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研究成果の概要（和文）：将来的に食品分野に応用が可能なStreptomyces griseusを材料に、多糖バイオマスで
あるキチン質の酵素分解を飛躍的に促進する因子である多糖モノオキシゲナーゼ (LPMO10) の解析を行った。S.
 griseusのゲノム中に存在する6つのLPMO10のうち、5つについて解析を行い、4つはキチン分解を促進すること
を証明した。最も解析の進んだSgLPMO10FについてはFEBS Journalに成果を報告し、セルロース分解を促進する
ことが判明したSgLPMO10Aに関しては投稿準備中である。

研究成果の概要（英文）：The lytic polysaccharide monooxygenases (LPMOs) have ability to boost the 
enzymatic conversion of recalcitrant polysaccharides. In the genome of Streotomyces griseus, 6 
LPMO10 genes exist.　We analyzed 5 SgLPMO10s and 4 of them showed ability to boost the enzymatic 
conversion towards alpha and beta-chitin. As regards to SgLPMO10F, we had published a paper in the 
FEBS Journal. SgLPMO10A, which is active on cellulose, showed novel activity as deacetylase. These 
data can be applied enzymatic conversion of polysaccharide  biomass.

研究分野：農芸化学
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１．研究開始当初の背景 
キチンはカニ、エビなどの甲殻類や昆虫類
の外骨格、菌類の細胞壁などに含まれ、セル
ロースに次ぐ第二のバイオマス多糖資源と
言われている。環境に負荷のかからない酵素
分解法でキチン鎖の構成成分単糖である N-
アセチルグルコサミン（GlcNAc）を得るため、
酵素分解力の向上に関して、基礎研究が進め
られていた。 
研究代表者は、実用化を視野に入れ、古く
からストレプトマイシンの製造に利用され
ており、食品製造用酵素の生産菌として食品
添加物収載リスト（食添リスト）に登録され
ている Streptomyces 属を材料に使用した。
S. griseusを培養する際にキチンを炭素源に
与えると、キチナーゼや、キチン結合ドメイ
ン (CBD) を有するタンパク (CBP)、セリン
プロテアーゼ等の分泌が増加し、遺伝子の転
写量も増加する。CBP は基質とキチン分解酵
素の結合の機会を増やし、分解における相乗
効果をもたらすのではないかという点に着
目して研究を始めた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、キチン質の効率的な酵素
糖化に関わる因子を解明し、産業応用に資す
ることである。カニ殻などのキチン質から単
糖を製造する際に環境負荷の原因となる、酸
やアルカリによる現行法の化学処理を完全
になくし、新しい方法を確立する。これまで
キチナーゼの研究は多々なされてきたが、キ
チナーゼの分解効率を爆発的に向上させる
キチン結合タンパク（CBP、現在の LPMO10）、
及びキチン結合ドメインを持つプロテアー
ゼを詳細に解析することで、直接糖化の効率
化につなげ、食品製造に応用可能な酵素カク
テルを提案する。 
 
３．研究の方法 
研究代表者が在外中にキチンの酵素分解
を促進することを見出した S. griseus の
SgLPMO10ｓ (旧 SgCBPs) 3 種、及び、機能未
知で基本構造の異なる1種をブレビバチルス
の系で異種発現させ、組換えタンパクを精製
して解析に用いる。直接活性測定は
MALDI-TOF MS 及び UHPLC によって検出し、多
糖分解酵素と組み合わせて HPLC 等を用いた
反応産物の定量を行う。反応に重要なアミノ
酸残基に関しては、変異体を作成し、解析す
る。高効率で反応産物が得られる基質と酵素、
SgLPMO10 の組み合わせや反応条件を調べる。 
 
４．研究成果 
(1) 精製方法が確立していなかったキチ
ン結合ドメインを持つプロテアーゼや、
SgLPMO10A (旧 SgCBP V) の異種発現及び精製
方法を確立した。また、野生型の組換えタン
パクと同様の手法では精製できないアミノ

酸変異タンパク質数種に関しても、精製方法
を検討・確立した。 
(2) 組換えタンパクの大量精製法に関して
検討し、ブレビバチルスの系を用いて、多い
ものでは 数十 mg単位でタンパクを精製する
ことができた。精製が非常に困難であったプ
ロテアーゼに関しても数 mg を確保しつつあ
る。 
(3) SgLPMO10A, C, D, F をα-及びβ-キチン
に作用させ、-キチンにも-キチンにもキチ
ナーゼ Cと SgLPMO10F の組み合わせが最も効
果的であることを明らかにした(表 1)。 
SgLPMO10A は、添加の有無でキチン分解産物
量に明確な差は現れなかったため、表には記
載していない。 
 
表 1 SgLPMO10s 添加、及び未添加時の-及び
-キチン分解産物量の比較 
 chitin -chitin 

 ChiA ChiB ChiC ChiA ChiB ChiC 

SgLPMO10C 4.7 3.9 4.2 4.2 13.6 20.9 

SgLPMO10D 3.6 3.6 3.1 2.8 7.8 8 

SgLPMO10F 3.6 4.2 6 6 15.2 30.3 

 
特に-キチンを基質に用いた場合には、反応
開始 24 時間後の反応生成物が、SgLPMO10F 未
添加の場合と比較して、30倍以上に増大した。
しかし、LPMO10 が基質に与える効果は、もと
もと分解が容易な-キチンよりも-キチン
に対しての方が大きかった。キチン分解酵素
と SgLPMO10F の最適な混合割合は 0.2 M と
等濃度であること、至適 pH は中性付近であ
ることが分かった。 
(4) SgLPMO10F に関して、アミノ酸置換した
変異体を数種作成し、特に効率の良い分解が
難しいとされるα-キチンの酵素分解に効果
的な変異体を作成することに成功した（図
１）。この SgLPMO10F に関してはここまでの
成果で論文発行済みである。現在この変異体
がα-キチンの酵素分解に効果的な理由を探
究している。 

図 1. -キチンを基質にした際の SgLPMO10F 
(WT) と SgLPMO10F のアミノ酸置換体（Y56W）
の分解産物量 
反応開始 48 時間後に WT と Y56W の間に明確
な差がみられる。 
 

 



(5) 機能未知であったSgLPMO10Aがキチン上
でもセルロース上でも活性を持つことを明
らかにした。キチンを基質とした際には脱ア
セチル化能を持つ可能性が示され、
SgLPMO10Aが新規の機能を持つLPMO10である
ことが示唆された。セルロースを基質にした
際には、セルラーゼのブースターとして働き、
特に分解しにくいろ紙を基質にした際に酵
素分解効率を飛躍的に向上させることが明
らかになった (図 2)。SgLPMO10Aに関しては、
投稿準備中である。 
 

図 2.セルラーゼによるろ紙の酵素分解に
SgLPMO10A の有無が与える効果 
SgLPMO10Aを添加した場合の48時間後のグル
コース生成量は、未添加の約 8倍になってい
る。 
 
(6) 基質の物性評価とLPMO10sの触媒機構の
詳細な解析から、LPMO10s が結晶性の高い多
糖をメカノケミカル粉砕し、結晶化度を下げ
た際と同様の働きをすることが考察された。 
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