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研究の目的

 微生物は糖質加水分解酵素やプロテアーゼ、リパーゼなど様々な酵素を生体高分

子（多糖類やタンパク質等）を分解・資化するために生産している。例えば、産業

的に重要な麹菌 Aspergillus oryzae のゲノムには 300 を超える推定糖質加水分解酵素

がコードされている。しかし、これらの多くは未だ機能が未解明である。我々はこ

れまでにキシログルカン（植物の細胞壁や種子に含まれている多糖類）の分解に重

要なイソプリメベロース生成酵素 1 やβ-ガラクトシダーゼ 2 を見出し、その酵素学的

解析を行った。アミノ酸配列から酵素の機能を予測することはある程度可能である

が、その酵素の真の機能を明らかにするためには実際に酵素を in vitro において解析

することが必須である。

 本研究では、有用な新奇酵素を探索するために、麹菌の推定分泌タンパク質の発

現ライブラリーを構築した。

方法

麹菌のゲノムにコードされている約 11000 のタンパク質の中から、SignalP プログ

ラム（http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/）3,4 を用いて N 末端に分泌シグナルを有

する推定分泌タンパク質の探索を行った。また、推定分泌タンパク質が膜貫通ヘリ

ックスを有するか否かを TMHMM サーバによって解析した。 
推定分泌タンパク質をコードする遺伝子から、分泌シグナルを除いた DNA 領域を

混合 cDNA を鋳型にして PCR 法によって増幅した。混合 cDNA は麹菌を様々な条件

で培養後に抽出したトータル RNA から合成した。PCR 法によって増幅した DNA 断

片は TDH3 プロモーター、α-ファクターの分泌シグナルおよび TDH3 ターミネータ

ーを含む出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae の 2-micron プラスミドベクターにクロー

ニングした。クローニングする DNA 断片はα-ファクターの分泌シグナルの下流にフ

レームが合う様に挿入し、融合タンパク質として出芽酵母において発現させた。

結果

麹菌のゲノムから、N 末端に分泌シグナル配列を有する約 1100 の推定分泌タンパ

ク質を見出した。この推定分泌タンパク質から、複数回膜貫通領域を有するタンパ

ク質などを除外し、約 550 のタンパク質に絞り込んだ。次に、当該遺伝子の cDNA
からの PCR 増幅とクローニングを試み、約 520 遺伝子を増幅し、約 500 遺伝子をク

ローニングした（図 1）。



 
図 1. 麹菌分泌タンパク質ライブラリーの作成と評価手順について 
 
 次に、これらの麹菌の推定分泌タンパク質をクローニングしたプラスミドベクタ

ーを出芽酵母に導入した。当該出芽酵母を 96 ウェルプレートで培養し、その培養上

清を酵素活性の測定に使用した。酵素活性の測定は不溶性基質（AZCL-Xyloglucan, 
AZCL-Xylan, AZCL-Arabinoxylan ） お よ び 可 溶 性 基 質 （ p-nirtophenyl [pNP] 
β-D-glucopyranoside, pNP β-D-galactopyranoside, pNP β-D-xylopyranoside, pNP 
α-D-glucopyranoside, pNP α-D-xylopyranoside, pNP α-L-arabinopyranoside, pNP 
α-L-fucopyranoside, pNP α-L-rhamnopyranoside）をそれぞれエンド型およびエキソ型糖

質加水分解酵素の基質として使用した。酵素活性測定の結果、いくつかのウェルに

おいて基質の分解が確認され（図 2）、多糖類もしくはオリゴ糖の分解に関与する遺

伝子が本ライブラリーに含まれていることが明らかになった。 

 



図 2. 不溶性基質を用いたエンド型糖質分解酵素の探索 麹菌分泌タンパク質ライブ

ラリーを導入した出芽酵母の培養上清を AZCL-Xyloglucan (A) もしくは 
AZCL-Xylan (B)と反応させた。これらの基質に対して活性が確認されたウェルを破

線で囲んでいる。  
 
結論 
 本研究において、麹菌の分泌タンパク質を発現するライブラリーを構築し、本ラ

イブラリーを用いて新奇酵素の探索を行った。本ライブラリーはタンパク質の探索

に有用であると考えられるが、また本ライブラリーは「質」と「網羅性」の 2 点で

課題があると考えている。今後、この課題の克服とさらなる酵素探索を進める予定

である。 
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