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研究成果の概要（和文）：本研究では、環境試料から直接DNAを抽出してメタゲノムライブラリを作製し、ラッ
カーゼ活性を指標としたスクリーニングによる新規ラッカーゼの獲得を目指した。さらに、基質スクリーニング
を行った後、基質材料開発を目指した酵素の高性能化・高機能化を行った。本研究により、高活性を有するラッ
カーゼの高効率発現に関する知見が得られ、これを利用した進化工学によって本酵素の優良変異体を得ることに
成功した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is the screening of novel laccases from metagenomic 
libraries of environmental samples and the directed evolution of the enzymes for synthesis of 
functional materials. The present results provided the detailed information about the recombinant 
expression of the laccases having a high activity. On the basis of this finding, we conducted the 
directed evolution of the laccases for the function improvement.

研究分野：複合新領域
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１．研究開始当初の背景	
(1)	市販ラッカーゼの性質	
	 ラッカーゼは、分子内に銅を含むマルチ銅
オキシダーゼで、植物・菌類・細菌などに広
く含まれている。現在市販されているラッカ
ーゼは一部を除いて全て真菌由来のもので
あるが、使用可能な pH 域が狭い（特にアル
カリ性では使用不可）こと、異種発現が困難
であるため遺伝子改変が容易でない上に酵
素生産収率も低いことなどの短所がある。	
	
(2)	微生物由来ラッカーゼの組換え発現	
	 Bacillus 由来ラッカーゼ(CotA)や大腸菌
由来ラッカーゼを大腸菌内で組換え発現さ
せた際、通常の培養条件では不完全な銅の取
り込みによるラッカーゼの不活性化が見ら
れる。Martins ら及び Khajeh らは、組換え
CotA の発現時に撹拌を止める(微好気的培
養)ことで活性型CotAの生産に成功している
(J.	Biol.	Inorg.	Chem.,	2008,	13,	183;	J.	
Ind.	 Microbiol.	 Biotechnol.,	 2010,	 37,	
863)。一方、大腸菌由来ラッカーゼに関して
は in	vitro における再構成が知られている
だけで、微好気的培養法が適用可能か否かは
分かっていなかった(J.	Am.	Chem.	Soc.,	
2010,	132,	2005)。そこで申請者は、予備実
験において、微好気的培養法を用いて組換え
ラッカーゼを生産し、大腸菌由来ラッカーゼ
にも本手法が適用可能であることを示した。
これらのことから、微好気的培養法は未知の
ラッカーゼ生産においても有効な手段であ
ることが予想された。さらに、ラッカーゼ遺
伝子を破壊した大腸菌を宿主として使用す
ることで、組換えラッカーゼが活性型で得ら
れるかどうかを容易に判断できるシステム
を構築した。	
	
(3)	メタゲノムスクリーニングによるラッ
カーゼの獲得	
	 通常、目的とする微生物酵素を得るには、
その生産菌を単離・培養することが必須であ
る。しかし、環境中に存在する 99	%以上の微
生物は現在の技術では培養できない。従来は、
その 1	%未満の培養可能微生物から目的酵素
を取得する努力をしていたが、未使用の残り
99	%を利用できれば有用酵素の収集量は遥か
に増大すると考えられる。	
	 これまでにメタゲノムスクリーニングに
よるラッカーゼの獲得例として、3 報の論文
と 1 件の特許が存在する(J.	Biol.	Chem.,	
2006,	 281,	 22933;	 Appl.	 Microbiol.	
Biotechnol.,	 2010,	 87,	 1023;	 Appl.	
Microbiol.	Biotechnol.,	2010,	87,	1103;	
特開 2009-201481)。しかしながら、これらの
文献では、問題①宿主大腸菌が有するラッカ
ーゼ活性の影響の排除(ノイズの低下)、及び
問題②培養時における微好気的培養法など
のスクリーニングの最適化(シグナルの増
加)が行われていない。そのため、これまで
の系では、至適条件下でスクリーニングを実

行していれば獲得可能であった多数のラッ
カーゼを見逃している可能性が高かった。	
	
(4)	ラッカーゼを触媒とした機能性材料合
成	
	 ラッカーゼは広い基質特異性を有してい
ることから、酵素漂白・環境汚染物質分解・
リグニン重合および分解・フェノール系ポリ
マー合成など様々な分野での利用が期待さ
れている。	
	 フェノール系ポリマーは安価で優れた物
性を有することから幅広く利用されてきた
が、従来法では毒性の高いホルマリンを用い
なければならないため、フェノール系ポリマ
ーの使用が制限されつつある。このような現
状から、新しいフェノール系ポリマー合成法
が嘱望されていた。そこで近年、市販ラッカ
ーゼによるフェノール系ポリマー合成法が
提案されてきた。ラッカーゼによる重合法の
特徴として、①毒性ホルマリンは不要、②従
来法では困難な幅広いフェノール類の重合
が可能、③反応条件により構造制御が可能、
④温和な反応条件、⑤操作が簡便、が挙げら
れる。一方、本酵素法では、通常の酵素反応
で用いられる酵素量の100倍以上のラッカー
ゼを必要とした(3	mg	ラッカーゼ/0.4	g フェ
ノール系ポリマー)(Macromolecules	1996,	
29,	3053)。反応系の改良手段として反応条
件の検討が挙げられるが、これにも限界があ
ることからラッカーゼの高性能化・高機能化
などの抜本的アプローチを導入しなければ
ならない。	
	
２．研究の目的	
	 ラッカーゼは様々な芳香族化合物を酸化
する能力を有しており、染色・脱色・エンジ
ニアリングプラスチック合成などに活用さ
れているが、反応によっては大量の酵素が必
要である。主要な市販ラッカーゼは真菌(カ
ビ・キノコ)由来であり、異種発現による大
量生産や遺伝子工学による高活性化・高機能
化が難しい。さらに現在使用可能な全ての酵
素は、環境中の培養可能な 1	%未満の微生物
から得られたものであり、残り 99	%の微生物
資源の有効利用が望まれている。そこで本研
究では、環境試料から直接 DNA を抽出してメ
タゲノムライブラリを作製し、ラッカーゼ活
性を指標としたスクリーニングを行い、難培
養微生物由来新規ラッカーゼの獲得を目指
した。さらに、基質スクリーニングを行った
後、機能性材料開発を目指した酵素の高性能
化・高機能化を行った。	
具体的項目を以下に示す。	
	
(1)	環境 DNAメタゲノムライブラリの構築と
ハイスループットスクリーニング。大腸菌を
宿主としたスクリーニング系を構築し、難培
養微生物由来新規ラッカーゼを獲得する。	
(2)ラッカーゼの効率発現・精製と基質スク
リーニング。(1)で得られるラッカーゼは複



数種類と予想されるため、それぞれのラッカ
ーゼを発現・精製して基質スクリーニングを
行い、(3)に最も相応しい酵素を決定する。	
(3)	人工進化ラッカーゼの創成と機能性材
料合成への応用。ラッカーゼの高性能化・高
機能化を目指した進化工学を行う。	
	
３．研究の方法	
(1)	環境 DNAメタゲノムライブラリの構築と
ハイスループットスクリーニング	
竹林を初めとする様々な環境サンプルから

環境 DNA を抽出・増幅した後、5	kbp 程度に
断片化した。次いで、断片化 DNA を発現ベク
ターに導入した後、大腸菌を形質転換してラ
イブラリを作製した。その後、ラッカーゼ活
性を指標としたスクリーニングを行った。	
	 また、ラッカーゼ活性を指標としたスクリ
ーニング以外に、ラッカーゼ保存配列を利用
した PCR スクリーニングも実施した。	
	
(2)ラッカーゼの効率発現・精製と基質スク
リーニング	
(1)のメタゲノムスクリーニングと平行し

て大腸菌由来ラッカーゼの発現系をデザイ
ンした。まず、His タグを付加した発現プラ
スミドを作製し、(1)および予備実験を参考
にして発現条件(温度、撹拌、銅イオン濃度)
の最適化を行った。次いで、His タグを利用
したアフィニティー精製を行った。さらに、
得られた精製酵素の基質スクリーニングを
各種芳香族化合物に対して行った。	
	
(3)人工進化ラッカーゼの創成と機能性材料
合成への応用	
進化工学システムは、「ランダム変異誘発」

→「変異体ライブラリ作製」→「活性による
評価(スクリーニング)」→「機能マッピング」
からなる。そこでまず、PCR を利用してラッ
カーゼ遺伝子にランダム変異を誘発し、変異
体ライブラリを作製した。次いで、マイクロ
プレート上に1細胞/1ウェルとなるように大
腸菌を接種し、(2)で決定した発現条件で培
養した。最後に、変異ラッカーゼによる酸化
反応を測定し、活性が上昇した変異体の取得
を試みた。	
	
４．研究成果	
(1)	環境 DNAメタゲノムライブラリの構築と
ハイスループットスクリーニング	
難培養微生物由来新規ラッカーゼ獲得を目

指した大腸菌を宿主とするスクリーニング
系の構築を行った。まず、竹林を初めとする
様々な環境サンプルから環境 DNA を抽出・増
幅した後、5	kbp 程度に断片化した。次いで、
断片化 DNA を発現ベクターに導入した後、大
腸菌を形質転換してライブラリを作製した。	
ラッカーゼの異種発現において、銅濃度等

の発現条件の最適化が重要である。そこで、
大腸菌由来ラッカーゼをモデル酵素として、
ラッカーゼ発現に最適な培養条件の検討を

行った。その結果、1mM	Cu2+存在下で微好気
的培養を行うことで、ラッカーゼ活性の最大
化が達成できた。そこで、最適条件下で培養
したライブラリを用いて、ラッカーゼ活性を
指標としたスクリーニングを行ったが、高活
性を有するクローンを取得することは出来
なかった。	
また、ラッカーゼ活性を指標にしたスクリ

ーニングと平行して、PCR によるメタゲノム
スクリーニングを行った。ラッカーゼ酵素中
に見られる保存配列を基にプライマーを設
計し、degenerate	PCR により目的酵素遺伝子
の獲得を試みた。その結果、部分配列ではあ
るもののラッカーゼと思われる配列を有す
るクローンが得られた。そこで、得られた部
分配列情報を基に inverse	PCR を試みたが、
目的酵素遺伝子の全長を得ることは出来な
かった。	
	
(2)ラッカーゼの効率発現・精製と基質スク
リーニング	
モデル酵素として使用した大腸菌由来ラッ

カーゼの活性とその反応特性を調べた。その
結果、最適条件下で発現させた本酵素は、従
来報告されているものと比較して、高活性を
有していることが分かった。そこで、本酵素
の基質スクリーニングを行ったところ、本酵
素は様々な芳香族化合物の酸化反応を効率
よく触媒できることが明らかとなった。	
	
(3)	人工進化ラッカーゼの創成と機能性材
料合成への応用	
(2)において、大腸菌由来ラッカーゼが機能

性材料合成における有用な触媒になり得る
ことが示唆された。そこで、(2)で構築した
組換え発現系を用い、高活性化を目指した大
腸菌由来ラッカーゼの進化工学を実施した。
まず、ランダム変異導入によって変異酵素ラ
イブラリを作製した。次いで、酸化活性を指
標として第１次スクリーニングを行った。そ
の結果、第１世代の変異酵素群から、野生型
に比べ分解活性が向上しているものが数ク
ローン得られた。今後これらの解析を行い高
活性化の要素因子を解明して、高い合成活性
を有する生体触媒開発につなげていきたい。	
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