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要約 
Pleurotus 種は、２年前にそのゲノムが完全に明らかにされているモデル菌Phanerochaete 
chrysosporiumにおいて見いだされているものとは異なったリグニン分解酵素群を産生する。
P.chrysosporiumにおいてはリグニンペルオキシダーゼ(LiP)、マンガンペルオキシダーゼ(MnP)
およびグリオキサルオキシダーゼについては詳細に検討されているが、ヴァーサタイルペルオキ

シダーゼ(VP)（訳者注：versatileには多機能という意味もあるが、ここでは和訳せず原文のまま
とする）、アリルアルコールオキシダーゼ、ラッカーゼはPleurotus に特徴的なものであることが
明らかになってきている。VPは他のLiPやMnPと並んでリグニン分解性ペルオキシダーゼの第３
のファミリーを形成するが故に、特別に興味の対象となってきている。結晶学、分光学的解析お

よび部位特異的変異などで得られた結果を総合して、この酵素はハイブリッド型分子構造を有し

ていることが示された。このことはこの酵素がマンガン（Mn3+が拡散可能な酸化剤として働く）

だけでなく高い酸化還元電位を有する芳香族化合物や色素を酸化することの裏付けとなっている。

後者の基質は、酵素の表面に露出したトリプトファン残基からの長距離電子移動によって酸化さ

れる。これによって、触媒反応の間自動的に水酸化されないLiPとは対照的に、タンパクラジカル
が生成する。一方、Mn2+はMnPについて報告されているよりも特徴的に高い柔軟性をもって結合
サイトにおいてヘムコファクターにより直接酸化される。このような結果を考慮して、ここでは

最新のVPの触媒サイクルについて論議する。Pleurotus 種の栽培は最近世界的に極めて増加して
おり、Pleur tusのリグニン分解性酸化還元酵素やこれらの菌類の生物学的な他の観点についての
将来の研究は、近年開始されたPleurotusゲノムプロジェクトで得られる結果によって強く推進さ
れるであろう。Pleuro usがリグニン分解研究において第２のモデル種になると結論できる。 
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１．リグニン分解研究におけるモデル菌類

 
リグニン生分解の研究のほとんどは白色腐朽性担子菌 Phanerochaete chrysospo ium (ヒダナシ
タケ目、コウヤクタケ科)に焦点を当てて行われたものである(1-6)。これらの研究の応用的な対象
は漂白した紙パルプの製造におけるリグニンやリグニンに由来する物質を除去するための（微生

物的あるいは酵素的）クリーンテクノロジーの開発であった。リグニン分解の生物システムはま

た、工業的あるいは環境的な応用（バイオエタノール生産を含む）においても関心が持たれてい

る。最初のリグニン分解性ペルオキシダーゼは P.chrys sporiumにおいて 1983-1984に見いださ
れ、1987においてクローン化され、さらにその結晶構造は 1993-1994において明らかにされた。
従って、この菌は生化学、分子生物学、酵素構造－機能研究などにわたるリグニン分解研究のモ

デル生物となってきた。リグノセルロース利用の分野における生物工学的な応用開発への関心か

ら、この菌はアメリカエネルギー省(DOE) Joint Genome Institute  (http://wwsw.jgi.doe.gov/)
においてゲノム配列解明の候補として選ばれた。この菌の完全なゲノムの最初のドラフトは既に

２年前に利用可能となっており、ゲノムの構造が明らかにされた最初の担子菌となった。 
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しかし、他の白色腐朽菌の方がリグニンを選択的に分解する能力があるため、工業的な利用によ

り適している。すなわち、それらがセルロースに対して限定的な攻撃を行うのに対し、

P.chrysosporium はセルロースとリグニンを同時に分解する。このような菌には生物－機械パル

プの研究において最も注目を浴びる菌となった Ceriporiopsis subvermispora  (ヒダナシ目、カ
ワラタケ科) (8)や、非木質系のリグノセルロース物質から脱リグニンを行う能力のある菌として
よく知られている Pleurotus (ハラタケ目、ヒラタケ科)が含まれる(9)。Pleurotus種に対する関心
は Pleurotus ostreatus とその関連種が Agaricus bisporus  
(ハラタケ目、ハラタケ科) や Lentinus edodes (ハラタケ目、キシメジ科) (10)に続いて世界的に
最も重要な栽培品種であること、また、その生産が近年急速に増加していることによってさらに

高まっている。 
 
上記の状況により、スペインNavarre Public University のA. D. PisbarroとL. Ramirezにより主
導されたPleurotus のシーケンスプロジェクトが 2006年 6月にDOE Joint Genome Instituteに
より取り上げられることになった。この研究にはCIB, CSIC, Madriｄ を含む８ヶ国のグループ
が参加している。報道発表(http://www.jgi.doe.gov/News/news _7_11_06.html) は「異なる系統
樹上の分枝に属し、異なる一連のリグニン分解酵素を持っているこの生物はこれまでDOE JGIに
より配列が決定された白色腐朽菌Phanero haete chrysosopoiujm のゲノムに対する有用な比較
菌として役立つであろう」としている。 
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2. リグニン分解に関与しているPleurotusの酸化還元酵素 
 
われわれの Pleurotus eryngii のリグニン分解酵素に関する研究は、先の報道発表に述べたよう
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に、Pleurotus に特有であるが P.chrysosporium には欠けている３つの酸化還元酵素に関するも
のである。これらの酵素とは２つのヴァーサタイルペルオキシダーゼ(VP)、１つのアリルアルコ
ールオキシダーゼ(AAO)およびいくつかのラッカーゼである(11)。ラッカーゼの産生は長い間褐色
腐朽菌に比較して白色腐朽菌の特徴の一つであると考えられてきたが、P.eryngiiも例外ではない
(12)。しかし、P.chrys sporiumゲノムの完全シーケンス解析が行われたことにより、フェロオキ
シダーゼの存在と典型的なラッカーゼ遺伝子の欠如を示され(7)、この菌によるラッカーゼの産生
の可能性についての論議は数年前に終結した。驚くべきことに、Pleuorotusの２つの菌体外酸化
還元酵素(VPおよび AAO)はまた、 Bjerkandera adusta（Aphyllophorales familyであり、系
統学的には Coriolaceae とは関連性がない）によっても産生することであり(13-15)、また、これ
らの酵素は他のほとんどの白色腐朽菌においては論議されていなかった。 

o

 
リグニン分解性ペルオキシダーゼは P.chrysosporium のグリオキサルオキシダーゼ(16)や
Pleurotus の AAO(17)のような菌体外酸化酵素によって生成される過酸化水素を使ってリグニン
の酸化的分解を触媒するが、これは基本的には、森林生態系における炭素の循環の鍵となるステ

ップとなるような細胞外プロセスである(3)。リグニンの酸化に必要とされる高い酸化還元電位を
持つため、リグニン分解性ペルオキシダーゼは工業的な生体触媒として高い関心の対象となって

いる。リグニン分解性ペルオキシダーゼとは対照的に、ラッカーゼはリグニンを適当な酸化還元

メディエーターの存在下においてのみ分解できる(18)。VP は最初に P.eryngii において見いださ
れ(19,20)、1999年にクローン化されたが(21)、その後のわれわれのリグニン分解性酸化還元酵素
の立体構造－機能研究の重要な部分はこの VPにあてられるようになった。 
 
3. ヴァーサタイルペルオキシダーゼ：ペルオキシダーゼClass II の第４のファミリー 
 
VA(EC 1.11.1.16)は P.chrysosoporium において最初に見いだされたリグニンペルオキシダーゼ

(EC 1.11.1.14)やマンガンペルオキシダーゼ(EC 1.11.1.13)とともにリグニン分解性ペルオキシダ
ーゼの新しいファミリーとして記載されている(22)。この菌の完全なゲノムは解析により”ハイブ
リッドペルオキシダーゼ”遺伝子の存在が明らかになったが、その配列は非リグニン分解性の
CIP(23) よりもよりもVPに関連性が高いことを示している。これまでのところ、VPは Pleur tus 
や Bjerkande a (15, 19-21, 24-26)属の菌類によってのみ産生されることが報告されている。
Lepista irina (ハラタケ目, キシメジ科)で報告されている VP(27)はまた P.eryngii酵素に相当し
ている。VP に加えて、典型的な LiP は B.adusta によっても産生される(26,28)が、一方では、
LiPは Pleu otus 種においてはこれまで報告されていない（この事実はこの菌の全ゲノムが明ら
かにされた時に確認されるであろう）。 
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この第４の糸状菌ペルオキシダーゼファミリーはMnP、LiP、CIPファミリーとともに、ペルオキ
シダーゼClass II (29)に含められるべきものである。VPについて最も顕著な点はこの酵素が他の
３つの糸状菌ペルオキシダーゼファミリーに特徴的な基質特異性を併せ持っているということで
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ある。このように、この酵素はMn2+、フェノール性および非フェノール性リグニン２量体、α-
ケト-γ-チオメチル酪酸(KTBA)、ベラトリルアルコール、ジメトキシベンゼン類、種々のタイプ
の色素、フェノール誘導体、ヒドロキノン類など多様な基質（酸化還元電位の高低を問わず）を

酸化する(13,30)。 
 
訳者注：ペルオキシダーゼのクラスについて（文献 29より） 
Class I: 主として原核生物のペルオキシダーゼ（酵母のミトコンドリアチトクローム Cペルオキ

シダーゼ、遺伝子が重複した細菌のペルオキシダーゼ）、クロロプラスト及び細胞質にあ

るアスコルビン酸ペルオキシダーゼ 
Class II: 細胞外に分泌される菌類のペルオキシダーゼ（LiP、MnP、CIP、VP） 
ClassIII: 植物から細胞外に分泌される典型的なペルオキシダーゼ 
 
最近、P.eryngiiのVPについて、この新しいペルオキシダーゼファミリーの構造と機能の特徴を理
解するため、種々の技術を用いて検討されている。新しいペルオキシダーゼの触媒としての特徴

は、異なる基質結合部位と酸化部位を結びつけるような分子構築のハイブリッド性に起因してい

るということが示唆されている(31)。野生型とその組換え体 (グリコシル化されていない) 
P.eryngii VPの結晶構造は高解像度で決定された。その分子構造は長距離電子移動(LRET)を経由
する芳香族基質の酸化に関与する露出したトリプトファン残基と推定Mn2+-酸化部位の存在を示
している。 
 
4. 芳香族化合物の長距離電子移動酸化 
 
LRET はチトクローム c ペルオキシダーゼ(CCP)のような酸化還元タンパクにおいて機能してい
ることが報告されている。このヘムを含む酵素はチトクローム Cをタンパク表面において酸化し、
電子を３つのアミノ酸残基を経緯しヘムコファクターの近傍に位置する安定な Trpラジカルに転
移する(32, 33)。分子内 LRETはいくつかの他のタンパクにおいても存在する。たとえば、DNA フ
ォトリアーゼでは、そのフラビンコファクターが他の２つの芳香族アミノ酸が係わる電子移動経

路において Trp残基により還元される(34)。リグニン分解における LRETでは、i) ペルオキシダ
ーゼ分子内で、リグニンのヘムコファクターへの接近を妨げるような立体的な障害を克服するよ

うに、さらに、ii) リグニン高分子自身において、酵素からある程度離れたところで最も不安定に
なっている構造単位間の結合の分解を引き起こすように、機能している(35,36)。 
 
P.eryngiiの VPアイソザイムの同型置換法に加えて、高解像度結晶構造(1.1Åで解析された)によ
り、高酸化還元電位の芳香族化合物の酸化のため LRET の３つの可能性が明らかにされている。
この可能な経路は、VPLでは Trp164あるいは His232で、また、アイソザイム VPS1では His82
あるいは Trp170から始まる。これらの残基は酵素表面に露出しており、ヘムから 11Åよりも短
距離に位置する。それらの機能を検討するため、２つの単独の変異(W164sと H232F)と１つの二
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重変異を VPLに導入し、I) このアイソザイムの２つの経路を除去し、また、II) 欠如していると
予想される経路を導入することを試みた。 
 
変異型酵素の解析から、Trp164が２つの高酸化還元性電位を持つ基質（ベラトリルアルコールお
よびリラティブブラック５）の酸化に必要であることが示されたが、他の二つの経路（His232お
よび His82が起点になる）は LRETに関与しないことが分かった。リグニンと相互作用する LiP
の残基と相同性を示すのは VPのHisの Trp164の同様な役割をしていたのは、LiPの Trp171で
あった(37)。どのような変異も Mn2+の酸化に影響を与えなかったが、これは酵素の逆の部位に
変異が生じたためであろう。Trp164をヒスチジン残基で置換することによっても非活性の変異株
が得られたことは、インドール側鎖が活性に必須であることを示している。232 と報告されてい
たが(38)、VP 
 
基質の酸化はタンパク自身のラジカルを経由して行われることが提案されている。リグニン分解

性ペルオキシダーゼにおいては、過酸化水素により活性化された VP の低温電子平行磁場共鳴
（EPR）解析によりはじめて、そのような中間体分子が Trp164 の位置で中性のラジカルとして
検出された(39,40)。Trp164はまた VPの自己還元反応にも関与しているが、このことはW164S
変異株において Comound IIの段階で反応が停止していることで示された。原子間の解像度をあ
げて VP の結晶構造を解析しても Trp164Cb 原子の水酸化は観察されなかった（数倍等量の過酸
化水素を添加した後においても）。このことは LiPの Trp171とは対照的である(41,42)。両ペルオ
キシダーゼ結晶構造はその反応性に影響を与えるべきタンパクラジカルの環境に相違があること

を示している。これらの変異はまた、LiP が（酵素のメディエーターとして作用する）ベラトリ
ルアルコールの存在下においてのみ酸化することができるような高い酸化還元電位を持つ芳香族

化合物の酸化反応での相違を説明することになるであろう(13)。 
 
5. Mn2+ 酸化部位 
 
Mn2+のMn3+への酵素的酸化は、リグニン分解に関与している菌類パーオキシダーゼ（MnPとVP）
のユニークな特徴であり(2,4)、それはまた、原核生物のカタラーゼ－ペルオキシダーゼにおいて
報告されている(43)。Mn3+は白色腐朽菌により合成された有機酸によりキレートされ、フェノー

ル性リグニンユニットに対する拡散性の酸化剤として作用し(44-46)、また、過酸化脂質の存在下
では非フェノール性の酸化剤としても同様に作用する(47)。Mn2+への接触の前後での野生型と組

換え体VPの結晶構造は、Asp175と協調してMn2+ の配置決定に寄与するであろうGlu36とGlu40
の側鎖の位置が様々に変化することを示した。これらの残基の関与を評価するため、部位特異的

変異を行った。 
 
E36A、E40AおよびD175A変異型酵素はMn2+活性（kcat）の減少をもたらしたが、それらの主な

効果は、親和性を 1/60-1/80 に減少したことである。遷移状態定数は、Compaund II が
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1/1,000—1/10,000に減少しただけでなく、Compound I も 1/80—1/325に減少したことも示した。
しかしながら、Mn2+ 酸化部位は依然として機能しており、活性を（kcatを 1 % 以下にするように）
抑えるには、三重変異株（E36A/E40A/D175A）が必要であった。メチレン基（CH2）一つ分短

くした変異型酵素E36DとE40DのMn2+に対する親和性は 1/25に減少したが、最大活性の 30-50％
の活性を保持していた（E40D反応のcompound I ではMn2+ の酸化には比較的効果があったが）。
その一方、マンガンパーオキシダーゼ（MnP）での同様な変異型酵素のkcat は 1/50—1/100に減
少した(48)。 
 
追加して構築した変異型酵素については以下の二つのことが分かった。i)175(A173R)の近くに塩
基性アミノ酸残基を導入した変異型酵素では、いくつか基質に対する活性が増加したにも関わら

ず、MnP で見られたような効果的なMn2+ 酸化の改善は見られない(49)。ii) Mn2+の酸化効果を低

下させるような末端のカルボキシル基の関与は排除される。得られた立体構造と反応速度論デー

タから、VPとMnPのMn2+ 酸化部位の顕著な違いが明らかになった。 
 
6. 更新されたVP触媒サイクル 
 
上述した結果を考慮して、Ruiz-Duenas らにより提案された基本的なVPの触媒サイクル(21)は、
ベラトリルアルコールや（リグニンを含む）他の高酸化還元電位基質の酸化に相当する部分につ

いてではあるが、Fig. 1 に示すような形で完成した(40)。書き換えたところは 2つのペルオキシ
ダーゼ型の存在を追加したことで、これらはCCPのCompound II で使用された(50) ２型の名前
をそのまま使ってCompound IB とIIB と表示している。特徴は１酸化等量が１Trpラジカルにな
ることである。これらは、古典的なCompound I と II （ここでは新たにCompound IA とIIBと

呼ばれる）と同じであるが、上述の酸化等量はポルフィリンカチオンラジカルとFe4+-oxo、のそ
れぞれを形成する。 
 
二つの平衡反応におけるA体とB体のそれぞれの割合は様々であり、そしてその触媒反応への関与
は酸化し得る基質の多様性に依存しているのであろう。言い換えると“古典的な”compound IAと

IIAはMn2+ の酸化過程の主要な中間体となる一方で、ある程度の割合のタンパクラジカル体がベ

ラトリルアルコールの酸化に必要であろう。EPR解析の結果は、VPのTrp164 ラジカルが
Compound I と平衡して存在していることを示した(40)。 Compound IIB の存在は触媒反応に
必要であり、CCPのそれはpH 5で全 Compound II の 10％であるが(51)、VPのそれは直接的に
はその存在が示されていない。 
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図-1  更新された VP触媒サイクル 
 
このスキームは次のことを示している。i) 過酸化水素誘導体による休止ペルオキシ
ダーゼ（VP、Fe3+を持つ）の２電子酸化が行われて古典的なCompound-I (C-1A、

Fe4+-oxoとTrpラジカルを持つ)が生成する基礎的なVPサイクル。2回の１電子反応に
おいてはCompound-IのMn2+による還元により古典的なCompound-II（C-IIA、ポル

フィリンの還元の後Fe4+-oxoを持つ）と休止VPが生成する。ii) ベラトリルアルコー
ルの酸化に係わっているCompound IB（C-IB、Fe4+-oxo と Trp ラジカルを持つ）と
IIB（C-IIB、Fe3+ と Trp ラジカルを持つ）を含む拡張サイクル(40)（このサイクル
においてはC-IB と C-IIB はそれぞれC-IA と C-IIA に対して平衡状態にある)。この
スキームに示すように、VPはi) 芳香族基質(AH)を相当するラジカル(A・)に、また、
II) Mn2+をMn3+に酸化する。他の低酸化還元電位の芳香族基質はおそらくA型および
B型の両者により酸化されると考えられるが、その反応は単純ではない。C-IBとC-IIB

における活性トリプトファンはTrp164である。 
 

翻訳担当：桑原正章、志村洋一郎 
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