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研究成果の概要（和文）：バイオマス中のセルロースの糖化では、共存するリグニンがセルラーゼに吸着して酵素の失
活を起すことが酵素使用量の低減を阻む大きな要因となっている。本研究では、セルラーゼの表層環境を人為的に改変
し、リグニンへの非生産的吸着を抑制したスーパー糖化酵素開発のための新戦略を打ち立てることを目的とし、糸状菌
由来の3つのエンドグルカナーゼを発現して、各酵素間のリグニンへの親和性に与える影響や、CBMの欠損と糖鎖切断が
リグニンと酵素の親和性に与える影響を解析した。

研究成果の概要（英文）：In enzymatic saccharification of cellulosic biomass, it is necessary to decrease t
he dosage of cellulase. However, it is known that lignin is bound to the cellulase during the saccharifica
tion, and inactivates the enzyme. In this research, we modified surface environment of the enzyme to estab
lish the methodology to develop the high performance cellulase having suppressed absorptivity to lignin. W
e expressed three endoglucanse, EG1, EG2 and EG3 from Trichoderma reesei in Pichia pastris, and analyzed e
ffects of depletion of CBM and carbohydrate chains of the enzymes on the absorptivity to the lignin.
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１．研究開始当初の背景 
石油リファイナリーから、セルロース系バイ
オリファイナリーへの変革が世界的に希求
されている。バイオマスの糖化発酵によるバ
イオエタノールの生産では、セルラーゼの投
入量を極力減らすことがプロセスのコスト
競争力を高めるために必須であり、世界中で
セルラーゼ開発競争が行われている。セルラ
ーゼの反応性を高めるために、バイオマスの
前処理物に最適化した酵素カクテルの構築、
個別の酵素の触媒活性の増強の他、リグニン
への非生産的な吸着の軽減が必要である。リ
グニンへの非生産的な吸着ついては、その重
要性はまだ十分認識されておらず、リグニン
のポリペプチド鎖への吸着機構はほとんど
解明されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、セルラーゼの糖質結合モジュー
ルの欠損や糖鎖のトリミングなどにより、酵 
素表層環境を人為的に改変し、この酵素表層
環境の改変にタンパクのリグニンへの非生
産的吸着を制御できることを示し、スーパー
糖化酵素開発の新戦略を打ち立てることを
目的とした。即ち、工業的に重要な糸状菌
Trichoderma reesei の主要なエンドグルカ
ナーゼを発現し、表層環境の改変が与えるリ
グニンへの親和性に与える影響を明らかに
することを目的とした。また、低分子リグニ
ンとセルラーゼの複合体形成についても解
析した。 
 
３．研究の方法 
Trichoderma reesei の①エンドグルカナー
ゼ 1 (EG1)、②CBM 欠損 EG1（触媒ドメイン＋
リンカー、EG1-CDL)、③エンドグルカナーゼ
2 (EG2)、④CBM 欠損 EG2 (EG2-CDL)、⑤エン
ドグルカナーゼ 3 (EG3)を、メタノール資化
酵母 Pichia pastoris を宿主として組換え酵
素を発現させた後、Ni-NTA カラムにより精
製した。組換え酵素は、BMGY 培地にメタノー
ルを加えることで誘導生産した。Ni-NTA カ
ラムの溶出は、2M imidazole を含む pH7.0 の
リン酸 buffer を用いた。精製した酵素につ
いて、リグニンとの親和性を水晶振動子マイ
クロバランス(QCM)を用いて測定した。QCM の
金プレートへのリグニンの吸着は、物理吸着
法を用いた。また、N 結合型糖タンパク質か
ら高マンノース型オリゴ糖、ハイブリッド型
オリゴ糖、複合型オリゴ糖の一番内側の
GlucNAc 残基とアスパラギン残基の間を切断
するグリコシダーゼであるPNGaseFを用いて、
糖鎖の切断を行い、リグニンとの親和性に与
える影響を解析した。リグニンは、スギとユ
ーカリからミルドウッドリグニン(MWL)を精
製し、使用した。さらに、バクテリア由来の
セルラーゼ触媒ドメインやCBMとリグニン二
量体モデルとの複合体形成を、FT-ICR-MS に
より解析した。 
 

４．研究成果 
P.pastoris で発現させた T. reesei の 5
種類の組換え酵素はすべて活性型として精
製することに成功した。EG1 と EG2 は、糖質
結合モジュール(CBM)をもつため、CBM を欠
損した組換えタンパクも調製した。発現し
た EG2 の SDS-PAGE による解析結果を図 2
に示した。CBM 欠損による分子量の違いが
電気泳動からも明確に示された。また、精
製した EG1と EG3の SDS-PAGE を図3に示し
た。精製酵素は、糖鎖の影響により、バン
ドがスミアになった。水晶振動子マイクロ
バランス(QCM)を用いて解析した結果、CBM1
を欠損させると、EG2 はリグニン親和性が
大きく低下するが、EG1 はその影響が小さ
いことを示した。ユーカリリグニン、スギ
リグニン双方とも同じ傾向を示した。また、
表層環境改変のため、糖鎖をグリコシダー
ゼ PNGaseFで切断し、その影響を評価した。
セルラーゼの PNGaseF処理によりEG1の分子

量が低下することをSDS-PAGEで示した（図4）。 
 
図１ 発現したT. reesei エンドグルカナー
ゼのドメイン構造 

 

 
 
図 2 Pichia pastoris による T. reesei EG2
の発現 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 精製した T. reesei EG1 と EG3 の
SDS-PAGE  

 
 

図 4  異なる酵素量で糖鎖切断した T. 
reesei EG1 の SDS-PAGE 

 
一方、糖鎖の少ない EG2 と EG3 は PNGaseF に
よる分子量低下が明瞭でないため、EG1 の糖
鎖切断前と後について、水晶振動子マイク
ロバランス(QCM)を用いてリグニンへの親
和性が変化するか否かを解析した。その結
果、糖鎖切断により、EG1 の結合解離定数
が約 3倍大きくなることを示した。従って、
EG1 については、N型糖鎖をもつ方が、リグ
ニンとの親和性が高い結果が得られた。 
このように、セルラーゼの表層環境を改変す
ることにより、リグニンとの親和性は変化す
る。このため、タンパク質ドメインの欠損や
修飾を行い、リグニンの吸着性を低減させる
ことは可能であるが、糖鎖の影響や CBM 欠損
の影響は、それぞれの酵素により異なるため、
それぞれのタンパク質や糖鎖の構造と修飾
の影響を詳細に解析して、オーダーメードの
修飾酵素を開発することが必要である。この
構造とリグニン吸着性の相関に関する研究
蓄積により、糖化阻害を受けにくいタンパク
質開発の戦略が明確化するものと期待され

る。セルラーゼの触媒ドメインや CBM と複数
分子のリグニン二量体モデルが複合体を形
成することをFT-ICR-MSにより明らかにした。
セルラーゼは、不溶性高分子リグニンに吸着
するのみでなく、低分子リグニン分解物にも
吸着する。このため、バイオマス糖化酵素の
設計では、高分子リグニンのみでなく、糖化
プロセスで共存する低分子リグニン分解物
に対する吸着や活性低下の影響を解析する
必要がある。 
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