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バイオマスからの燃料エタノール生産を目的とした

遺伝子組換え酵母の開発

ConstructionofRecombinantYeastsfor

ProducingFuelEthanol血･omBiomass

代表研究者 別 派 学 農学郎 脚 三 太田 -良

Ayeast-1ikefungusAureobasidiumPullulansvar.melanigenumstrainATCC20524producesanextra-

cellularacidophilicxylanasewithanoptimumpHof2.0.The34aminoacidprepro-slgnalpeptideofthe

A.pullulansxylanasegene(xynl)productexpressedinthemethylotrophicyeastPichiai)astorisdirected

theefficientsecretionof178mgofactivexylanaseperlitel'oftheculturemedium.Thethree-dimension-

almodelandmutationalanalysisofthexynIgeneproductshowedthatAspl73andGlu-157residueslocat-

edattheupperandloweredgesoftheactivesitecleft,respectively.Playasignificantroleinitslowpll

optimum.AnotherextracellularxylanasewaspurifledfromtheculturesupernatantoftheA.Pullulans.

¶1eXylanasegene(xynIDencodeda261aminoacidsignalpeptideanda3351aminoacidmatureprotein.

ThexynII5'-noncodingregionhadtwoconsensusbindingsites(5'-GCCARG-3')forthetranscriptionfac-

torPac°mediatingpHregulation.Quantitativereal-timePCRanalysisrevealedthatthetranscriptionlev-

elsatpH6.0andpH8.0were8-foldand22lfoldhigherthanthatatpH2.7,respectively.

1.緒言

燃料エタノール生産のためのハイオマス栗源

の主流は､グルコースなどの六炭糖を主体とす

る余剰農作物 (コムギ､サ トウキビ､ビー トな

ど)由来の糖質やデンプン質である｡ しかし余

剰農作物が極めて少ない我が国の実情を考える

と､間伐材､製材加工残材､建築廃材などの食

糧と競合しないセルロース系バイオマスを活用

することがエネルギーおよび環境問題解決の観

点から重要である｡キシランは､単子葉植物な

どの細胞壁中のヘ ミセルロースの主成分で､キ

シロースがJヲ-1,4-キシロビラノシド結合した構

造を主鎖とし､その側鎖にアラビノースやグル

クロ ン酸 を含 む｡ 本研 究 で は ､不完 全菌

AuTeObasidlumpulJulansATCC20524株を用いて､
キシラン分解酵素キシラナ-ゼの精製とコー ド

する遺伝子のクローニングおよび酵母における

党規 と分泌を行った｡その研究成果を以下に記

述する｡

2.好酸性キシラナ-セの機能解析

2-1.シグナル ･ペプチ ドの配列と分泌能

A puJJulansATCC20524株の培養ろ液を濃縮
後､その粗酵素液を2種類のカラムクロマ トグ

ラフィーに供 し､キシラナ-ゼを電気泳動的に

単一に精製した｡本酵素は､分子量24,000のエン
ド型に作用するキシラ十一ゼであった｡また､

最適pHが2.0と非常に低く､pH安定性もpH1.0か

ら10まで安定であ り､好酸性 と高いpH安定性を

示す新規な酵素であった｡本酵素はGlycosyl

Hydrolase(GH)ファミリーIlに属し､その34アミ

ノ酸からなる長いシグナル ･ペプチ ドは2段階

のプロセシングを受けて分泌 されるプレプロ配

列であることが示唆された(Flg.1)｡本研究では
起源の異なるシグナル配列の酵素タンパク質分

泌能について比較するため､本酵素をコー ドす

る遺伝子(XynI)のシグナル配列を酵母pLC17L'apas-

t()rJ'.Sのホスファターゼおよび分泌能が高い酵母

SliCChaTOmyCeSCerleVL.uaeの α-ファクター由来の配

列に置換 した2種類を作製した｡,ryn[自身のシグ

ナル配列とシグナル配列が異なる2種のキシラ

ナ-セ遺伝子をそれぞれp.pasEon'sGS115株の染
色体上のアルコール酸化酵素遺伝子AOXl由来の

プロモーターの 卜流に組み込み､各遺伝子党規

と発現 した酵素タンパク質の分泌量を比較した｡

その結果､菌体の増殖は全て同様であったが､

本酵素由来のシグナル配列とα-ファクターの分

泌量は同程度でホスファターゼ由来のシグナル

配列の約 2倍高い分泌量があった｡さらに本酵

素本来の分泌シグナルによって分泌させた成熟

タンパク質のN末端アミノ酸配列を解析 した結

果､分泌シグナルはエンドペプチダーゼの認識

部位で正確に切断されていた,こjtらの事実よ

り､本酵素のシグナル配列はp,pasEorLkの小胞体

で認識され､プロセシングにより酵素を効率よ

く細胞外へ分泌 していることが推察された｡本

酵素のシグナル配列はα-ファクターと比較して､

半分以下のサイズであるにも拘わらず､高い分

泌能を示 したことから､広 く他起源の有用酵素

の党規と分泌においても応用が可能であると考

えられた｡
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2-2.好酸性の機能解析 p.pLZSLoJ･IP)虫色俸いこ組み込んだI｡各組換え体

p112という梅めて低いpHで般人活性を示すキ 酵狩はメタノールによるプロモ-夕-活件の誘
シラナーゼの好稲作に関り-するア ミノ酸枝盛を 軌 二よって､薗休外に常L-rL･のキシラ十一ゼを分

解析するため､ReLIOnlbLnNl1PCR法によi)､分泌 泌LtL:Q変熊体酵滋の解析から､如酸性に関与
シグナルを含むキシラナ-ゼ前駆体をコー トす する73番目のアスパラギン酸と157番巳のプルタ

る迎伝千.ry'7Iの野生7liQcDNAにD73Nまたは ミン慢およびそれらの立体欄道上の位匿を特rE
EL53T/E157Qの部位特興的変災を導入した｡こ した(Fl空.2)D
れら変異cDNAを発現へ'/'Jl'PJC3.5に挿入し､

Fig.2.Hypothetical3r)SLruLtLuIでprop帖ビdl()I,A.pTl/I"/alZSXynlprotein.llleribb()ndi;lLTramWasCreatedon
lhebatiisofitshonlOl()gyWithlhpstrueuLren)lAsJ)el･gtlhlsxylilnこlSCSL1SillLqtheSwi_ss-Modelst-･rvcr;ュnd
Dビ叩VicwsolrwarL･
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3. GHファミリー10に属するキシラナーゼ

3-1.酵素の精製と遺伝子クローニング

キシランを炭素源 とし､0.1M リン酸緩衝液

(pH6.0)を含む液体培地(looml)にて本菌株 を

30℃で5日間回転振 とう培養 した｡その培養ろ

液から分子量35,000､活性の至適pHが6.0のキシ

ラナ-ゼを精製 した｡本酵素はGHファミリー10

に属する特徴的な基質特異性 を示 した(Table1)｡

精製酵素のN末端 と内部アミノ酸配列をもとにプ

ライマーを作成 し,東色体DNAを鋳型 として

pcRを行った｡その酬 副析片(650bp)をプローブ

として染色体DNAからキシラナ-ゼをコー ドす

る遺伝子/tynTlを含む9.0kbpのEcoRI断片をクロー

ニ ングしたO さらにサブクローニ ングした3.8

kbpのXbaI-Kp山断片の塩基配列を決定 した0 3.8

kbp断片中のxynlI遺伝子は26ア ミノ酸残基の分

泌シグナルを含む361残基からなるタンパク質を

コー ドした｡成熟 タンパ ク質の推定分 子量 は

37,344Da､等電点は8.4であった｡

Table1 SubstratespecificityofGHfamily10

xylanaseh･omA.pullulans

Substrate Specificactivity

(U/mg)

Oatspeltxylan 29.5

BlrChwoodxylan 35.0

CarboxymethylceHulose N.D

pNp-/?-D-CeHobioside O.23

pNP13-D-Xylopyranoslde 0,02

pNp-/ヲーL-arabJnOfuranoslde <0.OI

pNP,E>nltrOPhenyl.
N.D,Notdetected.

3-2.培養pHによるキシラナ-ゼ遺伝子xyn//の発

現調節

本酵素は培養のpHを中性付近に調節 した際に

培養液中に分泌された0本Apullulan5キシラナ-

ゼ遺伝子xynIIのプロモ-ター領域において､糸

状菌AspergilJusnL'dulansで報告 されている環境pH

に応答する転写因子paccが結合するためのコン

センサス配列5--GCCARG-3-の存在を初めて見出

した｡xynIIの発現量をリアルタイムPCRにより

定量 した結果､xynIIはpH6.0および8.0の緩衝液

で増殖 した菌体では､pH緩衝液を用いない場合

(pH3.0)に比較 してそれぞれ43倍および22倍高 く

発現 した｡この結果は､転写因子paccに類似 し

た制御 タンパ ク質がxynIlの転写制御に関与 して

いる可能性を示唆 した｡

4.結論

不完全薗A.pullulansATCC20524株より酵素化

学的諸性質と遺伝 了･党規の制御機構が異なる2

種の新規なキシラナ-ゼを精製 した,Jこれらの

キシラ十一ゼは､その一次構造の特徴からGHフ

ァミリー10および11に属 し､それぞれ好熱性お

よび好酸性 という工業的に有用な特徴を有 した｡

それぞれの酵素をコー ドする遺伝子をクローニ

ングし､酵母p.paLuOn-Sにより発現 させた0本研

究でクローニ ングしたキシラナ-ゼ遺伝子はバ

イオマスからのエ タノール生産-応用できる可

能性が示唆された｡

5.今後の展望

ApuJJulans由来の好酸性キシラナ-ゼの長い分

泌 シグナルは､その特徴的な配列に起関 して酵

母はもとよりグラム陰性細菌である大腸菌にお

いてもキシラナ-ゼを菌体外 に分泌 させる機能

を有する事 を発見 した｡現在､高いエ タノール

耐性 を示すsacchaTOmyCeS酵母およびエ タノール

発酵性大腸菌KOll株にキシラナーゼ遺伝子を導

入するための基盤研究を実施 しているD
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