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１． は じ め に

植物の細胞壁は，セルロース，ヘミセルロース，ペクチ

ンなどの多糖類，さらにはリグニンから構成される．ヘミ

セルロースは植物細胞壁からアルカリ性水溶液で抽出され

る多糖混合物の総称であり，セルロースやペクチン以外の

細胞壁構成多糖を指す．β-１，４-キシラン（キシラン）はヘ

ミセルロースの中で最も豊富に存在する多糖であり，D-キ

シロースが β-１，４結合を介して連なった主構造をとる．キ

シランの β-１，４結合を加水分解し，キシロースおよびキシ

ロオリゴ糖を生成する酵素が β-１，４-キシラナーゼ（キシラ

ナーゼ；EC３．２．１．８）である．近年，キシラナーゼの各種

産業への応用が注目を集めている１～３）．たとえば，キシラ

ンの加水分解により得られるキシロオリゴ糖は，低カロ

リーの人工甘味料，腸内細菌群を活性化する健康食品，さ

らには化粧品の保湿成分として食品・化粧品産業で広く用

いられるに至っている．また，キシラナーゼはパルプ漂白

補助剤として製紙産業においても利用されている．すなわ

ち，パルプの製造工程では，木材を強アルカリ性条件下で

煮沸することで，着色原因物質であるリグニンを除去す

る．ついで，塩素漂白を行うが，その際，有害物質のダイオ

キシン類が生じてしまう．漂白前のパルプにキシラナーゼ

を作用させ，リグニン周囲のキシランを加水分解すること

で，リグニンの洗い出し効果が高まり，結果として塩素の

使用量が低減できるという原理である．それ以外にも，小

麦粉の改質（製パン業），家畜飼料の消化性向上（畜産業）

など，キシラナーゼの応用可能な産業分野は拡大の一途を

たどりつつある．一般にキシランなどの多糖類はアルカリ

性や高温の条件において水に溶けやすくなることから，産

業応用を考えた場合，アルカリ性かつ高温条件下で高活性

を示すキシラナーゼが有利であることは論を待たない．

キシラナーゼは多くの細菌や糸状菌などによって生産さ

れる１，２）．現在までに報告されているキシラナーゼの多く

は，反応至適 pHを酸性から中性領域に有する．このこと

は，微生物の多くが酸性から中性の pHでよく生育するこ

とと相関している．一方，好アルカリ性微生物由来のキシ

ラナーゼの中には酸性からアルカリ性まで広い作用 pH範

囲をもつものもあるが，アルカリ性領域に反応の至適を有

する酵素は知られていなかった４）．また，好熱性微生物が
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生産するキシラナーゼは一般に高い反応至適温度を有する

が，アルカリ性において活性をもつものは報告されていな

い．本稿では，好アルカリ性微生物由来アルカリキシラ

ナーゼの耐アルカリ性機構の解明と耐アルカリ性のさらな

る向上について概説する．さらに，好熱性微生物由来耐熱

性キシラナーゼへの耐アルカリ性付与に向けた最近の研究

成果について紹介する．

２． キシラナーゼの分類と触媒機構

キシラナーゼを含む糖質加水分解酵素は，触媒ドメイン

のアミノ酸配列の相同性に基づき１１５の糖質加水分解酵素

（GH）ファミリーに分類されている（http:／／www.cazy.org／

fam／acc_GH.html）．キシラナーゼは六つの GHファミリー

に分布しているが，GHファミリー１０および１１に属する

ものが大部分である．これら二つの GHファミリーに属す

るキシラナーゼの間にはアミノ酸配列上の相同性はなく，

分子量や等電点なども異なっている（表１）．GHファミ

リー１０キシラナーゼの触媒ドメインの分子量は GHファ

ミリー１１より大きく，酸性の等電点をもつ．一方，GH

ファミリー１１キシラナーゼは，等電点により酸性および

塩基性の二つのグループに分けられる．現在までに１，０００

を超えるキシラナーゼのアミノ酸配列がタンパク質データ

ベースに登録されているが，GHファミリー１０および１１

キシラナーゼはおよそ３：２の割合で分布している．これ

までに，数多くのキシラナーゼについて X線結晶構造解

析が行われ，現時点で GHファミリー１０および１１合わせ

て２００種類余りの立体構造が報告されるに至っている

（http:／／www.ebi.ac.uk／thornton-srv／databases／pdbsum／）．両

GHファミリーに属する酵素の基本構造骨格は互いに異

なっており，GHファミリー１０キシラナーゼは（β／α）８バ
レル構造をとるのに対し，GHファミリー１１キシラナー

ゼは β-ジェリーロール構造をとる．加水分解反応が進行

する触媒部位はクレフトとよばれるが，GHファミリー１０

キシラナーゼに比べ，GHファミリー１１キシラナーゼは

深いクレフトを有する（後述，図２および７を参照）．触

媒ドメインのみからなるシングルドメイン酵素の性質比較

において，概して GHファミリー１１よりも GHファミ

リー１０キシラナーゼの方が高い耐熱性を有するものが多

いが，これは上述した基本構造骨格の違いに起因している

のかもしれない．

GHファミリー１０および１１キシラナーゼは，いずれも

二つの酸性アミノ酸が関与する触媒機構をとる３，４）．すなわ

ち，二つの酸性アミノ酸の側鎖カルボキシル基はクレフト

内部で互いに向かい合って存在し，そのうちの片方が一般

酸／塩基触媒として働き，もう一方が求核剤ならびに反応

中間体のオキソカルボニウムイオンの安定化に機能する

（図１）．反応の前後において基質である糖の還元末端のア

ノマー型が変わらないことから，この反応機構はリテイニ

ング機構とよばれる．リテイニング機構においては，一般

酸／塩基触媒として働くカルボキシル基は少なくとも反応

直前までプロトンを保持し続けることが必要となる．GH

ファミリー１０および１１キシラナーゼにおいては，二つの

触媒残基はいずれもグルタミン酸が司る．遊離型グルタミ

ン酸の側鎖カルボキシル基の pKaは pH４程度であるから，

反応の至適を中性付近に有するキシラナーゼにおいても，

一般酸／塩基触媒残基の側鎖カルボキシル基の pKaはかな

り高まっていることになる．従って，キシラナーゼの作用

pHのアルカリ性側は，一般酸／塩基触媒残基側鎖カルボキ

シル基の pKaで規定されるものと考えられる．

３． GHファミリー１１アルカリキシラナーゼの耐アルカ

リ性機構の解明と耐アルカリ性のさらなる向上

筆者らは，日本国内の土壌より，キシラナーゼ生産菌で

ある好アルカリ性細菌 Bacillus sp.４１M-１株を分離した４）．

４１M-１株が分泌生産するキシラナーゼ（キシラナーゼ J）

は，アルカリ性領域（pH９．０）に反応の至適を有する耐（好）

アルカリ性の酵素であった．本酵素は，GHファミリー１１

に属する触媒ドメインおよび糖質結合モジュール（CBM）

ファミリー３６に属するキシラン結合ドメイン（XBD）か

らなるマルチドメイン構造をとる４，５）．これまでに，キシラ

ナーゼ J遺伝子の大腸菌における発現が行われ，タンパク

質工学的手法による触媒残基の同定が試みられた．その結

果，キシラナーゼ Jの一般酸／塩基触媒残基は Glu１８３，そ

して求核剤残基は Glu９３であることが推察された４）．キシラ

ナーゼ Jはアルカリ性条件下においても高活性を示すこと

から，本酵素の Glu１８３側鎖カルボキシル基は中性酵素に比

べてさらに高い pKa値を有しているものと考えられた．

最近，筆者らは X線結晶構造解析による組換えキシラ

ナーゼ Jの立体構造の決定に成功した（PDB ID：２DCK，２

DCJ）．これまでに，触媒ドメインと糖質結合モジュール

の立体構造を別々に解析した報告は多々あるが，完全長の

マルチドメインキシラナーゼの立体構造を決定した例は少

表１ GHファミリー１０および１１キシラナーゼの触媒ドメインの性質比較

GHファミリー 平均分子量 平均等電点（pI） 基本構造骨格 触媒機構 酸／塩基触媒残基 求核剤残基

１０ ３７，０００ pH５．７ （β／α）８ リテイニング Glu Glu

１１ ２１，０００ pH５．０，９．５ β-ジェリーロール リテイニング Glu Glu
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ない．キシラナーゼ Jの触媒ドメイン領域は，GHファミ

リー１１キシラナーゼに保存されている β-ジェリーロール

構造をとり，２枚の βシートが重なることでクレフトを形
成していた（図２）．以後，キシラナーゼ Jの触媒ドメイ

ン領域のみから構成される欠失型酵素をΔXBDとよぶ．

これまでに立体構造が明らかにされたファミリー１１キシ

ラナーゼについて，触媒ドメイン中に存在する塩橋の比較

を行った．ここでは，反応至適 pHに応じ，アルカリキシ

ラナーゼ，中性キシラナーゼおよび酸性キシラナーゼに分

類することとし，立体構造上，同じ位置に存在する塩橋を

横に並べて示した．キシラナーゼ J（ΔXBD）を含むアル

カリキシラナーゼおよび一部の中性キシラナーゼには，他

の中性および酸性キシラナーゼには存在しない塩橋が存在

することが明らかとなった（表２）．これらの特徴的塩橋

はクレフト内部でネットワークを形成していることから，

キシラナーゼ Jの触媒活性，ひいては耐アルカリ性に直接

影響を及ぼしている可能性が考えられた．

そこで，キシラナーゼ Jの耐アルカリ性に対するこれら

特徴的塩橋の関与を調べることにした．すなわち，キシラ

ナーゼ Jのクレフト内部において特徴的塩橋を形成してい

る酸性アミノ酸（Asp１４，Glu１６および Glu１７７）および塩

基性アミノ酸（Arg４８，Lys５１および Lys５２）をそれぞれ

中性アミノ酸（Asnないし Gln）へ置換することで，特徴

的塩橋を破壊した変異型酵素を調製した．その際，触媒ド

メイン領域のみからなるΔXBDを基盤として用いた（XBD

領域を欠失することで，反応の至適は pH８．５となる）．

反応 pH依存性を調べた結果，大部分の変異型酵素におい

て，反応至適 pHの酸性側へのシフトが観察された６）（図

図１ GHファミリー１０および１１キシラナーゼの触媒機構（リテイニング機構）
GHファミリー１０および１１キシラナーゼにおいては，二つの酸性アミノ酸の側
鎖カルボキシル基がクレフト内部で向かい合って存在する．片方が一般酸／塩基
触媒として働き，もう一方が求核剤ならびに反応中間体のオキソカルボニウムイ
オンの安定化に機能する．加水分解反応の前後で糖の還元末端のアノマー型が変
わらないことから，リテイニング機構とよばれる．リテイニング機構において
は，酸／塩基触媒残基の側鎖カルボキシル基の pKaは高まっている．

１１０３２００９年 １２月〕



３）．このことから，クレフト内部に存在するこれらの特徴

的塩橋は，本酵素の耐アルカリ性に重要な役割を果たして

いることが明らかとなった．先にキシラナーゼ Jの一般

酸／塩基触媒残基 Glu１８３の側鎖カルボキシル基はたいへん

高い pKa値を有している可能性を指摘したが，これらの特

徴的塩橋はアルカリ性環境において Glu１８３側鎖カルボキ

シル基の pKa値を高く保つために機能しているのかもしれ

ない．その機構としてはクレフト内部の微細構造の安定化

や水素結合ネットワークの強化などが考えられるが，詳細

は不明である．

次に，特徴的塩橋を形成するアミノ酸残基のうち，塩基

性アミノ酸の Lys５１および Lys５２をより塩基性度の高い

Argへ置換することで，特徴的塩橋の強化を試みた．Lys

５１を Argに置換した変異型酵素ΔXBDK５１Rにおいては，反

応の至適が野生型ΔXBDの pH８．５から pH９．０へとアル

カリ性側にシフトしていた７）（図４）．いくつかの GHファ

ミリー１１に属する酸性および中性キシラナーゼにおいて

も，タンパク質工学の手法により反応至適 pHをアルカリ

性側にシフトさせた例が報告されているが８～１０），アルカリ

酵素の反応至適 pHをさらにアルカリシフトさせたのは本

研究が初めてである．一方，ΔXBDK５１Rとは対照的に，

Lys５２を Argに置換したΔXBDK５２Rではアルカリ性領域で

の活性低下が観察された（図４参照）．Lys５２の Argへの

置換により局所的な立体障害が生じ，結果として塩橋ネッ

トワークが崩れてしまった可能性も考えられる．今後，特

徴的塩橋を破壊・強化した変異型酵素の詳細な立体構造解

表２ GHファミリー１１キシラナーゼに存在する塩橋の比較

アルカリキシラナーゼ 中性キシラナーゼ 酸性キシラナーゼ

Bacillus sp.
４１M-１
ΔXBD

Bacillus
agaradhaerens

Xyn１１

Bacillus
subtilis

Xyn１１X

Dictyoglomus
thermophilum

XynB

Streptmyces sp.
S３８

Xyn１

Aspergillus
kawachii

XynC

Aspergillus
niger

XYLA I

His１０-Asp１１

Asp１４-Lys５１
Glu１６-Arg４８
Glu１６-Lys５２
Arg４８-Glu１７７
Glu１７７-Lys５２

Glu５５-Lys１３５

His５９-Glu１６６

Glu９３-Arg１２８
Asp９８-Arg１２８
Asp９８-Arg１４７

Lys１１１-Glu１２５

Asp１１７-Arg１５１

Asp１１７-His１６１

His１１-Asp１２

Asp１５-Lys５２
Glu１７-Arg４９
Glu１７-Lys５３
Arg４９-Glu１７８
Glu１７８-Lys５３

Glu５６-Lys１３６

His６０-Glu１６７

Glu９４-Arg１２９
Asp９９-Arg１２９
Asp９９-Arg１４８

Arg１０５-Asp１２３
Lys１１１-Glu１２５
Glu１２６-Lys１４２
Asp１１７-Arg１５２

Asp１１８-His１６２

His１２-Asp１３

Asp１６-Lys５３
Glu１８-Arg４９
Glu１８-Lys５３
Arg４９-Glu１７７
Glu１７７-Lys５３

His６０-Glu１６６

Glu９４-Arg１２８
Asp９９-Arg１５１
Asp９９-Arg１４７

Arg１０５-Asp１２２
Lys１１１-Glu１２５
Glu１２５-Lys１４１
Asp１１７-Arg１５１

Asp１１７-His１６１

Glu１６-Arg４７

Asp１７３-Lys５１

Arg６３-Asp１１４

Glu９０-Arg１２５
Glu９５-Arg１４８
Glu９５-Arg１４４
Glu９５-His１５８
Arg１０１-Asp１１９

Arg１２２-Asp１３８
Asp１１４-Arg１４８

Asp１１４-His１５８

Arg５８-Asp１５６

Glu８７-Arg１２１
Asp９２-Arg１４４
Asp９２-Arg１４０
Arg９８-Asp１１５

Asp１１０-Arg１４４

Asp１１０-His１５４

Glu８４-Arg１３８
Glu８４-Arg１３４
Glu８４-His１４８

Asp１０４-Arg１３８
Asp１０４-Arg１３４
Asp１０４-His１４８
Arg１１５-Asp１１４
Arg１１５-Glu１１８

Glu８４-Arg１３８
Glu８４-Arg１３４
Glu８４-His１４８

Asp１０４-Arg１３８
Asp１０４-Arg１３４
Asp１０４-His１４８
Arg１１５-Asp１１４
Arg１１５-Glu１１８

塩橋を形成している酸性アミノ酸および塩基性アミノ酸をハイフンで結んで示した．また，アルカリキシラナーゼおよび一部
の中性キシラナーゼにおいて，クレフト内部でネットワークを形成している塩橋を四角枠で囲んだ．

図２ キシラナーゼ J触媒ドメイン領域の立体構造（A）および
クレフト内部に存在する特徴的塩橋（B）

塩橋を形成している酸性アミノ酸（Asp１４，Glu１６および Glu
１７７）ならびに塩基性アミノ酸（Arg４８，Lys５１および Lys５２）を，
触媒残基（Glu９３および Glu１８３）とともに示した．
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析を行うことで，キシラナーゼ Jの特徴的塩橋と耐アルカ

リ性機構との関連を明確に示すことが可能となろう．

強アルカリ性条件において高活性を示すある種のアルカ

リセリンプロテアーゼは，通常のアルカリセリンプロテ

アーゼに比して，分子表面により多くの Argおよび親水

性無電荷アミノ酸をもち，Lysおよび負電荷アミノ酸は少

ないという１１）．これまでに，Trichoderma reesei 由来 GH

ファミリー１１キシラナーゼ IIについて，クレフト外部の

分子表面（Ser／Thr表面とよばれる領域）に過剰の Argを

導入した変異型酵素が構築された１０）．Ser／Thr表面に五つ

の Argを導入した変異型酵素においては，野生型では pH

５～６にあった反応の至適が，pH６～７へとアルカリシフ

図３ 野生型ΔXBDおよび特徴的塩橋を破壊した変異型酵素の反応 pH依存性
キシラナーゼ Jの触媒ドメイン領域のみからなる欠失型酵素ΔXBDを基盤とし，クレフト内部に存在する
特徴的塩橋を破壊した大部分の変異型酵素において，反応至適 pHの酸性側へのシフトが観察された．

図４ 野生型ΔXBD，特徴的塩橋を強化した変異型酵素および分子表面に Argを導入した
変異型酵素の反応 pH依存性

キシラナーゼ Jの触媒ドメイン領域のみからなる欠失型酵素ΔXBDを基盤とし，クレフト
内部に存在する特徴的塩橋を強化した変異型酵素ΔXBDK５１R，およびクレフト外部の分子表
面に Argを導入した変異型酵素ΔXBDR５において，反応至適 pHのアルカリシフトが観察さ
れた．また，特徴的塩橋の強化と分子表面への Argの導入は，耐アルカリ性の向上に互い
に相加的に働いた．
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トしていた．また，当該変異型酵素の反応至適温度は，野

生型酵素に比して５℃高まっていた．そこで筆者らは，キ

シラナーゼ Jのクレフト外部分子表面に Argを導入するこ

とで，耐アルカリ性のさらなる向上を試みた．T. reesei 由

来キシラナーゼ IIの例に倣い，ΔXBDの Ser／Thr表面に

五つの Argを導入した変異型酵素ΔXBDR５（Ser２６，Thr３４，

Asn７４，Asn７６および Asn１９２をいずれも Argに置換；図

５）においては，反応至適 pHがアルカリ性側へシフトし

ていた６，７）（図４参照）．また，クレフト外部の分子表面へ

の Argの導入およびクレフト内部に存在する特徴的塩橋

の強化（Lys５１の Argへの置換）を組み合わせた変異型酵

素ΔXBDR５／K５１Rにおいては，野生型酵素では pH８．５にあっ

た反応の至適が，pH９．５にまでシフトすることが明らか

となった７）（図４参照）．さらに，変異型酵素ΔXBDR５およ

びΔXBDR５／K５１Rの比活性は野生型酵素の１／２程度にまで低

下していたものの，反応至適温度の向上が認められた．以

上より，クレフト外部の分子表面への Argの導入は，クレ

フト内部に存在する特徴的塩橋の強化とは独立して，キシ

ラナーゼ Jの耐アルカリ性の向上に互いに相加的に働くこ

とが明らかとなった．キシラナーゼ Jの耐アルカリ性機構

に不明な点は残されているものの，本酵素の耐アルカリ性

のさらなる向上へ向け大きな一歩を踏み出したといえよ

う．

４． GHファミリー１０耐熱性キシラナーゼの

耐アルカリ性向上の試み

超好熱性細菌 Thermotoga maritima MSB８株は GHファ

ミリー１０に属する二つのキシラナーゼ（キシラナーゼ A

および B）を生産する１２）．キシラナーゼ Aは糖質結合モ

ジュールなどの付加ドメインをもつマルチドメイン構造を

とるのに対し，キシラナーゼ Bは触媒ドメインのみから

なるシングルドメイン酵素である．筆者らは，T. maritima

MSB８株のゲノム情報１３）に基づきキシラナーゼ B遺伝子を

PCR増幅し，その大腸菌での発現を行った１４）．組換えキシ

ラナーゼ Bの性質を調べた結果，反応至適温度は１００～

１１０℃であることがわかった．また，キシラナーゼ Bは

pH３．０～９．０の広い範囲で安定であったが，反応の至適は

pH６．０であり，アルカリ性では活性が大きく低下するこ

とがわかった（後述図６参照）．さらに，タンパク質工学

的検討により，本酵素の触媒残基は Glu１３５および Glu２４１

であることが明らかとなった．産業応用上，アルカリ性か

つ高温条件下で高活性を示すキシラナーゼが有利であるこ

とは，本項の冒頭で述べたとおりである．そこで筆者ら

は，すでに超高度の耐熱性を獲得している T. maritima

MSB８株由来 GHファミリー１０キシラナーゼ Bの耐アル

カリ性化を試みた．

本研究を開始した当時，キシラナーゼ Bの立体構造に

関する情報はなかったため，進化分子工学の手法を用いる

こととした．すなわち，変異導入条件での PCRによりキ

シラナーゼ B遺伝子にランダム変異を導入して増幅した

後，ライブラリーを作製し，各クローンについてキシラ

ナーゼ活性を評価した．変異導入率が０．３０％のライブラ

リーから２７，０００株のスクリーニングを行った結果，野生

型キシラナーゼ Bに比してアルカリ性での相対活性が向

上したと思われる変異型酵素（変異体１）を生産するクロー

ンが得られた１４）．変異体１は三重変異体で，Asn１５の Tyr,

Tyr３５の Phe，そして Asn９２の Aspへの置換を含む．そこ

で，Asn１５，Tyr３５および Asn９２に単独の変異をもつ変異

型酵素をそれぞれ調製し，変異体１とともに反応 pH依存

性を調べた．その結果，変異体１（XynTBMutant１）および Asn

９２を Aspに置換した変異型酵素 XynTBN９２Dでは，野生型

キシラナーゼ B（XynTB）に比して比活性が向上していた１４）

（図６）．また，中性での活性に対するアルカリ性での相対

活性を比較した場合，変異体１および変異型酵素

XynTBN９２Dにおいてはアルカリ性での相対活性も向上して

いることがわかった．

その後，筆者らは組換えキシラナーゼ B（野生型）の X

線結晶構造解析を行い，その立体構造を明らかにした１５）

（PDB ID：１VBR，１VBU）．これまでに報告されているキ

シラナーゼの中で最も高い反応至適温度をもつ本酵素の結

晶構造が解かれたことにより，超高度耐熱機構の解明が期

待されよう．キシラナーゼ Bは，GHファミリー１０キシ

ラナーゼに保存されている（β／α）８バレル構造をとること
がわかった（図７）．そこで，変異体１で認められたアミ

ノ酸置換部位を，キシラナーゼ Bの立体構造にあてはめ

て示した．変異体１に含まれる三つの変異箇所のうち，

図５ キシラナーゼ J触媒ドメイン領域の立体構造および Arg
残基導入部位

Argを導入した Ser／Thr表面上の五つのアミノ酸（Ser２６，Thr
３４，Asn７４，Asn７６および Asn１９２）を，特徴的塩橋を形成する
塩基性アミノ酸 Lys５１とともに示した．
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Asn１５および Tyr３５はクレフト外側の，あまり加水分解反

応に関与できない位置に存在する．一方で，Asn９２はクレフ

ト内部に存在し，二つの触媒残基（Glu１３５および Glu２４１）

に隣接している．Asn９２の側鎖と触媒残基との直接的・間

接的な相互作用が比活性と耐アルカリ性の向上をもたらし

たものと考えられるが，その詳細は不明であり，変異型酵

素 XynTBN９２Dの立体構造解析が待たれるところである．

今後は，XynTBN９２Dをベースとして進化分子工学的検討

を繰り返すことで，耐アルカリ性がさらに大きく向上した

変異型酵素の取得が可能となろう．その際，キシラナーゼ

Bの立体構造情報が有力な武器となる．立体構造に基づき

変異導入箇所をある程度限定することで，耐アルカリ性化

にまったく無関係と思われる箇所に変異が導入されたク

ローンをライブラリーから排除できるため，より効率的な

スクリーニングが可能になると期待される．一方，最近に

なって，GHファミリー１０に属する二つのアルカリキシ

ラナーゼの結晶構造が解かれた１６，１７）．GHファミリー１０ア

ルカリキシラナーゼに特徴的な構造を T. maritima MSB８

株由来キシラナーゼ Bに導入することによっても，本酵

素の耐アルカリ性向上が可能になるものと期待されよう．

５． お わ り に

アルカリ性かつ高温の条件下で高活性を示すキシラナー

ゼの取得は，産業応用上，たいへん有意義である．また，

キシラナーゼの耐アルカリ性機構の解明は学術的にも大き

な価値があると考えられる．本稿では，もともと耐アルカ

リ性を有する好アルカリ性微生物由来 GHファミリー１１

キシラナーゼ，ならびにすでに超高度の耐熱性を獲得して

いる超好熱性微生物由来 GHファミリー１０キシラナーゼ

に注目し，それらの耐アルカリ性の向上を目指した筆者ら

の研究成果について駆け足で紹介した．現時点でキシラ

ナーゼの耐アルカリ性機構の完全解明までには至っていな

いが，キシラナーゼの反応至適 pHを自由自在に操作でき

る時代はすぐそこまで来ているといえよう．

筆者ら研究成果に関する文献は総説を中心に引用したの

で，それらの引用文献も併せてご参照いただきたい．本稿

で紹介した二つのキシラナーゼの X線結晶構造解析は，

元・東京工業大学大学院生命理工学研究科の田中信夫先

生，熊坂崇先生ならびに Ihsanawati博士との共同研究によ

図６ 野生型キシラナーゼ B（XynTB），変異体１（XynTBMutant１）および変異型酵素
XynTBN９２Dの反応 pH依存性

進化分子工学的手法により得られた変異体１および変異型酵素 XynTBN９２Dは，野生
型キシラナーゼ Bに比して比活性が向上していた．また，中性での活性に対するア
ルカリ性での相対活性も，野生型キシラナーゼ Bに比して向上していることがわ
かった．

図７ キシラナーゼ Bの立体構造および変異体１で見出された
変異箇所

変異体１で見出された三つの変異箇所（Asn１５，Tyr３５および
Asn９２）を，触媒残基（Glu１３５および Glu２４１）とともに示した．
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り行われた．また，両酵素の耐アルカリ性向上という研究

成果は，同研究科の八波利恵先生および福居俊昭先生，さ

らには筆者の研究室の梅本博仁博士，月村亘氏，故・玉野

井秀典氏，天野（諸熊）千尋氏，三宅（稲見）麻由子氏，

渡邉景子氏をはじめとする多くの学生諸君の努力の賜物で

ある．ここに記して感謝する．
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