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研究成果の概要（和文）：Caldicellulosiruptor bescii (C. bescii)は、微生物の中で最も高温で結晶性セルロース
を分解できる嫌気性高度好熱細菌である。C. besciiセルラーゼ系の結晶性セルロースと稲ワラに対する分解活性はト
リコデルマ由来酵素よりもおよそ２倍高いことを明らかにした。新規のセルロース・ヘミセルロース結合タンパク質フ
ァミリーPWBPを同定した。組換えPWBP49, PWBP57, PWBP65タンパク質を調整して生化学的活性を解析した。その結果、
これらタンパク質は植物細胞壁に最も高い結合親和性を示すことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Caldicellulosiruptor bescii (C. bescii) is the most thermophilic bacterium that 
can degrade crystalline cellulose. Experiments using microcrystalline cellulose and native timothy grass 
showed that the cellulose system of C. bescii decomposes them more than double as compared to the most 
common enzyme system prepared from Trichoderma species. A new protein family, PWBP (plant cell 
wall-binding protein), was identified in the C. bescii cellulose system. The recombinant PWBP49, PWBP57, 
and PWBP65, prepared from E. coli, showed the highest binding affinities to native plant cell walls among 
insoluble polysaccharides tested.

研究分野：環境微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 地球温暖化に対する懸念から、リグノセル
ロース系バイオマス利用への注目が高まっ
ている。持続可能な社会構築に向けてバイオ
マス利用技術の開発は重要である。リグノセ
ルロース系バイオマスの利用では、酵素によ
る安価な分解法の開発が必要である。しかし、
強固な結晶構造のために、未だに十分な分解
法は確立されていない。 
 
２．研究の目的 
 微生物の中で最も高温で結晶性セルロー
スを分解できる嫌気性高度好熱細菌
Caldicellulosiruptor bescii (C. bescii)の細胞外
分泌型セルラーゼ系を分子生物学的に解明
することにより、これまでにない高活性なセ
ルロース分解酵素の調製に向けた基礎技術
を開発する。 
 
３．研究の方法 
１）C. besciiを嫌気培養（75℃）して、細
胞外に分泌されたタンパク質を遠心分離法
で回収した。その画分を硫安沈殿で濃縮（C. 
bescii 細胞外分泌型セルラーゼ系）して、実
験に用いた。 
２）C. bescii細胞外分泌型セルラーゼ系を

SDS-PAGEで分離後、バンドを切り出した。
トリプシン処理した後、MALDI TOF MASで
マルチドメインセルラーゼ遺伝子を同定し
た。 
３）トリコデルマとの活性比較では、市販
の T. reesei由来酵素（セルクラスト、シグマ）
を使用した。 
４）組換えタンパク質の調整では、

pET28b(大腸菌内発現系)または pColdI（大腸
菌低温発現系）に組込み発現系を構築した。
それらを宿主に遺伝子導入してタンパク質
の発現を行った。宿主細胞を回収、破砕、熱
処理後(75C, 20 min)、SDS-PAGE法でタンパ
ク質発現を解析した。 
５）不溶性および水溶性多糖類に対する結
合活性を Pull Down法またはAffinity Gel法で
解析した。結合特性をさらに定量的に解析す
るために不溶性多糖類とオリゴ糖に対する
結合を Depletion Binding Isotherm 法および
Isothermal Titration Calorimetry(ITC)法でそれ
ぞれ解析して、Kaなどの熱力学的パラメータ
ーを決定した。 
６）８種類の結晶化キット（Hampton と

QIAGEN）を用いて結晶化条件を検討した。
得られた結晶を高エネ研（KEK）の放射高施
設（PF）で X線を照射して、反射データセッ
トを取得した。 
 
４．研究成果 
 C. besciiセルラーゼ系をSDS-PAGEとMAS
で解析したところ GH5, 9, 10, 44, 48と CBM3
から構成される 4つのマルチドメインセルラ
ーゼが主成分であることが分かった。C. 
bescii セルラーゼ系の様々な基質に対する分

解活性を決定した（表１ ）。C. besciiセルラ
ーゼ系は様々な高分子多糖類を分解できる
ことが分かった。 
 

 
C. besciiセルラーゼ系とトリコデルマ由来
セルラーゼの結晶性セルロース（Avicel）, チ
モシー牧草, 稲ワラ（10 g/L）に対する分解活
性を比較したところ、C. besciiセルラーゼは
およそ 2.0～2.5高い活性があることが分かっ
た（図１と２）。 
 

 
図１ 結晶性セルロースに対する分解活
性の比較 
 
 新規のセルロース・ヘミセルロース結合タ
ンパク質ファミリー PWBP（ plant cell 
wall-binding protein）を C. besciiセルラーゼ系
から同定した（図３）。遺伝子組み換えタン
パク質 PWBP49, PWBP57, PWBP65を作成・

表１ C. besciiセルラーゼ系の分解活性 

Substrate 
mU/mg-protein 

Average (S.D.) 

Lichenan 2572.4 (0.1) 

Xylan from Oat spelt 2246.4 (18.0) 

Xylan from Beechwood 2212.5 (30.0) 

CMC 1017.0 (9.9) 

Acid-swollen Cellulose 607.7 (18.0) 

Filter paper 58.9 (0.7) 

Avicel 38.1 (1.0) 

Timothy 32.6 (0.9) 

Rice straw 27.5 (2.2) 

Mannan N. D. 

Wheat starch N. D. 

Chitin N. D. 

Pectin N. D. 

Dextran N. D. 



精製して生化学的活性を解析した。その結果、
PWBP49 は xylan, Avicel, PASC, rice straw, 
timothy grass, mannan, arabinoxylan, xyloglucan
に結合できることが分かった。さらに
PWBP49 は、様々な oligosaccharide にも結合
できることが判明し、その中でも xylobiose
に最も高い結合親和性を示す。 
 

 
図２ 牧草・稲ワラに対する分解活性比較 

 
 

 
図３ 新規の植物細胞壁結合タンパク質
ファミリーPWBPの模式図 
 

PWBP57は、不溶性多糖類に対しては非結
晶性のセルロース（PASC）に最も多く結合す
る（図４）。しかし、結合親和性（結合定数
Ka）は牧草（チモシー）細胞壁に対して最も
高い値を示した。水溶性基質に対しては、ペ
クチンやキシランに強く結合していた。
PWBP57は、キシロオリゴ糖への結合は検出
されなかったが、セロオリゴ糖への結合が観
察された。 

PWBP65は、不溶性多糖類であるセルロー
ス、マンノース、キシラン、牧草細胞壁に対
して同程度に結合した（結合量）。結合親和
性（結合定数 Ka）は PWBP57 と同様に牧草
細胞壁に対して最も高い値を示した。水溶性
基質に対しては PWBP57 と類似した結合特
性が認められた。PWBP65は、キシロオリゴ
糖とセロオリゴ糖の両方に結合した。 
蛍光顕微鏡観察によりPWBP57とPWBP65
は実際に植物細胞壁に優先的に結合するこ
とが確認された（図５） 

 
 
 

 
図４ PWBP57, 65の結合活性 

 

 
図５ 蛍光顕微鏡による PWBP57, 65の牧
草組織切片への結合部位の解析 
 

PWBP49 は、Sodium malonate で結晶化が
可能であることが分かった（図６）。その結
晶にＸ線を当てたところ、分解能 1.6Å のデ
ータセットが得られた。 
 PWBP57(図７)は 0.1M Sodium citrate pH5.5, 
2.2M Ammonium sulfate、PWBP65(図８)は、
0.1M Sodium citrate pH6.0, 30% PEG 600の条
件で結晶が得られた。 
 本研究から C. bescii は分解酵素に加えて、
これらの植物細胞壁結合タンパク質を分泌
しながらバイオマスを分解していることが



明らかとなった。新規結合タンパク質の補助
により C. besciiは高い分解活性を示す可能性
が示唆された。 
 
 

 
図６ PWBP49の結晶 

 

 
図７ PWBP57の結晶 

 

 
図８ PWBP65の結晶 
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