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研究成果の概要（和文）：シロアリ腸内原生生物由来のGHF26に属するマンナナーゼRsMan26A、B、CおよびHの発現・精
製・性質の検討を行った。各種基質に対する活性を検討した結果、興味深いことにHは直鎖マンナンやオリゴマンナン
からマンノビオースを生成するマンノビオヒドロラーゼであることがわかった。またCのX線結晶構造解析から本酵素が
典型的な (beta/alpha)8 TIMバレル構造を持ち、活性中心付近においてマンノースを特異的に認識する残基などを有す
ることがわかった。サブサイト-5から-2にかけてはグルコマンノオリゴ糖が結合しており、これがグルコマンナンに対
し高い活性を示す理由であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：GHF26 mannanases named RsMan26A, B, C, and H found in the symbiotic protists of 
termites were heterologously produced, purified, and characterized in this study. Subsequently the 
substrate specificities of these enzymes were analyzed. Interestingly, RsMan26H was found to display 
endo-processive mannobiohydrolase activity producing mannobiose from oligo- and polysaccharides. The 
crystal structure of RsMan26C demonstrated that the enzyme has the typical (beta/alpha)8 TIM barrel 
structure. RsMan26C complexed with gluco-manno-oligosaccharide(s) explained its specificities for glucose 
and mannose at subsites -5 and -2, respectively, in addition to accommodation of both glucose and mannose 
at subsites -3 and -4.

研究分野：微生物学

キーワード： マンナナーゼ　シロアリ共生原生生物　ヘミセルロース
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１．研究開始当初の背景 
 現在、米国やブラジルを中心にトウモロコ
シやサトウキビなどからバイオエタノール
が生産されている。しかし、それら可食性の
作物を燃料生産に利用することは食糧とし
ての利用との競合を生み、食糧価格を高騰さ
せる要因となりうる。この問題の解決のため、
食糧と競合しないセルロース系バイオマス
からのエタノール生産、いわゆる第二世代バ
イオエタノール生産のための技術の確立が
求められている。 
 
２．研究の目的 
 申請者はこれまで、植物バイオマスを糖化
するための新たな遺伝子資源として、シロア
リおよびその腸内に共生する原生生物由来
のセルラーゼに着目した研究を行ってきた。
本研究では、従来ほとんど手を付けられて来
なかった原生生物由来のヘミセルロース分
解に関わる酵素群の微生物生産を行い、生産
した各酵素の「性能」を生化学的に解析し、
またその構造的特徴を明らかにする。加えて、
それらを利用したバイオマス糖化システム
の構築を試みる。また、共生原生生物由来の
セロビオヒドロラーゼの生産も試みる。 
 
３．研究の方法 
 各マンナナーゼの生産は P. pastoris 
KM71H 株を宿主として行った。生産に用いた
プラスミドはGAPプロモーターあるいはAOX1
プロモーター制御下で N 末端に myc タグと
His6タグが付加された成熟体RsMan26X（X=A、
B、Cまたは H）が菌体外に分泌されるように
構築されている。AOX1 プロモーターを用いた
場合にはメタノール添加による発現の誘導
を行った。精製は 6×His タグを用いた Ni2+
カラムによって行い、必要に応じてイオン交
換クロマトグラフィーや疎水性クロマトグ
ラフィーを行った。酵素反応の基質にはマン
ノオリゴ糖、天然のマンナン基質である直鎖
マンナン、Locust bean gum（LBG）、グルコ
マンナン、グアーガム等を用いた。解析は主
として薄層クロマトグラフィーにより行い、
場合によっては高速液体クロマトグラフィ
ーも用いた。RsMan26C の X 線結晶構造解析で
は精製 RsMan26C を用いてシッティングドロ
ップ法により結晶の取得を行い、分子置換法
により位相を決定した。さらに精密化して分
解能 1.3Å、Rwork/Rfree＝17/19%で最終構造
とした。また、本来のネイティブ構造に加え、
グルコマンナンの加水分解産物（グルコマン
ノオリゴ糖）との共結晶構造も得た。オオシ
ロアリ由来のセロビオヒドロラーゼEuCBHの
生産には麹菌 A. oryzae を用いた。 
 
４．研究成果 
 ヤマトシロアリ腸内原生生物由来マンナ
ナーゼ RsMan26C の発現と精製を行い、様々
な基質に対する分解活性を調べた。その結果、

RsMan26C は 4 糖以上のマンノオリゴ糖、直鎖
マンナン及び不溶性の結晶性マンナンをラ
ンダムに分解した。また、ガラクトマンナン
とグルコマンナンに対しては直鎖マンナン
の 2 倍を超える高い比活性を示した。
RsMan26C はその活性部位においてガラクト
ース側鎖を許容しやすく、マンノースとグル
コースのヘテロ多糖を基質として認識でき
る緩やかな基質特異性を持つことが示唆さ
れた。 
 
 
 続いて RsMan26C の X 線結晶構造解析を行
った。精製 RsMan26C を用いてシッティング
ドロップ法により結晶の取得を行い、分子置
換法により位相を決定し、精密化して分解能
1.3Å、Rwork/Rfree＝17/19%で最終構造とし
た。また、本来のネイティブ構造に加え、グ
ルコマンナンの加水分解産物（グルコマンノ
オリゴ糖）との共結晶構造も得た。RsMan26C
の全体構造（ネイティブ構造）は典型的な 
(beta/alpha)8 TIM バレルで、他の GH26 ファ
ミリー同様に、活性中心残基やサブサイト-1
においてマンノースを特異的に認識する残
基などが保存されていた（図 1）。 

図 1 RsMan26C の全体構造 
 
一方、グルコマンノオリゴ糖との共結晶構造
では、活性部位のサブサイト-5 から-2 にか
けてグルコマンノオリゴ糖が結合していた
（図 2）。サブサイト-2 にはマンノースのみ
が結合していたのに対して、サブサイト-4 と
-3 にはマンノースとグルコースの両方が、サ
ブサイト-5 にはグルコースのみが結合して
いた。特にサブサイト-3 では、Arg-126 と、
酸化されたメチオニン（SME85）がグルコー
スの特異的な認識にそれぞれ関与している
ことが示唆された。以上の結果から、
RsMan26C はサブサイト-5、-4、-3 において
グルコースを許容または認識できることが
示唆され、このことは RsMan26C がグルコマ
ンナンに対し高い活性を示す理由であると
考えられた。 



図2 RsMan26Cとグルコマンノオリゴ糖の複
合体の構造 
 
 次いでヤマトシロアリ Reticulitermes 
speratus の後腸に共生する原生生物群から
クローニングされた 2 種類のマンナナーゼ
（RsMan26A および RsMan26B）はいずれも糖
質加水分解酵素（Glycoside Hydrolase: GH）
ファミリーの GH26 に属している。本研究で
はその機能解析を目的として、P. pastoris 
KM71H 株を宿主とした異種生産を行った。生
産に用いたプラスミドは、GAP プロモーター
制御下で N 末端に myc タグと His6 タグが付
加された成熟体 RsMan26X（X=A または B）が
菌体外に分泌されるように構築されている。
培養上清のマンナナーゼ活性を検討した結
果、どちらも活性が認められた。精製酵素を
用いて酵素学的性質を解析したところ、両酵
素とも低 pH（3.0～5.0）において高い活性を
示した。マンノオリゴ糖との反応産物を薄層
クロマトグラフィーにより解析したところ、
RsMan26Aは6糖以上の鎖長のマンノオリゴ糖
を、RsMan26B は 4 糖以上の鎖長のマンノオリ
ゴ糖を基質とすることが分かった。また、天
然のマンナン基質である直鎖マンナン、
Locust bean gum（LBG）、グルコマンナン、
グアーガムとの反応性を比較したところ、
RsMan26AはLBGに対して最も高い活性を示し、
RsMan26B はグルコマンナンに対して最も高
い活性を示した。 
 EuCBH の生産は alpha-amylase をキャリア
に用いて行った。両者の分離のため Kex2 様
プロテアーゼの認識配列を挿入した。また、
検出と精製のため HA-His6 タグを C末端に付
加した。発現プラスミドを麹菌に形質転換し、
得られた形質転換体の培養上清を濃縮して
Ni2+カラムによる精製を行った。その結果、
目的の大きさのタンパク質の生産が確認さ
れた。 
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