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培養法とメタゲノム法を駆使した糖質分解酵素の探索

香川大学農学部 松　沢　智　彦

は じ め に
糖質，特に植物が合成する多糖類は地球上に最も豊富に存在

する生物由来資源の一つであり，多糖類はそれを構成する単糖
の種類や結合様式によって多種多様である．微生物はこの多糖
類を分解することで炭素源・エネルギー源を獲得しており，複
雑な構造の多糖類を作用機序の異なる様々な酵素を駆使するこ
とによって分解している．多糖類を分解するために微生物が生
産する酵素は多様性に富んでおり，多糖類の分解の作法（使用
する酵素の種類やその組み合わせ方）は微生物毎に異なる．

筆者らは，これまでに培養法とメタゲノム法によって糖質を
分解するユニークな酵素や酵素間の協調的関係性，またこれら
の酵素を駆使した糸状菌の緻密な多糖類分解システムの全体像

（の一端）を明らかにしてきたので，以下にその概要を紹介す
る．
1.　培養法による麹菌のキシログルカン分解酵素の探索

培養法では，微生物の培養液や菌体から特定の活性を有する
酵素を分離・精製することで酵素を同定する．筆者らは従来の
手法に対してトランスクリプトーム解析を取り入れることによ
り，多糖類分解における酵素間の協調的な関係性を発見した．

筆者らは麹菌Aspergillus oryzaeが生産するイソプリメベロー
ス生成酵素をコードする遺伝子（IpeA と命名）の同定した 1）．
イソプリメベロース生成酵素IpeA はキシログルカン（陸上植
物の細胞壁や種子に含まれている複雑な側鎖構造を有する多糖
類）に由来するオリゴ糖の非還元末端からイソプリメベロース

（グルコースとキシロースから成る 2糖）を遊離するユニーク
な酵素であり（図1），側鎖構造を有するキシログルカンオリゴ
糖に適応した基質認識機構を有する酵素であった 2, 3）．また，
IpeA をコードする遺伝子の発現はキシログルカンオリゴ糖の
存在下において劇的に誘導されることを見出した．A. oryzae
において，IpeA と同様にキシログルカンオリゴ糖存在下にお
いて発現が誘導される遺伝子をトランスクリプトーム解析や
RT-PCR等によって探索したところ，2 つの酵素（β-ガラクト
シダーゼ LacA と α-キシロシダーゼ AxyA）を見出した．β-ガ
ラクトシダーゼ LacA はキシログルカンオリゴ糖の側鎖に結合
しているガラクトース残基を遊離させることで，イソプリメベ
ロース生成酵素IpeA と協調的にキシログルカンオリゴ糖を分
解することが明らかになった 4）．また，もう一方の α-キシロシ
ダーゼ AxyA は，IpeA によって生成されたイソプリメベロー
スを細胞内においてグルコースとキシロースに分解する酵素で
あった 5）．

これらの酵素以外にも，麹菌がキシログルカンを分解するた
めに生産しているいくつかの分解酵素を同定した．キシログル
カン特異的エンド β-1,4-グルカナーゼ（Xeg5A及び Xeg12A）
はキシログルカンの主鎖を切断し，キシログルカンをオリゴ糖

化するが，両酵素はキシログルカンの切断部位が異なっている 6）．
細胞外α-キシロシダーゼ（AxyB）は分泌シグナル配列を有す
る細胞外酵素であり，細胞外でイソプリメベロースやキシログ
ルカンオリゴ糖のキシロース側鎖の遊離に関与していることが
示唆された 7）（図1）．

以上の研究から，麹菌は複雑な側鎖構造を有するキシログル
カンを分解するために作用機序（進化起源）の異なる複数の酵
素を同調的に生産しており，これらの酵素が協調的に働くこと
でキシログルカンの分解が成し遂げられることが明らかになっ
た 8）．培養法は酵素のみでなく微生物の解析（トランスクリプ
トーム解析等の微生物視点での解析）も併用できることが最大
のメリットであり，これにより，新規酵素の発見に加えて，従
来の手法では見過ごされてきた『酵素間の協調的関係性（酵素
システムにおける役割）』も明らかにできることが示唆された．
2.　メタゲノム法を駆使した糖質分解酵素の探索

培養法の最大の課題は（現状では）『培養できる微生物が限ら
れている』ことである．環境中には数多の微生物が存在してい
るが，実験室において培養できるのは（環境によっても大きく
異なるが）存在する微生物の 1％未満であり，大多数は難培

図1.　麹菌のキシログルカン分解酵素
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養・未培養微生物である．これらの難培養・未培養微生物はそ
もそも培養法を利用するためのスタートラインに立つことすら
困難である．

メタゲノム法では環境中の微生物から培養を介さずに直接
DNA を抽出するため，難培養・未培養微生物を含む微生物集
団全体を遺伝子資源として利用することができる．メタゲノム
法による酵素探索にもさまざまなアプローチがあり，例えば，
環境中から抽出した DNA をシーケンス解析し，その配列情報
から in silico で目的の酵素活性を有する（と推定される）酵素
遺伝子を探索する方法や，環境中から抽出した DNA を断片化
して大腸菌などの異種宿主に導入し，酵素の機能を指標に探索
する方法などがあり，これまでに様々な環境に由来するメタゲ
ノムから多くの新規酵素が単離されている 9）．

断片化したメタゲノム DNA を大腸菌に導入した『メタゲノ
ムライブラリー』を使用したスクリーニングによって，筆者ら
はこれまでに，植物由来バイオマスの分解において糸状菌セル
ラーゼとシナジー効果のある糖質分解酵素10）やカルシウムイ
オンによって劇的に活性化する糖質分解酵素11）, 既知の酵素と
は少し異なった基質特異性を有する糖質分解酵素12）を単離し
た．また，メタゲノムから単離したユニークな酵素の X線結
晶構造解析から，カルシウムイオンで酵素が活性化するメカニ
ズム 13）や酵素複合体の分子間相互作用による基質認識メカニ
ズム 14）, 糖転移反応メカニズム 15），1 つの酵素が複数の異なっ
た糖質を認識するメカニズム 16）など，ユニークな酵素の構造
と機能の相関（ユニークさの分子機構）を明らかにした．
お わ り に

メタゲノム法にも，①異種宿主における発現が難しい遺伝子
は機能性を指標にしたスクリーニングが困難，②環境中で存在
比率の少ない遺伝子の単離には工夫が必要，などの弱点があ
る．培養法とメタゲノム法の得手不得手を理解し，これらを相
互補完的に組み合わせることで，微生物が進化の過程で獲得し
た複雑な多糖類分解システムの全容の解明とその応用（植物資
源の酵素変換による利活用など）を目指し，また，農芸化学を
下支えする酵素学的知見の提供を目指して，今後の研究を展開
していきたい．
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