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１．研究計画の概要 
セルロース分解に関する分野は、公害の少な
い安価なバイオエタノールの生産に向けて
非常に注目されている。しかし、現状におい
てバイオエタノールがガソリンとの価格競
争に耐えるためには、現在よりもさらに効率
の良いリグノセルロース分解系の構築が急
務である。本研究ではこれまでのシロアリセ
ルラーゼ研究で蓄えたノウハウを最大限生
かしながら、原生動物を共生しないいわゆる
高等シロアリ類を中心に、 
（１） 後腸内共生バクテリアのセルラーゼ

の精製および遺伝子の特定 
（２） 共生バクテリアがセルロソーム類似

物によってセルロース分解を行うこ
と 

（３） セルロソーム類似物構造の特定 
（４） その性能の評価および更なる改変の

可能性について研究 
を行い、本研究に基づいた効率的なリグノセ
ルロース消化系モデルの提示を目指す。 
 
２．研究の進捗状況 
（１）初年度はシロアリ共生細菌からのセル
ラーゼ抽出に関して、これまでに報告のある
セルロソーム抽出法も並行して検討した。し
かし、従来の方法ではセルラーゼ活性の溶出
が認められなかったので、当研究室で新たに
確立された後腸微生物セルラーゼの溶出方
法に従ってシロアリホモジネートから粗酵
素液を調整した。この粗酵素液に対して
Superdex-200 カラムを用いてゲル濾過クロ
マトグラフィーを行ったところ、約 500 kDa
と 50 kDa 付近にセルロース分解活性が認め
られた。小さい分子量のピークは内源性セル
ラーゼである可能性が考えられたので、これ

を効率的に除去するための抗体作製を行い、
ウェスタンブロットにより抗体の特異性に
ついて確認した。また、粗精製物の電気泳動
を行い、一部のバンドについてはアミノ酸配
列の解析を試みた。 
（２）2 年目は、初年度の方法をさらに改良
した。シロアリ後腸抽出物をＳＰカラムに通
し、さらに酵素活性を示した分画を MonoS
カラムで分離した後、ゲル濾過と限外濾過を
組み合わせて精製した。完全な精製には至ら
なかったが、部分精製物について電気泳動後
のバンドをＮ末端アミノ酸分析（各１５残
基）により解析した。しかしながら、これら
は既知のリグノセルロース分解酵素と高い
ホモロジーは示していなかった。さらに、電
気泳動の組み合わせによる後腸沈殿抽出物
からのセルラーゼ精製も試みた。後腸から得
られた 100kDa以上の抽出物をスピンカラム
で濃縮し、native-PAGE で分離した。セルラ
ーゼ活性を示す部分をゲルから切り出し、酵
素を溶出した。さらに溶出物を濃縮し、未変
性 SDS-PAGEと Zymogramによって解析し
たところ、約 3 本のメジャーなバンドが確認
された。しかし更なる解析を進めるにはタン
パク量が十分ではなく、今後は直接遺伝子解
析を行う方策が有効であろうと考えられた。 
（３）そこで 3 年目は次世代シーケンサー
（Roche 社 454GSjunior）を用い、シロアリ
後腸から抽出したバクテリア由来ＤＮＡを
メタゲノム解析によりリグノセルロース分
解酵素の遺伝子について包括的に解析を進
めた。我々のこれまでの電子顕微鏡による観
察では、後腸前半部においてバクテリアと木
片との相互作用を伺わせる像が頻繁に観察
されている。そこで必要な情報を集中的に得
るために後腸前半部にターゲットを絞り、当
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該部分の消化管内容物のみからＤＮＡを抽
出した。このようにして得られたサンプルに
ついて次世代シーケンサーで解析したとこ
ろ、4870 個のコンティグ配列が得られた。
これらをデーターベース検索にかけたとこ
ろ、このうち 300 個のコンティグが何らかの
糖の分解や代謝に関わる物質の遺伝子を含
んでおり、この中には各種セルラーゼやキシ
ラナーゼなどのヘミセルラーゼ、その他のセ
ルロース加リン酸分解酵素、またセルロース
結合タンパク質などが含まれることが明ら
かとなった。 
 
３．現在までの達成度 
②おおむね順調に進展している。 
（理由） 
本研究で当初予定していたバクテリア由来
タンパク質の精製については、様々な試行錯
誤の結果、十分に満足な結果を得るにはこれ
までのところ至ってない。しかしながら、包
括的な遺伝子解析を行うことによって当初
の研究目標を達成するために必要なデータ
が蓄積されており、セルロース分解装置の構
造解明に近付いている。さらに遺伝子レベル
での解析を進めることによって、当初の目標
をおおむね達成できると考えられる。 
 
４．今後の研究の推進方策 
今後の推進方策としては、現在得られている
包括的な遺伝子群の解析を進め、バクテリア
ゲノム上に存在するセルロース分解関連遺
伝子クラスターを明らかにするとともに、重
要なものについては発現レベルを解析する
必要があると考えられる。以上の結果を評価
し改変の可能性を考察するとともに、本研究
結果の取りまとめを行っていくことを予定
している。 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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