部の遺伝子の転写を促進もしくは抑制する。なお、C. 

glutamicum では、オスモライトとなるベタイン、プロリン、およびベタインを細胞外から取り込む

ための輸送タンパク質の発現が促進される。 

このような C. glutamicum の浸透圧制御に関与する MtrA および MtrB の候補遺伝子は、

Flavobacterium sp. UMI-01 株のドラフトゲノム配列中にそれぞれ 3 種 (Contig 71、Contig 7、および

Contig 19 に 1 つずつ) および 2 種 (Contig 7 および Contig 19 に 1 つずつ) 見出された。したがって、

本菌に見出された高浸透圧誘導性の KGSA 脱水素酵素 FlDeg II は、それら MtrA および MtrB 様タン

パク質により転写が制御されている可能性がある。しかしながら、高浸透圧誘導性の FlDeg II は、

アルギン酸存在下においてのみ発現したため (Figure 66)、その遺伝子の転写は、アルギン酸代謝遺

伝子の発現制御とも関連したより複雑な機構によりコントロールされていると考えられた。 

以上、本章の結果から、本菌の DEH 酸化経路は実際に細胞内で機能する生理的にも意義のあるも

のであることが強く示唆された。また、この酸化経路は浸透圧ストレス応答と密接に関わっており、

浸透圧調節物質の一つであるグルタミン酸の合成にも関与していると考えられた。このような浸透

圧調節機構は、潮間帯や海岸域にみられる褐藻付着性のアルギン酸資化細菌や、天候による環境変

化の影響を受け易い土壌性のアルギン資化細菌に共通してみられる可能性がある。今後の研究によ

り、アルギン酸代謝と関連した浸透圧調節メカニズムの全容やその微生物界での分布が解明される

ことを期待する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figure 66. Expression of alginate-metabolic enzymes in Flavobacterium sp. UMI-01.

Flavobacterium sp. UMI-01 was grown on MS or ASW medium containing 1% (w/v) sodium alginate or glucose.

The bacterial cells were homogenized and its enzymatic activities were assayed as described in Experimental Method

1.2. The relative activity of crude extract of Flavobacterium sp. UMI-01 cells grown on MS medium containing 1%

(w/v) sodium alginate was represented as 1 and the error bars are standard deviations (n=3). AL, alginate lyase; OAL,

oligoalginate lyase; DehR, DEH reductase; KdgK, KDG kinase; KdpgA, KDPG aldolase; KdgrD, KDGR

dehydratase; KgsaD, KGSA dehydrogenase.
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Enzyme Carbon source Activity (mU/1 mg protein) Relative activity (Fold)*

Endolytic alginate lyase Alginate in MS medium 610 ± 12 1.0 ± 0.13

Alginate in ASW medium 882 ± 16 1.4 ± 0.17

Glucose in MS medium 19 ± 14 0.031 ± 0.15

Glucose in ASW medium 45 ± 16 0.074 ± 0.17

Exolytic alginate lyase Alginate in MS medium 67 ± 4.5 1.0 ± 0.067

Alginate in ASW medium 68 ± 4.8 1.0 ± 0.072

Glucose in MS medium 6.6 ± 0.59 0.10 ± 0.0088

Glucose in ASW medium 5.1 ± 0.63 0.076 ± 0.0094

DEH reductase Alginate in MS medium 1,500 ± 90 1.0 ± 0.060

Alginate in ASW medium 970 ± 58 0.65 ± 0.039

Glucose in MS medium 11 ± 2.5 0.0073 ± 0.0017

Glucose in ASW medium 12 ± 7.5 0.0080 ± 0.0050

KDG kinase Alginate in MS medium 14 ± 3.7 1.0 ± 0.26

Alginate in ASW medium 47 ± 8.6 3.4 ± 0.61

Glucose in MS medium 1.5 ± 0.40 0.11 ± 0.029

Glucose in ASW medium 7.6 ± 2.2 0.54 ± 0.16

KDPG aldolase Alginate in MS medium 335 ± 9.2 1.0 ± 0.027

Alginate in ASW medium 467 ± 12 1.4 ± 0.036

Glucose in MS medium 148 ± 18 0.44 ± 0.054

Glucose in ASW medium 415 ± 16 1.2 ± 0.048

KDGR dehydratase Alginate in MS medium 5.6 ± 0.53 1.0 ± 0.095

Alginate in ASW medium 10 ± 0.18 1.8 ± 0.032

Glucose in MS medium 1.2 ± 0.27 0.21 ± 0.048

Glucose in ASW medium 1.3 ± 0.11 0.23 ± 0.020

KGSA dehydrogenase Alginate in MS medium 3.7 ± 0.23 1.0 ± 0.062

Alginate in ASW medium 29 ± 0.13 7.8 ± 0.035

Glucose in MS medium 0.83 ± 0.10 0.22 ± 0.027

Glucose in ASW medium 1.0 ± 0.27 0.27 ± 0.017

Table 13. Activity of alginate-metabolic enzymes

*The activity of the crude extract of Flavobacterium sp. UMI-01 cells grown on MS medium containing 1% (w/v)

sodium alginate was represented as 1 and the error bars are standard deviations (n=3).
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Figure 67. Effect of NaCl concentration in culture medium for the expression of KGSA dehydrogenase.

Flavobacterium sp. UMI-01 was grown on MS medium containing 1% (w/v) sodium alginate and 0-500 mM

NaCl. The bacterial cells were homogenized and its enzymatic activities were assayed as described in Experimental

Method 1.2.3. The relative activity of crude extract of Flavobacterium sp. UMI-01 cells grown on MS medium

containing 1% (w/v) sodium alginate was represented as 1.
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Figure 68. Purification of KGSA dehydrogenase from cell extract of Flavobacterium sp. UMI-01.

a-c, KGSA dehydrogenase was purified from cell extract of Flavobacterium sp. UMI-01 by TOYOPEARL Butyl-

650M (a), MonoQ 4.6/100 PE (b), and Superdex 200 10/300 GL (c) column chromatography. Enzymatic activity was

determined by measuring the consumption of NADH and the active fractions were marked with red letters on the

image of SDS-PAGE. Closed triangle indicates elution point of native KGSA dehydrogenase; its molecular weight

was estimated to be 366 kDa. mAU, milli absorbance unit. d, SDS-PAGE for purified native KGSA dehydrogenase.
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Table 14. Summary for purification of KGSA dehydrogenase.

Steps
Protein

(mg)

Activity

(U)

Specific activity

(U/mg)

Purification

(fold)

Yield

(%)

Cell extract 517 2.0 0.0039 1 100

TOYOPEARL

Butyl-650M
11 1.8 0.16 41 88

MonoQ

4.6/100 PE
0.74 1.2 1.6 398 57

Superdex 200 

10/300 GL
0.24 0.72 3.0 757 35
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Figure 69. Primary structure of native KGSA dehydrogenase.

Residue numbers of nucleotides and amino acids are shown at the right end of each line. N-terminal amino acids

determined by Edman degradation were underlined.
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KGSADH (Type III) 452 S G A T TWK E MG E - - D A L E - F Y - - - - - - - - - - - - L K E K T V - - - - - - Y E - - - - GW 478 27%

KGSADH (Type I) 456 S G - Y G - S E GG P - - E A L E P Y L - - - - - - - - - - - V T K S V T V - - - - - - - - - M - - A V 481 24%

KGSADH (Type II) 474 T S N P A V T S V G A - - T A I E R F L R P V C Y Q D F P D D L L P E G L Q E S N P L A I P R L R D G K A E 525 16%

Figure 70. Multiple sequence alignment for KGSA dehydrogenases from Flavobacterium sp. UMI-01 and other

bacteria.

The amino acid sequences of FlDeg II and other KGSA dehydrogenase-like proteins were aligned using ClastalW

program. Identical residues between FlDeg II and other proteins were colored with yellow. Black box indicates

catalytic residues conserved in KGSA dehydrogenase. FlDeg II, KGSA dehydrogenase from Flavobacterium sp.

UMI-01 (In this study); F. frigidarium, γ-glutamate semialdehyde dehydrogenase-like from Flavobacterium

frigidarium (GenBank accession number, WP_026707661); Z. galactanivorans, γ-glutamate semialdehyde

dehydrogenase-like from Zobellia galactanivorans (GenBank accession number, WP_013992130); GSADH, γ-

glutamate semialdehyde dehydrogenase from Mycobacterium tuberculosis (GenBank accession number, EF075557);

KGSA dehydrogenase (Type III) from Sulfolobus solfataricus (GenBank accession number, AAK43220); KGSA

dehydrogenase (Type I) from A. brasilense (GenBank accession number, BAF94276); KGSA dehydrogenase (Type

II), KGSA dehydrogenase (Type II) from Azospirillum brasilense (GenBank accession number, BAF33385).
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Figure 71. Location of the gene encoding KGSA dehydrogenase FlDeg II in the draft genome of

Flavobacterium sp. UMI-01.

Genes encoding KGSA dehydrogenase, transporters, transcriptional regulators, and other functional proteins are

colored with red, blue, green, and gray, respectively. While, function unknown genes are colored with white. The

functionally identified genes are marked in bold.

2.0 kb
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Figure 72. Intercellular and extracellular metabolites detected by TLC.

a, detection for alginate metabolites from cell extract (intercellular metabolites) and culture medium (extracellular

metabolites). Flavobacterium sp. UMI-01 was grown in MS or ASW medium containing 1% (w/v) sodium alginate

until the OD600 reached 1.6-2.0. The cell extract and culture medium containing alginate metabolites were analyzed

by TLC after DNP derivatization. InMS, intercellular metabolites in MS medium; ExMS, extracellular metabolites in

MS medium; InASW, intercellular metabolites in MS medium; ExASW, extracellular metabolites in ASW medium.

b, analysis for amino-acid accumulation by TLC. Flavobacterium sp. UMI-01 was grown on MS or ASW medium

containing 1% (w/v) sodium alginate or glucose until the OD600 reached 1.6-2.0. The metabolites were extracted with

5% perchloric acid and analyzed by TLC. AlgMS, metabolites in MS medium containing alginate; AlgASW,

metabolites in ASW medium containing alginate; GluMS, metabolites in MS medium containing glucose; GluASW,

metabolites in ASW medium containing glucose.
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Figure 73. Identification of the amino-acid accumulated in the cell of Flavobacterium sp. UMI-01 grown in

alginate-containing ASW medium.

a, TLC analysis for the intercellular metabolites. The metabolites were extracted from Flavobacterium sp. UMI-

01 grown in ASW medium containing 1% (w/v) sodium alginate and analyzed by TLC along with 20 kinds of

standard amino-acids. Cell, cell extract from Flavobacterium sp. UMI-01. b, ESI-MS spectrum of glutamate-like

metabolite. Intercellular metabolites from Flavobacterium sp. UMI-01 were subjected to TLC, and the major

metabolite was analyzed by ESI-MS after purification from the silica-gel plate. Predicted structure was shown in the

upper right corner of the spectrogram.
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Figure 74. Effect of osmotic shock for glutamate accumulation of Flavobacterium sp. UMI-01.

Flavobacterium sp. UMI-01 was grown in 1% (w/v) sodium alginate-containing MS medium until OD600 reached

1.2. Then, the bacterial cells were transferred to new alginate-containing MS or ASW medium, and the intercellular

and extracellular pyruvate, α-ketoglutarate, and glutamate were determined every 2 h. a, extracellular metabolites

after transferring the cells into MS medium. b, intercellular metabolites after transferring the cells into MS medium. c,

extracellular metabolites after transferring the cells into ASW medium. d, intercellular metabolites after transferring

the cells into ASW medium. DCW, dry cell weight.
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Table 15. Accumulation of intercellular and extracellular alginate metabolites after 12-hours cultivation.

Metabolites
Intercellular metabolites

(nmol/1 mL of medium)

Extracellular metabolites

(nmol/1 mL of medium)

Total

(nmol/1 mL of medium)

MS medium

Pyruvate 35 820 855

α-Ketoglutarate 4.0 193 197

Glutamate N.D.* N.D. N.D.

ASW medium

Pyruvate 26 2,170 2,196

α-Ketoglutarate 17 578 595

Glutamate 258 281 539

*N.D., not detected.
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総合考察 

 

本研究の概要 

本論文では、腐敗褐藻スギモクから単離されたアルギン酸資化細菌 Flavobacterium sp. UMI-01 株

に着目し、そのアルギン酸分解・代謝関連酵素の機能解析を進め、以下の新たな知見を得た。 

第１章では、UMI-01 株のドラフトゲノム解析により見出されたアルギン酸分解・代謝関連遺伝子

の機能を調べ、本菌が既知のアルギン酸資化細菌と同様のアルギン酸代謝経路をもつことを明らか

にした。すなわち、ドラフトゲノム配列中に 4 種類のアルギン酸リアーゼ (FlAlyA (PL-7)、FlAlyB 

(PL-17)、FlAlyC (PL-6)、および FlAlex (PL-6))、DEH 還元酵素 (FlRed)、KDG リン酸化酵素 (FlKin)、

および KDPG 開裂酵素 (FlAld) をコードする遺伝子を見出し (Figure 2)、それら全ての酵素につい

て、大腸菌発現系により活性をもつ組換えタンパク質を調製できた (Figure 12, Figure 18)。次いで、

各組換え酵素の機能および反応生成物を解析し、それらの結果に基づいて、本菌におけるアルギン

酸の完全分解経路および DEH の代謝経路を構築した (Figure 23)。すなわち、本菌では、アルギン酸

はペリプラズム領域において 1 種類のエンド型アルギン酸リアーゼ (FlAlyA) および 3 種類のエキ

ソ型アルギン酸リアーゼ (FlAlyB、FlAlyC、および FlAlex) により DEH まで完全に分解され、生じ

た DEH は、細胞質領域において、DEH 還元酵素 FlRed、KDG リン酸化酵素 FlKin、および KDPG 開

裂酵素 FlAld の作用により、KDG および KDPG を経て最終的にピルビン酸と GAP まで代謝される

と考えられる。DEH 以降の代謝経路は、1962 年に Preiss and Ashwell が提唱した Pseudomonas sp.の

経路 (Figure 1) 28,30 と同一であり、本菌においても他のアルギン酸資化細菌 Sphingomonas sp. A1 株

106、S. degradans 2-40T株 90、Z. galactanivorans DsiJT 株 58、および V. splendidus 12B01 株 7,8 のものと

同様の DEH 代謝経路の存在が明らかになった。 

 第 2 章では、Flavobacterium sp. UMI-01 株の無細胞抽出液中に DEH の酸化反応を触媒する酵素を

見出した。単離された DEH 酸化酵素は、DEH の還元反応と酸化反応の両方を触媒可能な二機能性

の酵素であり (Figure 27)、その一次構造は、DEH 還元酵素 FlRed と同一であることが明らかになっ

た (Figure 28)。興味深いことに、His-tag 配列の有無は組換え FlRed の酵素活性に影響を及ぼすこと

が明らかになり、同配列を C 末端に融合されていない天然型の組換え FlRed は天然の FlRed と同等

の DEH 酸化還元活性を示すが、融合タンパク質では酸化活性を示さず、還元活性も天然型のものと

比較して約 30 分の 1 に低下した (Figure 30)。酸化反応による生成物は、DEH の C1 位アルデヒド基

がカルボキシル基に酸化された KDGR であった (Figure 34)。KDGR は、果物や野菜に含まれるグル

カル酸の中間代謝物としても知られており、グルカル酸代謝経路においては、開裂酵素または脱水

酵素が作用する (Figure 38)93,94,113。しかしながら、本菌のドラフトゲノム配列中には、これらと相同
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のタンパク質をコードする遺伝子は見出されず、未知の酵素の存在が示唆されたため、さらに KDGR

を基質とする酵素の探索を進めた。 

 第 3 章では、報告例のない KDGR 脱水酵素 FlDet を単離し、同酵素が KDGR を KGSA に変換する

ことを明らかにした (Figure 40, Figure 45)。また、UMI-01 株のゲノム配列中には FlDet をコードする

遺伝子に隣接して、KGSA 脱水素酵素 (FlDeg) 候補遺伝子が見出された (Figure 47)。組換え FlDeg

は、KGSA を基質として、これを α-ケトグルタル酸に変換することを実証した (Figure 53)。 

 以上の結果から、UMI-01 株ではアルギン酸の最終分解物として生じた DEH は、2 種類の代謝経

路、すなわち KDG に変換される還元経路および KDGR に変換される酸化経路により、それぞれピ

ルビン酸および α-ケトグルタル酸に代謝されることが明らかになった。アルギン酸資化細菌が、2 つ

の DEH 代謝経路をもつことは他の同資化細菌では知られておらず、本研究で初めて示された知見で

ある。なお、DEH 1 分子が代謝される場合、還元経路では NADH の収支はゼロであるが、酸化経路

では 2 分子の NADH が生じる。そのため、DEH 酸化経路は細胞内の還元力の調節に寄与するものと

推定された。また、FlDet および FlDeg の相同遺伝子は、アルギン酸資化能を有する一部のバクテロ

イデスやプロテオバクテリアにも見出されたことから (Figure 60)、DEH 酸化経路は、UMI-01 株特

有なものでは無く、他種アルギン酸資化細菌にも分布すると考えられた。 

 第 4 章では、Flavobacterium sp. UMI-01 株における DEH の酸化は、浸透圧調節に関与する可能性

が示唆された。高浸透圧条件下では、本菌は FlDeg だけでなく、そのアイソザイムである KGSA 脱

水素酵素 FlDeg II を発現し (Figure 62-66)、自身の DEH 酸化経路を活性化することを明らかにした 

(Figure 68a)。また、本菌は、同条件下において高濃度のグルタミン酸を細胞内に蓄積することにより

浸透圧を高め、細胞外への水の流出を防ぐことによって浸透圧ストレスに抗していると考えられた 

(Figure 68-70)。なお、グルタミン酸は、細菌における主要なアミノ酸系の浸透圧調節物質として知ら

れている 110,114。本菌では、海水域だけでなく、それよりも低い浸透圧下 (汽水域や降雨の影響など)

での生息を可能とするため、このような浸透圧調節機構をもつと推定された。 

 

生体内における DEH 酸化代謝経路の機能および役割 

本研究で明らかになった DEH 酸化経路の存在は、外来遺伝子導入によりアルギン酸および DEH

からのエタノール生産能を付与した組換え微生物内での代謝物質の理解を進めることを可能とした。

これまでの報告によれば、アルギン酸資化能をもたない大腸菌にアルギン酸分解、代謝関連タンパ

ク質とピルビン酸デカルボキシラーゼ (PDC) およびアルデヒドデヒドロゲナーゼ (ADH) の遺伝

子群を導入した場合、アルギン酸からエタノールを効率的に生産するためには、マンニトールの添

加が必要であった 7。これは、マンニトール代謝時に生じる NADH により、エタノール生産で必要
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とされる細胞内還元力を補填するためと考えられており、同様の効果は DEH 代謝能を付与した酵母

を用いた場合にもみられた 8。一方、アルギン酸資化細菌である Sphingomonas sp. A1 株に PDC およ

び ADH を導入した場合には、マンニトールを含まないアルギン酸を唯一炭素源で培養した場合でも

13.0 g/L のエタノールの生産が報告されている 6。従来の知見では、このような条件下では A1 株内

の還元力が低下し、効率的なエタノール生産は困難と予測されるが、A1 株が UMI-01 株と同様の

DEH 酸化経路をもつと仮定した場合、この酸化経路を作動させることにより不足した還元力を補っ

ている可能性も考えられる。今後、A1 株を含む他種細菌においても DEH 還元酵素の DEH 酸化能の

有無と遺伝子レベルで見出された KDGR 代謝関連酵素の相同タンパク質の機能解析を進めることで、

DEH 酸化経路が UMI-01 株だけでなくアルギン酸資化細菌に共通の代謝機構であることを示すこと

ができるであろう。 

また、DEH 酸化経路は Flavobacterium sp. UMI-01 株では細胞内浸透圧の調節に関与すると考えら

れた。フラボバクテリアは、水圏環境に広く生息することが知られており、その生育環境は、気候や

潮流によりしばしば変化することが予想される。本研究では、海水レベルの高浸透圧条件下におい

て UMI-01 株の DEH 酸化経路が活性化し、それがグルタミン酸の蓄積を伴う細胞内浸透圧の調節に

関与している可能性を見出した。この調節機構の利点は、アルギン酸存在下であれば細胞外からオ

スモライトを取り込まずに、細胞内の浸透圧を調節可能な点にある。すなわち、本菌は、褐藻のよう

なアルギン酸を含む物質に付着することで、高浸透圧環境に適応する能力を得ていると推定された。

このような知見は、本菌を含めた褐藻付着性アルギン酸資化細菌の生態や進化への理解を深めるこ

とに繋がると考えられる。 

 

アルギン酸代謝関連酵素およびその代謝物の産業的利用価値 

DEH 還元経路で生じる KDG や KDPG は、抗生物質、抗ウイルス剤、およびその他医薬品のリー

ド化合物としての利用が期待されている 72。しかしながら、これらは中間代謝物であるため、天然の

アルギン酸資化細菌から抽出することが困難である。また、これらの化合物は、化学合成も可能で

あるが、その反応ステップは非常に長く煩雑である 115。一方、本研究では、in vitro においてアルギ

ン酸から KDG および KDPG をそれぞれ 98%および 81%の収率で生産できることを明らかにした。

なお、現在のところ一部の組換え酵素の大量発現が困難であり、そのスケールアップは実現してい

ない。また、Allen らは、KDPG 開裂酵素をピルビン酸および GAP に作用させることにより、アル

ドール縮合物として KDPG を合成した 116。このような KDPG 開裂酵素の逆反応に着目した研究は、

他にも数多く報告されている。すなわち、Shelton らは、ピルビン酸などの求核試薬および GAP など

の求電子試薬を KDPG 開裂酵素によりアルドール縮合させることで、KDG や KDPG を含む様々な
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化合物を合成し、およびその基質特異性が生物種間で異なることを明らかにした 117。また、Fong ら

は、E. coli 由来 KDPG 開裂酵素の活性部位周辺にアミノ酸変異を導入し、求電子試薬への特異性を

改変することに成功した 84。このように、KDPG 開裂酵素は KDG や KDPG を始めとする医薬品の候

補物質を合成するための有用なツールに成り得る。 

また、アルギン酸代謝により生じるアルダル酸やグルタミン酸は、国立再生可能エネルギー研究

所 (Golden, CO, USA) の Werpy と Petersen により定められた”Top value added chemicals from biomass”

の上位 12 種に選抜された 118。これら 12 種は、種々のアルコール、ラクトン、アミン、もしくは高

機能性ポリマーの合成原料としてのポテンシャルを有する低分子化合物であり、様々な産業分野で

の利用が期待されている。これらの化合物は、外来遺伝子の導入により任意のバイオマスの資化能

が付与された組換え微生物を用いて生産されるが、解糖系や TCA サイクルを利用する場合、その調

節機構は複雑であるため、代謝フラックスを改変することが困難であった。最近では、解糖系を経

由しないペントース代謝経路 (ペントース酸化経路) を大腸菌に導入し、アラビノースもしくはキシ

ロースを従来の約 4 分の 1 の反応ステップでアルダル酸やグルタミン酸に変換するプラットフォー

ムが構築された 103,119。これにより、ボトルネックとなる酵素の特定や代謝フラックスの効率化が比

較的容易になった。このペントース酸化経路は DEH 酸化経路と KGSA 以降の反応ステップが共通

している。これはアルギン酸が高価値物質を生産するための新たなバイオマスになる可能性を示し

ている。 

 

 以上、本研究では、腐敗褐藻より単離された Flavobacterium sp. UMI-01 株のアルギン酸資化機構に

関する新たな生化学的知見を獲得した。ここで得られた知見は、自然界に広く分布するアルギン酸

資化細菌の糖質代謝システムおよび生態への理解を深めるとともに、海洋バイオマスであるアルギ

ン酸に新たな産業的価値を付与するものである。将来、当該分野の研究の進展により、未利用海藻

に新たな利用用途が見出されることを期待する。 
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