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研究成果の概要（和文）：自然界において木材を分解する菌類の一種である褐色腐朽菌Gloeophyllum trabeumが
有するセルロース結合ドメイン(CBD)が、これまでに知られているCBDと比較して、10倍以上の吸着効率で天然の
結晶性セルロースに特異的に吸着することを明らかにした。このCBDは従来知られているものとは全く異なるメ
カニズムでセルロースに吸着することも明らかにした。さらに、この新規CBDをセルロース結晶領域の分布様式
をモニタリングするツールとして利用することができる可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：The novel cellulose-binding domain (CBD) of the brown rot fungus 
Gloeophyllum trabeum, which is one of wood decay fungi in nature, was found to adsorb onto 
specifically crystalline cellulose with more than 10 times higher adsorption efficiency than 
previously known CBD. We also found that this novel CBD adsorbed on cellulose through a completely 
different mechanism with that of the previously known CBD. In addition, we found that this novel CBD
 could be used as a tool to monitor the distribution pattern of crystal regions in native cellulose.

研究分野：木材腐朽菌学

キーワード： セルロース結合ドメイン　褐色腐朽菌　CBM　溶解性多糖モノオキシゲナーゼ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
セルロース結合ドメイン(CBD)は、様々なセルロース分解酵素に付加する構造的に独立した領域であり、そのセ
ルロースに吸着する特性から、セルロースの構造的な特性の可視化や植物細胞壁構造の可視化、セルロース材料
の改質などに用いることができるポテンシャルを有する。しかしながら、従来のCBDはセルロースへの特異性が
低いという欠点を抱えている。本研究では、真菌類の一種が有する新たなCBDの機能解析により、このドメイン
が極めて高い特異性かつ高い親和性でセルロースに吸着することを見出した。これは、CBDを用いたセルロース
の新たな解析法の提案につながると同時に、セルロースの新規改質技術の開発にも寄与する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 糸状菌は多様な分解酵素を細胞外に分泌することで、セルロースを分解し、それを栄養源とし
て代謝する。セルロース分解酵素には、しばしば酵素の触媒を担う触媒ドメインに加えて、セル
ロース結合ドメイン（Cellulose-Binding Domain: CBD）と呼ばれる構造的に独立した領域を付
加的に保持しており、この CBDがセルロースに吸着することでセルラーゼの触媒ドメインをセ
ルロース分子近傍に位置させる機能を有する。CBDがセルロース分解酵素に付加する意義につ
いては、結晶性セルロースを分解可能な酵素として知られるセロビオヒドロラーゼにおいてよ
く研究されており、実際に CBDを欠損させたセロビオヒドロラーゼは結晶性セルロース分解活
性を大きく低下させる一方で、その欠損が非晶性セルロースや可溶性のセロオリゴ糖などの分
解活性には影響しないことから明らかな通り、このドメインはセルラーゼがセルロースの結晶
領域を分解するために不可欠な因子であることが知られている。CBDはその構造的な類似性か
ら、Carbohydrate-Active enZyme（CAZy）データベースにおいて多くのファミリーに分類され
ているが、真菌類由来のセルラーゼに付加する CBDはそのほとんどが Family 1 Carbohydrate-
Binding Module（CBM1）に属する。CBM1には共通した構造的特徴が見られ、３つの芳香族
アミノ酸が直線的に平面上に配列することで疎水面を形成し、それによってセルロースミクロ
フィブリルの疎水面に吸着する。しかし、このような結合メカニズムは、セルロースの結晶領域
だけではなくセルロースの非晶領域への結合を導く上に、リグニンなどセルロース以外の疎水
性高分子への吸着をも引き起こす。 
 ところがごく最近、研究代表者のグループの研究において、木材腐朽菌類の一種である褐色腐
朽菌 Gloeophyllum trabeum が分泌する酸化的にセルロースを低分子化する酵素である溶解性
多糖モノオキシゲナーゼ（LPMO）の C 末端に機能未知ドメインが存在することを見出し、そ
の付加ドメインを詳細に生化学的に解析したところ、この付加領域が天然の結晶性セルロース
のみに特異的に結合する CBDである可能性が見出された。このドメインのアミノ酸配列は既知
のセルロース結合ドメインには相同性を示さないこと、そして、従来のセルロース結合ドメイン
では類を見ない極めて特異性の高い結晶性セルロースへの吸着能を呈することは、この新規
CBDが既知のものとは全く異なるメカニズムでセルロースに結合することを意味しており、す
なわち、セルロースミクロフィブリルの疎水面の認識ではない、何らかの新しい結合メカニズム
が存在していることを強く示唆する。したがって、この非特異的な吸着がほとんど生じない新規
のセルロース結合ドメインを利用することで、これまでに不可能であったセルロース結合ドメ
インを用いたセルロース結晶領域の可視化が可能となり、それによりセルロースミクロフィブ
リルにおける結晶領域の分布などに関する情報をモニタリングすることが可能となるのではな
いかとの着想に至った。 
 
２．研究の目的 
 「１．研究開始当初の背景」で記述した通り、褐色腐朽菌 G. trabeumが生産する LPMOの
C 末端機能未知ドメインは、天然のセルロースの結晶領域のみに吸着するこれまでに類を見な
い新しい特徴を有する CBDであることが明らかとなりつつある。そこで本研究では、この新規
の CBDを GtCBDと名付け、この新規セルロース結合ドメインにおける結晶性セルロースへの
吸着特性を明らかにするとともに、その吸着メカニズムに関する情報を得ることを目指した。さ
らに、セルロースの結晶領域の分布といったセルロースミクロフィブリルにおける重要な特性
をモニタリングするツールとして GtCBD を用いることができるのではないかとの着想を得て、
その利用の可能性を探ることを目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）セルロース結晶領域への吸着特性の調査 
 酵母菌Pichia pastorisを用いた異種宿主発現系を利用してGtCBDを赤色蛍光タンパク質（RFP）
との融合タンパク質として生産させ、精製したのち、この精製融合タンパク質を用いて種々のセ
ルロースへの吸着特性を調査した。GtCBDの特性を比較する対象として、これまでに最も研究
されている CBM1の一つである真菌類 Trichoderma reesei由来のセロビオヒドロラーゼ Iに付
加するセルロース結合ドメインを RFPに融合させたものを用いた。具体的には、これら融合タ
ンパク質と各種セルロースを混合し、一定時間おいた後、遠心分離によりセルロースを沈殿させ、
上清の RFPが発する蛍光を測定することで、セルロースへの吸着能を定量した。 
 
（２）セルロース結合メカニズムの調査 
 GtCBDのセルロース結合メカニズムを明らかにするためにはその立体構造の情報が有用であ
ると考え、本ドメインの三次元構造解析を試みた。本研究では、立体構造解析として、組換え
GtCBDの X線結晶構造解析を試みた。また、GtCBDは分子量が比較的小さいことを考慮し、
NMRによる立体構造解析も試みた。さらに、ゲノム情報を利用した相同性検索を行い、GtCBD
と相同性を示す配列を見出し、そこで見出された相同アミノ酸配列と GtCBDのアミノ酸配列を
用いてマルチプルアラインメント解析を実施し、GtCBDに保存されているアミノ酸残基を特定
した。特定された保存性の高いアミノ酸残基をアラニンに置換する点変異導入を行い、それによ
り得られた組換え GtCBD変異体のセルロースへの結合性を（１）で実施した事項と同様にして
調査することで、それぞれの保存されたアミノ酸残基のセルロース結合への関与を明らかにす



ることを試みた。 
 
（３）GtCBDを利用したセルロース結晶領域の可視化の試み 
 酵母菌 Pichia pastorisを用いた異種宿主発現系を利用して生産した RFP-GtCBD融合タンパク
質を用いて、種々のセルロースに吸着させ、これを蛍光顕微鏡および共焦点レーザー顕微鏡を用
いて観察した。また、Calcofluor Whiteを用いた染色も行なった。比較として、緑色蛍光タンパ
ク質（GFP）と CBM1との融合タンパク質を、さらに、ネガティブコントロールとして、RFP
のみで成り立つ組換え体を用いて、同様に調査した。 
 
４．研究成果 
（１）セルロース結晶領域への吸着特性の調査 
 これまでの研究において、GtCBDは天然のセルロースであるセルロース Iα、Iβに結合する
ものの、セルロース III Iなどの人工的に処理したセルロースには吸着しないこと、また、メチ
ルセルロース、カルボキシメチルセルロースなどの水溶性のセルロース誘導体および各種ヘミ
セルロースやペクチンなどにも吸着しないことが明らかとなっている。ここでは、その吸着の結
合パラメーターからそれぞれのセルロース基質に対する吸着能を定量化することを試みた。そ
の結果、GtCBD のセルロース Iα、Iβに対する吸着効率は従来よく研究されてきた CBM1 と
比較して、10倍程度も高いことが明らかとなった。特に、最大吸着量については CBM1と比較
して、その差異は顕著なものではなかったが、親和性については GtCBDが極めて高いことが明
らかとなった。 
 
（２）セルロース結合メカニズムの調査 
 本研究では、GtCBDがセルロースに対して極めて高い親和性と特異性を有することから、そ
の結合メカニズムを明らかにするため、立体構造解析を試みた。X線結晶構造解析を実施するた
めに、組換え GtCBDを単一ドメインとして発現させることに成功したことから、それを用いて
結晶の調整を試みたが、明確な回折像を得ることはできなかった。また、GtCBD が LPMO の
付加ドメインであることを考慮して、LPMO をインタクトな状態で結晶化し、それを用いて X
線構造解析を実施することを試みた。しかしながら、これについても、明確な回折像を得ること
はできなかった。一方、GtCBDがNMRによる構造解析に十分な分子量であることを考慮して、
NMRを用いた構造解析を実施したが、これについても、立体構造を明らかにすることはできな
かった。 
 そこで、生化学的な解析から構造的特徴を明らかにするため、点変異導入による変異体を利用
して、セルロース吸着に関与するアミノ酸残基の特定を試みた。具体的には、ゲノム情報を利用
した相同性検索を実施して、GtCBDと相同性を示す配列を見出し、それらを対象としたマルチ
プルアラインメント解析により GtCBD に保存されているアミノ酸残基を特定した。11 残基の
保存されたアミノ酸残基を対象として、それぞれアラニンに置換
した組換え GtCBD 変異体を遺伝子工学的に作出し、セルロース
への吸着特性を調査した。その結果、４つのシステインに変異導
入したものについては、それぞれ結合性が大きく低下した。三次
元構造モデリングの結果から、GtCBDは２つのアルファヘリック
スからなることが予測され、それら２つのアルファヘリックスに、
２つずつシステインが含まれること、また、アルファヘリックス
が並列に配列した際に、それらのシステインがそれぞれ向かい合
う位置で配置することが予測されたことから（図１）、このドメイ
ンは２つのアルファヘリックスが２つのジスルフィド結合で結合
した構造であることが示唆された。さらに、複数の芳香族アミノ
酸残基および酸性アミノ酸残基、塩基性アミノ酸残基をアラニン
に置換した際にそれぞれ結合能力の低下が観察されたことから、
本ドメインの天然セルロースへの吸着やセルロースの認識には、多様な化学的相互作用が存在
していることが明らかとなった。 
 
（３）GtCBDを利用したセルロース結晶領域の可視化の試み 
 これまでの研究により、GtCBD が天然のセルロースを特異的に認識し、さらに極めて高い親
和性をもって吸着することが明らかになった。そこでここでは、GtCBD を利用してセルロース
の結晶領域を可視化することを目指した。具体的には、RFP-GtCBD 融合タンパク質を用いて、
種々のセルロースに吸着させ、これを蛍光顕微鏡および共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察し
た。さらに、従来よく研究されてきた CBD である CBM1 についても吸着挙動を可視化するた
め、RFPとは異なる蛍光タンパク質として GFPを用いて、これを CBM1と融合させたタンパ
ク質を組換え体として発現させ、これを用いて RFP-GtCBD と同様の試験を行い、両者の結果
を比較することで、セルロースにおける結晶領域を可視化することを試みた。その結果、RFPの
みで成り立つ組換え体では、蛍光は全く観察されなかった。一方で、GtCBD では RFP に起因
する蛍光が、CBM1については GFPに起因する蛍光がそれぞれ観察された。それぞれのサンプ

図１ GtCBD の予測構造 
黄色残基：システイン 



ルをCalcofluor Whiteで染色し、それぞれの組換えタンパク質の蛍光挙動と重ね合わせた結果、
GtCBDは疎水面のみならず親水面においても吸着する可能性が見出された。すなわち、CBM1
はセルロースミクロフィブリルの疎水面に吸着することがよく知られているが、この結果は、
GtCBD が CBM1 とは異なるセルロースミクロフィブリルの領域に結合することを明確に示し
ている。GtCBDのセルロース認識性については今後さらなる研究が必要であるものの、GtCBD
は CBM1とは異なるセルロース結晶領域の認識メカニズムを有することは明らかであり、した
がって、セルロースの結晶領域の可視化や新たなセルロースの改質のツールとして有用である
可能性が強く示唆された。 
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