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リグノセルロース系バイオマスの糖化に関する酵素化学的研究

(宮崎大学農学部)太田一良

【はじめに】

木質系材料 (木材など)､草本類 (稲わら､スイッチグラスなど)を含むリグノセルロース

系バイオマスは自然界に最も多く存在する多糖資源の 1つであり､短期間で再生可能である｡

そのため､バイオ燃料 (エタノール､アセ トン､ブタノール)や化成品の生産のための原料と

して期待されており､その有効活用のための技術開発が進められている｡植物細胞壁中のリ

グノセルロースはおおよそ､50%セルロース､30%-ミセルロース､20%リグニンから構成され

ている (図 1)｡ これらの内-ミセルロースは､-キソース (グルコース､ガラクトース､

マンノース)､ペントース (キシロース､アラビノース)および糖酸 (グルクロン酸､ガラク

ツロン酸)などからなる-テロ多糖であり､その主成分はキシランである｡

キシランはβ-D-キシロースがβ-1,4結合した主鎖を持ち､キシロースのC-2-の4-0-メチ
ルーα-D-グルクロン酸､C-2とC-3-のアセチル基の修飾が見られる｡また草本類のキシラン

は特にアラビノキシランと呼ばれ､α-L-アラビノフラノースのC-2がキシロースのC-3-結

合した構造が多く存在する.さらにcLIL-アラビノフラノースのC-5-のフェルラ酸やrクマ

ル酸の修飾が見られる｡また､フェルロイル残基がその他のフェルロイル残基やリグニンの

ヒドロキシ基と結合する｡これらの構成糖の比率は植物の種類によって異なり､稲わらのア

ラビノキシランでは､46%キシロース､45%アラビノース､6.1%ガラクトース､1.9%グルコー

ス､1.1%ウロン酸､麦わらのアラビノキシランでは､66%キシロース､34%アラビノース､0,1%

マンノース､0.1%ガラクトース､0.3%グルコース､ トウモロコシ外皮繊維のアラビノキシラ
ンでは､48-54%キシロース､33-35%アラビノース､5-11%ガラクトース､3-6%グルクロン酸で

ある｡-テロキシランはフェルロイル酸などのフェノール性化合物による架橋によって､セ

ルロースのミクロフィブリンと結合している｡また細胞壁中のタンパク質と架橋することに

よって､不溶性のネットワークを構築している ｡

リグノセルロース系バイオマスの利用には､構成する高分子を微生物が利用可能な低分子

まで分解する必要がある｡上述のような複雑な構造を持つ-テロキシランを加水分解するに

は､複数の分解酵素の作用が必要となる｡そのキシラン分解酵素には､主鎖切断酵素として

キシラン内部のβ-1,4-キシロビラノシド結合をランダムに加水分解するエンド 1,4-β-キシ
ラナ-ゼ (EC3.2.1.8)と､キシロビオース､キシロトリオースなどのキシロオリゴ糖に作用

し､その非還元末端からキシロース単位で遊離するキシラン-1,4-β-キシロシダーゼ (EC
3.2.1.37)がある｡側鎖切断酵素にはα-グルクロニダーゼ (EC3.2.1.139)､crL-アラビノフ

ラノシダーゼ (EC3.2.1.55)､アセチルキシランエステラーゼ (EC3.1.1.72)､フェルロイ

ル酸エステラーゼ (E.C3.1,1.73)､p-クマロイル酸エステラーゼ (E.C.3.1.1.-)が存在し

ている｡

本研究では､これまで真菌ALJZ.eObasldl'umpullulansATCC20524株のキシラン分解酵素系

について 2種類のエンドキシラナ-ゼ(XynI,XynII)及び 1種類のβ-キシロシダーゼ(xylI)
について酵素化学的諸性質と遺伝子構造が明らかにし､糖質加水分解酵素ファミリー

(Glycosidehydrolasefamily;GHfamily)の分類で XynIはGHfamilyllに､XynHは GH

familylOに､β-キシロシダーゼ(XylI)はfamily3に属することを報告した.昨年度､キシ
ラン側鎖のα-L一アラビノフラノースを切断する酵素α-L-アラビノフラノシダーゼ遺伝子を

同菌株からクローニングし､その構造を解析した｡さらに､α-L-アラビノフラノシダーゼの

酵母による異種発現系を構築した｡

本年度は､その組み換え酵素を精製し､酵素化学的性質を明らかにした｡また､ホモロジ

ー検索でA.pullulaDSATCC20524株のゲノムDNA上でα-L-アラビノフラノシダーゼ遺伝子

の下流に P450安息香酸-41水酸化酵素遺伝子が隣接することをを発見した｡これまで A.

pullulaDSの安息香酸-41水酸化酵素を含むシトクロム P450酵素についての報告は無いOそ
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こで､その安息香酸-4-水酸化酵素遺伝子についても解析し､キシラン分解過程における機能
についても考察した｡
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図 1.リグノセルロース系バイオマスの組成とキシラン分解系を構成する酵素群

【研究成果】

1.A.pullulansATCC20524株の組換えα-L-アラビノフラノシダーゼの精製と性質

昨年度､酵母 P.pastorl'Sを用いたα-L-アラビノフラノシダーゼ異種発現系を構築した.
まず作製 した形質転換体 p.pastol-1'sGS115(pABFl15)を30℃で5日間､液体培養 した｡
液体培養のろ液から､菌体外に分泌されたα-L-アラビノフラノシダーゼをゲル滅過クロマ ト
グラフィーにより精製 した｡ゲル凍過クロマ トグラフィー後の各フラクションにおいて､UV
検出によるタンパク質のピークとα-L-アラビノフラノシダーゼ活性のピークの重なるフラク
ション12,13を精製酵素として回収した (図 2)｡
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表 1.α-L-アラビノフラノシダーゼの精製のまとめ

総括性 総 タンパク質■圭 比活性 回収率 精製度

(tT) (111等) (tTlll字l too) (fold)

培養上汁 1373 947.6 1.449 100.0 1.000

ゲルろ過 263.3 4,651 56,60 19.17 39,05

次に､精製酵素について活性の最適温度､最適 pH､温度安定性､pH安定性の測定を行った

(図 3)｡α-L-アラビノフラノシダーゼの活性の最適温度は750C､最適pHは4.5であった｡

温度安定性は 550C以下では 80%以上あり､60℃以上で急激に低下した｡ pH安定性は pH4

からpH9まで 80%以上あり､pHIO以上で急激に低下した｡本酵素は､既報の他の菌株由来

の同酵素に比べて､最適温度が75℃と高いことが特徴であり､産業上好ましい｡
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図 3. α-L-アラビノフラノシダーゼ活性に及ぼ温度とpHの影響

2.Aureobasl'dl'umpulluhDSATCC20524株由来安息香酸-41水酸化酵素遺伝子の解析

昨年度､A.pulluIaDSATCC20524株のゲノムからα-L-アラビノフラノシダーゼ遺伝子を
含む約 5kbpのDNA断片をクローニングした｡このDNA断片の塩基配列をホモロジー検索
すると､α-L-アラビノフラノシダーゼ遺伝子の下流に新たに安息香酸-4-水酸化酵素遺伝子と

推測される配列を見出した (図 4)｡この安息香酸-4-水酸化酵素遺伝子はα-L-アラビノフラ
ノシダーゼ遺伝子と近接しており､α-L-アラビノフラノシダーゼと共にキシランの分解に何
らかの役割を有することが推測された｡緒論にも示したようにキシラン主鎖にはα-Lアラビ

ノフラノースが結合しており､そこにさらにフェルラ酸や Fクマル酸が結合している｡フェ

ルラ酸とFクマル酸は芳香環を有するため､本酵素はこれらに作用することが推測される0

本研究では､まずRACE (RapidAm plificationofcDNAEnds)法により安息香酸14-水酸化
酵素遺伝子の全ORFを同定した0

2-1 安息香酸-4-水酸化酵素をコー ドする遺伝子の構造解析

A.pulluhnsATCC20524株由来の安息香酸-4-水酸化酵素遺伝子bphAはα-L-アラビノ
フラノシダーゼ遺伝子の下流554bpという非常に近い位置に存在した｡本 bpAA遺伝子は

ORFが1,512bpであり､1つのイントロン (54bp)が介在していた｡このイントロン領域
の両端は GU/AGの法則に合致するが､特徴としてそのイントロンが本遺伝子の 3'側 に存

在する｡子嚢菌に属するAspezTg2'11usnlierのCYP53Al､AspezTg7'11usnl'dulansのCYP53A3､
Cochll'oboluslunatusのCYP53A15はいずれも1つのイントロンを有するが､このイント

ロン位置は保存されていない｡一方､担子菌酵母 RhodotorulaminutaのCYP53Blには

イントロンが7つ､木材腐朽菌1%aDerOChaetechrysospon'um のCYP53C2にはイントロ
ンが5つ存在し､いずれも担子菌に属する｡

本遺伝子から推定される酵素BphAは504アミノ酸残基の酵素領域 (推定分子量56,729
Da)から構成され､推定 pH は 7.33であった｡また､N 末端の 7-29アミノ酸残基に

transmembranehelicsが存在した｡A.m'dulaDS由来のBzuAと同様にA.DLiez･由来の
BphA は細胞質-突出した酵素 ドメインを持つことで､小胞体に固着することから､本酵
素も小胞体膜に結合していることが考えられる04441453アミノ酸残基には cytochrome

P450cysteineheme-ironligandsignatureが存在 した｡cytochromeP450cysteine

heme-ironligandsignatureを有することから､本酵素はP450super払milyのCYP53A
subfamilyに属するとされ CYP53A37と命名されたO既報の C.1uDatUSのCYP53A15は
3D分子モデルにより､芳香族基質の特異性に関わると推測されるフェニルアラニンの位置
が同定された｡この酵素とアライメントした結果､本酵素の 113番目と487番目のフェニ
ルアラニンが芳香族基質の特異性に関与することが考えられる｡
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crLワ ラビノフラノシダーゼ遺伝子 安息香酸･4･水酸化酵素遺伝子

BcoRZ EcoRZ

姐 GGGTAC払 GGAGGTTGTCTTCTAGAtcAgg9C9■gt9C&t9t9▲9▲9tC999AtAgtC999CAtgtaACCAag9■tt94&9■gttC49■Atg&tttg -482
A G Y Zt E V V F *

&&t&AgAgA9tggttAtCC9■&gttC99t9tttt9tggtAt19AAAAggAA9tC9agAttgqtqgAqh ggA9ccgA&gA&gC9C&CCtgCtCt9cc9Ag -382
tgctc9999CACAtCCg▲tAtCICI491ICCCCgC99CtCCtCCIC19&&t･9■gCtCC&&Ct･Cgt&Ctl9tt.tttgCt9gt9CatCatCCg&&gACtC9Ct -282

9u C99■1t9u C9g&tC9叩 111叩 999gatgttSESSZg31P gltgt脚 tggtt9AtgJLCCtttC9g-t苧 聖且gaCgtC些 些CatgtaCt -182

gc9t■相 川 9̀ ■99ttCà gtg9t叩 tCtC99tC98gC9tC比 ■亡9&tgCCeCtCggtet9gtgCtgZLCCtttC9u tg芦 迦 gtAg&C9■ggCAtC -82

叩 tACCttgtC叩 CtCAgCCA gtct9̀ ett91ccttttgtCCtAttCCAtt9AtACAtC&gtCAgtC" tC&gtC&CgAJ GT 等 TGGvTC㌘ 呈TClCLI 1,9
TCT℡CACACCGm ℡GCCCTCTTGGCCATACC姐 TTCTCT℡C℡ACCTC℡℡GCCG℡ACCTGCGTAACTGGTCCATCCGCGA℡ATCCCC℡CGCCCT℡CCCCGC 119

-lFITl-p-T -A-1LIL--A--Z~-p-ちll--F-γ -i--L~p--Y--i--R一面~V-ls z A D I P S P F P A 40

CGCC℡℡CACCJACCTATGGCTCATGTACu TGCCGCCGAGG℡G℡ACGATACC℡℡GC℡G℡CG九ccAAGCGCm GACGTACGGC九九GTTCGTCCGCATC 219
A F ℡ N i Y L N Y Q C A A G V A Y i A V D Q A E 氏 T Y G J( F V A Z 73
CAGCCCCACCACGTCTC臥 TTGC九GACCCGG▲CGCTATTCCCATCGTCTACGGTCAC曲m CTGGCTTCCTCM G払 TACTACGACGCCTTTGTCA 319

Q P ZI JI V S 工 A D P D A I P I V Y G JI G T G F i R S E Y Y D A F V a 107
GCATCC札ICGCGGTCTCT℡CAACACGCGCGm GAGCCGm ℡G℡C℡CCC岨 CCTTTAG℡℡CT九払 GCATCGGCCAGTT 419

Z Q A G L F F T A D A A E E ℡ R X A Zt T V a E T F S S K S I a Q F 140
CGAACJd=TAn TGCACChu CCTCGAGTTGCTCGTCG伽 TGGA】u=AAGA℡GGCCAAAm CGGCGGCTACGCCAAGATGGACGCC℡℡G姐 C 519

E Q Y J4 JI 且 F i E i i V E X Y N K K A ZE Q A N a G Y A 氏 H D A L y 173
TGGTTTAACTAC▲CTGCCT℡CGn TC■℡CGG岨 CTTGGCCTTCGGTGCTCCCTTT弧 TGCTCG九九姐 GGIGGCCa CATTGCCGAGA℡CCGCGAG℡ 616

Y F N Y T A F D Z ェ G D L A F G A I F a JI i E R E A D I A E I A E S 207

CGTC九GACGC℡CC℡CCCJLAGTACGCTCCTGCC■TCG▲GGTCTTGAACeM GiLGGTTTCGGGCACCATTGGC℡GC℡GGCCC℡GGA℡C九九GCCCt■A 719

S D A P P R Y ▲ P A I E V i N A A a I V a G T I G C Y P Y 工 K P Y 240

TGCTGCT℡ACCTCCCCGih℡CC℡℡℡C℡TCACCAAAGG℡G℡℡CAGGCTG℡CC剤姐 ACCTCGCAGGTATCGCCGTCGCACGCGTCAAJu G℡CTm T 819

A A Y I- P D P F F ℡ R a V Q A V Q N i A a I A V A A V R Q A i D N 273
GCCG九G九GCGTCGACCGTGTGGA℡CTCCTGGC℡CGCTTGAT GAGCATGHM TCGGCCGTCAGu TTGACCGCCG瓜 C 919

A E S V D A V D i i A A i N I a Zt D E a a N 冗 L G A Q E i T A E A L 307
℡GaCCCM TCA℡TGC℡GGCAGCGm CCACC℡M TTCATG℡GC℡C℡CC℡GTACCAC℡G℡C℡CGCG九九ccCTn TGTAGTW TGC姐 CA 1019

T Q i I A G a D T T S W T S C A i i Y fI C i A N P JI V V Zt Jt i Q Q 340
AGAACTCGM GCCGC℡CTTCC℡GC九GGCACCGAAGTCCCTGTATTCG九ICAAGTCCGCGACCTGCC℡TACATGGATGCCGTCATC姐 GGAGACCATGCGT 1119

E L D A A i P A G T E V P V F E Q V A D i P Y X D A V I K E ℡ bl R 373
ATCCACAGC▲CT℡CC℡CGC℡AGGCCTGCCTCGTGTAGTCCCTGCAGGTGG九弧 GAAGTCTGTQQC乱GACACTTCCCTGCCGJLAJLCAG℡CCTCAGCGTGC 1219
I JI S T S S L G L P A V V P A G a A E V C G A E F P A E T V i S V P 407

CCGC▲℡A℡ACCA℡G⊂AC TCTGGGGTCCCGACGCTGA℡GACTTCAAGCCCG九GAGATGGGAGAM ℡GAC℡GJLAGC9tAAgttCC&C& 1319
A Y ℡ 比 JI A S lE E I V G P D A D D F X P E A V E X V T E A 436

1419

lntrOn Q X A A F I P
G℡TGCAGAn TGG姐 CTGGCA℡TGJL℡AGTCGCAACCGTCTTCCACAACTACGACTTTGAACT

F S Y a P A A C V a R 甘 455

℡℡C℡℡GL 1519

V A E N E i A i I V Å ℡ V F a N Y D F E L Y Q R T i E T A E G F i R 489
GGhAGCCGC℡CGAGTGC℡GGGTTGGTAT TACCGCC℡GAl■atCgAC&tgatCtggCtCgttgCl■gtCCggt9t9t■9CtAt9t■9■C 1619
Ⅹ P i R C W V G M I( R A A T A * 5O4

tgctctctleCCtggatCtM CtCgtgilt" iaAtg…iCgataCgllCgttACggC"1"tgc&gtcagAggttgt911tC叫ttt̀tCt91719
tgcLtccttcg9▲tL9gCAaCatCaCaaaC&&aaaC&&aagCatAtgCtCtat9Cg&aC&tta&ttCAt&9ttAtgtJLC&ga&tattC■99tt9tCAt9C1a19
g&cgggtatcA▲tcctc9AtAteatCAtCgCt9&9CACa&gCttCtCgACtgCgtgCtCC&Ctg9tltgtgCAgCCCaCCtCCCtCa&LttCgtCCttet1919
g9CtattCtgtttCttACCtCttCtt9taal=49CggaCtCtga9tCtgg9CgatCaACCC&ttCCg&Ct9CtgCagaCtq&&ttC 2004

BcoR=

図4.A.pullulaDSATCC20524株由来のα-L-アラビノフラノシダーゼ遺伝子と安息香酸-4-
水酸化酵素遺伝子を含む EcoRIDNA断片の模式図 (上)と安息香酸-4-水酸化酵素遺伝
子のヌクレオチド配列と推定アミノ酸配列 (下)

実線のボックス内は CytochromeP450cysteineheme-ironligandsignatureを示す｡

破線のボックスは小胞体膜-のリンカー配列を示す｡アンダーライン､CreA結合コンセン
ス配列およびTATAボックス ;二重アンダーライン､PacC結合コンセンス配列 ;-､繰り返
し配列 ;△､転写開始点 ;▲､ポリA付加部位
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CYP53A37 MGVVELLFTPY一一一一一一一一一一ALLAIPILFYLLPYLRNWS-IRDIpSp---FPAAFTⅣLW
CYP53A15 HFLTS工一I.LTPY----一一一一1-TrLLLPVLFYLLPYLRⅣVR-=RD工PAP--IFPAAWTNLW
CYP53A1 --HL.ALLLSPYGAYLG---一一一一L払 LVLYYLLPYLKRAJl-LRDIPAP1--GLAAFT打FW

CYP53A3 --加工TDFIJTPEN王TPERZAL-Al'LGIJLAAYYVVPYLQTWR-LSD工PAP---GLAAWTNFW
CYP53C2 HAVIEALTQLDLKS-I-WLLILIPALAZVBLHILV肌 LDPHGIRSYPGP一一一LL礼KFSDAW
CYP53B1 MG工VQEAAAFVGSLTAVQLAGAFAAIVLAFHVVPY工I-DPHGLRKYpAAGPFGZAAFTDAW

I *t4r*

CYP53A37 Ⅰ一HYQCRRGVRYLAVDQAflKTYGKm 工QPHHVSZADPDAIPIVYGHGTGFLKSEYYDAFV
CYP53A15 LLYQCRRGRRFLAVREARQKLGKLVRIQPNtlVSIADADAITQVYGHGNGFLKSEYYDAFV
CYP53AI LLLQTRRGHRFVVVDNARKKYGKLVR工APRfZTS王ADDGA工QAVYGHGNGFLKSDFYDAFV
CYP53A3 LLIJQTRLGHRFISVDⅣAHKKYGKLVRrAPRH工SIADDAArQAVYGHGNGFLKSDFYDAFV
CYP53C2 LGYVAAQGHRSEVVHDLHKQYGTm 工APm LS工ADPDALQm GHGTGTLKSNFYDAFV
CYP53BI VVWQARRGKRFEALDKAflRKYGKYVR工SPRQVSIADPKAもDTIYGHGTGTHKPAFYm FV

* * *p * *** * + **** *r L** ** * 4* +*****

CYP53A37 SZQ一一RGLFm RDRAEHTRKRXTVSIITFSSKSZGQFEQY74HHNLELLVもKWyRHAXQAyG
CYP53A15 SIR--RGLm RDZtAEHTRRRKTVAZITFSAKSVLQFEQYIHHNLQEIJQNQWDRRAEISVKG
CYP53AI SェH-RGLm RDRAEHTRKRKTVSflTFS比KSZGQFEQY工HGⅣ工ELFVKQWNRHADTQRN
CYP53A3 SIR--RGLm RDRAEHTRXRKTVSHTFSARSIGQFEQYIHhⅣIENLVKQLTRISNLQRN
CYP53C2 S王Q-RGLFⅣTRSRSEHm XZVSH工FSQKSVLEFEPHVRLYVKQL工QQWDRLYEAGAK
CYP53BI GLFm GLFm RDRAEHTRm KIVSATFAQRNVLEFEPYIASV拭RQIふ打打柑D姐 CDKAVK

+I **** ****J** +* *** * I * + I + +** I +

CYP53A37 ---------------GYAK比DALZmFNYTAFDIIGDm FGApFGHLEKEADIAEIRESSD
CYP53A15 ---------------GVTYE比DAIJNWFⅣYu FDVrGDLAFGEPFGHLKKGRDEAEVARG--
CYP53AI PK-一一一一一一-一一一一TGFASLDALⅣWFNYn FDエZGDLAFGAPFGHLDKGIくDF姐 KRKTPD

CYP53A3 Pa-- 一一一- 一一-NGYATVDALⅣWFⅣFVAFD=工GDLAFGAp胤 DXGQDェAE比RKSPD
CYP53C2 GLSGDDGEGGWRGRⅣGRVWもDCLPVYNYi.AFDZ工GDLAFGAPFGH工.LAARDAAPVAVDHE

CYP53BI DG一一一一一一一一一一一一KGW TLDTLTWLNFLAFDIIGDLAFGAPFG打VERM ICEIEQEDG
★ ●★ 千 千 ★ ■ ★ ★★ ■★★ ★★★★★ ★★★★ ■ ★

CYP53A37 ----------APPKYAPAIEVLNRRGEVSGTIGCWp-WIKPY九九YLPDPFFTKGVQAVQN
CYP53A15 ----- --I1GK工TYAPA=EVLNRRGEVSGTVG工FP-A工KPYAZ(YFPDPFFSQGMKAVEⅣ
CYP53Al 1---------SPPSYVQAVEVLZVRRGEVSATLGCYp-ALKPFAKYLPDSFFRDGZQAVED
CYP53A3 ----------SPPQYVQAVEVLN7uGEVSATLGCYp -ALKPFAKYLPDRFFRDGLEAVEN
CYP53C2 QA朗ASYGKEKSEVQY工PAVQVZ打DRGTYSASLGVLPP切はRPIVt(LFP一一WFRRGQKAVKQ
CYP53B1 ----一一一一一一一S工KRLPAVT王LNERGEYSNCLGⅥ氾PPZTWRPFSKYVD-PWFSRGfiASVIN

' * I ''* * * * '* * :* '* * '*'

CYP53A37 LAGZAVARVf(QRLDNAEiSVD一一RVDLLAM EGKDEHGⅣKLGRQELTAEALTQL王AGSDT
CYP53A15 LAGZA=ARVHARLE--KPSD--RⅥ)LIARLHEGRDENGNKIJGREELTAEALTQLIAGSDT
CYP53AI LAGIAVARVNERLRPEW TRVDLL礼RもHEGKDSNGEKLGRAELTAEALTQLIAGSDT
CYP53A3 LAG工AIACVyERLKPEVHANNTRVDLLAM EGKDANGm GRA.ELTAEAもTQI一三AGSDT
CYP53C2 LAGIAVAAVAQRl-T一一TPTD--RVDLLG壬くLQEGRDDDGNLHGKEELTAEAエーTQLェAGSDT
CYp53BI IJAGALhRARVNARLKS-GAGD一一FtXDLL乱RもQEARDESGⅣPMD工DELTAEALTQL工AGSDT

*** +* * * *.* + * ** * 4* * +* * I + ****************

CYP53A37 TSNTSCALLYflCI▲ANPHVVⅨⅩLQQELDAALPAG一一TEVPVFEQVW LPYMDAVIKET比R工
CYP53A15 TSNTSCALIJYHCLQHPEVVQKLQNELDAALPNP一一DAVPSYAQVKDLPYVDAVZKET比Rェ
CYP53AI TSNTSCA工LYWCHRTPGV工E壬(LHRALDEA=PQD一一VDVPTHAZ4V7(DIpYLQWVIWET班RZ
CYP53A3 TSNTSCA工LYYCLRTPGV工D王くLHm DEA=PQD一一VEVPTHAHVKEェPYLQWV=WETJ4RZ
CYP53C2 TSNSSCAZTYYLAKYPDAQRZ(LQQELDEALGSDD-EPVSTFDQVKRLPYLQAVIDEALRエ
CYP53BI TSNSSCAIIFYLARNQDAQKKLQAELDKTFKDRGISGVMEYEDrKTLPYLEACIⅣEALRH

*** +** * + + * * t * * II * tII**4L I *I4*J

CYP53Å37 HSTSSLGLPRVVPAG-1GAEVCGRHFPAETVLSVPAYT比HHSXEIWGPDADDFKPERWE-

CYP53A15 HSTSSLGLPRVIPPGP-GVTILGRHFPQGTVLSVPAYT】:HHST芯IWGPDADTFRPERWE-

Cyp53AI HSTSAMGLPRE工PAGNPPVT工SGHTFYPGDVVSVPSYT工ZIRSXE工WGPDAEQFVPERWDP
CYP53A3 HSTSAZ4GLPREIPEGNPPVEISGHIFKPGDILSVPTYTIHHS王くEIWGW ADEFエPERWAP
CYP53C2 HSTSG工GLPRLVPKG--GHTVCGRFFPEGTVLSVPTYTZHRI)EEVWGKDPEVFRPERWFE

CYP53BI HSTSSHG工一PRVMPAQ--GADFQGEHFKEGTEVSVpAYTIHHLESIWG-DPFNYRPERWLG
★ ★★★ ●★★★★ ■★ ★ ★ ●★★★ ■★★ ■★ ● ●★★★ ●★★★★

CYP53A37 -m EAQZくAAFIPFSYGPRACVGRNVAEJ4ELALIVATVFHNYDFELYQ--IKTLETREGF
CYP53A15 -m EQQKAAFZPFSYGPRACVGRNVAEJ4ELAL工VATVFRRYEFELRQ---GEMETREGF
CYP53AI ARLTPRQKAAFZPFSTGPRACVGRⅣVAEHELLVZCGTVFRLFEFEMQQE一一GPMETREGF
CYP53A3 ERLTARQR姐 FIPFSTGPRACVGRNVAEJ4ELLVZCSTVFFu4FDWELQQX一一GP桝ETREGF
CYP53C2 QDKNAVQKT-YⅣPFSFGPRSCZGFtNLANMELLZ工VSSILRRYDFVLEDPD-KPFDTHEGF
CYP53BI SDAXQLEKS-FIppsIGPRSCVGR打LAT比ELIJVFMSTIJFYRYDFKLADENQTKLETSEGF

+* P J *** *** f* 4*** +* *** 41 4+* ***

CYP53A37 LRKPLECVVG的Zm TA-A 504

CYp53A15 LRXPLALQVGHRKRSFA一一 501
CYP53Al LRKPLGLQVGHKRRQPGSA 517
CYP53A3 LRKPLGLTVGVm T工Ⅴ一一 521
CYP53C2 LRXPVECVVGIRRRTL--- 536
CYp53BI LRKPLESWIK比RRRSIDA- 527

* *** 4 4 + 4+*
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図 5. P450スーパーファミリーに属するCYP53ファミリーのメンバーのアライン

ンメン ト

略号 cYp53A37,A.pullulaDSBphA;CYP53A15,filamentousfungusCochllobolus

lunatusBph;CYP53Al,A.Dl'gerBphA;CYP53A3,A.Dl'dulaDSBzuA;CYP53C2,the

white-rot fungus PhaDerOChaete cAz･ysosporl'um PcCYPlf; CYP5381, the

basidiomyceteyeastRJIOdotorulaml'DutaP450rm.

BLAST検索によって A.pullulaDSATCC20524由来の安息香酸-41水酸化酵素のアミ

ノ酸配列 と他菌株由来の安息香酸-4-水酸化酵素のアミノ酸配列 との相同性を調査 し

た(図 4).その結果､C.1uDatuSのBph(CYP53A15)と74%､月.DlgerのBphA(CYP53Al)

と65%､A.Dl'dulaDSの BzuA(CYP53A3)と65%､R.ml'Dutaの P450rm(CYP53Bl)と52%､

P.chrysosporl'umの PcCYPlf (CYP53C2)と51%の相同性を示 した (図 5)o

A.pullulaDSATCC20524株由来の安息香酸-4-水酸化酵素はシ トクロム P450に属

する｡シ トクロム P450に属する酵素は数多く存在 しているが A.pullulaDSでの報告

が無く､本酵素が A.pullulaDSで初めてのシ トクロム P450となる｡ しかしながら､

シ トクロム P450は詳細な機能が未解明なものも多く､本酵素についても詳細な機能

や存在意義が不明である｡キシランの側鎖α-L-アラビノフラノース残基にエステル結

合している芳香族化合物のフェルラ酸､p-クマル酸に関与 していると考えているO既

に黒麹菌 Aspergl.llusnl'gerの安息香酸-4-水酸化酵素が安息香酸の p-ヒドロキシル

化や3-メ トキシ安息香酸の クー脱メチル化を触媒することが報告されている｡さらに､

AgTObactez･1'um tumefacl'eDSはシ トクロム P450ファミリーに似たタンパク質である

VirH2を持つoVirH2は O-脱メチル化反応により､有毒性の強いフェルラ酸をフェル

ラ酸より有毒性の低いカフェイン酸に変化 させることが報告されている｡キシラン分

解に関与するα-L-アラビノフラノシダーゼ遺伝子に隣接 していることも踏まえると､

キシラン分解過程で遊離 したフェルラ酸や p-クマル酸を水酸化 して水溶性を強める
ことで体外に排出しやす くすること､フェルラ酸を O-脱メチル化 してカフェイン酸に

変化させて毒性を弱めることなどが推察される｡

2-2.遺伝子発現の誘導

α-レアラビノフラノシダーゼ遺伝子の終止コ ドンから安息香酸-4-水酸化酵素遺伝

子の開始コ ドンまでは 554bpと短い (図 4参照)｡この安息香酸-4-水酸化酵素遺

伝子の上流領域 554bpにはカーボン ･カタボライ ト抑制に関わる転写因子 CreAの結

合可能部位が 5ヶ所､pH応答性転写因子 PacCの結合可能部位が 1ヶ所見出された｡

カーボン ･カタボライ ト抑制とは､代謝が容易な炭素源が存在すると､他の炭素源を

代謝する酵素の合成が抑制されることである｡強い抑制を引き起こすものとしては､

グルコースの他にキシロース､スクロース､酢酸が挙げられる｡CreAはアミノ酸末端

側に Cys2His2型の 2つの zincfingerを持つ DNA結合タンパク質であり､プロモー

ター上の SYGGRG配列に結合 して転写を抑制する｡この CreAの結合の影響を調べるた

めにA.pullulaDSATCC20524株を炭素源 としてキシランまたはグルコースを加えた

培地で培養 し､その後､RT-PCRにより安息香酸-4-水酸化酵素遺伝子の発現 レベルを

比較することで転写因子の影響を調べた (図 6)｡その結果､キシランを炭素源 と

して培養 した A.pullulaDSATCC20524株の方が､グルコースを炭素源 としたものよ

りbphA遺伝子の発現量が高かった｡ポジティブ ･コン トロールとして 18SrRNA遺伝

子の発現量を併せて示す｡これにより､安息香酸-4-水酸化酵素遺伝子において CreA

が結合し､カーボン ･カタボライ ト抑制が起こっているもの推察される｡
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グル コース キシラン

bphA

18SrRNA

bphA

18SrRNA

pH6 PHS

図 6. RT-PCRによるA.pullulansATCC20524の安息香酸-4-水酸化酵素遺伝子 bp/IA

の発現量の比較

また､PI-Ⅰ応答性転写因子の PacCはアミノ酸末端側に Cys2His2型の 2つの zinc

fingerを持つ DNA結合タンパク質であり､GCCARGをコンセンサスとするプロモータ

ー上の配列に結合する｡PacCは酸性環境下では全長を有 しているが､アルカリ環境下

においてはカルボキシ末端約 400アミノ酸が切断された形で存在する｡カルボキシ末

端を 100-400アミノ酸欠失 した全ての変異 PacCが構成的転写活性化を示すことから､

PacCはアルカ リ環境下において特異的プロテアーゼにより切断され､活性化に変化す

ると考えられている｡本実験では､A.pullulansATCC20524株を pH6または pH8

の培地で培養 し､その後 RNA抽出と半定盈 RT-PCRを行った｡また､pH8のアルカ リ

環境下で培養 した方が､pH6の酸性環境下で培養 したものより毎ん4遺伝子の発現畳

が高かったことからPacCも機能 していることが考えられる｡

【研究計画に照らした達成状況】

本年度の研究では､A.pullulansATCC20524株のゲノム上でα-I/アラビノフラノ

シダーゼ避伝子 とP450酵素である安息香酸-4-水酸化酵素遺伝子が近接 している
ことを明 らかに したO今回発見 した安息香酸-4-水酸化酵素遺伝子は A.pullulans

では初めてのP450酵素である｡安息香酸-4-水酸化酵素については､発現系の構
築 と詳細な機能解析が必要である｡

【今後の展望】

A.pullulansATCC20524株のキシラン分解系酵素については､その他にもα-Lアラビノ

フラノノースとフェルラ酸やp-クマル酸のエステル結合を加水分解するフェルロイル酸エス

テラーゼやp-クマロイル酸エステラーゼ､キシランに側鎖として結合するグルクロン酸を加

水分解するα-グルクロニダーゼ等のキシラン分解に関わる酵素の存在が推測される0
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今回､キシラン分解に関わると推定されるα-L-アラビノフラノシダーゼ遺伝子と安息香酸

-4-水酸化酵素遺伝子がクラスターを形成していたことから､その他のキシラン分解に関わる

酵素遺伝子もα-L-アラビノフラノシダーゼ遺伝子の上流または安息香酸-4-水酸化酵素遺伝

子の下流にクラスターとして存在している可能性がある｡

【研究協力者】

修士2年 :東田 知洋､修士1年 :池原 愛美､岡部 達､坂本 麻衣子

学部4年 :大薗 なっき､河野 エリ､木崎原 篤史､白地 智広､日高 智裕
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【5年間の総括】
概要

1.大腸菌KOllの改変

遺伝子組み換えE. coIJであるKOll株のグルコース取り込みタンパク質であるPtsGをコ

ー ドする遺伝子ptsG遺伝子を破壊した株 KOllAPを新たに作製したところ､グルコースの取
り込みが抑制され､キシロース消費の速度が親株KOllの約 3.5倍に増加した｡エタノール発

酵試験により､KOllAP株は 8日目に培地中に残存するキシロース濃度は 4.0% から0.4%
まで低下しており､キシロースからのエタノールの対糖収率が約92%に達した｡

KOll株からキシロース代謝関連遺伝子の構成的かつ高発現が可能な大腸菌株を作出する

ことができた｡また､A.pullulaDS由来のcrL-アラビノフラノシダーゼ遺伝子をクローニン
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グし､そのcDNAを酵母 P.paston'Sで発現し､分泌させたOさらに､TPSl及び m 遺伝子
を Sacchaz･omyces酵母で発現させることで､より高濃度のエタノール生産が可能であること

を明らかにした｡

キシロース ･イソメラーゼ添加発酵試験では､キシロース ･イソメラーゼによりグルコースが

グルコースとフルクトース-､キシロースがキシロースとキシルロース-可逆的に変換されるた

め､利用できる糖の数が増し有効であると考えられる｡その結果､AP株において､グルコース

とキシロースを多く消費させることができ､エタノール生産速度が上昇した｡この事から､キシ

ロース ･イソメラーゼによって効率的に培地中の糖を利用できることが示唆された｡

2.大腸菌KOllと酵母によるバイオマス糖化液の発酵
バイオエタノールの効率的生産を目指し､酵母 S.cerelq'sL'ae1200株とEcoll'KOll株､E.coh'

KOllAP株を用いる発酵試験を行なうことでリグノセルロース系バイオマスの発酵に最も適し
た菌株を検討した｡実験では､イナワラとムギワラの糖化液を用いた発酵試験を行ない､以下に

示す結果を得た｡イナワラ糖化液､ムギワラ糖化液の培地組成を決定するための増殖試験をおこ

なった｡酵母 S.cerevlsl'ae1200株では､イナワラ糖化液を40%希釈した培地においてコント
ロールと近似した増殖曲線を示したため､発酵試験で用いるイナワラ糖化液を40%希釈したもの
と設定した｡また､KOll株においてもイナワラ糖化液､ムギワラ糖化液のどちらの増殖実験でも
40%希釈の培地において増殖が著しかった｡よって､大腸菌の培地調製では､イナワラ糖化液､
ムギワラ糖化液をそれぞれ40%希釈したものを使用した｡すべての増殖実験を通して20%希釈培
地でコントロールの約 50%､0%希釈培地において 30%以下の増殖であったことから､糖化液の
濃度が高いと菌株の生育が悪くなることが考えられたO酵母 S.cerevl'sl'ae1200株を用い､イナ

ワラ糖化液80mlを30℃､静置培養の条件下で､120時間培養した｡発酵実験の結果は､イナワラ
培地で4.9%(Ⅴ/v)､YPD培地では5.6%(Ⅴ/v)であった｡また､この結果をもとにエタノール収率
を計算するとイナワラ培地で67.7%(g/g)､YPD培地で73.4%(g/g)となった｡コントロールで
ある YPD培地と比較してイナワラ培地でエタノール濃度およびエタノール収率が低かったoS.
cerevl'slae1200株はキシロースを消費できないため､S.cez･evlsl'ae1200株単独でのリグノセ

ルロース系バイオマスからの効率的な発酵は難しいと考えられる｡KOll株によるイナワラ糖化液､
ムギワラ糖化液を用いた発酵試験を行った｡発酵試験は､150rpm､37℃の条件下で､120時間培
養した｡イナワラを糖源とする培地での発酵試験では､エタノール終濃度 5.3%(Ⅴ/v)を示し､同
組成の糖を含むLB培地のエタノール濃度5.2%(Ⅴ/v)と同程度のエタノールを生成した｡また､ム
ギワラ糖化液を糖源とする培地では､エタノール濃度 1.5%(Ⅴ/v)を示し､同組成の糖を含むLB培
地では 1.6%(Ⅴ/v)を示した｡イナワラ培地､ムギワラ培地ともにLB培地と同程度のエタノール
濃度を示したが､イナワラ培地でムギワラ培地より3.8%(Ⅴ/v)高く､有意な濃度差が見られた｡
また､各エタノール濃度よりエタノール収率を計算すると､イナワラ培地で 74.5%(g/g)で､コ
ントロールでは 73.1%(g/g)となった｡ムギワラ培地での発酵ではエタノール収率 30.7%(g/g)
で､コントロールでは 32.8%(g/g)であった｡このエタノール収率にも有意な差が確認された｡
本実験結果より､グルコースの割合がキシロースよりも高い糖組成をもつ培地で効率的にエタノ

ールが生産できると考えた｡よって､糖組成がグルコース13% (W/v)､キシロース6.5% (W/v)

のイナワラが発酵に適していることが示唆された｡AP株を用いることでより効率的なエタノー

ル生産を試みた｡第3章の結果よりイナワラ培地のみを用いてKOll株の発酵試験条件と同様の条
件で実験を行った｡測定の結果､エタノール濃度は､コントロールで 5.8%(Ⅴ/v)､イナワラ培
地で5.9% (Ⅴ/v)であった｡また､エタノール収率はコントロールで79.4%(g/g)､イナワラ培

地で 80.1%(g/g)であった｡AP株を用いることで本実験では最も高いエタノール濃度を得るこ

とができた｡

本研究では､リグノセルロース系バイオマス資源からの効率的エタノール生産を目的として実

験を行ってきた｡すべての実験を通して､大腸菌Ap株を用いたグルコース含量が高くキシロー

スの含有量の低い糖組成をもつリグノセルロース系バイオマス資源からのエタノール生産が最も

効率的であるという結論に至った｡

3.糸状菌のキシラン分解系酵素

1)A.pullulaDSATCC20524株のキシロース､アラビノース､キシロオリゴ糖､キシラ

ンを炭素源とした培地でキシラン分解系酵素であるキシラナ-ゼ､p-キシロシダーゼ､α-L-

アラビノフラノシダーゼ活性を経時的に測定し､酵素生産誘導の有無を明らかにした｡この
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結果は本菌による実際の酵素生産に適用できる重要なデータである｡

2)abfB遺伝子のORFは2,097bpから成り､5個のイントロン (49,49,50,65,49bp)
が介在していた｡これらの内 4つのイントロン領域の両端はGU/AGの法則に合致したが､開

始コドンより823ntの位置にあるイントロン領域はGC/AGによるスプライシングを受けてい

た｡GC/AGイントロンは真菌のイントロンにおよそ 1.0%程度含まれていると言われいる｡こ

れまでに､NeuTOSPOraCmSSaのイントロンにおいて詳細な調査がされており､同菌株の2,335
個のイントロンのうち､27個 (1.2%)のイントロンが GC/AGによるスプライシングを受けて

いたDなお､GHfamily51のアラビノフラノシダーゼ遺伝子において､GC/AGイントロンを

初めて見出した｡
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