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第 1章 序論 
 

1-1. 海藻について 

 

 日本は海に囲まれた国であり、古くから魚類、貝類、海藻などが食用として利用されてき

た。海藻は、食物繊維や鉄、カルシウムなどのミネラルに富み、現代では健康食材の一つと

して挙げられている。日本では縄文時代から海藻を利用していた痕跡が発見されており、岩

上に生育し採取し易く、柔らかく美味しいことから、食料や製塩の道具として扱われていた。

平安時代には神事や税の一部としても利用されており、経済的価値の定まった流通物資で

あったことも確認されている。さらには、現存する最古の歌集である「万葉集」でも取り上

げられていることから、海藻は古くから日本人にとって馴染み深い食品であったことが伺

える [1]。 

海藻類はその色合いによって、緑藻類、褐藻類、紅藻類に分けられ、水産庁によると地球

上には約 2 万種の海藻が生育していると考えられているが、食用にされているのは褐藻類

に多く、全部で約 50種類程度だといわれている。現代では、海藻を人への食品として利用

しているだけでなく、家畜の飼料としても利用しており、未利用海藻を用いた豚の免疫力向

上および鶏の卵黄濃化に関する研究や [2]、褐藻の一種を与えることによる牛の腸管免疫活

性化に関する研究 [3]、さらには紅藻を牛など反芻動物に与えるとメタン排出量の削減が可

能となった研究もあり [4]、人だけでなく動物にも有効活用できることが挙げられる。また、

海藻をバイオ燃料に変える取り組みも行われており [5]、海藻のバイオ燃料化は陸生由来の

植物をバイオ燃料化するのに比べると環境への悪影響が少ないとの見解も挙げられている。

さらに海藻は、ブルーカーボンとも呼ばれ、海洋に吸収された CO2 を、海藻が行う光合成

によって吸収・貯留することで CO2 排出量削減およびカーボンニュートラルに重要な役割
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を担っている [6]。 

海藻、特にコンブ、ワカメ、モズクなどの褐藻類はすり潰すとトロトロとした粘性物質が

見られる。これは褐藻類に含まれている、アルギン酸、カラギーナン、フコイダンなどの多

糖類に起因している。アルギン酸は安定化と増粘の特性を持ち、シロップやアイスクリーム、

小麦製品などへの利用に適しており [7]、またアルギン酸ナトリウムとカルシウム塩でゲル

化するため、人工イクラなどの工業的利用もされている [8]。カラギーナンも同じく安定剤、

増粘剤として利用されており、加工肉やミルク製品などで使用されている [9]。フコイダン

については次項に詳しく記載する。 
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1-2. フコイダンについて 

 

 フコイダンはフコースを主構成糖とし、多くの硫酸基が結合した酸性多糖であり、海藻の

種によっては、ガラクトース、キシロース、ウロン酸なども構成糖としている。一般的に、

主鎖としてフコースが α-1, 3結合のみでの構成または α-1, 3と α-1, 4結合を交互に繰り返す

構成であるが、これらの基本構造以外にも上記構成糖などを側鎖に持ち、枝分かれ構造を持

つ場合もあるため、非常に複雑なヘテロ硫酸化多糖である [10]。さらに、褐藻の種類、収穫

時期、抽出方法によって含有されるフコイダンの硫酸化度、硫酸化パターン、分子サイズや

分枝度などの化学構造が変わるため、機能性が大きく異なることが報告されている [11, 12]。 

フコイダンは 1913 年にスウェーデンのウプサラ大学の Kylinらによって初めてヒバマタ 

(Fucus vesiculos)から分離・報告され [13]、それ以降フコイダンに関する文献数は数千にま

で増加している [14]。フコイダンが持つ特性は化学、生物学、医学、栄養学などの科学分野

から多くの関心を集め、広範に研究されており、抗ウイルス作用 [15]、抗炎症作用 [16]、

抗凝血作用 [17] といった様々な生理活性機能が報告されている [18]。さらに、フコイダン

誘導体が癌細胞に対してアポトーシス誘導を行うことで抗がん作用を示すことが報告され

ているほか [19]、他の文献ではフコイダンをグリコシダーゼにより低分子量化させたもの

がアポトーシス効果を優位に示すと述べられている [20]。このような、フコイダンの生理

活性は、治療薬として有用な可能性を示し、フコイダンと他の抗がん剤とを組み合わせて新

薬として開発するための臨床研究がいくつか行われている [21]。 

また、2019 年から現在に至るまで世界的大流行となっている新型コロナウィルスとフコ

イダンに関する興味深い研究も行われている。Kwonらはヘパリン、へパラン硫酸、フコイ

ダンなどの硫酸化多糖類が in vitroで新型コロナウィルスのスパイクタンパク質と結合し、

細胞への結合を阻害することを明らかにした [22]。そして、フコイダンが持つ免疫調節機

能および抗炎症作用がコロナウィルス感染リスクを低減し、ウィルス感染後の呼吸器系の
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炎症を防ぐことから、栄養補助食品や医薬品としての利用もできると考えられている [23]。 

 褐藻の種類によってフコイダンの化学構造や生理活性が異なることは先に述べたが、含

有量も褐藻の種類によって大きく異なることがわかっており、各褐藻におけるフコイダン

含有量を表 1-1に示した。表によれば、オキナワモズク (Cladosiphon okamuranus) およびモ

ズク (Nemacystus decipines) が他の褐藻類に比べて明らかにフコイダン含有量が高いことが

わかる。また、表 1-2は、オキナワモズク由来フコイダン、ガゴメコンブ (Saccharina sculpera) 

由来フコイダン、ワカメ (Undaria pinnatifida) 由来フコイダン(測定箇所は胞子葉部＝メカ

ブのため、以下メカブ由来とする) における構成糖や硫酸根などの成分をまとめたものだが、

ガゴメコンブ由来フコイダンが最も硫酸化度が高く、メカブ由来フコイダンはガラクトー

スの含有量が他に比べて明らかに多いことがわかる [24]。 

オキナワモズクは日本国内の 9 割を超えるシェアを持つ沖縄県の主要水産物であり、表

1-1からわかるようにフコイダン含有量が多いため、フコイダンの重要な原料として錠剤や

ジュースに加工され、健康補助食品として市販されている。オキナワモズクはナガマツ目ナ

ガマツモ科に属する褐藻類で沖縄県本島を中心に生育し、石垣島や奄美大島など南西諸島

に分布している。そのため、オキナワモズクは沖縄本島をはじめ、久米島や石垣島などで養

殖され、その生産量は年間 2 万トンにのぼる。オキナワモズクの養殖は「種付け」、すなわ

ち盤状体とよばれる発芽体を養殖網に付着させることから始まり、盤状体を付着させた養

殖網は海底に設置される。養殖は海中で行われ、オキナワモズクは海底に設置された養殖網

を土台として、造胞体とよばれる大型藻体に成長する。盤状体を付着させてからおよそ 100

日から 120日後、藻体が 30 cmほどに成長してから収穫され、藻体は 5月下旬以降、水温

が高くなるにつれて消失し始める。沖縄県で養殖されているオキナワモズクの収穫は 1 月

以降に始まり、3月から 5月で最盛期を迎える [25]。オキナワモズク由来フコイダンの構造

は 1999年に長岡らによって推定化学構造が発表され [26]、2003年に酒井、加藤らはオキナ

ワモズク由来フコイダンを特異的に分解する酵素を海洋細菌から新しく発見し、これを利
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用してオキナワモズク由来フコイダンの主な化学構造を決定した [27]。その構造は、フコ

ースの α-1, 3 結合の繰り返し構造を基本に、フコースの 4 位炭素の約 60%に硫酸基が結合

し、フコース 6分子に 1個の割合でグルクロン酸が α-1, 2結合した構造である (図 1-1) [26, 

27]。さらに 2009年に照屋らによって、オキナワモズク由来フコイダンには、アセチル基が

含まれていることが明らかにされた (図 1-2) [28]。オキナワモズク由来フコイダンが持つ生

理活性としては、コレステロール低下作用 [29]、Helicobacter pylori 定着阻害作用 [30]、

HTLV-1プロウィルス量減少 [31]、便通改善効果 [32]など様々な報告がなされている。 

表 1-1. 各種海藻のフコイダン含有量 [33] 

褐藻類 フコイダン含有量 (g / kg 乾燥重量) 

オキナワモズク 250 

ガゴメコンブ 40 

ワカメ (胞子葉部 (メカブ) ) 80 

モズク 250 

マコンブ 15 

アラメ 70 

 

表 1-2. 各種フコイダンの構成糖、硫酸根、カチオンの分析値 [24] 

構成成分 
オキナワモズク由来 

フコイダン分析値 (%) 

ガゴメコンブ由来 

フコイダン分析値 (%) 

メカブ由来 

フコイダン分析値 (%) 

フコース 46.8 37.7 25.7 

ガラクトース - 1.3 23.0 

グルクロン酸 8.7 2.5 0.7 

マンノース - 1.8 0.6 

ラムノース - < 0.5 <0.5 

キシロース - 0.5 <0.5 

硫酸根 16.0 33.2 29.0 

カチオン 5.7 7.2 7.9 

合 計 77.2 84.2 86.9 
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図 1-1. オキナワモズク由来フコイダンの推定構造式-1 [26, 27] 

 

図 1-2. オキナワモズク由来フコイダンの推定構造式-2 [28] 
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1-3. フコイダン分解微生物について 

 

 ヒトの腸内細菌叢が持つ有用な役割の一つとして、ヒト自身が持たない消化酵素を供給

することがある。進化の過程でヒトは陸生植物を食してきたため、腸内で陸生由来多糖を分

解・吸収することができる。しかし、海藻には陸生植物には見られない多糖が存在する。そ

して、長年の食習慣の結果として、「海藻を利用できるのは日本人だけ」だと一部のメディ

アが取り上げている。これは、海洋細菌が持っているポルフィランやアガロース分解酵素遺

伝子が、日本人の腸内にいる細菌 Bacteroides plebeiusに水平伝播されたと示されたためであ

るとされ、かつての日本人が加熱されていない海藻類を摂食する習慣がこの伝播をもたら

したのではないかと考えられている [34]。しかし、久田氏の研究により、海藻摂取経験のな

い欧米人でも毎日海藻を食べれば、数日～数週間で海藻多糖分解菌が検出されるのではな

いかと考えられている [35]。これらの研究はアルギン酸やラミナランなどに着目しており、

ヒト腸内におけるフコイダン分解については言及しておらず、食物繊維の 1 種であるフコ

イダンは腸内細菌では分解することができず、体外で排出されるとされている。 

一方、海洋中にはフコイダンを分解・資化している微生物が多数存在している。フコイダ

ン資化性微生物に関する研究については、1959 年に初めて Yaphe らによって報告された。

この報告は、カラギーナン分解酵素生産菌として単離された Pseudomonas 属 2 株が、菌体

外にフコイダン分解酵素を生産するというものであった [36]。さらに、酒井らのグループ

はガゴメコンブからフコイダンを乾燥重量で 3.8 %の収率で調製し、これを用いて、ガゴメ

コンブ由来フコイダンを分解する海洋微生物のスクリーニングを行った結果、

Flavobacteriumに属し、16SrDNA 配列から暫定的に命名した Fucobacter marina SA-0082を

単離した。この株は、ワカメや Lessonia nigrescens由来のフコイダンも部分的に利用するこ

とが報告されている [37]。また酒井らは、SA-0082 株以外に Fucophilus fucoidanolyticus SI-

1234 [38]、Alteromonas SN-1009 [39] と命名したフコイダン分解菌株も単離しており、特に
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前者は細菌分類上、Verrucomicrobia 門という今までほとんど培養実績のない門に属する微

生物であることが示されている。その一方で、 2000 年に Bakunina らによって Cytophaga 

属、Alteromonas属、Pseudoalteromonas 属細菌がフコイダン分解酵素を有することが明らか

された [40]。以降、多くの研究者らによってフコイダン資化性細菌が報告されている [41]。

フコイダン資化能のある菌類、無脊椎動物と合わせ既に報告されているフコイダン資化性

細菌とその基質となるフコイダンを有する海藻名を表 1-3 にまとめた。 

これまでに著者らのグループではオキナワモズクフコイダンを資化する微生物

Flavobacterium sp. F31、Luteolibacter algae H18が単離されている [42, 43]。 特に H18株は、

グラム陰性の非運動性微生物であり、そのコロニーは黄色く平滑であった。16S rRNA配列

分析の結果、図 1-3 に示すように L. algae A5J-40 (AB331894-1)の配列と最も高い類似性 

(97％)を示し、L. algae H18と命名された。更にその 16S rRNA配列は、既知のフコイダン分

解微生物であるMariniflexile fucanivorans SW5T (AJ628046)と 70%、Fucobacter marina SA-0082 

(AB057592)と 71%、Fucophilus fucoidanolyticus SI-1234 (AB073978)と 79%、Sphingomonas 

paucimobilis PF-1 (AM237364)と 72%、Alteomonos sp. SN-1009 (AB544005)と 73%、そして

Flavobacterium sp. F31 (AB544005)と 71%の類似性が示された [43]。 
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表 1-3. フコイダン資化性微生物と基質となるフコイダンの分離源 

Organism Origin References 

【Bacteria】   

Vibrio sp. No. 5 Kjellmaniella crassifolia Furukawa et al. (1992) [44] 

Pseudoalteromonas citrea KMM3296, 

KMM3298 

Fucus evanescens 

Chorda filum 
Bakunina et al. (2002) [45] 

Fucobacter marina SN-0082 K. crassifolia Sakai et al. (2002) [37] 

Fucophilus fucoidanolyticus SI-1234 C. okamuranus Sakai et al. (2003) [38] 

Alteromonas sp. SN-1009 K. crassifolia Sakai et al. (2004) [39] 

Mariniflexile fucanivorans SW5T Pelvetia canaliculata Descamps et al. (2006) [46] 

Muricauda eckloniae DOKDO 007T Ecklonia kurome Bae et al. (2007) [47] 

Sphingomonas paucimobilis PF-1 Undaria pinnatifida Kim et al. (2008) [48] 

Flavobacterium sp. F31 C. okamuranus Ohshiro et al. (2010) [42] 

Wenyingzhuangia fucanilytica CZ1127 Acaudina molpadioides Chang et al. (2010) [49] 

Luteolibacter algae H18 C. okamuranus  Ohshiro et al. (2012) [43] 

Formosa algae KMM3553T F. evanescens Silchenko et al. (2013) [50] 

Formosa haliotis MA1 Haliotis gigantea Tanaka et al.(2016) [51] 

【Invertebrates】   

Haliotis sp. F. gardneri Thanassi et al. (1967) [52] 

Patinopecten yessoensis Nemacytus decipieus Kitamura et al. (1992) [53] 

Pecten maximus Ascophyllum nodosum Berteau et al. (2002) [54] 

Littorina kurila F. distichus Bilan et al. (2005) [55] 

Lambis sp. F. evanescens Silchenko et al. (2014) [56] 

【Fungi】   

Dendryphiella arenaria TM94 F. vesiculosus Wu et al. (2011) [57] 

Fusarium sp. LD8 F. vesiculosus Wu et al. (2011) [58] 
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図 1-3. L. algae H18 の 16S rRNA 配列に基づく系統樹 [43] 
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1-4. フコイダン分解酵素について 

 

 フコイダンは先に述べたように、天然成分でありかつ様々な有用性が認められているに

も関わらず、医療分野ではほとんど認知されていない。これは、フコイダンの作用機序が全

く不明であり有用性を裏付ける基礎科学的知見がないことが考えられる [59]。フコイダン

の作用機序が不明、すなわち構造と生理活性の相関性が不明な理由として、分子量が大きく、

かつ構造の不均一性が挙げられる。この相関性を明らかにするためには、化学的処理よりも

元の構造を保持し再現性のとりやすい酵素的処理が有効と考えられており [60]、フコイダ

ン分解酵素に関する文献は近年増加している [41]。 

フコイダン分解酵素は主に、フコイダンの主鎖を分解するフコイダナーゼやフコシダー

ゼ、側鎖の硫酸基を脱離するスルファターゼ、アセチル基を脱離するデアセチラーゼといっ

た酵素が存在することが今までの研究で明らかにされている [43, 61]。中でも最も文献数の

多いフコイダナーゼに関しては、1967 年に Thanassi らが、無脊椎動物である Haliotus 属 

(ナマコ) の肝膵中からの酵素精製に関する研究の中で、フコイダンから硫酸塩を遊離させ

ずに α-1, 2-L-フコシド結合をエンド型で加水分解する酵素、フコイダナーゼの存在を報告し

ており [52]、1979 年にはアワビ肝膵臓中からもフコイダナーゼの存在が確認されている 

[62]。さらに、1992年には Furukawaらによって、Vibrio属 5株から、3種のフコイダナーゼ

が単離された [44]。 

 さて、Henrissatらは 170,000を超える膨大な数の糖質加水分解酵素の配列をそれらの配列

類似性をもとに、130程度の糖質加水分解酵素ファミリー (glycoside hydrolase family; GHフ

ァミリー) として分類している [63, 64]。この酵素分類によると、今までに報告されている

フコイダナーゼ (Fucoidanase, EC 3. 2. 1.211および 3.2.1.212) はほとんどが GH 107ファミ

リーに分類されている。最初に GH 107 ファミリーに分類されたのは、海洋性細菌 

Mariniflexile fucanivorans SW5T より分離精製されたフコイダナーゼ MfFcnA である [65]。
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この MfFcnA は項目 1-2 で述べたものは異なる、ヒバマタ科 (Pelvetia canaliculata) 由来フ

コイダンを多糖からオリゴ糖単位まで分解することが確認されており、文献上初めてフコ

イダナーゼ酵素遺伝子のクローニング、大腸菌での異種発現が行われた。この論文以降、フ

コイダナーゼ遺伝子に関する文献は増え、GH 107ファミリーに分類される酵素に関する文

献数は 8報あり、酵素遺伝子は 12個存在する。また、近年では、GH 107ファミリーだけで

なく GH 168ファミリ―に分類された新たなフコイダナーゼ遺伝子も発見されている [66]。

他にもいくつかのフコイダナーゼが同定されているが、まだ GH ファミリーに登録されて

いないものもある [67]。これまでに報告されているフコイダン低分子化酵素の諸性質を表

1-4 に示す。  
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表 1-4. フコイダン低分子化酵素の諸性質 

 

 

Source Mode of 

action 

T-optimum 

℃ 

pH-

optimum 

pH-

stability 

pI Inhibitors Activators Mr, 

kDa 

References 

【Bacteria】          

Vibrio sp. No. 5 exo 38-45 6.0 4.0-9.0 5.80 Hg2+,Fe3+,Ag+ Co2+ (2 mM) 39.5 Furukawa et al. (1992) [44] 

Pseudoalteromonas citrea KMM3296, 

KMM3298 
endo n.d. 6.5-7.0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. Bakunina et al. (2002) [45] 

Fucobacter marina SN-0082 endo 40 7.5 n.d. n.d. Ag+,Zn2+,Cu2+ 0.4 M NaCl 67 Sakai et al. (2003) [68] 

Alteromonas sp. SN-1009 endo 30-35 6.5-8.0 n.d. n.d. Zn2+,Cu2+ 
0.4 M NaCl, 

Ca2+ 
100 Sakai et al. (2004) [39] 

Mariniflexile fucanivorans SW5T endo 20-25 7.5 n.d. n.d. n.d. Ca2+ 105 Colin et al. (2006) [65] 

Formosa algae KM3553T endo n.d. 6.5-9.0 n.d. n.d. Zn2+,Cu2+ 
Mg2+,Ca2+ 

,Ba2+ 

96 
Silchenko et al. (2013) [50] 

Sphingomonas paucimobilis PF-1 endo n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. Kim et al. (2015) [69] 

Luteolibacter algae H18 endo 40 7.3 5.5-8.5 n.d. Co2+Cu2+, Mn2+ 

Zn2+ 

Ba2+,Fe2+ 

Ca2+,Al3+ 

100 Nagao et al. (2018) [67] 

Wenyingzhuangia fucanilytica CZ1127 endo 40 8.0 7.0-9.0 n.d. Cu2+, Hg2+, Ni2+ n.d. 48 Shen et al. (2020) [66] 

Wenyingzhuangia fucanilytica CZ1127 endo 
24-35 

24-40 

6.4-7.2 

6.0-6.8 

6.0-7.5 

6.0-7.8 

4.56 

4.86 

Al3+,Co2+Cu2+ 

Fe3+,Mn2+,Ni2+ 

Pb2+, Sn2+ 

Ca2+,Mg2+ 

Ba2+ 
89 Zueva et al. (2020) [70] 

Formosa haliotis MA1 endo 37-40 8.0 5.0-9.0 n.d. n.d. 
Ca2+,Zn2+ 

Mn2+,Ni2+ 
71 Vuillemin et al. (2020) [71] 

Muricauda eckloniae DOKDO 007 T endo 30-37 7.0-8.0 6.0-8.0 n.d. divalent cations Ca2+ 105 Tran et al. (2022) [72] 

【Invertebrates】          

Haliotis sp. endo 38 5.4 2.0-10.0 n.d. 
Hg2+,Mn2+Ag+ 

(0.001 M) 
Mg2+ (0.01 M) 

100-

200 
Thanassi et al. (1967) [52] 

Pecten maximus endo n.d. 5.5 n.d. 7.4 n.d. n.d. 85 Berteau et al. (2002) [54] 

Littorina kurila endo n.d. 5.4 n.d. n.d. n.d. 0.2 M NaCl n.d. Bilan et al. (2005) [55] 

Lambis sp. endo 45 5.0 n.d. n.d. Hg2+, Zn2+,Cu2+ n.d. 50 Silchenko et al. (2014) [56] 

【Fungi】          

Dendryphiella arenaria TM94 endo 50 6.0 5.0-7.0 4.4 n.d. n.d. 180 Wu et al. (2011) [57] 

Fusarium sp. LD8 endo 60 6.0 6.0 4.5 n.d. n.d. 64 Wu et al. (2011) [58] 
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先述したように、フコイダンは抗ガン作用等の様々な生理活性を有し、健康食品や医薬品

としての応用が期待されている。しかし、フコイダンの構造は、硫酸基やアセチル基の量的、

位置的な差に加えて、骨格構造、側鎖構造、構成糖の種類が異なるため、全く別種の分子が

何種類も存在しており、多様性かつ不規則であることなどの理由から、生理活性と構造の相

関性の解明は進んでいない。多様構造であるフコイダンに対して作用する酵素については、

前述の表 1-4 に示すように、フコイダンを内側から切断する低分子化酵素に関する報告例

はあるものの、側鎖を切断する脱アセチル化および脱硫酸化に関与する酵素に関する報告

例は数報にとどまり [73-76]、未だ明らかになっていない酵素も存在していると考えられる。

従って、フコイダン分解に関与する酵素を著量生産し、酵素が持つ基質特異性を利用するこ

とで、硫酸基を持つ種々のオリゴ糖、硫酸基を持たない種々のオリゴ糖など規則的な分解産

物を調製することが可能となり、そのフコイダン分解産物の構造を決定することによって、

高分子量フコイダンの構造決定が可能となる。さらには、フコイダン分解産物の生理活性を

評価することにより、フコイダン構造と生理活性との相関性を明らかにすることが可能で

あると考えられる。 

 著者らのグループではオキナワモズク (C. okamuranus) 由来フコイダンの構造活性相関

を、酵素を用いて解明することにより、機能性食品や高付加価値物質の開発を目指している。既に、

海藻を分離源としてオキナワモズクフコイダン分解菌 L. algae H18 を単離しており、H18 株

からオキナワモズクフコイダンのアセチル基を遊離する脱アセチル化酵素(以下、フコイダ

ンデアセチラーゼ) 遺伝子 および、フコイダン分子のグリコシド結合を内側から切断する

endo型低分子化酵素(以下、フコイダナーゼ) 遺伝子の特定を行っている [67, 73]。その過程

で、H18株はフコイダン分解酵素を細胞内に有しており、フコイダンを脱アセチル化反応の

後に低分子化反応が起こることを示している。 
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1-5. 本論文の目的および構成 

 

 本論文では、既に見出している L. algae H18に加え、新たにオキナワモズクフコイダン

分解菌として単離した Flavobacterium sp. SW からフコイダン分解酵素遺伝子および酵素を

明らかにすることを目的とした。2種の菌株からフコイダン分解酵素遺伝子を明らかにする

ことは、酵素の比較及び特性解明につながり、異なる酵素により異なるフコイダン分解産物

を取得することができれば、フコイダン構造の解明や生理活性評価の比較につながると考

えた。そのため、H18 株および SW 株のゲノム情報をもとにした酵素遺伝子の探索、遺伝子

発現、酵素タンパク質の特性解明を本論文の基本構成とした。初めに、今回単離した SW 株由来

フコイダナーゼ遺伝子を探索するために、H18 由来フコイダナーゼ遺伝子情報をもとに相同性の

高い遺伝子を選択し、酵素遺伝子のクローニングおよび大腸菌での酵素タンパク質の生産、そし

てそれら酵素の諸性質を明らかにした。またこれまでの知見では、一つの菌株が複数のフコイ

ダン分解酵素を有する可能性は示されていたものの [77]、それを実証した報告例はなかっ

た。そこで、H18, SW株ともに GH107および GH168に属しているフコイダナーゼ遺伝子の情

報をもとに相同性の高い遺伝子を選択し、大腸菌による異種発現及び酵素の諸性質を明らかに

した。 

 本学位論文は 7章により構成される。 

 第 1 章 「序論」では、本研究の背景として海藻、フコイダン、フコイダン資化性微生物、

そしてフコイダン分解に関与する酵素について述べ、また本論文の目的および構成につい

て述べた。 

第 2 章 「新たに単離された Flavobacterium sp. SW株と Luteolibacter algae H18株との生

育特性と酵素生産の比較」では、オキナワモズク分解微生物として新たに SW株を分離し、

H18株、SW株を種々のフコイダンや海洋性多糖を炭素源とした場合の生育を比較し、それ

ぞれの菌体が有する酵素の多糖類に対する活性を比較することにより、両菌株の多糖分解
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スペクトルの違いを検証した。 

第 3 章  「Flavobacterium sp. SW 由来フコイダナーゼの遺伝子同定、異種発現、特性解

明」では、H18株由来フコイダナーゼ遺伝子をもとに、SW株のゲノム情報より相同性の高

い遺伝子をフコイダナーゼ遺伝子として選択し、大腸菌による異種発現、活性確認および酵

素の諸性質検討を行った。 

 第 4 章  「Flavobacterium sp. SW由来第 2のフコイダナーゼの特性解明」では、GH107

および GH168 に属するフコイダナーゼ遺伝子情報をもとに、SW 株のゲノム情報より相同

性の高い遺伝子をフコイダナーゼ遺伝子として選択し、大腸菌による異種発現、活性確認お

よび酵素の諸性質検討を行った。 

 第 5 章  「Luteolibacter algae H18由来第 2のフコイダナーゼの特性解明」では、GH107

および GH168に属するフコイダナーゼ遺伝子情報をもとに、H18株のゲノム情報より相同

性の高い遺伝子をフコイダナーゼ遺伝子として選択し、大腸菌による異種発現、活性確認お

よび酵素の諸性質検討を行った。 

第 6 章  「Luteolibacter algae H18 由来フコイダンスルファターゼの精製、遺伝子同定、

異種発現、特性解明」では、オキナワモズクフコイダンの脱硫酸化反応を触媒するフコイダ

ンスルファターゼを種々のクロマトグラフィーにより精製し、H18 株のゲノム情報から本

酵素遺伝子を探索、同定したあと、その酵素遺伝子のクローニングおよび大腸菌での酵素タ

ンパク質の生産、酵素の諸性質検討を行った。 

 第 7 章 「総括」では、微生物によるフコイダン分解に関わる本研究のまとめを論じた。 
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第 2章 新たに単離された Flavobacterium sp. SW株

と Luteolibacter algae H18株との生育特性と酵素生産

の比較 
 

2-1. 緒言 

 

当グループでは、オキナワモズクフコイダン分解菌、L. algae H18を単離し、この菌株が

有するオキナワモズクフコイダンの分解に関与する酵素およびその遺伝子に関する研究を

行ってきた [67, 73]。その一方で、H18株以外にも、オキナワモズクフコイダンを分解でき

る微生物が報告されている [38]。この菌株はオキナワモズクだけにとどまらず、様々な褐

藻由来のフコイダンを培養に伴って分解できることが示されている。このことは、様々な構

造を有するフコイダンを分解できる微生物は複数種存在することを示唆している。そこで

本研究では、H18株以外に新たにオキナワモズクフコイダン分解菌の探索を行った。前章で

も述べたが、異なる菌株から異なるフコイダン分解酵素遺伝子を明らかにできれば、酵素の

特性に関して幅広い知見をもたらし、フコイダンの構造解明さらには生理活性評価につな

がると期待される。 

本章では、オキナワモズクフコイダンを単一炭素源とする完全合成培地に生育可能な微

生物菌株をスクリーニングし、得られた菌株と H18 株の培養特性、すなわち、様々なフコ

イダンおよび海洋多糖を炭素源とした生育について比較検討した。さらに、両菌株の無細胞

抽出液を用いて酵素反応を行い、各種フコイダン、海洋多糖に対する分解活性についても比

較し、2つの菌株が生産する酵素の反応特性を明らかにした。 
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2-2. 材料および実験方法 

 

2-2-1. 材料および試薬 

 高分子オキナワモズクフコイダン (SEA ALGA-F, 株式会社海産物のきむらや,境港市, 日

本) は、川本らの研究により確立された方法 [78] により、株式会社海産物のきむらやがオ

キナワモズクから抽出および精製したものを使用した。アカモクフコイダンも株式会社海

産物のきむらやから供与されたものを用いた。その他、本研究で用いた試薬はいずれも市販

品であり、以降の本論文で述べる全ての材料も同様である。 

 

2-2-2. オキナワモズクフコイダン分解菌のスクリーニング、菌株同定、培養条

件 

オキナワモズクフコイダン分解菌のスクリーニングには、オキナワモズクフコイダンを

単一炭素源として 0.5%含む完全合成培地 (表 2-1, 2-2, 2-3) を用い、30℃で振盪しながら集

積培養を行い、平板培地上でシングルコロニーになるまで純化を繰り返した。土壌等の一般

的に用いられる分離源も使用したが、フコイダンが海洋生物由来であることから海洋由来

の分離源として、海藻そのもの、さらには 20 Lの海水をポアサイズ 0.2 m でろ過した後の

フィルターも分離源として用いた。SW株と名付けた得られた菌株のゲノムDNAは Promega 

DNA Purification Kitを用いて調製し、全ゲノム配列解析は外注し、DNA配列情報を得た。

得られた菌株の 16S rRNAをコードする DNA配列は、ユニバーサルプライマーを用いて目

的 DNAを PCR増幅後、得られた DNA断片の配列を決定した。 
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表 2-1. フコイダン分解菌単離用培地組成 

Fucoidan 5.00 g 

K2HPO4 4.00 g 

KH2PO4 0.50 g 

(NH4)2SO4 2.00 g 

MgSO4・7H2O 0.41 g 

Metal sol. 10.00 mL 

Vitamin mix. 1.00 mL 

Total 1.00 L 

 

表 2-2. Metal solution組成 

NaCl 1.00 g 

CaCl2 2.00 g 

FeSO4 0.50 g 

ZnSO4 0.50 g 

MnCl2・4H2O 0.50 g 

CuSO4 0.05 g 

NaMoO4・2H2O 0.10 g 

Na2WO4・2H2O 0.05 g 

Total 1.00 L 

 

表 2-3. Vitamin mixture組成 

Biotin 100 mg 

Thiamin-HCl (pH 8.0) 100 mg 

Riboflavin 100 mg 

Ca-Pantothenate 100 mg 

Pyridoxal phosphate 100 mg 

Nicotinamide 100 mg 

Folic acid 100 mg 

p-Aminobenzoic acid 20 mg 

Vitamin B12 10 mg 

Lipoic acid 10 mg 

Total 1 L 
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2-2-3. 高速液体クロマトグラフィー (HPLC)  

下記に示すポンプと検出器を用いて HPLCを行った。 

Pump : LC-10 AS LIQUID CHROMATOGRAPH (SHIMADZU Co.) 

Detector : RID-10A (SHIMADZU Co.) 

 カラムおよび移動相は、以下に示すとおりである。流速は 0.6 mL/min、インジェクション

量は 10 µLで HPLCを行った。 

Guard Column : TSK guardcolumn PWXL (TOSOH)，Φ6.0×40 mm 

Column : TSK-gel GMPWXL (TOSOH) Φ7.8×300 mm，TSK-gel G3000PWXL (TOSOH) Φ7.8×300 

mm (なお、特に断らない限り酵素反応による分解産物の分析は TSK-gel GMPWXLを用いた) 

Mobil phase : 0.1 M NaNO3/H2O 

 カラムオーブン (SHIMADZU Co. CT0-10Avp) 設定は ET TEMPARATURE : 40℃で行った。 

 検出器の設定はMODE : Analytical mode, AUX RANGE : 2で行った。 

 記録計 CDS Lite (Dell Inspiron 15 3000シリーズ エントリー Office付) の設定は、スロー

プ感度 300 μV/mir, 最小面積 50000 μV×sec, ドリフト 0 μV/mirで行った。 

TSK-gel GMPWXL カラムを用いる場合は、Pullulan (各分子量は 5,000，10,000，20,000，

50,000，100,000，200,000，400,000，800,000) を分子量マーカーとして、図 2-1に示すよう

な分子量検量線を作製した。TSK-gel G3000PWXLカラムを用いる場合は、Polyethylene Glycol 

(PEG) (各分子量は 1,000，1,500，2,000，4,000，6,000，8,150) を分子量マーカーとして、図

2-2に示すような分子量検量線を使用した。 
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図 2-1. TSK-gel GMPWXL を用いた際の HPLC検量線 

 

 

図 2-2. TSK-gel G3000PWXL を用いた際の HPLC検量線 
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2-2-4. L. algae H18、Flavobacterium sp. SWの様々な炭素源資化 

 H18株および SW株を 2-2-2に示す培地組成でオキナワモズクフコイダンを単一炭素源と

した完全合成培地で 30℃, 3日間前培養を行ったあと、8種類の起源の異なるフコイダンあ

るいは海洋性多糖を単一炭素源として 0.5%添加した完全合成培地に植菌後、30℃で 3日間

振とう培養した。培養液の OD660を測定し、遠心分離 (KUBOTA 3780, AF-5004Ch rotor, 8,000 

rpm, 4℃, 15 min) を行い、培養上清を 2-2-3の方法に従ってゲルろ過HPLCにより分析した。 

 

2-2-5. L. algae H18、Flavobacterium sp. SWの無細胞抽出液による様々な基質分

解確認 

 H18 株および SW 株をオキナワモズクフコイダンを単一炭素源とした完全合成培地で

30℃, 3 日間前培養を行ったあと、オキナワモズクフコイダン以外に、SW 株に関しては 2-

2-4で生育が確認できたガゴメコンブフコイダン、ラミナラン、アルギン酸および LB培地

で 30℃, 3日間 (LB培地の場合は 1日間) 培養した。培養液の遠心分離 (12,000 rpm, 4℃, 15 

min) を行い、得られた菌体を 20 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0) で懸濁、超音波破砕 (Sonifier 

450, Branson Instruments, Danbury, CT, USA) (Output 1, Duty Cycle 10, 1 min×3) および遠心分

離 (12,000 rpm, 4℃, 15 min) を行い、上清を無細胞抽出液 (以下、C.F.E.) とした。10種類の

起源の異なるフコイダンあるいは海洋性多糖を基質として 2％となるように添加し、得られ

た C.F.E.および 100 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0) を含む全量 100 µLの反応液を調製し、30℃

で一晩酵素反応を行い、基質分解を 2-2-3 の方法に従ってゲルろ過 HPLC により分析した。 
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2-3. 結果 

2-3-1. 新たに得られたオキナワモズクフコイダン資化性菌の同定 

 オキナワモズクを分離源とした際に目的菌株が得られ、SW 株と名付けた菌株は、16S 

rRNA 解析の結果、Flavobacterium sp. と同定された。なお、Flavobacterium 属は Bacteroides 

門に属しており、Verrucomicrobia 門に属している L. algae とは系統的にかなり離れた菌株

であると考えられる。 

 

2-3-2. L. algae H18、Flavobacterium sp. SWの様々な炭素源資化 

 7 種類の異なるフコイダンや海洋性多糖を単一炭素源とした培地で 3 日間培養した後の

生育は、図 2-3のようになった。H18株、SW株ともにオキナワモズクフコイダン培地中で

は良好に生育した一方、SW株は、オキナワモズクフコイダンだけでなく、アカモクフコイ

ダン、ラミナラン、アルギン酸を炭素源とした培地中でも良く生育した。培養上清を HPLC

分析したところ図 2-4のような結果となり、SW株の生育が認められたアカモクフコイダン、

ラミナラン、アルギン酸を炭素源にした場合は生育に伴い多糖類の分解資化が認められた。 

 

図 2-3. 各フコイダンおよび海洋性多糖を炭素源として培養した際の H18株、SW株の生育 
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オキナワモズクフコイダン         ワカメフコイダン 

ヒバマタフコイダン          ガゴメコンブフコイダン 

アカモクフコイダン            ラミナラン 

アルギン酸 300 cps              アルギン酸 1000 cps 

図 2-4. H18株, SW株を各基質を炭素源として生育させた培養上清の HPLCによる分析 
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2-3-3. L. algae H18、Flavobacterium sp. SWの無細胞抽出液による様々な基質分

解 

オキナワモズクフコイダンを単一炭素源とする完全合成培地で生育させた H18株, SW株

の C.F.E.を用いて、様々なフコイダンや海洋性多糖を基質として酵素反応を行い、HPLC分

析により評価したところ、H18 株, SW 株いずれも様々な基質を分解でき、フコイダンに対

する分解度は H18株の方が高かった (図 2-5)。一方、SW株はフコイダンだけでなくラミナ

ラン、アルギン酸も分解でき、特にアルギン酸に対する分解活性は高かった。 

オキナワモズクフコイダン          ワカメフコイダン 

ヒバマタフコイダン         ガゴメコンブフコイダン 

アカモクフコイダン          オオウキモフコイダン 
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コンドロイチン硫酸             ラミナラン 

アルギン酸 300 cps            アルギン酸 1000 cps 

図 2-5. オキナワモズクフコイダンを炭素源として得られた H18株および SW株 C.F.E.を用

い、各フコイダンまたは海洋性多糖を基質とした酵素反応液の HPLC分析  

 

2-3-4. ガゴメコンブフコイダンを炭素源として得られた Flavobacterium sp. SW

の無細胞抽出液による様々な基質分解 

 今回新たに見出された SW 株は、2-3-3 の結果おいて C.F.E.がオキナワモズクフコイダン

以外にガゴメコンブフコイダンに対する低分子活性を有していることが示された。また後

の 4 章には、SW 株にガゴメフコイダン分解に関与する遺伝子が見出されたことを述べる。

そこで、SW株をガゴメコンブフコイダンを単一炭素源として培養し、得られた C.F.E.を用

いて酵素反応を行い、オキナワモズクフコイダンを炭素源とした場合と比較した。図 2-3に

示すように、オキナワモズクフコイダンを炭素源とする場合に比べて、ガゴメコンブフコイ

ダンを炭素源にした生育はかなり低かった。これは、SW株の単離源がオキナワモズクフコ



27 

 

イダンであるため、オキナワモズクフコイダンを資化する代謝経路が優位であるためと類

推された。 

 ガゴメコンブフコイダンあるいはオキナワモズクフコイダンを単一炭素源として得られ

た C.F.E.を用いて、6 種類の起源の異なるフコイダンを基質として酵素反応を行った結果、

オキナワモズクフコイダンを炭素源として得られた C.F.E.ではオキナワモズク、ヒバマタ、

ガゴメコンブ、オオウキモ由来のフコイダンを分解できたが、ガゴメコンブフコイダンを炭

素源として得られた C.F.E.ではどの基質に対しても分解活性が低いことが分かった (図 2-

6)。 

オキナワモズクフコイダン          ワカメフコイダン 

 

ヒバマタフコイダン                   ガゴメコンブフコイダン 
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アカモクフコイダン          オオウキモフコイダン 

青：オキナワモズクフコイダンを単一炭素源として得られた SW株 C.F.E. + 各基質 

黄：ガゴメコンブフコイダン培地を単一炭素源として得られた SW株 C.F.E. + 各基質 

橙：各基質のみ 

図 2-6. オキナワモズクフコイダンまたはガゴメコンブフコイダンを炭素源として得られた

SW株 C.F.E.を用いた酵素反応液の HPLC分析 

 

2-3-5. LB培地で培養して得られた Flavobacterium sp. SWの無細胞抽出液によ

るオキナワモズクおよびガゴメコンブの分解 

 LB培地で培養した SW株の C.F.E.は、ガゴメコンブフコイダン、オキナワモズクフコイ

ダンともに分解しないことが分かった (図 2-7)。 

図 2-7. LB培地で培養した SW株 C.F.E.を用いた酵素反応液の HPLC分析 
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2-3-6. ラミナラン、アルギン酸を炭素源として得られた Flavobacterium sp. SW

の無細胞抽出液による様々な基質分解 

 2-3-3の結果より、SW株はラミナランまたはアルギン酸 300 cps, 1000 cpsを炭素源として

生育できることが分かったため、ラミナラン、アルギン酸 1000 cps を単一炭素源とする培

地で培養した際の SW株の C.F.E.を用いた酵素反応を行った。 

 ラミナラン、アルギン酸を単一炭素源として得られた C.F.E. (ラミナラン培地 C.F.E. 、ア

ルギン酸培地 C.F.E.と称す) を用いてラミナラン、アルギン酸、オキナワモズクフコイダン

を基質として酵素反応を行い、HPLC 分析した結果、ラミナラン培地 C.F.E.はラミナラン、

アルギン酸、オキナワモズクフコイダンを分解できたが (図 2-8)、アルギン酸 C.F.E. はアル

ギン酸を顕著に分解でき、ラミラナンもある程度分解できるが、オキナワモズクフコイダン

は分解できないことが分かった (図 2-9)。 

図 2-8. ラミナラン培地 C.F.E.を用いた酵素反応液の HPLC分析 
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図 2-9. アルギン酸培地 C.F.E.を用いた酵素反応液の HPLC分析 
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2-4. 考察 

 

今回新たにオキナワモズクフコイダン資化性微生物として単離した Flavobacterium sp. 

SW株は、すでに、同じくオキナワモズクフコイダン資化性微生物として単離されていた L. 

algae H18株と比較すると、培養特性ならびに粗酵素によるフコイダンをはじめとする海洋

多糖に対する分解様式が、両者の間で大きく異なることが明らかになった。培養特性に関し

ては、SW株は分離源であるフコイダン以外に海藻に含まれている多糖、ラミナラン、アル

ギン酸も炭素源として利用可能であり、H18 株よりも資化できる炭素源のレパートリーが

豊富であることが分かった (図 2-3)。このことは、同じフコイダン分解微生物のなかでも、

海藻のほかの成分を幅広く利用できる菌株と、培養基質が限定される菌株が存在すること

を意味する。その一方、粗酵素による分解様式については、オキナワモズクフコイダンを炭

素源として培養した場合、両菌株の生育はほぼ同じであるにかかわらず (図 2-3)、得られた

粗酵素は、H18株の方が SW株に比べて明らかに分解活性が強く (図 2-5)、低分子化された

酵素反応産物が多く見られた。ただ、すでに報告されている H18 株由来オキナワモズクフ

コイダン低分子化酵素 Fct114 はオキナワモズクフコイダン以外のフコイダンに対してほと

んど分解活性を示さない [67] ことから、オキナワモズクフコイダンによって異なるフコイ

ダンに対する低分子化酵素遺伝子が強く発現されていると判断でき、この発現機構につい

ては興味が持たれる。なお、図 2-5 の酵素反応液を分析した HPLC チャートでは Retention 

time 20～22分に大きなピークが見られ、図 2-4の培養液上清を分析した HPLCチャートで

は見られないが、これは酵素反応に添加した Tris-HCl由来のピークであり、以降も、酵素反

応液を分析した HPLCチャートには共通してみられる。また、培養液を分析した際、生育が

認められた場合に添加した多糖のピークはほぼ消失しているのに対し、酵素反応の場合は、

Retention time 15～20分に分解産物と思われるピークが認められる。これは培養液の場合は

分解産物が菌の生育に使われるため検出できなくなるのに対し、酵素反応の場合、ある程度
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分解された化合物をさらに代謝する酵素反応にエネルギーが必要であることが推察され、

その結果、ある分子量サイズの分解産物が酵素反応液中に残存するものと考えられた。 

炭素源としてガゴメコンブフコイダンを用いて得られた SW 株の C.F.E をガゴメコンブ

フコイダンに作用させたところ、図 2-6に示すように、フコイダンの分解は見られず、後に

述べるガゴメコンブフコイダン低分子化酵素 Swfun2による低分子化パターンとは大きく異

なっていた。このことから、SW株はガゴメコンブフコイダンを分解・資化する代謝酵素遺

伝子を有してはいるが、それはガゴメコンブフコイダンによって発現されていないと類推

される。その一方、オキナワモズクフコイダンの分解代謝遺伝子は SW株においてもオキナ

ワモズクフコイダンにより発現され、H18株ほどではないものの、明らかな酵素活性を発揮

していると思われる。先にも述べたが、今後、それぞれの分解酵素遺伝子の発現メカニズム

の解明が必要であると考えている。 
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第 3章 Flavobacterium sp. SW由来フコイダナーゼ

の遺伝子同定、異種発現、特性解明 
 

3-1. 緒言 

 

 褐藻類におけるフコイダンの構造は、分離源となる種類に依存する [79]。中でもオキナ

ワモズク由来フコイダンについては、他のフコイダンには見られないアセチル基が含まれ

ていることが特徴である [28, 80, 81]。 当グループでは L. algae H18から、オキナワモズク

フコイダンのアセチル基を脱離するデアセチラーゼ Fud664 [73] および、オキナワモズクフ

コイダンを endo型に低分子化するフコイダナーゼ Fct114 [67] を見出し、詳細な解明を既に

行っている。また、これら 2つの酵素を見出す過程で、H18株はフコイダン分解酵素を細胞

内に有しており、フコイダンの脱アセチル化反応の後に低分子化反応が起こることが示さ

れている [43]。このような 2 段階の酵素反応によってフコイダンが分解されるという知見

の報告例はないが、他のオキナワモズク由来フコイダン資化性微生物においても同様の反

応が起こる可能性が考えられる。そこで、2章に示した H18株とは異なるオキナワモズクフ

コイダン資化性微生物、Flavobacterium sp. SW株についてゲノム情報を明らかにし、SW株

が有するフコイダナーゼ遺伝子を見出すことで、H18株による低分子化反応との比較、酵素

の特性解明を行うことにした。このことにより、異なる分解酵素を用いることによって、異

なるフコイダン分解産物を取得することが可能となると考えた。 

本章では、SW株のゲノム情報をもとに H18株由来 fct114 との相同性探索を行い、フコイダ

ナーゼ遺伝子を特定し、本酵素のアミノ酸配列を決定した。さらに、クローニング、および

大腸菌での酵素タンパク質の生産、酵素化学的性質の特徴決定を実施した。 
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3-2. 材料および実験方法 

 

3-2-1. 酵素的脱アセチル化オキナワモズクフコイダンの調製 

 Nagao ら [73] の方法を参考に、酵素的に脱アセチル化したフコイダンを調製した。500 

mLビーカーに、0.25%オキナワモズクフコイダン、100 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0) 、精製

した脱アセチル化酵素 (Fud664) 0.05 mg/mL含む全量 400 mLの反応液を調製し、30℃, 1日、

酵素反応を行った。翌日、さらに Fud664を 20.3 mg添加し、30℃, 1日、酵素反応を行った。

その後、50 mLコーニング管に移し、ウォーターバスで 80℃, 10 min熱処理を行った。熱処

理後、遠心 (14,000 rpm, 30 min) し、500 mLビーカーに上清を回収した。 

 得られた酵素反応液を、VIVA FLOW 50（Sartorius, UK）を用いて約 40 mLまで濃縮し、

1 Lの蒸留水に対して透析した。透析後のサンプルを凍結乾燥し、これを脱アセチル化オキ

ナワモズクフコイダンとした。1 gのオキナワモズクフコイダン粉末から 1 gの脱アセチル

化オキナワモズクフコイダン粉末が得られた。 

 

3-2-2. Flavobacterium sp. SW由来フコイダナーゼ遺伝子の探索 

 ソフトウェア in silico MolecularCloning (In Silico Biology, Inc., Yokohama, Japan) を用いて、

本研究で得られた SW株のドラフトゲノム DNA情報をもとに、L. algae H18由来フコイダナ

ーゼ遺伝子 fct114 [67] のDNA配列と相同性の高い遺伝子を探索し、目的の候補遺伝子を swfct

と名付けた。 
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3-2-3. シグナル配列を削除したタンパク質をコードする swfct のプライマー設

計および PCR増幅 

Swfct のシグナル配列を SignalP により検索し、推定のシグナル配列を排除したタンパク

質をコードする swfctを pCold Iベクターに組み込むため、表 3-1に示すように EcoR I, Sal I 

認識配列を持たせてプライマーを設計した。 

表 3-2に示す組成で反応液を調製後、PrimeSTAR HS (TAKARA Bio.) を用いて PCR増幅

を行った。PCR増幅の際の変性反応、伸長反応の温度および反応時間は、98 ℃で 1分間加

熱後、30サイクル (98 ℃で 10秒間、55 ℃で 5秒間、および 72 ℃で 2分 45秒) で行った。

得られた PCR産物を QIAquick PCR Purification kit (QIAGEN) を用いて精製した。 

表 3-1. swfct増幅用のプライマー配列 

Forward primer 
TATCAGGAATTCATGCAAAAGAGTTTACCCCCT                   

       EcoRⅠ認識部位 

Reverse primer 
GCTCGCGTCGACATTATCCAAAGGCATAGAAAAT 

       SalⅠ認識部位 

 

表 3-2. PCR増幅の反応液組成 

Strain SW DNA 5 µL 

10 mM Forward primer 1 µL 

10 mM Reverse primer 1 µL 

PrimeSTAR HS 25 µL 

Sterilized water 18 µL 

Total 50 µL 
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3-2-4. 制限酵素消化 

 インサート、発現用ベクターpCold I は表 3-3 に示す組成で反応液を調製後、37℃で一

晩制限酵素消化を行った。制限酵素消化後は、常法に従いアガロースゲル電気泳動と切り出

しを行い、NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit (TAKARA Bio.) を用いて付属のプロトコー

ルに従って目的 DNAを精製した。 

表 3-3. 制限酵素消化における反応液組成 

DNA fragment or Plasmid DNA 34 µL 

EcoR I (TaKaRa Bio.) 1 µL 

Sal I (TaKaRa Bio.) 1 µL 

10 × H buffer 4 µL 

Total 40 µL 

 

3-2-5. ライゲーション、形質転換、プラスミド単離 

制限酵素消化後の遺伝子とベクターを DNA Ligation Kit <Mighty Mix> (TaKaRa Bio.) を用

いて、16℃, 30 minライゲーションした。その後、得られたライゲーション溶液を用いて E. 

coli BL21 (DH5a)の形質転換を行い、遺伝子工学実験で汎用的に用いられる LB 培地にアン

ピシリン (Amp) を終濃度が 100 µg/mLになるように添加した LB + Amp培地に植菌した。

生じたコロニーをピックアップし、LB + Amp培地で 37℃, 一晩培養後、Plasmid EasyPure kit 

(TaKaRa Bio.L) を用いて付属のプロトコールに従いプラスミド単離をし、EcoR I, Sal Iで制

限酵素消化を行い、アガロース電気泳動でインサートが正しく挿入されているか確認を行

った。 

 

3-2-6. E. coli BL21(DE3)/pCold I/swfctによる目的タンパク質の生産検討 

 インサートが正しく挿入されていた pCold I/swfctで、E. coli BL21 (DE3) を形質転換し、

LB + Amp.プレートに塗布、37℃で一晩培養を行った。回収したプレートのコロニーを終濃

度 100 µg/mLの Amp.を含む LB液体培地 5 mLにつまようじ植菌し、37℃で一晩前培養を



37 

 

行った。その後、終濃度 100 µg/mLの Amp.を含む液体培地 5 mLに 1%植菌し、37℃, 5 h振

とう培養を行った。培養液の OD600が 0.5 程度になったところで氷水によって急速冷却し、

30 min静置したのち、IPTGを終濃度 1 mMになるように添加し、15℃で一晩振とう培養し

た。培養液を遠心分離 (12,000 rpm, 2 min, 4 ℃) した後、得られた菌体を 20 mM Tris-HCl 

buffer (pH 8.0) 400 µLで懸濁し、超音波破砕 (Output 1, Duty Cycle 10, 1 min×3)、遠心分離 

(12,000 rpm, 4℃, 15 min) を行い、上清を可溶性画分とした。沈殿は、20 mM Tris-HCl buffer 

(pH 8.0) 100 µLで懸濁した。回収したサンプルを SDS-PAGEにて確認した。 

 

3-2-7. タンパク質濃度の定量 

タンパク質濃度は Bio-Rad のプロテインアッセイ法で定量した。蒸留水で 5 倍希釈したプロテイ

ンアッセイ液 3 mLを試験管に分注し、試料 60 µLを添加、15 min室温で反応後、紫外可視分光

光度計 (SHIMADZU、UV-1700) を用いて 595 nm の波長の吸収を測定した [82]。また、0.1~0.8 

mg/mLの標準アルブミン溶液を用いて作成した検量線によりタンパク質濃度を算出した。 

 

3-2-8. SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE) 

 SDS-PAGE電気泳動は、ラピダス・ミニスラブ電気泳動槽 (ATTO、AE-6500, Japan) を用いてア

クリルアミドゲル (30%アクリルアミド溶液) を作製した。サンプルと SDS 処理緩衝液を 1:1 の割合

で加え、100℃で 3 min熱処理を行ったものを SDS用試料溶液とした。Tris/glycine/SDS緩衝液系

で、ミニスラブ 1枚につき 130 Vで、約 2 h電気泳動を行った。泳動後のゲルは、50%メタノール

-10%酢酸に溶解したクーマシーブリリアントブルーG-250 で染色することによりタンパク

質バンドを可視化し、30％メタノール-10％酢酸で脱色し、乾燥させた [83]。タンパク質分子

量マーカーには、タンパク質マーカー (CLEARLY Protein Ladder (Unstained), TAKARA Bio.) を

用いた。 
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3-2-9. His-trapを用いた Swfctの精製 

E. coli BL21(DE3)/pCold I/swfctの培養を 1 Lスケールで行い、得られた培養液から菌体を

回収し、超音波破砕後の可溶性画分 14 mLを得た。その可溶性画分を 13 mL用いて His-trap 

(5 mL、cytiva, Sweden) による酵素精製を行った。Buffer は 300 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl 

buffer (pH 8.0) に 20, 50, 100, 200, 500 mM, 1 Mのイミダゾールを含むものを用いた。20 mM

イミダゾールを含む buffer で平衡化したカラムに可溶性画分をアプライし、20 mM イミダ

ゾールを含む bufferは 50 mL、その他の bufferは 25 mLずつ流し、5 mLずつ分画した画分

を SDS-PAGEで確認した。 

得られた精製酵素を、VIVASPIN（Sartorius）を用いて濃縮・脱塩した。VIVASPINに精製

酵素を入れ、遠心 (3,000 rpm, 4℃, 30 min) し、液量が少なくなったら新たに 50 mM Tris-HCl 

buffer (pH 8.0) を加えて再び遠心 (3,000 rpm, 4℃, 30 min) した。サンプルが 1万倍希釈にな

るまで繰り返し、イミダゾールを取り除いた。得られたサンプルを、SDS-PAGEで確認した。

また、この濃縮後サンプルを用いてタンパク質濃度の定量を行った。 

 

3-2-10. ゲルろ過 HPLCによる酵素活性測定 

目的酵素遺伝子の発現が確認できた E. coli BL21(DE3)/pCold I/swfct C.F.E.あるいは精製し

た Swfctに、終濃度 2％のオキナワモズクフコイダンあるいは脱アセチル化オキナワモズク

フコイダンを基質とし、100 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0) を含む全量 100 µLの酵素反応液を

用いて、30℃, 一晩酵素反応を行った。80℃, 5 min熱処理後、遠心分離 (13,000 rpm, 10 min) 

を行い、 2-2-3の方法に従いゲルろ過 HPLCによる分析を行った。 

 

3-2-11. Somogyi-Nelson法による Swfctの酵素化学的諸性質の検討  

 酵素的に調製した脱アセチル化フコイダンを基質とし、糖の還元末端濃度を比色測定す

ることができる Somogyi-Nelson法 [84] を用いて、Swfctで酵素反応させた後の還元末端濃
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度を算出し、酵素活性を定量的に測定した。なお、本論文で酵素活性を定量的に評価する場

合、3連で実験を行い、エラーバーのピークは最大値と最小値とした。Somogyi-Nelson法で

は、銅試薬 (表 3-4, 表 3-5) と Nelson試薬 (表 3-6) を用いた。銅試薬の (a) 試薬 100 μLと 

(b) 試薬 2.5 mLの混合液を調製した後、そこから 100 μL採取し、酵素反応液 100 μLを混

ぜ、沸騰湯浴中 (100℃)で 10 minの熱処理を行った。その後急冷し、Nelson試薬 100 μLを

混ぜ加え、20 min室温で放置した。そして、その溶液を 2.5 mLのMilliQで希釈した後、A660

で吸光度を測定した。検量線は 0.5 ～ 3 mMの L-フコースを用いて作成した (図 3-1)。 

表 3-4. 銅試薬 (a) 試薬組成 

15% 硫酸銅(II)五水和物 15 g 

Total 100 mL 

 

表 3-5. 銅試薬 (b) 試薬組成 

無水炭酸ソーダ 12.5 g 

酒石酸ナトリウムカリウム四水和物 12.5 g 

炭酸水素ナトリウム 10 g 

無水硫酸ソーダ 100 g 

Total 500 mL 

 

表 3-6. Nelson試薬組成 

七モリブテン酸六アンモニウム四水和物 6.25 g 

ひ素水素二ナトリウム七水和物 0.75 g 

濃硫酸 10.5 g 

Total 250 mL 
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図 3-1. Somogyi-Nelson法における L-フコースの検量線 

 

3-2-12. 至適温度の検討 

表 3-7に示した全量 200 µLの酵素反応液を用いて、10, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70℃で

10 minインキュベートし酵素反応後、80℃, 5 min熱処理を行った。その酵素反応液を用い

て Somogyi-Nelson 法により、図 3-1 の検量線を基に、脱アセチル化オキナワモズクフコイ

ダンから生じる還元末端を測定し Swfctの至適温度を検討した。 

表 3-7. Swfctの酵素反応液組成 (至適温度、熱・pH安定性検討時) 

Swfct 0.05 mg/mL 

リン酸 Buffer (pH 7.7) 50 mM 

脱アセチル化オキナワモズクフコイダン 2 ％ 

 

3-2-13. 熱安定性の検討 

 Swfct (0.05 mg/mL) を 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50℃で 30 minプレインキュベートした

後、表 3-7に示した全量 200 µLの酵素反応液を用いて、40℃, 10 minインキュベートし酵素

反応後、80℃, 5 min熱処理を行った。その酵素反応液を用いて Somogyi-Nelson法により、
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図 3-1の検量線を基に、脱アセチル化オキナワモズクフコイダンから生じる還元末端を測定

し Swfctの熱安定性を検討した。 

 

3-2-14. 至適 pHの検討 

 表 3-8に示した全量 120 µLの pHが異なる酵素反応液を用いて、40℃, 5 minインキュベ

ートし酵素反応後、80℃, 5 min 熱処理を行った。その酵素反応液を用いて Somogyi-Nelson

法により、図 3-1の検量線を基に、脱アセチル化オキナワモズクフコイダンから生じる還元

末端を測定し Swfctの至適 pHを検討した。 

表 3-8. Swfctの酵素反応液組成 (至適 pH検討時) 

Swfct 0.09 mg/mL 

リン酸 buffer (pH 5.0 ~ pH 8.0) 100 mM 

ホウ酸/NaOH buffer (pH 8.5 ~ pH 10.0) 100 mM 

Na2HPO4/NaOH buffer (pH 11.0 ~ pH 11.5) 100 mM 

脱アセチル化オキナワモズクフコイダン 2 ％ 

 

3-2-15. pH安定性の検討 

 0.09 mg/mlの Swfct 12 mLに pH 3.5 ~ pH 10.5の 500 mM bufferを 6 mL添加し、30 minプ

レインキュベートした後、表 3-7に示した全量 120 µLの酵素反応液を用いて、40℃, 10 min

インキュベートし酵素反応後、80℃, 5 min 熱処理を行った。その酵素反応液を用いて

Somogyi-Nelson法により、図 3-1の検量線を基に、脱アセチル化オキナワモズクフコイダン

から生じる還元末端を測定し Swfctの pH安定性を検討した。 

 

3-2-16. 金属イオン、阻害剤・キレート剤が活性に及ぼす影響 

 酵素活性に影響を及ぼす金属イオン、阻害剤・キレート剤について検討した。酵素反応液

に添加する各化合物の濃度を 1 mM とし、2% 脱アセチル化オキナワモズクフコイダン、
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0.09 mg/mL Swfct、50 mMリン酸 buffer (pH 7.5) を含む全量 120 µLの酵素反応液を用いて、

40℃, 5 minインキュベートし酵素反応後、80℃, 5 min熱処理を行った。その酵素反応液を

用いて Somogyi-Nelson 法により、図 3-1 の検量線を基に、脱アセチル化オキナワモズクフ

コイダンから生じる還元末端を測定し、各化合物の Swfctに対する影響を検討した。 

 

3-2-17. 基質特異性の検討 

 起源の異なるフコイダンあるいは海洋性多糖に対する Swfctの活性を検討した。フコイダ

ンは 2%、海洋性多糖の場合は 0.5%、0.09 mg/mL Swfct、50 mMリン酸 buffer (pH 7.5) を含

む全量 120 µLの酵素反応液を用いて、40℃, 5 minインキュベートし酵素反応後、80℃, 5 min

熱処理を行った。その酵素反応液を用いて Somogyi-Nelson 法により、図 3-1 の検量線を基

に、基質から生じる還元末端を測定し Swfctの基質特異性を検討した。 

 

3-2-18. ゲルろ過クロマトグラフィーによる Swfctの分子量測定 

Superdex 200 HR 10/30 (GE Healthcare : ベッド体積、24 mL) をカラムに用いた。クロマト

グラフィーは、AKTA pure 25 (GE Healthcare) を用いて行った。溶離液は、50 mM Tris-HCl 

(pH 8.0) と 500 mM NaClを含む Bufferを用いた。流速 0.2 mL/minで平衡化したカラムに、

500 μL の精製酵素をアプライし、定組成溶離によって溶出した。タンパク質分子量マーカ

ーには、Blue Dextran (Mw : 2,000,000)、Thyroglobulin (Mw : 669,000)、Ferritin (Mw : 440,000)、

Aldolase (Mw : 158,000)、Conalbumin (Mw : 75,000)、Ovalbumin (Mw : 44,000) を含む Gel 

Filtration Calibration Kit HMW (GE Healthcare. Co.) を用いた。これらマーカーの溶出液量か

ら図 3-2の検量線 (Kav ml = −0.135 × ln(分子量) + 1.8813、Kav = (溶出体積 − 排除体積) / (ベ

ッド体積−排除体積)) を作成し、それに基づき Swfctの分子量を算出した。 
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図 3-2. ゲルろ過クロマトグラフィーによるタンパク質の検量線 

 

3-2-19. Swfctによる基質分解限界 

 反応時間や酵素の添加量を変更することにより、Swfctが脱アセチル化オキナワモズクフ

コイダンをどれだけ分解するかを HPLC Column (TSKgel GMPWXL) により定性的に確かめ

た。2％脱アセチル化オキナワモズクフコイダン、100 mMリン酸 buffer (pH 7.5) を含む反応

液に Swfct (4.5 mg/mL) を 100 µL添加し、30℃, 7 days酵素反応を行った。このとき、1, 2, 3, 

7日目に同量の酵素を添加した。図 2-1の検量線を使用して各ピークにおける分解産物の分

子量を測定した。ちなみに、TSKgel GMPWXLの分画範囲は 1,000 ~ 8,000,000 Mwである。

この反応液を詳細に解析するため、TSKgel GMPWXLより低分子用の HPLC column (TSKgel 

G3000PWXL) にもアプライし、図 2-2の検量線を使用して各ピークにおける分解産物の分子

量を測定した。TSKgel G3000PWXLの分画範囲は 40,000 Mw以下である。 
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3-3. 結果 

 

3-3-1. Flavobacterium sp. SW由来フコイダナーゼ遺伝子 swfctについて 

 H18 株由来の fct114 と明らかに類似した遺伝子を一つ SW 株に見出すことができ、この

遺伝子を swfctとした。SignalPを用いて解析したところ、Swfct の N末端から 25残基目の

Alaまでが明らかなシグナル配列であることが判明（図 3-3）したので、swfct の 5’末端から

75 bp削除したプライマーを設計し、PCR増幅した。図 3-4に Swfct のアミノ酸配列を示す。

また、L. algae H18由来のフコイダン低分子化酵素 Fct114とのアミノ酸配列の相同性は 40%

であった (図 3-5)。 

今までに報告されているフコイダン低分子化酵素はすべて GH107 あるいは GH168 ファ

ミリーに属しているが、Swfct は GH107 に属する 4 種のタンパク質とのアミノ酸配列の相

同性は 25%以下と非常に低いため、GH107には属さないと考えられる (図 3-6)。また、Swfct

と GH168に属するフコイダナーゼ FunA [66] は分子量の差が大きく、相同性比較ができな

かったため、こちらも相同性が低いと考えられる。 

 

図 3-3. SignalPによる Swfctのシグナル配列の検索 
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図 3-4. Swfctのアミノ酸配列 

 

 

図 3-5. Swfctと Fct114のアミノ酸配列の比較 



46 

 

 

図 3-6. Swfctと GH107ファミリーに属する酵素の N末端領域のアミノ酸配列比較 

  Swfct: LC697043, Fda1: fucoidanase from Alteromonas sp.; AAO00508.1 [85], Fda2: 

fucoidanase from Alteromonas sp.; AAO00509.1 [85], FcnA: fucoidanase from Mariniflexile 

fucanivorans SW5; CAI47003 [65], FFA2: fucoidanase from Formosa algae KMM3553; 

WP_057784219 [86] 
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3-3-2. E. coli BL21 (DE3)/pCold I/swfctの発現検討 

 目的長の PCR断片を増幅し、これらを用いて pCold Iにライゲーションしたところ、swfct

のクローニングが確認できた。加えて、E. coli BL21 (DE3) を用いて swfctの発現を検討した

結果、E. coli BL21 (DE3)/pCold I/swfctにより、可溶性画分に Swfctと同じ分子量 (約 90 kDa) 

を有するタンパク質が著量生産されているのが確認できた (図 3-7, レーン 9)。なお、図 3-

7は詳細を述べていない E. coli BL21(DE3)/pET-21a/swfctについての結果を示しているが、目

的遺伝子が発現しなかったため言及しない。 

 
図 3-7. SDS-PAGEによる E. coli BL21(DE3)/pCold I/swfctの発現検討 

M : サイズマーカー 

1 : E. coli BL21(DE3)/pET-21a 上清 

2 : E. coli BL21(DE3)/pET-21a 沈殿 

3 : E. coli BL21(DE3)/pCold I 上清 

4 : E. coli BL21(DE3)/pCold I 沈殿 

5 : E. coli BL21(DE3)/pET-21a/swfct 37℃ 上清 

6 : E. coli BL21(DE3)/pET-21a/swfct 37℃ 沈殿 

7 : E. coli BL21(DE3)/pET-21a/swfct 15℃ 上清 

8 : E. coli BL21(DE3)/pET-21a/swfct 15℃ 沈殿 

9 : E. coli BL21(DE3)/pCold I/swfct 上清 

10 : E. coli BL21(DE3)/pCold I/swfct 沈殿 

Swfct : 90 kDa 
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3-3-3. His-trapを用いた Swfctの精製 

 His-trapによる酵素精製の結果、100 mM ～ 200 mM イミダゾールを含む bufferで目的タ

ンパク質が溶出した。これらの画分 40 mLを集めて脱塩・濃縮操作を行ったところ、図 3-8

に示すような精製酵素を 5 ml調製でき、タンパク質濃度は 13.1 mg/ml であった。 

 

図 3-8. 精製後 Swfctの SDS-PAGE結果 

 

3-3-4. E. coli BL21(DE3)/pCold I/swfct C.F.E. の酵素活性評価 

 swfct を発現する組換え大腸菌培養して得られた C.F.E.を用いて酵素反応を行った。その

結果、脱アセチル化オキナワモズクフコイダンを基質にすると、明らかな低分子化が HPLC

により確認できた (図 3-9)。一方、オキナワモズクフコイダンを基質とした場合では、

Retention Timeにズレが見られたので、わずかではあるが低分子化反応は進行していると考

えられた (図 3-10)。精製酵素を用いても同様の活性が見られたので、脱アセチル化オキナ

ワモズクフコイダンを基質とした反応を行い、酵素化学的特性を生じる還元末端量を定量

することにより検討することにした。 

M : サイズマーカー 
1 : E. coli BL21(DE3)/pColdI C.F.E. (7.5 µg) 
2 : E. coli BL21(DE3)/pColdI/swfct C.F.E. (25 µg) 
3 : 精製後の Swfct (1.6 µg) 
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青：E.coli BL21(DE3) / pCold I /swfct C.F.E. + 脱アセチル化オキナワモズクフコイダン 

橙：脱アセチル化オキナワモズクフコイダンのみ 

図 3-9. 脱アセチル化オキナワモズクフコイダンを基質とした E. coli BL21(DE3)/pCold 

I/swfct由来 C.F.E.を用いた酵素反応後の HPLCチャート結果 

 

 
青：E.coli BL21(DE3)/ pCold I /swfct C.F.E. + オキナワモズクフコイダン 

橙：オキナワモズクフコイダンのみ 

図 3-10. オキナワモズクフコイダンを基質とした E. coli BL21(DE3)/pCold I/swfct 

由来 C.F.E.を用いた酵素反応後の HPLCチャート結果 
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3-3-5. 至適温度の検討 

各温度で酵素反応後、検量線に基づいて糖の還元末端濃度を算出し、相対活性をみること

によりフコイダナーゼ Swfctの至適温度を検討した。検討の結果、Swfctの至適温度は 40℃ 

(図 3-11) であると考えられた。 

図 3-11. Swfctの至適温度 

 

3-3-6. 熱安定性の検討 

 各温度で酵素をプレインキュベートした後に酵素反応を行い、検量線に基づいて糖の還

元末端濃度を算出し、相対活性をみることにより Swfctの熱安定性を検討した。この結果よ

り、Swfctは 25℃まで安定であるが、30℃で 30分間処理すると残存活性は約半分にまで減

少することが分かった (図 3-12) 。 

図 3-12. Swfctの熱安定性 
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3-3-7. 至適 pHの検討 

 各 pHで酵素反応後、検量線に基づいて糖の還元末端濃度を算出し、相対活性をみること

により Swfctの至適 pHを検討した。この結果より、Swfctの至適 pHは pH 7.3であること

が分かった (図 3-13) 。 

 

図 3-13. Swfctの至適 pH 

●：リン酸 Buffer  ■：ホウ酸 Buffer  ▲：Na2HPO4/NaOH Buffer 

 

3-3-8. pH安定性の検討 

 各 pHで酵素をプレインキュベートした後に酵素反応を行い、検量線に基づいて糖の還元

末端濃度を算出し、相対活性をみることにより Swfctの pH安定性を検討した。この結果よ

り、Swfctは pH 6.0 ~ pH 8.4で安定であることが分かった (図 3-14)。また、至適反応条件下

で、本酵素の脱アセチル化オキナワモズクフコイダンに対する比活性は、2.63  mmol/min/mg

と見積もられた。 
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図 3-14. Swfctの pH安定性 

●：リン酸 Buffer  ■：ホウ酸 Buffer  ▲：Na2HPO4/NaOH Buffer 

 

3-3-9. 金属イオンが活性に及ぼす影響 

 反応液に 1 mM 各金属イオンを添加して酵素反応を行い、検量線に基づいて糖の還元末

端濃度を算出し、相対活性をみることにより Swfctの金属イオンによる影響を検討した。こ

の結果より、Swfctは Co2+、Ni2+によりわずかに酵素活性が増加し、Cu2+, Zn2+, Ag+による活

性阻害が見られた (図 3-15)。 

 

図 3-15. 金属イオンが Swfctの活性に及ぼす影響 
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3-3-10. 阻害剤・キレート剤が活性に及ぼす影響 

 反応液に 1 mM の各阻害剤を添加して酵素反応を行い、検量線に基づいて糖の還元末端

濃度を算出し、相対活性をみることにより Swfctの阻害剤、キレート剤による影響を検討し

た。この結果より、Swfctは PCMB、DTNBで活性の低下が見られ、活性への SH基の関与

が示唆された (図 3-16)。 

 

図 3-16. 阻害剤・キレート剤が Swfctの活性に及ぼす影響 

 

3-3-11. 基質特異性の検討 

 起源の異なるフコイダンやフコイダン以外の多糖を用いて酵素反応を行い、検量線に基

づいて糖の還元末端濃度を算出し、相対活性をみることにより Swfctの基質特異性を検討し

た。この結果より、Swfctは脱アセチル化オキナワモズクフコイダンに対する特異性が高く、

アセチル基を有するオキナワモズクフコイダンやヒバマタ、アカモク由来のフコイダン、ラ

ミナランを基質にした場合、わずかな還元末端の生成が確認された (図 3-17)。 
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図 3-17. Swfctの基質特異性 

 

3-3-12. ゲルろ過クロマトグラフィーによる Swfctの分子量測定 

 Swfctをゲルろ過クロマトグラフィーにより分析し、図 3-2の検量線に基づいて分子量を

算出すると、分子量は 82 kDaであり、Swfctはモノマーであることが分かった (図 3-18)。 

 

図 3-18. ゲルろ過クロマトグラフィーによる Swfctの分子量測定 
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3-3-13. Swfctによる基質分解限界 

 長時間反応したり、酵素を過剰量添加しても、脱アセチル化オキナワモズクフコイダンの

低分子化パターンに変化は見られなかった (図 3-19)。また、各ピークに番号をつけ、図 2-

1 の TSKgel GMPWXLの検量線をもとに低分子化物の分子量を算出した結果、Swfct は脱ア

セチル化オキナワモズクフコイダンを低分子化し、分子量約 32,000、1,600の分解産物が生

成していることが分かった。今回の分析系で Retention time 16.5 minを示す (ピーク③)、分

子量約 1,600の産物までの分解にとどまった。しかし、分子量 1,600はこのカラムの分画限

界 (1,000 ~ 8,000,000 Mw) に近いため、正しく測定できていないと考えられる。 

今まで用いてきたゲルろ過カラム、TSKgel GMPWXLでは 2,000前後と想定される分解産

物の分子量が正しく評価できないため、分画範囲が 40,000以下と、TSKgel GMPWXLよりも

低分子量側の TSKgel G3000PWXLを用いて改めて分析することにした。 

 7日間反応させたサンプルを、TSKgel G3000PWXLにアプライし、分析した (図 3-20)。ピ

ークに番号をつけ、図 2-2 の検量線をもとに、低分子化物の分子量を算出した。その結果、

Swfctは脱アセチル化オキナワモズクフコイダンを低分子化し、その際高分子量の物質も残

存するものの、分子量約 5,000、2,800に相当する分解産物が生じることが明らかになった。 
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【各ピークの分子量】 ①55,000 ②32,000 ③1,600   

図 3-19. 反応時間・酵素量を変えた場合の TSKgel GMPWXL を用いた 

Swfctによるフコイダンの低分子化パターンの分析 

 

 

【各ピークの分子量】 ①42,000 ②31,000 ③7,200 ④5,000 ⑤ 2,800  

図 3-20. 反応時間・酵素量を変えた場合の TSKgel G3000PWXL を用いた 

Swfctによるフコイダンの低分子化パターンの分析 
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3-4. 考察 

 

本章では、新たにオキナワモズクフコイダン分解菌として分離した Flavobacterium sp. SW

からオキナワモズクフコイダンの低分子化反応を触媒するフコイダナーゼ遺伝子を見出す

ために、既にオキナワモズクフコイダン分解菌として得られていた L. algae H18由来フコイ

ダナーゼ遺伝子 fct114との相同性検索を行うことにより、フコイダナーゼ遺伝子 swfctを見

出した。swfctの発現検討を行った結果、E. coli BL21(DE3)/pCold I/swfctの可溶性画分に目的

タンパク質の生産が著量確認され、その無細胞抽出液を用いて脱アセチル化フコイダンを

基質とした酵素反応を行ったところ、ゲルろ過 HPLCにより低分子化活性が確認された。 

 序論や本章の緒言でも述べたように、H18 株はオキナワモズクフコイダンが分解される

際、脱アセチル化反応の後に低分子化反応が起こることを提唱している [42]。その理由と

して、H18株由来フコイダナーゼ Fct114 は天然のオキナワモズクフコイダンよりも脱アセ

チル化されたオキナワモズクフコイダンを良質な基質として認識し分解を行っており、認

識の差異はアセチル基による立体障害が考えられる [67]。Flavobacterium sp. SW 由来フコ

イダナーゼ Swfctにおいても同様な結果が得られたため、オキナワモズクフコイダン資化性

微生物は共通して、脱アセチル化反応を行った後にフコイダンを分解・資化していることが

推察される。しかしながら、Swfctを用いて長時間酵素反応を行っても図 3-20に見られるよ

うに、依然高分子量の化合物が存在している。これは、アセチル基が遊離してもなお、グル

クロン酸等の立体障害により、主鎖を切断する Swfctが切断部位に近づけないためと推察さ

れる。 

Fct114と Swfctはどちらも分子量が比較的大きな酵素で、それぞれ 112 kDaと 90 kDaと

なっている。比活性を比較すると、Fct114は 3.18 U/mg protein、Swfctは 2.63 U/mg proteinと

なっており、ほぼ同じである。しかし、天然のオキナワモズクフコイダンに対する活性は異

なり、脱アセチル化オキナワモズクフコイダンとの活性に比べて、Fct114 は約 50％の活性
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を示したが [67]、Swfctは約 20％しか示さず、Swfctはアセチル基の立体障害の影響をより

受けることが考えられる。活性が異なる理由をアミノ酸配列の観点から考えると、二つの酵

素の相同性は約 40％であるが、C末端領域における相同性が N末端領域の相同性よりも高

く（図 3-5）、このような基質特異性の違いはN末端領域によって生じることが考えられる。 

序論でも述べたが、今までに報告されている endo型でフコイダンを分解するフコイダナ

ーゼのほとんどは GH107ファミリーに属し、最近、GH168ファミリーに分類される酵素も

見出されている。2023年 4月の現時点では、GH 107ファミリーは 34種類の遺伝子が登録

され、そのうち特許情報 2 種類および文献情報 12 種類の計 14 種類について遺伝子の機能

が解明されている。GH 168ファミリーは 50種類の遺伝子が登録され、そのうち 1種類の遺

伝子しか機能が解明されていない。GH 107 ファミリーに属する酵素には、225 位に求核剤

としてアスパラギン酸が、293位に酸塩基触媒としてヒスチジンが特定の共通領域として同

定され [12, 87]、GH 107ファミリーに属する酵素同士の相同性も比較的高いことが伺える。

しかし、当グループが見出した Swfctは、GH107および GH168との相同性はどれも 25％以

下と低く、上記触媒残基を見出すことはできない。 

さらに、SWISS-MODEL (SWISS-MODEL, https://www.expasy.org)や

AlphaFold2(https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/ 

AlphaFold2.ipynb) を用いての 3次元構造の立体構造予測を行ったが、結果は得られなかっ

たため、Swfctは新たな糖加水分解酵素である可能性が考えられる。 
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第 4章 Flavobacterium sp. SW由来第 2のフコイダ

ナーゼの特性解明 
 

4-1. 緒言 

 

高分子量フコイダンおよび化学的処理によって産生したフコイダンオリゴ糖は、医薬用

途としても大変優れた可能性を持ち合わせている [88, 89]。そのため、すでにフコイダン抽

出物として様々な機能性食品や栄養補助食品が売り出されているが [90]、高分子量フコイ

ダンは複雑な化学構造を持ち合わせているため、臨床医薬品としての使用は困難となって

いる。一方、フコイダンオリゴ糖の調製法として、フコイダナーゼなどのフコイダン分解酵

素が注目されており、酵素を用いて均一なフコイダンオリゴ糖を産生し、その構造活性相関

の解明を行うことで、医薬品としての使用に期待を持つことができる [10, 70, 91]。 

糖質関連酵素のデータベースである CAZy (ww.cazy.org) において [63, 64]、現在報告され

ているフコイダナーゼのほとんどは GH 107または GH 168ファミリーに分類されているこ

とはすでに述べたが、酵素活性が明らかになっているものを表 4-1に示した。GH 107ファ

ミリーに初めて分類されたのは、海洋性細菌Mariniflexile fucanivorans SW5から見出された

MfFcnAである [65]。しかし、それよりも先に特許情報ではあるが、Takayamaら [85] によ

って海洋性細菌 Alteromonas sp. SN-1009からフコイダナーゼ遺伝子 fda1, fda2が解明されて

いる。Fda1, Fda2を除く GH 107ファミリーに属しているフコイダナーゼは、フコイダンの

α-1,4グリコシド結合を特異的に切断し (EC 3.2.1.212)、Fda1, Fda2および GH 168ファミリ

ーに分類される FunA ではフコイダンの α-1,3 グリコシド結合を特異的に切断する (EC 

3.2.1.211)。しかし、自然界には多種多様な構造を有するフコイダンが存在し、様々な構造に

特異的なフコイダナーゼが多数存在すると考えられている。ただ、フコイダン分解酵素の研
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究はまだまだ発展途上で、現在までに発見されているのはほんのわずかであり [72]、分解

機構や分解する基質についてはほとんどわかっていないのが現状である。 

 Zueva ら [70] や Trang ら [92] は 1 つの菌株が複数のフコイダナーゼを有することを報

告している。しかし、これらのフコイダナーゼは全て GH 107ファミリーに属していること

から、いわばアイソザイムの形で複数のフコイダナーゼを同一の菌株が有していると考え

られる。その一方、Sichertらは、1つの菌株がフコイダン分解のために多くの酵素が関与し

ていると報告しているが [77]、個々の酵素について詳細な解析は実施されていない。第 3章

では Flavobacterium sp. SW由来で、GH 107, GH 168ファミリーのいずれにも属さない、オ

キナワモズクフコイダン低分子化酵素 Swfct の詳細な解析を行った。しかし SW 株は、GH 

107または GH 168ファミリーと相同性のあるフコイダナーゼを有する可能性がある。そこ

で、SW株から表 4-1に示す既知のフコイダナーゼと相同性の高い遺伝子産物を選択し、そ

の性質を検討することにした。 

表 4-1. GH 107あるいは GH 168ファミリーに属する既知のフコイダナーゼ 

タンパク質 菌株名 主な分解基質 (フコイダン) Mw (kDa) GH Family 

Fda1 Alteromonas sp. ガゴメコンブ 88 

107 

Fda2 Alteromonas sp. ガゴメコンブ 95 

MfFcnA Mariniflexile fucanivorans SW5 ヒバマタ 105 

FFA2 Formosa algae KMM 3553 ヒバマタ 101 

P19DFcnA Psychromonas sp. SW19D オオウキモ、マコンブ 45 

P5AFcnA Psychromonas sp. SW5A オオウキモ、マコンブ 45 

FWf1 Wenyingzhuangia fucanilytica CZ1127 ヒバマタ、アカモク 88 

FWf2 Wenyingzhuangia fucanilytica CZ1127 ヒバマタ、アカモク 98 

Fhf1 Formosa haliotis ヒバマタ 122 

Fhf2 Formosa haliotis ヒバマタ 100 

Mef2 Muricauda eckloniae ヒバマタ、カラフトコンブ 113 

FunA Wenyingzhuangia fucanilytica CZ1127 ナマコ 48 168 
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4-2. 材料および実験方法 
 

4-2-1. Flavobacterium sp. SW由来第 2のフコイダナーゼ遺伝子の探索 

 ソフトウェア in silico MolecularCloning を用いて、SW 株のドラフトゲノム DNA 情報か

ら、GH107に属するフコイダナーゼ遺伝子(mffcnA [65], fda1 [85], fda2 [85], ffA2 [86],  P5AfcnA 

[87]) および GH168に属するフコイダナーゼ遺伝子 (funA [66]) を表 4-1から選択し、これ

らをもとに swfctとは異なる第 2のフコイダナーゼ遺伝子の探索を行った。 

 

4-2-2. プライマーの設計 

フコイダナーゼ遺伝子を検索した結果、後述するように (4-3-1を参照) 5つの相同性の高

い遺伝子が見いだされた。そのうち、swfcn2と名付けた遺伝子のみ、クローニング、および

発現検討、活性評価を行った。Swfcn2のシグナル配列を SignalPにより検索し、推定のシグ

ナル配列を排除したタンパク質をコードする swfcn2 を pET-21a ベクターに組み込むため、

表 4-2に示すように Nde I, Sal I 認識配列を持たせてプライマーを設計した。PCR増幅の際

の変性反応、伸長反応の温度および反応時間は、98 ℃で 1分間加熱後、30サイクル (98 ℃

で 10 秒間、55 ℃で 5 秒間、および 72 ℃で 2 分 45 秒) で行った。得られた PCR 産物を

QIAquick PCR Purification kitを用いて精製した。 

表 4-2. swfcn2増幅用のプライマー配列 

Forward primer 
GGCCAGCATATGGAAGCACAATATATATGGTAT 

              Nde Ⅰ 認識部位 

Reverse primer 
GGCCGCGTCGACTTCTTTTACAAATTTAAAAAGA       

Sal Ⅰ 認識部位 
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4-2-3. DNA実験、組み換え大腸菌による酵素タンパク質の生産検討、酵素精製 

DNA を扱う実験方法、すなわち、形質転換、プラスミド単離、制限酵素消化、ライゲー

ションに関する実験方法ならびに、大腸菌による酵素タンパク質の生産検討に関する実験

は第 3章に記載した方法と同じである。 

 

4-2-4. ゲルろ過 HPLCを用いた E. coli BL21(DE3)/pET-21a/swfcn2 C.F.E. の酵素

活性検討 

 目的酵素遺伝子の発現が確認できた E. coli BL21(DE3)/pET-21a/swfcn2 C.F.E. に終濃度 2%

のオキナワモズクフコイダン、3-2-1 で得た脱アセチル化オキナワモズクフコイダン、なら

びにアカモクフコイダン、ヒバマタフコイダン、ワカメフコイダン、オオウキモフコイダン、

ナマコフコイダン、ガゴメコンブフコイダンの 8 種類のフコイダンをそれぞれ基質とし、

100 mM Tris-HCl (pH 8.0) を含む全量 100 µLの酵素反応液を用いて、30℃, 一晩酵素反応を

行った。そして、80℃, 5 min熱処理後、遠心分離 (13,000 rpm, 10 min) を行い、 2-2-3の方法

に従いゲルろ過 HPLCによる分析を行った。 

 

4-2-5. Carbohydrate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (C-PAGE) による Swfcn2

の酵素化学的性質の検討 

 フコイダナーゼにおける定量的な酵素化学的性質の検討方法として一般的なのは第 3 章

記載の Somogyi-Nelson法であるが、Swfcn2の場合ではフコイダンと反応させても還元末端

の遊離が見られなかった。また、リアーゼ活性の可能性を想定し、酵素反応液を 232 nmの

波長で吸光度測定を行ったが、酵素の有無による変化は見られなかった (結果は記載しな

い)。そこで、C-PAGE [93] と呼ばれる方法で Swfcn2のフコイダン分解を定性的に確認した。 

C-PAGEは、硫酸基を側鎖として持つことで負に帯電したフコイダンのような酸性多糖を、

pH中性下において分子量に依存した移動度の差を利用した分析方法である。C-PAGEでは、
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通常の SDS-PAGEとはゲルの組成が異なる。表 4-3, 4-4に分離ゲル(30%)、濃縮ゲル (5.7%) 

を 1枚作成する際の組成を示す。電気泳動後、アルシアンブルーでアニオン性の物質を染色

すると、低分子化されたところにスメアが見られ活性を評価できる。レゾルマックス二連ミ

ニスクラブ (ATTO, AE-6410) を用いてゲルを作製し、後に示す反応液を 4倍希釈した酵素

反応液 16 µLに 50%スクロース溶液を 4 µL加えて混合し、ウェルにアプライした。200 V、

約 2 h電気泳動を行い、0.5%の Alcian blueを含む染色液で暗所にて 45 min染色した。 

表 4-3. C-PAGE分離ゲル組成 

50% Acrylamide+1% Piperazine diacrylamide 3.6 mL 

10 mM EDTA+250 mM Tris-HCl (pH 8.7) 1.2 mL 

1% Ammonium persulfate 0.3 mL 

TEMED 0.015 mL 

H2O 0.9 mL 

Total 666.00 mL 

 

表 4-4. C-PAGE濃縮ゲル組成 

50% Acrylamide+1% Piperazine diacrylamide 0.23 mL 

10 mM EDTA+250 mM Tris-HCl (pH 8.7) 0.4 mL 

1% Ammonium persulfate 0.1 mL 

TEMED 0.015 mL 

H2O 1.27 mL 

Total 662.00 mL 

 

4-2-6. 酵素化学的諸性質の検討 

温度、pHが酵素活性、安定性に及ぼす影響ならびに、金属イオン、阻害剤が活性に及ぼ

す影響を検討する際は、3-2-12 ～ 3-2-16 に準じた方法を用いた。ただし、基質としては、

2％ガゴメコンブフコイダン、酵素としては 1.50 mg/mLの Swfcn2、緩衝液には 100 mM Tris-

HCl buffer (pH 8.0) を使用し、C-PAGEで酵素活性を評価した。また、至適温度、pHの検討

の際は、ゲルろ過 HPLCでも評価した。 



64 

 

4-2-7. 基質特異性の検討 

 起源の異なるフコイダンに対する Swfcn2の活性を検討した。2%各種フコイダン、1.50 

mg/mL Swfcn2、100 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0) を含む全量 30 µLの酵素反応液を用いて、

40℃, 30 minインキュベートし酵素反応後、80℃, 5 min熱処理を行った。その酵素反応液を

用いて、C-PAGEにより Swfcn2の基質特異性を検討し、バンドが見られたものをゲルろ過

HPLC Column (TSKgel GMPWXL) にアプライし、分子量変化の確認を行った。 

 

4-2-8. Swfcn2によるガゴメコンブフコイダン分解の経時変化 

 2%ガゴメコンブフコイダン、1.50 mg/mL Swfcn2、100 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0) の組成

の全量 50 µLの酵素反応液を、40℃で 5, 30, 60, 120, 300 minおよび 24 hインキュベートし

酵素反応後、80℃, 5 min熱処理を行った。その酵素反応液を用いて、C-PAGEにより Swfcn2

によるガゴメコンブフコイダン分解における経時変化の確認を行った。このとき、7 days酵

素反応させた反応液もアプライし、同時に比較した。 

 

4-2-9. Swfcn2の基質分解限界 

 TSKgel GMPWXLの分画範囲は 1,000 ~ 8,000,000 Mwであるため、酵素反応液の分解産物

の分子量を詳細に解析するには、分画範囲をより絞ったカラムで解析する必要があった。そ

こで、反応時間や酵素の添加量を変更することにより、Swfcn2 がガゴメコンブフコイダン

およびオオウキモフコイダンをどれだけ分解するかを、分画範囲 40,000 Mw 以下の HPLC 

Column TSKgel G3000PWXLにより定性的に確かめた。2％ガゴメコンブフコイダンおよびオ

オウキモフコイダン、100 mMリン酸 buffer (pH 7.5) を含む反応液に、1日毎に Swfct (3.74 

mg/mL) を添加し、7 日目には Swfct の最終濃度が 14.8 mg/mL となるよう酵素反応を行っ

た。図 2-1、2-2の検量線を使用して各ピークにおける分解産物の分子量を測定した。 
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4-2-10. Swfct、Swfcn2を両方添加した場合の基質分解 

 SW 株で見いだされたフコイダナーゼ Swfct および Swfcn2 を同時添加することによって

基質分解がさらに促進され、より低分子化が見られるのではないかと考え、2％ガゴメコン

ブフコイダン、オオウキモフコイダンあるいは脱アセチル化オキナワモズクフコイダンに、

4.5 mg/mL Swfctまたは 5.2 mg/mL Swfcn2またはその両方を添加し、100 mMリン酸 buffer 

(pH 7.5) を含む全量 100 µLで酵素反応を行った。また、H18株あるいは SW株の C.F.E.を

用いた酵素反応も実施した。それぞれの C.F.E.は、2-2-2 に示したオキナワモズクフコイダ

ンを単一炭素源とした培地で培養した菌体から調製した。酵素液を 40℃, 30 minインキュベ

ートし酵素反応後、80℃, 5 min熱処理を行った。その酵素反応液を用いて、基質の分解をゲ

ルろ過 HPLCにより分析を行った。 
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4-3. 結果 

 

4-3-1. Flavobacterium sp. SW由来第 2のフコイダナーゼ遺伝子について 

 4-2-1 に記載した既知の 5 種類のフコイダナーゼ遺伝子のアミノ酸配列に対して、SW 株

のゲノム DNA情報から相同性探索を行った結果、MfFcnA, P5AFcnA, FunAのアミノ酸配列

をもとに探索したものについて、相同性の高い ORF が 5 つ見つかった。MfFcnA のアミノ

酸配列をもとに見つかったものを swfcn1、P5AFcnA のアミノ酸配列をもとに見つかったも

のを swfcn2、FunAのアミノ酸配列をもとに見つかったものを swfun1, swfun2, swfun3と命名

し、クローニングと異種発現を行った。各遺伝子産物の特徴を表 4-5に示す。 

 しかし、swfcn1, swfun2, swfun3はクローニングを行うことができず、swfun1はタンパク質

の生産は確認されたが、酵素活性が見られなかったため、本論文においては目的タンパク質

の生産および酵素活性が確認された Swfcn2 に焦点を置いた。図 4-1 に Swfcn2 のアミノ酸

配列を示し、基になった P5AFcnAと Swfcn2のアミノ酸配列を比較したものを図 4-2に示し

た。 

表 4-5. SW株中のフコイダナーゼ候補遺伝子産物の情報 

候補遺伝子 GH family Molecular weight (kDa) 
Homology with  

MfFcnA, P5AFcnA or FunA (%) 

swfcn1 107 88 76 

swfcn2 107 69 53 

swfun1 168 45 72 

swfun2 168 44 57 

swfun3 168 42 32 
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図 4-1. Swfcn2のアミノ酸配列 

 

 

図 4-2. Swfcn2と P5AFcnAのアミノ酸配列の比較 
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4-3-2. E. coli BL21 (DE3)/pET-21a/swfcn2の発現検討および酵素精製 

 E. coli BL21 (DE3) を用いて swfcn2の発現を検討した結果、20℃で培養することによって

E. coli BL21 (DE3)/pET-21a/swfcn2の可溶性画分に Swfcn2と同じ分子量 (約 69 kDa) を有す

るタンパク質が著量生産されていることが確認された (図 4-3, レーン 2)。また、1 Lの培養

液から調製した C.F.E. を His-trapにより酵素精製した結果、100 mM ～ 200 mM イミダゾ

ールを含む buffer で目的タンパク質が溶出したため、これらの画分 55 mL を集めて脱塩・

濃縮操作を行った。その結果、図 4-3のレーン 3に示すような精製酵素を 2 mL調製でき、

タンパク質濃度は 5.53 mg/ml であった。 

 

図 4-3. 精製後 Swfcn2の SDS-PAGE結果 

M : サイズマーカー 

1 : E. coli BL21(DE3)/pET-21a C.F.E. (7.4 µg) 

2 : E. coli BL21(DE3)/pET-21a/swfcn2 C.F.E. (20 µg) 

3 : 精製後の Swfcn2 (5.5 µg) 

 

 



69 

 

4-3-3. ゲルろ過 HPLCによる E. coli BL21(DE3)/pET-21a/swfcn2 C.F.E. の酵素活

性測定 

 目的酵素遺伝子の発現が確認できた E. coli BL21(DE3)/pET-21a I/swfcn2 C.F.E.を用いて 4-

2-4で示した 8種類のフコイダンを基質とした酵素反応を行った。その結果、Swfcn2はガゴ

メコンブフコイダンを基質にした場合は明らかな低分子化が確認でき、オオウキモフコイ

ダンに対しても低分子活性が認められたが (図 4-4)、それ以外のフコイダンに対しては低分

子化活性が認められなかった (図 4-5)。なお、黄色のパターンは 4-3-1で述べた、目的タン

パク質の発現が確認されたが酵素活性は見られなかった Swfun1を酵素として用いた結果で

あり、Swfcn2 との比較のため同時に示した。また、酵素活性を定量的に評価するために第

3章で述べた Somogyi-Nelson法による還元末端遊離量の測定を試みたが、HPLCで低分子化

が見られた反応液でも還元末端の生成は認められなかった。そこで、酵素化学的性質を調べ

る際、酵素活性を評価する方法として既知のフコイダナーゼで活性評価に用いられている 

[86] C-PAGEを行うことにした。 

ガゴメコンブフコイダン          オオウキモフコイダン 

青：E.coli BL21(DE3)/pET-21a/swfcn2 C.F.E. + 各基質 

黄：E.coli BL21(DE3)/pET-21a/swfun1 C.F.E. + 各基質 

橙：各基質のみ 

図 4-4. E.coli BL21(DE3)/pET-21a/swfcn2由来 C.F.E.を用い、ガゴメコンブフコイダンまたは

オオウキモフコイダンを基質とした酵素反応後の HPLC結果 
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オキナワモズクフコイダン    脱アセチル化オキナワモズクフコイダン 

アカモクフコイダン            ヒバマタフコイダン 

ワカメフコイダン           ナマコフコイダン 

青：E.coli BL21(DE3)/pET-21a/swfcn2 C.F.E. + 各基質 

黄：E.coli BL21(DE3)/pET-21a/swfun1 C.F.E. + 各基質 

橙：各基質のみ 

図 4-5. その他フコイダンを基質とした E.coli BL21(DE3)/pET-21a/swfcn2由来 C.F.E.を用い

た酵素反応後の HPLC結果 
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4-3-4. 至適温度の検討 

以降、精製酵素を用いて酵素化学的性質について検討を加えた。各温度で酵素反応後、C-

PAGEおよびゲルろ過 HPLCにより Swfcn2の至適温度を検討した。この結果より、Swfcn2

の至適温度は 45~50℃であることが分かった (図 4-6、図 4-7) 

 

図 4-6. Swfcn2の至適温度(※－は酵素無添加) 

 

 

図 4-7. Swfcn2の各温度における酵素反応後の HPLC結果 
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4-3-5. 熱安定性の検討 

 各温度で酵素を 30分間プレインキュベート後、酵素反応を行い、C-PAGEにより Swfcn2

の熱安定性を検討した。結果、Swfcn2は 40℃まで安定であることが分かった (図 4-8)。 

図 4-8. Swfcn2の熱安定性 

 

4-3-6. 至適 pHの検討 

 各 pH で酵素反応後、C-PAGE およびゲルろ過 HPLC により Swfcn2 の至適 pH を検討し

た。この結果より、Swfcn2の至適 pHは pH 6.0であることが分かった (図 4-9、図 4-10)。 

図 4-9. Swfcn2の至適 pH 
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図 4-10. Swfcn2の各 pH下における酵素反応後の HPLC結果 

 

4-3-7. pH安定性の検討 

 各 pHで 30分間酵素をプレインキュベート後、酵素反応を行い、C-PAGEにより Swfcn2

の pH 安定性を検討した。この結果、Swfcn2 は pH 5.5 ~ 9.5 で安定であることが分かった 

(図 4-11)。 

 

図 4-11. Swfcn2の pH安定性 
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4-3-8. 金属イオンが活性の及ぼす影響 

 酵素反応液に 1 mM各金属イオンを添加して酵素反応後、C-PAGEにより Swfcn2の金属

イオンによる影響を検討した。この結果、Swfcn2 は Zn2+で活性阻害が見られた (図 4-12)。 

図 4-12. 金属イオンが Swfcn2に及ぼす影響 (C : Control) 

 

4-3-9. 阻害剤・キレート剤が活性に及ぼす影響 

酵素反応液に 1 mMの各阻害剤を添加して酵素反応を行い、C-PAGEにより Swfcn2の阻

害剤・キレート剤による影響を検討した。この結果より、Swfcn2 は阻害剤・キレート剤の

影響を受けないことが分かった (図 4-13)。 

図 4-13. 阻害剤・キレート剤が Swfcn2の活性に及ぼす影響 

1 : EDTA 

2 : 8-Quinolinol 

3 : N-Bromosuccinimide 

4 : 2,2’-Bipyridine 

5 : 1,10-Phenanthroline 

6 : Diethyldithiocarbamate 

7 : p-Chloromercuri benzoic acid 

8 : N-Ethylmaleimide 

9 : 5,5’-Dithiobis (2-nitrobenzoic acid) 
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4-3-10. 基質特異性の検討 

 起源の異なるフコイダンやフコイダン以外の多糖を用いて酵素反応を行い、C-PAGEによ

り Swfcn2の基質特異性を検討した。その結果より、Swfcn2はガゴメコンブフコイダンだけ

でなく、4-3-3 の結果と同様、オオウキモフコイダンに対しても低分子化活性を有している

ことが分かった (図 4-14)。そこで、活性が見られた 2つのサンプルをゲルろ過 HPLCにア

プライすると、酵素反応前後のピークの移動量から、E.coli BL21(DE3)/pET-21a/swfcn2 C.F.E.

を用いた酵素反応 (図 4-4) と同様、Swfcn2はガゴメコンブフコイダンに対してより特異的

に働くことがわかった (図 4-15)。 

 

図 4-14. 各種フコイダンに対する Swfcn2の低分子化活性 

 

 

図 4-16. フコイダン以外の各種海洋性多糖に対する Swfcn2の低分子化活性 

1 : ガゴメコンブフコイダン 

2 : ガゴメコンブフコイダン + Swfcn2 

3 : オキナワモズクフコイダン 

4 : オキナワモズクフコイダン + Swfcn2 

5 : 脱アセチル化オキナワモズクフコイダン 

6 : 脱アセチル化オキナワモズクフコイダン 

 + Swfcn2 

7 : アカモクフコイダン 

8 : アカモクフコイダン + Swfcn2 

9 : ヒバマタフコイダン 

10 : ヒバマタフコイダン + Swfcn2 

11 : オオウキモフコイダン 

12 : オオウキモフコイダン + Swfcn2 

13 : ワカメフコイダン 

14 : ワカメフコイダン + Swfcn2 

15 : ナマコフコイダン 

16 : ナマコフコイダン + Swfcn2 
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ガゴメコンブフコイダン         オオウキモフコイダン 

青：各フコイダン + Swfcn2 

橙：各フコイダンのみ 

図 4-15. ガゴメコンブフコイダンまたはオオウキモフコイダンを基質として 

Swfcn2を用いた酵素反応後の HPLCチャート結果 

 

4-3-11. Swfcn2によるガゴメコンブフコイダン分解の経時変化 

 ガゴメコンブフコイダンの Swfcn2による酵素反応経時変化を C-PAGEにより評価した

ところ、反応時間が長いほど低分子化が進行していることが分かった (図 4-16)。 

図 4-16. Swfcn2によるガゴメコンブフコイダン分解の経時変化 
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4-3-12. Swfcn2による基質分解限界 

 酵素の過剰量添加や長時間反応を行ったところ、ガゴメコンブフコイダンおよびオオウ

キモフコイダンのどちらも低分子化パターンに変化は見られなかった (図 4-17、図 4-18)。

また、各ピークに番号をつけ、図 2-2の TSKgel G3000PWXLの検量線をもとに低分子化物の

分子量を算出した結果、Swfcn2 はガゴメコンブフコイダンを低分子化し、分子量約 4,800、

1,400に相当する分解産物が生成していることが分かった (図 4-17)。このとき、酵素無添加

のピーク①より酵素反応後のピーク②の分子量が高くなっているのは、分画範囲外を測定

しているためズレが生じているのだと考えられる。 

 Swfcn2 はオオウキモフコイダンにおいても低分子化反応を示し、高分子量の物質も残存

するものの、分子量約 13,000、5,000、1,500に相当する分解産物が生じることが明らかにな

った (図 4-18)。 

 

【各ピークの分子量】 ①54,000 (分画範囲外) ②59,000 (分画範囲外) ③4,800 ④1,400

図 4-17. 反応時間・酵素量を変えた場合の TSKgel G3000PWXL を用いた Swfcn2による 

ガゴメコンブフコイダンの低分子化パターン分析 



78 

 

 

【各ピークの分子量】 ①55,000 (分画範囲外) ②21,000 ③13,000 ④5,000 ⑤1,500 

図 4-18. 反応時間・酵素量を変えた場合の TSKgel G3000PWXL を用いた Swfcn2による 

オオウキモフコイダンの低分子化パターンの分析 

 

4-3-13. Swfct、Swfcn2を両方添加した場合の基質分解 

基質に Swfct, Swfcn2を両方添加したときの基質分解と、SW株あるいは H18株 C.F.E.に

よる基質分解の HPLC分析の結果を比較したところ、ガゴメコンブフコイダンでは Swfct, 

Swfcn2を両方添加しても分解物に相当するピークのリテンションタイムは約 15分であ

り、基質分解が促進されることはなかった (図 4-19)。しかし、SW株 C.F.E.を用いた際に

生じる分解物に相当するピークに比べて Swfcn2を添加したときの方が、ピークが若干右

にシフトしており、分解促進されていることが分かった (図 4-19)。オオウキモフコイダン

を基質にした場合は、SW株 C.F.E.と Swfcn2の間で低分子化度合いに違いはあまり見られ

なかった (図 4-20)。また、Swfctが分解可能な脱アセチル化オキナワモズクフコイダンを

基質にした場合では Swfcn2を添加しても基質分解が促進されることはなかった (図 4-

21)。なお、第 2章でも言及したが、SW株と H18株の C.F.E.によるフコイダンの分解を比

較すると、図 4-19、4-20が示すように、明らかに H18株 C.F.E.による分解活性の方が高い

ことがわかる。 
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図 4-19. ガゴメコンブフコイダンを基質として SW 株由来 C.F.E.または Swfct, Swfcn2 を用

いた酵素反応後の HPLC結果 

 

図 4-20. オオウキモフコイダンを基質として SW 株由来 C.F.E.または Swfct, Swfcn2 を用い

た酵素反応後の HPLC結果 

 

図 4-21. 脱アセチル化フコイダンを基質として Swfct, Swfcn2を用いた酵素反応後の HPLC

結果 
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4-4. 考察 

 

本章では、既に明らかにしている Flavobacterium sp. SWのドラフトゲノム情報をもと

に、既知のフコイダン分解酵素遺伝子が属している GH 107から相同性の高い酵素遺伝子

を選択し、新たなフコイダナーゼ遺伝子 swfcn2を見出した。L. algae H18由来フコイダン

低分子化酵素 Fct114 [67] および第 3章記載の SW株由来フコイダン低分子化酵素 Swfctは

オキナワモズクフコイダンを基質として分解を行うが、Swfcn2はガゴメコンブフコイダン

を分解することがわかった。また、Fct114と Swfctはオキナワモズクフコイダン以外のフ

コイダンをほとんど分解することはできないが、Swfcn2はガゴメコンブフコイダンだけで

なくオオウキモフコイダンも分解することが可能であった。一方、Swfcn2と相同性の高い

フコイダナーゼ P5AFcnA [87] も、ガゴメコンブフコイダンとオオウキモフコイダンを分

解する。これらフコイダンはいずれも、α-1,3 結合でフコース残基が結合しており、分解

活性を有する酵素も GH 107ファミリー特有の 225位のアスパラギン酸および 293位のヒ

スチジンを共通領域として持ち合わせている。また、SW株はオキナワモズクフコイダン

を単一炭素源とした場合、図 2-5に示したように、オキナワモズク以外に、ガゴメコンブ

をはじめとする他のフコイダン分解酵素も生産することから、swfcn2と swfctはオキナワ

モズクフコイダンにより同時に発現していると推察される。2章考察でも言及したが、こ

れら酵素遺伝子の発現機能の解明が必要と思われる。 

 Swfcn2 は、酵素反応の進行に伴う還元末端の遊離が見られず、Fct114 や Swfct と異なる

反応様式が考えられる。GH 107ファミリーに属する酵素の活性測定は、分光光度計による

方法 [68] や電気泳動法 [50,86] により定性的に評価され、還元末端の遊離は測定されてい

ない。この違いは、基質として使用されるフコイダンの化学構造が分離源の海藻によって異

なることに起因している、もしくは、Fct114と Swfctは endo型ではなく、むしろ exo型に

基質を切断しているため多量の還元末端が遊離されているのでないかと推察される。 
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第 5章 Luteolibacter algae H18由来第 2のフコイダ

ナーゼの特性解明 
 

5-1. 緒言 

 

第 3章において、Flavobacterium sp. SWのドラフトゲノム情報から L. algae H18由来オキ

ナワモズクフコイダン低分子化酵素Fct114 [67] と相同性の高いフコイダナーゼ遺伝子 swfct

を見出し、オキナワモズクフコイダンに対して特異的な分解活性を示すことを明らかにし

た。また、第 4章においては、GH 107ファミリーに属する P5AFcnAと相同性の高いフコイ

ダナーゼ遺伝子 swfcn2を SW株から見出し、Swfcn2はガゴメコンブフコイダンおよびオオ

ウキモフコイダンに対する分解活性を有することを示した。このことから、海洋性のフコイ

ダン分解菌には、主鎖に対して特異性が異なる酵素が複数種存在していることが示唆され、

Sichert ら [77] が、“1つの菌株がフコイダン分解のために多くの酵素が関与している“と述

べていることに対しての信憑性も伺える。一方、第 2 章の結果から、L. algae H18 および

Flavobacterium sp. SW 間での培養特性ならびに粗酵素による海洋多糖に対する分解様式を

比較すると、両者の間で大きく異なることが明らかとなった。特に、オキナワモズクフコイ

ダンを炭素源として培養し、得られた粗酵素では、H18株の方が SW株に比べて分解活性が

強く、多種類のフコイダンを分解することが可能であった。このことから、H18株はオキナ

ワモズクフコイダンを炭素源として培養することによって、種類の異なるフコイダン低分

子化酵素遺伝子が発現されることが強く示唆された。 

 本章では、第 4章でのアプローチを L. algae H18に対しても実施し、ドラフトゲノム情報

から GH 107または GH 168ファミリーから相同性の高い遺伝子を選択し、Fct114とは異な

るフコイダナーゼ遺伝子の解明を行った。 



82 

 

5-2. 材料および実験方法 
 

5-2-1. L. algae H18由来第 2のフコイダナーゼ遺伝子の探索 

 ソフトウェア in silico MolecularCloning を用いて、H18 株のドラフトゲノム DNA 情報か

ら、4-2-1 に記載した GH107 および GH168 に属するフコイダナーゼ遺伝子をもとに、H18

株由来フコイダナーゼ遺伝子 fct114 [67] とは異なる第 2 のフコイダナーゼ遺伝子の探索を

行い、見出された目的候補酵素遺伝子を h18fda1と名付けた。 

 

5-2-2. プライマーの設計 

 H18fda1 のシグナル配列を SignalP により検索し、推定シグナル配列を排除したタンパク

質をコードする h18fda1を pET-21aベクターに組み込むため、表 5-1に示すように BamH I, 

Hind Ⅲ 認識配列を持たせてプライマーを設計した。PCR増幅の際の変性反応、伸長反応の

温度および反応時間は、98 ℃で 1分間加熱後、30サイクル (98 ℃で 10秒間、60 ℃で 5秒

間、および 72 ℃で 3分 50秒) で行った。得られた PCR産物を QIAquick PCR Purification kit

を用いて精製した。 

表 5-1. h18fda1増幅用のプライマー配列 

Forward primer 
ATAGGATCCATGTCCGGAAAATGGGGCATC     

BamH Ⅰ 認識部位 

Reverse primer 
GCGAAGCTTGGGTTTGATTGCGATGGTGATC     

Hind Ⅲ 認識部位 

 

5-2-3. DNA実験、組み換え大腸菌による酵素タンパク質の生産検討、酵素精製 

DNA を扱う実験方法、すなわち、形質転換、プラスミド単離、制限酵素消化、ライゲー

ションに関する実験方法ならびに、大腸菌による酵素タンパク質の生産検討に関する実験

は第 3章に記載した方法と同じである。 
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5-2-4. h18fda1の C末端領域を欠損させた h18fda2のクローニング 

 H18fda1 と GH107 に属するフコイダナーゼ Fda1 [85] とのアライメントをとった結果、

H18fda1の N末端から 533番目 (Arg) までのアミノ酸配列が、Fda1のもつ GH107に特徴的

なドメインと相同性が高いことが明らかとなった。図 5-1に Fda1 と H18fda1のドメインを

模式化した図を示す。なお、Fda1のラミニン Gドメインは低分子化活性には不要であると

されている。そこで H18fda1の N末端から 533番目までをコードする DNA配列を h18fda2

と命名し、クローニングを行った。表 5-2にプライマー設計を示し、PCR増幅の際の変性反

応、伸長反応の温度および反応時間は、98 ℃で 1分間加熱後、30サイクル (98 ℃で 10秒

間、60 ℃で 5秒間、および 72 ℃で 1分 40秒) で行った。 

表 5-2. h18fda2増幅用のプライマー配列 

Forward primer 
ATAGGATCCATGTCCGGAAAATGGGGCATC     

BamH Ⅰ 認識部位 

Reverse primer 
GCGAAGCTTCCGGTCGTCCACAAACCG     

Hind Ⅲ 認識部位 

 

 

図 5-1. Fda1と H18fda1のドメイン模式図 
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5-2-5. ゲルろ過HPLCを用いた E. coli BL21(DE3)/pET-21a/h18fda1および E. coli 

BL21(DE3)/pET-21a/h18fda2 C.F.E. の酵素活性検討 

 目的酵素遺伝子の発現が確認できた E. coli BL21(DE3)/pET-21a/h18fda1 および E. coli 

BL21(DE3)/pET-21a/h18fda2 C.F.E. に終濃度 2%のオキナワモズクフコイダン、アカモクフコ

イダン、ヒバマタフコイダン、ワカメフコイダン、オオウキモフコイダン、ナマコフコイダ

ン、ガゴメコンブフコイダンの 7種類のフコイダンをそれぞれ基質とし、100 mM Tris-HCl 

buffer (pH 8.0) を含む全量 100 µLの酵素反応液を用いて、30℃, 一晩酵素反応を行った。そ

して、80℃, 5 min熱処理後、遠心分離 (12,000 rpm, 10 min) を行い、 2-2-6の方法に従いゲ

ルろ過 HPLCによる測定を行った。 

 

5-2-6. C-PAGEを用いた H18fda1、H18fda2の酵素化学的性質の検討 

 温度、pHが酵素活性、安定性に及ぼす影響ならびに、金属イオン、阻害剤が活性に及ぼ

す影響を検討する際は、4-2-6 に準じた方法を用いた。ただし、基質としては 2％ガゴメコ

ンブフコイダン、酵素としては 0.2 mg/mLの H18fda1, H18fda2、緩衝液には 50 mM Tris-HCl 

buffer (pH 8.0) を使用し、C-PAGEで酵素活性を評価した。 

 

5-2-7. 基質特異性の検討 

 起源の異なるフコイダンあるいは海洋性多糖に対する H18fda1, H18fda2 の活性を検討し

た。フコイダンは 2%、海洋性多糖の場合は 1%、0.09 mg/mL H18fda1, H18fda2、50 mM Tris-

HCl buffer (pH 8.0) を含む全量 30 µLの酵素反応液を用いて、30℃, 60 minインキュベート

し酵素反応後、80℃, 5 min熱処理を行った。その酵素反応液を用いて、C-PAGEにより両酵

素の基質特異性を検討した。 
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5-2-8. H18fda1、H18fda2によるガゴメコンブフコイダン分解の経時変化 

 2%ガゴメコンブフコイダン、0.2 mg/mL H18fda1, H18fda2、50 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0) 

の組成の全量 50 µLの酵素反応液を、30℃で 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180 minおよび 24 

hインキュベートし酵素反応後、80℃, 5 min熱処理を行った。その酵素反応液を用いて、C-

PAGE により H18fda1, H18fda2 によるガゴメコンブフコイダン分解における経時変化の確

認を行った。 

 

5-2-9. H18fda1, Swfcn2を両方添加した場合の基質分解 

 第 4章で見出された Flavobacterium sp. SW由来フコイダナーゼ Swfcn2および、本章で見

出された L. algae H18由来フコイダナーゼ H18fda1はガゴメコンブフコイダンとオオウキモ

フコイダンを分解することが明らかになった。そこで、ガゴメコンブフコイダンまたはオオ

ウキモフコイダンに Swfcn2および H18fda1の酵素両方を添加することで、基質のさらなる

分解促進が行われ、2-3-3に示す H18株または SW株の C.F.E. を添加したような挙動が見ら

れるのか検証を行った。 

 2％のガゴメコンブフコイダンまたはオオウキモフコイダン、0.6 mg/mL H18fda1 および

Swfcn2、100 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0) を含む全量 100 µLの酵素反応液を用いて、30℃, 

一晩インキュベートし酵素反応後、80℃, 5 min熱処理を行った。その酵素反応液を用いて、

基質の分解をゲルろ過 HPLC により分析を行った。また、ガゴメコンブフコイダン酵素反

応液は TSKgel G3000PWXLを使用してさらなる低分子化活性評価を行った。 
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5-3. 結果 

 

5-3-1. L. algae H18由来の第 2のフコイダナーゼ遺伝子 h18fda1について 

 4-2-1に記載した既知の 5種類のフコイダナーゼ遺伝子のアミノ酸配列に対して、H18株

のゲノム DNA情報から相同性探索を行った結果、Fda1, FunAのアミノ酸配列をもとに探索

したものについて、相同性の高い ORF が 3 つ見つかった。Fda1 のアミノ酸配列をもとに見つ

かったものは h18fda1、FunAのアミノ酸配列をもとに見つかったものは h18fun1, h18fun2 と命名し、

クローニングと異種発現を行った。各遺伝子産物の特徴を表 5-3に示す。 

しかし、h18fun1, h18fun2 はタンパク質の生産は確認されたが、酵素活性が見られなかっ

たため、本論文においては目的タンパク質の生産および酵素活性が確認された h18fda1に焦

点を置いた。図 5-2 に H18fda1 のアミノ酸配列を示し、Fda1 と H18fda1のアミノ酸配列を

比較したものを図 5-3に示した。また、5-2-4で行った、h18fda1の C末端領域を欠損させた

h18fda2のアミノ酸配列を図 5-4に示し、Fda1と H18fda2のアミノ酸配列を比較したものを

図 5-5に示した。 

表 5-3. H18株中のフコイダナーゼ候補遺伝子産物の情報 

候補遺伝子 GH family Molecular weight (kDa) Homology with Fda1 or FunA (%) 

h18fda1 107 131 44 

h18fun1 168 40 37 

h18fun2 168 42 30 
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図 5-2. H18fda1のアミノ酸配列 

 

 

図 5-3. H18fda1と Fda1のアミノ酸配列の比較 
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図 5-4. H18fda2のアミノ酸配列 

 

 

図 5-5. H18fda2と Fda1のアミノ酸配列の比較 
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5-3-2. E. coli BL21 (DE3)/pET-21a/h18fda1, E. coli BL21 (DE3)/pET-21a/h18fda2の

発現検討および酵素精製 

 E. coli BL21 (DE3) を用いて、pETベクターに連結した h18fda1, h18fda2の発現を検討し

た結果、20℃での培養で E. coli BL21 (DE3)/pET-21a/h18fda1, E. coli BL21 (DE3)/pET-

21a/h18fda2の可溶性画分に H18fda1と同じ分子量 (約 131 kDa)、H18fda2と同じ分子量 (約

56 kDa) を有するタンパク質が、少ないながら生産されていることが確認された (図 5-6)。

1 Lの培養液から調製した C.F.E. を His-trapにより酵素精製した結果、50 mM ～ 200 mM

イミダゾールを含む bufferで目的タンパク質が溶出したため、これらの画分を集めて脱塩・

濃縮操作を行った。結果、図 5-6に示すような精製酵素を 2 mLずつ調製でき、精製できた

H18fda1および H18fda2のタンパク質濃度はそれぞれ、0.61 mg/ml、0.58 mg/ml であった。 

 

図 5-6. 精製後 H18fda1, H18fda2の SDS-PAGE結果 

M : サイズマーカー 

1 : E. coli BL21(DE3)/pET-21a C.F.E. (7.4 µg) 

2 : E. coli BL21(DE3)/pET-21a/h18fda1 C.F.E. (18.2 µg) 

3 : 精製後の H18fda1 (6.0 µg) 

4 : E. coli BL21(DE3)/pET-21a C.F.E. (7.4 µg) 

5 : E. coli BL21(DE3)/pET-21a/h18fda2 C.F.E. (19.4 µg) 

6 : 精製後の H18fda2 (2.5 µg) 
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5-3-3. ゲルろ過 HPLC による E. coli BL21(DE3)/pET-21a/h18fda1, E. coli 

BL21(DE3)/pET-21a/h18fda2 C.F.E. の酵素活性測定 

目的酵素遺伝子の発現が確認できた E. coli BL21 (DE3)/pET-21a/h18fda1, E. coli BL21 

(DE3)/pET-21a/h18fda2 C.F.E.を用いて 5-2-5で示した 7種類のフコイダンを基質とした酵素

反応を行った。その結果、H18fda, H18fda2 はガゴメコンブフコイダンを基質にした場合は

明らかな低分子化が確認でき、オオウキモフコイダンに対してもわずかに低分子活性が認

められたが (図 5-7)、それ以外のフコイダンに対しては低分子化活性が認められなかった 

(4-3-3と同様のパターンのため活性が認められなかったデータは示さない)。 

ガゴメコンブフコイダン 

オオウキモフコイダン 

図 5-7. E.coli BL21(DE3)/pET-21a/h18fda1, E.coli BL21(DE3)/pET-21a/h18fda2 C.F.E.を用い、ガ

ゴメコンブフコイダンまたはオオウキモフコイダンを基質とした酵素反応後の

HPLC結果 
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5-3-4. 至適温度の検討 

以降、H18fda1、H18fda2の酵素化学的性質について、Swfcn2同様、C-PAGEで評価した。

各温度で酵素反応後、C-PAGEにより H18fda1, H18fda2の至適温度を検討した。この結果よ

り、どちらも至適温度は 30~35℃であることが分かった (図 5-8)。 

図 5-8. H18fda1 (図左)、H18fda2 (図右) の至適温度 (※－は酵素無添加) 

 

5-3-5. 熱安定性の検討 

 各温度で 30分間酵素をプレインキュベート後、酵素反応を行い、C-PAGEにより H18fda1, 

H18fda2の熱安定性を検討した。この結果より、どちらも 35℃まで安定であることが分かっ

た (図 5-9)。 

図 5-9. H18fda1 (図左)、H18fda2 (図右) の至適温度 (※－は酵素無添加) 
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5-3-6. 至適 pHの検討 

 各 pHで酵素反応後、C-PAGEにより H18fda1, H18fda2の至適 pHを検討した。この結果

より、H18fda1の至適 pHは pH 8.5、H18fda2の至適 pHは pH7.5であることが分かった (図

5-10、5-11)。 

 

図 5-10. H18fda1の至適 pH (※－は酵素無添加) 

 

 

図 5-11. H18fda2の至適 pH (※－は酵素無添加) 
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5-3-7. pH安定性の検討 

各 pHで 30分間酵素をプレインキュベート後、酵素反応を行い、C-PAGEにより H18fda1, 

H18fda2の pH安定性を検討した。この結果より、H18fda1は pH 7.0 ~ 10.0で安定であり、

H18fda2は pH 7.5 ~ 10.0で安定であることが分かった (図 5-12、5-13)。 

 

図 5-12. H18fda1の pH安定性 (※－は酵素無添加) 

 

 

図 5-13. H18fda2の pH安定性 (※－は酵素無添加) 
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5-3-8. 金属イオンが活性に及ぼす影響 

酵素反応液に 1 mM各金属イオンを添加して酵素反応後、C-PAGEによりH18fda1, H18fda2

の金属イオンによる影響を検討した。この結果、H18fda1は Ag+，Mg2+で、H18fda2は Ag+，

Mg2+ , Fe2+で活性阻害が見られた (図 5-14、5-15)。 

 

図 5-14. 金属イオンが H18fda1に及ぼす影響 (※－は酵素無添加、Cはコントロール) 

 

 

図 5-15. 金属イオンが H18fda2に及ぼす影響 (※－は酵素無添加、Cはコントロール) 
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5-3-9. 各種阻害剤が活性に及ぼす影響 

酵素反応液に 1 mM の各阻害剤を添加して酵素反応を行い、C-PAGE により H18fda1, 

H18fda2の阻害剤・キレート剤による影響を検討した。この結果より、どちらもキレート剤の

影響を受けないことが分かった (図 5-16、5-17) 。しかし p-Chloromercuri benzoic acid をはじめと

する SH阻害剤による活性阻害は見られた。 

 

図 5-16. 阻害剤・キレート剤が H18fda1の活性に及ぼす影響 

 

 

図 5-17. 阻害剤・キレート剤が H18fda2の活性に及ぼす影響 

1 : EDTA 

2 : 8-Quinolinol 

3 : N-Bromosuccinimide 

4 : 2,2’-Bipyridine 

5 : 1,10-Phenanthroline 

6 : Diethyldithiocarbamate 

7 : p-Chloromercuri benzoic acid 

8 : N-Ethylmaleimide 

9 : 5,5’-Dithiobis (2-nitrobenzoic 

acid) 

 

 

 

1 : EDTA 

2 : 8-Quinolinol 

3 : N-Bromosuccinimide 

4 : 2,2’-Bipyridine 

5 : 1,10-Phenanthroline 

6 : Diethyldithiocarbamate 

7 : p-Chloromercuri benzoic acid 

8 : N-Ethylmaleimide 

9 : 5,5’-Dithiobis (2-nitrobenzoic 

acid) 
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5-3-10. 基質特異性の検討 

 起源の異なるフコイダンやフコイダン以外の多糖を用いて酵素反応を行い、C-PAGEによ

り H18fda1, H18fda2の基質特異性を検討した。その結果より、どちらもガゴメコンブフコイ

ダンだけでなく、5-3-3 の結果と同様、オオウキモフコイダンに対しても低分子化活性を有

していることが分かった (図 5-18、5-19)。 

 

図 5-18. 各種フコイダンに対する H18fda1の低分子化活性 

 

 

図 5-19. 各種フコイダンに対する H18fda2の低分子化活性 

1 : ガゴメコンブフコイダン 

2 : ガゴメコンブフコイダン + H18fda1 

3 : オキナワモズクフコイダン 

4 : オキナワモズクフコイダン + H18fda1 

5 : ヒバマタフコイダン 

6 : ヒバマタフコイダン + H18fda1 

7 : ワカメフコイダン 

8 : ワカメフコイダン + H18fda1 

9 : オオウキモフコイダン 

10 : オオウキモフコイダン + H18fda1 

11 : アカモクフコイダン 

12 : アカモクフコイダン + H18fda1 

1 : アカモクフコイダン 

2 : アカモクフコイダン + H18fda2 

3 : ヒバマタフコイダン 

4 : ヒバマタフコイダン + H18fda2 

5 : ガゴメコンブフコイダン 

6 : ガゴメコンブフコイダン + H18fda2 

7 : ワカメフコイダン 

8 : ワカメフコイダン + H18fda2 

9 : オキナワモズクフコイダン 

10 : オキナワモズクフコイダン + H18fda2 

11 : オオウキモフコイダン 

12 : オオウキモフコイダン + H18fda2 
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5-3-11. H18fda1, H18fda2によるガゴメコンブフコイダン分解の経時変化 

ガゴメコンブフコイダンの H18fda1, H18fda2による酵素反応経時変化を C-PAGEにより

評価したところ、反応時間が長いほど低分子化が進行していることが分かった (図 5-20)。 

図 5-20. H18fda1 (図左)、H18fda2 (図右) によるガゴメコンブフコイダン分解の経時変化 
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5-3-12. H18fda1, Swfcn2を両方添加したときの基質分解 

H18fda1またはSwfcn2を単独で酵素反応させた場合、同じHPLCパターンが見られたが、

両方添加するとガゴメコンブフコイダン、オオウキモフコイダンどちらもさらなる低分子

化が見られた (図 5-21、図 5-22)。このことから、2つの酵素の基質に対する作用点が異なる

ことが考えられた。ガゴメコンブフコイダン酵素反応液を TSKgel G3000PWXL にアプライ

し、各ピークに番号をつけ、図 2-2 の検量線をもとに低分子化物の分子量を算出した結果、

分子量約 7000, 5000に相当する分解産物が生成していることが分かった (図 5-23)。 

 

図 5-21. ガゴメコンブフコイダンを基質として H18fda1, Swfcn2またはその両方を用いた酵

素反応後の HPLC結果 

 

 

図 5-22. オオウキモフコイダンを基質として H18fda1, Swfcn2またはその両方を用いた酵素

反応後の HPLC結果 

青：ガゴメコンブフコイダンのみ 

橙：ガゴメコンブフコイダン + H18fda1 

灰：ガゴメコンブフコイダン + Swfcn2 

黄：ガゴメコンブフコイダン 

    + H18fda1 + Swfcn2 

青：オオウキモフコイダンのみ 

橙：オオウキモフコイダン + 

H18fda1 

灰：オオウキモフコイダン + Swfcn2 

黄：オオウキモフコイダン 

 + H18fda1 + Swfcn2 

 



99 

 

 

【各ピークの分子量】 ①57,000 (分画範囲外) ②7000 ③ 5000 

図 5-23. TSKgel G3000PWXL を用いた H18fda1, Swfcn2またはその両方を添加したガゴメコ

ンブフコイダンの低分子化パターンの分析 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

青：ガゴメコンブフコイダンのみ 

橙：ガゴメコンブフコイダン + Swfcn2 

灰：ガゴメコンブフコイダン + 

H18fda1 

黄：ガゴメコンブフコイダン 

    + H18fda1 + Swfcn2 
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5-4. 考察 

 

 本章では、L. algae H18のドラフトゲノム情報をもとに、GH 107および GH 168ファ

ミリーから相同性の高い酵素遺伝子を選択し、Fct114とは異なるフコイダナーゼ遺伝子

h18fda1を特定し、クローニング及び異種発現を行った。第 4章において SW株から見い

だされたフコイダナーゼ Swfcn2、本章において見いだされたフコイダナーゼ H18fda1はど

ちらもガゴメコンブフコイダンおよびオオウキモフコイダンを分解できることがわかっ

た。これまで、GH 107ファミリーと相同性の高いフコイダナーゼを同一菌株中に 2種類見

出されたことはあったが [12, 92]、Swfctと Swfcn2または Fct114と H18fda1のような相同

性の全く異なるフコイダナーゼが同一菌株中に 2種類見出されたことは報告されていな

い。4章の考察でも述べたが、H18株もオキナワモズクフコイダンを単一炭素源とした場

合、オキナワモズク以外のフコイダン分解酵素を生産することから (図 2-5)、h18fda1と

fct114もオキナワモズクフコイダンにより同時に発現していると推察され、これら酵素遺

伝子の発現機能の解明が必要と思われる。 

ガゴメコンブは、褐藻類トロロコンブ属の食用の海藻であり、その生育は北海道函館周

辺の地域に限られている。北からの寒流が南からの暖流の支流と交差する限られた海域の

水深 10メートル以上のところに生育する希少なコンブであり、粘りが強いことが特徴で

ある。ガゴメコンブは、コンブの中でもフコイダンを豊富に含み、硫酸化フコースを主成

分とする F-フコイダン、グルクロン酸を含む U-フコイダン、ガラクトースを含む G-フコ

イダンの 3種類の化学構造が明らかにされている (図 5-24) [39, 94, 95]。5-3-12において、

Swfcn2と H18fda1を同時に添加すると、ガゴメコンブフコイダンおよびオオウキモフコイ

ダンの低分子化が促進されることがわかった。そこで、Swfcn2と H18fda1のアライメント

を行うと (図 5-25)、両者とも GH 107ファミリー特有の触媒残基を持ち合わせているが、

全体の相同性はとても低く、両酵素の分子量にも大きな差があるため、双方の基質認識部
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位が異なると推察された。 

 

図 5-24. ガゴメコンブ由来フコイダンの構造式 [39, 95] 

 

 

図 5-25. Swfcn2と H18fda1のアミノ酸配列の比較 



102 

 

第 6章 Luteolibacter algae H18由来フコイダンスル

ファターゼの精製、遺伝子同定、異種発現、特性解

明 
 

6-1. 緒言 

 

 フコイダンとはフコースに硫酸基が付加した硫酸化多糖体であり、フコイダンが有する

幅広い生理活性は硫酸基による要因が大きいとされている [96,97]。近年、Silchenko らは、

海洋性細菌Wenyingzhuangia fucanilytica CZ1127からヒバマタ由来フコイダンを endo型で主

鎖を加水分解するフコイダナーゼおよび硫酸基を遊離する酵素スルファターゼを見出し、

ヒバマタ由来フコイダンの主鎖を部分分解し、側鎖の硫酸基を位置選択的に加水分解した

フコイダン誘導体の調製および同定を行った [74]。さらに、得られたフコイダン誘導体を

用いて乳がん細胞に対して生理活性評価を行ったところ、硫酸基を遊離させた低分子化フ

コイダンに比べて未処理のフコイダンの方が乳がん細胞の活性を低下させることがわかっ

た。一般的にフコイダンは、低分子した方が生理活性が大きいとされているのに対し [98]、

上述した Silchenkoらの論文では、酵素的に低分子化した方が生理活性が弱くなったと示さ

れている。このように、フコイダンの種類によって分子量や硫酸化度と多様な生理活性の相

関が逆になるケースもあり、今後さらなる検証が必要とされている。また、フコイダン分解

に関わる酵素も未だ明らかになっていない部分も多く、脱硫酸化酵素に至っては報告され

ている例が 3報であり [74, 75, 76]、しかもこれらの報告では遊離硫酸基の定量は行われて

いない。 

 序論でも述べたように、著者らのグループではオキナワモズク由来フコイダンを分解し

炭素源として利用できる海洋性細菌を単離し、フコイダン分解に関与する酵素についての
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研究を進めている。第 5章までに、L. algae H18および Flavobacterium sp. SWからフコイダ

ンの低分子化反応を触媒するフコイダナーゼについて述べてきており、以前には H18 株か

らフコイダンの脱アセチル化反応を触媒するデアセチラーゼ [73] についても報告してい

る。しかしこれまで、脱硫酸反応を触媒するフコイダンスルファターゼは見出してはいなか

った。そこで、本章では H18 株のフコイダンスルファターゼを、酵素反応によって遊離す

る硫酸基を定量することにより、種々のクロマトグラフィーを用いて H18 株から精製し、

酵素のアミノ酸配列を決定した。そして、H18株のドラフトゲノム情報を基に、フコイダン

スルファターゼ遺伝子を特定し、クローニングおよび大腸菌での酵素タンパク質の生産、酵

素化学的性質の特徴決定を実施し、考察を行った。 
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6-2. 材料および実験方法 

 

6-2-1. L. algae H18の大量培養および C.F.E.の調製 

 2章に示した方法により、オキナワモズクフコイダンを単一炭素源として L. algae H18を

培養し、C.F.E.を調製した。 

 

6-2-2. イオンクロマトグラフィーによる硫酸基の定量 

 15,000 rpm, 10 min遠心分離により不純物を取り除いた酵素反応後のサンプルを超純水により 30

倍希釈し、そのサンプルをMILLEXGV Filter Unit 0.22 µmを用いてろ過後、イオンクロマトグラフ

ィーにより分析した。ポンプは  LC-10 Ai (SHIMADZU)、検出器は電気伝導度検出器 

(SHIMADXU, CDD-10A SP)、カラムは SI-90 4E (4.0 mm x 250 mm、Shodex) を用い、1.8 mM 炭

酸ナトリウム + 1.7 mM 炭酸水素ナトリウムを溶離液とし、流速 1 ml/min で行った。検量線は、12 

ppm, 30 ppm, 60 ppmの Na2SO4を用いて作成した。 

 

6-2-3. バリウム沈殿による硫酸基の定量 

超純水 100 mlに Gelatin 0.5 g を加えてホットスターラーで溶解し、4℃, 4 h冷却したあと、BaCl2 

0.5 g を添加し、再び 4℃, 6 h冷却して BaCl2- Gelatin試薬を調製した。15,000 rpm, 10 min遠心

分離により不純物を取り除いた酵素反応後のサンプル 100 µl と BaCl2- Gelatin試薬 700 µlを混合

し、室温で 1 h反応させたあと、紫外可視分光光度計 (SHIMADZU、UV-2600） を用いて 500 nm

の吸光度を測定した。検量線は、0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.75, 1.0 mg/mlの Na2SO4を標準液と

して作成した(図 6-1)。6-2-2, 6-2-3 の方法で酵素活性を定量する場合、1 ユニットは 1 nmol の硫

酸を 1 minあたりに遊離させる酵素量として定義した。 



105 

 

 

図 6-1. バリウム沈殿法における BaSO4の検量線 

 

6-2-4. DEAE-Sepharose FFカラムによる酵素精製 

 20 Lの培養液から調製した H18株 C.F.E. (タンパク質量 1318 mg) を 20 mM Tris-HCl buffer 

(pH 7.7) で平衡化した DEAE-Sepharose FFカラム (樹脂量 200 mL, 50×3.0 cm) にアプライ

した。流速は 2.5 mL/min、分画サイズを 10 mLに設定した。20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.7) 

で洗浄後、0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 M NaClを含む 20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.7)で溶出を行った。

280 nm の吸収を有する画分についてスルファターゼ活性測定を行い、活性画分を集めた。 

 

6-2-5. Phenyl-TOYOPEARL 650Mによる酵素精製 

2.0 M NH4Clを含む 20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.7) に対して一晩透析した DEAE-Sepharose 

において 0.1 Mおよび 0.2 M NaClで溶出した画分を一つにしたサンプル (タンパク質量 480 

mg) を、同組成のバッファーで平衡化した Phenyl-TOYOPEARL 650M (樹脂量 50 mL, 
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12.5×3.0 cm) にアプライし、流速は 2.5 mL/min、分画サイズを 3 mLに設定した。同組成の

バッファーで洗浄後、2.0, 1.5, 1.0, 0.5 M NH4Clを含む 20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.7) で溶出

を行った。280 nm の吸収を有する画分についてスルファターゼ活性測定を行い、活性画分

を集めた。通常、Phenyl-TOYOPEARL カラムによる精製には(NH4)2SO4を溶出に用いるが、

酵素反応において硫酸基の遊離を定量するため(NH4)2SO4を用いることができず、その代わ

りに NH4Clを用いている。 

 

6-2-6. Resource Qカラムによる精製 

 6-2-5 で得られた Phenyl-TOYOPEARL 2.0 M 溶出画分 (タンパク質量 82 mg) を Vivaspin 

Turbo15 (Sartorius) を用いて、20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.7) による脱塩処理と濃縮処理を

同時に行った。同組成のバッファーで平衡化した Resource Q (樹脂量 6 mL, 3.9×2.2 cm) にア

プライし、流速は 1.5 mL/min、分画サイズを 3 mLに設定した。20 mM Tris-HCl buffer (pH 

7.7) で洗浄後、グラジエント濃度を 0 Mから 0.25 M NaClに設定し、AKTAシステムを用い

て溶出を行った。280 nm の吸収を有する各フラクションについて活性測定を行い、活性画

分を集めた。さらに、本操作で得られた部分精製酵素 (タンパク質量 1.5 mg) を同様の操作

で、グラジエント濃度を 0.1 Mから 0.18 M NaClに設定してもう一度行い、活性が見られる

画分を再び集めた。 

 

6-2-7. N末端アミノ酸配列解析 

 SDS-PAGE のゲルから PVDF 膜へタンパク質を転写するために、ブロッティング溶液 A

溶液 (300 mM Tris-HCl buffer (pH 7.0)、5% メタノール)、B溶液 (25 mM Tris-HCl buffer (pH 

7.0)、5% メタノール)、C溶液 (25 mM Tris-HCl buffer (pH 7.0)、40 mM 6-アミノヘキサン酸、

5%メタノール) を調製した。SDS-PAGE のゲルと同じサイズの PVDFメンブレン (Millipore、

Immobilon) を 100%メタノールに 20秒間浸した後、ブロッティング溶液 Bに沈め、30 min
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以上振とうした。ゲルと同じサイズのろ紙を 6枚用意し、ブロッティング溶液 Aに 2枚、

Bに 1枚、Cに 3枚、約 10 min浸した。ブロッティング溶液 Aに浸した 2枚のろ紙をトラ

ンスファー装置 (ATTO、AE-6675) の下部電極板の上に積層した。ブロッティング溶液 Bに

浸したろ紙を 1 枚その上に積層し、その上にメンブレンを載せ、ブロッティング溶液 B を

少量たらした。最終精製サンプルを泳動した SDS-PAGE のゲルを一瞬ブロッディング溶液

B に浸した後、メンブレンに載せ、ブロッティング溶液 C に浸した 3 枚のろ紙を上に積層

した。全体を押しつぶすように圧着し、上からブロッティング溶液 C を少量たらした。ト

ランスファー装置の蓋を閉め、上部電極板を静かにろ紙に密着させ、100 mA定電流の通電

条件で 4 ℃、2 h、転写した。その後メンブレンを取り出し、クーマシーブリリアントブル

ー染色 (染色液は通常の SDS-PAGE と同じ) を 10 min行った。次に、通常の SDS-PAGEと

は組成の異なる脱色液 (メタノール：酢酸 ＝ 9：1) で脱色し、メンブレンをアルミホイル

の上で乾かした。目的のバンドをカッターで切り出し、膜片をプロテインシークエンス解析

装置 (PPSQ-31A Protein Sequencer, Shimadzu) で解析を行った。 

 

6-2-8. プライマーの設計 

 fsut107と名付けた目的候補遺伝子を pCold Iベクターに組み込むため、表 6-1に示すよう

に Nde Ⅰ, Hind Ⅲ 認識配列を持たせてプライマーを設計した。PCR増幅の際の変性反応、伸

長反応の温度および反応時間は、98 ℃で 1分間加熱後、30サイクル (98 ℃で 10秒間、55 ℃

で 5分間、および 72 ℃で 2分) で行った。得られた PCR産物を QIAquick PCR Purification kit

を用いて精製した。 

表 6-1. fsut107増幅用のプライマー配列 

Forward primer 
CGTAGCATATGAAAGACAAAACCACCCT     

Nde Ⅰ 認識部位 

Reverse primer 
GCGAAGCTTTCAAACCAGTGGAATGG      

Hind Ⅲ 認識部位 



108 

 

6-2-9. DNA実験、組み換え大腸菌による酵素タンパク質の生産検討、酵素精製 

 DNA を扱う実験方法、すなわち、形質転換、プラスミド単離、制限酵素消化、ライゲ

ーションに関する実験方法ならびに、大腸菌による酵素タンパク質の生産検討、His-trapに

よる酵素精製に関する実験は第 3章に記載した方法と同じである。 

 

6-2-10. 酵素活性測定 

 目的酵素遺伝子の発現が確認できた E. coli BL21(DE3)/pCold I/fsut107 C.F.E.あるいは精製

した Fsut107 を酵素とし、終濃度 2%オキナワモズクフコイダンを基質とし、100 mM Tris-

HCl buffer (pH 8.0) を含む全量 100 µlの酵素反応液を用いて 30℃, 一晩酵素反応を行った。

80℃, 5 min熱処理後、遠心分離 (13,000 rpm, 10 min) を行い、6-2-2記載のイオンクロマトグ

ラフィーと 6-2-3 記載のバリウム沈殿法によって遊離硫酸濃度を測定した。なお、酵素精製

の過程では終始バリウム沈殿法を用いて、酵素活性を測定した。 

 

6-2-11. 至適温度の検討 

 表 6-2に示した全量 150 µLの酵素反応液を用いて、20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 70, 75, 

80℃で 30 minインキュベートし酵素反応後、80℃, 5 min熱処理を行った。その酵素反応液

をバリウム沈殿法により図 6-1の検量線を基に、オキナワモズクフコイダンから生じる遊離

硫酸濃度を測定し、Fsut107の至適温度を検討した。 

表 6-2. Fsut107の酵素反応液組成 (至適温度、熱安定性検討時) 

Fsut107 0.37 mg/mL 

Tris-HCl Buffer (pH 8.0) 100 mM 

オキナワモズクフコイダン 2 ％ 
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6-2-12. 熱安定性の検討 

 Fsut107 (0.37 mg/mL) を 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55℃で 30 minプレインキュベートした後、

表 6-2に示した全量 150 µLの酵素反応液を用いて、30℃, 4 hインキュベートし酵素反応後、

80℃, 5 min 熱処理を行った。その酵素反応液をバリウム沈殿法により図 6-1 の検量線を基

に、オキナワモズクフコイダンから生じる遊離硫酸濃度を測定し、Fsut107の熱安定性を検

討した。 

 

6-2-13. 至適 pHの検討 

 表 6-3に示した全量 150 µLの酵素反応液を用いて、30℃, 4 minインキュベートし酵素反

応後、80℃, 5 min熱処理を行った。その酵素反応液をバリウム沈殿法により図 6-1の検量線

を基に、オキナワモズクフコイダンから生じる遊離硫酸濃度を測定し、Fsut107の至適 pHを

検討した。 

表 6-3. Fsut107の酵素反応液組成 (至適 pH検討時) 

Fsut107 0.37 mg/mL 

酢酸/酢酸 Na Buffer (pH 4.5 ~ pH 5.0) 100 mM 

or MES Buffer (pH 5.5 ~ pH 7.0) 100 mM 

or Tris-HCl Buffer (pH 7.5 ~ pH 8.5) 100 mM 

or ホウ酸/NaOH Buffer (pH 9.0 ~ pH 10.0) 100 mM 

脱アセチル化オキナワモズクフコイダン 2 ％ 

 

6-2-14. 金属イオン、阻害剤・キレート剤が活性に及ぼす影響 

 酵素活性に影響を及ぼす金属イオン、阻害剤・キレート剤について検討した。酵素反応液

に添加する各化合物の濃度を 1 mMとし、2%オキナワモズクフコイダン、0.37 mg/mL Fsut107、

100 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0) を含む全量 150 µLの酵素反応液を用いて、30℃, 10 minイ

ンキュベートし酵素反応後、80℃, 5 min 熱処理を行った。その酵素反応液をバリウム沈殿

法により図 6-1の検量線を基に、オキナワモズクフコイダンから生じる遊離硫酸濃度を測定
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し、各化合物の Fsut107に対する影響を検討した。 

 

6-2-15. 基質特異性の検討 

 起源の異なるフコイダンあるいは海洋性多糖に対する Fsut107の活性を検討した。フコイ

ダンは 2%、海洋性多糖は 0.5%、0.37 mg/mL Fsut107、100 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0) を含

む全量 100 µLの酵素反応液を用いて、40℃, 5 minインキュベートし酵素反応後、80℃, 5 min

熱処理を行った。その酵素反応液をバリウム沈殿法により図 6-1の検量線を基に、基質から

生じる遊離硫酸濃度を測定し、Fsut107の基質特異性を検討した。 

また、人工基質に対する酵素活性を評価する際は、1 mM p-nitrophenyl sulfateあるいは p-

nitrophenyl phosphate、0.37 mg/ml Fsut107、20 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0)、1 mM CaCl2ある

いは FeCl2あるいは金属無添加の全量 1 mLの酵素反応液を用いて、30℃, 60 minインキュ

ベートし酵素反応後、410 nmの吸光度を測定することにより遊離する p-nitrophenol の濃度

を測定した。p-nitrophenol の検量線は 1～10 mMの範囲で作成した (データは示さない)。酵

素活性 1 unitは 1分間に 1 mmol の p-nitrophenolを遊離させる酵素量と定義した。 
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6-3. 結果 

 

6-3-1. L. algae H18大量培養と C.F.E.の酵素調製 

 H18 株の培養液 20 Lから 62.6 gの湿菌体が得られ、1318 mgのタンパク質を含む C. F. E. 

を調製した。 

 

6-3-2. DEAE-Sepharose FFカラムによる酵素精製 

 C.F.E.を 20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.7) に対して透析後、DEAE-Sepharose FFカラムにア

プライした。各 NaCl濃度で溶出した画分を回収後、酵素活性測定を実施した結果、0.1, 0.2 

M NaCl溶出画分において活性が検出され、Fraction No.191～246, No. 336～366を回収した 

(図 6-2, 図 6-3) 。 

 
図 6-2. DEAE-Sepharose FFカラムクロマトグラフィーで分離した 

フコイダンスルファターゼの溶出パターン 
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図 6-3. DEAE-Sepharose分画溶液による遊離硫酸濃度測定結果 

 

6-3-3. Phenyl-TOYOPEARL 650Mによる酵素精製 

DEAE-Sepharose 0.1, 0.2 M溶出画分を 2.0 M NH4Clを含む 20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.7) 

に対して一晩透析後、Phenyl-TOYOPEARLカラムにアプライした。各 NH4Cl濃度で溶出し

た画分を回収後、酵素活性測定を行った結果、どの Fraction No.においても酵素活性が見ら

れなかった。これは、NH4Cl が活性を阻害しているのではないかと考えられ、各 NH4Cl 濃

度で溶出された画分を集め、これらを 20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.7) に対して透析を行った

あと、酵素活性測定を行った。その結果、2.0 M NH4Cl溶出画分において活性が検出された

ので、Fraction No. 8～37を回収した (図 6-4, 図 6-5) 。 
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図 6-4. Phenyl-TOYOPEARLカラムクロマトグラフィーで分離した 

フコイダンスルファターゼの溶出パターン 

 

 

図 6-5. Phenyl-TOYOPEARL分画溶液による遊離硫酸濃度測定結果 
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6-3-4. Resource Q カラムによる酵素精製 

 Phenyl-TOYOPEARL 2.0 M NH4Cl溶出画分を、Vivaspin spin Turbo15 (Sartorius) を用

い、20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.7) による脱塩処理と濃縮処理後、Resource Qカラムにアプ

ライした。0 Mから 0.25 M NaCl濃度で溶出した各分を回収後、酵素活性測定を行った結

果、Fraction No. 19～20に酵素活性が見られた (図 6-6)。Resource Qカラムクロマトグラフ

ィー後のフラクションを用いて SDS-PAGE 分析を行い (図 6-7)、フコイダン脱硫酸化活性

と SDS-PAGEの結果を比べてみたが、酵素活性の強さと SDS-PAGEにおける特定のバンド

の濃さが一致しなかったため、目的バンドを特定することは出来なかった。 

 

図 6-6. Resource Q分画 (1回目) 溶液による遊離硫酸濃度測定結果 
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図 6-7. Resource Qカラムクロマトグラフィー (1回目) で分画したフラクションの SDS-

PAGE結果 

 

そのため、1回目の Resource Qカラム溶出後の Fraction19と 20をまとめ、再び脱塩・濃

縮処理後、NaClのグラジエント濃度を 0.1 M～0.18 Mと細かく設定し、2回目の Resource 

Qカラムによる精製を行った。溶出した各画分を回収後、酵素活性測定を行った結果、

Fraction No. 15～16に酵素活性が見られた (図 6-8)。2回目の Resource Qカラムクロマトグ

ラフィー後のフラクションを用いて SDS-PAGE 分析を行い (図 6-9)、フコイダン脱硫酸化

活性と SDS-PAGEの結果を比べると、50 kDa付近に特有のバンドが見られたことから、こ

のバンドを切り出し N末端アミノ酸配列を決定した。 

M : サイズマーカー 

1 : Phenyl-TOYOPEARL 

分画溶液 

2 : Fraction No. 18 

3 : Fraction No. 19 

4 : Fraction No. 20 

5 : Fraction No. 21 
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図 6-8. Resource Q分画 (2回目) 溶液による遊離硫酸濃度測定結果 

 

 

図 6-9. 2回目における Resource Qカラムクロマトグラフィーで分画したフラクションの

SDS-PAGE結果 

 

M : サイズマーカー 

1 : H18株 C.F.E. 

2 : Fraction No. 12 

3 : Fraction No. 13 

4 : Fraction No. 14 

5 : Fraction No. 15 

6 : Fraction No. 16 

7 : Fraction No. 17 
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6-3-5. 精製酵素のアミノ酸配列解析 

 精製酵素を SDS-PAGE のゲルから PVDF 膜に転写し、プロテインシークエンス解析装置

でエドマン分解法による N末端アミノ酸配列の解析を行った結果、ADPRIVSLKDという配

列が得られた。解析ソフト in silico MolecularCloningを用いて目的遺伝子を同定した結果、

すでに明らかにしている H18株のドラフトゲノム上にこの N末端アミノ酸配列をコードす

る ORFを見出し、その全長は 1512 bp、コードするタンパク質の分子量は 55.4 kDaであっ

た (図 6-10)。ここで、見出された ORF全長を fsut107と称することとし、PCR増幅した。

なお、fsut107がコードするアミノ酸配列に対して BLAST検索を行ったところ、相同性が高

いタンパク質の多くはアルカリホスファターゼに属する PhoDファミリーであり、その起源

は全て海洋由来細菌だった (表 6-4)。 

 

図 6-10. H18株由来 Fsut107のアミノ酸配列 
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表 6-4. Fsut107の BLAST結果 

タンパク質 菌株 (海洋細菌) 相同性 (％) 

PhoD-like protein Rhodopirellula sp. 71 

PhoD family protein Rhodopirellula sp. 71 

PhoD family protein Pontiella desulfatans 69 

Metallophosphoesterase family protein Pontiella desulfatans 67 

PhoD family protein Rhodopirellula rubra 67 

PhoD-like phosphatase Planctomycetes bacterium 63 

PhoD family protein Planctomycetes bacterium 63 

PhoD family protein Rhodopirellula  solitaria 56 

PhoD family protein Draconibacterium sp. 45 

PhoD family protein Verrucomicrobiaceae bacterium 45 
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6-3-6. fsut107の発現検討と酵素精製 

目的長の PCR断片を増幅し、pCold Iにライゲーションしたところ、fsut107のクローニン

グが確認できた。E. coli BL21(DE3) を用いて fsut107の発現を検討した結果、可溶性画分に

Fsut107 と同じ分子量 (約 55.4 kDa) を有するタンパク質が生産されているのが確認できた 

(図 6-11, レーン 2)。また、His-Trap により精製酵素を得ることができた(図 6-11, レーン 3)。 

 

図 6-11. 精製後 Fsut107の SDS-PAGE結果 

 

6-3-7. Fsut107の酵素活性測定 

  E. coli BL21(DE3)/pCold I/fsut107を培養して得られた C.F.E.あるいは精製した Fsut107を

用いてオキナワモズクフコイダンを基質として一晩酵素反応を行い、バリウム沈殿法また

はイオンクロマトグラフィーによる活性の確認を行った。その結果、どちらの方法において

もオキナワモズクフコイダンの明らかな脱硫酸化が確認でき (図 6-12、図 6-13)、バリウム

M : サイズマーカー 

1 : E. coli BL21 (DE3)/pCold I (68 µg) 

2 : E. coli BL21 (DE3)/pCold I/fsut107 (40 µg) 

3 : 精製後の Fsut107 (5 µg) 
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沈殿法では 4.3 mMの硫酸の遊離を、イオンクロマトグラフィーでは 2.2 mMの硫酸の遊離

が認められた。なお、酵素化学的性質検討においてはバリウム沈殿法を用いることとした。

また、この反応液を HPLC 分析しても基質のピークに変化は見られず (データは示してな

い)、Fsut107による主鎖の切断はないと考えられた。 

 

図 6-12. バリウム沈殿法を用いた Fsut107酵素反応後の遊離硫酸濃度測定結果 

 

図 6-13. イオンクロマトグラフィーを用いた Fsut107酵素反応後の遊離硫酸濃度測定結果 
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6-3-8. 至適温度の検討 

各温度で酵素反応後、検量線に基づいて遊離硫酸濃度を算出し、Fsut107の至適温度を検

討した。検討の結果、Fsut107の至適温度は 45℃ (図 6-14) であった。 

 

図 6-14. Fsut107の至適温度 

 

6-3-9. 熱安定性の検討 

 各温度で酵素を 30分間プレインキュベートした後に酵素反応を行い、検量線に基づい

て遊離硫酸濃度を算出し、Fsut107の熱安定性を検討した。この結果より、Fsut107は 30℃

まで安定であるが、35℃で 30分間処理すると残存活性は約半分にまで減少することが分

かった (図 6-15)。 

 

図 6-15. Fsut107の熱安定性 
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6-3-10. 至適 pHの検討 

 各 pHで酵素反応後、検量線に基づいて遊離硫酸濃度を算出し、Fsut107の至適 pHを検

討した。この結果より、Fsut107の至適 pHは pH 8.5であることが分かった (図 6-16) 。 

 

図 6-16. Fsut107の至適 pH 

 

6-3-11. 金属イオンが活性に及ぼす影響 

反応液に 1 mM 各金属イオンを添加して酵素反応を行い、検量線に基づいて遊離硫酸濃

度を算出し、Fsut107 の金属イオンによる影響を検討した。この結果、Fsut107 は Ca2+を除

く金属イオンにより活性が阻害された (図 6-17)。 

 

図 6-17. 金属イオンが Fsut107の活性に及ぼす影響 
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6-3-12. 阻害剤・キレート剤に及ぼす影響 

 反応液に 1 mM の各阻害剤を添加して酵素反応を行い、検量線に基づいて遊離硫酸濃度

を算出し、Fsut107 の阻害剤、キレート剤による影響を検討した。この結果より、EDTA に

より明らかな活性阻害が見られ、Fsut107は金属イオンが大きく影響することが示唆された 

(図 6-18)。 

 

図 6-18. 阻害剤・キレート剤が Fsut107の活性に及ぼす影響 

 

6-3-13. 基質特異性の検討 

 起源の異なるフコイダンやフコイダン以外の多糖を用いて酵素反応を行い、検量線に基

づいて遊離硫酸濃度を算出し、Fsut107の基質特異性を検討した。この結果より、オキナワ

モズクフコイダンに対して最も高い活性を示したが、ジャイアントケルプとも呼ばれる褐

藻オオウキモ由来のフコイダンに対する脱硫酸化活性も認められ、オキナワモズクフコイ

ダンを基質としたときの 65％程度であった (図 6-19)。 
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図 6-19. Fsut107の基質特異性 

 

 表 6-4 に示した BLAST 検索の結果、Fsut107 はアルカリホスファターゼに高い相同性を

有していたので、スルファターゼ活性に用いられる人工基質 p-nitrophenyl sulfate だけでな

く、p-nitrophenyl phosphateを用いた酵素反応を行った。また、既知のホスファターゼは活性

に二価カチオンを要求するとの報告があったので [99, 100]、Ca2+と Fe2+の添加効果も検討し

た。その結果、Fsut107 は p-nitrophenyl sulfate に対する酵素活性は全く示さかった一方、p-

nitrophenyl phosphateに対する活性を示した。さらに、金属無添加では p-nitrophenyl phosphate

に対する活性も認められなかったが、Ca2+を添加した際に 0.145 units/mg、Fe2+を添加した際

に、0.0622 units/mgの酵素活性を示した。 
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6-4. 考察 

 

 本章では、L. algae H18株の菌体から、硫酸基の遊離を測定することによりオキナワモ

ズクフコイダン脱硫酸化酵素の精製を行い、ドラフトゲノム情報をもとにフコイダンスル

ファターゼ遺伝子 fsut107のクローニングおよび大腸菌での酵素タンパク質の生産、酵素化

学的性質の特徴決定を行った。なお、これまでにフコイダンスルファターゼに関する論文

は 3例知られているが [74, 75, 76]、遊離硫酸基を定量的に測定して酵素化学的性質を解明

した報告例は無い。また、興味深いことに今回見出した Fsut107は、オキナワモズクフコ

イダンだけでなくオオウキモフコイダンに対しても活性を有していた。オオウキモフコイ

ダンの化学構造は一部解明されているが [101]、その全貌は明らかになっていない。オオ

ウキモフコイダンの化学構造が、オキナワモズクフコイダンと同一であるとは考えづらい

が、Fsut107が脱硫酸化酵素活性を有していることから基質として認識される領域が類似し

ていると推定される。 

 本酵素の相同性解析を行うと、表 6-4のように相同性の高いタンパク質のほとんどが海

洋由来細菌の PhoDファミリーに分類される酵素であった。PhoDとはアルカリホスファタ

ーゼの一種であり、リン酸ジエステル結合を加水分解する酵素である。アルカリホスファ

ターゼは 3つの大きなファミリーに分類され、PhoDの他に PhoAや PhoXファミリーも存

在する [100, 102]。PhoDファミリーの特徴として、ホスホモノエステラーゼとしての活性

を持つことや、活性に Ca2+または Fe2+を要求することが知られている [99, 100]。Fsut107

を高分子量のフコイダンではなく、低分子量の人工基質に対して活性評価を行うと、p-

nitrophenyl sulfateに対しては全く酵素活性を示さなかった一方、p-nitrophenyl phosphateに

対して顕著な活性を有し、さらに、Ca2+または Fe2+を添加しなければ活性が著しく下がる

ことがわかった。 

Fsut107はオキナワモズクフコイダンから硫酸基を遊離することができるが、その量はオ
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キナワモズクフコイダンが有する硫酸基の約 20％程度にすぎず、H18株の無細胞抽出液が

遊離できる硫酸基の量に比べて、半分に満たない（データは示していない）。これは、H18

株が exo型または endo型フコイダン分解酵素で多糖をオリゴ糖や単糖まで分解・資化する

際、Fsut107以外のフコイダン脱硫酸化酵素が存在することを示唆しており、H18株ゲノム

DNA中には第 2、第 3のフコイダンスルファターゼ遺伝子を有すると推察される。加え

て、アセチル基やグルクロン酸基などの立体障害により脱硫酸化が起きづらくなることも

考えられ、これらを脱離させることで遊離硫酸量も増えることも考えられるため、今後こ

れらの検証を行う必要がある。 
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第 7章 総括 
 

 本研究では、今回新たに単離したオキナワモズクフコイダン資化性微生物 Flavobacterium 

sp. SWおよび、著者らのグループでかつて単離した Luteolibacter algae H18由来のフコイダ

ン分解酵素について、遺伝子同定および異種発現、酵素化学的性質の評価を行った。 

第 2章では、Flavobacterium sp. SWおよび L. algae H18の培養特性ならびに、粗酵素によ

るフコイダンをはじめとする海洋多糖に対する分解様式の比較を行った。SW株は分離源で

あるフコイダンだけでなく、海藻由来の他の多糖も炭素源として利用でき、H18株よりも資

化できる炭素源のレパートリーが豊富であった。しかし、両菌株をオキナワモズクフコイダ

ンを単一炭素源として培養して得られた粗酵素液を用いると、H18 株の方が SW 株に比べ

て明らかに分解活性が強く、種々のフコイダンからの分解産物が見られた。 

第 3章では、SW株からオキナワモズクフコイダンの低分子化反応を触媒する新たなフコ

イダナーゼ遺伝子を見出すために、H18株由来フコイダナーゼ遺伝子 fct114との相同性検索

を行うことにより、swfct を見出し、クローニングおよび異種発現、酵素化学的性質の特徴

決定を行った。脱アセチル化フコイダンに対する Swfct の比活性は 2.63 U/mg protein であ

り、Fct114の 3.18 U/mg proteinと比較するとほぼ同じであるが、天然のオキナワモズクフコ

イダンに対する活性に関しては、Fct114は約 50％の活性に対して Swfctは約 20％しか示さ

ず、Swfctはアセチル基の立体障害の影響をより受けることが考えられる。両酵素における

相同性が C末端領域において高いため、このような基質特異性の違いは N末端領域によっ

て生じることが考えられる。 

第 4 章と第 5 章では、既知のフコイダナーゼ遺伝子のほとんどが属する GH 107 または

GH 168ファミリーから相同性の高い酵素遺伝子を選択し、SW株と H18株のドラフトゲノ

ム DNA情報をもとに、SW株からは swfcn2、H18株からは h18fda1を見出し、クローニン

グおよび異種発現、酵素化学的性質の特徴決定を行った。その結果、どちらの酵素もガゴメ
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コンブフコイダンおよびオオウキモフコイダンに対して分解活性を示した。また、両酵素を

混合してガゴメコンブフコイダンまたはオオウキモフコイダンに対して酵素反応を行うと、

混合前に比べると低分子化が促進されることがわかった。ガゴメコンブフコイダンに関し

ては F-フコイダン、U-フコイダン、G-フコイダンの 3 種類の化学構造が明らかにされてお

り、両酵素を混合することによって低分子化が促進される原因として、2つの酵素の基質認

識部位がこれら 3 種類のフコイダンのどれかに特異的であることから、異なる分解産物が

生じるものと推察された。 

 第 6章では、H18株の菌体からフコイダンスルファターゼの精製を行ったあと、ドラフ

トゲノム情報をもとにフコイダンスルファターゼ遺伝子 fsut107を見出し、クローニングお

よび異種発現、酵素化学的性質の特徴決定を行った。Fsut107の比活性は小さく、オキナワ

モズクフコイダンが有する硫酸基の約 20％程度しか遊離できていなかった。しかし興味深

いことに、本酵素はオキナワモズクフコイダンだけでなくオオウキモフコイダンに対して

も活性を有していること、相同性解析を行うとスルファターゼとアノテーションされるの

ではなく、PhoDファミリーに分類される酵素であり、p-nitrophenyl sulfateに対しては全く

酵素活性を示さなかった一方、p-nitrophenyl phosphateに対して顕著な活性を有していとこ

などから、今後さらなる検証が必要と考えられた。6-1でも述べたように、フコイダンス

ルファターゼについての報告はほとんどないため、本酵素を見出したことはフコイダンに

おける硫酸基の役割を見出すツールとして有効である。 

今までの研究結果から、フコイダンにフコイダナーゼやデアセチラーゼ、スルファターゼ

などを組み合わせることによって、アセチル基も硫酸基も持つ種々のオリゴ糖、アセチル基

も硫酸基も持たない種々のオリゴ糖、硫酸基だけを持たない種々のオリゴ糖などを調製す

ることが可能となり、その構造を決定することにより、フコイダンの構造及び酵素の基質特

異性を明らかにすることでき、さらにはフコイダンを酵素的に分解して生成した様々な構

造のフコイダン分解物の生理活性を評価することにより、フコイダン構造と生理活性との
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相関性を明らかにすることが可能であると考えられる。多糖の酵素的分解は、多糖の工業的

利用や医薬品の開発などにおいて有用であると考えられるが、まだまだ発展途上のため、今

後、多糖の構造と生理活性との相関性について更なる研究が必要であると考えられる。最後

に、本研究がオキナワモズクフコイダンの用途開発や需要拡大への一助となることを期待

する。 
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Fucoidans are hetero-sulfated polysaccharides that are widely distributed in brown algae and have been extensively
studied for their various biological activities. The structureefunction relationship of fucoidans remains unclear but can
be studied using fucoidan-degrading enzymes (fucoidanases). Here, we isolated and identified Flavobacterium sp. SW as
a microbial strain that can grow on fucoidan from Cladosiphon okamuranus as the sole carbon source. Genomic analysis
of this strain revealed the presence of two genes, swfct and swfcn2, that are homologous to fct114 from Luteolibacter
algae H18 and fcnA from Psychromonas sp. SW5A, respectively. The gene products were produced in Escherichia coli and
showed significantly different specificities for fucoidan. Swfct catalyzed the degradation of deacetylated fucoidan from
C. okamuranus, and Swfcn2 degraded fucoidans from Saccharina sculpera and Macrocystis pyrifera. The general prop-
erties of Swfct were examined by measuring the amounts of reducing ends produced by the enzymatic reaction, and the
enzyme properties of Swfcn2 were evaluated by carbohydrate-polyacrylamide gel electrophoresis. Our findings indicate
that one microbial strain can harbor genes encoding two different types of fucoidanases.
� 2022, The Society for Biotechnology, Japan. All rights reserved.
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Fucoidan is an anionic polysaccharide produced by brown algae,
and is characterized by fucose and sulfated fucose moieties as its
main constituent sugars, as well as xylose, mannose, uronic acid,
and acetyl groups. Fucoidan has a wide variety of beneficial phys-
iological activities for humans, such as anticoagulant, anti-diabetic,
antiviral, and antitumor effects, and is therefore attracting atten-
tion as a health food material (1e4). The chemical structure of
fucoidan is extremely diverse, with the composition and binding
modes of the monosaccharides and the content of sulfate groups
differing among algal species (5), making it difficult to elucidate the
relationship between fucoidan’s structure and its bioactivity. This
relationship can be clarified by treating fucoidan with enzymes.

Many microbial enzymes that degrade fucoidan to lower mo-
lecular weight compounds have been reported. The first reported
example was an enzyme from Mariniflexile fucanivorans SW5,
which degrades fucoidan from Pelvetia canaliculata. The gene
encoding this enzyme, mffcnA, was cloned (6), and Sakai et al. (7,8)
investigated enzymes from two types of marine bacteria that can
degrade Saccharina sculpera fucoidan. Recently, Silchenko et al. (9)
isolated and characterized the enzyme fucoidanase (FFA) from the
marine bacterium Formosa algae KMM3553. FAA degrades fucoidan
from Fucus evanescens. Silchenko et al. (10) also cloned the gene ffa2
from the KMM3553 genome and revealed the biochemical char-
acteristics of the gene product. MfFcnA and FFA2 are classified into
ing author.
ress: ohshiro@bio.tottori-u.ac.jp (T. Ohshiro).
o authors contributed equally to this work.
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glycoside hydrolase family 107 (GH107) of the carbohydrate-active
enzymes (CAZy) based on their amino acid sequence. Sequence
information led to the identification of two fucoidanase genes (fwf1
and fwf2) fromWenyingzhuangia fucanilytica CZ1127T and one gene
(fhf1) from Formosa haliotis, and their gene products belonging to
GH107 were also examined (11,12). More recently, the novel
fucoidanase gene funA was identified via transcriptomics in
W. fucanilytica CZ1127T. The gene product (FunA) is a novel
carbohydrate-degrading enzyme that not to the GH107 family but
to the GH168 family (13).

We previously isolated two bacterial strains, Flavobacterium sp.
F31 (14) and Luteolibacter algae H18 (15), that grow on fucoidan
derived from Cladosiphon okamuranus (16) as the sole carbon
source. The enzymes involved in the degradation of this fucoidan,
namely, fucoidan deacetylase (Fud) and fucoidanase (Fct114), were
purified from the H18 strain. The genes were identified from the
genomic information, expression was confirmed in Escherichia coli,
and various properties of the enzymes were clarified (17,18). Since
Fct114 is more active towards deacetylated fucoidan from
C. okamuranus than to native fucoidan (18), fucoidan may be con-
verted to a degradation intermediate susceptible to Fct114 by the
action of Fud in fucoidan degradation by this strain. Furthermore,
although most fucoidanases reported to date can be classified into
either the GH107 or GH168 family, as described above, Fct114
cannot be assigned to any GH family based on its amino acid
sequence (18).

In this study, we isolated another Flavobacterium sp. called the
SW strain, that can degrade fucoidan from C. okamuranus. First, we
searched for genes encoding proteins similar to Fct114, or that are
. All rights reserved.
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highly homologous to the GH107 or GH168 families, in the genomic
DNA of the SW strain. The identified candidate genes were cloned
and expressed in E. coli. Two protein products, called Swfct and
Swfcn2, exhibited fucoidan-degrading activities similar to those of
Fct114 and the GH107 family. The substrate specificities of Swfct
and Swfcn2 were different: the former catalyzed the degradation of
fucoidans from C. okamuranus and the latter fucoidan from
S. sculpera. The enzymatic properties of Swfct and Swfcn2 were
estimated by measuring the reducing ends generated by the
enzyme reaction for Swfct, and by carbohydrate-polyacrylamide gel
electrophoresis (C-PAGE) for Swfcn2.
MATERIALS AND METHODS

Materials The high-molecular-weight fucoidan (SEA ALGA-F, Marine
Products Kimuraya, Co., Ltd., Sakaiminato, Japan) used in this study was prepared
from C. okamuranus using the method of Kawamoto et al. (19). Fucoidan from
S. sculpera was obtained from Takara Bio (Kusatsu, Japan). Deacetylated fucoidan
was prepared using fucoidan deacetylase as described previously (18). Other
fucoidans were purchased from SigmaeAldrich (St. Louis, MO, USA).

Isolation and identification of the SW strain The fucoidan-degrading
microbial strain was isolated using a previously reported procedure (15).
Enrichment cultures were done using medium containing fucoidan from
C. okamuranus as the sole carbon source. Whole DNA was prepared from cells of
the isolated SW strain, and the DNA coding 16 S rRNA was amplified by PCR using
the universal primers 27f (50-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-30) and 1525r (50-
AAAGGAGGTGATCCAGCC-30). The amplified DNA fragment was purified using a
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Germany) and then sequenced using
universal 16 S rDNA primers. The sequence obtained was compared against those
deposited in the DNA Data Bank of Japan and was identified as belonging to the
SW strain.

Identifying the genes involved in fucoidan degradation in the SW
strain The entire nucleotide sequence of the draft genome of the SW strain
was determined (HiSeq 2500, Illumina Inc., San Diego, CA, USA). Genes presumed to
be involved in fucoidan degradation were searched using an in silico molecular
cloning software package (In Silico Biology, Inc., Yokohama, Japan) based on the
FIG. 1. Alignments of the amino acid sequences of fucoidanases from L. algae H18 (Fct114) a
region of Lam-G like domain in Fct114.
fct114 sequence (LC378584) of L. algae H18; fucoidanase gene (mffcnA, fcnA, ffA2, and
fda1) sequences (CAI47003, AYF59291, WP_057784219.1, and AAO00508.1)
belonging to the GH107 family of M. fucanivorans SW5, Psychromonas sp. SW5A,
F. algae KMM3553, and Alteromonas sp. SN-1009; and a fucoidanase gene (funA)
sequence (ANW96599) belonging to the GH168 family of W. fucanilytica CZ1127T.

Cloning and expression of the fucoidanase genes Before cloning the target
genes swfct and swfcn2, the signal peptides were predicted using SignalP. For swfct, a
DNA fragment encoding the protein following the signal peptide was amplified with
PCR using the forward primer TATCAGGAATTCATGCAAAAGAGTTTACCCCCT (the
EcoRI restriction site is shown in bold) and the reverse primer GCTCGCGTCGA-
CATTATCCAAAGGCATAGAAAAT (the SalI restriction site is shown in bold). For
swfcn2, the sequence of the forward primer was GGCCAGCATATGGAAGCACAATA-
TATATGGTAT (the NdeI restriction site is shown in bold) and the sequence of the
reverse primer was GGCCGCGTCGACTTCTTTTACAAATTTAAAAAGA (the SalI restric-
tion site is shown in bold). PCR was performed with PrimeSTAR Max DNA poly-
merase (Takara Bio): the PCR mixture was heated at 98 �C for 2 min and then
subjected to 30 cycles of amplification (98 �C for 10 s and 68 �C for 3 min). The
resultant swfct fragment and pColdI plasmid vector were digested using EcoRI and
SalI, the swfcn2 fragment and pET-21a plasmid vector were digested using NdeI and
SalI, and then the fragments were ligated to construct pColdI/swfct and pET-21a/
swfcn2, respectively. Both plasmids were introduced into E. coli BL21 (DE3).

The recombinant E. coli strain harboring pColdI/swfct was cultured in LB me-
dium with 100 mg/ml ampicillin. The medium was agitated at 200 strokes/min for
5 h at 37 �C, rapidly cooled to 15 �C; then, 1 mM IPTG was added and the cells were
cultured for 24 h. The recombinant E. coli strain harboring pET-21a/swfcn2 was
cultivated in the same manner except that the cells were cultured at 20 �C after the
addition of IPTG. The cultured cells were harvested by centrifugation (10,000 � g,
30 min), suspended in 20 mM TriseHCl buffer (pH 8.0), and disrupted using an
ultra-oscillator at 20 kHz (Sonifier 450, Branson Instruments, Danbury, CT, USA).
After centrifugation (15,000 � g, 30 min), the supernatant was used as the cell-free
extract.

Purification of fucoidanases and SDS-PAGE analysis Cell-free extracts
prepared from 1 L of culture broth were applied to a His-Trap HP column (1.6 �
2.5 cm, Cytiva, Uppsala, Sweden) equilibrated with 50 mM TriseHCl buffer (pH 8.0)
containing 300 mM NaCl and 20 mM imidazole. Unbound proteins were removed
thoroughly with the same buffer, and then with 50 mM imidazole. The target
proteins were eluted with 50 mM TriseHCl buffer (pH 8.0) containing 300 mM
NaCl and 100 mM imidazole. The eluted fractions were collected, concentrated,
and desalted by ultrafiltration using a Vivaspin turbo 15 centrifugal concentrator
(Sartorius, Gottingen, Germany).
nd Flavobacterium sp. SW (Swfct). A bold line above the Fct114 sequence indicates the
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SDS-PAGE was performed by the method of Laemmli (20) using a 12.5% gel for
separation. Protein bands were visualized by staining with Coomassie Brilliant Blue
G-250 dissolved in 50% methanol-10% acetic acid, and destained in 30% methanol-
10% acetic acid. CLEARLY Protein Ladder molecular weight marker (Takara Bio)
was used as calibration proteins.

Enzyme assay The enzyme reaction mixtures contained enzyme, 2% sub-
strate and 100mM TriseHCl buffer (pH 8.0), typically in a total volume of 100 ml. The
solution was incubated at 30 �C during the reaction and heated at 85 �C for 5 min to
stop the reaction. After centrifugation to remove the precipitate (12,000 � g, 5 min),
the supernatant was injected onto an HPLC system and analyzed as described
previously (18). The HPLC system was equipped with an RID10A refractive
detector (Shimadzu, Kyoto, Japan), and a size-exclusion TSKgel GMPWXL column
(7.8 mm � 300 mm, Tosoh, Tokyo, Japan). The mobile phase was 0.1 M sodium
nitrate and a flow rate was 0.6 ml/min. The enzymatic properties of Swfct were
investigated by measuring the amount of reducing ends released from
deacetylated fucoidan, as described previously (18). Reducing sugars were
quantified by measuring the absorbance at 660 nm using a copper reagent with
according to Nelson’s method (21). Fucose was used for the calibration line. The
enzymatic properties of Swfcn2 were estimated by C-PAGE as described
previously (10) with modification. An aliquot after the enzyme reaction (4 ml) was
mixed with 4 ml of loading buffer containing 10% sucrose, 0.4 mM EDTA, and
10 mM TriseHCl (pH 8.7) and applied onto a stacking gel comprising 5.7%
acrylamide, 0.11% piperazine diacrylamide, 2 mM EDTA, and 50 mM TriseHCl (pH
8.7). The sample was electrophoresed through a separating gel 1 mm thick and
7 cm long comprising 30% acrylamide, 0.6% piperazine diacrylamide, 2 mM EDTA,
and 50 mM TriseHCl (pH 8.7) for 2 h at 200 V and then stained in 0.5% Alcian
blue 8GX in 2% acetic acid for 45 min and rinsed with distilled water.

RESULTS

Isolation and identification of the SW strain We used the
algae C. okamuranus as the screening source and isolated the SW
FIG. 2. Alignments of the amino acid sequences of fucoidanases from Psychromonas sp. SW5
residues proposed by three-dimensional structure analysis (22).
strain by growing in a medium containing fucoidan from
C. okamuranus as the sole carbon source. Sequence analysis of the
DNA coding 16 S rRNA showed that the sequence of the SW strain
(accession no. LC697042) had the highest similarity (99%) with that
of Flavobacterium sp. F31 (AB544005). Thus, the SW strain was
identified as Flavobacterium sp.

Search for fucoidanase genes in the SW strain and
comparison of fucoidanase amino acid sequences We
searched the sequence of SW strain for genes encoding proteins
similar to proteins belonging to the GH107 or GH168 families, in
addition to Fct114. The gene designated as swfct (accession no.
LC697043) was identified as a homologous gene of fct114 and the
gene designated as swfcn2 (accession no. LC697044) was identified
as encoding a protein belonging to the GH107 family, based on the
sequence of fcnA from Psychromonas sp. SW5A. The genes swfct and
swfcn2 comprise 2460 and 1878 bp, and encode 93 kDa and 69 kDa
proteins, respectively. The amino acid sequence homology between
Swfct and Fct114 was 40%, and their alignment is shown in Fig. 1.
The amino acid sequence homology between Swfcn2 and FcnA
was 53%, and their alignment is shown in Fig. 2.

Expression of swfct and swfcn2, confirmation of enzyme
activity, and enzyme purification A signal peptide composed
of 25 amino acids was encoded in swfct. The proteinwith the signal
peptide could not be heterologously produced in E. coli and thus we
produced the protein without the signal peptide. The recombinant
E. coli strains harboring pColdI/swfct and pET-21a/swfcn2 were
cultured at 15 �C and 20 �C to produce the target enzyme proteins,
respectively. Both recombinant proteins were overproduced in the
A (Fcn) and Flavobacterium sp. SW (Swfcn2). Asterisks indicate the catalytic amino acid
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cell-free extracts, and their molecular weights were approximately
90 and 70 kDa (Fig. 3, lanes 2 and 5). Examination of their
enzymatic activities using various fucoidans as substrates showed
that Swfct and Swfcn2 utilized deacetylated fucoidan from
C. okamuranus and fucoidan from S. sculpera as good substrates,
respectively (Fig. 4A and B). Highly purified enzymes were
obtained using an affinity column packed with Ni-Sepharose
(Fig. 3, lanes 3 and 6).

Enzymatic properties of Swfct The enzymatic properties of
Swfct were investigated by measuring the amounts of reducing
ends released from deacetylated fucoidan, as previously reported
(18). Purified Swfct generated 2.63 mmol reducing sugars per min
per mg-enzyme protein using 2% deacetylated fucoidan from
C. okamuranus. The optimal temperature and pH were 40 �C
(Fig. 5A) and pH 7.3 (Fig. 5C). The enzyme retained more than
80% activity after incubation at 25 �C for 30 min but enzyme
activity was lost above 35 �C (Fig. 5B). The enzyme showed
stability at pH 6e8.5 after incubation at 30 �C for 30 min
(Fig. 5D). Enzyme activities were significantly inhibited in the
presence of Cu2þ, Zn2þ, and Agþ. Conducting the enzyme
reactions using various fucoidans as substrates resulted in a small
amount of reducing sugar released from fucoidans from
C. okamuranus, Fucus vesiculosus, and Sargassum horneri. When
the activity for deacetylated fucoidan was 100, the relative
activity for each of the three normal fucoidans was 17, 8, and 7. A
decrease in the molecular weight of fucoidan from C. okamuranus
was observed by HPLC (Fig. 4C) but not for the other two
fucoidans. When the enzyme reaction was done using the
purified Swfct and the deacetylated fucoidan from C. okamuranus
as a substrate, the result of HPLC analysis was almost the same as
that when the cell-free extracts was used as shown in Fig. 4A.
This indicated the degradation pattern by Swfct differs on the
presence or absence of the acetyl group of fucoidan.
FIG. 3. SDS-PAGE of the fucoidanases Swfct and Swfcn2. Lane M, marker proteins; lane 1, cell-
BL21 (DE3)/pCold I/swfct; lane 3, purified Swfct (1.6 mg); lane 4, cell-free extract (7.4 mg) of E
swfcn2; lane 6, purified Swfcn2 (5.5 mg).
Enzymatic properties of Swfcn2 We initially attempted to
examine the enzymatic properties of Swfcn2 by measuring
reducing sugars but could not detect any and thus we evaluated
activity qualitatively using C-PAGE, previously used by another
group to measure fucoidanase activity (10). A decrease in the
molecular weight of fucoidan from S. sculpera in the enzyme
reaction mixture was observed on acrylamide gels. Fig. 6 shows
the optimal temperature and pH, and the stability of the enzyme
toward temperature and pH. The optimal temperature and pH
were 45e50 �C (Fig. 6A) and pH 6.0 (Fig. 6C). The enzyme
remained stable below 40 �C (Fig. 6B) and at pH 5.5e9.5 (Fig. 6D)
after incubation for 30 min. Activity was significantly inhibited in
the presence of Zn2þ. The use of various fucoidans as substrates,
followed by HPLC analysis, showed that the molecular weight of
fucoidan from Macrocystis pyrifera was reduced (Fig. 4D) in
addition to that from S. sculpera. When the enzyme reaction was
done using the purified Swfcn2 and the fucoidan from S. sculpera
as a substrate, the result of HPLC analysis was almost the same as
that when the cell-free extracts was used as shown in Fig, 4C.
Enzymatic properties of Swfct and Swfcn2 are shown in Table 1,
and both of enzymes were monomeric proteins.
Examination of algal polysaccharides as sole carbon sources
for strains SW and H18 We cultivated Flavobacterium sp. SW
and L. algae H18 with five types of fucoidan, or with laminarin or
alginic acid, each as the sole carbon source in a synthetic medium
previously used (15). As shown in Table 2, Flavobacterium sp. SW
grew well on fucoidans from C. okamuranus and S. horneri, and on
alginic acid and laminarin. Little growth was observed on
fucoidans from M. pyrifera and S. sculpera. Fucoidans from
Undaria pinnatifida and F. evanescens were not utilized as carbon
sources. In contrast, L. algae H18 grew well only on fucoidan from
C. okamuranus, little growth was observed on fucoidans from
free extract (7.5 mg) of E. coli BL21 (DE3)/pCold I; lane 2, cell-free extract (25 mg) of E. coli
. coli BL21 (DE3)/pET-21a; lane 5, cell-free extract (20 mg) of E. coli BL21 (DE3)/pET-21a/



FIG. 4. HPLC elution patterns after the enzyme reactions. The solid lines and dashed lines show the elution patterns with or without enzyme. (A) The reaction mixture contained 2%
deacetylated fucoidan from C. okamuranus and the cell-free extract of E. coli pColdI/swfct. The enzyme reaction was run for 24 h. (B) The reaction mixture contained 2% fucoidan
from S. sculpera and the cell-free extract of E. coli pET-21a/swfcn2. The enzyme reaction was run for 24 h. (C) The reaction mixture contained 2% fucoidan from C. okamuranus and
purified Swfct. The enzyme reaction was run for 15 min. (D) The reaction mixture contained 2% fucoidan from M. pyrifera and purified Swfcn2. The enzyme reaction was run for
30 min.
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S. horneri and S. sculpera, and no growth was detected on the other
algal polysaccharides tested.

DISCUSSION

Most fucoidan degrading enzymes, called fucoidanases, are
classified as belonging to the GH107 family. Currently 27 genes are
classified in this family, of which the functions of six have been
clarified. The family GH168was created in 2020 to encompass other
fucoidan-degrading enzymes. However, the amino acid sequence of
fucoidanase Fct114 fromour isolated L. algaeH18 is not homologous
to members of either the GH107 or GH168 family. In this study, we
isolated Flavobacterium sp. SW, which can grow using fucoidan
from C. okamuranus as the sole carbon source. A search of the SW
strain genome for genes similar to fct114 or genes encoding proteins
belonging to the GH107 or GH168 families identified swfct and
swfcn2, which have high homology with fct114 and GH107 family
members, respectively.

Fct114 and Swfct are relatively large enzymes, withmasses of 112
and 90 kDa, respectively. Deacetylated fucoidan from C. okamuranus
was the best substrate for both enzymes. The specific activities of
Fct114 and Swfct were 3.18 and 2.63 mmol reducing sugars formed
per min per mg-enzyme protein, respectively, and were considered
to be almost the same. Other enzymatic properties were similar.
However, the activities against normal fucoidan were different,
Fct114 showed about 50% activity towards normal fucoidan as
compared to deacetylated fucoidan (18), while Swfct had only one-
third of Fct114’s activity. This means that Fct114 is more active for
normal fucoidan than Swfct. Amino acid sequence alignment of
Fct114 and Swfct (Fig.1) showed that the homology of the C-terminal
regions is higher than those of the N-terminal regions, so the dif-
ference in substrate specificitymay be due to the N-terminal regions.
Whensearchingconservative proteindomains in Fct114 andSwfct by
the software, PROSITE (ExPASy - PROSITE), Lam-G like domain was
found in the N-terminal region of Fct114 from residues 228 to 370,
and Swfct did not have such a domain. Although the function of Lam-
G like domain has not been clarified, it is possible that the domain
influences the difference in substrate specificity between Fct 114 and
Swfct. Furthermore, we attempted to predict the three-dimensional
structures of the two enzymes but no appropriate template was
identified by SWISS-MODEL software (SWISS-MODEL, https://www.
expasy.org) and no predicted structure was obtained by AlphaFold2
software (https://colab.research.google.com/github/sokrypton/
ColabFold/blob/main/AlphaFold2.ipynb). These facts may suggest
that the structures of Fct114 and Swfct may be novel.

Detailed structural analyses are available for fucoidanases
belonging to the GH107 family, including MfFcnA from
M. fucanivorans SW5 and FcnA from Psychromonas sp. SW5A (22).
We identified Swfcn2 based on the sequence of FcnA. Although the
molecular weight of Swfcn2 is larger than that of FcnA, the amino
acid sequences of both enzymes are similar (Fig. 2), and the pro-
posed catalytic amino acid residues of the GH107 enzyme, D412 and
H417, are conserved in Swfcn2. FcnA catalyzes the degradation of
fucoidan from M. pyrifera but not from C. okamuranus (22), and ex-
hibits limited activity towards fucoidan from Saccharina japonica; its
activity for fucoidan from S. sculperahas not been assessed (22). This
trend in substrate specificity is the same as that of Swfcn2, sug-
gesting that Swfcn2 and FcnA have similar enzymatic properties.

The enzyme activity of Swfct in comparison to Fct114 was
evaluated by measuring the amount of reducing sugar ends
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FIG. 5. Effects of temperature and pH on Swfct activity and stability. Enzyme reactions were carried out using 2% deacetylated fucoidan and purified Swfct for 10 min at 40 �C in
50 mM potassium-phosphate buffer (pH 7.7), except that the reaction temperature (A) or the reaction buffer (C) was varied. (A) Enzyme activities were measured at the indicated
temperature. (B) Enzyme activities were measured after the purified enzyme was preincubated for 30 min at the indicated temperature in 20 mM TriseHCl buffer (pH 7.4). (C)
Enzyme activities were measured in buffers of various pH. (D) Enzyme activities were measured after the purified enzyme was preincubated for 30 min at the indicated pH in
20 mM TriseHCl buffer (pH 7.4). (C, D) The buffers used were potassium phosphate (circles), borate-NaOH (squares), and NaHCO3eNaOH (triangles).
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released during the enzyme reaction but no reducing sugars could
be detected using Swfnc2. We therefore qualitatively evaluated
activity by C-PAGE, used previously to investigate fucoidanases
belonging to the GH107 family (9e12,21). The HPLC results of the
Swfct and Swfcn2 reaction mixtures are shown in Fig. 4. The
Swfcn2 mixture provided a peak corresponding to 20,000 Da
(Fig. 4B), which is much lower than that of the fucoidan substrate
(160,000 Da). In contrast, the Swfct reaction mixture provided a
peak with a slightly lower molecular weight than that of the sub-
strate, and a peak at 4100 Da (Fig. 4A), which is much lower than
that of the fucoidan substrate (150,000 Da). Thus, high molecular
weight compounds remained in the Swfct reaction mixture but not
in the Swfcn2 mixture. Reducing end sugars were observed when
using Swfct, suggesting that Swfct catalyzes an exo-reaction and
substantial amounts of glycoside bonds might be cleaved. On the
contrary, since Swfcn2 catalyzes an endo-reaction, it is presumed
that the amounts of reduced sugar formed is small. However,
source of the peak at 4100 Da in the Swfct reactionmixture remains
unclear. A peak at the same position was also detected in the
enzymatic reaction using the purified enzyme, and it is certain that
the peak was not derived from impurities in the cell-free extracts.

Table 2 shows the algal polysaccharides utilized by strains SW
and H18. Although both fucoidan-degrading bacterial strains were
isolated using the same method, the bacteria grew on different
polysaccharide carbon sources. Strain H18 grew vigorously only on
fucoidan from C. okamuranus whereas strain SW grew well on
fucoidan from S. horneri and C. okamuranus, and on alginic acid and
laminarin. Thus, strain SW can utilize a wider variety of
polysaccharides than can strain H18. Although the chemical
structure of fucoidan is unclear in detail, it has been shown that
there are differences in the glycoside linkages between fucose
residues among brown algae with different orders (23). In order
Fucales such as S. horneri, fucoidan is composed of alternating a-
(1e4) and a-(1e3) linked fucose backbone. On the contrary, in or-
ders Chodariales such as C. okamuranus and Laminariales such as
M. pyrifera and S. sculpera, fucoidan is composed of only a-(1e3)
linked fucose backbone. Since the strain SW can grow using
fucoidan from S. horneri as a carbon source, it is considered that it
has another fucoidan-degrading enzyme different from Swfct. In
addition, although strain SW carries a fucoidan-degrading gene, its
growth on fucoidans from S. sculpera and M. pyrifera as sole carbon
sources was slower than that of C. okamuranus. This suggests that
the promoter activity of the SW gene may be weak, but we did not
measure the expression level of the gene and so the reason remains
unclear.

Sichert et al. (24) reported that Lentimonas sp. CC4 can utilize six
kinds of fucoidan as carbon sources, and used proteomics analysis
to show that each fucoidan is catalyzed by hundreds of copies of
fucoidanases. They identified or predicted multiple operons with
unique combinations of different enzymes for a high diversity of
fucoidan structures, and suggested that the diverse operon
arrangement and specific regulation may target different structure
motifs (24). SW strain was isolated as a microorganism that grows
on fucoidan from C. okamuranus as a sole carbon source and has
two different genes: one involved in the degradation of fucoidans
from C. okamuranus, and one for fucoidan from S. sculpera.



FIG. 6. Effects of temperature and pH on Swfctn2 activity and stability. Enzyme reactions were carried out using 2% fucoidan from S. sculpera and purified Swfcn2 for 30 min at 40 �C
in 100 mM TriseHCl buffer (pH 8.0), except that the reaction temperature (A) or the reaction buffer (C) was varied. (A) Enzyme activities were measured at the indicated tem-
perature. (B) Enzyme activities were measured after the purified enzyme was preincubated for 30 min at the indicated temperature in 20 mM TriseHCl buffer (pH 7.4). (C) Enzyme
activities were measured in buffers of various pH. (D) Enzyme activities were measured after the purified enzyme was preincubated for 30 min at the indicated pH in 20 mM
TriseHCl buffer (pH 7.4). (C, D) Acetate buffers were used at pH 3.5e5, MES buffers were used at pH 5.5e7, TriseHCl buffers were used at pH 7.5e8.5, borate-NaOH buffers were used
at pH 9e10, and bicarbonate-NaOH buffers were used at pH 3.5e5.

TABLE 1. Comparison of enzyme properties of two fucoidanases, Swfct and Swfcn2.

Swfct Swfcn2

Molecular weight 90 70
Optimal temp. (�C) 40 45e50
Optimal pH 7.3 6.0
Thermal stabilitya 25 40
pH stabilitya 6e8.5 5.5e9.5
Substrate specificity C. okamuranusb S. sculperab

M. pyriferab

Reducing end formation þ -
Inhibition by metal ions Cu2þ, Zn2þ, Agþ Zn2þ

a Remaining activities were estimated after incubation for 30 min at each tem-
perature and pH.

b Algae from which fucoidan was derived.

TABLE 2. Effects of algal polysaccharides on the growth of Flavobacterim sp. SW and
L. algae H18

Growth (OD660)

Polysaccharide SW H18

C. okamuranusa 1.31 � 0.02 1.56 � 0.01
F. evanescensa N.D. N.D.
M. pyriferaa 0.173 � 0.013 0.146 � 0.016
S. sculperaa 0.231 � 0.001 0.309 � 0.030
S. horneria 0.970 � 0.015 0.363 � 0.019
U. pinnatifidaa N.D. 0.195 � 0.002

1.33 � 0.01 N.D.
Laminarin 1.77 � 0.02 0.131 � 0.016

Each strain was cultivated at 30�C for 3 d in the medium previously reported (15),
and each polysaccharide was added to 2%. N.D., not detected.

a Algae from which fucoidan was derived.
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Moreover, SW strain grew well using fucoidan from S. horneri, and
on alginic acid and laminarin. The degrading enzyme system in SW
strain can thus likely degrade various marine polysaccharides in
addition to fucoidan. We will investigate the enzymes involved in
the degradation in the future. In addition, we will use the enzymes
found in the SW strain to lower the molecular weight of fucoidan
and examine the biological activity of the reduced molecular
weight products.
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