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PG : proteoglycan 

GAG : glycosaminoglycan 

GlcA : glucuronic acid 

GalNAc : N-acetylgalactosamine 

GlcNAc : N-acetylglucosamine 

IdoA : iduronic acid 
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HA : hyaluronic acid; Hyaluron; Hyaluronate 
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 プロテオグリカンはコア蛋白にグリコサミノグリカンが共有結合した高分

子であり、細胞外基質成分として組織特有の構造と機能に関与する[1]。

その中、グリコサミノグリカン（Glycosaminoglycans, GAGs）は、細胞間基質

(Extracellular Matrix, ECM)を構成する重要な高分子多糖類であり、哺乳

類の組織に広く存在し、様々な生理的・病理的プロセスで重要な役割を

果たしている。GAGs は主にウロン酸「グルクロン酸(GlcUA)またはイズロ

ン酸(IdoUA)]とアミノ糖[グルコサミン(GlcN)，N-アセチルグルコサミン

(GlcNAc)，または N-アセチルガラクトサミン(GalNAc)]からなる二糖が

GAGs の構成単位となる[2]（図１）。そちらの二糖単位の異なりにより、

GAGs はいくつの種類がある、例えば、コンドロイチン硫酸(Chondroitin 

sulfate, CS)、デルマタン硫酸(Dermatan sulfate, DS)、ヘパリン/ヘパラン硫

酸(Heparin/Heparan sulfate, HS)、ヒアルロン酸(Hyaluronic acid, HA) やケ

ラタン硫酸（(Keratan sulfate, KS) などである。ECM では、GAGs が複数

のタンパク質と相互作用して複雑なネットワーク構造を形成し、細胞を支

え保護するだけでなく、細胞のシグナル伝達、細胞増殖や移動、組織修

復などに関与している[3]。 
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図 1 GAG の構造 GalNAc4S:N-アセチルガラクトサミン-4-硫酸，GalNAc6S:N-アセ

チルガラクトサミン-6-硫酸. 

 

ヒアルロン酸(HA)は特殊 GAG の一種であり、硫酸を含まず、糖タンパ

クの形では存在しない。HA は、β-1,4-グルクロン酸と β-1,3- N-アセチルグ

ルコサミンの二糖単位から繰り返される長鎖の多糖から構成される[4]。他

の GAGs とは異なり、HA は数百万ダルトンの高分子量で存在することが

できる[5]。HA は組織の水分保持、細胞行動の調節、炎症反応や傷の治

癒に関与するなど、様々な生理的プロセスで機能している。さらに、HA の

蓄積は、腫瘍の進行[6]、関節炎[7]、いくつかの線維症[8]などの様々な

病理的プロセスと密接に関連している。 

HA の多様な生物学的機能と疾患におけるその役割を考慮すると、
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HA を分解し修飾する酵素であるヒアルロニダーゼは、医学研究と治療へ

の応用に重要な可能性を秘めている。ヒアルロニダーゼは、その起源によ

り異なる基質特異性と作用機序を持つ異なるクラスに分けられる[9]。特に

微生物由来のヒアルロニダーゼは、遺伝子工学による容易な改変と大量

生産の可能性から、注目されている研究である。これらの微生物酵素は、

特定のサイズと修飾パターンを持つ HA オリゴ糖の生産に使えるだけで

なく、例えば薬物送達の促進、組織工学的材料の特性の改善、抗腫瘍お

よび抗炎症療法の一部など、疾患の治療に直接応用できる治療薬として

も使える。従って、微生物由来のヒアルロニダーゼの探索、精製および特

性解析とバイオ医薬への応用に関する研究は、HA の生物学的機能をよ

り深く理解するために重要であるだけでなく、新しい医療技術と治療アプ

ローチを開発する可能性を提供する。  

 

1.1 グリコサミノグリカン（GAG）の分類と機能 

グリコサミノグリカン(GAGs)は、主に哺乳動物の細胞間マトリックスに見

られる多糖の主要なクラスであり、コンドロイチン硫酸(CS)、デルマトスタチ

ン硫酸(DS)、ヘパリン/ヘパリン硫酸(HS)、ヒアルロン酸(HA)、ケラチン硫

酸(KS)などが含まれる。これらの多糖は、アミノ糖（例えば N-アセチルグ
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ルコサミンまたは N-アセチルガラクトサミン）とウロン糖（例えばグルクロン

酸またはラムノガラクチュロン酸）からなる二糖の繰り返し単位からなり、硫

酸化によって酸性多糖とすることができる。GAG は様々なタンパク質と相

互作用し、細胞外マトリックスの複雑なネットワークを形成し、構造的支持

を与え、組織の弾力性を維持するだけでなく、水分保持、細胞シグナル

伝達、細胞接着などの様々な生理的プロセスに関与している。また、水分

保持、細胞シグナル伝達および組織修復のような様々な生理学的プロセ

スにも関与している。 

ユニークな非硫酸化 GAG であるヒアルロン酸(HA)は、組織の水分保

持、細胞挙動の制御、および炎症反応において重要な役割を果たすこと

を可能にする高分子量特性を持つ[10]。HA の生物学的機能により、細

胞の移動、増殖および分化のサポートを含む、組織の生理および病理学

において重要である。微生物由来のヒアルロニダーゼ（HAase）は、その特

異的分解メカニズムと幅広い応用の可能性から、バイオメディカル研究で

注目されてきた。HA を効率的に分解し、特定のサイズと修飾パターンの

HA オリゴ糖を調製するこれらの酵素は、ドラッグデリバリー、組織工学、

抗炎症治療などの分野に新しい戦略とツールを提供する。 
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1.2 ヒアルロン酸（HA）の生物学機能性と作用 

HA は二糖[→4)-β-D-GlcA-(1→3)-β-D-GlcNAc-(1→]n の繰り返し構造

からなる酸性多糖であり、細胞外マトリックスに広く存在し、軟部結合組織

や体液中に一般的に分布している。  

ヒアルロン酸(HA)は、脊椎動物の細胞間質に広く存在し、特に皮膚、

目、関節などに豊富に含まれている。その分子は交互に配列した N-アセ

チルグルコサミン（GlcNAc）とグルクロン酸 (GlcUA)が β-1,4 と β-1,3 のグ

リコシド結合によって結ばれ、直鎖状の多糖構造を形成しており、HA に

高い粘性と弾力性、そして極めて高い保水能力を与えている。これらの物

理化学的特性は、HA を理想的な生物学的潤滑剤とするだけでなく、細

胞外マトリックスの構造的および機能的安定性を維持する上で、かけがえ

のない役割を果たすことを可能にしている。HA の生物学的機能は複雑

で多様であり、組織の構造的完全性の維持、細胞移動と細胞増殖の制御

から創傷治癒への参加や免疫反応の制御に至るまで、広範な生物学的

プロセスをカバーしている。組織の水分バランスを維持し、組織の潤滑を

提供する上で、HA はユニークなハイドロゲル構造を形成し、効果的に水

を固定し、細胞に必要な水分補給環境を提供することができる。創傷修

復を促進する上で、HA は線維芽細胞や上皮細胞を含む様々なタイプの
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細胞を引きつけ、活性化し、組織の再生と修復を促進することができる

[11]。さらに、HA の分解産物は特定の細胞レセプターと相互作用するこ

とにより、炎症反応と免疫反応を調節することができ、バイオシグナル分子

としての機能を示す。医療とバイオテクノロジーの分野では、HA とその誘

導体はそのユニークな生物学的機能と優れた生体適合性のために広く使

われている。眼科手術では、HA は眼組織の保護と鮮明な手術視野を維

持するための添加剤として使用され、関節炎の治療では、HA 注射は関

節機能を改善するために関節液の代用として使用され、皮膚の保湿とア

ンチエイジングの分野では、HA はスキンケア製品に広く添加され、そし

て美容医療では、HA フィラーはその充填効果と整形効果で求められて

きた。 

さらに、HA は薬物送達システムのキャリアーとして研究されており、特

定の細胞レセプターへの親和性を利用して、薬物の標的送達と制御放出

を達成し、将来の医療治療とバイオエンジニアリングに大きな可能性を示

している。HA とその生物学的作用機序の詳細な研究により、再生医療と

組織工学への応用が徐々に検討されてきた。組織工学のための足場材

料の一部として、HA は細胞の成長と分化を促進するための良好な細胞

接着マトリックスを提供するだけでなく、局所微小環境を調節することによ
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り組織の修復と再生を促進する。これらの研究結果は、バイオメディカル

分野における HA の応用の可能性をさらに広げ、新しい治療戦略とバイ

オメディカル材料の開発に新しいアイデアと可能性を提供するものである。

バイオテクノロジーの発展と HA の生物学的機能の深い理解により、HA

とその切断酵素はバイオメディカル分野でさらに重要な役割を果たすこと

が期待される。 

 

1.3 ヒアルロニダーゼの分類と機能 

グリコサミノグリカン分解酵素は、主に動物や微生物が産生する酵素で、

高分子のグリコサミノグリカンをオリゴ糖や不飽和二糖に分解する。グリコ

サミノグリカン分解酵素は、異化基質に対する特異性からヒアルロニダー

ゼ、コンドロイチナーゼおよびヘパリナーゼに分類できる。動物細胞では、

HA、CS および DS の分解は主にグリコシドヒドロラーゼ(GH)によって行

われるが、微生物ではこれらの多糖を分解できる脱リン酸化酵素(ポリサッ

カライドリアーゼ、PL)が存在する。国際生化学分子生物学連合(IUBMB)

では、酵素を酵素反応の種類に応じて 4 桁の EC 番号に分類している。

従って、微生物が産生する PL は、作用する GAG によってヒアルロナン

リアーゼ(EC 4.2.2.1)、コンドロイチン AC リアーゼ(EC 4.2.2.5)、コンドロイ
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チン ABC リアーゼ(EC 4.2.2.20)に分類できる。また、タンパク質の一次構

造に注目した Carbohydrate-Active Enzymes Database (CAZY)では、これ

らの酵素はすべて多糖リアーゼ(PL)ファミリー8 に属している。 

ヒアルロン酸分解酵素(HAase)は、ヒアルロン酸(HA)の分解に特化した

酵素群として、その作用機序により主に加水分解酵素と β-脱離反応によ

るリアーゼの 2 つの主要なグループに分類される。加水分解酵素、具体

的には EC 3.2.1.35 と EC 3.2.1.36 は、特定のグリコシド結合を加水分解

することにより HA 分子の鎖を直接切断し、より小さな多糖またはオリゴ糖

断片を放出する。このクラスの酵素は、その作用点によって β-1,4 グリコシ

ド結合を標的とするものと、β-1,3 グリコシド結合を標的とするものに分けら

れ、それぞれ GlcNAc と GlcUA 間の結合、あるいは GlcUA と次の

GlcNAc 間の結合を標的とする。対照的に、脱離酵素である EC4.2.2.1、

ヒアルロン酸リアーゼは、HA 鎖を切断するために β-脱離反応を用いるが、

このプロセスは水分子の直接関与には頼らず、むしろ特定のグリコシド結

合の切断点で不飽和二重結合を形成し、ユニークな化学的性質を持つ

不飽和オリゴ糖をもたらす。ヒアルロン酸リアーゼの生物学的供給源は、

動物組織と細菌や真菌のような広範な微生物集団を含めて非常に豊富

である。動物由来の HAase は主にヒドロラーゼのクラスに属し、これらの酵
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素は細胞外マトリックスの再編成、創傷治癒、炎症反応の制御など、動物

の様々な生理学的および病理学的プロセスにおいて重要な役割を果たし

ている。動物由来の HAase は通常高い基質特異性を持ち、その活性と機

能は様々な細胞シグナルと生理的条件によって制御されている[12]。 

対照的に、微生物由来の HAase はほとんどがリアーゼであり、そのユニ

ークな安定性、高効率、環境条件への幅広い適応性から科学的、工業的

に注目されている。微生物由来 HAasse は広い pH と温度範囲で安定し

た活性を維持し、この性質は工業的生産において特に貴重である。特に

これらの酵素は、不飽和 HA オリゴ糖のような特異的構造と機能を持つ

HA フラグメントの生産、HA の生物学的役割の研究、および薬剤、医療

およびバイオマテリアル開発への応用の可能性において大きな可能性を

示している。動物組織から微生物まで、HAaseの多様性と複雑性は、生物

界におけるこの重要な生体分子であるヒアルロン酸の微細な制御と利用

を反映している。異なる供給源から得られるヒアルロン酸切断酵素の分類、

その触媒機構、および生体における特異的役割に関する詳細な研究は、

生体における HA の生物学的機能を理解する上で極めて重要であるばか

りでなく、HA をベースとしたバイオテクノロジー応用、および新薬と治療ア

プローチの開発に重要な基礎を提供する。分子生物学、生化学および生
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物工学技術の急速な発展により、HAase の研究は、生命科学と生物医学

におけるその新しい機能と応用を明らかにし続けると期待できる。 

 

1.3.1 微生物由来のヒアルロニダーゼの研究について 

ヒアルロニダーゼの研究は、酵素を産生する細菌集団の同定と分離

から始まった 20 世紀初頭以来、基礎科学から応用技術へと包括的な発

展を遂げてきた。当初、研究はヒアルロニダーゼを産生する細菌を同定す

ることを目的とした伝統的な微生物学的、生化学的手法に頼っており、こ

れは比較的原始的な段階であったが、その後の詳細な研究の基礎を築

いた。その後 1950 年代には、技術の進歩が生化学的および微生物学的

手法の革新をもたらし、研究者は特に Streptococcus 属のような細菌が産

生する酵素について、ヒアルロナンリアーゼの精製、活性測定および作用

機序に焦点を当て始めた。 この時期の研究により、ヒアルロナンリアーゼ

が分子レベルでどのようにヒアルロン酸分子を認識し、触媒するかが明ら

かになり、その生化学的性質と作用原理が解明された。ヒアルロン酸リア

ーゼの特性と作用原理は 21 世紀に入り、分子生物学と遺伝子工学の急

速な発展は、ヒアルロナンリアーゼ研究のさらなる深化を大いに促進した。

科学者たちは、遺伝子クローニング、発現系構築、タンパク質工学技術を
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通して、ヒアルロン酸リアーゼの遺伝子構造とタンパク質配列の解明に成

功しただけでなく、遺伝子編集技術を通して、触媒効率、特異性、熱安定

性を向上させるなど、これらの酵素の酵素特性を最適化し、ヒアルロン酸リ

アーゼの工業的、医学的応用の新たな可能性を開拓してきた。応用レベ

ルでは、ヒアルロン酸分解酵素の構造と機能の理解が深まるにつれて、

関節炎の治療、薬物送達の促進、眼科手術のための医薬品などの分野

での使用、アンチエイジング製品の開発のための化粧品業界での使用、

バイオマテリアル分野での重要な成分としての使用など、これらに限定さ

れない、いくつかの分野での応用が実現し、拡大してきた。 

これらの応用の実現は、科学研究と産業におけるヒアルロナンリアーゼ

の偉大な価値を証明するだけでなく、基礎研究から応用開発までの完全

な科学的プロセスを示している。全体として、細菌由来 HA リアーゼの研

究の歴史は、伝統的な技術から近代的な分子バイオテクノロジーへの歴

史であり、そして実用的な応用の発展への歴史であり、専門分野の発展

を促進する科学技術の進歩の役割を反映すると同時に、将来の研究と応

用の広い展望を指し示している[13]。 

1.3.2 微生物由来のヒアルロニダーゼの機能と応用 

重要な生体触媒として、ヒアルロニダーゼは医薬、食品および化粧品
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の分野で広い応用範囲を持っている。その研究価値は多様性と応用可

能性の両方に反映されている。第一に、微生物由来のヒアルロニダーゼ

は多様である。微生物群集の幅広い分布により、ヒアルロニダーゼの供給

源は、細菌、真菌、古細菌などを含むがこれらに限定されない、豊富で多

様なものとなる。この多様性は研究者に広範な採掘空間を提供し、新しい

酵素種と優良株の発見に役立ち、ヒアルロニダーゼの応用範囲を広げる。

異なる微生物源からのヒアルロニダーゼの研究を通して、異なる環境にお

けるその適応性と生合成のメカニズムが明らかになり、酵素の工業的生産

と応用のための理論的指針を与えることができる。第二に、微生物由来の

ヒアルロニダーゼは幅広い応用が可能である。これらの酵素は生物学分

析、医薬品調製、食品加工の分野で重要な応用がある。医薬の分野では、

ヒアルロニダーゼは医療用ゼラチン、コンドロイチンおよび他の生体材料

の調製に使用でき、これは重要な臨床的意義がある。食品工業では、ヒア

ルロニダーゼはオリゴ糖の調製に使用でき、食品の味と食感を改善し、製

品の付加価値を高める。化粧品の分野では、ヒアルロニダーゼは抗シワ、

保湿および他の機能性化粧品原料の製造に使用でき、これは広く注目さ

れている。 

したがって、微生物由来のヒアルロニダーゼの特性を深く研究すること
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は、新しい応用シナリオを開発し、関連産業の発展を促進するのに役立

つ。微生物由来のヒアルロニダーゼの発見と特性解析のために、研究者

は通常、環境サンプルのスクリーニング、遺伝子のクローニングと発現、酵

素学的特性解析を通してそれらを探索する。酵素の単離と精製、触媒活

性と基質特異性の決定、そして生合成経路の研究により、我々はヒアルロ

ニダーゼの構造と機能についての洞察を得ることができ、工業的生産と応

用における最適化のための理論的基礎を提供することができる。さらに、

分子生物学、タンパク質工学およびその他の技術によるヒアルロニダーゼ

の修飾と最適化は、その適用性と経済性を向上させる重要な方法である

[14]。 

 

1.4 研究の目的と意義 

近年、バイオテクノロジーの急速な発展に伴い、細菌由来のグリコサミノ

グリカン分解酵素は、バイオ医薬品の分野で幅広い応用の可能性を示し

ている。例えば、グリコサミノグリカン分解酵素による基質の特異的な分解

を利用して、バイオ医薬品における多糖類医薬品の合成や修飾に応用し、

医薬品の効果や安定性を向上させることができる。一方、細菌のグリコサ

ミノグリカン分解酵素の特異的な基質結合特性と組み合わせることで、バ
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イオセンサーや酵素センサーの調製にも利用でき、センサーの感度と精

度を向上させることができる。 

さらに、細菌由来のグリコサミノグリカン分解酵素は、環境分野への応

用が期待されている。例えば、細菌のグリコサミノグリカン分解酵素を用い

たグリコサミノグリカン廃棄物の分解は、廃棄物の効率的な分解と資源の

利用を達成し、環境汚染を低減することができる。一方、グリコサミノグリカ

ンの加水分解生成物は、グリコサミノグリカン分解酵素によってバイオ燃

料やバイオマスエネルギーの生産にさらに利用することもできる[15]。結

論として、細菌由来のグリコサミノグリカン分解酵素の関連特性と応用可

能性を研究することは、細菌株の代謝特性を深く理解し、バイオテクノロジ

ー応用の新たな道を発見するために、非常に重要である。専門知識の深

化とバイオテクノロジー分野の急速な発展により、細菌由来グリコサミノグリ

カン分解酵素の研究展望はさらに広がることを期待されている。 

細菌由来のグリコサミノグリカン分解酵素の研究は、新規バイオマテリア

ル開発のための知見を提供することもできる。グリコサミノグリカンは重要

な生体高分子であるため、その加水分解生成物は天然の生体適合性と

生理活性を有し、生物医学材料や生物分解性材料などの分野で利用す

ることができる。したがって、細菌由来のグリコサミノグリカン分解酵素の研
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究は、新規バイオマテリアルの開発にとって重要である[16]。また、抗菌薬

の使用や薬剤耐性菌の増加に伴い、細菌感染症への対応と予防が重要

となっている。細菌由来のグリコサミノグリカン切断酵素を研究することによ

り、新規抗菌薬の設計・開発に理論的根拠を与えることが可能となり、抗

菌薬耐性菌問題への対応が可能となる。このことは、公衆衛生と人々の

健康を維持するために重要である。 

結論として、細菌由来グリコサミノグリカン分解酵素の研究は、重要な生

物学的意義、応用価値および社会的意義を有しており、生命科学および

生物医学分野における現在の研究ホットスポットの一つである。細菌由来

グリコサミノグリカンリアーゼの構造、機能、応用および関連メカニズムの

詳細な研究を通じて、細菌の生存および病原メカニズムの詳細な理解、

ならびにバイオテクノロジーおよび生物医学分野の発展に重要な貢献を

することができる。 

動物由来のヒアルロニダーゼは、薬物の拡散と吸収を促進するために臨

床的に使用されているが、動物組織からのヒアルロニダーゼ抽出の製造

法はコストが高く、大規模な調製は困難である。対照的に微生物由来のヒ

アルロニダーゼは、抽出源の心配がなく、実績のある異種遺伝子発現技

術を組み込んでいるため、応用研究が進んでいる。細菌ヒアルロニダーゼ
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の発見以来、いくつかの微生物がヒアルロニダーゼを生産することが知ら

れている。しかしながら、これらの微生物が産生する酵素活性と収率は通

常低く、分解産物も十分に定義されていない。これらの因子は、酵素法を

用いたヒアルロン酸オリゴ糖の調製における技術的限界となっており、今

後取り組む必要がある[17]。   

我々の研究室では、青森県周辺の自然界からグリコサミノグリカン

(GAG) を 分 解 で き る 菌 株 を ス ク リ ーニン グ し 、 Paennarthrobacter 

nicotinovorans 19-1 株と Paenibacillus yunnanensis 16-6 株と命名した。本

論文では P. nicotinovorans 19-1 株、及び P. yunnanensis 16-6 株の生産す

る２種類の GAG リアーゼ（それぞれ PnHL、PyHL と称する）の精製と酵素

的性質の分析、さらに後者については大腸菌宿主による遺伝子発現につ

いて報告する。 
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第 2 章 Paenarthrobacter 属細菌が産生するグリコサミノグリカン分解酵素

（PnHL）の精製と性質 

 

2.1 緒言 

本研究の目的は、微生物由来のグリコサミノグリカンリアーゼの精製と

酵素的性質を調べることである。まず、自然界からグリコサミノグリカンを分

解できる細菌株をスクリーニングし、この細菌が産生するグリコサミノグリカ

ンリアーゼを一連の精製工程を経て精製することに成功した[18]。本研究

では、Paenarthrobacter 属の細菌が産生する酵素（PnHL）を用いて精製

と特性分析を行った。 

 

2.2 実験材料と試薬 

2.2.1 試料 

本菌は青森県十和田湖水より分離され、 16S rRNA 解析により

Paenarthrobacter nicotinovorans と同定された（川村未鳩、2019年度弘前

大 学農学 生命科学部卒業研究 ） 。 こ の 菌 は当初 、 Arthrobacter 

nicotinovorans と呼ばれたが、その後 Arthrobacter 属は Paenarthrobacter

属の synonym である事がわかり、以後、本論文では Paenarthrobacter 

nicotinovorans と称する。 
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P. nicotinovorans 19-1 株について single colony isolation を繰り返して

純化した後、全ゲノム解析を行った（Macrogen Japan Corp.） 

 

2.2.2 試薬 

・プロテオグリカン（PG）: （サケ由来、分子量約 100 万）はグライコスモ研

究所の児島薫氏から寄贈していただいたものを使用した。 

・ヒアルロン酸（HA）: ヒアルロン酸ナトリウム鶏冠由来 Lot No: DPP3327 

和光純薬株式会社 

・コンドロイチン硫酸 A（CSA）: Bovine Trachea由来 Lot No: B27594 メル

ク株式会社 

・コンドロイチン硫酸 C（CSC）: Lot No: PKK7665 和光純薬株式会社 

・デルマタン硫酸（DS）: Lot No: QWMYC-GJ 東京化成工業株式会社 

・Extract Yeast Dried : Lot No.M9A2647 ナカライテスク株式会社 

・Toyopearl HW55F：東ソー株式会社 

・ポリペプトン、酵母エキス（Lot No : M9A2647）：和光純薬工業 

 

2.3 実験方法 

2.3.1 Paenarthrobacter nicotinovorans 19-1 株の培養 

＜PG寒天培地＞ 
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サケ由来プロテオグリカン(PG)粉末を終濃度 0.1%、ポリペプトンを終濃

度 0.6%、Yeast Extract を終濃度 0.02%を取り、寒天を加え 1.5%とした。

滅菌蒸留水（DW）100 ml に溶解し、pH 7.0 に調整した後、均一的にプレ

ートに入れる。P. nicotinovorans 19-1 株を PG寒天培地に接種し、27℃で

48時間を静置培養を行った。 

 

＜PG液体培地（ポリペプトン含有）＞ 

サケ由来プロテオグリカン(PG)粉末を終濃度 0.1%、ポリペプトンを終濃

度 0.6%、Yeast Extract を終濃度 0.02%となるように、滅菌蒸留水（DW）

100 ml に溶解し、pH 7.0 に調整した。これを 10 ml ずつ分注した後、オー

トクレーブ（120˚C、15 min）で滅菌した。前培養は 27℃で 48 時間、135 

rpm で振とう培養を行った。その後、上記の処方で 500 ml の PG 液体培

地を作り、前培養した懸濁液（菌培養液）を全部入れ、27℃で 48 時間、

135 rpm で振とう培養を行った。 

 

2.3.2 酵素の精製 

PG 液体培地（ポリペプトン含有）を 48 時間、27℃で培養した液を遠心

分離し、沈殿（菌体）は捨て、上清液（500 ml）に 75%飽和になるよう硫安

を加えてスターラーで攪拌（4˚C、一晩）し、遠心分離（8000 rpm、15 min、
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4˚C）した。上清液は捨て、沈殿は 10 mM 酢酸バッファー（pH 6.0）7.0 ml

に溶かし、粗酵素液とした。 

粗酵素を 0.1 M NaCl を含む 10 mM酢酸バッファー（pH6.0）で平衡化

した Toyopearl HW 55 Fine カラム（r=1.25 cm, l=97 cm, V=476 ml）にアプ

ライした後、同バッファーで溶出し、溶出液をフラクションコレクターで回収

した。フラクションの一部は、タンパク質量の定量や酵素活性試験、SDS-

PAGE に用いた。全ての精製操作は 4˚C で行なった。回収した酵素液を

次のステップに使った。 

10 mM 酢酸バッファー（pH 6.0）200 ml で DEAE Toyopearl 650M 

（r=1.2 cm, l=5 cm, V=22.6 ml）を洗浄した。酵素液をアプライした後、同バ

ッファー(pH 6.0)で洗浄した。酵素アプライ時のカラム非吸着液、バッファ

ーによる洗浄液をまとめて非吸着画分としてビーカーに回収し、限外ろ過

にて濃縮した。その後、0～0.3 M NaCl グラジエントを含む 10 mM酢酸バ

ッファー（pH 6.0）にて吸着タンパク質を溶出した。NaCl グラジエントによる

溶出液はフラクションコレクターで試験管(フラクション)に回収した。非吸

着画分および溶出・回収したフラクションについてタンパク質定量や酵素

活性試験などに供した。全ての精製工程は 4℃の条件で行った。 

 回収した酵素液は限外ろ過にて濃縮した。手順は下記のように行った。 
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＜マクロセップによる限外ろ過＞ 

遠心濾過ユニット（Macrosep® Advance Centrifugal Devices 30 K : Pall 

Corporation）を用いた。専用のファルコンチューブに限外ろ過膜をセットし、

初めに 10 mM 酢酸バッファー（pH 6.0）8 ml を 加えて 4℃、4000×g、20 

min で遠心分離して洗浄した。次にバッファーを捨ててサンプルを 7 ml 

加え、同様に遠心分離した。膜上に残ったサンプルを濃縮液として回収し

た。 

 

＜ナノセップによる限外ろ過＞  

遠心濾過ユニット（Nanosep® Advance Centrifugal Devices 30 K: Pall 

Corporation）専用のファルコンチューブに限外ろ過膜をセットし、DEAE後

の濃縮液 0.2 ml を加えて 4℃、4000×g、20 min で遠心分離して洗浄した。

膜上に残ったサンプルを濃縮液として回収した。 

 

2.3.3 活性測定法 

0.5 M酢酸ナトリウムバッファー （pH 6.0）を 100 μl、0.1% PG を 100 μl、

DW を 700 μl、酵素液を 100 μl をそれぞれ試験管に加え、試験管ミキサ

ーにて混合した。30℃で 一定の時間インキュベート後、1 M NaOH を 0.5 



27 
 

ml 加えて反応停止した[19]。酵素反応により生成した不飽和二糖を吸光

度計（波長 232 nm）により測定した[20]。 

酵素活性の 1 単位（U）は、基質を脱離的に切断して１分当たり不飽和

二重結合 1 μmol 相当の UV吸収物質を生成するために必要な酵素量と

定義した。1 mmol の吸収係数 5.5 をすべての計算に用いた。 

 

2.3.4 SDS-PAGE 及び Native-PAGE 

l ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）は Laemli の方法に従

って行った[21]。 

ゲルの組成は下記のように作られた。 

➢ 分離ゲル 

30% アクリルアミド                         3.3 ml 

DW                                   1.5 ml 

0.75 M Tris-HCl バッファー（pH 8.8）               5.0 ml 

10% SDS                               100 μl 

N, N, N’, N’-テトラメチルエチレンジアミン             8 μl  

ペルオキソニ硫酸アンモニウム              薬さじ小 1 杯 

 

➢濃縮ゲル  
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30% アクリルアミド                                0.38 ml  

Dw                                             1.45 ml  

0.25 M Tris-HCl バッファー（pH 6.8）                 1.88 ml  

10% SDS                                         37.5 μl  

N, N, N’, N’-テトラメチルエチレンジアミン                5 μl  

ペルオキソニ硫酸アンモニウム                薬さじ小  1/4 杯  

 

＜CBB 染色液＞ 

ク マ シ ーブ リ リ ア ン トブル ー                    0 . 5  g  

エタ ノ ー ル                                 1 0  m l  

酢酸                                      1 5  m l  

Dw で 200 ml にメスアップした。  

 

＜4×サンプルバッファー＞  

0 .25 M Tris-buffer                                25 ml  

スクロース                                    10  g  

ブロムフェノールブルー                           4  m g  

  

＜サンプル調製法＞ 

酵素液を限外ろ過膜（Nanosep 30 K）で遠心濃縮した後、回収液 10 μl 
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に 4×サンプルバッファー 5 μl、10% SDS 5 μl を加え、5 分煮沸し室温で

冷却してからゲルにアプライした。  

 

l Native-PAGE 

未変性ポリアクリルアミド電気泳動（Native-PAGE）はゲル、バッファー等

に SDS を含めない系にて行った。 

 

＜サンプル調製法＞ 

酵素液を限外ろ過膜（Nanosep 30 K）で遠心濃縮した後、回収液 10 μl 

に 4 × サンプルバッファー 5 μl、泳動バッファー 5 μl を加えてからゲル

にアプライした。 

 

2.3.5 タンパク質の定量(Bradford法) 

Bradford法によりタンパク質定量を行った[22]。Bradford試薬 1 ml と酵

素液 100 μl混合後、5～30 分の間に 595 nm の吸光度を測定した。  

＜Bradford 試薬＞ 

クマシーブリリアントブルーG-250                    100 mg 

エタノール                                        50 ml 

85% リン酸                                      100 ml 
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DW で 1 L にメスアップしてろ過（ろ紙 No. 2）後、褐色ビンで保存した。 

 

2.3.6 基質特異性 

HA、CSA、CSC、DS の 0.1%水溶液を基質溶液としてそれぞれ作成し

た[23]。各基質溶液 100 μl に PnHL 酵素液 50 μl を加えてインキュベート

(30℃, 30 min)を行った。酵素反応後、UV232 nm で吸光度を測定した。

また、0 time control として酵素液 100 μl を 5 min煮沸し、そこから 50 μl を

とり 0.1% PG 水溶液 100 μl に加え同様の手順で吸光度を測定した。 

 

2.3.7 PnHL タンパク質の同定 

10%アクリルアミド分離ゲルにて Native-PAGE を行い、蛍光染色液

（Oriole fluorescence Gel Stain、Bio-Rad社）50 ml にて染色した。タンパク

質のバンドをゲルから切り出し、後の分析に使用した。 

 

2.3.7.1 ゲルの洗浄 

  ゲル断片は 25 mM NH4HCO3/50% Acetonitrile（ACN）を 100 μl を加え

てインキュベート（30 min、室温）を行った。反応後溶液を取り除き、これを

3回繰り返した。A CN を 100 μl でゲルを 5 min脱水後、遠心乾固を行っ

た。 
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2.3.7.2. 還元化 

 10 mM Dithiothreitol（DTT）30 μl を加えてインキュベート（30 min、室温）

を行った。 

 

2.3.7.3. アルキル化 

DTT溶液を取り除き、55 mM Iodoacetamide （IAA）30 μl を加えてイン

キュベート（45 min、室温、遮光）を行った。IAA 溶液を取り除き、25 mM 

NH4HCO3（pH 8.0）100 μl加え攪拌してインキュベート（10 min、室温）した。

反応後溶液を取り除き、ACN 100 μl でゲルを 5 min脱水後、遠心乾固を

行った。 

 

2.3.7.4. 酵素処理 

0.1 mg/ml トリプシン溶液 25 μl を加えてインキュベート（4 ˚C、10 min）

を行った。トリプシン溶液を取り除き、25 mM NH4HCO3（pH 8.0） 30 μl を

加えてインキュベート（37˚C、一晩）後、5% Trifluoroacetic acid（TFA）を 

0.5 μl加えて遠心分離（1500 rpm、10 min）して反応停止した。 

 

2.3.7.5. Zip-Tip 精製 

 ・A液：50% ACN 
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 ・B液：1% TFA 

Zip-Tip は 200μL のピペットチップに C18 樹脂が充填されたものである

（Merck Millipore Corporation）。 

Zip-Tip を用い、A液による吸引・排出を三回繰り返した（湿潤化）。 

Zip-Tip に対し、B液による吸引・排出を三回繰り返した（平衡化）。 

Zip-Tip に対し、酵素反応液による吸引・排出を三回繰り返した（吸着）。 

Zip-Tip に対し、A 液による吸引・排出を三回繰り返した。溶出したものを

新しいチュープに回収し、遠心乾固した（約 2時間）。 

 

2.3.7.6. LC/MSMS 分析 

精製サンプルは 0.1% ギ酸 20 μl に溶かし、うち 5 μl をバイアルに移し

た。LCの条件はA液：0.1% ギ酸、B液：0.1% ギ酸＋ACNとして行った。

サンプル 2 μl をアプライして分析（45˚C、135 min）を行った。LC/MSMS装

置は AB Sciex社の TripleTOF6600 で、Q-TOF タイプの質量分析装置を

用いた。 

得られた個々のアミノ酸シグナルから、19-1 株のゲノム情報データベー

スを参照しながら、目的のタンパク質のアミノ酸配列を決定することができ

る。P. nicotinovorans 19-1 株のゲノム配列の分析は Macrogen Corp.に依
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頼した。このようにして、実験的に精製されたタンパク質が既知のタンパク

質と一致するかどうかを判定し、APL タンパク質を同定することができる

[23]。 

 

2.4 結果 

 

2.4.1 APL の精製 

PG 液 体 培 地 （ Yeast Nitvogen Base w/o Amino 含 有 ） で 

Paenarthrobacter nicotinovorans を 27℃で 48 時間培養し、遠心分離後

の培養上清について硫安沈殿処理を行った。沈殿は 0.1 M NaCl を含む

10 mM酢酸バッファー（pH 6.0）2.0 ml に溶かし、粗酵素液 7.0 ml を得た。

粗酵素液を 0.1 M NaCl を含む 10 mM酢酸バッファー（pH 6.0）で平衡し

た後、Toyopearl HW 55Fine カラムに注入し、カラムクロマトグラフィーにて

溶出した（図 2A）。溶出液のうち Fraction No.23〜32（約 50 ml）において

酵素活性が検出された。活性画分を回収し限外濾過（MacroSep 30 K）を

行った。濃縮した酵素液を 10 mM 酢酸バッファー（pH 6.0）で平衡化済の

DEAE Toyopearl 650 M カラムに注入し、次いで 10 mM 酢酸バッファー

（pH 6.0）によりカラムを洗浄した（サンプルアプライからここまでを非吸着

画分としてまとめて回収した）。カラムに吸着したタンパク質は、0～0.3 M 
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NaCl の濃度勾配により溶出した。非吸着画分および吸着・溶出画分に

ついて活性測定を行った結果、吸着画分に酵素活性は無く、非吸着画分

に PG 分解活性が検出された（図 2B）。非吸着画分を集めて限外ろ過に

て濃縮し、ポリアクリルアミド電気泳動（SDS-PAGE）に供したところ単一バ

ンドが示されたので精製酵素（PnHL）とした。PnHL の精製について、表１

に示した。 
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図 2A.  PnHL の Toyopearl HW 55F カラムクロマトグラフィー 
 

図 2B.  DEAE Toyopearl 650M カラムクロマトグラフィー （吸着画分のみ） 
 

表 1.  PnHL の精製表 

 

最終的な収率は 35.4%で、精製率は 0.86倍となった。 
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粗酵素 9.5 2.84 406.77 143.48 100 1

Toyopearl HW 55 
Fine 10 1.83 179.09 97.72 44.03 0.68

DEAE Toyopearl
650M 8 1.16 144.00 123.68 35.40 0.86
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2.4.2 分子量の測定 

PnHL について SDS-PAGE を行ったところ、分子量約 70 kDa の位置

にシングルバンドが示された（図 3）。 

 

 
図 3.  PnHL の Native-PAGE と SDS-PAGE について 
A：PnHL の Native-PAGE 
B：PnHL の SDS-PAGE 
M：マーカー 
染色：CBB 
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2.4.3 最適条件と安定条件 

PnHL の酵素活性に対する pH と温度の影響について、プロテオグリ

カン（PG）を基質として解析した。酵素の最適 pH は、pH 5.0 であり、最

適温度は 35℃であった（図 4&5）。また、酵素の安定 pH は 5.0-7.0 で

あり、酵素は 40 ℃まで安定であった（図 6&7）。50℃以上の温度では、酵

素の失活が観察された。 

 

 
図 4.  PnHL の最適 pH の測定 

0.1% PG 水溶液 100 μl、0.2 M バッファー （pH 1.0～12.0）100 μl、酵素液 50 μl、
Dw 750 μl を含む反応液を 30℃で 30 min インキュベート後、1 M NaOH 0.5 ml を

加えて反応停止し、OD 232 nm を測定した。酵素活性は最も高い測定値を 100%とし

た相対活性で示す[25]。 
使用したバッファー：CH₃COONa-HCl（ pH 1.0-4.0）、酢酸バッファー（pH 4.0-6.0）、

リン酸（pH 6.0-8.0）、Tris-HCl（pH 8.0-9.0）、Na₂CO₃-NaHCO3（pH 9.0-10.0）、Na₂B₄O₇-
NaOH（pH 10.0-11.0）。 
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図 5.  PnHL の最適温度の測定 

0.1% PG 水溶液 100 μl、0.2 M 酢酸-酢酸ナトリウムバッファー（pH 6.0）100 μl、酵

素液 50 μl、Dw 750 μl を含む反応液を各温度（10～70℃）にて 30 min インキュベ

ートした後、1 M NaOH 0.5 ml を加えて反応停止し、OD 232 nm を測定した。酵素活

性は最も高い測定値を 100%とした相対活性で示す。 
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図 6.  PnHL の安定 pH の測定 

酵素液 80 μl に各 0.2 M バッファー (pH 1.0～12.0) 80 μl を加えプレインキュベ

ート (40℃, 1 h)した。0.1% PG 水溶液 100 μl、0.2 M 酢酸-酢酸ナトリウムバッファー 
(pH 6.0) 100 μl、各 pH 酵素液 50 μl、Dw 750 μl を含む反応液を 30℃で 1 h イン

キュベート後、1 M NaOH 0.5 ml 加えて反応停止し、A 232 nm を測定した。酵素活性

は最も高い測定値を 100%とした相対活性で示す。  
使用したバッファー：CH₃COONa-HCl（pH 1.0-4.0）、酢酸バッファー（pH 4.0-6.0）、リ

ン酸（pH 6.0-8.0）、Tris-HCl（pH 8.0-9.0）、 Na₂CO₃-NaHCO3（pH 9.0-10.0）、Na₂B₄O₇-
NaOH（pH 10.0-11.0）。 
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図 7.  PnHL の安定温度の測定 
初めに酵素液 110 μl を含む 1.5 ml チューブを各温度（10～70℃）で 30 min プ
レインキュベートした。0.1% PG 水溶液 100 μl、0.2 M 酢酸-酢酸ナトリウムバッファー

（pH 6.0）100 μl、各温度酵素液 50 μl、Dw 750 μl を含む反応液を 30℃で 1 h をイ

ンキュベート後、1 M NaOH 0.5 ml 加えて反応停止し、OD 232 nm を測定した。酵素

活性は最も高い測定値を 100%とした相対活性で示す。 
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2.4.3 PnHL の基質特異性 

PnHL の基質特異性について、いくつかの GAG 基質を用いて解析し

た（図 8）。 

GAG に対する基質特異性を調べたところ、PnHL は HA に対する分解活

性が最も大きく、次いで CSC、CSAも分解したが、DS に対しては作用しな

かった。 

 

 
図 8  PnHL の基質特異性の測定 

0.5 M 酢酸ナトリウムバッファー（pH 5.0）100 μl、0.1% HA 100 μl、Dw 750 μl、酵素

液 50 μl を含む反応液を 30℃ で 0、15、30、45、60 min をインキュベート後、1 M 
NaOH 0.5 ml で反応停止し、OD 232 nm を測定した。0.1% CSA、0.1% CSC、0.1% 
DS、0.1% PG の各基質については加熱失活した酵素液を加えたものを作成し、ブラン

クとして測定した。 
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2.4.4 PnHL タンパク質の同定 

PnHL について SDSPAGE 後にポリアクリルアミドゲルから酵素タンパク

質を回収し、LC/MSMS によってアミノ酸配列分析を行った。同定された

アミノ酸を 19-1 株のゲノムデータに合わせて配列化し、得られたタンパク

質を BLAST により相同性検索した（図 9 ）。その結果、 PnHL は

Paenarthrobacter nicotinovorans polysaccharide lyase family 8 protein

（hyaluronate lyase）と非常に高い相同性を持つことが明らかになった。 

 

 

 

 
図 9  PnHL のアミノ酸配列分析 
LC/MSMS 分析により同定されたアミノ酸を緑色で示す。信頼度がやや低いものを黄

色、赤色で示す。 

 

 

 

LSLQFPRRTLLQGAGALSLAAVVSSMFAQNAWAEAEPGAAEFAALRNRWVDQITGRN
VIQAGDPDFAKAITSLNNKAADSLAKLNTSSGRTSVFTDLSLAKDAEMVTTYTRLSQLA
TAWATPTAAVFGDAAVLAAIKAGLADANTLCYNDRKEEVGNWWSWEIGVPRALADA
MVLLHAELSAAERTAYCAAIDHFVPDPWLQFPPKRGKITSVGANRVDLCQGIIIRSLAG
EDPAKLNHAVAGLSQVWQYVTSGDGIFRDGSFIQHSTTPYTGSYGVVLLTGLSKLFSLL
GGTAFEVSDPTRSIFFDAVEGSFAPVMINGAMADAVRGRSISREANTGYDLGASAIEAIL
LLARAMDPATAARWRGLCAGWISRNTYRPILNSASVPRTALVKELQATGVAPVAEATG
HKLFPAMDRTMHRGPGWALSLSMSSNRIAWYECGNGENNRGYHTGSGMTYFYTSDL
GQYDDAFWATANYNRLPGTTVDTTPLPDKVEGEWGAAVPANEWSGATTLGEVAAV
GQHLVGPGRTGLTARKSWFVSGDVTVCLGADISTASGARVETIVDHRNLHQGSNTLT
TAAGTIAGTAGTVEVLGDGRWVHLEGFGGYAMLDDSPLHVLRETRSGSWSGVNINGS
ATVQQRNFATIYVDHGVGPVAGSYAYMVAPGASVDLTRKLLQGNKYRVIRNDTTAQS
VEFKTAKTTAATFWKPGMAGDLGASGPACVVFSRHGNELSLAVSEPTQKAAGLTLTL
PEGTWSSVLEGAGTLGTDADGRSTLTLDTTGLSGQTKLIKLRR
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2.5 考察 

19-1 株の産生する酵素（PnHL）を菌の培養上清からカラムクロマトグラ

フィーにより精製することに成功した。19-1 株の産生する酵素（PnHL）は

pH 6.0、30˚C で最大活性を示し、電気泳動（SDS-PAGE）にて 70 kDa の

タンパク質バンドを示した。GAG に対する基質特異性を調べたところ、

PnHL は HA に対する分解活性が最も大きく、次いで CSC、CSAも分解し

たが、DS に対しては作用しなかった。PnHL について LC/MSMS によって

アミノ酸配列分析を行い、その結果を 19-1 株の全ゲノム解析データと照

合した。その結果、95％の信頼性で同定されたアミノ酸は 377 残基であり、

PnHL タンパク質配列の 82.9％を占めていた。相同性解析により同定され

たタンパク質は Paenarthrobacter nicotinovorans polysaccharide lyase 

family 8 protein （hyaluronate lyase、WP_189076633.1）と高い相同性を示

した[24]。PnHL は基質特異性において HA に対して最も高い分解活性を

示すことから hyaluronate lyase（EC 4.2.2.1）に分類されると考えられる[25]。

しかし CSC、CSA の分解活性も相当に高いことから chondroitin AC lyase

（EC 4.2.2.5）に含める議論も完全には消去できない。よって本論文では敢

えてグリコサミノグリカン分解酵素と称することにした。 

グリコサミノグリカン分解酵素の 1 つであるヒアルロニダーゼは、近年、
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関節の治療・病態改善を目的として製薬業界や臨床医学での使用が注

目されており、バイオテクノロジー研究でこれから重要な役割を果たすと

思われる[26][27][28]。関節部に多い PG であるアグリカンは CSA と CSC

に富むため、それらに対して高い分解活性を示す PnHL は、関節部のヘ

ルニア治療・改善を目的とした酵素療法に適していると言える。その他に、

低分子ヒアルロン酸オリゴ糖の生物活性は天然高分子ヒアルロン酸よりも

優れているという情報もあり、ヒアルロニダーゼはヒアルロン酸オリゴ糖を調

製するための主要なツールになると考えられる。自然界からさまざまな特

性の新しいグリコサミノグリカン分解酵素を発見し、その機能と特性をより

深く理解することは、基礎研究のみならず応用的な視点からも重要な事で

あると思われる。 

本研究では細菌の生産するグリコサミノグリカン分解酵素を精製し、酵

素的な性質を明らかにする事ができたが、酵素の構造についてはまだ不

明のままとなっている。これら様々なグリコサミノグリカンに作用する酵素の

基質認識の差を明らかにするには、遺伝子クローニングならびにその発

現系を構築し、活性中心近傍のアミノ酸残基を置換するなどの、タンパク

質工学的なアプローチが今後の展開に望まれる。 
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第 3 章 Paenibacillus yunnanensis 16-6 株から精製したグリコサミノグリカ

ン分解酵素 PyHL の特性分析及び大腸菌における PyHL の遺伝子発現

解析 

 

3.1 緒言 

当研究室ではこれまでに青森県周辺の陸水界から GAG 分解細菌のス

クリーニングを行い、Paenibacillus yunnanensis 16-6 株を分離した。今ま

でに様々な微生物から GAG lyase が報告されており[29]、Arthrobacter 属

菌からは A. aurescens を始めとして幾つかの酵素の性質が報告されてい

る。一方、Bacillus 属菌からの報告は少なく [30]、さらに近縁である

Paenibacillus 属菌から酵素として報告された例は未だにない。 

本論文では PyHL について、酵素の精製、諸性質の解析を行い、さら

に消化産物の分析、大腸菌における PyHL の遺伝子発現解析を行った。

それらの結果について報告する。 

 

3.2 実験材料 

 

3.2.1 試料 

津軽国定公園「十二湖」鶏頭場ノ池からサンプリングした淡水を
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メンブレンフィルターにて濾過後、フィルター上の菌を PG含有液

体培地にて集積培養した。さらに PG寒天培地にて単一コロニーに

なるまで継代培養を繰り返した。この菌株（16-6株）は弘前大学

農学生命科学部殿内暁夫教授らによる 16S rRNA系統解析により、

Paenibacillus yunnanensisと同定された。 

 

3.2.2 試薬 

Toyopearl HW55Fは東ソー株式会社から購入した。ポリペプトン、

酵母エキス（Lot No : M9A2647）は和光純薬工業から購入した。プ

ロテオグリカン（PG :サケ由来、分子量 約 100 万）はグライコスモ

研究所の児島薫氏から寄贈いただいた。 

 

3.3 実験方法 

 

3.3.1 培養条件 

HA液体培地 

HA                               （終濃度 0.1%） 

Yeast Nitrogen Base (w/o) Amino Acid  （終濃度 0.67%） 

Yeast Extract                       （終濃度 0.02 %） 
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上記通りに各々の成分を滅菌蒸留水（Dw）100 ml に溶解し、pH7.0 に調

整した後、オートクレーブ（120℃、15 min）で減菌した。減菌後の培地に

Paenibacillus yunnanensis 16-6 株の単一コロニーを植菌し、それらを 27℃

で 48 時間振盪培養（135 rpm）した。培養した後の培養液の濁度を OD 

600 nm にて測定した。 

 

3.3.2 酵素の精製 

 

3.3.2.1 硫安沈殿 

HA 液体培地で培養した培養液を遠心分離して得た上清液（1000 ml）

に 70% 飽和となるように硫安を加、スターラーで攪拌（4℃、一晩）した。

その後、遠心分離（8000 rpm, 20 min, 4℃）を行い、沈殿を得た。6 ml の

0.1 M NaCl を含む 10 mM酢酸バッファー（pH 6.0）に沈殿を溶かし、粗酵

素液とした。 

 

3.3.2.2 ゲル濾過カラムクロマトグラフィー 

カラム：Toyopearl HW55 Fine カラム（r=0.9 cm, l=85 cm, V= 216 mL） 

溶出バッファー：10 mM酢酸バッファー（pH 6.0）+0.1 M NaCl 

操作手順：全ての精製工程は 4℃の条件で行った。0.1 M NaCl を含む
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10 mM酢酸バッファー（pH 6.0）でカラムを平衡化した。粗酵素液をアプラ

イした後、同バッファー(pH 6.0)で溶出し、溶出液をフラクションコレクター

で回収した。回収したフラクションの一部は、タンパク質定量や酵素活性

試験、SDS-PAGE に用いた。 

 

3.3.2.3 陰イオンカラムクロマトグラフィー 

カラム：DEAE Toyopearl 650M (r=1.2 cm,l=5 cm,V=22.6 ml) 

溶出バッファー：10 mM酢酸バッファー（pH 6.0）,0→0.3 M NaCl 

操作手順：全ての精製工程は 4℃の条件で行った。10 mM 酢酸バッファ

ー（pH 6.0）200 ml でカラムを洗浄した。粗酵素液をカラムにアプライした

後、同バッファー(pH 6.0)で洗浄した。次に 0～0.3 M NaCl グラジエントを

含む 10 mM 酢酸バッファー（pH 6.0）にて溶出し、溶出液をフラクションコ

レクターで回収した。回収したフラクションの一部は、タンパク質定量や酵

素活性試験、SDS-PAGE に用いた。 

 

3.3.3 限外ろ過 

＜限外ろ過膜（100 K）＞ 

遠心濾過ユニット（Nanosep 100 K Omega 24/pk : Pall Corporation）を用い

た。専用のファルコンチューブに限外ろ過膜をセットし、初めに Dw 1.5 ml 
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を加えて 4℃、4000×g、20 min で遠心分離して洗浄した。次に Dw を捨

てた後サンプルを 1.5 ml 加え、同様に遠心分離した。膜上に残ったサン

プルを濃縮液として回収した。 

 

＜限外ろ過膜（100 K）＞ 

遠心濾過ユニット（Macrosep® Advance Centrifugal Devices 100 K : Pall 

Corporation）専用のファルコンチューブに限外ろ過膜をセットし、初めに

Dw 15 ml を加えて 4℃、4000×g、20 min で遠心分離して洗浄した。次に

Dw を捨てた後サンプルを 15 ml 加え、同様に遠心分離した。膜上に残

ったサンプルを濃縮液として回収した。 

 

3.3.4 ポリアクリルアミドゲル電気泳動 

第二章の実験方法 2.3.4 を参照。 

 

3.3.5 活性測定法 

第二章の実験方法 2.3.3 を参照。0.1% PG は 0.1% HA に差し替え

た。 

 

3.3.6 タンパク質の定量 
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第二章の実験方法 2.3.5を参照。 

 

3.3.7 HPLC よる生成物の解析 

0.01%の HA、0.05 M 酢酸緩衝液（pH 5.0）および酵素からなる反応混

合液を 30℃で 30 分から 12時間インキュベートした。HA のサイズの変化

は、TOSOH TSK-gel G5000PWXL カラム（東ソー株式会社、日本）を用い、

0.2M NaCl溶液（0.5 ml/min）中でゲルろ過HPLC により分析した。流出液

は示差屈折検出器（Model RID-10A , Shimazu Co.）にてモニターした。 

 

3.3.8 PyHL タンパク質のアミノ酸配列分析 

P. yunnanensis 16-6 株のゲノム配列分析は、Macrogen Corp. に依頼し

た。PyHL タンパク質を SDS-PAGE から回収し、リシルエンドペプチダーゼ

（トリプシン）で処理した。PyHL の内部アミノ酸配列は MALDI-TOF MS

（Triple TOF 6600 Plus System, AB Sciex Co.）にて分析した。 

 

3.3.9 PyHL 遺伝子のクローニングと配列解析 

P. yunnanensis 16-6 株のゲノム配列をもとに、Nde I および Xho I制限部

位 を 含 む プ ラ イ マ ー （ フ ォ ワ ー ド / リ バ ー ス ） Py-03

（ ATCATATGACGATGAAGAAAAAACTG ） お よ び Py-04
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（ CCCTCGAGTTTATTCAACAGACGATA ） を 設 計 ・ 合 成 し た 。 P. 

yunnanensis のゲノム DNA を鋳型として標的遺伝子を増幅し、プラスミド

pET-21a にライゲーションした。組換えプラスミドの塩基配列は、マクロジェ

ン・ジャパン株式会社（日本、京都）で決定した。PyHL のアミノ酸配列は

ExPASy の translateツールで行い、類似性は Clustal W で行った。タンパ

ク質の理論分子量と等電点は ExPASy サーバーの Compute pI/Mw ツー

ルで推定した。 

 

3.3.10 組換え PyHL の発現と精製 

組換えプラスミドを大腸菌 BL21 (DE3)に形質転換し、アンピシリン(200 

μg/ml)を添加した LB 中で 37℃培養した。OD600 が 0.4-0.6 になった時

点で、組換え株を 1 mM IPTG で誘導し、組換え PyHL を 25℃で 24時間

発現させた。 

遠心分離で細胞を回収し、超音波処理で破砕した。上清を遠心分離し

て粗酵素液とし、Ni-セファロースアフィニティーカラムを用いて目的タンパ

ク質を精製した。カラムから溶出した組換え PyHL は、抗 His タグ抗体を

用いたイムノブロッティングにより検出した。発現タンパク質の酵素活性は、

0.05 M 酢酸バッファー（pH 5.0）中 0.01%(w/v)の HA 90 μl に組換え PyHL 
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10 μl を加え、30℃で一晩反応させた。10μl の 0.1% Bioprase (Nagase 

Chemtex Co., Japan)を加え、さらに 150 分間インキュベートした後、その少

量を酢酸セルロース電気泳動で展開した。 

 

3.3.11 バイオ情報解析 

分子量(MW)、等電点(pI)の予測は、ExPaSy (http://www.expasy.org)を

用いて行った。 

 

3.4 結果 

 

3.4.1 酵素の精製 

HA 液体培地(Yeast N Base w/o a.a含)で P. yunnanensis 16-6株を培

養し、遠心分離後の培養上清について硫安沈殿処理を行った、沈殿は

0.1 M NaCl を含む 10 mM酢酸バッファー（pH 6.0）2.0 mlで溶かし、

粗酵素液 2.0 mlを得た。粗酵素液を 0.1 M NaClを含む 10 mM酢酸バ

ッファー（pH 6.0）で平衡した Toyopearl HW 55Fineカラム（V=216 

ml）に注入し、カラムクロマトグラフィーを行った（図 10）。溶出液

のうち Fraction No.18~22（約 25 ml）において酵素活性が検出された。

活性画分を回収し、限外濾過（MacroSep 30 K）により濃縮した。濃
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縮液を 10 mM酢酸バッファー（pH 6.0）で平衡化した DEAE Toyopearl 

650 M カラム（V=22.6 ml）に注入し、カラムクロマトグラフィーを

開始した。まず、10 mM 酢酸バッファー（pH 6.0）により洗浄画分を

回収した後、吸着したタンパク質は、0～0.3 M NaClの濃度勾配によ

り溶出した（図 11）。得られた Fraction No.28~32に HA分解活性が検

出された。活性画分（各 Fr 28~32、酵素液 Fr.28,Fr.30,Fr.32）を回収し、

精製酵素とした。 
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図 10. Toyopearl HW 55Fカラムを用いた PyHLのゲル濾過クロマトグラフィー 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 11. DEAE Toyopearl 650Mカラムを用いた PyHLの陰イオン交換カラムクロ

マトグラフィー 
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3.4.2 分子量の測定 

Fr.30の試料についてポリアクリルアミドゲル電気泳動を行ったと

ころ、分子量約 74 kDaの位置にシングルバンドが示された（図

12）。 

 
図 12.  Peanibacillus yunnanensisが産生するヒアルロン酸リアーゼの SDS-PAGE  

M : マーカー 

A : 精製した PyHL 

染色：CBB 
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3.4.3 最適条件と安定条件 

P. yunnanensis から精製した酵素 PyHL の活性に対する pH と温度

の影響について、ヒアルロン酸（HA）を基質として解析した。酵素

の最適 pHは、pH 5.0であり、最適温度は 35℃であった（Fig.13a&13b．）。

また、酵素の安定 pHは 5.0-7.0であり、酵素は 45℃まで安定であっ

た（Fig.13c&13d．）。50℃以上の温度では、酵素の失活が観察された。 

 

 

図 13. PyHL の活性と安定性に対する pH と温度の影響 

a) ヒアルロン酸リアーゼ活性に対する pH の影響。c)ヒアルロン酸リアーゼの pH 安定 

性。様々な pH の緩衝液で 30℃、30 分間インキュベートした後、30℃の酢酸バッファ

ー中（0.5 M、pH 5.0）で残存活性を測定した。b) ヒアルロン酸リアーゼ活性に対する

温度の影響。d) ヒアルロン酸リアーゼの安定性に対する温度の影響。 
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3.4.4 酵素の基質特異性 

PyHLの基質特異性について、いくつかの GAG基質を用いて解

析した（図 14）。PyHLはヒアルロン酸に対する分解活性が最も高

く、コンドロイチン硫酸 Aと Cも少し分解したが、デルマタン硫

酸は分解しなかった。 

 

 
図 14. 様々な GAG に対する PyHL の基質特異性 

0.5 M 酢酸ナトリウムバッファー（pH 6.0） 100 μl、0.1% HA 100 μl、Dw 750 

μl、酵素液 50 μlを含む反応液を 30℃ で 30 minをインキュベート後、1 M 

NaOH 0.5 mlで反応停止し、OD 232 nm を測定した。0.1% CSA、0.1% CSC、

0.1% DS、0.1% PG、0.1% GAG、0.1% 脱硫酸化 GAGの各基質については加熱

失活した酵素液を加えたものを作成し、ブランクとして測定した。 
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3.4.5 消化産物について 

反応混合物をゲルろ過 HPLC にて分析した。溶出液は不飽和バンドに

特異的な 232 nm でモニターした。ヒアルロン酸オリゴ糖を基質として用い

た時の生成物の変化を経時的にモニターしたところ、十糖と四糖は検出さ

れたが、二糖は検出されなかった（図 15）。 

細菌のヒアルロン酸リアーゼはその基質特異性によって 3 つのタイプの

酵素に分けられる。Streptomyces hyalurolyticus のヒアルロン酸リアーゼは

HA に厳密に特異的であるが、Streptococcus dysgalactiae の HL は C4S と

C6S に少し活性を示す[33, 34]。Arthrobacter のヒアルロン酸リアーゼは

CS を分解し、その割合は HA に対する活性のほぼ 3 分の 1 である[35] 。

この背景から、PyHL は Streptococcus ヒアルロン酸リアーゼと同様の特異

性を持つと考えられた。 

研究では、ヒアルロン酸オリゴ糖には、血管新生の促進[36]、免疫調節、

抗腫瘍[37] など、医学の分野で重要な応用の可能性があることが示され

ている[38]。PyHL で HA を消化した生成物を HPLC で分析した結果によ

り、最終生成物は 4 糖、10 糖であると推定された。PyHL は酵素生産菌と

酵素の作用特性の点から非常に珍しい酵素だと考えられる。 

 



59 
 

 
図 15.  PyHL による HA の分解産物の HPLC 分析 

反応混合物を 0.5 M 酢酸緩衝液（pH 5）と 0.1% HA中、30℃で 30 分から 12時間酵

素とともにインキュベートした。反応生成物はヒドロキシル化ポリメタクリレートカラム(7.8 

x 300 mm)を用いた HPLC で分析した。カラム溶媒は 0.2 M NaCl で 0.5 mL・min-1 の

流速で溶出した。オリゴ糖は 232 nm の UV 吸光度で検出した。 
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3.4.6 P. yunnanensis のゲノム解読と PyHL 遺伝子の同定  

43 コンティング、8,050,114 bp、平均 187,211 bp（最大 725,856 bp、最小

827 bp）のゲノム配列が得られた。N50 conting length は 364,163 bp であっ

た。総 G+C 含量は 53.21%であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 16.  Paenibacillus yunnanensis の全ゲノム de novo 配列決定 

 

 

 

Whole genome de novo sequencing of Paenibacillus yunnanensis 
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3.4.7 PyHL 遺伝子のクローニングと配列解析 

ゲノム配列解析の結果、P. yunnanensis strain 16-6 にはヒアルロン酸リアー

ゼをコードする遺伝子が 1 つだけ見つかり、それは 826 アミノ酸をコードす

る 2481 bp のオープンフレームからなる。このタンパク質の理論分子量は

87.2 kDa、等電点は 5.07 であった。しかし、NCBI 配列アラインメントの結

果、報告されている HL との類似性は低かった。ExPASy の Prosite

（http://prosite.expasy.org/）を用いてアミノ酸配列からタンパク質の機能を

予測したところ、C末端側に 3 つの S層相同ドメインが並んでいることがわ

かった（図 17）。 

 

図 17. ExPASy (http://prosite.expasy.org/))の Prosite により PyHL のアミノ酸配列から

タンパク質の機能を解析した。 

3 つの S-layer homology ドメインが C-末端側に並んでいる。 

 

 

MTMKKKLVVSTVAASLVFSSLAGLPVSTKGLLEKLGVGAEVAQAATPGLNTIVNELNKVHSYVWTDDEKASISQ
ARAQLNNLGNNAEDTALVSEVTTRINSKLSAVEDPSEFDQLSDANILKLFSALNVFFTVEAIEENTEEGTSLADALV
SKELRPVIKQLAKLGGSSKEDLSVQDAADFAIAVEAALKAQLADKDFDNLAKLATDVQAMKDIIKAAVDSVMNN
KALKFSTVLSNIGITVDDVAAVTNKIVAAVDPKREAATTIALALLRSEANTTFARTSDYIENSQTQNYQFTILGKTLP
NILVWTSSNANIAVAYVEDSGKIKTTQTGTGSVTTTLEGKIVAPGTLLDNKVLVRQTVTSAYNPVKNNNNKGGGG
GGGGGIVTSPVNQASNNAQSTLSSIKDQLKNASEEKRQQLIEQARAAVAETIAQITKIDLSSSIAANGDKGVAKLDT
AALVQQIQEIAAESQKLFDALKEIDPDAAPSKLELTLNLGDITVKTLEIPLAKELLAAAKDNGIDKIAVSIKGVTLAL
DPRTFSADTTLTIGKKDADAATSVTQLPVASGVFEFEFSSNGAAVTNFSSPVEVRLAVADPSKFDTEKLVLAKIVDG
KLEFYGGKYNAKDRQFNGKRKSFSTYTVVENNVVFNDTASVKAWAGRQIEVAAAKGILEGRGDNEFVPNGTV
TRAEFAKMIVKTFGLEDASATENFSDVNDNDWFKPYVAAAVKSGLVNGREEGKFDPNGQITRAEMATIAAR
ALQSVNGAKAASDVDAALKAFTDADSIHESLKAGVALSVGEGIIVGEDNNKFNPNADSTRAQAAVVIYRLLN
K

http://prosite.expasy.org/
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3.4.8 組換え PyHL の精製と活性測定 

 組換え発現用プラスミドを構築し、大腸菌 BL21 (DE3)で発現させること

に成功した。組換え体タンパク質はウェスタンブロッティングにより推定分

子量 87 kDa を示した（図 18）。HA を基質として、未精製および精製した

組換え体 PyHL活性を酢酸セルロース電気泳動で示した（図 19）。 

 

図 18. ウェスタンブロッティングによる標的タンパク質の検討 

M：タンパク質分子量マーカー 

レーン 1-3：PyHLを発現する組換え株の細胞溶解液の遠心上清（各濃度：それぞれ

5、15、10 μl） 

 

100 kDa

70 kDa

M    1     2                 3  
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図 19. 組換え PyHL の活性アッセイ。 

反応は 0.5 M 酢酸バッファー(pH 5.0)中 0.1%(w/v)の HAナトリウムを用いて 30℃、一

晩で行い、0.1%バイオプラーゼを 10 μl 加えて停止させた。反応液を酢酸セルロース

電気泳動で調べた。 

レーン 1,6 : 標準溶液 (0.01% HA), 

レーン 2 : Contorl (不活性化粗 PyHL) 

レーン 3 : 粗 PyHL 

レーン 4 : Contorl (不活性化 PyHL) 

レーン 5 : PyHL 

 

3.4.9 バイオインフォマティクス解析 

 分子量(MW)と等電点(pI)の予測値はそれぞれ 87,237 Da と 5.07 であっ

た。 
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3.5 考察 

本研究では、Paenibacillus yunnanensis の発酵ブロスから細胞外ヒアル

ロン酸リアーゼを均質に精製することに成功した。この酵素は SDS-PAGE

でおおよそ 74 kDa の分子量を示し、既知の HL、例えば 73. 7 kDa 

(Arthrobacter globiformis A152) [39] 、 77 kDa (Streptomyces 

hyalurolyticus) [40]などの HL と類似していたが、120 kDa (Bacillus niacini 

strain JAM F8) [41]、50 kDa (group A type 4 Streptococcus) [42]、107 kDa 

(Streptococcus pneumoniae) [43]、114 kDa (Clostridium perfringens) [44]

などの HL とは異なっていた。この酵素の特性についても検討した結果、

PyHL は 35℃、pH 5 で最大の活性を示すことが明らかになった。 

 様々な生物種のヒアルロン酸リアーゼは GAG 基質に対して異なる特異

性を示す[45]。PyHL は HA に対して最も高い基質特異性を示した。一般

に、ヒアルロン酸リアーゼ(EC 4.2.2.1)は通常 HA を分解し、CS に対しても

ある程度の分解活性を示す。例えば、HCLaseM (Microbacterium 属菌)

は HA と種々の CS を分解し、CS-A、CS-B、CS-C と HA に対してほぼ同

じ酵素活性を示したが(それぞれ 98, 97, 96, 100%)、PyHL は CS に対して

最も低い活性を示し、HA に対して相対的に高い基質特異性を示した（表

2）[46][47][48][49][50]。PyHL は機能性ヒアルロノオリゴ糖の調製や HA
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の機能相関を調べるための有効なツールとなる可能性がある。 

PyHL で HA を消化した生成物を HPLC で分析した結果から、最終生

成物は 4 糖、10 糖フラグメントであると推定された。PyHL は酵素生産菌と

酵素の作用特性の点から非常に珍しい酵素であると考えられる。P. 

yunnanensis 16-6 株の全ゲノム解析を行い、ゲノムデータを取得した。次

に、精製した PyHL タンパク質について LC-MS/MS 分析を行い、得られ

たデータからアミノ酸配列を予想し、BLAST プログラムにより相同性解析

を行った。その結果、S-layer homology domain containing protein が高い

スコアでヒットした。ExPASy の Prosite と Proparam などのプログラムにより

予想されたタンパク質の機能を予測したところ、このタンパク質は C 末端

側に S-layer homology domain が三つ並んでいる、機能は未知の 826 ア

ミノ酸残基からなるタンパク質（分子量は約 87.2 kDa、等電点 5.07）である

と推定された。 

P. yunnanensis の菌体をテンプレートとして PCR を行い、PCR 産物を精

製し、T―ベクターに組み込み、1 次クローニングを行った。次に、目的の

遺伝子断片を切り出して、発現用 pET21aベクターに組み込み、大腸菌を

形質転換した。その後、大腸菌を培養し、培養液から菌体を回収した。

SDS―PAGE で発現タンパク質を確認し、次に、His-tag を含む組換え
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PyHL を Ni-カラムクロマトグラフィーで精製し、HA 分解活性の測定を行っ

た。その結果 rPyHL が HA を分解したことが示された。 

配列類似性の検索によれば、PyHL は様々な HL に対する相同性が低

い（ 20％以下）と示されたが、大腸菌で発現した rPyHL が HA 分解活性

を持っていることが示された。 

PyHL は、HA を特異的に消化するために、機能性オリゴ糖の調製と

HA の分析に効果的なツールとなる可能性があり、薬学と生化学的研究

で使用される可能性がある。本研究では、PyHL の遺伝子発現実験から、

遺伝子レベルでの新規な HA リアーゼの存在を確認した。将来的には遺

伝子工学によってそのような酵素を大規模に生産できる可能性が示唆さ

れた。 
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表 2. 異なる微生物由来のヒアルロン酸リアーゼとPyHLの基質特異性の

比較 

基質 

酵素 由来 HA CSA CSC DS 参考文献 

PyHL Paenibacillus yunnanensis 

strain 16-6 

100 7.4 9.1 0 本論文 

HCLaseM Microbacterium sp. H14 100 98 96 97 [46] 

BniHL Bacillus niacin 100 44 30 0 [47] 

HAase-B Bacillus sp. A50 100 39 14 0 [48] 

HCLase Vibrio sp. FC509 100 45 43 0 [49] 

HL Arthrobacter globiformis 

strain A152 

100 24.7 - 0 [50] 

HA を基質とする活性は 100%とした。データはリファレンスの比活性または相対活性

から計算した。 
- ：データは未詳。 
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第 4 章 総合考察 

 

4.1 研究の概要 

動物の軟骨部などの細胞外空間（細胞外マトリックス）には、繊

維状タンパク質であるコラーゲンを架橋する様にグリコサミノグリカ

ン（GAG）と呼ばれる酸性多糖類が存在している。GAG はウロン酸

(UA)とヘキソサミンからなる二糖が直鎖状に交互に配列した繰り

返し構造を有している。構成単位となる二糖のうち、UA ユニット

は、β-D -グルクロン酸 (GlcA)またはその C5 エピマーであるα-

L-イズロン酸 (IdoA)のいずれかであり、アミノ糖はα-D-、または

β-D-グルコサミン（GlcN)、或いは N-アセチル-β-D-ガラクトサミ

ン(GalNAc)のいずれかである。それぞれの単糖には 0 から 2 残基

の硫酸基が結合し、糖鎖の多様性を高めている。GAG はこれらの

二糖の構成により、GlcN を含有するヘパラン硫酸 (HS)やヘパリ

ン（Hp）、GalNAc を含有するコンドロイチン硫酸（CS）およびデル

マタン硫酸 (DS)などの異なる GAG ファミリーが生じる。ケラタン硫

酸（KS）はウロン酸を含んでおらず、代わりに D-ガラクトースと N -

アセチルグルコサミン（GlcNAc）が交互に連結している。ヒアルロン
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酸 (HA)は GlcNAc と GlcA の繰り返し構造から成り、タンパク質部

分を持たない多糖類である。 

GAG はグリコシドヒドロラーゼ（EC 3.2.1 群、Glycoside 

Hydrolase、GH）による加水分解的切断、または多糖類リアーゼ

（EC 4.2.2 群、Polysaccharide Lyase、 PL）による脱離的切断の

いずれかによって酵素的に分解される。GAG の分解は動物細胞

においては通常、リソソームに局在する加水分解酵素により行わ

れる。エンドサイトーシス作用により細胞内に取り込まれた GAG（あ

るいはプロテオグリカン）は、エンドソーム内あるいは初期リソソーム

内でエンド型加水分解酵素によって分子内切断を受ける。ある程

度低分子化されたグリコサミノグリカンは、リソソーム内でさらに加水

分解酵素の作用を受けてオリゴ糖となり、その後エキソ型グリコシ

ダーゼの協調的な作用によって非還元末端側から順次加水分解

されることが報告されている。 

一方、微生物には GAG を分解する脱離酵素（PL）を産生する

ものが知られている。微生物がつくる PL は主たる基質となる GAG

の種類により、HAlyase (EC 4.2.2.1)、CS AC lyase (EC 

4.2.2.5)、CS ABC lyase (EC 4.2.2.20) などに分けられている。タ
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ンパク質の一次構造上の相動性に重点を置く CAZY 

(Carbohydrate-Active Enzymes Database)では、それらはいずれ

も PL family 8 に属している。 

本研究では、青森県内の自然界から GAG を基質とした集積培

養により GAG 資化性細菌を分離し、その中から Paenarthrobater 

nicotinovorans 19-1 株、さらに Paenibacillus yunnanensis 16-6

株の産生する GAG 分解酵素（それぞれ PnHL、PyHL と称する）

について精 製 及 び酵 素 の特 性 解 析 を行 い、分 子 量 、最適作 用条

件及 び各 GAG に対する分 解活性 などを明らかにした（従来の

Arthrobater 属は Paenarthrobacter 属の synonym であるため、本

論文 では後者を採用 する） 。HA を炭素源とする液体培地で各菌

を培養後、遠心分離により得た上清液からカラムクロマトグラフィー

により精製酵素を得た。PnHL と PyHL の分子量は電気泳動的に

70 kDa と 74 kDa と求められ、基質特異性はいずれも HA を最もよ

く分解し、硫酸化 GAG である CSA、CSC に対しても有意に高い分

解活性を示した。PnHL について LC/MSMS によりアミノ酸配列分

析を行い、その結果を P. nicotinovorans 19-1 株の全ゲノム解析

データと照合 した結 果 、PL family 8 に属 する GAG lyase（HA 
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lyase または CS AC lyase）と同定された。一方、PyHL は HA やコ

ンドロイチン無硫酸を優先的に分解するが、CSA や CSC の分解

活性が低いことから、従来の HA lyase に比べて珍しい基質特異

性を有する酵素であると考えられた。HA を基質として PyHL と酵素

反 応 させ、経時的 に反 応 生 成 物 をゲルろ過分 析 した結 果 から、

PyHL は HA に対しエンド型に作用することが推定された。近年、

ゲノム解 析 か ら の GAG/HA lyase の登録は 増加 し て い る が 、

Paenibacillus 属菌の HA lyase の酵素的な性質に関する情報は

無く、本研究が新規な報告となった。  

 

4.2 今後の研究方向 

細菌由来のグリコサミノグリカン分解酵素は、バイオエンジニアリングの

分野で大きな可能性を秘めているが、その触媒機構や基質特異性につ

いての現在の理解は非常に限られている。したがって、生化学、分子生

物学、構造生物学を組み合わせることにより、細菌由来グリコサミノグリカ

ン分解酵素の触媒機構と基質特異性を包括的に解明することが今後の

課題である。さらに、細菌のグリコサミノグリカン分解酵素の触媒効率と特

異性は、その基質構造に大きく依存する。従って、基質特異性の異なる
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細菌のグリコサミノグリカン分解酵素を単離・精製し、遺伝子工学的手法

を用いてタンパク質工学的に解析することにより、基質特異性の異なる細

菌のグリコサミノグリカン分解酵素の認識能や触媒活性をさらに向上させ

ることが可能であり、生物医学や産業分野への応用が期待される。また、

バイオインフォマティクスの発展に伴い、バイオインフォマティクスの手法

を用いて多数の細菌のグリコサミノグリカン分解酵素遺伝子をスクリーニン

グ・解析することで、新たなグリコサミノグリカン分解酵素遺伝子の資源を

掘り起こし、さらなる機能研究を行うことができる。一方、メタゲノミクスなど

の手法により細菌の構造多様性を研究することで、より多くの触媒能を有

するグリコサミノグリカン分解酵素を掘り起こすことができる。 

さらに、細菌のグリコサミノグリカン分解酵素は、重要な生体触媒の一種

として、生化学および製薬産業における広範な応用が期待されている。

今後の研究では、酵素工学、レトロウイルス、CRISPR-Cas9 を組み合わせ、

酵素の基質特異性や触媒特性を改変することで、生物医学や産業にお

ける応用をよりよくサポートし、発展させることができる。 
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