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研究成果の概要（和文）：セルロース分解酵素の触媒の基質親和性について検討した。セルロース分解細菌に由来する
Cel5A、Cel5B、Cel5Eの三つの触媒に変異を導入して活性を失った酵素タンパク質の結合特性を分析した。その結果、
同じファミリーのセルラーゼであっても、セルロースの形態の違いにより、結合量に差が生じた。酸膨潤セルロースへ
の結合量は、Cel5B>Cel5A>Cel5Eの順番であったが、ボールミルドセルロースに対しては、Cel5E>Cel5A>Cel5Bの順であ
った。同じエンドグルカナーゼに属する酵素でも、その触媒がもつ基質親和性は、基質形態で異なっていることが明ら
かとなった

研究成果の概要（英文）：Microorganisms produce multiple cellulases for degradation of biomass. Substrate 
affinities of these cellulolytic enzymes were examined. Three catalytic modules of enzymes, Cel5A, Cel5B, 
and Cel5E from Clostridium thermocellum were mutated to lose catalytic activities. Mutated proteins were 
tested for binding affinities of cellulosic substrates. Binding capacity to acid-swollen cellulose was 
Cel5B > Cel5A > Cel5E, whereas that to ball-milled cellulose was Cel5E>Cel5A>Cel5B. These enzymes are 
endoglucanases, however, substrate affinities of these catalytic modules depend on morphology of 
cellulosic substrates.

研究分野： 応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 植物細胞壁を分解する微生物は、数多くの
加水分解酵素を有しており、これらの複数の
酵素を発現することにより植物細胞壁に含
まれる多糖類を分解している。なぜ、このよ
うに数多くの酵素を有しているのかは明ら
かではない。 
 これらの加水分解酵素は「触媒モジュール」
と「糖質結合モジュール」から構成されてい
る。植物細胞壁を構成する多糖類は、水に不
溶であるために、これらを分解する酵素は、
基質である多糖類を認識する「糖質結合モジ
ュール」を持っている。 
 微生物は構造の異なる「糖質結合モジュー
ル」を数多くもっており、植物細胞壁の異な
る部分を認識して結合している。一方、「触
媒モジュール」においても、構造のよく似た
同一ファミリーに属する複数の酵素を、微生
物は発現しており、なぜ、同じような酵素を
複数利用しているのかは不明である。 
 「糖質結合モジュール」においては、似た
ような結合定数をもつものの、結合する部位
や特異性が大きくことなっている。「触媒モ
ジュール」にも、同じセルラーゼでありなが
ら、セルロースへの結合の特異性があるので
はないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、酵素の触媒モジュールが、ど
のような基質に対して親和性をもち、どのよ
うな親和力で基質を認識しているかを明ら
かにする。糖質結合モジュールの特性だけで
なく、触媒本来の特異性を明らかにすること
で、微生物はなぜ複数の酵素が必要なのかに
ついて考える情報を提供する。 
 
３．研究の方法 
 
・セルラーゼ触媒モジュールの一般酸塩基触
媒残基であるグルタミン酸を、グルタミンに
換える部位特異的変異を導入した。 
・変異導入にした遺伝子を発現プラスミド
pQE30 に導入し、大腸菌で発現した。発現し
たタンパク質を本研究費により導入した
Profinia タンパク質精製システムを使用して
高度に精製した。 
・不溶性基質に対する結合試験−精製した変
異酵素タンパク質を使用して、種々の不溶性
基質に結合試験を行った。結合試験において、
結合しなかったタンパク質量から結合タン
パク質量を算出し、Langmuir の等温吸着線
により、結合定数を求めた。 
・可溶性基質に対する結合試験−セロヘキサ
オースを基質として、等温滴定熱量計により、
結合時に生じる熱量を測定して、結合定数を
算出した。 
・結合部位を特定するために、変異触媒モジ
ュールと蛍光タンパク質の融合タンパク質

を作成し、蛍光顕微鏡化で、植物細胞切片で
の結合部位を観察した。 
 
４．研究成果 
 
嫌気性好熱セルロース分解細菌 Clostridium 
thermocellum には、ゲノム上に少なくとも
11 種類の糖質関連加水分解酵素ファミリー
５（GH5）に属する酵素がある。これに着目
して、これらの触媒モジュールの結合特性の
解析を行った。 
 Cel5A、Cel5B、Cel5E の３つは、容易に発
現できたので、この３つのセルラーゼについ
て結合試験を行った。酸膨潤セルロースに対
する結合試験において、Cel5B 及び Cel5E は
結合飽和することができなかった。これは高
濃度のタンパク質溶液で、タンパク質同士の
会合が生じたためと考えた。ボールミルドセ
ルロースにおいても同様にCel5Bにおいて飽
和がみられなかった。しかしながら、結合量
において、明らかに３つの触媒モジュールは
異なる結合量を示し、酸膨潤セルロースに対
しての結合量は、Cel5B>Cel5A>Cel5E の順で
あった（図１）。一方、ボールミルドセルロ
ースに対する結合量は、Cel5E>Cel5A＞Cel5B
の順であった。同じようなセルロース基質に
対しても結合量が大きく異なることが明ら
かになった（図２） 

図１、酸膨潤セルロースへの結合の違い 

Cel5B>Cel5A>Cel5E の順であった。 
図２、ボールミルドセルロースへの結合量 
Cel5E>Cel5A>Cel5B の順であった。 
 
 これらの基質への結合飽和が見られた
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Cel5A に対して Langmuier の等温吸着曲線か
ら結合定数を求めたところ、酸膨潤セルロー
スに対して、8.18×105 M-1、ボールミルドセ
ルロースに対して、2.26×106 M-1という値を
示した（表１）。この値は、糖質結合モジュ
ールの結合定数の値に匹敵しており、触媒モ
ジュール単独でも、酵素活性を発揮するため
に十分な親和性を不溶性セルロースにもつ
ことがわかった。 
 
表１、Cel5E の結合定数 

 
 一方、同様な実験を行った Cel44A につい
ては、ボールミルドセルロースに対して Ka
値 9.5×103 M-1であり、同じセルラーゼでも
親和性に大きな違いがあることが明らかと
なった。 
 等温滴定熱量計によりセロヘキサオース
との親和力を測定したところ、Cel5A>Cel5E> 
Cel5B の順で、親和力が高かった。Cel5A の
結合定数は、1.81×106 M-1で、可溶性セロオ
リゴ糖に対しても、糖質結合モジュールに匹
敵する結合定数を示した（図３、表２）。Cel5A
と Cel5E は類似の発熱量を示したため、サブ
サイトでの結合様式が似ていると考えられ
たが、Cel5B は、結合定数が小さいだけでな
く、発熱量が小さいので、疎水性相互作用が
結合に貢献する割合が高いと推定した。 

図３、等温滴定熱量計による Cel5A とセロヘ
キサオースとの結合熱の測定 
 
 Cel5E について、セロヘキサオースに対す
る結合定数が、1.13×105 M-1であったのに対
して、セロペンタースに対する結合定数は、
3.3×104 M-1で、オリゴ糖の長さがひとつ短

くなるだけで、結合定数が、およそ３分の１
に減少した。このことは、より長いオリゴ糖
が高い親和力をもつことを示している。 
 同様に、ファミリー44のセルラーゼCel44A
においても、セロヘキサオースに対する結合
定数は、3.3×105 M-1で、セロペンタオース
に対して、1.6×105 M-1であり、同様に短く
なることで親和力が低下することが明らか
にとなった。 
 
表２、等温滴定熱量計による結合定数 

 
 蛍光タンパク質と融合した触媒ドメイン
の植物切片への結合では、糖質結合モジュー
ルとは異なり、結合量が少なく、有意な蛍光
を見ることができなかった。これらのことか
ら、精製されたセルロース基質には糖質結合
モジュールと同等に結合ができるものの天
然の植物細胞壁においては、セルロース質の
露出が少ないことから、触媒モジュールの結
合が制限されるのではないかと考えた。この
ために、天然の材料を分解するためには、触
媒モジュールに糖質結合モジュールがつく、
モジュラー構造は、効率的な分解に不可欠な
るだろうと考えた。 
 さらに、これらの変異のない酵素の酵素活
性を測定してみたところ、酸膨潤セルロース
に最も結合した Cel5B よりも、Cel5E のほう
が、活性が高く、酵素活性では、基質結合量
と全く逆の結果となった。このことは、この
ような不溶性基質に対する結合性と酵素活
性が一致しないことがわかった。 
 これらの研究から、複数存在する GH5 のセ
ルラーゼであっても、セルロース質の基質へ
の結合量が、セルロース材料によって異なっ
ていることが明らかになった。同一ファミリ
ー内にあっても基質結合量、酵素活性に大き
な違いがあり、それぞれ、結合しやすい基質
形態が異なることが明らかにとなった。 
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