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研究成果の概要（和文）： セルロース合成酵素がセルロースを合成する仕組みは、実はあまり

解明されていない。そこでセルロース合成酵素・合成活性を直接解析するために必要な下記 3

点の実験基盤を構築した： ①セルロース合成酵素複合体の大腸菌発現系の構築、②試験管内

および大腸菌内 c-di-GMP 合成系の構築、③試験管内セルロース合成活性の速度論的解析。いず

れの実験材料・実験系もセルロース合成酵素そのものの解析を進める上で大変重要なものであ

る（特に①は今まで報告のない貴重な研究資源である）。以上から、今後のセルロース生合成研

究を飛躍的に進展させるための研究基盤を整備した。 

 
研究成果の概要（英文）： The mechanism how cellulose synthase produces cellulose is not 
understood well, because this enzyme is very difficult to investigate and the enzymatic activity has been 
rarely analyzed in direct. In order to conduct direct analysis of cellulose synthase, three materials are 
prepared in this project: (i) recombinant proteins of cellulose synthase complex by E. coli expression 
system, (ii) c-di-GMP synthesis in vitro and in E. coli to fully activate the enzyme and (iii) enzymatic 
kinetics of cellulose-synthesizing activity in vitro. All of these are very important for direct analysis of 
cellulose synthase; especially (i) is the first example in the world and an outstanding research resource. 
Thus this study has set up important tools for studying cellulose biosynthesis deeply. 
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１．研究開始当初の背景 
 セルロース生合成研究は、合成酵素遺伝子
cesA が発見されて以降は、遺伝情報のデータ
ベースがよく整備されている植物を中心に
進められた。ところが、その多くは分子細胞
生物学研究であり、セルロース合成反応を直
接の解析対象とした研究は少ない。セルロー
ス合成酵素が複合体かつ膜タンパク質であ

り、研究対象として決して易しくないことが
理由として挙げられる。このような状況のた
め、UDP-グルコースからセルロース高分子
鎖の末端への糖転移反応の詳細や、そもそも
セルロース分子末端へ直接転移されるのか、
何らかの中間体を経由するのかについてさ
え明確な答えは出ていない。つまり、酵素学
的・生化学的な知見がセルロース合成酵素に
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関しては全く不足の状況である。 
 
２．研究の目的 
上記の背景を踏まえると、セルロース合成

酵素を直接取り扱うことができる実験系を
構築し、合成活性そのものを直接観察する研
究がやはり必要となってくる。特に組換え体
を使った実験が可能となれば、合成酵素の作
用機構の詳細がアミノ酸配列レベルで理解
することが可能となる。そこで、セルロース
合成酵素複合体の発現系を構築し、これを使
ったセルロース合成の大腸菌内・試験管内再
構成を目指した。 

 
３．研究の方法 
 上述のような困難な研究であることから、
可能な限り単純なモデル生物の使用が重要
となると考えられるため、バクテリアである
酢酸菌をモデル生物として利用した。 
(1)セルロース合成酵素複合体の大腸菌発現
系の構築 

酢酸菌では、そのゲノム構成から複合体を
構成するタンパク質が推測できる。その 4タ
ンパク質（GxCesA, GxCesB, GxCesC, GxCesD）
の共発現系の構築を目指した。バクテリアを
材料に用いることから、異種発現系として大
腸菌を使用し、すでに構築済みであった
GxCesAB（4,700bp）の共発現系に、C（4,000bp）
と D（500bp）遺伝子をリガーゼ反応でつなぐ
ことでフル複合体発現系の構築を行った。各
タンパク質の発現を、SDS-PAGE・免疫ブロッ
ト法で確認した。 
 
(2) c-di-GMP 合成系の確立 
酢酸菌をモデルとして研究を行うために

は、c-di-GMP という低分子量核酸が合成活性
発現のために必要となる。そこで、c-di-GMP
合成酵素（DGC: diguanyl cyclase）の発現
系の構築を行った。より高い DGC 酵素活性を
持つ DGC 遺伝子として、既報の好熱性細菌
Thermotoga maritime由来の遺伝子を選択し、
その大腸菌発現系を構築した。本発現系によ
る c-di-GMP の合成を、試験管内および大腸
菌内のそれぞれで調査した。合成産物は、精
製あるいは粗抽出物のまま、MALDI-TOF-MS や
LC/MS を使って分析し、c-di-GMP の生成を確
認した。 
 
(3)セルロース合成活性の速度論的解析 
(2)の DGC 合成系を使って大量に得られる

ようになった c-di-GMP を活用し、試験管内
セルロース合成活性の速度論的解析を行っ
た。合成活性の評価は、基質として
UDP-[U-14C]-glucose を使い、合成されたセル
ロース中の 14C ラベルを液体シンチレーショ
ンカウントで測定することにより定量した。
得られた濃度依存性データは Hill 式（下式）

にフィットさせて酵素反応速度論パラメー
ターを得た。 
 
 
 
 
Vmax: 最大速度、Km：ミカエリス定数、 
n：ヒル係数 

 
４．研究成果 
(1)セルロース合成酵素複合体の大腸菌発現
系の構築 
図１に、構築した大腸菌発現系における４

タンパク質の発現を確認した免疫ブロット
の結果を示す。 

アルカリ分画を使って、各タンパク質の発
現局在を細胞膜とそれ以外という形で評価
したところ、A と B は膜タンパク質として発
現していることが確認され、これら２つのタ
ンパク質は封入体ではなく正しくフォール
ドされて発現したと推測される。CesC につい
ては局在に関する実験的証拠に乏しく、結果
を慎重に検討する必要があるが、CesD につい

図１ 構築した大腸菌発現系の発現確認。IPTG

で発現誘導し、得られた大腸菌の菌体を、アルカ

リ可溶画分（s）と不溶画分（p）に分画し、SDS-PAGE

後に免疫ブロットで確認した。pには膜タンパク

質、sにはそれ以外のタンパク質が分画される。

目的のタンパク質のバンドを矢頭で示した 
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ては、可溶性タンパク質として発現すること
が示唆される報告があるため、アルカリ分画
において膜に見られなかったことと矛盾し
ない。 

以上から、セルロース合成酵素「複合体」
の組換え体が得られるようになった。本系は
今まで報告のないものであり、今後のセルロ
ース合成研究を加速的に進行させる基盤と
なることが期待される。また CesD に His6 タ
グを融合したコンストラクトの構築も成功
し、試験管内における活性再構成など、研究
の大きな展開が今後期待できる。 
 
(2) c-di-GMP 合成系の確立 
 Thermotoga maritime 由来の DGC タンパク
質（tDGC）を使うことで、試験管内での
c-di-GMP 合成反応が、従来使用していた DGC
より数十倍効率が上がることが判明した。 
 

 
また、この tDGC を発現している大腸菌から
抽出した細胞内容物を LC/MS分析したところ、

c-di-GMP の存在を確認した（図 2）。発現誘
導前には c-di-GMP に相当するシグナルは得
られないことから、tDGC を発現させることで
c-di-GMP の細胞内レベルが上昇することを
確認できた。 
 
(3)セルロース合成活性の速度論的解析 
 基質である UDP-グルコース、活性化因子で
ある c-di-GMP と、その試験管内反応におけ
る役割が明確でないセロビオースについて、
合成活性の濃度依存性を調査した。その結果、 
UDP-グルコースと c-di-GMP についてはその
濃度に依存して合成活性が変化したが、セロ
ビオース濃度も同様にセルロース合成活性
に影響を及ぼすことが示され、その影響が
Michaelis-Menten 式で説明できることが分
かった（図３）。今後、慎重に検討を進める
必要があるが、セルロース合成酵素の機能を
解明する上で、酵素反応速度論的解析はまさ
に基盤となるデータであり、継続して分析を
進めていく計画である。 
 

 
 
まとめると、 
 
① セルロース合成酵素複合体の大腸菌発

現系構築に成功した。 
② c-di-GMP 酵素合成系の改良と、これを利

用した大腸菌内の c-di-GMP レベルの亢
進に成功した。 

③ 試験管内でのセルロース合成活性の速
度論的解析を行い、酵素反応に関する基
礎的なデータを得た。 

 
①②により、組換え体タンパク質を使った、

図２ (A) DGC 発現大腸菌の菌体抽出物の液体ク

ロマトグラフ。4 種類のコンストラクトと 4 種類

の大腸菌株の組み合わせをいくつか試行した例。

矢頭で示したピークが、ESI-TOF-MS で c-di-GMP

を含むことが確認されたピーク。(B) 菌体内抽出

物のLC/MSで得られるc-di-GMPの質量スペクトル

の一例。m/z=689 の負イオンの MS/MS スペクトル

と、そこから予想される開裂パターン 

(A) 

(B) 

図３ 酢酸菌の試験管内セルロース合成活

性の、セロビオースに関する基質飽和曲線。

赤線は Michaelis-Menten 式にフィットさせ

た曲線であり、そこから得られた速度論的パ

ラメーターを示す。 



セルロース合成活性の再構成を目指すこと
が可能となった。特に大腸菌内で c-di-GMP
レベルを高めることができることが判明し
たことから、より簡便な、大腸菌での合成活
性再構成が期待できる。また③により、酵素
反応機構を解明するために不可欠な酵素反
応速度論解析が可能となり、実際にデータの
分析を現在行っている。これから、合成活性
の実態について描像を得ることが可能にな
ると考えられる。 

以上から、セルロース合成酵素・合成活性
を直接解析するための基盤構築を達成でき
たと考えている。今後、本課題で構築した基
盤（組換え体タンパク質と酵素反応速度論的
解析の実験系）を使い、研究を加速させてい
きたい。 
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