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研究成果の概要（和文）：糸状菌Trichodrema reeseiにおいて、菌体内のβ-グルコシダーゼBGLIIの409番目の
アミノ酸変異がセルラーゼの高生産化をもたらす。BGLIIの変異とセルラーゼ生産との関連を明らかにするた
め、変異箇所に飽和変異導入を行いT. reeseiのセルラーゼ生産に与える影響を解析した。その結果、最も高い
セルラーゼ生産性を与えた変異はV409T変異であった。異種宿主発現による変異型BGLIIの解析から、V409T変異
は加水分解活性を野生株の2倍以上に向上させ、オリゴ糖を生成する糖転移活性を強化することが明らかとなっ
た。また、これらがセルラーゼ生産の誘導物質となっていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the filamentous fungus Trichodrema reesei, the amino acid mutation at 
position 409 of intracellular β-glucosidase BGLII leads to enhanced production of cellulase. In 
order to clarify the relationship between BGLII mutation and cellulase production, saturation 
mutagenesis was introduced at the mutation site and its influence on cellulase production of T. 
reesei was analyzed. As a result, the mutation that gave the highest cellulase productivity was the 
V409T mutation. Analysis of mutant BGLII by heterologous expression revealed that the V409T mutation
 improves the hydrolysis activity more than twice that of the wild strain and enhances the 
transglycosylation activity to generate oligosaccharides. Moreover, its transglycosylation products 
were suggested that they are the inducers of cellulase production.

研究分野： 応用微生物学

キーワード： 誘導発現メカニズム　Trichoderma reesei　β-グルコシダーゼ　セルラーゼ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
糸状菌Trichoderma reeseiは植物バイオマス分解酵素（セルラーゼ）を大量に生産するため、非常に有用な菌株
である。本菌がセルラーゼを生産するためには誘導物質が必要であるが、その誘導物質生成の一端を担っている
菌体内酵素β-グルコシダーゼの変異がセルラーゼ生産に与える影響を解析し、409番目のアミノ酸をバリンから
スレオニンに変異させることが最も高いセルラーゼ生産性をもたらした。本研究の成果は、本菌の工業利用を促
進するとともに、β-グルコシダーゼの酵素機能を理解する上で大きな意義がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
糸状菌 Trichoderma reesei は植物細胞壁分解酵素であるセルラーゼを大量に生産することか

ら、植物バイオマスの工業利用のために重要な微生物である。T. reesei のセルラーゼ生産は誘
導的であり、誘導物質の存在下でのみセルラーゼの発現が活性化される。糸状菌由来のセルラー
ゼの工業的な重要性から、T. reesei をモデル微生物としてセルラーゼ誘導発現メカニズムの研
究が盛んに行われてきた。 
T. reesei は炭素源としてセルロースが存在する時に誘導的にセルラーゼを生産する。しかし

ながら、セルロースは不溶性のポリマーであるため、菌体内に直接取り込まれることは不可能で
ある。そのため、T. reesei は極めて微量のセルラーゼを構成的に発現しており、これによりセ
ルロースから生じるセロビオースまたはオリゴ糖をセルラーゼ発現の誘導物質として認識して
いると考えられている。セルロース分解産物として生じるセロオリゴ糖のうち、最小のセルロー
ス単位であるセロビオースに関しては、セルラーゼ生産性糸状菌である Aspergillus 属や
Neurospora crassa においてセロビオースによるセルラーゼの誘導生産が報告されており、セ
ロビオースはセルラーゼ生産の主要な誘導物質と考えられている。しかしながら、T. reesei 標
準株 QM9414 においてはセロビオースによるセルラーゼの誘導能は極めて低く、これは菌体外β
−グルコシダーゼ（BGL）によってセロビオースが容易にグルコースへと分解されるためと考えら
れている。これにより分解され生じたグルコースは炭素源異化抑制を引き起こし、セルラーゼの
生産を強く抑制する。セロビオースと比較して、ソホロースは極めて強いセルラーゼ誘導能を示
す。これはβ-グルコシダーゼ（BGL）の糖転移活性によってセロビオースから生じていると考え
られている。これまでに、菌体外 BGL である BGLI、CEL3b および CEL3e が糖転位活性を有してい
ることが判明している（1）。これらの菌体外 BGL がセルロースの分解産物であるセロオリゴ糖や
セロビオースまたはグルコースをドナーとして糖転移活性により誘導物質を生成し、さらに菌
体内へと取り込まれてセルラーゼの誘導のトリガーとなっている可能性がある。また、菌体内
BGL においても、BGLII および CEL1b の 2 種類が糖転位活性を有していることが明らかとなって
いる（2, 3）。そのため、菌体内へ取り込まれたセロビオースが菌体内 BGL の糖転移活性により
ソホロースや他の誘導物質に変換されている可能性も考えられる（図 1）。T. reesei は少なくと
も 10種の BGL を有しているが、どの BGL が誘導物質生産に大きく寄与しているのかは不明であ
り、さらにセルラーゼ誘導発現の真の誘導物質は何か？という問いに対する答えは得られてい
ない。研究代表者は、T. reesei のセルラーゼ高生産変異株の系統樹を用いた比較ゲノム解析を
通じてセルラーゼ高生産化因子の解明を進めてきた（4-6）。変異株の一つである PC-3-7 は、通
常なら非常に弱いセルラーゼの誘導物質であるセロビオースを炭素源とした時に大量のセルラ
ーゼを生産する。そのため、PC-3-7 はセルラーゼ生産メカニズムを解明するうえで鍵となる菌
株である。研究代表者は PC-3-7 において菌体
内β−グルコシダーゼである BGLII の 409 のア
ミノ酸 V が F に変異していることを見出した
(6)。BGLII は T. reesei が生産する BGL 10 種
のうち結晶セルロース培養における発現量が
最も高く、T. reesei のセルロース代謝に重要
な役割を果たしていることが推測される。PC-
3-7 で生じた BGLII の変異（V409F）を標準株
QM9414 に導入したところ、セロビオースによる
セルラーゼ生産性が向上しただけでなく、セル
ロースによるセルラーゼ生産性も大きく向上
した。BGLII の変異が T. reesei のセロビオー
スによるセルラーゼ生産性に影響を与えるこ
とから、BGLII はセルラーゼ誘導において重要
な酵素であることは明らかである。しかしなが
ら、BGLII に生じた変異が酵素機能にどのよう
な影響を与えているのか、BGLII どの糖転移産
物がセルラーゼ生産に寄与しているかは不明
であった。 

 
２．研究の目的 

T. reesei のセルラーゼ誘導生産メカニズムを明らかにするには、①セルラーゼ高生産変異株
の比較ゲノム解析②誘導物質生産に関与していると考えられる BGL 群の生理学的役割の解明、
③ゲノムデータを活用した転写調節因子の網羅的な機能解析、④誘導物質の認識・取り込みに関
与するタンパク質・トランスポーターの解析が挙げられる。この中で、本研究では②に関して
BGLII の機能に焦点を絞り、T. reesei セルラーゼ生産における生理学的役割を明らかにする。
具体的には、BGLII の酵素学的性質、特に糖転移活性とそれに与える変異点の影響を明らかに
することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
・T. reesei における変異型 BGLII の発現 

 

図 1 T. reesei のセルラーゼ誘導モデル 



野生型 BGLII 遺伝子とその上流領域と下流領域、選択マーカーである pyr4 を有する相同組換
え用 DNA 断片を pUC118 にクローニングし、発現用 DNA 断片とした。409 番目のアミノ酸に変異
を導入するため、PCR を用いた部位特異的変異導入を行った。T. reesei の形質転換はプロトプ
ラスト-PEG 法を用い、相同組換えおよびシングルコピーの形質転換体を解析に用いた。 
・変異型 BGLII の異種宿主発現 
BGLII の E. coli における発現には、発現用ベクターpET-22b (Novagen)を用いた。P. pastoris

発現用ベクターは pPICZαA ベクター(Invitrogen）を用いた。BGLII の 409 番目のアミノ酸(V)
を他の 19 種のアミノ酸に変異させた BGLII の cDNA は研究協力者である矢追克郎博士にご供与
いただいた。発現したタンパク質は His-タグアフィニティー精製して用いた。 
・糖転移活性測定 
 100 µgの精製 BGLII を用いて 20%セロビオースを基質とした 50 mM リン酸緩衝液(pH 6.5)中
で 40 C̊、24 時間反応させた。反応液を配位子交換 HPLC、サイズ排除 HPLC および薄層クロマト
グラフィーにて解析した。 
・タンパク質の分析 
CMCase 活性測定は、カルボキシメチルセルロース（CMC）を基質として pH 5.0、50℃で行っ

た。セロビアーゼ活性測定はセロビオースを基質として pH 6.5、40℃で行った。 
タンパク質定量はブラッドフォード法で行い、ウシガンマグロブリン相当として算出した。 

 
４．研究成果 
(1) T. reesei における BGLII の 409 番目のアミノ酸の saturated mutagenesis 
  セルラーゼ高生産変異
株PC-3-7において、BGLII
の 409 番目のアミノ酸 V
が F に変異することがセ
ロビオースによるセルラ
ーゼの高生産化の要因の
一つであることが明らか
となっている。この変異
(V409F)を標準株 QM9414
に導入することで、セロ
ビオースおよびセルロー
スを炭素源としたときの
セルラーゼ生産性が向上
することも明らかとなっ
ている。しかしながら、
409番目のアミノ酸がFへ
と変異したことが最良の
結果であったのか、他の
アミノ酸へ変異すること
でさらに高い効果をもた
らすのかは不明である。
そこで、409 番目のアミノ
酸を種々のアミノ酸に変
化させた BGLII を発現す
る T. reesei 株を構築し、
変異がセルラーゼ生産に
与える影響を解析した。
炭素源としてセルロース
またはセロビオースを添
加した培地で BGLII 変異
株を培養し、生産される
酵素のCMCase活性および
菌体外タンパク質量を評
価した。その結果、セルロ
ース培養では V409F、
V409A、V409G、V409H、
V409K、V409N、V409P、
V409Q、V409T、V409W および V409Y の計 11株が QM9414 のよりも高い酵素生産性を示し、中でも
V409T が最も高い CMCase 活性値を示した（図 1）。 
セロビオース培養においては、セルロース培養と同様にV409Tが最も高いCMCase活性を示し、

V409P および V409Q も次いで高い活性を示した（図 2）。また、セルロース培養とは対照的に活性
がほぼ得られない BGLII 変異株も 6種（V409A、V409E、V409I、V409K、V409L、V409W）存在した。
高活性を示したそれぞれの変異はアミノ酸の特性や分子の大きさ等で説明できる法則性がなく、

図 2 セルロースを炭素源とした BGLII 変異体発現株のセルラーゼ
活性及びタンパク質生産性（QM:QM9414、∆bgl2:BGLII 破壊株） 

図 3 セロビオースを炭素源とした BGLII 変異体発現株のセルラー
ゼ活性及びタンパク質生産性（QM:QM9414、∆bgl2:BGLII 破壊株） 



それぞれの変異が T. reesei のセルラーゼ生産性に影響を与えた原因は現段階では不明である。 
 
(2)異種宿主発現による変異型 BGLII の解析 
BGLII は菌体内で最も多量に発現している BGL であるため、項目(1)で取得した T. reesei の

各種 BGLII 変異株において菌体内セロビアーゼ活性に違いが生じる可能性があった。そこで変
異株の菌体抽出液を調整し、菌体内セロビアーゼ活性を解析した。その結果、QM9414 と同等の
セロビアーゼ活性を有していたのは 18株中 4株（V409C、V409I、V409L および V409T）であり、
変異が挿入されることによって多数の変異株の菌体内セロビアーゼ活性が低下していることが
判明した。変異株と親株の違いは BGLII の変異のみであるため、菌体内のセロビアーゼ活性の変
化は BGLII のセロビアーゼ活性の変化を反映していると考えられた。そこで、409 番目の Vをそ
れぞれのアミノ酸に変異させることが BGLII の酵素活性にどのような影響を与えるのかを明ら
かにするため、異種宿主において各種 BGLII を発現させ、その酵素活性を解析した。 
大腸菌および酵母を宿主として発現を検討した結果、大腸菌において可溶性タンパク質とし

て発現した変異体は V409A、V409L、V409I、V409S、V409T、V409C、不溶性タンパク質として発現
した変異体は V409F、V409H、V409P、V409G、V409Q、V409D、V409E、V409K、V409R、発現しなか
ったものは V409W、V409Y、V409M、V409N であった。以上の結果は、BGLII の 409 番目のアミノ
酸は、大腸菌においてその構造を維持するために重要な残基であることを示唆している。不溶性
タンパク質として発現した変異体についてリフォールディングを試みたが、可溶化に成功した
ものは V409F のみであった。そこで、E. coli 宿主をフォールディング性能に優れた宿主へ変更
して発現を試みた。その結果、V409G、V409P について可溶性タンパク質としての発現に成功し
た。また、可溶性画分への発現が確認されない変異 BGLII について、発現宿主をメタノール資化
性酵母 Pichia pastoris に変更し、発現検討を行った。遺伝子導入した P. pastoris 菌体破砕
液を用いて発現解析を行った結果、V409H の発現に成功した。 
取得した各種変異型 BGLII について、セロビアーゼ活性を比較した(表１)。PC-3-7 で生じた

変異でセルラーゼ高生産化の要因である BGLII(V409F)は野生型 BGLII と比較するとわずかなセ
ロビアーゼ活性を有しており、加水分解能が残存していることが明らかとなった。その他の変異
型 BGLII については、野生型 BGLII を大きく上回る活性を示したものは V409S、V409T、V409C で
あった。また、V409G、V409P、V409H はその活性を大きく失っており、野生型の 10%以下であっ
た。本研究の開始時点で、T. reesei におけるセルラーゼ誘導メカニズムにおいて、BGLII(V409F)
は加水分解活性が著しく減少していること、しかしながら糖転位活性は残存していることの 2点
から、PC-3-7 は炭素源異化抑制が起こりにくい環境下で誘導物質が生成されることによってセ
ルラーゼ生産を向上させていることが予測されている。しかしながら、V409T については加水分
解活性が強化されていること、T. reesei における発現株においてセルラーゼ生産性が向上して
いたことから（図 1、2）、V409F とは異なる要因で T. reesei のセルラーゼ生産性を向上させて
いることが示唆された。 
 
表 1 本研究における BGLII の 409 番目のアミノ酸の変異解析 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そこで、V409T および V409T と同等のセロビアーゼ活性を示す V409C と V409S に関して糖転移

活性を解析した。その結果、配位子 HPLC の結果からは、３種すべての変異 BGL において標準物
質に用いたものではない種々の未知の糖が糖転移産物として検出された。また、サイズ排除 HPLC
で糖転移産物の分子量を解析したところ、３種すべての変異 BGL において３糖以上のセロオリ
ゴ糖を生成していることが明らかとなり特に V409S および V409T については５糖や６糖を多く



生成していることが明らかとなった。
V409C、V409S、V409T によって生じた糖転
移産物がセルラーゼの誘導能を有してい
るのかを解析するため、糖転位産物を炭
素源とした際のセルラーゼ生産量を解析
した。調製した野生型および 3 種の変異
型 BGLII 由来糖転位産物を全糖量が 1 %
となるように T. reesei 培地にそれぞれ
添加し、QM9414 の培養を行った。その結
果、セロビオースを用いたコントロール
ではほとんどセルラーゼを生産していな
いのに対して、糖転位産物を炭素源とし
た培養ではセルラーゼを生産しているこ
と が 明 ら か と な っ た 。 特 に 、
BGLII(V409S)、BGLII(V409T)の糖転位産
物を炭素源とした培養においては、他の
産物よりも1.5倍程度多くセルラーゼが生産されて
いることが明らかとなった（図 3）。この結果からも、
V409T 変異は T. reesei のセルラーゼ高生産化に寄
与することが強く示唆された。 
これら3種の変異体が生成する糖転移産物を薄層

クロマトグラフィーにて分析したところ、特に 3糖
と4糖の間で糖スタンダードと一致しないものがい
くつか観察された（図 4）。ソホロースやラミナリビ
オースが生成していたことから、これらはβ-1,2結
合、β-1,3 結合およびβ-1,4 結合から成る新規の
三糖および四糖である可能性がある。 
 
本研究の成果をまとめると、以下の通りである 
 
・ T. reesei を宿主とした BGLII の 409 番目のア

ミノ酸に関して 20 種のアミノ酸のうち 18 種の
アミノ酸に変異させた変異ライブラリを構築し
た。その中で、セロビオースを炭素源にしたとき
に V409F 変異に匹敵するセルラーゼ生産向上効
果を示したものは 3種（V409G、V409H、V409N）、
V409F よりも高い効果を示したものは 3 種
（V409Q、V409T、V409P）であった。また、誘導
物質として用いたセルロースとセロビオースで
変異株の影響が異なった原因は、セルロースから生じるセロオリゴ糖にある可能性がある。
しかしながら、両炭素源で最も高いセルラーゼ生産性を示したものは V409T 変異であった。 

・ 野生型および変異型 BGLII 10 種について異種宿主発現に成功し、その酵素学的性質を解析し
た。V409T 変異は加水分解活性が野生株の 2 倍以上に向上しており、オリゴ糖を生成する糖
転移活性が強化されていることが明らかになった。 
 
本研究において明らかとなった V409F および V409T のセロビアーゼ活性および糖転位活性は

どちらもパターンがまったく異なったことから、性質がまったく異なった BGLII であることが
明らかとなった。V409F はセロビアーゼ活性が極めて低いために炭素源異化抑制が発生しにくく、
かつ糖転位活性の残存により生成された糖転位産物を蓄積してセルラーゼ誘導が引き起こされ
る可能性がある。しかしながら、V409Tのセロビアーゼ活性が野生型BGLIIよりも高いことから、
炭素源異化抑制が発生しやすい環境であると考えられるが、糖転位活性も非常に高いことから
糖転位産物を多量に蓄積させている、もしくはセルラーゼの誘導能が非常に優れたオリゴ糖産
物を生成していることが推測される。また、分解された多量のグルコースも糖転位反応に用い、
誘導物質の合成に関与している可能性もある。 
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