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多糖類利用に向けたセルロース分解性昆虫共生細菌の発見および 
それらが産出する糖質分解酵素の機能・構造解析

大橋 慧介 1，堀 千明 2，高須賀 太一 1, 3, 4

1. はじめに

ストレプトミセス属放線菌は10億年前を起源として長
い年月をかけさまざまな生態系に適応することにより多く
の種が派生し，現在同定されている全細菌16,000種の5％
にのぼるほど多様性に富んだ属へと進化を遂げたとされ
ている 1）．本菌は強固な細胞壁を持つグラム陽性細菌であ
り，糸状に生育することが形態的な特徴としてあげられ
る．これまでストレプトミセス属放線菌に関する研究で
は，本放線菌が生産する二次代謝産物が抗生物質として利
用できることが注目されてきた 2）．実際に，1928年にペニ
シリンが抗生物質として初めて発見されて以降，現在まで
数千種類以上の抗生物質が発見されているが，その大部分
はストレプトミセス属細菌に由来する．このように抗生物
質生産菌として研究されているストレプトミセス属放線菌
のほとんどは土壌などの環境から単離されてきたが，最
近では本放線菌の一部が植物を食害する昆虫と共生関係に
あることが明らかになった 1, 3）．このような昆虫共生型の
ストレプトミセス属放線菌は，昆虫とともに共進化を遂げ
ることで高い植物バイオマス分解能力を獲得したと考えら

れ，この分解能力を植物バイオマス利用技術へと応用する
ことが期待されている．本稿では，我々が関わってきた植
物食害性昆虫に共生しているストレプトミセス属放線菌が
保有するバイオマス分解能力と，それに寄与すると考えら
れる糖質分解酵素について概説する．

2. 昆虫共生型ストレプトミセス属放線菌のセルロース
分解能と比較ゲノム解析

現在持続型社会の構築を目指し，石油の代替資源である
生物由来のバイオマス資源からエタノールやポリマーと
いったバイオリファイナリー製品を生産することが望まれ
ている．陸上バイオマスであるセルロースやヘミセルロー
スおよび海洋バイオマスであるβ-1,3-グルカンなど，地球
上において存在量の多いバイオマスの多くは多糖類であ
り，そこから発酵可能糖である単糖へと分解する過程が必
要となる．そこで，自然界で効率的に多糖類を分解する菌
類によって菌体外に分泌されるセルラーゼやヘミセルラー
ゼといった加水分解酵素の研究が進められてきた．本研究
ではより効率的なバイオマス分解を達成しうる酵素カクテ
ルの取得を目標に，多様性に富むストレプトミセス属放線
菌に着目して多糖類分解能を保有する株をスクリーニング
することから始めた．
さまざまな環境から単離された新種を含む1141種のス

トレプトミセス属放線菌について16SリボソームRNA配
列を用いて系統樹解析を行った 4）．その結果を基に系統
樹全体を網羅するように223種を選抜し，高純度のセル
ロースであるろ紙を単一炭素源とした培地で培養したと
ころ，29種において高いセルロース分解能力が確認でき
た（図1）．このうち高いろ紙分解能力が確認された25種
が集約された系統樹のクレイド（グループ Iと III）に着目
したところ，これらグループに属するストレプトミセスの
ほとんどが昆虫共生細菌であった．したがって，グループ
Iと IIIに属する昆虫共生型のストレプトミセスは非共生型
を含むその他のストレプトミセスとは異なる進化を通し
て高いセルロース分解能力を獲得したことが強く示唆され
た．また，分解対象であるセルロースはヘミセルロースと
ともに植物に多く含まれるため，これらストレプトミセス
はセルロース分解だけでなく，ヘミセルロースについても
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分解能力が高いと予測された．そこで，グループ Iと IIIに
分類された9種のストレプトミセスの分泌タンパク質中の
ヘミセルロース分解酵素活性を測定し，高い活性を示すこ
とを明らかにした．さらに，高いセルロース分解能力が確
認できたストレプトミセスを含む152種のゲノム情報比較
解析から，グループ Iと IIIストレプトミセス属放線菌はそ
の他のものに比べ，セルラーゼやヘミセルラーゼの一つで
あるキシラナーゼといった多糖成分の分解に関わる糖質加
水分解酵素（glycoside hydrolase：GH）や糖質酸化酵素を
コードする遺伝子を2倍以上多く保持することを明らかに
した．つまり，昆虫共生ストレプトミセス属放線菌は，ゲ
ノム上に多くの多糖成分分解酵素遺伝子を得ることで，高
いセルロースおよびヘミセルロース分解能力を獲得したと
考えられた 4, 5）．
次に，グループ Iと IIIに属する五つのストレプトミセス

およびコントロール株として非共生ストレプトミセスで
あるStreptomyces griseusおよびS. flavogriseusについて遺伝
子発現プロファイルを解析した．その結果，グルコース培
地と比較してセルロース培地において，糖質分解酵素を
コードしている遺伝子群の優位な上方発現が前者の5種に
おいてのみ確認できた．これら遺伝子の発現メカニズムに
ついて調べるため各遺伝子配列のプロモーター領域であ
る上流配列を解析した結果，セルロース分解能を持つ放線
菌ではLac-IリプレッサーのホモログであるCebRリプレッ
サー転写因子と結合する14塩基対のパリンドローム配列
（TGG GAG CGC TCC CA）がコントロール種と比較して多
く確認された．CebRリプレッサーは，セルロースの分解
産物存在下で発現が抑制されることが知られており，セロ
ビオースや他の低分子オリゴ糖の存在に対応して下流の
セルロース分解酵素遺伝子の発現を上方制御することが
先行研究によって報告されている 6）．実際にこの配列を欠
損させたストレプトミセスでは，セロビオースやオリゴ糖
非存在下にも関わらず恒常的に一連のセルロース分解酵素
群を発現・分泌した 4）．したがって高い分解能を持つスト
レプトミセス属放線菌は進化の過程でGH遺伝子の上流に
CebR結合サイトを多く保持するようになったと予測され
た．すなわち，CebR結合サイトの数を指標にセルロース
分解能を予測することが可能となると考えられる．

3. キバチに共生するストレプトミセス属放線菌の糖質
分解特性

上記の高い木質成分分解能力を持つ共生ストレプトミ
セス属放線菌のうち，木材食害性昆虫であるノクチリオ
キバチ（Sirex noctilio）共生細菌S. sp. SirexAA-E（図1，グ
ループ I）（以下SirexAA-E）に着目し（図2），詳細なセル
ロースおよびヘミセルロースに対する分解活性ならびに

遺伝子発現応答を調べた 7, 8）．まず，セルロースやキシラ
ンを炭素源基質とし生育したSirexAA-Eの培養上清のセル
ロース，キシラン，マンナンに対する分解比活性を測定し
た．その際に，Trichoderma. reesei Rut-C30株由来の商業用
粗酵素抽出液（Spezyme CP, DUPONT USA）を比較対象と
した．その結果，SirexAA-Eのセルロース培養上清に認め
られたセルロース分解比活性はSpezyme CPに比し40％の
比活性を示した一方で，キシラン培養上清およびセルロー

図1 1141種のストレプトミセス属放線菌の16S rRNA分子進化
系統樹および223種について行ったろ紙分解活性結果を示す．

図2 SirexAA-Eをグルコース，セルロース，キシラン，スイッ
チグラスを単一炭素源として培養した際の走査型電子顕微鏡写
真（上）と培養上清プロテオームの結果（下）を示す．分泌タンパ
ク質のプロテオーム解析によって検出されたタンパク質を，セ
ルロース培養上清中におけるペプチドカウントの多い順にソー
トした．
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ス培養上清のキシランおよびマンナンに対する比活性は
Spezyme CPと比較し，それぞれ20～30％ほど高い活性を
示した．SirexAA-Eが野生株であることを考慮すると，本
菌の持つセルロースやヘミセルロースの高い分解能力は，
遺伝子組換え等の技術を用いることで，さらに向上させる
ことができると予想される．次に培養上清の高い糖質分解
活性に寄与する酵素を明らかにするため，プロテオーム解
析により分泌タンパク質を網羅的に同定した（図2）．プ
ロテオーム解析用サンプルは，グルコースとセルロース，
キシランあるいは植物バイオマスであるスイッチグラスを
単一炭素源とした培地で生育した培養上清を用いた．セ
ルロース培養上清中において検出されたスペクトルの上
位5種は，GH6に属する還元末端セロビオヒドロラーゼ
（CBH）と非還元末端GH48に属するCBH, β-マンナナーゼ
（GH5），GH5エンドグルカナーゼ（EG），多糖モノオキシ
ゲナーゼ（LPMO）と同定され，全スペクトルの85％以上
に相当した．GH48 CBHとGH6 CBHはそれぞれセルロー
スの還元末端および非還元末端からセロビオースを切り
出し，セルロース鎖の真ん中を切断するEGやLPMOと相
乗的にセルロースを分解するとされている．また，β-マン
ナナーゼは針葉樹に豊富なヘミセルロースを分解するのだ
が，これはS. noctilioが松を食害する事実と一致する．さ
らに，セルロースを主成分とするスイッチグラス培養上清
中の上位5種もセルロース培地と同様の結果が得られた一
方で，キシラン培養上清のプロテオーム解析の結果は異な
るものであった．本結果は，SirexAA-Eが培地中の炭素源

に対して特異的な遺伝子応答を行っていることを示唆し
た．同培養条件で生育したSirexAA-Eについて全遺伝子発
現プロファイルを解析したところ，プロテオーム解析で分
泌されていたタンパク質の遺伝子上方発現，およびそれら
の遺伝子上流にCebR転写因子結合部位が確認された．
以上の全分泌タンパク質プロテオームや全遺伝子発現解
析結果をもとに，SirexAA-Eにおいて高いバイオマス分解
能力の鍵となるタンパク質の生化学的解析を行った．一例
として，SACTE_2871遺伝子産物について組換え酵素を調
製し，機能解析および結晶構造解析を行ったところ，本酵
素はイントラジオールジオキシゲナーゼ触媒ドメインと
CBMドメインを保持し，モノリグノール生合成経路の前
駆体の一つであるカフェオイル-CoAをO2依存に開裂する
ことを明らかにした 9）．他方，グルコサミンの重合した多
糖類であるキトサンを加水分解するキトサナーゼ（GH46）
 SACTE_5457遺伝子産物 10）や上記のβ-マンナナーゼ
（SACTE_2347遺伝子産物）11）についても同様に酵素機能を
明らかにし，セルロースを酸化的に分解するSACTE_3159
遺伝子産物（LPMO）については進化の過程で獲得した基
質特異性について報告している 12）．

4. SirexAA-E由来のSacteLam55のラミナリン分解特
性

SirexAA-Eの分泌する酵素の中でも筆者らが特に注目し
た酵素がラミナリン分解酵素，SacteLam55A（GH55）で

図3 SacteLam55Aのラミナリヘキサオース（L6）基質結合構造
全体構造（A），基質結合領域（B）およびプロトンリレーとGlu502によるアノマー反転型作用機序（C）を示す．
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ある．ラミナリンは我々日本人にとってなじみの深いコ
ンブ（Laminaria）の主要成分であり，β-1,3結合とβ-1,6結
合のグルコースユニットから構成される多糖類である．
SirexAA-Eが本酵素を分泌する理由として，キバチ共生環
境においてβ-1,3-グルカンを細胞壁に持つ真菌類のコンタ
ミを防ぐためではないかと推測された．GH55酵素につい
ては，担子菌Phanerochaete由来のPcLam55Aについて触
媒機能（アノマー反転型）および結晶構造が報告されて
いたが 13），細菌由来のGH55ファミリーについて詳細な報
告はなかった．そこで，SacteLam55Aを大腸菌大量発現系
によって調製し，結晶構造および，生化学的手法を用い
た機能解析を実施した 14）．本酵素の構造については，野
生型タンパク質に加えPcLam55Aにおいて示唆された触媒
アミノ酸残基の変異タンパク質（SacteLam55A E502A）と
四つの基質［グルコース，ラミナリトリオース（L3），ラ
ミナリテトラオース（L4），ラミナリヘキサオース（L6）］
との酵素基質複合体の結晶構造を明らかにした．全体構
造は，リンカー領域（Leu258‒His306）でつながったN末
端（Ala58‒Leu257）およびC末端（Gly307‒Pro605）の二
つのβ-helicalドメインから構成され，N末端およびC末
端ドメインはそれぞれ7回転のβ-helicalコイルと10回転
β-helicalコイルから構成されていた（図3A）．また酵素と
基質（L6）の複合体の結晶構造から，サブサイトを有す
る基質結合クレフトが両ドメインにはさまれた領域に存在
することを明らかにした（図3B）．加えて芳香環を持つ3
個のアミノ酸残基（Phe153, Trp444, Trp446）が基質結合ク
レフトの片端を物理的に塞いでいるため，基質の結合は一
方向からのみに制限されており，ラミナリンの還元末端か
ら分解することが予想された．さらに基質との結合領域
において，−1サブサイトに位置するグルコースにおいて
6位の酸素を除くすべての酸素原子がC末端ドメイン上の
アミノ酸残基（Trp444, Trp446, Asp449, Glu480）と少なく
とも一つ以上の水素結合（3 Å以内）を形成していた．こ
れらアミノ酸は，本酵素が属するGH55ファミリーのタン
パク質にて高く保存されていた．＋1サブサイトについて
は，N末端ドメイン上のThr149およびGln217により配位
され，＋2サブサイトはGln217による水素結合とTrp196
によるスタッキング相互作用が確認された．これらアミノ
酸は細菌由来の同ファミリー間においてのみ高く保存され
ていた．＋3, ＋4, ＋5サブサイトについては，基質との結
合に寄与していると考えられるアミノ酸残基はほとんど存
在せず，唯一Tyr194が＋5サブサイトのスタッキング相互
作用に関与していると予想された．
次にSacteLam55Aの触媒機能を解明するために野生型酵

素の結晶構造をもとに，活性に関与すると予測された6種
のアミノ酸を変異させた組換えタンパク質を作製し，野
生型タンパク質とともに反応速度パラメーターを決定し

た．＋1サブサイトから5 Å以内に存在するカルボキシ基
を持つアミノ酸残基3個（Asp449, Glu480, Glu502）の変異
体のうち，それぞれアラニンまたはグルタミンに置換した
アミノ酸変異体において触媒機能の消失が確認できた．こ
の結果からGlu502は基質との距離が2.3 Åであり，基質ア
ノマー酸素に相互作用できることから，catalytic acid（触
媒酸）と推測された．しかしながら，アノマー反転型酵
素に必須なcatalytic base（触媒塩基）となるアミノ酸残基
は立体構造上では確認できなかった．したがって一般的
な塩基触媒と水分子を介した求核攻撃ではなく，＋1サブ
サイトのC1位グルコースから3.4 Å以内に位置する五つの
アミノ酸残基（Thr149, Gln174, Ser198, Glu480, Tyr505）お
よび水分子を介した以下のプロトンリレーによって求核
攻撃を引き起こしている可能性が考えられた（図3C）．す
なわち，Gln174とSer198およびThr149により活性中心
に配置された水分子の活性化によって，基質のアノマー
炭素に対して求核攻撃が生じ，脱離したアノマー酸素は
Glu502の触媒作用によりプロトンを付加されると推測さ
れた．この際にGlu480は，Gln174が寄与する水素結合を
安定化する役割を担っている可能性が考えられた．これら
のことは，Glu480アミノ酸変異体において機能が完全に
消失したことや，Gln174とAsp449, Tyr505変異体の触媒反
応効率が大きく低下したこととも一致する．本結果から，
SacteLam55Aがラミナリン直鎖を還元末端から加水分解す
るβ-1,3-グルカナーゼであること，触媒作用にプロトンリ
レーおよび触媒酸残基（Glu502）が関与していることを明
らかにした．

5. おわりに

これまでに記述したように，一部の昆虫共生型のストレ
プトミセスは，糖質分解に優れていることが明らかになっ
てきた．その対象となる糖質はセルロースやヘミセルロー
スだけでなく，キチンやβ-1,3-グルカン等の他の多糖類を
含むことから，生産される分解酵素は陸上および海洋バイ
オマスの分解利用に幅広く応用できる可能性がある．特
にβ-1,3-グルカン分解についてはSacteLam55Aが，酵素の
調製が容易であること，そして幅広い至適反応条件におい
て高い比活性を示すことなどから，実用性に適した酵素と
いえる．したがって，SacteLam55Aとアルギン酸分解酵素
等の酵素との組合わせによって，ラミナリンを多く含む海
藻の糖化利用につながるのではないかと期待している．ま
た，SirexAA-Eが生産する菌体外粗酵素液は非常に高いバ
イオマス分解活性があり，遺伝子組換え技術を用いて総分
泌タンパク質量の向上や分泌プロテアーゼの除去等を試み
ることにより，多糖類の糖化効率の向上が期待される．さ
らに，上述した高いセルロース分解活性を示した放線菌種
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29種類を対象として，分泌タンパク質プロテオーム解析
を通した新規バイオマス分解酵素の探索を引き続き行って
いる．
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