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研究成果の概要（和文）：PETを分解するLC-cutinaseの結晶構造を決定した。ついで、LC-cutinaseと異常プリオンを
分解する２つのプロテアーゼ（Tk-subtilisinとTk-SP）の構造に基づき変異を導入することによりこれらの酵素の高機
能化を検討した。その結果、安定性の向上したLC-cutinase変異体、成熟化速度の向上したTk-subtilisin変異体、EDTA
存在下でも安定なTk-SP変異体を構築することに成功した。また、メタゲノム法により枝葉コンポストから２つの耐熱
性セルラーゼを単離し、その結晶構造を決定することに成功した。

研究成果の概要（英文）：The crystal structure of LC-cutinase with PET-degrading activity was determined. 
Then, the mutations were introduced into LC-cutinase and two proteases (Tk-subtilisin and Tk-SP) with 
abnormal prion-degrading activity based on their structures to improve their enzymatic properties. As a 
result, the LC-cutinase derivative with enhanced stability, the Tk-subtilisin derivative with increased 
maturation rate, and the Tk-SP derivative with high stability in the presence of EDTA were constructed. 
In addition, two thermostable cellulases were isolated from leaf-branch compost by a metagenomic approach 
and their crystal structures were determined.

研究分野：生化学

キーワード： クチナーゼ　ポリエステル　サチライシン　プリオン　カルシウム結合部位　メタゲノム　Ｘ線結晶構
造解析　セルラーゼ
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１．研究開始当初の背景 
PET（ポリエチレンテレフタレート）は難分
解ポリマーで、安価で耐久性に優れているこ
とから、PET ボトル、合成繊維（ポリエステ
ル）、包装容器として大量に製造消費され、
廃棄されている。しかし、これらの廃棄物は
埋立、焼却処理されるので、環境汚染、地球
温暖化、石油資源枯渇を引き起こす。また、
ポリエステルの改質加工処理は高温、強アル
カリ条件下で行われるので、環境に負荷がか
かる。異常型プリオンおよびその凝集物であ
るプリオン線維も難分解ポリマーで、精密医
療器具等に付着するとプリオン病の二次感
染を引き起こす。従って、これらの難分解性
ポリマーを酵素により分解・除去・加工する
技術の開発が望まれている。酵素は、特異性
が高く、温和な条件下でも働くので、酵素に
より難分解性ポリマーを分解・除去・加工す
ることができれば、環境への負荷も軽減され、
地球温暖化や石油資源枯渇を防ぐことがで
きると期待される。これまで、PET や異常型
プリオンを分解する酵素の存在は報告され
ているが、いずれも活性が弱い、安定性が低
い、収量が低いなどの理由で産業化には至っ
ていない。一方、植物細胞壁の主成分である
セルロースも難分解ポリマーであるが、セル
ラーゼを用いて工業的な規模でグルコース
に転換する糖化技術の開発が進められてい
る。しかし、糖化にかかるコスト削減のため
に、活性の高い耐熱性セルラーゼの単離が望
まれている。 
 LC-cutinase は万博記念公園の枝葉コン
ポストからメタゲノム法により単離された
新規クチナーゼで、炭素鎖長の短い脂肪酸エ
ステルやクチンだけでなく、生分解プラスチ
ックや PET も良く分解する。特に、その PET
分解能はこれまで報告されているクチナー
ゼの中では一番高いので、PET の分解やポリ
エステルの表面加工などへの産業利用が期
待されている。しかし、その PET 分解能は高
いといっても 12 mg/h/mg enzyme 程度で、産
業的に利用するためにはその活性や安定性
を大きく向上させる必要がある。しかし、
LC-cutinase の結晶構造は決定されておらず、
変異導入による機能改変もなされていない。
Tk-subtilisinは超好熱古細菌Thermococcus 
kodakarensis 由来サチライシンで、非常に耐
熱性が高く、SDS 存在下 100℃で異常プリオ
ン を 効 率 よ く 分 解 す る 。 従 っ て 、
Tk-subtilisin は医療器具などに付着した異
常プリオンを分解して二次感染を防ぐため
の洗浄剤としての利用が期待されている。し
かし、Tk-subtilisin は成熟化に高温処理を
必要とするためその製造にはコストがかか
る。また、Tk-subtilisin は Ca2+イオンをフ
ォールディングに必要とするためキレート
剤存在下では失活する。 Tk-SP は T. 
kodakarensis 由来の別のサチライシンで
Tk-subtilisin 同様非常に耐熱性は高い。し
かし、Tk-SP は Tk-subtilisin と異なり Ca2+

イオンをフォールディングに必要としない
ので、キレート剤存在下でも失活しない。従
って、Tk-SP も異常プリオンを分解する洗浄
剤としての利用が期待される。しかし、Tk-SP
が異常プリオンを分解するかどうかはまだ
分かっていない。また、Tk-SP は Ca2+イオン
を安定化に必要とするためキレート剤存在
下では大きく不安定化する。耐熱性セルラー
ゼは好熱菌からいくつか単離されている。し
かし、枝葉コンポストから新規耐熱性セルラ
ーゼが得られるかどうかはまだ分かってい
ない。 
 
２．研究の目的 
（１）LC-cutinase の結晶構造を決定し、活
性部位や基質結合部位に変異を導入するこ
とによりLC-cutinaseの活性や安定性を向上
させる。 
（２）LC-cutinase のポリエステル繊維加工
適性を評価することにより、LC-cutinase の
新たな利用法を開発する。 
（３）Tk-subtilisin のプロペプチドに変異
を導入することにより、Tk-subtilisin の成
熟化速度を向上させる。 
（４）Tk-SP のカルシウム結合部位に変異を
導入することにより、Tk-SP のキレート剤存
在下における安定性を向上させる。 
（５）Tk-SP の異常プリオン分解能を解析す
ることにより、Tk-SP の新たな利用法を開発
する。 
（６）新規耐熱性セルラーゼを枝葉コンポス
トから単離する。 
 
３．研究の方法 
（１）LC-cutinase の高機能化 
①LC-cutinase の結晶構造解析 
LC-cutinase を PelB シグナル配列との融合
タンパク質として大腸菌で発現させると
LC-cutinase は菌体外に分泌される。この
LC-cutinase を精製した後、結晶化を行い、
分解能の良い結晶が得られたなら分子置換
法により結晶構造を決定する。 
②変異導入による高機能化 
結晶構造を決定することにより基質結合部
位が同定されたなら、基質結合部位を広げる
変異やその疎水性を高める変異を導入した
り、基質結合部位に飽和変異を導入したりす
ることにより、活性や安定性の向上した変異
体を取得する。 
（２）LC-cutinase の新たな利用法の開発 
染色加工試験用ポリエステル白布を
LC-cutinaseで処理した後、ポリエステル白布
の減量率、染色堅牢度、染色性、光沢性、吸
水性、拡散性、強度を測定するとともに、ポ
リエステル繊維表面の外観変化を電子顕微鏡
で観察することにより、LC-cutinaseのポリエ
ステル繊維加工適性を評価する。 
（３）Tk-subtilisin の成熟化速度の向上 
Tk-subtilisin は Pro-Tk-subtilisin からプ
ロペプチドの自己分解により成熟化するが、



プロペプチドはTk-subtilisinに強く結合し、
非常に安定で分解されにくいので、80℃以上
の高温でないと効率よく成熟化しない。そこ
で、プロペプチドに変異を導入することによ
り、成熟化速度が向上し、その結果 80℃より
低い温度でも効率良く成熟化する変異体を
構築する。 
（４）Tk-SP の安定化 
Tk-SP はサチライシンドメインとβジェリー
ロールドメインから成る。Tk-SP には２個の
Ca2+イオン（Ca1 と Ca2）が結合しているが、
いずれもβジェリーロールドメインに結合
している。これらの Ca2+イオンは活性には必
要ないが、高い耐熱性には必要である。そこ
で、これらの Ca2+結合部位に変異を導入する
ことにより、キレート剤存在下でも高い安定
性を維持する変異体を構築する。 
（５）Tk-SP の新たな利用法の開発 
Tk-SP は Tk-subtilisin 同様耐熱性が高いだ
けでなく、SDS、尿素、Triton X-100 等で処
理してもほとんど活性を失わず、広い pH 範
囲で安定である。Tk-SP の新たな利用法を開
発するために、通常のプロテアーゼでは分解
されにくい異常型プリオンタンパク質の分
解を検討する。 
（６）新規耐熱性セルラーゼの単離 
万博記念公園では選定した枝葉を集めてコ
ンポスト化しているが、枝葉の主成分はセル
ロースであることと、コンポスト内部の温度
は 70-80℃に上昇することから、このコンポ
ストは耐熱性セルラーゼを分泌する好熱菌
の宝庫と考えられる。そこで、この枝葉コン
ポストからメタゲノム法により新規耐熱性
セルラーゼを単離し、その結晶構造を決定す
るとともに、諸特性を解析する。 
 
４．研究成果 
（１）LC-cutinase の高機能化 
①LC-cutinase の結晶構造を 1.5 Åの分解能
で決定した（図１）。その結果、LC-cutinase

は、10 本のαへリックスと分子中央部の 1枚
の大きなβシートを形成する9本のβ鎖から
成ること、Ｃ末端領域に分子内ジスルフィド
結合（Cys275-Cys292）を一つもつこと、

Ser165、Asp210、His242 が活性部位を形成す
ること、Tyr95、Phe125、Tyr127、Met166、
Trp190、Val212、Phe243 が基質結合部位を形
成することを明らかにした。また、
LC-cutinase は変性温度が 86℃と高く、変性
速度も極めて遅い安定な酵素であることを
明らかにした。さらに、分子内ジスルフィド
結合を形成する Cys275 と Cys292 を両方とも
Ala に置換した変異体の安定性を解析するこ
とにより、このジスルフィド結合は平衡論的
にも速度論的にもLC-cutinaseの耐熱化に寄
与することを明らかにした。 
②LC-cutinase の基質結合部位の入口を広げ
る変異体 Y95A と疎水性を高める変異体 Y95F
を構築し、その活性や安定性を解析すること
により、いずれの変異体も活性は向上しなか
ったが、Y95F の安定性が大きく向上すること
を明らかにした。また、LC-cutinase の基質
結合部位を形成する7残基の疎水性アミノ酸
のうち、Trp190、Val212、Phe243 に同時に飽
和変異を導入し、基質の分解に伴い形成され
るハローの大きさを指標に活性の向上した
変異体をスクリーニングした。その結果、活
性の向上した変異体は得らなかったが、
LC-cutinase が活性を示すためには 190 番目
のアミノ酸は Trp、Tyr、Phe などの芳香族ア
ミ ノ 酸 で な け れ ば な ら な い こ と 、
LC-cutinase が高い活性を示すためには 212
番目のアミノ酸は Val、Leu、Ile などの長鎖
脂肪族アミノ酸でなければならないことを
明らかにした。さらに、LC-cutinase の活性
の至適温度が 50℃と低いのは、活性部位が局
所的に不安定化しているためで、PEG や長鎖
の基質が結合すると活性部位は安定化し、活
性の至適温度も向上することを明らかにし
た。 
（２）LC-cutinase の新たな利用法の開発 
染色加工試験用ポリエステル白布を
LC-cutinaseで処理した後、電子顕微鏡により
線維表面を観察した結果、LC-cutinaseにより
繊維表面のPETオリゴマーが除去され、繊維表
面がきれいになることが分かった（図２）。 

（３）Tk-subtilisin の成熟化速度の向上 
プロペプチドドメインに変異を導入した２
つの Pro-Tk-subtilisin 変異体（F17H、L69P）
がいずれも野生型酵素より速く成熟化する
ことを明らかにした。また、これらの変異体
の成熟化速度が向上したのは、L69P の場合は
プロペプチドの阻害活性の低下により、F17H
の場合はプロペプチドの安定性の低下によ
り、プロペプチドが分解されやすくなったた
めであることを明らかにした。 
（４）Tk-SP の安定化 



Tk-SP のβジェリーロールドメインには２個
の Ca2+イオン（Ca1 と Ca2）が結合する（図３）。

活性中心変異体 Tk-S359A を用いて解析する
ことにより、これらの Ca2+結合部位の片方に
Asp→Ala 変異を導入すると EDTA 存在下でも
EDTA 非存在下でも Tk-S359A の安定性は向上
すること、両方に導入すると Tk-S359A の安
定性はわずかに低下するが、EDTA 存在下でも
その安定性を維持することを見いだした。つ
まり、EDTA 存在下では、変異体は Tk-S359A
より 26℃も安定であった。また、Tk-SP に同
様の変異を導入すると、活性はほとんど変化
しないが、EDTA 存在下における安定性は著し
く向上することを明らかにした。 
（５）Tk-SP の新たな利用法の開発 
Tk-SP が、プリオン病に感染したマウスの脳
ホモジネート中の異常プリオンを分解する
ことを明らかにした（図４）。また、分解条
件を検討することにより、異常プリオンは、
SDS 非存在下でも、0.02 mg/mL の Tk-SP と
100℃で 1 時間インキュベーションすること
により完全に分解されることを確認した。さ
らに、Tk-SP は既存のプリオン分解酵素であ
るPrionzymeより非常に高いプリオン分解活
性を有することを明らかにした。 

（６）新規耐熱性セルラーゼの単離 
枝葉コンポストから抽出したメタゲノムを用い
て遺伝子ライブラリーを構築し、CM セルロー
スを含むプレート上でハローを形成するコ
ロニーをスクリーニングすることにより、10
種類の新規セルラーゼ遺伝子をクローニン
グすることに成功した。これらの遺伝子がコ
ードするセルラーゼのうち、N 末端にフレキ
シブルリンカー（FL）を持つ LC-CelA と

Ig-like ドメインを持つ LC-CelG の諸特性を
解析した。その結果、LC-CelA も LC-CelG も
極めて耐熱性の高いセルラーゼであること
を明らかにした（活性の至適温度はそれぞれ
90℃と 70℃）。またこれらの結晶構造を決定
することにより、LC-CelA の構造（図５）は
Rhodothermus marinus 由 来 Cel12A
（RmCel12A）の構造と、LC-CelG の構造（図
６）は Clostridium thermocellum 由来 CelD
（CtCelD）の構造と良く似ていることを明ら
かにした。さらに、FLがLC-CelA の安定性に寄
与すること、Ig-like ドメインが LC-CelG の安
定性、活性、フォールディングに寄与するこ
とを明らかにした。 
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