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研究成果の概要（和文）：セルロース合成酵素複合体の三次元構造解析を、電子顕微鏡画像のランダムコニカルティル
トおよび単粒子解析により進めた。得られた三次元構造は、2013年に別グループから報告された、セルロース合成酵素
複合体のX線結晶構造にフィットすることが判明した。以上から、本系を用いて構造解析を進めることが可能だと結論
でき、構造解析基盤構築の目的を達成した。
また、構造解析データの詳しい解釈のために、機能解析研究を行った。粗酵素の速度論的解析と、組換え体による、セ
ルロース合成酵素の大腸菌内機能再構成を行った。後者の機能再構成系をCESECと名付け、変異体酵素の活性評価など
、機能解析実験を開始した。

研究成果の概要（英文）：Electron microscopy was used for the three-dimensional structural determination of
 cellulose synthase complex. Preliminary analysis showed a three-dimensional model with some features. Our
 model is too primitive to be analyzed in detail, but it was shown as a result that the first X-ray crysta
llographic structure of cellulose synthase, which was reported in 2013 by another group, fits well to our 
structural model. We thus believe that our strategy is available for the structural biology of cellulose s
ynthase, which will be used for future studies. 
We also conducted, for discussing the structural data, some functional analyses of cellulose synthase: kin
etics of crude enzyme and functional reconstitution of recombinant cellulose synthase in E. coli. Especial
ly the latter result allows the functional analysis to be done with recombinant protein. We designated thi
s system as CESEC (CEllulose Synthesis in E. Coli), which will be a promising tool for studying cellulose 
synthase.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）セルロースは植物細胞壁の主成分であ
り、植物科学・木材科学・高分子科学の分野
で研究が進められてきた。その生合成の研究
は、セルロース生産性細菌である酢酸菌を使
い、1980 年代に大きく進展し、1990 年に、
セルロース合成酵素遺伝子が初めて同定さ
れた。そのホモログを探索する形で、1996
年に、植物のセルロース合成酵素遺伝子が、
綿で初めて同定された。それ以降、植物科学
が得意とする遺伝学的手法を用いて、分子細
胞生物学研究が盛んに進められ、セルロース
合成の分子細胞生物学的理解は大きく進ん
だ。 
 一方で、セルロース合成酵素自身の反応機
構に関する研究例はほとんど存在していな
かった。セルロース合成酵素遺伝子は既知で
あり、組換え体タンパク質の使用は原理上可
能だったにもかかわらず、組換え体タンパク
質を使った生化学的研究は数例しかなく、膜
タンパク質かつヘテロ複合体であるという
難易度の高さから、構造生物学研究例も存在
しない状況であった。したがって、「酵素」
の研究にもかかわらず、セルロース合成酵素
を酵素として理解するための根拠は非常に
乏しい状況であった。 
 
（２）タンパク質の動作機構を理解する上で、
構造生物学研究は大変重要である。タンパク
質の構造解析を行うにあたり、もっともメジ
ャーな方法は X 線結晶構造解析である。しか
し、本研究で対象とするセルロース合成酵素
は、膜タンパク質かつヘテロ複合体であり、
タンパク質精製および結晶化に大変な労力
と時間がかかる。一方で、電子顕微鏡を使っ
た構造生物学研究は、X 線結晶構造解析ほど
メジャーではないが、方法論が確立しつつあ
る。また、試料が微量でも可能、結晶を作る
必要がない、大きなタンパク質の方が適当で
ある等、X 線結晶構造解析にはない特徴があ
る。以上から、セルロース合成酵素の構造解
析手法として、電子顕微鏡による構造解析は
妥当であると考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
 セルロース合成酵素タンパク質が、セルロ
ースをミクロフィブリルとして合成する仕
組みを理解することを目的として、セルロー
ス合成酵素の三次元構造解析を行い、世界に
先駆けて構造モデルを提案する。 
 セルロース合成酵素として、その活性に必
要最小限なサブユニットが知られている、酢
酸菌の CesA・CesB 複合体を試料として選択
する。その組換え体タンパク質を発現・精製
し、電子顕微鏡観察を行い、得られたタンパ
ク質粒子画像の単粒子解析計算により、セル
ロース合成酵素の三次元構造を構築する。 
 
 

３．研究の方法 
（１）セルロース合成酵素の三次元構造解析 
 大腸菌発現系を使い、酢酸菌のセルロース
合成酵素の最小必要構成である CesA・CesB
複合体を発現し、Ni アフィニティカラムとゲ
ル濾過クロマトグラフィーにより精製した。
得られたタンパク質を負染色法により電子
顕微鏡で観察し、傾斜・非傾斜の粒子画像ペ
アを 576 組撮影した。マルチプルレファラン
スアライメント（MRA）を取り入れた後に、
ランダムコニカルティルト法（RCT）により、
三次元再構成を行った。この結果得られた構
造データを初期構造として、単粒子解析によ
り三次元構造を得た。 
 
（２）セルロース合成酵素の機能解析研究 
構造解析データを解釈するためには、その

機能についても知見があると、より深い洞察
が可能となる。しかし、セルロース合成酵素
の機能解析研究例は、数例しかない。そこで、
構造解析と密接にリンクさせる目的で、以下
の二つの機能解析研究を行った。 
 

① 粗酵素を使った速度論的解析 
 酵素反応機構を解明するための基礎的な
知見として、速度論的解析から得られる情報
は大変重要である。しかし、セルロース合成
酵素の研究において、そのような基礎的な知
見でさえ整備されているとは言い難い。 
そこで、酢酸菌の細胞膜からセルロース合

成活性を含む粗酵素画分の抽出方法を確立
し、その粗酵素の速度論的解析を行った。14C
ラベルした UDP-グルコースを基質として使
い、合成されたセルロース中に含まれる 14C
を液体シンチレーションカウンティングで
定量し、反応速度データを得た。その結果か
ら、[S]-V 曲線（基質濃度－反応速度のプロ
ット）を描き、ヒル式にフィッティングさせ
ることで、各速度論因子（Vmax（最大速度）、
Km（ミカエリス定数）、n（ヒル係数））を求め
た。 
 
② 組換え体セルロース合成酵素の機能再構
成 
（１）で使う大腸菌発現系を使えば、その

組換え体セルロース合成酵素の酵素活性を
見ることも、原理的には可能である。そこで、
組換え体タンパク質を使った、セルロース合
成酵素活性の評価系構築を目的に、大腸菌に
発現させた組換え体セルロース合成酵素に、
セルロースを合成させる系を構築した。酢酸
菌のセルロース合成酵素は、c-di-GMP とい
うセカンドメッセンジャーにより活性化さ
れる。そこで、c-di-GMP 合成酵素を、セル
ロース合成酵素と同時に発現できる大腸菌
形質転換体を作出した。 
得られた大腸菌形質転換体のセルロース

合成活性を定量的に評価するとともに、合成
されたセルロースの構造評価を行った。また、
部位特異的変異導入により、CesA の点変異



体タンパク質を作り、その合成活性を定量評
価した。 
 
 
４．研究成果 
（１）CesB の三次元構造解析 
 大腸菌発現系を使って、CesA と CesB を、
細胞膜に発現できることを確認した。遠心分
画で得た細胞膜画分から、界面活性剤を使い
可溶化したのちに、CesB タンパク質の C末に
つけた His タグを使って精製し、さらにゲル
濾過クロマトグラフィー（SEC）により高度
精製を行った。SEC 上で分子量約 1,000kDa の
画分に、CesB のみが得られた（図１）。CesA
は精製の過程で脱離していったと考えられ
る。 

 この精製した CesB タンパク質を、負染色
法により電子顕微鏡観察した（図 2A）。傾斜・
非傾斜の粒子画像ペアから、RCT（ランダム
コニカルティルト法）で、三次元構造を再構
成した。MRA（マルチレファランスアライメ
ント）で設定した３０のクラスに応じて、３
０通りの三次元構造を再構成した（図 2B）。
次に、これらを初期構造として、再度、元デ
ータの粒子画像全てについて投影角度の精
密化を行った。つまり、同じデータセットを
使い、初期構造を変えて３０通りの単粒子解
析計算を行った。その結果、多くの初期構造
（クラス）に共通して、図 2C のような、巾
着のような特徴を持つ三次元構造を得るに
至った。 
図１のゲル濾過で見積もられた分子量か

ら、我々が精製した CesB タンパク質は、オ
リゴマーで存在していると考えられる。そこ
で、2 回対称軸を仮定して三次元再構成を行
った（図 2C）。なお、この図では、ゲル濾過
で見積もられた分子量で閾値を設定して表
示している。得られた三次元再構成データに、
特徴的な突起が見られることから、精製およ
び構造解析計算に、明らかな間違いはないと
考えられる。 

この三次元再構成データと、本課題遂行中
の 2013 年に報告された、X線結晶構造解析に
よる CesAB タンパク質の構造モデル（PDB ID: 
4HG6）を重ね合わせると、およそ４量体とし
て存在することが示唆された（未発表デー
タ）。したがって、我々の電子顕微鏡のデー
タは、X 線結晶構造解析のデータと矛盾しな
いと考えられる。 
分解能の点では明らかに劣る我々のデー

タであるが、上述の X線結晶構造解析モデル
では、CesAB 複合体は単量体として結晶内に
充填されている。このことは、セルロース合
成酵素は、多量体で機能しているという通説
と矛盾している。一方で、我々の電子顕微鏡
データは、CesB のみのデータであるが、セル
ロース合成酵素の会合状態を反映している
と考えられ、この点で、先述の X線結晶構造
よりも、生理学的な条件に近い構造であると
推測される。今後、計算に使った粒子画像数
を増やして、信頼性のあるデータを得る必要
がある。 
 
（２）セルロース合成酵素の機能解析研究：
① 粗酵素を使った速度論的解析 
 まず、アルキルマルトシドにより、酢酸菌
細胞膜から合成活性を可溶化する方法を確
立した（論文発表済み）。基質である UDP-グ
ルコースについて、[S]-V 曲線（基質濃度－
反応速度のプロット）の分析を行った。界面
活性剤で可溶化する前には、[S]-V 曲線はお
よそ双曲線型で説明できるものであり、ミカ
エリス・メンテン式で説明できるシンプルな
反応機構であることが分かった。ところが、

図２ 精製した CesB タンパク質の電子
顕微鏡画像（A）と、それよりランダム
コニカルティルト法で三次元再構成した
ボリュームデータ（B）と、投影角度精
密化により得られた三次元再構成データ
（C） 

A 

B C 

図１ 精製 CesAB タンパク質のゲル濾
過クロマトグラムと、各画分の電気泳動
（銀染色および免疫ブロット） 



界面活性剤で可溶化した粗酵素では、[S]-V
曲線が双曲線型からシグモイド型に変化し
たように見られた。一方で Km値は可溶化前後
とも 1 mM 程度であり、UDP-グルコースの親
和性に、可溶化の前後で大きな変化はないと
考えられる。一般に、シグモイド型の[S]-V
曲線は、酵素と基質の相互作用が 1:1 ではな
く、１以上の基質分子が同時に酵素と相互作
用することで反応が進むことを示している
（正の協同性）。 
 一方で、c-di-GMP について速度論的解析を
行うと、可溶化前後ともに、強い正の協同性
を認めることができた。c-di-GMP はアロステ
リックエフェクターであり、それを支持する
データである。また、c-di-GMP と酵素の相互
作用に関しては、UDP-グルコースの場合と異
なり、可溶化により協同性が大きく変化する
様子は認められなかった。 
以上から、可溶化によって、UDP-グルコー

スと酵素の相互作用に根本的な変調が生じ
たことが示された。脂質膜環境が、膜タンパ
ク質の構造や機能に影響を及ぼす例が複数
報告されていることを考えると、セルロース
合成酵素が、可溶化により異なる挙動を示す
という上述のデータは、セルロース合成酵素
の動作機構を解明する上で、重要なヒントと
なると考えられる（投稿準備中）。 
 
② 組換え体セルロース合成酵素の機能再構
成（投稿準備中） 
 本課題で使用しているセルロース合成酵
素の大腸菌発現系は、IPTG で発現制御できる。
そこで、c-di-GMP 合成酵素の発現系を、アラ
ビノース誘導性として構築し、これら 2つの
発現系を、別々に制御できる大腸菌形質転換
体を作出した。これを使い、IPTG でセルロー
ス合成酵素のみを発現させた場合、アラビノ
ースを加えて c-di-GMP 合成酵素のみを発現
させた場合、両者を発現させた場合で、セル
ロース合成活性を評価した。さらに、セルロ
ース合成酵素として、CesA のみを発現させた
場合と、CesA と CesB 両者を発現させた場合
を検証した。 
その結果、CesA・CesB と c-di-GMP 合成酵

素の両方を発現させた場合でのみ、セルロー
ス合成を確認できた。以上から、(i)本系で
観察されたセルロース合成は、確かに組換え
体セルロース合成酵素に起因すること、(ii)
構築したセルロース合成酵素の大腸菌発現
系により、セルロース合成酵素を正しく発現
できること、(iii)既報の通り、セルロース
合成活性の必要最小構成はCesA/CesBであり、
また c-di-GMP も事実上必須であることが判
明した。 
 以上から、組換え体セルロース合成酵素を
大腸菌に発現させ、大腸菌にセルロース合成
活性を再構成させることに成功した。しかし、
本系で合成されたセルロースを単離して構
造解析すると、非天然型の結晶構造であるセ
ルロース II であることが示された。したが

って、大腸菌に再構成した合成活性は、天然
活性ではなく、部分的に変性してしまったと
推測される。何らかの不足因子の存在が示唆
される。 
 本実験系は、天然活性再構成の達成には至
っていないが、組換え体を使ってセルロース
合成酵素の機能解析を簡便に実行できると
いう長所を持っている。このような実験系は、
世界的に見てもまだ例のないものだと思わ
れる。そこで、CESEC(CEllulose Synthesis in 
E. Coli)と命名した本実験系を使い、点変異
体の酵素活性を定量的に評価した。配列比較
や、X 線結晶構造解析の三次元構造から、重
要と思われるアミノ酸残基に不活化変異を
導入した場合、セルロース合成活性が消失す
ることを確認した。以上から、CESEC を使う
ことで、変異体タンパク質の酵素活性を簡便
に評価できることが示された。 
 以上をまとめると、本課題の成果として、
次の 3点が挙げられる。 
 
１． 解析計算の信頼性を高める、精製条件を

見直してCesAB複合体の精製条件を確立
する等、いくつか課題は残ったが、電子
顕微鏡による三次元構造解析研究の道
筋をつけることに成功した。 

２． 粗酵素の速度論的解析を行い、セルロー
ス合成酵素の反応機構に、興味深い性質
を発見した。 

３． 組換え体タンパク質を使った、セルロー
ス合成酵素の機能解析研究の基盤を構
築した。 

 
 本課題で構築した研究資源は、今後のセル
ロース合成酵素の構造解析と機能解析研究
を進める上で、重要な基盤となる。我々は、
これらを使用して、セルロース合成酵素の構
造解析および機能解析研究を進めている。今
後、セルロース生合成機構の理解が、生化学
的・高分子科学の観点を取り入れた上で進み、
既報の分子細胞生物学的知見と照らし合わ
せることで、総合的に大きく進展することが
期待される。 
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