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研究成果の概要（和文）：C. cellulovorans は培養上清中の植物細胞壁多糖に応じて多糖分解酵素や多糖代謝
酵素の発現を最適化することで、これを効率よく分解・代謝できる。しかし、その機構は未だ明らかになってい
ない。本研究では、本菌をグルコース、セルロース、キシラン、ガラクトマンナン、ペクチンを炭素源として培
養し、各炭素源間で比較プロテオーム解析を経時的に行い、多糖の検知や発現様式の変化に関わるタンパク質群
を探索した。その結果、培養時間の経過とともに菌体表面のセルロソームが培地上清中に分泌されること、分泌
プロテアーゼとセルロソーマルプロテアーゼインヒビターが協調的に発現して植物から保護していることが示唆
された。

研究成果の概要（英文）：C. cellulovorans can efficiently degrade and metabolize polysaccharides in 
plant cell wall by optimizing the expression of polysaccharide-degrading enzymes and 
polysaccharide-metabolizing enzymes according to the kinds of polysaccharide in the culture 
supernatant. However, the mechanism has not been elucidated. In this study,  C. cellulovorans was 
cultured using glucose, cellulose, xylan, galactomannan and pectin as a carbon source, and 
comparative proteome analysis was performed between each carbon source to identify the proteins 
related to polysaccharide detection and changes in and expression patterns of the enzymes. As a 
result, it was suggested that cellulosome on the cell surface was secreted into the culture medium 
supernatant with longer cultivation time, and that the secretory proteases and the cellulosomal 
protease inhibitors were cooperatively expressed for protection from plants .

研究分野： 応用微生物学

キーワード： 応用微生物　発現制御　シグナル伝達　プロテオーム解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
C. cellulovoransは菌体外に酵素複合体セルロソームを生産し、多糖類の種類に応じて酵素群を最適化してお
り、多様な環境下で生存するための巧妙な機構を有する。研究成果は本菌がどのような機構で酵素群を分泌生産
して効率的な多糖分解を行っているのかという基本的な分解・生存戦略の解明に大きく貢献することができる。
また、本菌は多糖類の種類に合わせて最適な糖質分解酵素群を分泌するため、得られたバイオマス分解戦略につ
いての知見を基に、自然に学ぶ形で他の有用微生物に本微生物の分解戦略を導入できれば、広範な非可食バイオ
マス多糖類を原料として高効率な有用物質生産を行うといった産業面での貢献にもつながる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 近年、石油に依存した社会からの脱却に向け、非可食バイオマスからの有用物質生産技術の
開発が急務になってきている。特に難分解性の非可食バイオマスの利用が進めば、大きな貢献
が期待できる。中でもセルロース系バイオマスは地球上に最も豊富に存在する再生可能資源で
あり、これを原料として有用物質生産を行う際には、前処理、糖化、発酵などのプロセスを必
要とするが、高効率な生産を行うための決定的な手法は未だ確立できていない。特に糖化にお
いては、セルロース系バイオマスを構成する複数の多糖類を単糖に変換するため多数の酵素種
を必要とし、コスト高の主な原因となっている。したがって微生物による安価で効率的な糖化
の実現は生産効率の向上にむけた重要課題である。 

 自然界の中でも Clostridium cellulovorans は、バイオマスを構成する様々な多糖類を高効率に
分解・代謝することができる微生物である。大きな特徴として、菌体外に「セルロソーム」と
呼ばれる複数種の酵素からなる複合体を形成し、セルロース系バイオマスを高効率に直接分解
できる点が挙げられる。セルロソームはコヘシン-ドックリンといったドメイン間相互作用を介
して足場タンパク質の上に酵素タンパク質が集積することで形成され、酵素間の近接効果によ
り効率的に多糖類を分解する（図 1）。さらに本微生物は、環境中に存在する多糖類に応じて生
産する酵素群の種類を最適化させていることが示唆されており、これによって様々なバイオマ
スに柔軟に対応できていると考えられる。しかし、生産する酵素群の種類や量を最適化する機
構についてはまだ明らかになっていない。以上のように本微生物は広範な非可食バイオマスを
有効利用する上で有用な特徴を有しており、本研究において多糖類の認識・応答による酵素発
現の最適化機構を明らかにすることができれば、本微生物のバイオマス分解戦略についての理
解を深め、非可食バイオマスの効率的な有効利用にもつながる重要な知見になると期待される。 

 申請者は次世代シーケンサーにより C. cellulovorans のゲノムを解読し（J Bacteriol, 192: 

901-902, 2010）、さらに培地上清中から回収したタンパク質について定量プロテオーム解析を行
ってきた。多糖類の種類に応じて実際に菌体外で生産される多糖類分解関連酵素群を網羅的に
定量した結果、C. cellulovorans は様々な炭素源中の多糖類を分解・資化する際、生産する酵素
群をダイナミックに変化させていることを明らかにしてきた。すなわち、炭素源の種類に関係
なく恒常的に生産されるもの（メジャー酵素）、および炭素源特異的に生産されるもの（スペシ
ャリスト酵素）を同定した（Appl Environ Microbiol, 79: 6576-6584, 2013; AMB Express, 5: 2, 2015）。 

 

 

 

２．研究の目的 

 申請者は上記のように、多糖類の種類に応じ
て生産する酵素群を変化させていることを明ら
かにしてきたが、多糖類の種類に応じて生産す
る酵素群を変化させる際、C. cellulovorans がど
のように多糖類を認識して応答し、遺伝子の転
写・発現を制御しているのかという分子機構（図
2）については未知の領域であった。そこで本研
究では、様々な多糖類に対して培養し、経時的
に培地中のタンパク質、細胞内タンパク質を抽
出して定量プロテオーム解析を行うことにより、
このような多糖類に応答した一連の情報伝達・
転写制御機構の全体像を分子レベルで明らかに
することによって、C. cellulovorans によるバイ
オマス分解戦略を理解することを目的とした。 

 

 

図 2 本研究にて解明を試みる多糖類

認識と下流遺伝子の発現最適化 

図 1 セルロソームの模式図 



３．研究の方法 

(1) C. cellulovorans では効率よく機能する宿主ベクター系が存在しておらず、遺伝子破壊や過剰
発現など遺伝学的手法を用いることができない。このことが転写制御など細胞内制御機構の解
明が十分に進展していない要因の一つになっていたため、本微生物における宿主ベクター系の
確立を試みた。 

(2) C. cellulovorans は菌体内に作られる酵素群および分泌される酵素群の生産量を多糖類に応
じて最適化させることにより、植物細胞壁構成多糖を効率よく分解・代謝することができる。
これまでの研究においては、定常期まで生育させた際に生産された酵素群を回収しその量的変
動を解析してきた。しかし、植物細胞壁多糖を分解・代謝する際には、C. cellulovorans の培養
初期・中期・後期において菌体・上清タンパク質群のプロファイルが大きく異なっていると考
えられる。そこで、植物細胞壁構成多糖を分解・代謝する過程で経時的に変動する代謝・分解
酵素群を明らかにするために、時系列定量プロテオーム解析を行った。4 種類の植物構成多糖
（セルロース、キシラン、ガラクトマンナン、ペクチン）とグルコースのそれぞれを唯一の炭
素源として培養した。培地には 1 L あたり、各炭素源 3 g、Yeast extract 4 g、Resazurin salt 1 mg、
K2HPO4·H2O 0.45 g、KH2PO4·H2O 0.45 g、NH4Cl 0.3675 g、NaCl 0.9 g、MgCl2·6H2O 0.1575 g、
CaCl2·2H2O 0.12 g、MnCl2·4H2O 0.85 mg、CoCl2·6H2O 0.942 mg、Na2EDTA 5.2 mg、FeCl2·4H2O 1.5 

mg、ZnCl2 0.07 mg、H3BO3 0.1 mg、CuCl2·2H2O 0.017 mg、NiCl2·6H2O 0.024 mg、Na2MoO4·2H2O 

0.036 mg を含む。細胞の生育は Lumitester PD-3 と LuciPac Pen（キッコーマン）を用い、細胞内
の ATP 濃度を測定することにより行った。ラグ期、対数増殖初期、対数増殖中期、対数増殖後
期、定常期といった 5 つの時点で菌体を経時的にサンプリングし、菌体外に分泌されるタンパ
ク質と菌体内タンパク質を回収した。 

 菌体内タンパク質は以下のように回収した。凍らせた菌体を Lysis buffer（pH 7.5）に懸濁し、
超音波破砕によって細胞破砕を行った。Lysis buffer（pH 7.5）は 12 mM デオキシコール酸、12 mM

ラウロイルサルコシン、50 mM Tris-HCl を含む。得られた細胞破砕液を 13,000×g、4℃で 20

分間の遠心分離を行い、その上清を菌体内タンパク質溶液として得た。さらに、メタノール・
クロロホルム沈殿によりタンパク質を沈殿回収した。また、上清タンパク質は培地上清を限外
ろ過法により濃縮後、メタノール・クロロホルム沈殿により沈殿回収した。それぞれの炭素源
で培養した菌体から抽出したタンパク質に対して、アルキル還元化、リシルエンドペプチダー
ゼおよびトリプシン消化によるペプチド断片化を行った。調製したペプチド断片を定量解析す
るため、TMT 6-plex labeling kit（Thermo Fisher Scientific）を用いて安定同位体による Tandem Mass 

Tag (TMT)ラベリングを行った。このサンプルを 490 cm 長、内径 75 μm のモノリスカラムを用
いた nano LC-MS/MS システムによって定量解析した。得られたデータについて、ネットワー
ク解析や経時的変化の解析を行い、C. cellulovorans の植物構成多糖への適応機構とそれに伴っ
て発現を変動させているタンパク質のプロファイリングを行った（図 3）。 

 

 
図 3 定量プロテオーム解析の実験手順 

 
 
４．研究成果 

(1) 全ゲノム情報を解析した結果、C. cellulovorans には Type I で 1 種、Type II で 2 種の制限修
飾系遺伝子が存在しており、制限修飾系が実際に働いていることが示唆された。そこで実際に
C. cellulovorans から無細胞抽出液を作製し、これを用いてプラスミド DNA を処理した後、ア
ガロースゲル電気泳動により解析したところ、プラスミド DNA の断片化が見られた。そのた
め大腸菌にて C. cellulovorans 由来のメチルトランスフェラーゼ発現を行った。具体的には C. 



cellulovorans のゲノム DNA を鋳型にメチルトランスフェラーゼを PCR で増幅し、大腸菌用の
発現プラスミドに挿入して発現させた。これにより、プラスミド DNA を大腸菌内であらかじ
めメチル化しておき、C. cellulovorans 内に導入した際 C. cellulovorans の制限修飾系による切断
から保護できるようにする、in vivo メチル化システムを構築した。 

(2) 経時的な定量プロテオーム解析を行うにあたり、各炭素源に対して培養した際の最適なサ
ンプリング時間を決定した。炭素源によって生育速度が異なり、一律の時間でサンプリングし
た場合、growth phase がまちまちになってしまうのを避けるためである。グルコース、セルロ
ース、キシラン、ガラクトマンナン、ペクチンという 5 種類の炭素源に対して C. cellulovorans

を植菌し、その生育を調べた。その結果、図 4 のような生育曲線が得られ、グルコースに対し
て最も生育が早く、セルロースに対しては最も生育が遅いことが分かった。この生育曲線をも
とに、ラグ期、対数増殖初期、対数増殖中期、対数増殖後期、定常期でのサンプリング時間を
決定した（表 1）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 各種炭素源に対する C. cellulovorans の生育曲線 

 

表 1  各炭素源に対して培養した際の各サンプリング時間 

Growth phase 
Time point 1 

(Lag) 

Time point 2 

(Early log) 

Time point 3 

(Middle log) 

Time point 4 

(Late log) 

Time point 5 

(Stationary) 

Glucose 13.5 h 21 h 24 h 30 h 39 h 

Cellulose 24 h 60 h 75 h 81 h 144 h 

Xylan 12 h 15 h 21 h 24 h 36 h 

Galactomannan 12 h 18 h 19.5 h 21 h 27 h 

Pectin 12 h 16.5 h 18 h 21 h 30 h 

 

 

 それぞれの炭素源により生育させた
菌体内から 1895 個、培養上清から 879

個のタンパク質をそれぞれ同定するこ
とができた。さらに各炭素源に対して特
異的に生産されるタンパク質を同定す
ることができた。その中でも特に糖質分
解酵素およびセルロソーム足場タンパ
ク質に結合するセルロソーマルタンパ
ク質に着目し、これらが各炭素源を資化
する上で重要な役割を果たしていると
考えられた（表 2）。これまでキシラン分
解に関与していないとされていたペク
チン酸リアーゼが、キシランを炭素源と
した際に特異的に同定されたという予
想外の知見も得られた。 

 また、タンパク質の経時的プロファイ
リングの結果、菌体タンパク質において
はセルロソームを構成するセルロソー
マルタンパク質が培養時間の経過とと
もに減少し、分泌タンパク質においては

表 2 各炭素源特異的に生産される糖質分解酵素 



セルロソーマルタンパク質が培養時間の経過とともに増加していることが明らかになった。こ
れは、培養時間の経過に応じて菌体表面から C. cellulovorans が培養上清中にセルロソームを分
泌していることを示唆した。また分泌タンパク質のネットワーク解析の結果から、分泌プロテ
アーゼとセルロソーマルプロテアーゼインヒビターが協調的に発現していることが明らかにな
った。このセルロソーマルプロテアーゼインヒビターは植物由来のプロテアーゼを阻害するこ
とが知られている。このことから培養上清で協調的に発現している分泌プロテアーゼと分泌セ
ルロソーマルプロテアーゼインヒビターは植物のプロテアーゼや抗微生物タンパク質を・阻害
することで、植物から菌体やセルロソームを防御していることが推測された（図 5）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 (a) セルフリーセルロソームによる植物細胞壁分解 (b) 分泌プロテーゼとプロテアーゼ
インヒビターの協調的発現による植物からの防御 
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