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研究成果の概要（和文）：これまでの研究では、植物成分の分解に関わる酵素（セルラーゼ等）について、単離
された微生物から一つずつ生化学的解析を進めることで詳細な分子機能が明らかになってきた。しかし、環境下
において様々な微生物が存在する場合の植物分解についてはほとんど知見が得られていなかった。そこで、本研
究では実際に自然環境下で選抜された酵素について生化学的解析を行い、より効率的な植物分解メカニズムを明
らかにできた。このような知見は植物バイオマス成分を分解する糖化技術を効率化することに繋がると考えてい
る。

研究成果の概要（英文）：Molecular functions of enzymes involved in the decomposition of plant 
components such as cellulases and hemicellulases have been elucidated by using biochemical analyses 
on enzymes from isolated microorganisms. However, little knowledge has been revealed about plant 
decomposition by various microorganisms in the natural environment. Therefore, in this study, we try
 to clarify plant decomposition mechanisms by conducting biochemical analysis on the enzymes in the 
natural environment. 

研究分野：森林化学

キーワード： 木材腐朽
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物細胞壁の主要な高分子成分（セルロース・ヘミセルロース・リグニン）の分解酵素については、腐朽木材か
ら単離された菌を試験管内で培養・単離・解析することで検証されてきた。一方で環境中で実際に働いている酵
素についての理解は不十分であった。そこで本研究では、これら自然環境下での木材分解酵素を対象として、酵
素を生化学的に解析し、多様な微生物が関与する分解酵素の一部を明らかにした。

※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 
 
植物細胞壁の主要な高分子成分(セルロース・ヘミセルロース・リグニン)の分解酵素につい
ては、腐朽木材から単離された菌を試験管内で培養・単離・解析することで検証されてきた。
植物細胞壁の主要な高分子成分（セルロース・ヘミセルロース・リグニン）を分解する酵素
（CAZymes）は、セルラーゼ・ヘミセルラーゼなどの糖質加水分解（GH）リグニンなどの
芳香化合物の酸化還元酵素（AA）などが単離されており、各々相乗的に働くことが知られ
ていた。そのような酵素の相互作用は、単一なモデル微生物を手掛かりに試験管内で生産さ
れる酵素を対象として研究されてきた。しかし実際の環境下では、メタゲノム解析などから
も、あらゆる種類の生物種が相互にインタラクションすることによって成り立っていると
予測されていたが、技術的な限界があり、実際に働いている酵素がどのような酵素なのか、
またその酵素を生産する生物種を詳細に特定することが難しかった。即ち、環境下において
様々な微生物が存在する場合の植物分解についてはほとんど知見が得られていのが現状で
あった。最近申請者は、自然下３地点の腐朽木（コントルタ松）に対して、メタトランスク
リプトーム解析・メタプロテオーム解析を実施し、実際に働いている分解酵素（1391 個の
CAZymes）を初めて網羅的に同定した（Hori et al. Appl. Environ. Microbiol. 80(20) 2018）。 
したがって、実際の環境下で働く酵素配列や量が明らかになり、これら情報を基にタンパク
質合成を行うことで、生化学的な検証ができる基盤が整った。 
 
 
２．研究の目的 
 
申請者が環境条件下での網羅的に同定した木材腐朽で実際に働いている酵素の配列情報を
解析すると、相乗的に働くことが知られているセルラーゼ・ヘミセルラーゼが高発現してい
た。このことから、生物相互作用により選抜された酵素群は木材基質に適応した分解を達成
していると考えられた。そこで本研究では、これら自然環境下での木材分解酵素を対象とし
て生化学的に解析することを目標とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
自然環境下において複数の地点での腐朽木材を回収し、機械的な破砕機で細かい粉末状の
サンプルを作成した。得られたサンプルから DNA や RNA、タンパク質を抽出した。抽出した
DNA を鋳型に ITS 配列および 16S 配列を大規模シーケンサーで網羅的に解析することで、微
生物叢を明らかにした。また、得れた RNA についても大規模シーケンサーで解析すること
で、遺伝子配列および発現量を網羅的に解析した。得られたタンパク質については、LC-
MS/MS を用いたプロテオーム解析を行った。また、一連のメタオミクス解析情報の中から木
質分解酵素遺伝子の選択を行い、遺伝子合成を行った。これら遺伝子配列を用いて、多サン
プルを解析可能な in vitro タンパク質合成系を用いて、各酵素において適した in vitro
発現系を構築した。合成したタンパク質から機能的な発現を行えたものについて、酵素活性
を様々な条件下で測定した。 
 
 
４．研究成果 
 
本研究では、自然環境下において複数の地点での腐朽木材を回収し、微生物叢や酵素配列お
よび発現量を網羅的に解析する、メタオミクス解析を行った。その結果、木材分解に関わっ
ていることが予想される様々な微生物種由来の遺伝子が同定された。これまでのメタオミ
クス解析情報と同じく、CAZymes遺伝子と予想される、既知 CAZymes遺伝子と相同性の高
い配列は約 10%に留まり、ほとんどが既知酵素として報告されているのとは類似性が低い
配列、すなわち、機能未知の解析されていない配列であった。また、場所や腐朽状態によっ
て微生物叢や分解酵素の種類に違いがあることを観察できた。 
また、得られた情報の中から CAZymes遺伝子を幾つか選択し、遺伝子合成を行った。各酵
素において、適した in vitro 発現系を構築するため、まずは真核生物のタンパク質合成に
適した小麦胚芽無細胞系を用いて、発現を試みた。しかし十分な酵素量や酵素活性を得るこ
とが難しかった。そこで、これまでに各酵素で報告されていたタンパク質発現量や活性量を 
高めることが報告されていた補酵素を添加した。さらに、微量活性測定法が報告されている
ものについては活性測定条件についても検討した。その結果、ダイペルオキシダーゼ（DyP）
および可溶性多糖モノオキシゲナーゼ（LPMO）について、機能的発現が実現でき、これらに



ついてハイスループット酵素合成方法を構築することに成功した。得れた調整酵素に、モデ
ル基質に対する酵素特性を解析し、様々な pH や温度条件下での活性を測定した。以上から、
実際に自然環境下で選抜された酵素について生化学的解析を行うことで、植物分解メカニ
ズムの詳細を明らかにできた。このような知見は植物バイオマス成分を分解する糖化技術
を効率化することに繋がると考えている。 
 
これら成果を元に、論文発表 11 件、学会発表 20件(うち招待講演 7件)、特許１件を行な
った。 
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