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研究成果の概要（和文）：エンドグルカナーゼCelDと，セルロース結晶破壊機能を有するエクスパンシンExpを融合し
た融合酵素Exp-CelD，Exp-GS3-CelD，Exp-GS6-CelDを作製した。ExpをCelDに融合することにより，セルロースへの吸
着性が大幅に増加した。非結晶セルロースの分解実験では，CelDに比べ，Exp-CelDの分解率は低下したが，Exp-GS3-Ce
lDとExp-GS6-CelDの分解率は増大し，分解活性にはリンカーが重要であることが示された。さらに，結晶化度の異なる
セルロースを用いて分解性を調査した結果，高結晶化度のセルロースに対してはExp-GS3-CelDが有効であった。

研究成果の概要（英文）：We constructed novel fusion enzymes consisting of Bacillus subtilis expansin 
EXLX1 and Clostridium thermocellum endoglucanase CelD. These two components are directly fused, or fused 
using flexible glycine-serine peptide linkers (GGGGS, GS linker) with different lengths: a triplicate 
(GGGGS)3 linker (GS3) and a sextuple (GGGGS)6 linker (GS6), resulting in fusion enzymes EXLX1-CelD, 
EXLX1-GS3-CelD and EXLX1-GS6-CelD. The binding ability and digestibility of these fusion enzymes towards 
a series of cellulose substrates with different crystallinity index (CrI) was examined. Fused with EXLX1, 
CelD showed higher binding ability to various kinds of cellulose. In the degradation of cellulose, 
EXLX1-GS3-CelD exhibited the highest degradation activity among the fusion enzymes examined, suggesting 
that linker length between the two proteins has a significant impact on the activity of the fusion 
enzyme. EXLX1-GS3-CelD was found to function more effectively towards higher crystalline celluloses.

研究分野： 生物反応工学
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１．研究開始当初の背景 
稲わらや廃木材などのセルロース系バイ

オマスは，酵素分解によって燃料や化成品の
原料となるグルコースに変換できることか
ら，再生可能資源として注目されている。し
かし，セルロースは強固な結晶構造をとるた
め，酵素が吸着しにくく，分解効率が低い点
が問題となる。 
 
２．研究の目的 
本研究では，セルロースに吸着し非結晶化

する機能性タンパク質である Bacillus subtilis
由来のエクスパンシン（Exp）に着目し，こ
れを Clostridium thermocellum由来のセルロー
ス分解酵素（CelD）と融合することで，セル
ロースの非結晶化と分解を同時に進行させ
る新規機能性酵素の開発に取り組んだ
（Fig.1）。Exp と CelD からなる数種の融合酵
素を作製し，セルロースに対する吸着特性，
および結晶化度の異なるセルロースの分解
性を調査した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 
融合酵素は，Exp と CelD を直接つなぎ合

せた Exp-CelD と，フレキシブルな GS リンカ
ー を 3 つ あ る い は 6 つ 挿 入 し た 
Exp-GS3-CelD，および Exp-GS6-CelD を作製
した。 
作製した各酵素を用いてセルロースへの

吸着実験と分解実験を行った。基質は，Avicel
をリン酸処理して作製した結晶化度の異な
るセルロース（CrI=13.7，57.6，74.0%）を使
用した。所定時間毎に採取した反応液を遠心
分離した後，上清に含まれるタンパク質濃度
をブラッドフォード法により定量すること
で吸着率を，グルコースおよびセロビオース
濃度を HPLC-ELSD により分析することでセ
ルロースの分解率を算出した。 
 
４．研究成果 

Fig.2 に大腸菌により作製した各酵素の
SDS-PAGE を示す。各酵素の分子量に対応す
る位置にそれぞれ単一バンドが検出され，
Exp（23 kDa），CelD（62 kDa），および融合
酵素 Exp-CelD（85 kDa），Exp-GS3-CelD（86 
kDa），Exp-GS6-CelD（87 kDa）の発現と精製
を確認した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Fig.3 に種々の結晶化度のセルロースに対
する酵素吸着率を示す。非結晶セルロース
（結晶化度=13.7）では，セルロース吸着性タ
ンパク質である Exp の吸着率は 2 時間で 94%
であった。一方で，セルロース分解酵素 CelD
の吸着率は 16%と低かったが，Exp 融合酵素
はいずれも 80%程度まで増大した。さらに，
結晶セルロース（結晶化度=80.3）でも同様に，
CelD に比べ Exp 融合酵素の吸着率は非常に
高かった。したがって，Exp を融合すること
で，結晶および非結晶セルロースのいずれに
対しても CelD の吸着性が増大することが分
かった。また，吸着性に関してリンカーの有
無や長さは大きな影響を持たないことが示
された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.4 に非結晶セルロースの分解率の経時
変化を示す。CelD と比較して，Exp を直接つ
なげた Exp-CelD の分解率は低下した。一方，
GS リンカーを挿入して Exp を融合した
Exp-GS3-CelD と Exp-GS6-CelD の分解率は増
大した。また，Exp と CelD を連結せずに共
添加した系（Exp + CelD）の分解率は CelD と
同程度であった。以上のことから，リンカー
を挿入して Exp を融合することで，CelD の
セルロース分解活性を向上することができ
ると考えられる。 

Fig.2 作製したタンパク質の SDS-PAGE 

 

 

(a) 非結晶セルロース（結晶化度=13.7） 

(b) 結晶セルロース（結晶化度=80.3） 

Fig.3 各セルロースへの吸着挙動 
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Fig.1 本研究のアプローチ 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
融合酵素のリンカーの長さがセルロース

分解性に及ぼす影響を詳細に検討するため
に，結晶化度の異なる 3 種類のセルロース
（CrI=13.7, 57.6, 74.0）の分解を CelD，
Exp-GS3-CelD，Exp-GS6-CelD を用いて行っ
た。これらの融合酵素による分解率の増減度
を評価するために，CelD と各融合酵素の分解
率の比を算出し，これを縦軸として Fig.5 に
示した。Exp-GS3-CelD では，結晶化度の高い
セルロースほど分解率の増大効果が大きい
ことが分かる。一方で，Exp-GS6-CelD では結
晶化度の大きいセルロースほど分解率が低
下した。以上より，本研究で作製した融合酵
素 Exp-GS3-CelD は結晶化度が高い難分解性
のセルロースに対して，より効率的に分解機
能を発揮することが考えられる。 
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Fig.4 各酵素の分解挙動 
基質：非結晶セルロース（CrI=13.7） 

 

Fig.5 CelD と融合酵素の分解率の比 
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