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酵素の潜在能力を引き出す設計・戦略

触媒機能を指標にした自然界からの酵素の探索は，い
わば自然界に眠る酵素の潜在能力を見いだす研究であ
り，その目指すところは，進化的手法や理論的分子設計
に基づく酵素機能のタンパク質工学的改変と相通ずるも
のがある．その成功に研究者独自の工夫と試行錯誤を要
する点は両アプローチで同じであるが，探索研究の方は
その基盤に普遍的な技術原理があるわけではなく，また
「運・鈍・根」が必要などともいわれ，ともすれば労多
くして益の少ない「宝探し」的な印象を与えがちである．
このため，酵素機能のタンパク質工学的改変研究の隆盛
とは裏腹に，探索研究は以前ほど積極的には行われなく
なったように見える．しかしながら，より優れた酵素機
能の探求において，自然界からの酵素の探索とそのタン
パク質工学的改変は，本来，車の両輪をなすべきもので
あろう．利用目的に照らしてできるだけすぐれた性質を
示す酵素の原石を自然界から見いだし，タンパク質工学
技術によってそれに磨きをかけるのが正攻法であるとす
れば，優れた原石を見いだす努力も同様に積極的になさ
れるべきである．また食品工業など，遺伝子組換え生物
由来の酵素よりは野生型酵素の利用が歓迎される酵素の
応用分野も依然として存在する．興味深い新奇な酵素が
自然界から見つかる事例は依然として多く，機能を指標
にした自然界からの酵素探索研究の重要性が失われたわ
けではない．本稿では，最近のわれわれの探索研究を繙
きながら，そのような事例を紹介する．

研究の背景

ゴマ種子には，この植物に特有のさまざまなリグナン
化合物（桂皮酸誘導体から導かれる植物二次代謝産物）
が含まれ，それらをゴマリグナンと総称する 1)．ゴマリ
グナンのうち，セサミンの健康機能は詳細に解明され，
健康補助食品の成分として大きな市場が形成されてい
る．一方，別のゴマリグナンであるセサミノール（図1）
は，セサミンにヒドロキシ基が一つ結合した構造をもち，
ゴマ種子中では主として三つのグルコース残基が分岐状
に結合したセサミノールトリグルコシド（STG，図1）
として存在する 2)．肝臓で部分的な代謝を受けることに
よってはじめて抗酸化作用を発現するセサミンとは異な
り，セサミノールはそれ自体で強い抗酸化活性を示す．
セサミノールには変性LDLの生成抑制作用 3)やDNAの

酸化的障害抑制作用 4)などがあり，またヒト白血病細胞
のアポトーシス誘発活性を有することから抗がん作用も
期待されている 5)．こうしたことからセサミノールは，
セサミンとは異なる生理活性をもつことが期待され，健
康食品素材や化粧品素材として高い注目を集めてきた．
セサミノールのこうした生理活性は，STGなどの配
糖体の形でなく，遊離の形で強く発現される．したがっ
て，STGはセサミノールの生理活性がマスクされた形
態であるといえる．STGは水溶性が高いため，ゴマ種
子中のSTGはゴマ油製造工程で油脂から取り除かれ，
その大部分はゴマ搾り粕に移行する．このゴマ搾り粕は
現在，家畜飼料や肥料として利用されているが，STG
の安価な給源となりうる．このSTGを酵素的あるいは
微生物的に分解してセサミノールを生産する試みが古く
から検討されてきた 6,7)．しかしながら，おそらくSTG
のグリコン部分の分岐構造やセサミノールの嵩高い構造
のために，STGの酵素的分解は著しく困難であった．
そこでわれわれは，STGからセサミノールへの効率の
良い変換系を確立することを目的として，STG分解酵
素生産微生物の探索を行った 8)．なお，既往の -グルコ
シダーゼのタンパク質工学的改変により目的に叶った性
質をもつ酵素を取得する戦略も考えられたが，STG分
解酵素（微生物）の応用の将来展開（食品や化粧品の素
材としてのセサミノールの製造）を見据え，このアプロー
チは最初から採用しなかった．

探　　索

STGを効率よく分解してセサミノールを生成するこ
とのできる微生物を自然界から幅広く探索した．多くの
試行錯誤のなかで，STG分解微生物は次のような経緯
で見いだされた 8)．自然環境中に放置された多数のゴマ
搾り粕サンプルをクロロホルムで抽出し，抽出物中のセ
サミノールの存在を高速液体クロマトグラフィーで分析
した．前述のようにゴマ搾り粕はゴマ油製造における副
生物であるが，セサミノールは脂溶性であってそのほと
んどはゴマ油（製品）の方に移行するため，新鮮なゴマ
搾り粕の中には存在しない．セサミノールがゴマ搾り粕
に検出されれば，それはそこに含まれるSTGから微生
物分解によって生成した可能性が高い．分析の結果，
KB0549と命名したゴマ搾り粕サンプル中に微量のセサ
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ミノールが含まれることがわかった．そこで，この
KB0549サンプルを新鮮なゴマ搾り粕とともに培養液に
懸濁し，振盪培養することによってSTG分解微生物の
集積を試みた．その培養物中に含まれるSTG分解微生
物は当初，数種の異なる微生物の混合培養系（複合微生
物系）を構成しているように思われたが，単離操作を粘
り強く繰り返すことによって最終的に単一の微生物種と
して分離することができた．リボソーム小サブユニット
RNA遺伝子の塩基配列相同性検索の結果，この微生物
はPaenibacillusの一種であると推定され，さらに詳細
な分類学的解析によって同属の新種であることが判明
し，P. relictisesami KB0549株と命名された（relicti-，残
渣の；sesami，ゴマ）9)．KB0549株のSTG分解酵素活
性は培地中にゴマ搾り粕抽出液を添加することによって
増大することから，同酵素の生理機能は同株による
STGなどのリグナン配糖体の資化に関連すると考えら
れた．STG分解酵素生産微生物（KB0549株）がSTG
を多量に含むゴマ搾り粕から得られたのは，結果を知れ
ば当たり前のようにも思われるが，そのような微生物が
長年にわたって探し求められながらも得られなかったの
は事実であり，「コロンブスの卵」であるといえる．

得られた酵素の性質 8)

この微生物のSTG分解酵素活性を調べた結果，同活
性の中には，単独でSTGを分解できる酵素の活性が含
まれていることが強く示唆された．そこでわれわれは，

この酵素をPaenibacillus STG-degrading glucohydrolase
（PSTG）と命名し，同酵素の遺伝子単離と機能解析を行っ
た．KB0549株の細胞抽出液から精製されたPSTGや組
換え型酵素（rPSTG）は，分子質量およそ80 kDaのサ
ブユニットタンパク質からなるホモ4量体酵素であった．
各種の合成基質を用いて rPSTGの基質特異性を調べた
ところ，同酵素は -D-グルコシドに対してもっとも高い
特異性定数を示す -グルコシダーゼ（EC3.2.1.21）であ
ることがわかった．PSTG遺伝子は753アミノ酸残基か
ら構成されるタンパク質をコードし，その推定アミノ酸
配列は，同属の別の微生物（TS12株）が生産するグル
コセレブロシダーゼ（glucocerebrosidase）10)の配列と
もっとも高い類似性（同一性63％）を示した．しかし
ながらPSTGにはグルコセレブロシダーゼ活性は認めら
れなかった．PSTGはまた，好熱性細菌Thermotoga 
neapolitanaの耐熱性 -グルコシダーゼTnBgl3B11)とも
高い類似性を示した．
アミノ酸配列に基づく系統解析の結果，同酵素はグリ
コシドヒドロラーゼ（GH）ファミリー3のメンバーで
あることがわかった．GHファミリーとはグリコシダー
ゼをアミノ酸配列の類似性に基づいてファミリー単位に
分類したもので，現在130以上のファミリーが知られて
いる．GH3ファミリーはその中でも大きな部類に属す
るファミリーであり， -グルコシダーゼの他にも -キ
シロシダーゼ， -アラビノフラノシダーゼ，N-アセチ
ル - -グルコサミニダーゼなどを含み，グリコン特異性

図1．セサミノール配糖体の構造と酵素的変換（文献8からの引用）．STG，セサミノールトリグルコシド（2,6-O-ジ ( -D-グルコシ
ル)- -D-グルコシルセサミノール）；2-SDG，2-O-( -D-グルコシル)- -D-グルコシルセサミノール；6-SDG，6-O-( -D-グルコシル)- -D-
グルコシルセサミノール；SMG， -D-グルコシルセサミノール．
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は多様である 12)．こうした多様性を反映して，同ファミ
リーの個々の酵素の生理学的役割も多岐にわたることが
予想されるが，生理機能解析が行われているメンバーは
それほど多くなく未解明の点も多い．
いくつかのGH3ファミリーグリコシダーゼについて
その立体構造が明らかにされ，また多くのメンバーにつ
いてアミノ酸配列に基づく構造予測が行われた結果，こ
のファミリーのメンバーの全体構造にいくつかの類型が
見いだされている．結晶構造が明らかにされている
GH3グリコシダーゼの中でPSTGと配列類似性のもっ
とも高いTnBgl3Bは3ドメインタイプであり，N末端
側から順に ( / )8バレルドメイン， / サンドイッチド
メイン，およびフィブロネクチンタイプ IIIドメインか
ら構成される．PSTGの立体構造はまだ解明されていな
いが，アミノ酸配列の類似性からその全体構造は
TnBgl3Bと同様な3ドメイン構造をもつと推定される
（後述）．親和性標識実験をはじめとするこれまでの研究
で，グルコセレブロシダーゼの触媒重要残基として
Asp223（求核性触媒基）とGlu411（一般酸塩基触媒基）
が同定され 13)，またTnBgl3Bでは対応するアミノ酸残
基としてAsp242とGlu458が同定された 11)．これらの
アミノ酸残基はPSTGのアミノ酸配列中にも保存されて
いる（それぞれAsp233とGlu421）．また，TnBgl3Bの
酵素基質複合体の結晶構造においてグルコース残基との
相互作用が認められるアミノ酸残基も，PSTGのアミノ
酸配列中に高度に保存されている．PSTGがTnBgl3Bと
GH3ファミリー内で同じクラスターに属し，TnBgl3B
と同様に -グルコシド特異的な酵素であることを考慮
すると，これらのアミノ酸残基はPSTGにおいてもグル
コース残基の認識に重要な役割を果たすと推定される．
さて，前述のように，PSTGはそれ単独でSTGから

セサミノールを生成しうる酵素としてユニークである．
図1にSTGの酵素的分解の可能な経路を示す．PSTGに
よるSTGからのセサミノール生成反応が，これらのど
の経路によって進行するかについて調べられた．その結
果，PSTGによるSTG分解反応の過程で，反応系に少量
のSMGと比較的多量の6-SDGが一過的に蓄積し，また
グルコースの2量体や3量体を生成することなく単量体
グルコースのみが蓄積することがわかった．したがって，
本酵素によるSTGからのセサミノール生成は，糖鎖の
グルコース残基を一つずつ切り離していく -グルコシ
ダーゼ活性によるものであることが強く示唆され，これ
は基質特異性解析の結果やアミノ酸配列から推定される
酵素の特性と矛盾しなかった．PSTGのSTG分解活性を
100％としたとき，2-SDGと6-SDGに対する分解速度
比はそれぞれ124％と53％であった．以上の結果を総合
すると，PSTGによるSTG分解は，図1に示した可能な
反応経路のなかでc→ f→gを主たる経路とし，a→e→g
をマイナーな経路として進行することが示唆される．

特異性と構造との相関

冒頭で述べたように，STGの酵素的分解が困難であ
ることの一因は，STGのグリコン部分の分岐構造やセ
サミノールの嵩高い構造にあると推定されていた．STG
を効率よく分解するPSTGのユニークな特異性を立体構
造の上から理解するため，その立体構造モデルをホモロ
ジーモデリング（SWISS-MODEL,   www.swissmodel.
expasy.org）により作製した．SWISS-MODELによっ
てモデリングの鋳型として最適と判断されたのは，前出
のTnBgl3B（PDB code: 2X41）であった．TnBgl3Bは
721アミノ酸残基からなり，753アミノ酸残基からなる
PSTGとの配列相同性は44％である．また，TnBgl3B
のグルコース複合体結晶構造などから推定されているグ
ルコース結合残基（8アミノ酸残基）は，PSTGの一次
配列上にすべて保存されていた．TnBgl3Bを鋳型とし
たモデリングの結果，TnBgl3Bの構造的な特徴である
三つのドメインが保存されたPSTGの立体構造モデルが
得られた（図2A）．このため，PSTGのモデルは全体的
にTnBgl3Bの構造と類似性が高く，( / )8バレルドメ
インにおける推定グルコース結合残基は，TnBgl3Bの
対応するアミノ酸残基とほぼ重なりあうように配置して
いた（図2B）．しかし，いくつかのループにおいては，
構造類似性が低いと考えられる領域が存在し（図3A），
特に活性部位（TnBgl3Bのグルコース結合部位）周辺
における構造的な差異によって，TnBgl3BはPSTGよ
りも活性部位への入り口が狭くなっており，嵩高い基質
を受け付けにくいことが推定された（図3A，3B）．そこ
で，PSTGの構造モデルとTnBgl3Bの構造を標的として，
PSTGの基質分子のドッキングシミュレーションを試み
た．SwissDock（www.swissdock.ch）を用い，各種セ
サミノール配糖体（STG, 6-SDG, 2-SDG）をリガンド
として計算させたところ，6-SDGがPSTGモデルの推
定活性部位付近に結合する解が，自由エネルギーを指標
としたスコア上位に得られた．この結果をTnBgl3Bの
グルコース複合体構造と重ね合わせた場合，6-SDGと
グルコースが非常に近接して配置され（図3B，左），
STGがPSTGによって分解される場合に，6-SDGとグ
ルコースがこのような立体配置をとる可能性が示唆され
た．標的をTnBgl3Bとした場合の同様な計算からは，
活性部位付近に6-SDGが配置するような解は得られず，
TnBgl3Bの活性部位周辺はセサミノール配糖体基質に
対して，大きな立体障害を持つことが示唆された（図
3B，右）．以上のことから，PSTGのユニークな基質特
異性は，STGの立体構造にフィットし嵩高い基質を収
容しうる広い基質結合ポケット構造によって，少なくと
も部分的には説明できるものと考えられた．
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おわりに

民間企業において長年にわたり洗剤用酵素の研究・開
発に従事した伊藤（現・琉球大）は，以前，本誌の生物
工学基礎講座「バイオよもやま話」欄で，産業利用を目
的とした酵素の開発において「出

しゅつらん

藍の誉れに敵うものは
ない」と喝破した 14)．これは自然界に存在する酵素「原
石」のポテンシャルの高さとそれを見いだす探索研究の
重要性を物語る言葉として，酵素の産業利用を志す研究
者は肝に銘じておくべきではないだろうか．
自然は人類にとって常に，未知のリソースの宝庫であ

り新しい発見の源である．将来の酵素分子設計の指標と
なるような，「出藍の誉れ」を地で行く優れた機能や構
造的特徴をもつ酵素の原石が，まだ多数，人類に発見さ
れないまま眠っているに違いない．わが国のバイオの特
色あるお家芸である探索研究の伝統が今後も生物工学分
野で脈々と受け継がれ，そうしたユニークな酵素がわが
国において数多く見いだされることによって，わが国の
酵素研究が応用面でも基礎理学的な面でもますます発展
していくことを願っている．
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図2．PSTGの構造モデル（黒色）とTnBgl3Bの結晶構造（灰
色）の重ね合わせ．A，TnBgl3Bの活性部位に結合したグルコー
ス分子（点線部）を空間充填モデルで示した．B，グルコース
結合部位の拡大図．TnBgl3Bのグルコース結合に関与するア
ミノ酸残基（灰色の側鎖）と，それに対応するPSTGの保存残
基（黒色の側鎖）を示した．アミノ酸側鎖のラベルは，PSTG
のものを示している．

図3．PSTG構造モデルから推定される，酵素の基質認識機構．
A，PSTG構造モデル（黒）とTnBgl3B構造（白）の空間充填
モデルの重ね合わせ．活性部位付近（点線）では白色の表面
が露出し，TnBgl3Bの方が嵩高いと推定される．B，ドッキン
グシミュレーションによるPSTG：グルコース：6-SDG複合
体（左）とTnBgl3Bの対応する部位（右）．それぞれの空間充
填モデルにスティックモデルで表示されている基質分子（灰
色：6-SDG，白色：グルコース）は，PSTG：グルコース：
6-SDG複合体モデルとTnBgl3B：グルコース複合体を重ね合
わせた場合の座標に示しており，TnBgl3Bの酵素表面と
6-SDGは衝突している（点線部）．


