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研究成果の概要（和文）：好熱菌由来セルラーゼ触媒ドメインにセルロース結合能を付加すべく

リンカーを介して他の好熱菌由来のキチン吸着ドメインを C末端に融合させた耐熱性人工セル

ラーゼを創製する際に考慮する必要のあるパラメーター（リンカー長の最適化、吸着ドメイン

の多重化による活性向上効果等）を調べ、リンカー長には最適な長さがあること、吸着ドメイ

ンの多重化の効果は結晶性基質かアモルファス基質かで異なる事、N 末に融合した場合の最適

なリンカー長は C末の場合と異なることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The artificial hyperthermophilic cellulase was created by adding a hyperthermophilic 
carbohydrate-binding module (CBM) of chitinase from P. furiosus to the C-terminal region 
of hyperthermophilic cellulase of P. horikoshii. In this project, the effect of linker 
lengths that connect CBM and cellulase and duplicated effect of CBM on the cellulase 
activity were examined. The result of linker length effect showed the cellulase activity 
depended on the liker length and the maximum activity (twice to the wild cellulase) was 
obtained at the optimum linker length. The result of CBM duplicated effect showed that 
the duplicate effect depended on the substrate configuration. In addition, when CBM was 
added to the N-terminal of the cellulase, the effect of length of linker on the cellulase 
activity was different from the result of C-terminal case.  
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１．研究開始当初の背景 
超好熱菌から膜結合型の耐熱性セルラーゼの
遺伝子が発見され,結晶性のセルロースを分
解できることが明らかにされた(Kashima et 

al., Extremophiles 2005, 9, 37)。この酵素
のポテンシャルの高さに着目した本研究代表
者らはこのセルラーゼの高機能化に取り組み、
このセルラーゼの膜結合ドメインを耐熱性キ
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チナーゼの持つ基質結合ドメインと置き換え
ることによりその活性を 2 倍以上に増強した
セルラーゼの開発に成功した(kang et al., 
Extremophiles 2007, 11, 251)。Pyrococcus 
furiosus 由来のキチナーゼが持つ基質吸着
ドメインを使う理由は①本ドメインが耐熱
性を有するだけでなく、セルロースに対して
も親和性を有する性質を持つ事が判った
(Nakamura et al., J. Mol. Biol. 208, 381, 
670)。②好熱菌からは基質結合ドメインを持
つセルラーゼはまだ発見されていないため、
本ドメインの諸性質を考慮すれば代用とし
て十分機能できると考えたためである。研究
代表者らが事前に開発した融合酵素では遺伝
子構築のやりやすさ等から超耐熱性セルラー
ゼの C末に 5残基程度のリンカー長で、たま
たま融合させているが、十分な根拠を持って
行ったものではない。一方で一般的な糖質分
解酵素は基質吸着ドメインを失うと不溶性
基質に対する分解活性が一桁程度低下する
ことが知られている。これが意味する所は
我々が開発した人工融合酵素は最大限の基
質分解活性を発揮していないのではないか
という不安である。そこで人工酵素の機能を
最大限発揮させるため両ドメインの配置と
ドメイン間をつなぐリンカーに着目しその
長さ、アミノ酸配列の影響を調べ融合酵素の
さらなる高機能化を目指す。 
２．研究の目的 
近年,トウモロコシ等、食物の持つ糖を利用
した発酵法でのアルコール生産が注目を集
めている。しかし食料品を利用する限り、食
糧問題とエネルギー生産のバランスをどう
調整するかという問題が必然的に生じてく
る。そこで食料品と競合しない木質系バイオ
マス(廃材等)を利用し、糖を生産することが
できればバイオマス利用促進に大きな弾み
をつけることができる。そのためには硬い結
晶構造を持つセルロースを主成分とする木
質系バイオマスを高速で分解することの出
来る、強力なセルラーゼの開発が渇望されて
いる。そこで研究代表者らは木質バイオマス
の酵素的分解に利用可能な有用超耐熱性セ
ルラーゼを開発する事を目標に、Pyrococcus 
horikoshii 由来の超耐熱性セルラーゼと他
の好熱性アーケア由来の糖分解酵素が持つ
基質吸着ドメインと融合化を行い、不溶性基
質に強い活性を持たせた高機能化研究を行
なってきた。本研究ではこの融合酵素の更な
る高機能化のため以下の３点が酵素活性に
与える影響を明らかにする。①2 つのドメイ
ン間(基質吸着ドメインと触媒ドメイン)の
リンカー長②吸着ドメインの多重化の効果
③基質結合ドメインの挿入場所(N 末か C 末
か)が酵素活性にどれだけ影響を与えるかを
明らかにしていく。 
３．研究の方法 

糖質分解酵素のリンカー部分の役割を調べ
た論文はほとんど発表されていない。従って
触媒ドメインと基質吸着ドメインを連結し
た融合酵素の開発に着手する際には一般論
としてドメイン間をつなぐリンカーの効
果・役割を知っておくことが重要な知見であ
る。そこで本研究方法ではリンカーの長さや
吸着ドメインの多重化、基質結合ドメインの
融合場所によってセルロース分解活性がど
の程度影響を受けるのかを明らかにする。方
法としては各変異体を遺伝子工学的に作製
し、リン酸膨潤アビセル(セルロース)を基質
としてソモギーネルソン法を利用して書く
変異体の活性測定を行い各変異体間での活
性の違いを明らかにする。 
４．研究成果 
研究代表者は好熱菌由来セルラーゼ触媒ド
メインにセルロース結合能を有する他の好
熱菌由来のキチナーゼ結合ドメインを融合
させた耐熱性人工セルラーゼを創製し、より
基質に作用する人工酵素の研究開発を行っ
てきた。本研究では更なる高機能化を目指し、
セルラーゼの C末端に吸着ドメインを融合さ
せる際の両ドメインを繋ぐリンカー長（0〜
70残基）を変えた変異体を作製してその酵素
活性を調べた。その結果、リンカー長により
活性の違いがあり、リンカー長が 20 アミノ
酸程度の時に最大の活性増加（2 倍）が見ら
れた。次に基質吸着ドメインを多重化させて
セルロース結合能をより強めた変異体を作
製し多重化の効果を結晶性とアモルファス
セルロースの 2種の基質に対して調べた。そ
の結果、結晶性セルロースを基質として用い
た場合、基質吸着ドメインを 2個導入した変
異酵素において最大の活性増加が見られ、そ
の活性は野生型の約 3倍強まで増加した。一
方、リン酸膨潤セルロースを基質に用いた場
合、基質吸着ドメインが 1個の時に最大とな
り、数を増やすと逆に活性の低下が見られた。
この理由を明らかにするため基質吸着ドメ
インを多重化させる時のリンカー長の最適
化の再検討を行い結晶セルロースに対する
高活性は維持したままリン酸膨潤セルロー
ス分解活性を約 2倍あげることができる最適
なリンカー長を突き止めた。また吸着ドメイ
ンを本セルラーゼの N末端へ融合させたとき
にはリンカー長が長くなるほど活性が上昇
していき調べた長さの最長（50アミノ酸）で
基質の形状にかかわらず約 2倍の活性増加が
見られた。本研究の成果より吸着ドメインを
利用した融合酵素を創製する際には融合場
所により活性が影響を受けること、リンカー
長の長さを最適化する必要性、多重化は基質
に対して効果が異なる事が明らかとなり融
合酵素開発に対する重要な知見を得ること
ができた。 
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