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生物間相互作用に関わる微生物多糖リアーゼの構造生命科学とその応用展開に関する研究

京都大学大学院農学研究科 小　倉　康　平

は じ め に
ウロン酸を含む多糖は生命環境の様々な場所に存在し，微生物
はウロン酸含有多糖を資化することで宿主や周辺微生物と正あ
るいは負の相互作用関係を形成している．本研究では，褐藻類
の主要な構成成分であるアルギン酸ならびに動物細胞上に豊富
に存在するヒアルロン酸を分解する微生物多糖リアーゼに焦点
をあて，多糖リアーゼがもつ分子メカニズムを解明し，分解に
よる周辺微生物との相互作用や宿主への病原性について研究を
進めることで，海洋資源の利用や感染症防除につながる知見を
得ることを目指した．

1. 多糖リアーゼ（PL）7と 14アルギン酸リアーゼの分子メ
カニズム

アルギン酸は，褐藻類と一部の細菌が合成する多糖の一種で
あり，β-D-マンヌロン酸（M）と α-L-グルロン酸（G）の 2種類の
ウロン酸が直鎖状に重合した高分子酸性多糖である．アルギン
酸リアーゼは，アルギン酸におけるグリコシド結合を β脱離反
応により切断する．難消化性多糖であるアルギン酸の分解メカ
ニズムの解明は，藻食性微生物の代謝・生理（生物間相互作
用）機構の理解，アルギン酸を主成分とする緑膿菌バイオフィ
ルムの除去剤としての応用，および生理活性を有するオリゴア
ルギン酸の開発・設計に直結するが，酵素分子が示す触媒反
応・基質認識機構については多くが不明である．筆者は，一次
構造（アミノ酸配列）により分類される多糖リアーゼ（polysac-
charide lyase，PL）のうち，PL7 ファミリーに属する Sphin-
gomonas属細菌A1株由来A1-Ⅱ′と PL14 ファミリーのクロレ
ラウイルス由来vAL-1 を主な対象として，2 つのファミリーに
属するアルギン酸リアーゼの構造機能相関を明らかにした．
1-1.　PL7ファミリーアルギン酸リアーゼ A1-II′
アルギン酸は，M および G の構成比により，M が豊富な領

域（M ブロック），G ブロック，MG混在ブロックに分けられ
る．他の多くのアルギン酸リアーゼがいずれかのブロックを優
先して切断するのに対して，PL7 ファミリーのアルギン酸リ
アーゼ A1-Ⅱ′は全てのブロックに対して同等の活性を示すとい
う特徴を示した．X線結晶構造解析により A1-Ⅱ′の立体構造を
決定（分解能1.0 Å）したところ，本酵素は β ジェリーロール
構造を有し，触媒残基Arg–Asn–His–Tyr を中心とした強固な

水素結合ネットワークを形成していた．触媒残基の部位特異的
変異体を用いた糖複合体結晶構造（分解能1.6 Å程度）から，M
ブロックと G ブロック両方との結合を可能にする構造要因と
して，2種類のヒドロキシル基結合サイトを本酵素が還元末端
側に有していることを明らかにした 1）．
1-2.　PL14ファミリーアルギン酸リアーゼ vAL-1
クロレラウイルス由来vAL-1 は，宿主であるクロレラに対して

溶解活性を示す．本酵素は N末端側細胞壁結合ドメインと C末
端側活性ドメインをもち，C末端側がアルギン酸リアーゼ活性を
有することを見いだした．PL14 ファミリーに分類された vAL-1
の立体構造を決定したところ（分解能1.8 Å），PL7 ファミリーと
はアミノ酸配列が大きく異なるにもかかわらず，共通の基本骨格

（β ジェリーロール構造）を有していた（図2）．一方で，PL5，
PL7，PL8 ファミリーでは糖の種類にかかわらず Arg–Asn–His–
Tyr が共通して触媒反応を担うが，本酵素の触媒反応中心は
Arg–Lys–Tyr–Tyr により構成されていた．また本酵素の特徴と
して，pH 7 ではアルギン酸から二〜四糖を，pH 10 では二糖の
みを産生する pH依存的な作用様式（pH 7 エンド型，pH 10 エキ
ソ型）を示した．酵素–糖複合体結晶構造において，糖は pH 7 で
はクレフトの外側，pH 10 では内側に結合していたことから，本
酵素は糖との結合様式を pH依存的に変化させることで，固有の
作用様式を発現させることを明らかにした 2）．

2. アルギン酸リアーゼを介した海洋生物間相互作用
ブルーカーボンの貯蔵庫である褐藻類は地球上で最も豊富な

バイオマスの一つであるが，その活用には効率的な分解システ
ムの創出が必要である．その分解システム構築を目指す上で，
筆者らは，海水と褐藻類における海洋微生物の多糖分解機構と
それによる生物間相互作用に着目し，褐藻類多糖（ラミナリン
とアルギン酸）添加による細菌叢の変化や単離微生物の性状に
ついて解析した．
2-1.　褐藻類由来の低温下で増殖する Pseudoalteromonas 

distincta のアルギン酸リアーゼ 
褐藻類が存在する海水中の細菌叢では，Pseudoalteromonas

属が優勢であった．また，褐藻類の主たる多糖ラミナリンを含
む最少培地に褐藻類サンプルを接種し，海水温度を模倣した低

図1.　研究の総括図

図2. β ジェリーロール構造をもつアルギン酸リアーゼ 2種
 （それぞれの全体構造と糖結合様式）
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温下（15℃）で培養すると，Pseudoalteromonas 属が支配的と
なった．ドラフトゲノム解析の結果，分離株は Pseudoalteromo-
nas distincta として同定され，ラミナリン分解酵素に加え，PL6
と PL7 ファミリーのアルギン酸リアーゼ遺伝子を検出した．ま
た本分離株は，アルギン酸を代謝産物へと迅速に変換する能力
を有していた．以上の結果より，P. dsitincta は低温条件下でラ
ミナリンとアルギン酸を迅速に分解する酵素を産生することで，
宿主としての褐藻類中に常在することを明らかにした 3）．
2-2. アルギン酸リアーゼによる分解・代謝を介した褐藻‒

細菌‒酵母間相互作用
海水および褐藻類混合サンプルをアルギン酸最少培地に接種

すると，Marinomonas属および Vibrio属細菌が優勢となった．
アルギン酸集積培養の後に，PL7 ファミリーアルギン酸リアー
ゼ遺伝子をもつ 3種の Vibrio属細菌に加え，酵母Candida inter-
media を分離した．C. intermedia はアルギン酸を炭素源として
生育しなかったが，Vibrio分離株（特に V. algivorus）との共培
養により増殖した．これらの結果から，C. intermedia は Vibrio
属細菌のアルギン酸代謝を介した栄養供給により増殖すること
を明らかにした．さらに V. algivorus との共培養により油糧海洋
酵母Yarrowia lipolytica も生育可能となり，その生育に伴い油
脂が生産されることを明らかにし，褐藻類を標的とする海洋
Vibrio属細菌のアルギン酸リアーゼを介した生物間相互作用が，
酵母による工業的有用物質生産に貢献する可能性を提示した 4）．
3. PL8ファミリーヒアルロン酸リアーゼ産生ヒト常在細菌 
による宿主障害機構

多糖リアーゼは，難消化性である多糖を分解する点で産業的利
用が期待される酵素であるが，一方でヒトを含む宿主由来の多糖
を分解し増殖する際には，その微生物が病原菌となる側面を有す
る．急性レンサ球菌ストレスショック・壊死性筋膜炎の起因菌で
ある溶血性レンサ球菌Streptococcus dysgalactiae subsp. equisi-
milis（SDSE）は，高齢者・糖尿病患者への感染症例数が顕著で
あり，発症後は死亡あるいは予後不良の場合が多い．SDSE は健
常なヒトの咽頭や皮膚などから分離されるが，そのヒト組織常在
性や本菌固有の病原性に関する知見は乏しい．筆者らは，SDSE
の常在から感染症惹起に至る機序を詳らかにすることを目的とし
て，ヒト皮膚や粘液層に多く存在する酸性多糖ヒアルロン酸に着
目し，SDSE由来PL8 ファミリーヒアルロン酸リアーゼの機能と
それに伴う SDSE の常在性獲得と病原性惹起機構を解析した 5）．
3-1. PL8ファミリーヒアルロン酸リアーゼの大量発現によ

る SDSEの増殖と常在
他の溶血性レンサ球菌（S. agalactiae と S. pyogenes）と比較

して，SDSE は PL8 ヒアルロン酸リアーゼ（HylD）を多量に分
泌することで，ヒアルロン酸を単一炭素源とした培地で迅速に
増殖した．組換え大腸菌発現系HylD は，pH 5.5 から 6.0 にお
いて顕著な酵素活性を示す固有の性状を有した．ヒト皮膚pH
は高齢化に伴い pH 6程度まで上昇する一方で，ヒアルロン酸
量は変化しないことから，高齢者皮膚上での SDSE の常在に
は HylD発現が鍵となることを明らかにした 5）．
3-2. PL8ファミリーヒアルロン酸リアーゼ依存的な SDSE

の病原性惹起
HylD が病原性に関与するかを明らかにするため，マウス創

傷・全身感染モデルを用いた解析を実施した．創部の治癒時に
は，一時的にヒアルロン酸量が増大することが知られている．

マウス皮膚に形成させた創部に SDSE野生株ならび HylD遺伝
子欠損株を感染させると，野生株は創部に残存し，炎症マー
カーであるマウス血清中のインターロイキン 6（IL-6）が高値を
示したが，欠損株は免疫系により駆逐されていた．またマウス
に SDSE を腹腔感染させた際の致死性は，HylD遺伝子の欠損に
より大幅に減少した．以上のことから，SDSE の産生する PL8
ファミリー HylD は，常在性のみならず，皮膚創部感染と全身
性感染において主要な病原因子であることを明らかにした．
お わ り に

筆者は生物間相互作用に焦点を当てた応用微生物学と構造生
物学を基盤とする構造生命科学を展開し，多糖リアーゼの基質
認識・反応触媒機構，アルギン酸リアーゼの作用を介した海洋
生物同士の相互作用機構，および哺乳類常在病原細菌によるヒ
アルロン酸リアーゼ依存的な感染症惹起機構について研究を進
めてきた．今後はその経験を農芸化学分野研究に還元すること
を目指して活動していく．
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