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研究成果の概要（和文）：Aspergillus nidulans などの糸状菌は、細胞外に様々な多糖分解酵素を分泌する。
ペクチンのみを炭素源にして A. nidulans を培養後、セクレトーム解析した結果、既知のタンパク質とアミノ
酸配列レベルで全く相同性がない機能未知タンパク質 (HP) が同定された。それらの中で、機能未知の 
hypothetical protein 1 (HP1) について解析したところ、不飽和結合を含む RG オリゴ糖が検出されたことか
らHP1は新規なラムノガラクツロナンリアーゼ (AnRGL) であった。また、X-線構造解析から、AnRGL はβ_ヘリ
ックス構造を有していた。

研究成果の概要（英文）：Hypothetical proteins (HPs) were produced by Aspergillus nidulans grown with
 pectin as a sole carbon source. Among them, we identified a novel rhamnogalacturonan (RG) lyase 
(AnRGL) with no similarity to any described functional proteins and no putative conserved domains. 
AnRGL showed significant activity toward RG, while acitivity toward polygalacturonic acid, α-1, 
5-arabinan, arabinogalactan, and β-1, 4 -galactan, which are components of pectin, were not 
detectable. RG degradation products by AnRGL were analyzed using MALDI-TOF-MS. RG oligosaccharides 
containing unsaturated bonds were identified. These results indicate that AnRGL is a novel RG lyase 
that belongs to a new polysaccharide lyase (PL) family. The crystal structure of AnRGL was solved at
 a resolution of 1.72 A, and AnRGL is a β-helix structure. 

研究分野：応用微生物学

キーワード： Aspergillus nidulans　pectin　rhamnogalacturonan lyase

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ペクチンの分解で生じるオリゴ糖（D-ガラクトシル-β-1,4-ラムノース）を炭素源として、ビフィズス菌
Bifidobacterium infantisと難病の偽膜性腸炎原因菌Clostridium difficileを共培養したところ、C. 
difficileの増殖を抑えることが報告されており、応用研究にも波及効果が期待できる。
　本研究により見出された糸状菌由来のペクチン分解酵素の利用によって、ペクチンを多く含む果皮などの未利
用植物資源から新規機能性オリゴ糖を生産することが可能になり、上記のような疾病予防効果を通じて、人類の
健康に貢献できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

植物バイオマスに含まれる多糖は自然界に多く存在して

おり、それらを利用したバイオリファイナリーが期待されている。

これまでに研究代表者らは、植物バイオマスに含まれる 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、機能が分かっているタンパク質（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い新規のβ-マンナ

ナーゼ  (Man134A) を発見し、GH134 ファミリーを新設し

た。 

この経験から、研究代表者らはこれまで知られていない

機能や構造を持つタンパク質がまだまだ糸状菌には多数存

在すると考え本研究を着想した。 

 

２．研究の目的 

本研究では，プロテオミクスの手法を用いてペクチン（図１）

応答的に生産されるタンパク質を網羅的に解析することで，

ペクチン分解に関与する可能性がある機能未知タンパク質

（HP）を絞り込みそれらの機能を解析することを目的とした。こ

れまでに発見されていないペクチン分解に関与する新規酵

素の発見を目指した。 

 

３．研究の方法 

ペクチンのみを炭素源として糸状菌 A. nidulans を生育さ

せ、ペクチン（RG-I，RG-II およびそれらの側鎖を構成する

それぞれの多糖）応答的にタンパク質を生産させた。得られ

た細胞外タンパク質を LC-MS/MS（ハイブリッド四重極-オー

ビトラップ質量分析計）にて網羅的に解析し、ペクチン応答的

に生産された HP を選抜した（図２）。 

発現量が多かった HP1 〜 HP8 のリコンビナントタンパク

質を 大 量 に 生 産 す る た め に 、 メ タ ノ ー ル 資 化 性 酵母

Pichia pastoris を宿 主 に用いた（図２）。hp1 〜 hp8 を挿入

し構築したプラスミドをエレクトロポレーション法にて P. 

pastoris に導入した。生産された HP1 〜 HP8 のリコンビナ

ントタンパク質を精製し、ペクチンを構成する多糖反応させた

（図２）。TLC、MALDI-TOF-MS および HPLC にて反応生成

物を分析することで、酵素の基質特異性を解析した（図２）。

また、蒸 気 拡 散 法 にて  HP1 を結晶化させ X 線結晶構造

解析を行った（図２）。 

hp1 遺伝子の遺伝子破壊株を作製し、生育やペクチンの

分解に及ぼす影響も解析した。 

 

図1ペクチンを構成する多糖
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図１ ペクチンを構成する多糖 

図3研究の概念図
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図２ 研究方法 



 

４．研究成果 

ペクチンのみを炭素源にして A. nidulans を培養後、セクレトーム解析した結果、既知のタンパク

質とアミノ酸配列レベルで全く相同性がない機能未知タンパク質 (HP) が多数同定された。それらの

中で、機能未知の HP1 について、ペクチンの構成多糖と反応させたところラムノガラクツロナン (RG) 

に作用した。反応産物を解析したところ、不飽和結合を含む RG オリゴ糖が検出されたことから HP1

は新規なラムノガラクツロナンリアーゼ (AnRGL) であった（図３）。 

また、野生株および AnRGL の遺伝子破壊株 (ΔAnRGL 株) を RG のみを炭素源にして培養

後、得られた細胞外画分と RG を反応させた。その結果、ΔAnRGL 株では RG オリゴ糖が検出され

なかったことから、AnRGL は、主要なエンド型の RG 分解酵素であることが明らかになった。さらに、

セクレトーム解析により同定された GH105 に分類される unsaturated rhamnogalacturonyl hydrolase 

(AnURH) は AnRGL の分解産物である不飽和 RG オリゴ糖を加水分解した。 

以上の結果から、糸状菌 A. nidulans による RG 分解において、AnRGL および AnURH が中

心的な役割を果たしていることが明らかになった。 

HP1 による RG-AM 分解産物の同定

RG-AMの反応産物を TLC および MALDI-TOF-MS にて分析したところ、
不飽和 RG オリゴ糖が検出された。

→ HP1 は新規の RG lyase (AnRGL) であった。
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図３ HP1 によるラムノガラクツロナン (RG) の分解 
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