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研究成果の概要（和文）：本研究では、リグニン親和性ポリペプチド鎖によるリグニン分解酵素の機能強化やマ
イクロ波増感ナノ粒子触媒の合成を研究した。リグニン親和性12merペプチドの二量体化により親和性が1桁上昇
し、リグニンへの吸着によるペプチドのコンフォーメーション変化を明らかにした。糸状菌由来のセルラーゼの
糖質結合モジュール（CBM）を安定同位体でラベルし、NMRによりリグニンとの結合サイトを初めて包括的に解析
した。このCBMを担子菌ヒラタケの多機能型ペルオキシダーゼに結合した融合タンパクを発現する形質転換体を
作出し、腐朽特性を解析した。また、リグニンモデルの酸化能をもつマイクロ波増感磁性金属ナノ粒子触媒を開
発した。

研究成果の概要（英文）：By using lignin-binding polypeptides, we improved functions of 
lignin-degrading enzymes and we synthesized microwave-sensitive nanoparticle catalysts. Dimerization
 of 12-mer lignin-binding peptide increased affinity to lignin by 10 times, and adsorption to the 
lignin changed conformation of the peptides. Carbohydrate-binding module (CBM) from filamentous 
fungus was labelled with stable isotope and the binding site with lignin was analyzed for the first 
time. Transformant of the basidiomycete, Pleurotus ostreatus secreting a mutant enzyme from a 
versatile peroxidase and the lignin-binding peptide was developed, and profile of wood degradation 
by the fungus was analyzed. Magnetic nanoparticle metal catalysts having microwave sensitizer 
effects were developed.

研究分野：バイオマス変換
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　金属ナノ粒子　酸化触媒

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
多糖を被覆するリグニンの高選択的分解は、木質バイオマス変換の鍵である。リグニン親和性ポリペプチド鎖を
リグニン分解酵素や合成触媒に組み込む方法を開発し、その効果を明らかにすることにより、リグニン近傍へ酵
素や人工触媒をデリバリーしてリグニンの分解性を高める分野が開拓される。融合酵素を白色腐朽菌で発現する
と、リグニン分解強化株が育種される。また、リグニン親和性ペプチドをマイクロ波増感金属ナノ粒子触媒に結
合させると、電磁波エネルギーの利用効率の高いリグニン分解触媒が合成される。本研究では、リグニン結合性
ポリペプチド鎖を触媒の輸送ツールとして用いる新分野を創成し、バイオリファイナリーに貢献する。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
多糖を被覆するリグニンの高選択的分解は、木質バイオマス変換の鍵である。多くの糖質分
解酵素は、触媒ドメイン、リンカー、糖質結合モジュール(CBM)を含む構造をもつが、多くの
のセルラーゼの糖質結合モジュール(CBM)は、リグニンに強く結合して活性が阻害される。ま
た、セルラーゼのリグニンへの吸着は、タンパク質構造のみならず、リグニン構造の影響を受
ける。しかながら、これまで、セルラーゼのリグニンとの相互作用は、分子レベルでは明らか
にされていなかった。また、CBM をリグニンへの結合モジュールとしてリグニン分解酵素の
活性を増強する研究もなかった。一方、我々はリグニン親和性の 12merペプチドをファージデ
ィスプレー法で見出し、その構造やリグニンへの吸着特性を明らかにしてきた。リグニン親和
性ペプチドを、リグニン分解酵素や触媒に結合させることにより、リグニンの分解活性が高ま
ることが期待できる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、リグニン親和性ポリペプチド鎖（CBM、リグニン親和性ペプチド）をリグニ
ン分解酵素や合成触媒に組み込む方法を開発し、その効果を明らかにすることにより、リグ
ニン近傍へ酵素や人工触媒をデリバリーしてリグニンの分解性を高める分野が開拓すること
を目的とした。このため、リグニン親和性ポリペプチド鎖とリグニンの相互作用を分子レベ
ルで明らかにすることを目的とした。次に、リグニン分解力の高いリグニン分解酵素にリグ
ニン親和性モジュール(BM)を結合させた組換え酵素を担子菌で発現して高活性リグニン分
解酵素を作出し、リグニン親和性の制御による木材腐朽能の強化を行う。また、本研究では、
マイクロ波感受性のリグニン分解力をもつ磁性金属ナノ粒子を開発し、これにリグニン親和
性ペプチドを結合させた人工酵素触媒の開発を行うことを目的とする。本触媒は、木材細胞
壁内に浸透できるナノサイズである点、マイクロ波を優先的に吸収する点、リグニン親和性
をもつ点が特徴であり、触媒と基質の親和性制御や触媒の電磁波吸収能を利用した高効率リ
グニン分解反応系を構築する。 

 
３．研究の方法  
１） リグニン親和性ポリペプチドの発現と親和性解析 
糸状菌 Trichoderma reesei の CBM (TrCBM1)を 15N ラベル体として発現・精製し、NMR
によりリグニンとの相互作用を解析した。His-TrCBM1-GFP発現プラスミドを用いて LB寒天
培地上で E. coli BL21(DE3) 株を形質転換し、生じたコロニーを NH3Cl (15N, 99%) を含んだ
M9培地に植菌し、培養後に IPTGにより発現誘導した。菌体は回収後に超音波破砕し、上清
を Niアフィニティークロマトグラフィーおよび陰イオン交換クロマトグラフィーに供し、タ
ンパクを精製した。エンテロキナーゼで Hisタグ部位を、Thrombinで GFP部位を切断するこ
とで 15N ラベル化した TrCBM1 を取得した。取得したタンパクの分子量を MALDI-TOF-MS
で確認し、NMRにより正常フォールディングとアンフォールディングを識別して、正常フォ
ールディングした TrCBM1をリグニンとの相互作用解析に使用した。滴定剤の濃度変化によ
るケミカルシフトの変化量やシグナル強度の変化を測定した。滴定剤は、スギおよびユーカ
リリグニン（MWL）とセロヘキサオースを使用した。 
スギおよびユーカリリグニン（MWL）をリグニン親和性ペプチド C416およびそのタンデム
ダイマーと混合し、ATR-FT-IRの測定により得られたスペクトルを二次微分し、リグニン添加
によるペプチドの構造変化を解析した。また、スギおよびユーカリリグニン（MWL）を C416
のタンデムダイマーを白色腐朽菌カワラタケ由来のリグニン分解酵素ラッカーゼの N 末と C
末に連結した融合酵素を Pichia pastris で発現し、メディエーター ABTS の存在下、および非
存在下で微粉砕木材との反応した後、反応物をチオアシドリシスおよび GPCで解析した。 
 
２） リグニン親和性ポリペプチド融合リグニン分解酵素の担子菌での発現 

Phanerochaete chrysosporiumにおける主要LiPアイソザイム遺伝子 lip A (H8)および lip Eの
C 末端部分に TrCBM1 のリンカーおよび CBM 領域に相当する塩基配列を結合させた組換え
遺伝子をヒラタケに導入した。CBM における平面認識部位として重要な Y5、Y31、Y32 に
変異を加えた変異 CBMを持つ組換え遺伝子（Y5WY31Wおよび Y5WY31F）も作成し、ヒラ
タケ#261株の形質転換実験を行った。遺伝子導入ヒラタケを培養し、培養上清から PAタグ
ビーズによるタンパク質の精製を試みた。 
ヒラタケの主要リグニン分解酵素である多機能型ペルオキシダーゼ VP1（旧名MnP4また
は VP4）の相同組換えによる CBM付加を試みた。pMnP4_CBM_PAを構築し、ヒラタケ 20b
株（KU80::CbxR（KU80遺伝子をカルボキシン耐性遺伝子で置換））を宿主とした相同組換え
により、ゲノム上の VP1遺伝子 C末端部分に Factor Xa、linker、CBM、Thronbinを挿入した。
その際、形質転換体を選別するための選択マーカー遺伝子としてビアラホス耐性遺伝子



（CnActプロモーターとシイタケ CbxRターミネーターで制御）も VP1ターミネーターの下流に
挿入した。 

VP1以外のMnP活性を持つタンパク質はほとんど発現せず、VP1特異的に発現する培養条件
(Knop, D. et al. (2014) Appl Microbiol Biotechnol 98, 6795-6804) にて、上述の形質転換体
（pMnP4_CBM_PA1、pMnP4_CBM_PA2、pMnP4_CBM_PA3）を培養し、Mn2+酸化活性を測定し
た。組換え体を、木材腐朽実験に供した。 
 
3）リグニン親和性ペプチドリガンドを有する磁性金属微粒子人工酵素触媒の開発 
ステアリン酸で保護されたマグネタイトナノ粒子を合成し，マイクロ波照射下における触媒
的酸化特性を 2級ベンジルアルコールを基質として評価した。また、ステアリン酸保護マグネタ
イトナノ粒子へのリグニン親和性ペプチドリガンドの導入を目的として，表面修飾分子の変換，
および酸化触媒反応条件下における耐久性について検討した。合成した金属ナノ粒子について、
TEMにより分子形状と単分散性を解析し、元素分析、TG、DTA、XAFS、XRDにより、ナノ粒
子中の鉄錯体の構造を解析した。酸化剤として、酸素、過酸化水素、oxone, m-CPBA, phl(OAc)2, 
NMOを用いて反応を実施し、2級ベンジルアルコールを基質として反応性を評価した。さらに、
基質としてβ-O-4リグニン二量体モデルを用いて反応を行った。 
 
４．研究成果 
本研究では、リグニン親和性ポリペプチド鎖とリグニンの相互作用を理解するとともに、リグ
ニン親和性ポリペプチド鎖をリグニン分解酵素や合成触媒に組み込むことにより、リグニン分解
の反応性や選択性を高めることを目的として研究を実施した。リグニン親和性ペプチド C416の
タンデムダイマーを白色腐朽菌カワラタケの N末と C末に連結した変異酵素を Pichia pastrisで
発現し、メディエーター存在下、および非存在下で微粉砕木材との反応した後、反応物をチオア
シドリシスで解析した。その結果、リグニン親和性ペプチド C416のタンデムダイマーの連結に
より、リグニン主要結合である β-O-4結合の分解性が高まった。リグニンの分解率は、メディエ
ーター存在下の方が高く、リグニン親和性ペプチド結合による分解率向上効果も顕著であった。 
リグニン親和性ペプチドC416をタンデムダイマー化するとリグニンへの親和性がおよそ10倍
向上し、これらのペプチドにスギやユーカリの単離リグニンを添加するとペプチドのコンフォー
メーションが変化することを見出し、論文発表した。コンフォーメーションの変化は、針葉樹と
広葉樹リグニンで異なる挙動を示した。 
さらに、N15ラベル化した糸状菌 Trichoderma reesei Cel7Aの CBMを単独発現し、リグニン
の結合を二次元 NMRで解析した。即ち、糸状菌 T. reeseiの CBM (TrCBM1)を大腸菌で発現し
て安定同位体を導入し、リグニンへの吸着特性を解析した。TrCBM1は His-TrCBM1-GFPとして
大腸菌で発現し、エンテロキナーゼで Hisタグ部位を、Thrombinで GFP部位を切断することで
TrCBM1 を取得した。精製酵素は、SDS-PAGE ではシングルド、MALDI-TOF-MS では単一ピー
クを与えた。正常フォールディングおよびアンフォールディングの TrCBM1の NMRスペクトル
を比較し、正常フォールディングしたタンパクを用いて、化学シフト摂動法により、リグニンの
TrCBM1への吸着サイトをセロヘキサオースと比較し解析した。その結果、セロヘキサオースは、
TrCBM1の底面のフラットサーフィスに存在するトリプレット疎水性アミノ酸やその周辺、その
反対側にあるクレフトで選択的に起こるのに対し、リグニンは、この両サイト以外の広い範囲に
吸着することを明らかにし、論文出版し、プレス発表した。 

TrCBM1を白色腐朽菌 Phanerochaete chrysosporium のリグニンペルオキシダーゼ(LiP)主要ア
イソザイム遺伝子 lip A (H8)および lip Eの C末端部分に T. reesei由来の CBHアイソザイム cel7A
のリンカーおよびCBM領域に相当する塩基配列を結合させた組換え遺伝子をヒラタケに導入し
た。この実験では、CBMにおける平面認識部位として重要 Y5、な Y31、Y32に変異を加えた変
異 CBMを持つ組換え遺伝子（Y5WY31Wおよび Y5WY31F）も作成した。これらの組換え遺伝
子をヒラタケ#261 株へ導入し、遺伝子導入ヒラタケ群を得た。遺伝子導入ヒラタケを培養し、
培養上清からタンパク質の精製を試みたが、活性のある酵素は分泌されなかった。 
次に、ホストであるヒラタケの多機能型ペルオキシダーゼVP1の相同組換えによるCBM付加
を試みた。pMnP4_CBM_PAを構築し、ヒラタケ20b株（KU80::CbxR（KU80遺伝子をカルボキシ
ン耐性遺伝子で置換））を宿主とした相同組換えにより、ゲノム上のVP1遺伝子C末端部分にFactor 
Xa、linker、CBM、Thronbinを挿入した。その際、形質転換体を選別するための選択マーカー遺
伝子としてビアラホス耐性遺伝子（CnActプロモーターとシイタケCbxRターミネーターで制御）
もVP1ターミネーターの下流に挿入した。他のMnP活性を持つタンパク質はほとんど発現せず、
VP1特異的に発現する培養条件にて、上述の形質転換体を培養したころ、pMnP4_CBM_PA2、
pMnP4_CBM_PA3について20b株と同レベルのMn2+酸化活性が確認され、腐朽特性を解析した。 
リグニン親和性ペプチドリガンドを有する磁性金属微粒子人工酵素触媒の開発を目標として
実験を行った。リグニン認識ペプチドリガンドへのリガンド交換の可能なステアリン酸で保護さ



れたマグネタイトナノ粒子を合成し、マイクロ波照射下における触媒的酸化特性について評
価した。種々の酸化反応の検討の結果、マグネタイトナノ粒子は過酸化水素存在下、マイク
ロ波照射により、収率は中程度ながらわずか数分程度で速やかにベンジルアルコールの酸化
反応を促進することを見出した。また、マイクロ波加熱酸化触媒反応過程におけるマグネタ
イトナノ粒子表面の反応メカニズムを解析し、触媒の再利用性，酸化剤の再検討，基質適用
範囲の検討を行った。その結果，本触媒では反応溶媒であるアセトニトリル中におけるマイ
クロ波加熱が触媒の失活を抑制する作用を示すことを見出し，最低 5回はナノ粒子触媒を回
収・再利用できることを明らかにした。 
リグニン親和性ペプチドリガンドを結合させるためには、マイクロ波に対する安定性を高
める必要があることが明らかとなった。本触媒はリグニンモデル化合物に対して触媒活性を
示し、対応する酸化生成物を与えることを見出した。また、マグネタイトと種々の脂肪酸か
らなる磁性をもつ金属ナノ粒子を合成し、ベンジル位の酸化活性をもつことを明らかにした。
また、脂肪酸としてはステアリン酸、酸化剤としては NMOが適していることを示した。 
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