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研究成果の概要（和文）：本研究では、担子菌Phlebiopsis giganteaから針葉樹に多く含まれる脂質類を分解す
る新規高機能性リパーゼについて、pHや温度依存性や、界面活性剤や有機溶媒の種類や濃度への感受性を明らか
にした。さらに、脂肪酸の炭素鎖の長さが違うモデル基質に対する活性を測定し、基質特異性を明らかにした。
バイオプラスチックの分解性について検討した結果、一部のポリエステルへの分解性が高いことを見出した。さ
らにリパーゼ生産・精製条件を検討することで大量に取得することに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we elucidated the optimal pH and temperature, as well as the 
sensitivity to different types and concentrations of surfactants and organic solvents, of a novel 
high-functionality lipase derived from the basidiomycete Phlebiopsis gigantea. Furthermore, we 
measured the activity towards pNP model substrates with varying lengths of fatty acid carbon chains,
 revealing substrate specificity. Detailed analysis revealed the high degradability of the enzyme 
toward one of bioplastics. Additionally, large scale acquisition of the enzyme was achieved by 
investigating lipase production and purification conditions.

研究分野：森林生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって得られた研究成果により、本担子菌由来リパーゼがバイオプラスチック分解において有用である
ことが示された。このような例は、真菌が持つ天然ポリマーの分解酵素を合成ポリマー分解へと応用することが
できる好例となる。今後も社会実装までには、実際のポリマー分解条件においては安定性や他の機能も必要とな
ることが予想されるため、萌芽的研究のまず第一歩として社会的意義があると考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

樹木は、天然の複雑なポリマーであるセルロース・ヘミセルロース・リグニン・脂質

類・ポリフェノール類を高次に含有することで難分解性を示す。自然界でこの樹木分

解の中心的な役割を果たしているのが、キノコに代表される担子菌類と呼ばれる真菌

である。これまで申請者は、樹木の多様化に合わせて、長い進化の過程で、担子菌は

多様なポリマー分解機構を獲得してきたことを明らかにした。その過程で、針葉樹分

解へと進化した珍しい担子菌 Phlebiopsis gigantea から針葉樹に多く含まれる脂質類

を分解する新規高機能性リパーゼを同定・特徴解析した（Hori et al. PLoS Genet. 

2014; Iwata et al. Sci. Rep. 2021*責任著者;堀 千明,特許出願 2021-024557「担子

菌由来の新規な高機能性リパーゼの利用」2021）。 

一方、石油由来から様々な合成プラスチックが大量に作製・使用されてきたが、環境

負荷低減のために、バイオマス由来のプラスチック（バイオプラスチック）が作製さ

れると共に、作製されたバイオプラスチックの分解性の向上が求められている。その

ような背景の中、合成ポリマーのエステル結合開裂およびそのモノマー資化による重

量減少について、微生物や酵素を用いて生分解性が検証されている。しかしながらそ

のほとんどはバクテリアを対象としており、天然ポリマーの分解力が高い真菌による

分解性についての報告例は少ない。 

２．研究の目的 

本研究では、上述した真菌由来リパーゼが合成ポリマーのエステル結合を分解するか

を詳細に検討し、固体プラスチックの分解についても条件検討することで、バイオプ

ラスチック分解の効率化を目指す。さらに本リパーゼ生産条件を検討することで高生

産化することも目標としている。  

３．研究の方法 

1. 酵素の大量調整 

まず、本酵素を大量生産することを目標に、酵母用にコドンをオプティマイズし、N末

端または C末端にヒスタグを付加させた発現用ベクターを構築した。そのベクターを用

いてメタノール資化性酵母 Pichia pastoris を形質転換した。優良形質転換体コロニー

を選抜し、選抜した形質転換体を培養し菌体外酵素についてパラニトロフェノール（pNP）

モデル基質を用いてリパーゼ活性を測定した。さらに、得られたヒスタグ付加リパーゼ

について、アフィニティカラムで精製を行った。 

2. エステル分解の生化学的特徴の比較解析 

本酵素のポリエステル結合分解について特徴解析を行い、商業的リパーゼと比較した。

pH や温度依存性や、界面活性剤や有機溶媒の種類や濃度への感受性を測定した。さら

に、脂肪酸の炭素鎖の長さが違う pNP モデル基質に対する活性を測定し、基質特異性を

明らかにした。 



3. 種々のポリエステル分解性の検証 

バイオプラスチックとしてポリブチレンサクシネート（PBS）とポリ乳酸（PLA）、ポリ

ブチレンアジペートテレフタレート（PBAT）の分解性について検証した。この際、生分

解性が高い石油由来のポリカプロラクトン（PCL）をコントロールとして使用した。こ

れらを有機溶媒に溶解させ、本酵素を反応させ、反応物解析を行うことで分解活性を測

定した。さらに、商業的リパーゼについても分解活性を測定し、本酵素による分解性と

比較した。さらに上記条件から得た情報を基に、ポリエステル固体を分解するか検討し

た。酵素による分解性については重量変化や表面変化を観察した。 

 
４．研究成果 
 
1. 酵素の大量調整 
まず、酵母用にコドンオプティマイズした、N末端または C末端にヒスタグを付加させ

た発現用ベクターを用いてメタノール資化性酵母 P. pastoris を形質転換し、菌体外酵

素液について活性測定を行った。その結果、N 末端にヒスタグを付加したリパーゼが C

末端にヒスタグを付加したリパーゼよりも活性が比較的高かった。そこで、アフィニテ

ィカラムで精製を行ったが、当初の精製条件では非特異的なタンパク質バンドが観察さ

れたため、精製条件の検討を行い精製酵素を取得することに成功した。また、本酵素の

特許化により生産を酵素会社に委託することができ、販売酵素を用いて精製することに

も成功した。以上から、本リパーゼの精製酵素を大量に入手することができた。 

2. エステル分解の生化学的特徴の比較解析 
まず、精製酵素に対して pH や温度依存性を測定したところ、ヒスタグを付加していな

いリパーゼと同様の傾向を示した。さらに界面活性剤や有機溶媒の種類や濃度への感受

性を測定した結果、界面活性剤の耐性については顕著な特徴が他真菌由来リパーゼと比

較して見られない一方、有機溶媒については 15%アセトンやエタノール、ターシャルブ

チルエーテルを添加することで２倍以上の活性の増加を示すことを見出した。また、常

温低 pH において、基質特異性を比較したところ、天然で活性を示す C16 などの長い炭

素鎖と比較して、C2-C6 の脂肪酸のエステル結合を分解する活性が高いことを明らかに

した。合成ポリマーのモノマーの炭素鎖は短いことから、このような特徴は合成ポリマ

ーの分解に優位に働くと考えられる。 

3. 種々のポリエステル分解性の検証 
次に、精製酵素に対してポリブチレンサクシネート（PBS）とポリ乳酸（PLA）、ポリブ

チレンアジペートテレフタレート（PBAT）の分解性について検証した。この際、生分解

性が高い石油由来のポリカプロラクトン（PCL）をコントロールとして使用した。まず

最初に有機溶媒に溶かしたポリエステルの分解性を検証した結果、常温で PCL および

PBS について高い分解性を示すことを見出した。この傾向は長時間反応させるほど大き

くなり、その理由として、他真菌由来リパーゼと比較して酸性条件での分解が保持する

特徴のためたと考えられた。さらに分解物について詳細に調査するため、HPLC を用い

て分子量解析技術を構築した。本解析によって、本酵素によるポリマー分解や分子量の

低下を定量化することに成功した。次に、固体ポリエステル固体を分解するか検証した

結果、本リパーゼが最も重量減少を引き起こすことが確認でき、本リパーゼの合成ポリ

マーにおける有用性を示すことができた。 



以上、本研究を通して担子菌由来リパーゼが合成ポリマー分解においても有用である知

見が得られた。現在、これら結果について特許および論文投稿を目指している。今後は、

本酵素を対象として、基質特異性や高活性化、安定化を付与することでさらに高機能化

することができると考えられる。 
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