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研究成果の概要（和文）：オオシロアリ共生原生生物が持つセロビオヒドロラーゼの麹菌を用いた生産を試み
た。A. aculeatus由来のbeta-グルコシダーゼ (BG) と共発現させたところ、共発現させない場合に比べ多く生
産が認められた。材食性ゴキブリ由来BGであるPaBG1b、A. fumigatus由来グルクロン酸エステラーゼAfGE、およ
びシロアリ共生原生生物由来マンナナーゼの生産も行い、PaBG1bとAfGEがともに高い比活性を示すこと、マンナ
ナーゼのサブサイト-5付近のTrp残基の重要性を明らかにした。また、タカサゴシロアリ共生細菌由来キシラナ
ーゼが既知酵素に比べて20倍高い触媒効率を示すことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The expression of EuCBH, a cellobiohydrolase from a termite symbiotic 
protist, was attempted. When the enzyme was expressed in A. oryzae expressing AaBGL1, a 
beta-glucosidase (BG) from A. aculeatus, increased production was observed compared to the control 
strain not expressing AaBGL1. The expression of PaBG1b, a BG from wood-eating cockroach, fungal 
glucuronoyl esterases (GEs), and mannanases from termite symbiotic protists was also conducted. As 
results, PaBG1b and an A. fumigatus GE were shown to display higher catalytic efficiency than known 
enzymes. The importance of Trp residue located near the subsite -5 for the affinity to the substrate
 was also elucidated. Next, the expression and characterization of NtSymX11, an endoxylanase 
originated from a symbiotic bacterium in the gut of higher termite, were conducted. It was shown 
that the variants possessing the catalytic domain display 20-times higher catalytic performance 
compared to another endoxylanase with similar structure.
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
オオシロアリ共生原生生物由来セロビオヒドロラーゼEuCBHについては活性の確認には至らなかったが、本研究
で新たに取得したbeta-グルコシダーゼPaBG1b、グルクロン酸エステラーゼAfGE、キシラナーゼNtSymX11につい
ては従来の酵素よりも高い比活性を有する酵素であることがわかり、今後期待されるバイオマス分解系構築にお
いて有力な候補であることを明らかにすることができた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 現在、米国やブラジルを中心にトウモロコシやサトウキビ等からバイオエタノールが生産さ
れている。しかし、それら可食性の作物を燃料生産に利用することは食糧としての利用との競
合を招き、食糧価格を高騰させる要因となりうる。この問題の解決には食糧と競合しないセル
ロース系バイオマスからのエタノール生産、いわゆる第二世代バイオエタノール生産の技術の
確立が不可欠である。シロアリは亜熱帯から熱帯にかけて生息し、森林における腐植連鎖系に
おいて重要な位置を占める生物であり、高効率に植物バイオマスを利用することができる。例
えば効率の良い種ではほぼ 100%近いセルロースやヘミセルロースが資化され、リグニンのみ
が排泄されると言われている。このことはシロアリが優れた植物バイオマス分解システムを持
つことを意味する。 
 申請者はシロアリ自身およびその腸内に共生する原生生物が持つ遺伝子資源の利用を目指し、
それらが持つバイオマス分解酵素の「性能」の解析を行ってきた。その過程でエンドグルカナ
ーゼが従来から知られている糸状菌および細菌由来の酵素に比べはるかに高い比活性を持つこ
と (Appl. Biochem. Biotechnol. 160, 1168 (2010); Biosci. Biotechnol. Biochem. 74, 1680 (2010); Appl. 
Biochem. Biotechnol. 169, 1910 (2013))、また-グルコシダーゼが、生成物であるグルコースによ
る阻害を受けにくい、バイオマス糖化に適したユニークな性質を持つこと (Appl. Microbiol. 
Biotechnol. 89,1761 (2011); Appl. Environ. Microbiol. 78, 4288 (2012)) 等を明らかにしてきた。一方、
シロアリ消化系でのセルロース分解の最重要因子である共生原生生物由来のセロビオヒドロラ
ーゼ（Cellobiohydrolase；CBH）については、その発現が困難であり、手が付けられていなかっ
た。 
 そうした中、申請者は偶然に、オオシロアリ共生原生生物が持つ CBH である EuCBH を、糸
状菌 Aspergillus aculeatus 由来の-グルコシダーゼ 1（AaBGL1）を発現する麹菌 Aspergillus oryzae
に導入すると、その生産が認められるようになることを見出した。本研究ではこの知見を利用
し、取得できた EuCBH の解析を進めるとともに、他のシロアリ・共生原生生物由来、また糸
状菌由来バイオマス分解酵素の探索・解析も併行して進め、それらを用いたバイオマス分解系
構築への応用を目指した。 
 
２．研究の目的 
 植物バイオマス利用技術の確立は天然資源の少ない我が国においては喫緊の課題であり、地
球温暖化対策としてもますますその重要性を増している。申請者はこれまで植物バイオマスを
糖化するための新たな遺伝子資源としてシロアリおよびその腸内に共生する原生生物由来のセ
ルラーゼに着目した研究を行ってきた。本研究は ①最近 A. aculeatus 由来-グルコシダーゼ
（AaBGL1）と共発現させることでその生産に成功したオオシロアリ共生原生生物由来セロビ
オヒドロラーゼ（EuCBH）の酵素学的性質を明らかにする ②AaBGL1 との共発現によって
EuCBH の生産が可能になった原因を明らかにする、③材食性ゴキブリ由来-グルコシダーゼ、
糸状菌由来グルクロン酸エステラーゼ、下等シロアリ共生原生生物由来マンナナーゼ、タカサ
ゴシロアリ腸内共生細菌由来キシラナーゼ、下等シロアリ腸内共生原生生物由来キシラナーゼ
の生産、精製、および酵素学的性質の解析を行う、の 3 点を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 EuCBH は C 末端に HA-His6タグを付加し、麹菌の-アミラーゼ AmyB との融合タンパク質
として発現させた。発現の検討は、形質転換体の菌体および培地画分のタンパク質についての
抗 HA 抗体を用いたウエスタン解析により行った。他の酵素は、メタノール資化性酵母 Pichia 
pastoris、および大腸菌 Escherichia coli 等を用いて行った。キャリアを用いる場合には出芽酵母
の-ファクターのシグナルおよびプロ配列を用いた。精製には主に His タグを用いた。 
 
４．研究成果 
 EuCBH の麹菌を用いた生産を試みた。AaBGL1 と共発現させたところ、共発現させない場合
に比べて多く培養上清への分泌生産が認められた。しかし、キャリアである-アミラーゼが融
合されたままのバンドも検出されたことから、キャリアを用いないコンストラクトでの発現も
試みた。その結果、より多量の EuCBH が生産された。これらのサンプルについて、Ni-NTA 樹
脂による精製を行ったのち活性測定を行ったが、対照株と比較して有意な値を示さず、生産し
た EuCBH が正しくフォールディングしていない可能性が考えられた。 
 併行して材食性ゴキブリ由来-グルコシダーゼ (PaBG1b)、ヘミセルロースとリグニンの間の
エステル結合を加水分解する糸状菌由来グルクロン酸エステラーゼ (GE)、およびシロアリ共生
原生生物由来のマンナナーゼの生産も行った。その結果、PaBG1b が高い比活性とグルコース
耐性などの優れた性質を持つ酵素であること、Aspergillus fumigatus 由来の GE である AfGE が
これまで報告のある GE に比べ高い触媒活性を持つ酵素であることを明らかにした。また、GE
について、基質であるグルクロン酸の 4-O-メチル基の認識に重要な役割を果たすと考えられる
残基の同定に成功した。マンナナーゼについては、サブサイト-5 付近に保存されたトリプトフ
ァン残基の変異によって kcat 値に大きな変化はないものの、Km 値が大幅に上昇すること、す
なわちこの残基がサブサイト-5 における糖の認識に関わることを明らかにした。 
 次に高等シロアリであるタカサゴシロアリ腸内共生細菌由来のキシラナーゼ NtSymX11、下



等シロアリ Coptotermes formosanus の腸内に共生する原生生物由来のキシラナーゼである
CfXyn11-3A の生産および機能解析を行った。NtSymX11 は触媒ドメイン以外に糖質結合モジュ
ール CBM36 を 2 個持つが、様々なコンストラクトを作製して大腸菌で生産したところ、触媒
ドメインを持つコンストラクトではキシラン特異的な分解活性が認められ、比活性や安定性の
解析から、同じドメイン構造を持つ既知酵素に比べて 20 倍高い触媒効率を示すことがわかった。
また、CBM36 は酵素の熱や pH に対する安定性を低下させるが、触媒効率を上昇させること、
Ca2+が不溶性基質に対する分解活性を上昇させることがわかった。一方、CfXyn11-3A はこれま
で上記シロアリの腸由来抽出物から精製されており、高い比活性を持つことがわかっていたが、
微量しか得られていなかったため、今回組換えタンパク質としての生産を試みた。Trigger factor
を付加して低温で発現誘導したところ、可溶性画分への生産に成功した。精製タンパク質を用
いて活性を測定したところ、本酵素がブナ由来キシランを分解するキシラナーゼ活性を示すこ
と、生成物がキシロトリオース等であることがわかった。しかし比活性はシロアリ腸抽出物由
来の酵素に比べかなり低いことがわかった。この原因が大腸菌菌体内でのフォールディングエ
ラーである可能性を考え、出芽酵母を用いた発現を行った。発現には分泌タンパク質である-
ファクターのシグナルおよびプロ配列をキャリアに用いた。しかし、生産された CfXyn11-3A
の大部分は不溶性画分に認められ、微量生産された可溶性タンパク質を用いても活性の検出に
は至らなかった。しかし、不溶化したタンパク質が後期ゴルジ体でのプロ配列の切断を受けて
いることが示唆され、不溶化が小胞体ではなく、ゴルジ体以降のオルガネラで起こるという、
これまでの常識とは異なる知見が得られた。 
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