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研究成果の概要（和文）：ミミズ由来のマンナン分解酵素の低温活性を向上させるために，塩橋に着目し構造と
機能の解析を行った．塩橋を弱めることで，熱安定性を維持しながら低温活性を向上させた．さらに微生物由来
の酵素と低温活性を比較したところ，ミミズ由来の変異酵素の方が比活性の高いことを明らかにした．本酵素は
低温下で利用する上で優位性を有していた．
低温適応性生デンプン分解酵素（Ef-AmyI, Ef-AmyII）の構造と機能の解析を行った．Ef-AmyIとEf-AmyIIは，高
いアミノ酸配列の相同性（89%）を有している．しかしながら，基質特異性をはじめ性質が異なっていたので，
まずEf-AmyIの高次構造を明らかにした．

研究成果の概要（英文）：It revealed that the structure of Ef-Man is similar to that of  the 
cold-active mannanase (Ca-Man) from Cryptopygus antarcticus. However, the optimum temperatures of 
Ef-Man and Ca-Man were 60°C and 35°C each other. The weakening of salt bridge is one of the 
methods by which high flexibility and catalytic efficiency can be conferred on cold-active enzymes 
at lower temperatures, but the weakening of salt bridge causes a decrease in thermostability. It is 
reported that the weakening of salt bridge can change property of enzymes.However, there is no 
report about the weakening of salt bridge . In this study, we applied site-directed mutagenesis 
combined with rational design to generate a cold-adapted enzyme with improved thermostability and 
catalytic efficiency at lower temperatures. We found the structure and function of the salt bridge 
weakening mutant Ef-Man (R302K).  The specific activity of R302K was higher than that of WT at lower
 temperature.  

研究分野： 環境生化学

キーワード： 低温適応酵素　糖質分解酵素　塩橋　X線結晶構造解析　バイオ燃料　連続糖化発酵法

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
研究期間内に実施した研究及び成果：ミミズ由来のマンナン分解酵素の低温活性を向上させるために，塩橋に着
目し構造と機能に関する研究を行った．塩橋を弱めることで低温活性を向上させるとともに，熱に安定な変異酵
素を得ることに成功した．次にシマミミズ由来の2種類の生デンプン分解酵素を酵母を用いて異種宿主発現に成
功した．さらにアミラーゼI の高次構造を明らかにした．
学術的意義や社会的意義：低温適応酵素の構造と機能を明らかにすれば，糖化プロセスにエネルギーを必要とし
ないことからCO2ガスの排出量が減少する．低炭素社会構築に向けて今後さらに研究を発展させることは学術
的・社会的意義がある．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 

エネルギー生産の問題点 

我が国は，化石燃料への依存度が高く，燃焼後に排出する大量のCO2ガスが地球環境に負荷をかけ

ている．このような背景を基にバイオマス資源からのエネルギーの生産が求められている．現在，植物

バイオマスの糖化は，国内・国外ともに高温の酸あるいは耐熱性酵素を用いて高温条件下で糖化が

行われている．糖化過程に必要な熱エネルギーは化石燃料（重油）が用いられていることからCO2ガス

も期待されるほど削減できず，またコスト高となっている（アルコール協会ハンドブック，技報堂出版）．

２２世紀に向けて化石燃料に依存しない低炭素社会を構築するためには，低温糖化・低温発酵する技

術の開発が望まれる．現在，デンプンの糖化には耐熱性酵素が用いられている．また，木質バイオマ

スの糖化には微生物由来のセルラーゼ（最適作用温度が60〜70℃）が用いられているが，効率よく分

解する酵素が存在しないのが現状である．そこで，これまでの酵素の性質の弱点を補うとともに，工業

的にも利用できる酵素のスクリーニングを行ったところ，デンプンやセルロースに対する分解能が高く，

低温活性を有する酵素がミミズに存在することを明らかにした． 

 

ミミズ由来の低温適応性糖質分解酵素 

ミミズからこれまでに生デンプン分解酵素を単離･精製し，その性質を明らかにしている(Ueda et al., 

Comp. Biochem. Physiol. B 150: 125-30, 2008, ScienceDirect Top 25 Hottest Article in 2008)．この酵素は，

既存の微生物由来の酵素より低温条件での比活性が高いことから低温・酸性条件下（25℃，pH 5.0）で

生デンプンを効率よく分解でき，その分解産物から酵母を用いたエタノールの生産にも成功している．

また，ミミズには低温･酸性条件下でセルロースに対して高い活性を示すセルラーゼ（CMCase）が存在

することを見出している (Ueda et al., Comp. Biochem. Physiol. B 157: 26-32, 2010, ScienceDirect Top 

25 Hottest Article in 2010)．カビ由来の酵素は60〜70℃で最大活性（5.2〜6.2 units/mg protein）を示す

が，低温下では著しく活性が低下する．一方，ミミズ由来の酵素は40℃で最大活性（7.2 units/mg 

protein）を示し，20℃でも最大活性の40％以上の活性を保持している．すなわち，ミミズ由来の酵素は

カビ由来の酵素より20〜30℃ 低温側で糖化できることを示している．これより投入熱エネルギーを節

約できるとともに生産コストも下げることができる．ミミズの持つ低温環境下で有機物を効率よく分解す

る能力に学ぶことで，低温糖化・低温発酵システムの構築が可能であると考えている． 

 
２．研究の目的 

バイオエネルギー生産のためにミミズ由来の酵素を利用するための研究を行う．ミミズ由来の低温適

応酵素に着目し，低温・酸性条件下で植物バイオマスを分解できる酵素遺伝子のクローニングと異種

宿主発現を行う．さらに，それらの酵素の構造と機能の解析および低温糖化・低温発酵法を用いたバ

イオエタノール生産システムの構築を目指す． 

 
３．研究の方法 

ミミズ由来の低温適応性新規糖質分解酵素の構造と機能ならびに低温糖化・低温発酵システム構築

に向けて以下のように研究を計画する．ミミズ由来の植物バイオマス分解酵素遺伝子のクローニング

を行い，高発現系を構築する．ミミズ由来の植物バイオマス分解酵素の構造と機能の解析を行う，また，

低温環境下で糖化能力を向上させた変異型酵素を創製する．最終的には複合酵素カクテルを調製し，

低温糖化・低温発酵システムの構築に向けた研究を行う． 

 

４．研究成果 



低温糖化・低温発酵システム構築に向けてミミズ由来の低温適応性新規糖質分解酵素に関する研究

を行った． 

（１）ミミズ由来のマンナン分解酵素の低温活性を向上させるために，塩橋に着目し構造と機能の解

析を行った．これまでに，ミミズ由来のマンナン分解酵素（Ef-Man)は好冷性酵素である南極トビムシ

（Cryptopygus antarcticus）由来マンナナーゼ（Ca-Man）と構造が似ていることを明らかにしている．しか

しながら，Ef-Man（最適温度60℃）はCa-Man（最適温度35℃）に比べ低温活性が低く，この違いは構造

のわずかな違い

に起因していると

考え，タンパク質

の構造の安定化

に寄与している塩

橋に着目した．こ

れまでに塩橋を

消失させることで

低温活性が向上

するという報告は

存在するが、塩橋

を弱めた際の影

響についての報告はほとんど存在しない。そこで、Ef-Man に存在する塩橋を弱めることによる低温活

性を向上させるための研究を行った．部位特異的変異導入法を用いて塩橋を弱めた4種類の変異酵

素

（R63K,R125K,R213K,R

302K）を作製した。野生

型（WT）と変異酵素4種

の低温活性を比較した

ところ、変異酵素の一

つ（R302K）がWTよりも

高活性を有することを

明らかにした（図１）．さ

らに，R302Kは熱処理に

対して安定なことも明ら

かにした．これより，塩

橋を弱めるという方法

は熱安定性を維持しながら低温活性を向上させることが明らかとなった．さらに，他の微生物由来のマ

ンナナーゼと低温活性（30℃）の比較を行ったところ，ミミズ由来の変異酵素の方が2〜4倍比活性の高

いことが明らかとなった（図２）．本酵素は低温下で利用する上で優位性を有ることを明らかにした． 

 

（２）ミミズ由来の低温適応性生デンプン分解酵素の構造と機能の解析に関する研究を行った．ミミズには2種

類の生デンプン分解酵素(Ef-AmyIとEf-AmyII)が存在している．Ef-AmyIとEf-AmyII は各種デンプン基質（ア

ミロースやアミロペクチン）に対する特異性が異なっていることや分解産物の組成が異なっていることを明らかにし

ている．この基質に対する特異性をはじめ性質の違いを明らかにするために構造と機能に関する研究を行った．

２種類の生デンプン分解酵素遺伝子(Ef-AmyI, Ef-AmyII)をクローニングし，異種宿主発現系を用いて酵素



を高発現させた．これらの２種類の生デンプン分解酵素は低温・酸性条件下で高活性を示した．さらに～１

５％のアルコール存在下でも高い活性を示した．これより，本酵素は連続糖化発酵法によるバイオエタノール

生産に利用できることを明

らかにした．生デンプン分

解酵素(Ef-AmyI)の結晶

構造を明らかにしたところ，

GH Family 13に属する動

物由来のPp-Amy 

(PDB:1PIG)と構造の類

似性が見られた（図３）．

また，ミミズ由来のセルラー

ゼ同様，酵素表面電荷

がマイナスに富んでいること

が明らかとなった．低温適

応性との関連が示唆され

た．さらに，Ef-Amy Iに

Ca2+イオン結合部位が存在し，分子の構造安定性に寄与すると考えられた． 
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