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食品タンパク質の新機能の発見とその多面的利用への構造論的展開

新潟大学工学部工学科材料科学プログラム 落　合　秋　人

は じ め に
タンパク質の立体構造は，その機能の理解に有用な知見を与

えるだけでなく，新たな機能を有する分子の創出に不可欠な情
報を与える．これまでに，納豆やコメなど食品由来のタンパク
質に焦点を当て，その生理活性を探究し，立体構造情報に基づ
いたそれらの機能変換技術の開発を進めてきた．納豆菌由来の
大豆細胞壁多糖分解酵素においては，エキソ型酵素からエンド
型酵素を創出する技術を開発した．更にこの技術開発を契機と
して，コメ（イネ）由来α-アミラーゼの研究において新規な生
理活性ペプチドを創出する技術を確立した．これらの技術によ
り創出した改変型タンパク質・ペプチドは，医薬品や化粧品素
材などの物質生産において多様な選択肢を与え得る．以下にそ
の概要を紹介する．
1.　納豆菌由来ラムノガラクツロナンリアーゼの構造と機能
の解明およびその機能変換
枯草菌（Bacillus subtilis）は，古くから植物に対して腐生性

或いは共生性を示すことが知られている．枯草菌の一種である
納豆菌もイネ藁に多数存在し，その植物腐生性を利用して伝統
的に納豆が製造されている．DNA マイクロアレイ解析の結果，
B. subtilis の植物細胞壁成分の分解には，多糖ラムノガラクツ
ロナン（RG）-I の分解に関わる遺伝子クラスターが関与するこ
とが判った．この遺伝子クラスター内において分泌シグナルを
もつ YesW と YesX に着目し，その機能を解析したところ，
両者は多糖リアーゼファミリー（PL）-11 に属し，RG-I主鎖の
ラムノースとガラクツロン酸間の α-1,4結合を β脱離反応によ
り切断する菌体外RG リアーゼと同定した．更に，YesW は
RG-I主鎖から不飽和4糖（∆GRGR）以上のオリゴ糖を遊離させ
るエンド型酵素であり，YesX は RG-I主鎖に対してエキソ型
で作用して不飽和2糖（∆GR）を遊離させることを見出し，2 つ
の酵素が協奏的に RG-I の分解に関わることを明らかにした．

一方で，枯草菌の研究に先立ち，海藻由来の食品多糖アルギ
ン酸を基質として末端から不飽和単糖を遊離させる Agrobacte-
rium tumefaciens由来エキソ型リアーゼ Atu3025 の機能と立
体構造を解明した．その結果，エキソ型活性の発現には，触媒
部位の基質結合ポケット構造による末端糖の認識が重要である
ことを明らかにした．X線結晶構造解析により決定した YesW
と YesX の立体構造は，共に多糖リアーゼファミリーにおいて
新規なモチーフである β-プロペラ構造を有していた．更に
YesW-ガラクツロン酸2糖の複合体の構造と YesX の立体構造
を重ね合わせた結果，YesX のみに観察されるループ構造が活
性部位に結合する 2糖の非還元末端側を覆い被さるように位置
することが明らかになった．Atu3025 の解析において得られた
知見から，このループ構造が長鎖基質の活性部位への結合を制
限し，YesX においてエキソ型活性を示す構造要因であること

が示唆された．そこで，この知見に基づいて，YesX の活性部
位を覆うループ構造を欠失した改変型YesX を設計した．
HPLC を用いて基質RG-I に対する反応産物を解析したところ，
改変型YesX は不飽和2糖のみを遊離させる YesX のエキソ型
活性を喪失し，ランダム鎖長のオリゴ糖を遊離させる YesW様
のエンド型活性を示した．本研究により，RG リアーゼにおい
てエンド型/エキソ型の相互機能変換技術を確立した（図1）1）．
この変換技術は，バイオ燃料生産において，エンド型セルラー
ゼをエキソ型酵素に変換し，セルロースから直接グルコースへ
糖化する酵素の分子設計などに有用である．
2.　コメ由来α-アミラーゼの構造と免疫亢進機能の解明およ
びその新規生理活性ペプチドの創出
コメ糠やコメ胚乳には，様々な生理活性タンパク質やペプチ

ドが含まれる．合成ペプチドを基にした解析から，C末端のチ
ロシン残基を含むペプチドがメラニンの生合成に関わるチロシ
ナーゼ酵素を阻害することを見出した．そこで，特定のプロテ
アーゼを用いることにより，コメ糠タンパク質から皮膚細胞に
おいてメラニン合成を抑制する新規なペプチドを生産する技術
を確立した．これらのペプチドは，色素沈着疾患を治療するた
めの化粧品や医薬品への応用に繋がると期待される．

この成果を基に，生理活性タンパク質から新しい機能を有す
るペプチドを創出することを企図した．α-アミラーゼ AmyI-1
は，イネの発芽段階において最も主要な機能を果たすデンプン
分解酵素であり，Glycoside hydrolase ファミリー（GH）-13 に
属する．AmyI-1 はデンプン共存下において，歯周病菌Por-
phyromonas gingivalis の増殖を強力に阻害することを見出し

図1.　エンド型/エキソ型酵素の機能変換
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た．また，生体分子間相互作用解析により，AmyI-1 は Lipo-
polysaccharide（LPS）などの細菌内毒素と直接的に結合するこ
とが判った．そこで，マウス RAW264細胞を使用して一酸化
窒素の産生抑制試験を行った結果，AmyI-1 は LPS により誘導
される一酸化窒素の産生量を減少させ，ヒト免疫を亢進する作
用を示すことを見出した．X線結晶構造解析により明らかにし
た AmyI-1 の立体構造は，GH-13 に属する α-アミラーゼにおい
て高度に保存されている（β/α）8-barrel モチーフを有しており，
比較構造解析の結果，AmyI-1 に特有の N結合型糖鎖の結合サ
イトの構造を明らかにした 2）．これらの知見は，AmyI-1 の抗
炎症作用の理解を深めるのに役立つだけでなく，イネにおける
生理学的機能の理解にも繋がる．更に，AmyI-1 の立体構造情
報から 2本の α-ヘリックスに着目した．これらは分子表面に位
置し，両親媒性を持ち合わせている．この特徴は，抗菌ペプチ
ドや抗炎症性ペプチドの一般的な構造的性質の一つである．そ
れぞれの α-ヘリックスに相当する 2本の短鎖ペプチド（AmyI-
1–17, AmyI-1–18）は，P. gingivalis や日和見感染性真菌Can-
dida albicans などのヒト病原性微生物に対して広範な抗菌作
用を示した．とりわけ，AmyI-1–18 は，KD＝10 nM レベルで
強力に LPS と結合し，マウス RAW264細胞において一酸化窒
素の産生を抑制することにより抗炎症作用を示した．また，ヒ
ト臍帯静脈内皮細胞HUVEC を用いた解析の結果，細胞遊走や
血管新生を促進することにより AmyI-1–18 は創傷治癒効果を
示した．このように，コメタンパク質から新規生理活性ペプチ
ドを創生する機能変換技術を確立した（図2）．
3.　コメ由来ディフェンシンの構造と機能の解明および新た
な医薬品の創出を目指して
ディフェンシンは数十アミノ酸残基からなる生体防御タンパ

ク質であり，分子内に複数のジスルフィド結合を有することか
ら極めて高い安定性を有する．そこで，イネにおいて病原微生
物の感染などのストレスに応答して発現するディフェンシン
OsAFP1 に着目した．主にヒト病原性微生物に対して OsAFP1
の抗菌作用を調べた結果，C. albicans などの真菌に対して特
異的に抗菌作用を示すことを見出した．また，OsAFP1 は既
存の抗真菌薬とは異なり，ターゲット細胞にアポトーシスを誘

導することにより殺菌的に作用することを明らかにした．これ
らの結果は，抗真菌薬として OsAFP1 が有用な候補となり得
ることを示す．一方で，OsAFP1 の 7種類の断片ペプチドを設
計した結果，2 つの断片ペプチド（Peptide-1, -7）が OsAFP1 と
同様に抗真菌作用を示した 3）．これらの結果もまた，新たな医
薬品を設計する方法論として利用できる可能性を示す．最近，
X線結晶構造解析により OsAFP1 の立体構造を明らかにした．
現在，これまでに得られた知見を基に，ターゲット微生物を選
択する機能変換技術を確立し，機能制御可能な新たな医薬品の
創出を目指している．
お わ り に

食品や創薬業界をはじめとして，優れた機能を有するタンパ
ク質を機能変換技術により開発したいというニーズは広く存在
する．本研究は，それらのニーズに対する基盤的技術である．
一方で，近年人工知能を用いたタンパク質設計が盛んである．
本研究による情報と人工知能を組み合わせることにより，今後
新規生理活性物質の設計をより効率化することも可能となる．
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図2.　α-アミラーゼ AmyI-1 の立体構造に基づく新規生理活性
ペプチドの設計


