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メタゲノムライブラリの構築および新規耐熱性酵素の開発 
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ペットボトルや半導体の洗浄に広く利用されている過酸化水素の排水処理については近年環境負荷が少ないカタ

ラーゼによる分解処理が普及してきた。しかし過酸化水素分解時の発熱のため，使用するカタラーゼには耐熱性が

要求されている。そこで，高温環境中の微生物群のメタゲノムを採取し，そこからカタラーゼ遺伝子を探索し，単

離・培養を介さずに耐熱性に優れるカタラーゼの開発を目指した。作製したメタゲノムライブラリに対して，カタ

ラーゼ遺伝子保存領域を対象とした縮重プライマーを設計し，PCR 法によるスクリーニングを行い，増幅産物の塩

基配列を決定した。また，その際に得られた増幅産物を In-Fusion クローニングにより既存のカタラーゼ遺伝子の

相当部分に置換し，その一部が高温環境微生物由来である組換えカタラーゼを作製してその耐熱性を調べた。 

 

1 はじめに 

現在ペットボトルや半導体の洗浄に，過酸化水素を

含有した洗浄液が多く用いられている。こうした工場

からは過酸化水素を含む排水が排出されるが，過酸化

水素は発がん性があるとされていることから，排水処

理が必要である。これまでは活性炭や還元剤などの化

学薬品による処理が行われてきたが，近年，カタラー

ゼによる酵素処理が行われるようになってきた。 

カタラーゼによる排水処理は従来法に比べて高コス

トであるが，取り扱いが簡単で環境負荷の小さな処理

法であることからシェアが伸びている。カタラーゼに

よる過酸化水素の分解は発熱反応であり，1％の過酸

化水素水を完全に分解すると約 6℃の温度上昇が見込

まれる。工場では 10～30％の濃度の過酸化水素が用

いられており，特に夏季には発熱によるカタラーゼの

失活が見られるため，耐熱性に優れたカタラーゼが求

められている。そこで本研究においては，高温湧水環

境からメタゲノムライブラリを構築し，それを用いた

カタラーゼの耐熱性の向上に取り組んだ。 

 

2 研究，実験方法 

2-1 メタゲノムの抽出 

塚原地獄（大分県），雲仙地獄（長崎県），栗野岳地

獄（鹿児島県）（図 1）において 50℃～82℃の環境に

ある土砂を採取し，Zhou らの方法 1）の方法を改変し，

これらのサンプル中のメタゲノムを抽出した。具体的

には 5 g のサンプルに 13.5 mL の DNA extraction 

buffer (100 mM Tris, 100 mM EDTA, 100 mM Sodium 

phosphate, 1.5 M NaCl, 1% CTAB, pH8.0) および 

100 μL の Proteinase K (10 mg/mL) を加え，225 

rpm で 37℃, 30 分振とうし，次に 1.5 mL の 20% SDS

を加えて， 65℃の 温水浴で穏やかに撹拌しながら 2

時間インキュベートした。インキュベート後のサンプ

ルを 6,000 ×g，10 分遠心して上清を回収し，これに

同量の Chloroform と Isoamyl alcohol の混合液 

(24:1, vol/vol)を加えて十分撹拌した後，遠心によ

り水溶液層を回収し，0.6 倍量の Isopropanol を加

え，室温に 1 時間静置した。沈殿を 16,000 ×g, 20

分遠心して回収し，70% 冷 Ethanol で洗浄し，軽く乾

燥後，滅菌水に溶解した。 

2-2 メタゲノムライブラリの構築 

前項で抽出したメタゲノム DNA を BamHⅠ，PstⅠ，

EcoRⅠの 3 種類の制限酵素で切断し，3 パターンの断

片化 DNA を作製した。それぞれの断片化 DNA を，同じ

制限酵素で処理した pSTV28（TaKaRa 製）とライゲー

ション後，E.coli DH5αに形質転換し，高温湧水環境

のメタゲノム DNA のライブラリを作製した。 

2-3 カタラーゼ遺伝子のスクリーニング 

複数存在するカタラーゼ保存領域のうち特定の 2 か

所を対象とした縮重 Primer を設計し，これを用いて，

前項で構築したライブラリをテンプレートとするリア

ルタイム PCR によるスクリーニングを行った。このス

クリーニングによりメタゲノム由来のカタラーゼ遺伝

子のうち縮重 Primer に挟まれた部分の増幅物を得る 

 

*1 生物食品研究所 



- 30 - 

 

 

図 1 高温湧水サンプルの採取場所 

 

ことができる。 

ライブラリから直接リアルタイム PCR を行うと宿主

である大腸菌のカタラーゼ由来の増幅物が優先的に出

現するため，一旦ライブラリゲノム部のみを PCR で増

幅し，この増幅物をテンプレートとしてリアルタイム

PCR を行うことによって，高温湧水環境のメタゲノム

由来のカタラーゼ遺伝子候補をスクリーニングした。

スクリーニングにあたって，滅菌水をネガティブコン

トロールに，既存の Rhizobium 属細菌のカタラーゼ 2)

（株式会社 MK バイオ製）の遺伝子をポジティブコン

トロールに用いた。増幅が確認できたサンプルのうち，

増幅産物の融解曲線のデータから宿主である大腸菌由

来のサンプルを推定してこれを除き，カタラーゼ遺伝

子を保有するポジティブクローン（PC）を収集した。 

 

 

2-4 新規耐熱性カタラーゼ遺伝子の構築と発現 

まず，既存のカタラーゼ遺伝子を pET30a+ベクター

（Novagen 製）に導入したカタラーゼ生産用のプラス

ミドを作製した。次に In-Fusion HD Cloning Kit

（Takara 製）を用いて，前項で得たメタゲノム由来

のカタラーゼ遺伝子の部分増幅物とベクター中のカタ

ラーゼ遺伝子の相当部分を置換し，既存のカタラーゼ

遺伝子の一部が耐熱性メタゲノム由来の遺伝子と入れ

替わった組み換えプラスミドを作製した。この遺伝子

組み換えプラスミドを E.coli BL21 で形質転換し，カ

タラーゼ生産株を作製した。 

2-5 新規耐熱性カタラーゼの耐熱性の検討 

得られたカタラーゼ生産株を 20℃で培養し，0.3 

mM の IPTG でタンパク質の発現を誘導し，十分増殖し

た後で菌体を回収した。この菌体を 10 mM HEPES 

Buffer, 150 mM NaCl, pH8.6 に分散し，5 分間超音波

破砕処理し，ニッケルキレートカラムによりカタラー

ゼを簡易精製した。こうして得た新規耐熱性カタラー

ゼ候補を 1 時間の熱処理を行い，その耐熱性を調べた。 

 

3 結果と考察 

3-1 メタゲノムの抽出とライブラリ構築 

Morita らの方法 3)を参考に，Zhou らの方法を改編

してメタゲノムライブラリの収集を行った。具体的に

は，①採取したサンプルを直ちに 4 M 硫安溶液中に保

存すること，②土壌中の菌体を

破壊するための酵素処理として

Lysozyme と Proteinase K を用

い，その際の使用濃度を Zhou

らの方法の 10 倍とすること，

③Achromopeptidase による菌

体破壊処理を追加することによ

り，3 か所の高温湧水土壌サン

プルからそれぞれ 35～65 μg

のメタゲノムを得ることができ

た。これらのメタゲノムを制限

酵素で処理し，プラスミドに導

入することにより，2,208 クロ

ーンからなるライブラリを構築

した。 

 

 

図 2 ポジティブクローンの推定アミノ酸配列による系統樹 

（記号は整理番号）斜体字は BLAST で得た近縁種の属名 
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3-2 カタラーゼ遺伝子のスクリーニング 

構築した高温湧水環境メタゲノムライブラリを対象

にリアルタイム PCR によるカタラーゼ遺伝子のスクリ

ーニングを行った。保持するクローンのうち 1,356 ク

ローンについてスクリーニングを行い，38 個の耐熱

性カタラーゼ遺伝子候補が得られた。増幅があったク

ローンについてサンガー法により DNA 配列を決定した

が，決定した範囲ではカタラーゼの全長配列やそのプ

ロモータは見つからなかった。リアルタイム PCR で得

られた耐熱性カタラーゼ遺伝子候補についても DNA 配

列を決定し，BLAST 検索により相同性のある遺伝子を

検索して近縁の生物種を決定した上で，増幅物間の相

同性から系統樹を作製した（図 2）。 

3-3 新規耐熱性カタラーゼ遺伝子の発現とその耐熱性 

次に，既存のカタラーゼの遺伝子を発現用ベクター

（pET30a+）に導入して発現系を構築し，前項のスク

リーニングで得た耐熱性カタラーゼ遺伝子候補のうち

5 つについて，In-Fusion 法を用いて耐熱性カタラー

ゼ遺伝子候補を既存のカタラーゼの遺伝子の相当部分

に入れ替えて導入し，既存のカタラーゼと耐熱性カタ

ラーゼ遺伝子候補のキメラ遺伝子を作製し、それを発

現させてカタラーゼの耐熱性を調べたところ，既存の

カタラーゼと比較して約 10℃耐熱性が向上しており

（図 3），高温環境メタゲノムを用いたカタラーゼの

耐熱性向上が有効な手法であることを確認できた。 

 

図 3 キメラカタラーゼの耐熱性 

凡例の記号はクローンの整理番号 

 

4 今後の展開 

まず，今回既存のカタラーゼに組み込んだ5つの候

補以外にも33個の耐熱性カタラーゼ遺伝子候補が得ら

れ て い る こ と か ら ， こ れ ら に つ い て も 同 様 に

Rhizobium属細菌のカタラーゼに組み込んだ上で，そ

の耐熱性を検討する必要がある。 

次に，耐熱性カタラーゼ遺伝子候補が得られたメタ

ゲノムライブラリのクローンについて，得られた遺伝

子の前後の配列を決定し，耐熱性遺伝子部分の前後を

拡張してから既存のカタラーゼに組み込むことで，カ

タラーゼ遺伝子全体に対する耐熱性カタラーゼ遺伝子

の構成割合を高め，より高い耐熱性を持つカタラーゼ

の作出を検討する。 

さらに，高温環境メタゲノムライブラリについては，

今後も継続的に拡充を進め，これを用いた他の産業用

酵素の耐熱性の向上への応用を進めていくこととした

い。 
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