
  

  

（ 続紙 １ ）                             
京都大学 博士（エネルギー科学） 氏名  L I N  M E N G - I  

論文題目 

Heterologous expression and characterization of lignocellulose degradation 

enzymes of wood rotting fungus Ceriporiopsis subvermispora, 
manganese peroxidases and glucuronoyl esterases 

(木材腐朽菌 Ceriporiopsis subvermispora が産生する木質分解酵素マンガン

ペルオキシダーゼとグルクロノイルエステラーゼの異種発現と活性解析) 

（論文内容の要旨） 
 本論文は、木材腐朽菌のゲノム上にコードされた木質バイオマスを分解する活性を有する

酵素に関し、異種宿主を用いた発現・精製系を確立し、酵素としての性質をキャラクタリゼー

ションした結果をまとめたもので、７章からなっている。 

 第１章は序論で、木質バイオマスからバイオエネルギーと有用物質を効率的に取

得する為には、主要成分であるリグニンの分解、及びリグニンともう一つの主要成

分であるヘミセルロースとの間の共有結合(LCC 結合)の切断が、必要である事を説明

している。低エネルギー負荷かつ低環境負荷でこれらを行うには、木材腐朽菌のリ

グニン分解酵素であるマンガンペルオキシダーゼ(MnP)と、LCC 結合を切断する酵素

であるグルクロノイルエステラーゼ(GE)の利用が有力であると指摘している。その

上で、まずこの二つの酵素を異種宿主を用いて発現・精製する系を確立し、次に両

酵素の性質を解析するという本論文の目的を述べている。 

 第２章では、リグニンを優先的に分解する木材腐朽菌である Ceriporiopsis 

subvermispora(Cs)のゲノム上にコードされている 3 種類の MnP(short MnP、long 

MnP、extralong MnP)に関し、大腸菌を用いた可溶性画分への異種発現に成功した。

培養を低温において行い、分子シャペロンを共発現させる事、培養中にヘミンを連

続的に投与する事が成功の鍵であった。さらに発現した MnP を、３種のカラムクロ

マトグラフィーを用いて、高い純度まで精製する事に成功した。 

 第３章では、精製した３種類の MnPの活性を検証し、いずれも活性を有する事を確認した。

酸化活性は long MnP が最も高く、また熱安定性は extralong MnP が最も高い事が分か

った。MnP がリグニンの２量体モデル化合物に対する反応性を有する事も確認でき

た。 

 第４章では、short MnP が他の MnP とは異なる性質を有する事を見出した。short 

MnP は、ある種の基質に対しては、マンガンイオンが存在しない条件下においても、

酸化反応を生じる事が分かった。また非フェノール性の基質に対しても、反応を生

じる事も分かった。これらの事は short MnP が、リグニンペルオキシダーゼ(LiP)及

びヴァーサタイルペルオキシダーゼ(VP)と同様の性質を有する事を示している。一

方別の基質に対しては、マンガンイオンが存在しない条件下においては酸化反応が

生じない事も分り、LiP 及び VP とは異なる性質を有している事も分った。以上より

short MnP は、これまでに知られている酵素とは異なる種類の酵素である事が示唆さ



  

  

れた。 

 第５章では、菌類のゲノム上にコードされている GE(FGE)に関し、系統樹解析を行った。そ

の結果 FGEは、７つのクレードに分類される事が分かった。この内クレードⅡとⅤに属する

FGEに関しては、これまでに解析例が全く無い事も判明した。 

 第６章では、FGEのクレードⅡに分類される Pleurotus eryngii(Pe)のゲノム上にコードさ

れている GE(PeGE)と、同クレードⅤに分類される Csのゲノム上にコードされている GE(CsGE)

に関し、Pichia pastoris酵母を用いた異種発現に成功した。両 GEの精製にも成功した。精

製した両 GEは、いずれも LCC結合を切断する活性を有する事が確認された。GEの LCC結合切

断活性を、従来法より正確に決定する手法の開発にも成功した。PeGEは、これまでに活性が

報告された GEの中で最も高い活性を有する事が分かった。また PeGEは CsGEに比べ、各種の

阻害剤・添加剤に対する耐性が高い事も分り、木質バイオマスの利活用により適していると考

えられた。 

 第７章は総括で、木質バイオマスの利活用に有用であると考えられる３種の MnPと２種の

GEの異種発現法及び精製法の確立と、得られた５種の酵素の活性のキャラクタリゼーション

に関し、得られた成果を要約している。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

  

（続紙 ２ ）                            
（論文審査の結果の要旨） 

 木質バイオマスからバイオエネルギーと有用物質を効率的に取得する為には、

主要成分であるリグニンの分解、及びリグニンともう一つの主要成分であるヘミ

セルロースとの間の共有結合(LCC 結合)の切断が、必要である。そこで本論文では、

木材腐朽菌が有するリグニン分解酵素であるマンガンペルオキシダーゼ(MnP)と、

LCC 結合を切断する酵素であるグルクロノイルエステラーゼ(GE)に注目し、まずこ

れらの酵素を異種宿主を用いて発現・精製する系を確立し、次に得られた両酵素

の性質を解析した結果をまとめており、得られた主な成果は次のとおりである。 

1. 木材腐朽菌 Ceriporiopsis subvermispora(Cs)のゲノム上にコードされている 3

種類の MnP(short MnP、long MnP、extralong MnP)に関し、大腸菌を用いた異種発

現と精製に成功した。 

２．酸化活性は long MnP が最も高く、また熱安定性は extralong MnP が最も高い事

が分かった。リグニンのモデル化合物に対する反応性を有する事も確認できた。 

３．short MnP は、ある種の基質に対しては、マンガンイオンが存在しない条件下

においても、酸化反応を行う事が分かった。また、非フェノール性の基質に対し

て反応する事も分った。これらの事から short MnP は、これまでに知られている

酵素とは性質が異なる事が分かった。 

４．菌類のゲノム上にコードされている GE(FGE)に関する系統樹を作成し、７つのクレード

から成る事が分かった。この内クレードⅡとⅤに属する FGEに関しては、これまでに解析

例が全く無い事も判明した。 

５．クレードⅡに分類される Pleurotus eryngii(Pe)のゲノム上にコードされている

GE(PeGE)と、クレードⅤに分類される Csにコードされている GE(CsGE)に関し、Pichia 

pastoris酵母を用いた異種発現と精製に成功した。PeGEは、これまでに活性が報告された

GEの中で、最も高い活性を有する事が分かった。また PeGEは各種の阻害剤・添加剤に対す

る耐性が高い事も分り、木質バイオマスの利活用により適していると考えられた。 

 以上本論文では、３種の MnPと２種の GEの異種発現法及び精製法を確立し、得られた５

種の酵素の活性のキャラクタリゼーションを行った。得られた知見は、酵素を用いた木質

バイオマスの利活用の基盤となり、エネルギー科学の研究に寄与するところ大である。よ

って、本論文は博士（エネルギー科学）の学位論文として価値あるものと認める。また、

平成３０年８月３０日に実施した論文内容とそれに関連した試問の結果、合格と認めた。 

 なお、本論文は、京都大学学位規程第１４条第２項に該当するものと判断し、公表に際

しては、当該論文の全文に代えてその内容を要約したものとすることを認める。 
論文内容の要旨、審査の結果の要旨及び学位論文の全文は、本学学術情報リポジトリに

掲載し、公表とする。ただし、特許申請、雑誌掲載等の関係により、要旨を学位授与後即

日公表することに支障がある場合は、以下に公表可能とする日付を記入すること。 
要旨公開可能日： ２０１９年９月３０日以降 


