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研究成果の概要（和文）：本研究では、麹菌Aspergillus oryzaeが生産するGH134に属するβ-マンナナーゼ
AoMan134Aの詳細な機能および構造を明らかにすることを目指した。その結果、AoMan134Aは、これまで分かって
いるβ-マンナナーゼと大きく異なったリゾチーム型の立体構造を有しており、ユニークな基質特異性を有して
いた。また、GH134は特に植物病原性の糸状菌および放線菌の一部に分布していることから、それらの遺伝子破
壊株を作製し、植物病原性とGH134に属する酵素の関係について解析した。

研究成果の概要（英文）：We investigated the enzymatic function and structure of β-1,4-mannanase 
AoMan134A from Aspergillus oryzae. Recombinant AoMan134A was prepared, and the reaction products 
from galactose-free β-mannan generated by the enzyme were analyzed. AoMan134A released mannobiose 
(M2), mannotriose (M3), and mannotetraose (M4) but not mannopentaose (M5) or higher 
manno-oligosaccharides when galactose-free β-mannan was the substrate. AoMan134A had high catalytic
 efficiency (kcat/Km) towards M6 compared with the endo-β-1,4-mannanase Man5C and notably converted
 M6 to M2, M3, and M4, with M3 being the predominant reaction product. We also revealed that 
AoMan134A had lyzozyme-like structure with two active-site amino acid residues.

研究分野： 応用微生物学、酵素学

キーワード： β-1,4-mannanase　AoMan134　β-mannan　GH 134　mannnooligosaccharide　Aspergillus oryzae

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
AoMan134Aは、熱安定性を有する既知のβ-マンナナーゼと同等もしくはそれ以上の高い熱安定性をもち、中性か
らアルカリ性においてpH 安定性を有していた。現在産業利用されている既存のβ-マンナナーゼと比較して、高
い熱安定性および効率的なマンノオリゴ糖生産能を有していることから、AoMan134Aは機能性マンノオリゴ糖の
生産に適していると考えられ、マンノオリゴ糖を含む（食品）産業での応用が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



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

β-マンナン（グルコマンナンおよびガラクトマンナン）は針葉樹、グァーガムやコーヒー豆などの様々

な植物に含まれる多糖で自然界に多く存在する未利用のバイオマスの一つであることから、バイオリフ

ァイナリーなどの産業分野で期待されている。これまでに研究代表者らは、β-マンナンを唯一の炭素源

として糸状菌 Aspergillus nidulans を生育させた際に、Glycoside Hydrolase 5 (GH5) ファミリーに属

する既知のマンナン分解酵素（β-マンナナーゼ；40-50 kDa、アミノ酸の配列から現在既知のβ-マンナ

ナーゼは GH5、GH26および GH113に分類されている）AnMan5A, C, D と同様に細胞外に多量に分

泌される低分子量 (18 kDa) の機能未知タンパク質を同定した。このタンパク質は、機能が分かってい

るタンパク質（GH5 および GH26 に属するβ-マンナナーゼを含む）とアミノ酸配列レベルで全く相同性

を有しておらず、推定される機能ドメインも含んでいなかった。ネイティブおよびリコンビナントタンパク

質を用いた解析から、この機能未知タンパク質が新規のβ-マンナナーゼ (Man134A) であることを明

らかにし、GH134 ファミリーを新設した。 

GH134 に属するタンパク質は植物病原菌を含む糸状菌および放線菌の一部にのみ

分布しており、A. nidulans  と同じ  Aspergillus  属糸状菌である  A. niger  のゲノムには  

GH134 に属する遺伝子はコードされていなかった。一方、麹菌 A. oryzae  のゲノムには  

Man134A と高い相同性を有する遺伝子が  3 種類存在していた。麹菌 A. oryzae  や黒

麹菌 A. niger  は、長年の食経験や科学的な知見などから、アメリカ食品医薬品局  

(FDA) からも安全性が認められている糸状菌である。  

 

２．研究の目的 

本研究は、FDA からも安全性が認められている麹菌 A. oryzae が生産する GH134 に属

するβ-マンナナーゼ AoMan134A の詳細な機能および立体構造を明らかにすることを目的と

した。また、GH134 は特に植物病原性の糸状菌および放線菌の一部に分布していることから、それら

の遺伝子破壊株を作製し、植物病原性と GH134に属する酵素の関係について解析した。 

 

３．研究の方法 

リコンビナント AoMan134A を大量に生産するための宿主にメタノール資化性酵母 Pichia 

pastoris を用いた。 pPicZα-Aベクターの KpnI と NotI部位の間 AoMan134遺伝子を挿入した。構築

したプラスミドはエレクトロポレーション法を用いて P. pastorisに導入した。P. pastorisによって生産され

たリコンビナント AoMan134A は精製し、β-マンナンおよびその他の多糖類（セルロース、キシラン、キ

チンなど）と反応させた後、TLC、MALDI-TOF-MS および HPLC にて反応生成物を分析することで、

基質特異性を解析した。また、蒸気拡散法にて AoMan134A を結晶化させ X線結晶構造解析を行

った。 

トマトの病原菌である Fusarium 属糸状菌のゲノムにコードされる Man134 オルソログ遺伝子の遺伝

子破壊株を作製し、宿主に対する感染や病原性に及ぼす影響を解析した。 

 

４．研究成果 

AoMan134Aは、鎖長 2  (マンノビオース：M2) 〜 鎖長 6 (マンノヘキサオース：M6) のマンノオリ

ゴ糖を基質にした場合、マンノテトラオース (M4) 以下を加水分解できないこと、M6および β-マンナン

を基質にした際M3が主要な生成物であり、単糖であるマンノースが全く生成されないことが明らかにな

った。また、GH5 のMan5C と比較して、M6に対する AoMan134Aの kcat/Km値が 20倍高いこともわか

った。 

さらに、AoMan134A と GH5 に属する AnMan5C の熱安定性を検討した。0〜90°C で 15 分間

インキュベートした後、グルコマンナンを基質にしてβ-マンナナーゼ活性を測定したところ、AnMan5C 

に比べて AoMan134A は高い熱安定性を有していた。90°C で 15 分間インキュベートした場合、

AnMan5C のβ-マンナナーゼ活性は検出されないのに対して、AoMan134A では 60% の活性が残

存していた。以上から、AoMan134A は、熱安定性を有する既知のβ-マンナナーゼと同等もしくはそれ

以上の熱安定性を有していることがわかった。さらに、AoMan134Aは、中性からアルカリ性において高

い pH 安定性を有していた。現在産業利用されている既存の β-マンナナーゼに比べて、熱安定性お

よび効率的なマンノオリゴ糖生産能を有していることから、マンノオリゴ糖を含む食品製造に適している

と考えられる（図 1）。近い将来、コーヒーなど食品産業をはじめ、様々な β-マンナンやマンノオリゴ糖を

含む食品の製造における利用が期待される。また、AoMan134A は、これまで分かっているβ-マンナナ

ーゼと大きく異なった基質認識部位を持つ立体構造を有していると考えられた。 



図 2．4℃ (左) 及び 20℃ (右) で生成した AoMan134A の結晶	  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

結晶化条件の検討の結果、4°C及び 20°C で AoMan134A の結晶が得られた  (図 2) 。

AoMan134Aの立体構造を明らかにしたところ、AoMan134A はリゾチーム型の構造で Glu67 と Asp80

が推定活性アミノ酸残基であることが分かった。それぞれのアミノ酸を Glnおよび Asnに置換した変異

型酵素で活性が消失したことから、Glu67 と  Asp80 が活性部位であることが分かった。また、

AoMan134A 分子内の Cys102 と Cys139 がジスルフィド結合を形成していることが明らかになった。こ

れは AoMan134A の熱安定性の高さに関係している可能性がある。今後これらの Cys残基を他のアミ

ノ酸に置換した変異型酵素を調製することで、AoMan134Aの高い熱安定性に及ぼす影響を調べてい

く。 

 

 

 

 

 

 

 

 

トマトの病原菌である Fusarium属糸状菌のゲノムにコードされる Man134オルソログ遺伝子の遺伝

子破壊株を作製し、宿主に対する感染や病原性に及ぼす影響を解析した。トマトに対する感染におい

て、野生株と比較して、トマトの病原菌の遺伝子破壊株では大きな違いは見られなかった。これはトマト

に含まれる β-マンナンの量が少ないためであると考えられた。今後は、β-マンナンが多く含まれる蒟蒻

を用いて、その病原菌である Fusarium 属糸状菌の遺伝子破壊株を作製して蒟蒻に対する感染の影

響を解析する。 

図 2．4°C (左) 及び 20°C (右) で生成した AoMan134A の結晶	  

図 1．AoMan134A の産業利用  
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