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研究成果の概要（和文）：本研究では、環境試料から直接DNAを抽出してメタゲノムライブラリを作製し、分解
活性を指標としたスクリーニングによる難培養微生物由来の新規分解酵素の獲得を目指した。効率的な分解酵素
の獲得を可能とするため、採取した環境試料(土壌や河川水)で目的ポリマーの生分解実験を行い、得られたバイ
オフィルムからライブラリを作製した。次いで、既知の分解酵素をポジティブコントロールとして用いて活性ス
クリーニング条件を検討し、最適条件下における環境メタゲノムスクリーニングを行ったところ、高い活性を示
すクローンを得た。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is the screening of novel β-peptide hydrolases from 
metagenomic libraries of environmental samples such as soil and fresh water. For effective screening
 of the enzymes, biodegradation of the polymer by the environmental samples was carried out and the 
resultant biofilms generated during the biodegradation were used for construction of metagenomic 
libraries. The optimum assay conditions for high-throughput-screening of the enzymes using multiple 
pNP substrates were examined. Functional screens were carried out under the optimum assay conditions
 and the hydrolysis activity of some clones was higher than that of the negative control cells.

研究分野： 生物物理化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で標的としているβペプチド分解酵素は希少性が高く、現在得られている知見は限定的である。また、自
然界にはβペプチドのみで構成される化合物は存在しないため、βペプチド分解酵素の生理学的・進化的役割は
不明である。従って、本研究で得られる知見により、特異な活性であるβペプチド分解活性の発現メカニズムが
解明されれば、学術的・社会的意義が非常に高いといえる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
(1) βペプチドの性質 
 βペプチドは、天然のαペプチドと構造的な類似性を有しながら、側鎖や官能基の置換により
性質を変えることができ、特徴として①非常に高い酵素・代謝安定性、②低細胞毒性及び低溶血
性、③正電荷βペプチドと核酸・細胞膜との強い相互作用、等を有する。これらの性質を利用す
ることで、材料・医薬・生化学分野における応用が見込まれている。 
 
(2) βペプチド分解酵素 
 熱重合ポリアスパラギン酸(tPAA)は、70%のβペプチドを含む代表的なバイオベースβペプチ
ド材料である。βペプチドを実際に使用する際、使用後の安定性、特に生分解性を考慮する必要
がある。そこで我々は、tPAA 生分解機構の解明を目指した研究に取り組んできた。その結果、
βペプチド連鎖のみを認識・分解するβペプチド分解酵素(PahZ1)を世界で初めて発見した(①,
②)。さらに、βアスパラギン酸 3 量体を用いて本酵素の活性中心構造を評価する手法を確立し
た(③)。 
 
(3) βペプチド分解酵素を触媒としたβペプチド合成 
 βペプチドは固相合成や NCA 法で得られるが、高分子量化に伴う高コスト化・合成困難や有毒
試薬の使用等のため新合成法の開発が望まれる。一方、酵素によるポリマー合成では、加水分解
酵素を利用した系が提案されている。これらの視点から、我々は PahZ1 の基質特異性を利用した
β-PAA 合成を行った(④)。その結果、得られたポリマーの構成成分は全てβペプチドであった
が、多量の酵素が必要な上、分子量は約 2,000 とあまり効率的ではなかった。 
 
(4) 環境メタゲノム(難培養微生物)由来酵素 
 従来は、1 %未満の培養可能微生物から目的酵素を取得する努力をしていたが、未使用である
残り 99 %の難培養微生物を利用できれば有用酵素の収集量は遥かに増大する。これまでにメタ
ゲノムスクリーニングによる酵素獲得に関して数十報以上の報告があるが、βペプチド分解酵
素に関する報告はない(⑤)。 
 
２．研究の目的 
 βペプチドは、αペプチドの長所を維持しつつ易分解性を改良した材料であり、生体内などで
の利用が期待される。我々が最近発見したβペプチド分解酵素は、その反応可逆性によってバイ
オマス由来のアスパラギン酸から新奇なβペプチドであるβポリアスパラギン酸(β-PAA)を合
成できる。しかし、この系の反応効率は高くないため、合成に最適な酵素の獲得・創成が必要で
ある。一方、現在使用可能な全ての酵素は、環境中の培養可能な 1 %未満の微生物から得られた
ものであり、残り 99 %の微生物資源の有効利用が望まれている。 
 そこで本研究では、環境試料から直接 DNA を抽出してメタゲノムライブラリを作製し、βペプ
チド分解活性を指標としたスクリーニングを行い、βペプチド骨格を有する機能性材料開発を
指向した難培養微生物由来新規βペプチド分解酵素の獲得を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 環境 DNAメタゲノムライブラリの構築 
 様々な環境サンプルから DNA を抽出・増幅した後、数 kbp 程度に断片化した。次いで、断片化
DNA を発現ベクターに導入した後、大腸菌を形質転換してマイクロプレート上でライブラリを作
製した。 
 
(2) ハイスループットな活性スクリーニング系の構築 
 我々が有しているβペプチド分解酵素あるいは PHB 分解酵素をポジティブコントロールとし
て用いて酵素発現の条件検討を行った。さらに、分解酵素のスクリーニングに利用するハイスル
ープットな分解活性評価法を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 環境 DNAメタゲノムライブラリの構築 
 環境試料からメタゲノムライブラリを作製するには「DNA 取得・増幅・精製・断片化・ライブ
ラリ化」の各ステップを最適化する必要がある。そこで、これらの各ステップにおいて条件検討
を行った。まず、土壌あるいは河川水の環境試料から環境 DNA を抽出・増幅した後、断片化およ
び断片化 DNA の精製条件を検討したところ、良質なライブラリ作製には低断片化 DNA の除去が
肝要であることが示唆された(図 1(A))。また、DNA増幅時による環境 DNA の質的劣化がライブラ
リ作製に負の影響を与えていることが予想された。 



 

 

 そこで、これらの問題点を解決するため、ライブラリ作製方法の改良を試みた。効率的な分解
酵素遺伝子の獲得を可能とするため、採取した環境試料で目的ポリマーの生分解実験を行い、十
分に生分解が進行した溶液中のバイオフィルムから DNA を分離精製することとした。まず、生分
解後の溶液からバイオフィルムを遠心分離で回収し、得られたバイオフィルムから DNA を精製
した。また、DNA増幅時による DNA の低品質化を避けるため、精製 DNA は増幅せずに用いた。さ
らに、制限酵素により断片化した後、低断片化 DNA を電気泳動で除去してライブラリ作製を行っ
た。得られたライブラリから任意のコロニーを選択し、それらのクローンにおいて挿入された断
片を PCR 増幅して解析した(図
1(B))。電気泳動による解析の
結果、改良した手法により低断
片化 DNA の挿入が抑制されてい
ることがわかった。さらに、挿
入された DNA断片は、ほとんど
が 2.5 kbp 以上であり、最も大
きいもので 24 kbp 程度の長鎖
DNA であったことから、良質な
ライブラリの作製方法を構築
できたことがわかった。 
 
(2) ハイスループットな活性スクリーニング系の構築 
 分解酵素の同定・スクリーニングに利用する分解酵素活性評価法を検討した。ポジティブコン
トロールとしてβ結合の連鎖を切断可能であ
る Rlastonia pickettii T1由来 PHB分解酵素
を、基質としてアルキル鎖長の異なる p-ニト
ロフェニルアルカノエート (アルキル鎖長 : 
2, 4, 6, 8)を用いた。培養条件、酵素濃度及
び最適な基質濃度をそれぞれ検討し、最適条件
(培養スケール: 1-2 mL、酵素濃度: 60 µg/mL、
基質濃度: 0.5 mM each)を決定した(図 2)。 
 次いで、(1)で作製した環境 DNAメタゲノムライブラリを用いて、最適条件下における活性ス
クリーニングを行った。現在までに約 1 万クローンについて分解活性によるスクリーニングを
行った。その結果、明確に高活性を示すクローンはみ
られなかったものの、ネガティブコントロールに比べ
比較的高い活性を示すものが得られた(図 3)。これま
でのメタゲノムスクリーニングによる酵素獲得に関
する報告から、エステラーゼやリパーゼなどの加水分
解酵素の獲得には、およそ 1万〜10万クローンに対す
るスクリーニングが必要であることが経験的に知ら
れている(⑤)。したがって、今後、今回得られたポジ
ティブクローンを詳細に解析するとともに、メタゲノ
ムライブラリのスクリーング数を増加させていくこ
とで、新規分解酵素遺伝子の獲得につながることが期
待される。 
 
<引用文献> 

① T. Hiraishi et al., “Genetic analysis and characterization of poly(aspartic acid) 
hydrolase from Sphingomonas sp. KT-1”, Biomacromolecules, 2003, 4, 80-86. 

② T. Hiraishi et al., “Cloning of poly(aspartic acid) (PAA) hydrolase-1 gene from 

Pedobacter sp. KP-2 and hydrolysis of thermally synthesized PAA by its gene product”, 
Macromol. Biosci., 2009, 9, 10-19. 

③ T. Hiraishi et al., “Substrate stereoselectivity of poly(Asp) hydrolase-1 capable 
of cleaving β-amide bonds as revealed by investigation of enzymatic hydrolysis of 

stereoisomeric β-tri(Asp)s”, AMB Express, 2015, 5, 31. 

④ T. Hiraishi et al., “Enzymatic synthesis of poly(α-ethyl β-aspartate) by 

polyethylene glycol-modified poly(aspartate) hydrolase-1”, Macromol. Biosci., 

2011, 11, 187-191. 

⑤ Brady et al., “Biocatalysts and small molecule products from metagenomic studies”, 

Curr. Opin. Chem. Biol., 2012, 16, 109-116. 

 

(A) 分画なし (B) 分画あり

低断⽚化DNA

図1 環境メタゲノムライブラリにおける挿⼊断⽚の解析. (A) 分画なし (B) 分画あり
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図2 分解酵素活性評価法
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図3 活性スクリーニング
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