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研究成果の概要（和文）：糸状菌 Aspergillus aculeatus の生産するセルラーゼ成分の中で最も

植物性バイオマスの酵素糖化に有用なβ-グルコシダーゼ１の改良を図った。まず，セルロース

結合ドメインを付与したところ，不溶性セルロースに対する活性が向上した。一方，基質結合

部位付近のアミノ酸をランダムに置換した変異体ライブラリの中から生産物であるグルコース

による阻害が大幅に低減した変異酵素を取得することに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：We performed to improve the -glucosidase 1 which was the most 
useful enzyme among cellulase components produced by a filamentous fungus, Aspergillus 
aculeatus, for the saccharification of cellulosic biomass. Firstly, the activity against 
insoluble cellulose of relatively high molecular mass was raised by adding the 
cellulose-biding domain. Secondary, a mutant enzyme with drastically lowered product 
inhibition by glucose was successfully isolated after the screening of a random mutagenesis 
library on amino acid residues around the substrate-binding site. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) バイオマスの有効利用と問題点：爆発的
な人口増加や人類の生活様式の変化によっ
て食糧，エネルギー，地球温暖化，環境汚染
等の地球規模の問題が顕在化しつつある。植
物体の主成分であるセルロース系バイオマ
スは生物圏において最も大量に存在する有
機物であり太陽が存在する限り再生産され
ることから，食飼料やエネルギーさらには環

境問題を解決するための資源として期待さ
れている。特に現在は地球温暖化などの環境
問題を重視した燃料エタノールなどのカー
ボンニュートラルなエネルギー物質への変
換に焦点があてられている。しかし，石油は
化学工業の基幹化合物の供給源としての役
割も大きく，それが枯渇すると現在の化石燃
料を基盤とした産業形態事態が成り立たな
くなるとは明白である。したがって将来的に
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石油に代わる工業原料が必要であり，バイオ
マスからの糖生産は，食飼料・食品や化学工
業原料の生産に必要な技術として非常に重
要になる（バイオリファイナリ）。しかしな
がら，セルロース系バイオマスはセルロース
が強固な結晶構造をとっていることに加え
て，ヘミセルロースやリグニンが複雑に絡み
合った構造を有しているため，極めて安定な
物質である。現在は硫酸などによる酸加水分
解によってバイオマスから糖を生産してい
るが，より環境への負荷が少ないセルラーゼ
による酵素糖化が期待されている。酵素によ
るバイオマス分解には機能の異なる酵素成
分が協奏的に作用することが必要であるが，
現在の酵素の能力が充分ではないため大量
のセルラーゼ剤が必要でありそのコストが
工業化を困難にしている。これらを克服する
ためには，短時間にバイオマスを分解できる
強力なセルラーゼ剤を安価に供給すること
が必須である。それには，セルラーゼ剤の安
価な大量製造法の開発だけでは限界があり，
同時に個々のセルラーゼ成分の機能を強化
することが求められている。 
 
(2) 糸状菌Aspergillus aculeatusのセルラー
ゼ：糸状菌 Trichoderma 属のセルラーゼ剤は
現在でも最強と言われており最も実用化に
近いところに位置するが，単糖生成力が弱い，
ヘミセルラーゼ活性が弱いなどの欠点が当
初から指摘されていた。そこで，Trichoderma
のセルラーゼ剤と顕著に相乗作用を示すセ
ルラーゼ生産菌を検索し 30 年以上前に土壌
から分離されたのが A. aculeatus である。そ
の後の研究によってA. aculeatusセルラーゼ
剤の高いヘミセルラーゼ活性と強い単糖生
成力が Trichoderma のセルラーゼと相乗作
用を示す主要な要因であることが明らかに
された。そのうち，高い単糖生成力の原因と
なっているのはβ - グルコシダーゼ１
（BGL1）の優れた性質によるところが大き
い。BGL1 はこれまでに見出された同様の酵
素の中でもセロビオースに対して最も高い
比活性を示すとともに，可溶性の短鎖セロオ
リゴ糖だけでなく長鎖の不溶性のセロオリ
ゴ糖にも活性を示し，さらに GH3 に属する
酵素でありながら糖転移活性をほとんど示
さないというバイオマス糖化において優れ
た性質を備えていることが明らかになった。
しかし，実用化のためには活性が充分とは言
えず，また生産物であるグルコースで阻害さ
れるという欠点があり，実用化するためには
さらなる機能強化，改良が必須である。 
 
２．研究の目的 
A. aculeatus の生産するセルラーゼ成分の中
でセルロース性バイオマスの酵素糖化に最
も優れている BGL1 を改良しセルロース性

バイオマスの酵素糖化に資する酵素を創出
する。 
(1) デンプン加水分解におけるグルコアミラ
ーゼに相当するいわばグルコセルラーゼの
創出を目指して，より長鎖のアモルファスセ
ルロースに対する活性を向上させる。 
 
(2) BGL1 の使用量を少なくすることを目的
に，セロビオースに対する比活性を向上させ
る。 
 
(3) 単糖生成力を増強させるとともにセルロ
ース性バイオマス糖化の初期段階の主役で
あるセロビオハイドロラーゼ（CBH）を阻害
するセロビオースの蓄積を抑えることによ
って糖化に要する時間を短縮することを目
的に，生産物であるグルコースによる阻害を
軽減した改良酵素を作出する。 
 
３．研究の方法 
(1) BGL1 のアモルファスセルロースに対す
る活性の向上：不溶性基質に作用する CBH
はセルロース鎖に結合するセルロース結合
ドメイン（CBD）を持っているが，BGL に
はない。BGL1 は他の BGL とは異なりもと
もと長鎖の不溶性セルロースに対して低い
ながらも活性を持っていることからそのポ
テンシャルがあると考えられる。その能力を
高めるために，BGL1 に CBD を付与するこ
とを考えた。具体的には，BGL1 の N 末端側
に CBHII 由来の CBD（CBDCBHII）を付与し
たもの，C 末端側に CBHI 由来の CBD
（CBDCBHI），N，C 末端両方に同様に付与し
たものの 3 種類の改変 BGL1 を作製し，不溶
性であるアルカリ膨潤セルロースを基質と
したときの親和性および比活性を評価した。  
 
(2) セロビアーゼ活性の向上：セルロース性
バイオマスの糖化には最終段階のセロビオ
ース分解が最も重要であるという観点から，
オリゴ糖への活性を犠牲にしてもセロビオ
ースへの活性の向上を目指して計画した。本
研究期間中にBGL1のX線結晶構造解析が行
われて立体構造が明らかになり，基質結合部
位に関する情報が取得できたことから，次の
３種の戦略を立てた。① サブサイト+2 を側
鎖の大きなアミノ酸に置換することによっ
て塞ぎセロビオースのサブサイト+1, +2 へ
の非生産的結合を妨げてサブサイト−1, +1 へ
の生産的結合を促進する。② サブサイト+1
のグルコース残基との新たな水素結合を形
成させるようなアミノ酸に変換し親和性の
向上を図る。③ サブサイト+1 のグルコース
残基とのスタッキング相互作用を示す Y511
を他の芳香族アミノ酸に置換する。以上 15
種類の改変 BGL1 を作製し性能を評価した。 
 



(3) グルコースによる阻害の軽減：立体構造
から基質と相互作用する距離に存在する全
てのアミノ酸残基について saturation 
mutagenesis ライブラリを構築し，それらか
らグルコースによる阻害が軽減した変異酵
素を探索した。 
 
４．研究成果 
(1) 作製した３種の改変 BGL1 の pNP- 
glucopyranoside，サリシン，セロビオース
に対する比活性は野生型 BGL1 と変わらな
かったことから，CBD の付与による可溶性
基質への影響はないものと考えられる（デー
タ示さず）。一方，不溶性であるアルカリ膨
潤セルロースに対する親和性はCBHI由来の
CBD，CBHII 由来の CBD，両 CBD を付与
した順で強くなったが，予想に反して活性は
CBHI 由来の CBD を付与した BGL1 が最も
高く，親和性と全く逆になった（表１）。こ
の理由として，酵素のセルロース分子上の移
動のしやすさが関係している可能性がある
が，詳細は不明である。いずれにしても，グ
ルコセルラーゼと呼べないまでも野生型に
比べて飛躍的に不溶性基質に対する活性が
向上した改変酵素の創製に成功した。 

 
(2) サブサイト+2 を塞ぐ目的で A203V，I，
T，N，D および T304V，I，N の８種類，サ
ブサイト+1 のグルコース残基との新規な水
素結合形成を目的に F305Q，E，R，K，Y
の 5 種類，サブサイト+1 のグルコース残基
とのスタッキング相互作用を示す Y511 を他
の芳香族アミノ酸に置換した Y511F，W の
２種類の合計 15 種類の改変 BGL1 を作製し
精製酵素を用いてセロビオースを基質とし
て評価したが，野生型を超える活性を示すも
のを得ることができなかった。しかし，活性
中心付近のアミノ酸残基を置換したことか
ら，グルコースによる阻害を調べた結果，
A203N，T304V，T304I，T304N 変異体では
若干緩和したことが明らかとなり，さらにそ
れらを組み合わせた二重変異体では野生型
に比べ10 mM程度阻害が緩和された（表２）。
これらの変異型酵素の活性は野生型と比べ
て大きな変化は認められず，高機能化という
観点では有用な酵素を創製できたと考えら
れる。 

 
(3) 基質と相互作用できる距離にあるアミノ
酸残基として，F199，R200，Q201，V202，
A203，E204，A205，G301，D302，I303，
A304，F305 の 12 種類を選択し，それぞれ
について saturation mutagenesis ライブラ
リを構築した。それらからグルコースに対す
る IC50 が顕著に向上した変異酵素を探索し
た結果，Q201 ライブラリから１株取得する
ことに成功した。本変異酵素の IC50は野生株
が約 0.7%に対して約 1.9%であり大幅な阻害
の軽減が認められた。変異点を特定したとこ
ろ，Q201 が Y に変化していることが明らか
になった。現在本変異酵素の比活性や基質特
異性などの性質を調べているところである。 
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