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微生物由来の産業用酵素の探索， 
構造機能解析とバイオテクノロジーへの応用

岡山大学大学院環境生命科学研究科 稲　垣　賢　二

は じ め に
酸性環境や高熱環境など極限環境に生育する微生物や土壌中に

生育する放線菌は，その生育環境に適応したユニークな性質を有
しており，それら微生物が産生する酵素も同様に多様で多彩な機
能を持つものが多い．人類は有史以前から身の回りに存在する
種々の微生物の特性を，お酒や発酵食品をはじめ様々な発酵や酵
素の生産に活用してきた．1970年代の「遺伝子操作技術」の確立
には，制限酵素，DNA リガーゼ，DNA ポリメラーゼをはじめ多
くの微生物酵素の発見，利用が不可欠であった．また，その後の
生命科学研究の飛躍的な発展をもたらした 1988年の「PCR（poly-
merase chain reaction）法による DNA増幅技術」の確立は，極限
環境微生物である好熱性細菌由来の耐熱性DNA ポリメラーゼの
発見に基づくものである．さらに昨年2020年のノーベル化学賞を
受賞した「ゲノム編集技術」の確立にも，微生物の持つユニーク
な CRISPER/Cas（CRISPER-associated proteins）酵素の発見，利
用が不可欠であった．このように微生物由来の新規酵素の発見
が，近年の画期的な革新的技術の開発の基となっている． 

筆者は 1986年岡山大学赴任直後から極限環境微生物や放線
菌など種々の微生物の産生する産業用酵素を探索，精製し，精
密な立体構造解析や機能等の性質検討を行い，それら微生物酵
素の持つユニークな特性を明らかにしてきた．さらに遺伝子工
学及びタンパク質工学的手法を駆使し，異種発現系による大量
生産，精製系の確立を行い，産業応用化の道を切り拓くと共
に，基質特異性や反応速度論的性質を改変して創出した新しい
触媒機能をバイオセンサーや臨床診断薬の開発等バイオテクノ
ロジーに幅広く応用してきた．これらの成果は基礎研究だけで
なく産業の発展に貢献できたと自負している．以下に主要な研
究業績の概要を述べる．
1.　好酸性細菌の産生する有用酵素の探索と活用
1-1.　 Acidiphilium属好酸性細菌の産生する制限酵素，メ

チラーゼ
制限酵素は，遺伝子組換え技術を中核とする現代バイオテクノロ

ジーの必須のツールである．好酸性細菌の重金属耐性機構を検討
する過程で，分離株が強い制限酵素活性を示すことを見いだし，ス
クリーニングを開始した．最終的に分離菌株173株中68株に活性が
検出され，14種もの異なる認識配列を有する制限酵素の存在が明ら
かとなった（表1）．Acidiphilium属好酸性細菌は多種多様な制限酵
素を生産し，生産性が高い一方非特異的ヌクレアーゼの生産が少な
く精製が容易で，制限酵素の生産に最適であった．筆者らが発見し
た制限酵素の内3種AfaI, Aor13HI, Aor51HI は，遺伝子工学用試薬
として市販され現在でも国内外で幅広く使用されている． 
1-2.　 新属・新種Acidocella capsulatumの発見・単離と

産生する糖質関連酵素　
好酸性細菌の新属・新種Acidocella capsulatum を酸性環境

から新たに単離し，命名した．本菌は Acidiphilium属等他の
好酸性従属栄養細菌に比べて糖類の資化性が広く，セロビオー
スやラクトース等の二糖類さらにはデンプンや配糖体を炭素源
として利用できる．筆者らは最適pH が酸性側にあるユニーク
な一連の酸性グリコシダーゼを本菌が産生していることを見い
だし，この内α-グルコシダーゼ，β-グルコシダーゼ，β-ガラク
トシダーゼの他トレハラーゼ，キシラナーゼを単離・精製し，
性質を明らかにした．これらの多くはペリプラズムに存在し，
その最適pH は 3.0付近，酸性領域で安定な好酸性細菌の特性
を反映した酵素群であることを明らかにした．    
2.　 抗腫瘍性酵素 L-メチオニンγ-リアーゼと L-メチオニンデカ
ルボキシラーゼに関する研究

土壌細菌Pseudomonas putida由来L-メチオニン γ-リアーゼ
（MGL）は，ピリドキサールリン酸（PLP）依存性酵素であり，

L-Met を α-ケト酪酸，メチルメルカプタンとアンモニアに分解
する．無秩序に増殖し続けるがん細胞は L-Met要求性が高いの
で，血中に本酵素を投与すると，がん細胞は L-Met飢餓状態と
なり，アポトーシスにより死滅する．正常細胞に対する細胞毒
性は極めて低く，次世代抗腫瘍性酵素としての製剤化に期待が
寄せられていた．そこで筆者らは遺伝子クローニングを行い，
組換え酵素の発現・精製法を構築すると共に，本酵素の立体構
造を世界に先駆けて明らかにした（図1）．さらに本酵素の活性
中心残基の機能解析を行い，Tyr114残基が一般酸塩基触媒と
して必須の残基であること，活性中心に特徴的な水素結合ネッ
トワーク（図1右図）を構成する Cys116, Lys240, Asp241残基
が，基質L-Met の認識及び基質特異性に関与していることを明
らかにした．特に Cys116 に注目し，C116H変異MGL が L-Met
分解活性を失ったにも関わらず，L-ホモシステイン（L-Hcy）分

表1.　Ⅱ型制限酵素（4〜6塩基認識）の分類表　
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解活性を保持することや，野生型酵素が持たない L-Cys に対す
る強力な脱離活性を示すという極めて興味深い基質特異性を発
見した．更に最近基質複合体の X線結晶構造に基づく解析か
らその理由を明らかにした．こうした基質特異性改変酵素の開
発を基に，各種疾病のリスクファクターとして最近注目されて
いる血中L-Hcy の定量キットの開発に成功し，まもなく市販予
定である． 一方，本酵素を抗がん剤として血中投与した場合
に想定されるアナフィラキシーを防止する方法として，高純度
ポリエチレングリコールで修飾する方法を確立し，血中半減期
の延長，抗原性の低下，アナフィラキシーの抑制を可能にし，
また抗がん剤として実用化するための結晶化工程を含む工業生
産法の確立に成功した． 一方MGL と同様に抗腫瘍性活性を有
する放線菌由来L-メチオニンデカルボキシラーゼ（MetDC）に
ついても，産業利用に向けて大腸菌発現精製系を構築し，新規
な L-Met定量法を確立した．更に血中L-Met を MetDC で分解
した後に，L-Hcy を MGL で定量する方法も確立し，報告した．
3.　 高基質特異性 L-アミノ酸オキシダーゼの構造機能解析と応
用に関する研究

蛇毒由来酵素を代表とする一般的な L-アミノ酸オキシダーゼ
は基質特異性が低く，多くのアミノ酸に作用する．それに対し
て放線菌由来の L-グルタミン酸オキシダーゼ（LGOX）と糸状菌
由来の L-リシンオキシダーゼ（LysOX）は，極めて高い基質特
異性を持つ非常にユニークな L-アミノ酸酸化酵素の一群であ
る． 筆者はこれら両酵素に着目し，遺伝子操作技術を駆使し
て困難な課題を解決し，大腸菌を用いた大量発現，大量精製系
を確立した．従来の酵素生産はフスマ培養という固体培養法に
よって行われており，大量の均一精製が極めて困難であった
が，組換え酵素生産系の確立により，大変容易に大量生産でき
るようになり，医薬分野への応用研究が可能となった．筆者ら
は，放線菌由来LGOX の遺伝子クローニング，大量発現・精製
系を確立し，成熟体の X線結晶構造解析に成功した．この際本
酵素が，二量体構造の前駆体蛋白質として発現した後に，自身
の生産するプロテアーゼで切断され，活性化すると共に，構造
安定化するという他に例のない極めてユニークな性質を有する
ことも明らかにした．本酵素の特性に着目し常温菌由来にも関
わらず安定性に優れ，バイオセンサー用にふさわしい酵素であ
る事を明らかにし，開発研究を行った．本酵素を過酸化水素電
極に固定化し，食品の旨味成分であると同時に興奮性の神経伝
達物質でもある生体内の L-Glu を特異的かつ，微量定量できる
分析法を開発した． さらにこの方法が臨床検査において，肝
機能の指標である GOT や GPT の迅速，高感度測定に活用でき
ることを示した．現在本酵素を用いた家庭用小型肝機能セン
サーの開発に取り組んでいる．また活性中心の Arg305 が基質

L-Glu認識の必須残基であることを明らかにし，Arg305一残基
のアミノ酸置換により基質特異性の完全な変換が行えることを
実証した．この方法で L-Glu に反応せず，塩基性アミノ酸の
L-Arg や L-His また L-Tyr や L-DOPA に反応する酵素の作成に
成功した．これらは微量定量用のバイオセンサーとして利用可
能である．一方糸状菌由来LysOX は長年L-Lys定量用の酵素と
して国内外で使用されてきた．加えて血中の L-Lys レベルを減
少させることによる腫瘍細胞の増殖抑制効果と，酵素反応によ
り生成する過酸化水素による殺細胞効果が認められており，優
れた抗腫瘍性酵素として医療分野における応用が期待されてい
たことから筆者らは糸状菌Trichoderma viride由来の本酵素遺
伝子の完全長cDNA の取得を行い，放線菌を用いた異種発現系
の構築に初めて成功した．さらに本酵素と基質L-Lys複合体の X
線結晶構造解析にも成功し（図2），最近大腸菌発現系も構築で
き，厳格な基質特異性の要因や成熟化の機構を明らかにした． 

お わ り に
以上筆者は，微生物の産生する有用酵素（表2）の持つ優れ

た特性を遺伝子工学，タンパク質工学を駆使することにより明
らかにするとともに，その特性を産業に応用する研究を展開
し，成果を上げ，農芸化学分野の発展に貢献した．
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図1. 　L-メチオニン γ-リアーゼの X線結晶構造と活性中心

図2.　L-リシンオキシダーゼの結晶と基質複合体構造

表2.　研究対象とした産業用酵素群
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