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研究成果の概要：ルーメン内セルロース分解を効率化するためには、その分子メカニズムにつ

いて詳細に理解する必要がある。本研究ではルーメン内でセルロース分解に関与するタンパク

質(CBPs)を網羅的に同定することを目的とした。ルーメン内 CBPs として Fibrobacter 
succinogenes の Endoglucanase F、TPR domain protein、OmpA family protein、Fibro-slim 
domain protein、Piromyces equi の Cel6A が同定された。ルーメン内セルロース付着菌のメタゲ

ノム解析を行った。ルーメンからセルロースに付着する菌を採取し、ゲノム DNA を抽出後、次世代シー

ケンサーによる解析を行った。F. succinogenes などの繊維分解菌由来の DNA と相同性の高い DNA

が多数検出された。 
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１．研究開始当初の背景 

世界的な人口増加や気候変動で、食糧不足
が深刻化している。実際にアフリカなどでは
飢餓状態に陥っている地域も存在する。そこ
で食糧資源の有効利用が必須の課題となっ
ている。セルロースは地球最大のバイオマス
であり、貴重なエネルギー源としてその有効
利用が重要視されている。ヒトはセルロース
を消化出来ず、エネルギー源にはできないが、
反芻家畜は反芻胃（ルーメン）内微生物の作
用でセルロースを分解し、エネルギー源に出

来る。故に、セルロースはヒトの食糧と競合
しない貴重な多糖類である。本研究では反芻
家畜のセルロース消化能力を増強させ、粗飼
料給与による家畜生産性を向上させること
を最終目標としている。そのためにはルーメ
ン内セルロース分解の分子機構の詳細を解
明することが重要である。 
 
２．研究の目的 
私共はルーメン内セルロース分解の分子

機構の詳細を解明することを目的とした。そ



こで、その最初のステップとして、ルーメン
内セルロース分解に関わるタンパク質の網
羅的取得を目指した。具体的には、ルーメン
内で実際に機能しているセルロース分解酵
素を網羅的に分離して、同定することが目的
である。セルロース分解酵素はセルロースへ
の結合能を有する場合が多いことから、まず
セルロース結合性タンパク質(CBPs)をルー
メン内容物から分離する。下記の項目を実施
した。 
（１）ヒツジのルーメン内CBPsの網羅的分離
および電気泳動による可視化 
（２）質量分析計を用いたCBPsの同定 
（３）CBPsのモノクロナール抗体の作成 
さらに下記の通り、CBPs遺伝子の塩基配列

情報を取得、解析するために、最近低価格で
利用が可能となった次世代シーケンサーで、
ルーメン内セルロース付着菌のメタゲノム解
析を行った。 
（４）CBPs 遺伝子の取得と解析 
 
３．研究の方法 
 （１）ヒツジのルーメン内CBPsの網羅的分離
および電気泳動による可視化 

ヒツジ（セントクロイ種、メス、体重50kg、
ルーメンフィステル付き）から、朝の給餌前
（8：00AM）にルーメン内容物をサンプリング
した。サンプリングしたルーメン内容物は、
滅菌済み容器に密閉後、38℃に保温した状態
で実験室に運搬し、CBPsの分離を試みた。ル
ーメン内容物をワーリングブレンダーで物理
的破砕し、界面活性剤(Triton X-100)を最終
濃度2％で加え、タンパク質を可溶化させた。
10万×g、1時間の遠心処理により植物繊維、
プロトゾア、細菌などの固形成分を沈殿させ、
上清(可溶性タンパク質画分)を回収した。こ
の画分を結晶性セルロース（アビセルセルロ
ース、旭化成）と混合し、セルロースに吸着
性のあるタンパク質を分離、回収した。この
タンパク質の吸着したアビセルセルロースは
緩衝液で非特異結合タンパク質を除去後に、
得られたセルロース吸着性タンパク質をセル
ロース結合性タンパク質(CBPs)とした。 
 
（２）質量分析計を用いたCBPsの同定 

CBPsをアビセルセルロースから尿素を含む
緩衝液で溶出し、SDS-PAGEに供した。泳動後
のゲルからタンパク質バンドを検出した。こ
のゲルを30分割して、それぞれのゲルピース
に含まれるタンパク質を、液体クロマトグラ
フィータンデムマス質量分析計(LC-MS/MS)に
かけて、タンパク質同定を試みた。 
 
（３）CBPsのモノクロナール抗体の作成 
  CBPsをBalb/cマウス(オス)の背部皮下に
数回免疫し、抗体価上昇を確認後、脾臓を取
り出した。脾臓細胞をミエローマと融合し、

ハイブリドーマを作成し、このハイブリドー
マを96穴培養ディッシュで培養した。CBPsに
対する抗体を培養上清に産生しているハイブ
リドーマクローンをELISAにより選択し、各種
CBPsに対するモノクロナール抗体のライブラ
リーを作成した。 
 
（４）CBPs遺伝子の取得と解析 

CBPs 遺伝子の取得をするため、ルーメン
内でアビセルセルロースに付着する菌の分
離を試みた。ヒツジのルーメンにアビセルセ
ルロースを 24 時間留置し、回収した。アビ
セルセルロースを緩衝液で洗浄し、非特異的
な付着菌を除去した。得られたアビセルセル
ロース付着菌からゲノム DNA を抽出した。
このゲノム DNA を物理的に破砕して断片化
し、300～800bp の断片を得た。磁気ビーズ
を利用した一本鎖 DNA 回収法で sstDNA を
回収した。sstDNA に Capture beed をアニ
ールさせ、エマルジョン PCR を行った。
Genome Sequence FLX(ロッシュ・ダイアグ
ノスティクス社)でシーケンスを行った。得ら
れたシーケンスを BLASTn の NCBInt によ
って相同検索し、相同性の高い DNA 断片を
リストアップした。 
 
４．研究成果 
 （１）ヒツジのルーメン内CBPsの網羅的分離
および電気泳動による可視化 

ル ー メ ン か ら 分 離 さ れ た CBPs を
SDS-PAGE した結果、CBPs は様々な分子量
の多数のタンパク質で構成されることが明
らかとなった（Fig.1）。CMC を基質に用い
た Zymogram 法によって CBPs にはエンド
グルカナーゼ活性を持つものが存在するこ
とも明らかになった。このエンドグルカナー
ゼ活性は、95℃で失活した。以上により、こ
のCBPsにはルーメン由来のセルラーゼが濃
縮されていることが予想された。そこでルー
メンから CBPs を大量に分離し、質量分析に
よる同定を試みた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.1. CBPs の SDS-PAGE 
 



（２）質量分析計を用いたCBPsの同定 

 

CBPs を分離した SDS-PAGE ゲルを分子
量によって 30 分割して、酵素処理後、得ら
れたペプチドを LC-ESI-MS/MS によって質
量分析した。その結果、5 種のタンパク質が
同定された（Fig.2）。すなわち、Fibrobacter 
succinogenes の Endoglucanase F、TPR 
domain protein、OmpA family protein、
Fibro-slim domain protein、Piromyces equi
のCel6Aである。EGFはセルロース結合能、
セルラーゼ活性を持つタンパク質であり、
Glycosyl Hydrolase Family51 に属する。ま
た CBM30 と CBM11 の 2 つのセルロース結
合ドメインも存在する。抗 EGF 抗体を用い
てウエスタンブロットしたところ、ルーメン
内 CBPs 中に EGF が存在することを確認し
た。免疫組織化学的手法では EGF はルーメ
ン内の飼料片に付着する細菌に発現してい
ることが明らかとなった。Piromyces equi
のCel6AはCBM10を持つセルラーゼである。
他のタンパク質についてはセルロースに結
合することは知られているが、機能がよく分
かっていない。 

Fig.3.免疫組織化学的スクリーニングによるモノク

ロナール抗体の選択 

このモノクロナール抗体を用いて、免疫沈降
法によりルーメン液からカルボキシメチルセルラ
ーゼの分離を試みたが、活性のある免疫沈降物
は得られなかった。 

 

（４）CBPs遺伝子の取得と解析 
CBPs 遺伝子の取得と解析をするために、

ルーメン内でアビセルセルロースに付着する菌
を分離した。この微生物群から直接ゲノム DNA
を 抽 出 し 、 ロ ッ シ ュ の 次 世 代 シ ー ケ ン サ ー
FLX454 により塩基配列の解析を行った。解析
総 リ ー ド 数 は 28,729 、 解 析 総 塩 基 数 は
10,894,412bp であった。GC 含量は 45.83％だっ
た。得られた塩基配列を BLAST した結果、
140,406 個の配列と相同性があった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

代表的ルーメン内セルロース分解菌である
Fibrobacter succinogenes の配列が 190 件ヒット
し 、 以 下 、 Ruminococcus albus は 8 件 、
Ruminococcus flavefaciens 11 件、Butyrivibrio 
fibrisolvens 2 件ヒットした。なお、Eubacterium 
cellulosolvens の DNA はヒットしなかった。さら
に、ルーメン内細菌および古細菌の DNA にヒッ
トした件数は、Enterococcus faecium 25 件、
Streptococcus bovis 1 件、Bacillus licheniformis 
126 件、Bifidobacterium adolescentis 89 件、
Bifidobacterium boum  1 件 、 Bifidobacterium 
longum 210 件、Bifidobacterium merycicum 1
件 、 Bifidobacterium pseudolongum  1 件 、
Bifidobacterium thermophilum  1 件 、
Megasphaera elsdenii 2 件、Veillonella parvula 
6 件 、 Prevotella bryantii  10 件 、 Prevotella 
ruminicola 40 件、Ruminobacter amylophilus 2
件、Selenomonas ruminantium 14 件、Wolinella 
succinogenes  31 件 、 Methanobacterium 
formicicum 1 件、Methanosarcina barkeri 20 件
であった。 

Fig.2.同定された CBPs のドメイン構造 
 

（３）CBPsのモノクロナール抗体の作成 
抗CBPs抗体を産生する110種類のハイブリド

ーマを得た。ルーメン内容物を用いた免疫組織
化学的手法で評価した。その結果、44株の抗体
が免疫組織化学的手法で使用でき、これらのモ
ノクロナール抗体のなかには、ルーメン内飼料片
付着菌を認識するものが多数含まれていた
（Fig.3）。 

真 菌 で は 、 Neocallimastix 属 は 2 件 、
Piromyces  9 件 、 Orpinomyces  13 件 、
Caecomyces および Anaeromyces では 0 件だっ
た。またプロトゾアでは、Eudiplodinium maggii、
Polyplastron multivesculatum 、 Diplodinium 
dentatum、Epidinium caudatum 、Ophryoscolex 



purkynjei、 Isotricha intestinalis はそれぞれ 0
件、Dasytricha ruminantium 8 件ヒットした。さら
に、ルーメン細菌以外の代表的セルロース分解
菌である Clostridium thermocellum の配列には
132 件、Clostridium cellulolyticum には 130 件ヒ
ットした。 

以上により、アビセルセルロースに付着す
る菌の DNAは繊維分解菌由来のものが多いと
考えられた。そこで糖質分解酵素関連遺伝子
と相同性のあった配列を検索すると、Cellulase
が 72 件、Xylanase が 54 件、Amylase が 23 件そ
れぞれヒットした。Fibrobacter succinogenes 
について、本菌由来のセルラーゼおよび CBPs
に関連する遺伝子として検出されたのは、
CelD、CelE、CelF、CelG、CelJ、Cel5K、Cel9D、 
FSU0809  glycoside hydrolase family 9 
gene 、 FSU2914 cellulase 、 FSU2303 
glycoside hydrolase family 8 gene、FSU2361 
endoglucanase 1、Endoglucanase 3、XynC、
XynD、Xyn10L、Acetyl xylanesterase (Axe6A)、
Cellodextrinase (CedA) 、 FSU0257 
chloride-stimulated cellobiosidase 、
FSU0794 cellulose-binding protein 、
FSU1231  cellulose-binding protein 、
FSU2007  cellulose-binding protein 、
FSU2078 OmpA family protein、FSU2397 TPR 
domain protein、FSU2398 TPR domain protein、
FSU2502 fibro-slime domain protein であっ
た。また Ruminococcus albus の CbpC であっ
た。 
  

以上の研究により、プロテームおよびゲノ
ム解析を駆使して、ルーメンで直接セルロー
ス分解に関係しているタンパク質、遺伝子の
情報を獲得することができた。今後は未同定
のタンパク質および遺伝子の機能を解明し
て、発現する微生物を同定することが必須で
ある。そのためには、本研究で得た、CBPs 由
来ペプチドの網羅的な質量情報、抗 CBPs モ
ノクロナール抗体ライブラリー、メタゲノム
のシーケンス情報が強力なリサーチツール
になるであろう。 
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