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研究成果の概要（和文）：GHファミリー11アルカリキシラナーゼXynJの分子表面への塩基性アミノ酸の導入により，耐
アルカリ性，耐熱性および耐塩性が向上した。また，GHファミリー18耐塩キチナーゼChiN1の分子表面への酸性アミノ
酸の導入により，耐塩性ないし有機溶媒耐性が向上した。一方，GHファミリー10超耐熱性キシラナーゼXynTBについて
は，進化分子工学による耐アルカリ性および比活性の向上に成功した。

研究成果の概要（英文）：Alkalitolerancy, thermotolerancy and halotolerancy of a GH family 11 alkaline 
xylanase, XynJ, were improved by introducing basic amino acids on its protein surface. Halotolerancy and 
organic solvent-tolerancy of a GH family 18 halotolerant chitinase, ChiN1, were improved by introducing 
acidic amino acids on its protein surface. Alkalitolerancy and specific activity of a GH family 10 
hyper-thermotolerant xylanase, XynTB, were improved by directed evolution.

研究分野： 生体関連化学
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１．研究開始当初の背景 
 
 極限環境微生物が生産する酵素「極限酵素」
は極限条件において機能する。極限酵素の極
限環境耐性機構については不明な点が多いが，
タンパク質分子表面のアミノ酸が極限環境耐
性に大きな影響を及ぼしている例が少なくな
い。酵素機能の向上を考えた場合，触媒部位
近傍の改変が有効であることは言うまでもな
いが,極限環境耐性の向上と引き替えに触媒
活性そのものを損なう危険性も秘めている。
一方で，触媒部位から遠く離れた分子表面の
改変によって触媒活性が損なわれる可能性は
低く,極限環境耐性付与と触媒活性維持の両
立が可能と考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では極限酵素の分子表面アミノ酸に
注目し，極限酵素がもつ固有の極限環境耐性
発現の分子機構を解明し，耐アルカリ性・耐
熱性・耐塩性の分子機構における普遍性と独
立性を調べた上で，複数の極限環境耐性を有
する新規極限酵素(poly-extremozyme)を創製
することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
 各種発現型プラスミドは，いずれも
pET-21b(+)ベクター（Novagen）を用いて作
製した。 
 部位特異的変異導入には，QuikChange 
Site-Directed Mutagenesis Kit （ Agilent 
Technologies）を使用した。 
 エラープローン PCR には GeneMorph II 
Random Mutagenesis Kit （ Agilent 
Technologies）を使用した。xynTB 遺伝子に
対してランダム変異を施し，Megaprimer 
PCR of whole plasmid (MEGAWHOP)法に
よりベクター部分の DNA 鎖を合成した。制
限酵素 Dpn I 処理により鋳型プラスミドを消
化した後，大腸菌 BLR(DE3) 株に形質転換し，
ランダム変異ライブラリーを構築した。 
 
 
４．研究成果 
 
 アルカリキシラナーゼ，耐塩キチナーゼお
よび超耐熱キシラナーゼの分子表面に荷電ア
ミノ酸(塩基性および酸性アミノ酸)を導入し
た各種変異型酵素を調製し，耐アルカリ性・
耐熱性・耐塩性を調べることで，分子表面電
荷と各種極限環境耐性との関連性を明らかに
した。また，超耐熱キシラナーゼの進化分子
工学検討により，耐アルカリ性および比活性

の向上に成功した。以下に，研究成果を項目
毎に概説する。 
 
（１）アルカリキシラナーゼの極限環境耐性
に及ぼす荷電アミノ酸導入の効果  
 キシランはキシロースが β-1,4 結合で直鎖
状に連なった多糖であり，その β-1,4 結合を
加水分解する酵素がキシラナーゼである。好
アルカリ性 Bacillus sp.41M-1 株由来アルカ
リキシラナーゼ (XynJ) は GH ファミリー11
に属するマルチドメイン酵素である。 
 ある種の強アルカリ酵素は，通常のアルカ
リ酵素に比して，分子表面に塩基性アミノ酸
である Arg を多く含むことが指摘されている。
このことを受け，XynJ の触媒ドメイン領域の
みからなる欠失型酵素を基盤として，分子表
面に 5 つの Arg を導入した変異型酵素 R5 が
調製された。性質検討の結果，R5 は耐アルカ
リ性化ならびに耐熱化していることが明らか
になった。また，分子表面の電荷がタンパク
質の耐塩性を担うともいわれているため，R5
の Arg のかわりに，Lys，Asp，Glu を導入し
た変異型酵素 K5，D5，E5 がそれぞれ調製さ
れ，性質検討がなされた。しかしながら，分
子表面電荷と耐塩性，耐アルカリ性，耐熱性
との関連は不明であった。 
 ホフマイスター系列は水溶液系の物理現象
に及ぼす各イオンの影響力の序列である。本
研究では，分子表面に過剰な電荷を導入した
変異型酵素を用い，種々のホフマイスター塩
効果を調べることにした。 
 分子表面に過剰な電荷を導入した変異型酵
素に対する各種塩の影響 
 pH 5.5 および 7.0 では，分子表面に導入し
た過剰の塩基性アミノ酸の正電荷が耐塩性に
重要な役割を果たす可能性が考えられた。ま
た，正電荷が弱まる pH 8.5 においては，分子
表面の正電荷のみならず，Arg の存在自体も
耐塩性に寄与していることが示唆された。分
子表面に多くの酸性アミノ酸を含むことで耐
塩性を獲得していると考えられている高度好
塩性古細菌タンパク質の場合とは異なり，分
子表面に導入した過剰な負電荷は耐塩性向上
には寄与しないことがわかった。野生型酵素
および各種変異型酵素の相対活性は，塩溶液
中に含まれるアニオンのホフマイスター系列
とは逆の傾向を，塩溶液中に含まれるカチオ
ンのホフマイスター系列に準じる傾向を示し
た。 
 種々の残基数の Arg を導入した変異型酵
素に対する各種塩の影響 
 R5 に導入した Arg の影響を詳細に調べる
ため，R5 の 5 つの Arg のうち 2 つないし 3
つの Arg のみを導入した変異型酵素 R2 およ
び R3 を用いて各種塩溶液中における塩濃度
依存性を測定した。NaI 溶液中における相対



活性向上には，R2 に導入した 2 残基両方の
Arg 導入が必要であることがわかった。また，
NH4I および NH4Cl 溶液中における相対活性
向上のためには，R5 に導入した 5 残基すべて
の Arg の導入が必要であると考えられた。 
 
（２）耐塩キチナーゼの各種極限環境耐性に
及ぼす荷電アミノ酸導入の効果  
 キチンは N-アセチル-D-グルコサミンが
β-1,4 グリコシド結合で直鎖状に連なった多
糖であり，その β-1,4 結合を加水分解する酵
素がキチナーゼである。高度好塩性古細菌
Halobacterium salinarum NRC-1 株のゲノ
ム上にキチナーゼ遺伝子 (chiN1) が見出さ
れ，高度好塩性古細 Haloarcula japonica に
おける高効率分泌発現に成功している。この
系によって発現される組換えキチナーゼ 
(ChiN1) は，1 M 以上の NaCl 存在下におい
て安定であることが明らかとなっている。 
 一般に，高度好塩性古細菌が生産する耐塩
タンパク質は酸性アミノ酸含量が高いという
特徴をもつ。すなわち，分子表面の酸性アミ
ノ酸のもつ電荷が溶媒の水分子を強固に保持
し，水分含量の少ない環境でも活性を維持す
ることができると考えられている。また，分
子表面の Lys はその長いアルキル鎖によって
疎水性表面を増大させるため，耐塩タンパク
質にとって不都合であると考えられている。
これまで，これらの仮説を元に ChiN1 の分子
表面に酸性アミノ酸を導入，あるいは分子表
面に存在する溶媒露出表面積の大きい Lys を
Ala など短い側鎖をもつアミノ酸に置換する
ことで，耐塩性の向上を目指してきた。耐塩
性を有する酵素は，高塩濃度環境と同じく水
分含量の低い水—極性有機溶媒においても機
能すると予想される。有機溶媒耐性を有する
キチナーゼの獲得は，糖転移活性を利用した
新規オリゴ糖の合成に利用する上で有用であ
る。 
 本研究では，部位特異的アミノ酸置換の手
法を用い，ChiN1 の分子表面に露出した酸性
アミノ酸および Lys と耐塩機構との関連を明
らかにすることを目的とする。また，アミノ
酸置換による ChiN1 の反応至適塩濃度およ
び有機溶媒耐性の向上を目指す。 
 酸性アミノ酸を導入した変異型 ChiN1 の
性質検討 
 もともと多くの酸性アミノ酸を含むChiN1
の分子表面にさらに酸性アミノ酸を導入した
変異型酵素について，各 NaCl 濃度下におけ
るキチン加水分解活性を野生型 ChiN1 と比
較した。その結果，Asn357 を Asp に置換し
た変異型酵素 N357D において，野生型に比
して高塩濃度下での活性の向上がみられた。
しかしながら，ChiN1 の立体構造モデルにお
ける Asn357 の位置を詳細に調べたところ，

Asn357 の位置は分子内部に埋没傾向にあり，
必ずしも分子表面に露出していないことが明
らかとなった。これより，反応至適 NaCl 濃
度の向上は，分子表面電荷の変化によりもた
らされたものではない可能性も考えられた。
また，反応系に代表的な極性有機溶媒である
DMSO を加えた際に活性向上が認められ，い
くつかの変異型酵素において，野生型に比し
て DMSO 耐性が高いことがわかった。 
 Lys を除去した変異型 ChiN1 の性質検討 
 溶媒露出表面積の大きい Lys を，側鎖がよ
り短く，また統計的に高度好塩性古細菌タン
パク質での含有率が高い Ala に置換し，各
NaCl 濃度下におけるキチン加水分解活性を
野生型 ChiN1 と比較した。その結果，いずれ
の変異型酵素も，野生型と同様の NaCl 濃度
依存性を示すにとどまった。また，DMSO 耐
性を調べたところ，いくつかの変異型酵素に
おいて，野生型に比して DMSO 耐性が高いこ
とがわかった。 
 これらの結果より，分子表面へのアミノ酸
置換の効果は，耐塩性よりも DMSO 耐性に対
して強く見られることがわかった。高塩濃度
環境と水-極性有機溶媒環境は水分活性の低
い環境である点は共通であるが，ChiN1 がも
つ耐塩機構と極性有機溶媒耐性機構は必ずし
も同一ではないことが示唆された。 
 
（３）超耐熱キシラナーゼへの荷電アミノ酸
導入による各種極限環境耐性の付与  
 これまでに本研究室において，超好熱性細
菌 Thermotoga maritima MSB8 株が生産す
る GH ファミリー10 キシラナーゼ (XynTB)
の遺伝子クローニングと組換え酵素の性質検
討が行われている。XynTB は反応至適温度が
110℃と高い耐熱性を保持しているものの，ア
ルカリ性ではほとんど活性を示さない。そこ
で本研究では，新たに高精度かつ定量的なハ
イスループットスクリーニング系の構築を行
い，アルカリ性での比活性が向上した変異型
XynTB の取得を試みた。 
 中性もしくはアルカリ性での比活性が向上
した変異型 XynTB の取得 
 エラープローンPCRを用いて xynTB 遺伝
子に対してランダム変異を施した後，大腸菌
BLR(DE3)株に形質転換し，ランダム変異ラ
イブラリーを構築した。2,972 株のクローン
に対し，96 穴マイクロプレートを用いたジニ
トロサリチル酸（DNS）法に基づくハイスル
ープットスクリーニングを実施した結果，野
生型に比して比活性が向上したと思われた変
異型 XynTB を産生する 4 株のクローン
（R40K/Q236H，R41G，R41K/D62E/E78G/ 
E102G および N50D/E60G）を取得した。無
細胞抽出液の熱処理により大腸菌由来の夾雑
タンパク質を取り除いた変異型 XynTB 粗精



製標品を用い，pH 6.0，8.0 および 9.0 におけ
る可溶性キシラン加水分解活性を測定した。
その結果，R40K/Q236H は野生型に比して測
定したすべての pH での比活性が向上してい
た。また，R41G，R41K/D62E/E78G/E102G
および N50D/E60G は野生型 XynTB に比し
て pH 6.0 および pH 8.0 での比活性が向上し
ていた。 
 中性もしくはアルカリ性での比活性が向上
した変異型 XynTB の解析 
 単独のアミノ酸置換を導入した変異型
XynTB の性質検討の結果，R40K および
R41K は野生型 XynTB に比して中性および
アルカリ性での可溶性キシランに対する比活
性が向上していた。また，高温での比活性の
向上のみならず，低温側でのより一層の比活
性向上が確認された。一方，N50D は野生型
XynTB に比して中性での可溶性キシランに
対する比活性が向上していた。さらに，不溶
性キシランに対する比活性が大きく向上して
いることが明らかとなった。 
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