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研究成果の概要（和文）：絶対嫌気性菌 Clostridum cellulovorans はセルロースやヘミセルロースといった多糖類を
効率よく分解できる。このメカニズムとしては、(1)細胞表層にセルロソームという巨大な酵素複合体を形成する; (2)
ノンセルロソーマル酵素と呼ばれる分泌型の糖質分解酵素群を生産しセルロソーム上の酵素群と共役させている; (3)
種々の多糖類を認識し分泌する糖質分解酵素群を最適化している、 の3つがあげられる。これまで全ゲノム解析の結果
を基にしたプロテオーム解析によって、本微生物が種々の多糖を認識し、分泌の糖質分解酵素群を最適化する分子機構
を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：An anaerobic bacterium Clostridium cellulovorans produces a large extracellular 
enzyme complex called cellulosome and a number of non-cellulosomal proteins. Each component plays an 
important role on efficient degradation of various biomass-substrates. We performed intracellular and 
extracellular time-course proteome analyses with xylan in which C. cellulovorans changed profile of 
proteins significantly. C. cellulovorans proteins were successfully identified, and these profiles 
changed dependent on each culture time. Comparison of the intracellular and extracellular protein 
profiles indicated that C. cellulovorans adapted each profile of proteins in response to residues of 
xylan. Furthermore, we clarified the production of some key proteins, which involve in substrate 
degradation and metabolism.

研究分野： 応用生物科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 

 

セルロース系バイオマスの前処理として、これ

までの物理的・化学的手法のうち、酵素処理法が  

現在の主流の技術であるが、これに、勝るものと

して、「微生物前処理法」が注目を集め始めてい

る。これは、セルロース系バイオマスのセルロー

スやヘミセルロースを完全分解・糖化するという

エネルギー・コスト・環境保全の面から「未来型

の革新的前処理法」として世界からの期待が大き

い。自然界では、Clostridium属微生物群がバイ

オマス分解の最前線で活動しており、アメリカエ

ネルギー庁（ＤＯE）もこの微生物群すべてのゲ

ノム完全解析制覇を目論んで国家プロジェクトを

着々と進めている。Clostridium 属微生物群は、

その多くは、細胞表層に木材チップなどを直接分

解できる各種セルラーぜ・ヘミセルラーぜの超複

合体であるセルロソームを生産し、そのセルロソ

ームには、これまで述べてきた複雑で化学連携す

るすべての酵素群を操作することなく、ほとんど

すべてが内在し、その微生物がバイオマスを分解

して生育するための前処理をしているのである。 

我々は、このセルロソームにおいて、もっとも

進化した型、すなわち、ソフトバイオマスのセル

ロースやヘミセルロースの完全分解・糖化能力の

あるセルロソームをもつ Clostridium 

cellulovoransのゲノムの完全解析を、この微生

物の専門家であるアメリカ・カリフォルニア大学

デービス校の R. H. Doi教授の支援と、さらに、

住友商事の資金援助をうけて、アメリカに先駆け

て完成させた。この成果により、ソフトバイオマ

スの完全分解・糖化能力のあるセルロソームの全

貌を世界で初めて明らかにするとともに、特許化

（特願 2009-100117）にも成功した。実際この微

生物を用いることにより、まだ予備的ではある

が、いわゆる、革新的微生物前処理法として、稲

わらや古紙を裁断したものをこの微生物と混ぜて

貯留するだけで、直接、完全分解・糖化できるこ

とを実証した。この Clostridium cellulovorans

および、そのゲノム解析から合成生物学的につく

られるアーミング細胞による前処理法は、石油に

替わってセルロースからエネルギーだけでなく現

在の化成品のすべてを産出する る井戸を掘り当

てたも同然であり、セルロースの前処 理法とし

て、エネルギーやコスト収支、さらに、環境 境

に負担をかけない点からも革新的な手法となる。 

 

２．研究の目的 

Clostridium 属微生物群は、細胞表層に木材チッ

プなどを直接分解できる各種セルラーゼなどの酵

素の超複合体であるセルロソームを持つところか

ら、アメリカエネルギー庁（ＤＯE）もこの微生物

群すべてのゲノム完全解析制覇を目論んで国家プ

ロジェクトを進めている。我々は、このセルロソー

ムの中でも、もっとも機能進化したものと考えら

れ る セ ル ロ ソ ー ム を も つ Clostridium 

cellulovoransのゲノムの完全解析を、アメリカに

先駆けて完成させ、我々の開発してきた細胞表層

工学技術と共役させて、特許化（特願 2009-100117）

にも成功した。その研究過程で、セルロソームを構

成する実働酵素タンパク質は９種あるが、しかし、

その候補遺伝子は５３種存在することを見出した。

我々の開発してきたモノリスカラムによるフォー

カスドプロテオーム解析を活用すると、この９種

の酵素タンパク質個々が「バイオマスの種類によ

り変化する」ことや、「時間とともに変化する」と

いう興味深い事実を発見した。微生物がバイオマ

スを分解して生育するための未来型バイオマス前

処理としてのこの素晴らしい自然の、そして生物

の叡智に注目して、この実働９種のタンパク質の

ゲノム５３種からの選別発現の分子機構の解析と

応用を目的とする。 

 



 

 

３．研究の方法 

近年、脱石油依存社会をめざして、非可食バイオマ

スからの有用物質生産に注目が集まっている。この目

的を達成するため、我々が世界に先駆けて全ゲノム解

析をした Clostridium cellulovoransに注目した。本

微生物は菌体内外の酵素などのタンパク質生産を最

適化することによって、バイオマスを構成するセルロ

ース、ヘミセルロース、ペクチンなどの多様な多糖類

ほぼ全てを分解・代謝することができる陸上ソフトバ

イオマス完全分解微生物である。その際に本微生物が

細胞外の環境を認識して、必要な遺伝子を発現し、分

泌酵素群を最適化する分子メカニズムの詳細はいま

だ明らかになっていない。そこで、本研究ではグルコ

ース、キシラン、ガラクトマンナン、ペクチンをそれ

ぞれ唯一の炭素源として培養した菌体を用いて、定量

プロテオミクスを行うことで、網羅的・定量的に菌体

内のタンパク質群の変動を追い、これらの炭素源の認

識機構に関わるタンパク質を明らかにしようと試み

た。 

（1） C. cellulovoransの培養 

今 回 用 い る 炭 素 源 そ れ ぞ れ で の C. 

cellulovoransの生育を確認するため、グルコース、

キシラン、ガラクトマンナン、ペクチンで本微生物

を培養し、生育曲線を得た。得られた生育曲線より、

全ての炭素源において対数増殖期後期であった 36

時間を培養時間とした。 

（2）サンプルの調製 

36 時間培養した菌体を超音波により破砕して、

菌体中のタンパク質を抽出した。得られたタンパ

ク質をトリプシンでペプチド断片に消化し、それ

らの N 末端に比較定量のための安定同位体からな

るラベル化合物を結合させた。 

（3） nano LC-MS/MSによる分析 

本研究室が独自に開発した高理論段数メートル

長モノリスカラム (5000 mm)を用いた nano LC-

MS/MS でラベル化したペプチド断片を分離し、これ

らの MS/MS スペクトルを測定した。得られたスペ

クトルから、735個のタンパク質を同定し、それら

の定量値を得た（図１）。 

（4）データ解析 

得られた定量値で統計解析を行い、それぞれの

炭素源に特異的に生産されるタンパク質群を得た。

まず、分散を経験ベイズで補正した t-testを行っ

て、統計的に優位に変動したタンパク質を得た。続

いて、多重比較の問題を回避するために p-valueを

Benjamin-Hochberg 法を用いて補正した。生産量の

変動と p-value の関係を Volcano plotに示す（図

２）。 各炭素源の認識機構に関わるタンパク質を

明らかにするため、まず二成分制御系にターゲッ

トを絞った。本微生物は二成分制御系に関わる 15

個の遺伝子クラスターを有している。このクラス

ターの中にキシラン、ガラクトマンナンで特異的

にタンパク質の生産量が上昇した遺伝子群が存在

していた。またペクチンにおいて、二成分制御系に

関わってはいないが、生産量が上昇している遺伝

子クラスターを見出した。 

 

４．研究成果 

各炭素源における分解・代謝に関わるタンパク

質に着目すると、C. cellulovorans は菌体内部に

おいて、オリゴ糖を単糖に分解する酵素群を生産

していた。また、以前の結果より、本微生物は培地

上清中に主として多糖をオリゴ糖にする酵素群を 

分泌している。すなわち、この微生物は、多糖を資



 

 

化する際には上清中で多糖をオリゴ糖まで分解し、

そのオリゴ糖を取り込むことで資化している可能

性が高い。 

また、キシランとガラクトマンナンにおいて生

産量が上昇している遺伝子クラスターには、

histidine kinase, transcriptional regulator 

AraC, extracellular solute-binding proteinの

3 つが共通して含まれており、これらのタンパク質

が炭素源の認識に必要であると考えられた。これ

らを用いて細胞外の炭素源を認識する機構は

Clostridium cellulolyticum において知られてお

り、同様の機構が C. cellulovorans に存在してい

ることが示唆された。一方、ペクチンにおいて特異

的に生産量が上昇している遺伝子クラスター中に

は、糖結合ドメインを持つ転写因子が存在してい

た。これらの転写因子をコードする遺伝子の下流

にはペクチンの代謝に関わるそれぞれ異なるルー

トの遺伝子群が存在しており、2 つの転写因子はこ

れらの別々のルートに属する遺伝子群を独立に制

御しているのではないかと考えられた（図３）。 

 

 

図１．プロテオーム解析のワークフロー 

 

 

 

 

 

図２．Ａ：Volcano plotによる炭素源特異的なタ

ンパク質の抽出 Ｂ：得られた炭素源特異的な遺

伝子クラスター 

 

 

図３．Ａ：ヘミセルロース認識モデル 

Ｂ：ペクチン認識モデル 
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