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１．はじめに 

コラーゲンは、細胞外マトリックスとも呼ばれ、動物タンパク質の中で最も多い成分である。

ポリペプチドの強固な３重らせん構造を取る上に、トリペプチド(Gly-Pro-X)の繰り返し配列を数

多く持つことからペプチド結合開裂の効率が悪いプロリン、グリシン残基が全組成の半分を占め

るため、コラーゲンは不水溶性かつ難分解性である。食品加工業などから大量に産業廃棄物とし

て排出されるくず肉には、このコラーゲンが大量に含まれ、利用されることなくほとんどが焼却

処分される。しかしコラーゲンおよびその分解物であるコラーゲンペプチドは、細胞接着、ガン

浸潤、保湿、アルツハイマー病のβアミロイド形成など、重要な医学的・細胞生物学的事象に関

連することから医薬、食品、化粧品への需要が近年急増している。現在もコラーゲンおよびコラ

ーゲンペプチドが持つ新たな生理活性・機能の開拓や、高付加価値素材としての利用に期待が膨

らんでいる。そこで、コラーゲンを産業廃棄物から有効に再生利用するため、コラーゲンに特異

的に作用し、効率よくコラーゲンペプチドが調製できる安定なプロテアーゼ、ペプチダーゼが求

められている。しかし動物のみならず微生物においても、コラーゲンを含む細胞外マトリックス

タンパク質に特異的に作用するプロテアーゼはごく希で、この有望な酵素を生産する微生物菌株

の取得・実用化は、極めて難しいのが現状である。 
このニーズに応えるべく、我々はコラーゲンを積極的に分解する好熱性細菌を独自に単離し、

それらが生産するコラーゲン分解系酵素群についての研究を行ってきた(1-3)。今回は、まずコラ

ーゲン分解性好熱菌 Geobacillus collagenovorans MO-1 株が生産するコラーゲン分解性プロテア

ーゼを、２段階目としてコラーゲンのトリペプチド特異配列を認識し、コラーゲン分解ペプチド

をさらに小さく分解する同菌株の２つの Pz ペプチダーゼ、そして３段階目としてプロリルペプ

チドを強力に加水分解する Anuerinibacillus 属細菌 AM-1 株のアミノペプチダーゼについて解説

する。 
 
２．G. collagenovorans MO-1 株が生産するコラーゲン分解性プロテアーゼについて 

MO-1 株が生産するコラーゲン分解性プロテアーゼを培養上清から精製し、解析を行った(1)。
このプロテアーゼは、分子量 210 kDa (105 kDaの２量体)という巨大酵素タンパク質で、60℃30
分の処理に対し 100%の活性を保持し、際立って高い耐熱性を有することを示した。加えて

SDS-PAGE後のzymographyにおいても活性の回復が見られ、強い熱安定性、薬剤耐性をも示した。

本酵素は、コラーゲンⅠ型とⅣ型とゼラチンに高い活性を示したが、コラーゲン特異配列を持つ

ペプチド合成基質にはほとんど作用せず、コラーゲン分子を不特定な箇所で切断することを明ら

かにした。本酵素はCa2+を含み、阻害剤の調査からセリンプロテアーゼに属することを示した。

しかしセリンプロテアーゼの中で、105 kDaの２量体という巨大分子量を持つものは極めて特殊

であるのに対し、コラゲナーゼは、動物から微生物に至るまで 100 kDaを越える分子量を有する

ものが多い(2)。このように、セリンプロテアーゼに属するMO-1 株由来の本酵素が、分子量的に

はコラゲナーゼに類似するちぐはぐな様相をもつことを示した。さらに本酵素の遺伝子単離とそ

の構造解析を行った結果(4)、乳酸菌が生産する細胞膜結合型プロテイナーゼと、触媒ドメイン

に高い相同性を有しており、セリンプロテアーゼ系の酵素と同様な作用機作で加水分解を行うと

推定された。さらに、アミノ酸 20 残基を 14 回繰り返す細胞表層アンカー様領域も見つかり、触

媒領域とアンカー様領域の間にはコラーゲン結合性領域が含まれることも見出した。 
 



３．G. collagenovorans MO-1 株が生産する２つの Pz ペプチダーゼについて 

MO-1株は、分泌型のコラーゲン分解性プロテアーゼとは別に、コラーゲンを直接分解するこ

とはないが、コラーゲンに特異な配列を含む合成基質 Pz-PL↓GPRを分解するオリゴペプチダー

ゼ、Pzペプチダーゼを、２種類細胞内に生産する。これら２つをPzペプチダーゼA, Bと呼び、

コラーゲン分解における役割と機能解明を行った(5)。両酵素は、陰イオン交換クロマトグラフ

ィーで分離され、さらに数種類のクロマトグラフィーを組み合わせて精製された。Pzペプチダ

ーゼA, Bは、基質特異性、基質の切断サイト、阻害剤などの触媒作用で数多く共通点を持って

いた。ところが分子量の様相（PzペプチダーゼA:70 kDaの１量体, PzペプチダーゼB: 66 kDaの４

量体）は大きく異なっており、各酵素タンパク質に対して作成されたポリクローナル抗体に対

する抗原性も、交差することは無かった。このことを裏付けるため、両酵素タンパク質の遺伝

子をクローン化し、その構造遺伝子について検討を加えた。その結果、両酵素タンパク質のア

ミノ酸一次配列には22%の相同性しかないが、共に亜鉛原子を配位するモチーフHEXXHを持ち、

金属プロテアーゼのM3Bファミリーに属することが判った。PzペプチダーゼAについては、1.8 Å
分解能のＸ線結晶構造解析を行い、阻害剤との共結晶の構造解析を通して、(Gly-Pro-X)繰り返

し配列認識と分解の構造を明らかにした(6-7)。 
 

４．Aneurinibacillus 属細菌 AM-1 株が生産するアミノペプチダーゼ 

プロリルペプチドを強力に加水分解するAnuerinibacillus属細菌AM-1株のアミノペプチダーゼ

は、(i) leucyl-p-nitroanilide (Leu-pNA)を最も効率的に加水分解し、(ii) アミノ酸配列から、活性部

位に２つの Zn 原子を含むメタロペプチダーゼファミリーM28 に属し、(iii) プロリンを多く含む

難分解性タンパク質であるコラーゲンの効果的な分解に貢献する広い基質特異性を有する、とい

う３つの興味深い性質をもつ(8)。これらの特徴について、タンパク質立体構造情報から検討を

加えるため、本酵素のＸ線結晶構造解析による立体構造決定を行った(9)。ペプチダーゼドメイ

ンとそれにぶら下がるもうひとつのドメインから成る構造を明らかにし、プロリルペプチドに作

用する構造的特徴を明らかにした。 
 
これまで解明してきたそれらコラーゲン分解系酵素群の生化学的性質を基礎に、細胞外マトリッ

クスの分解生成物から抗ガン剤などの医薬・機能性食品の開発、さらに食品や化粧品等の素材開発

へ応用可能な産業用酵素としての実用化が期待される(3)。本酵素群が産業廃棄物である難分解性動

物タンパク質の分解・リサイクルのためのツールとしての応用可能になれば、私たちの提唱する「リ

サイクルバイオテクノロジー」の一翼を担い、その意義は益々大きいものとなる。 
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