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研究成果の概要（和文）：これまでセロビオースを加水分解しないとされてきた糸状菌

Trichoderma reesei の EG I（エンド型セルラーゼの一種）が高濃度セロビオース（例えば 1 M）

から顕著にグルコースを生成し、その生成速度は BGL I（β-グルコシダーゼの一種）のセロビ

オース加水分解速度の 2 分の 1 に匹敵することを見いだした。一方、菌体外に分泌され、その

役割が不明な BGL I はセロビオースから転移生成物と思われる 3 糖を合成するが、グルコース

からの縮合生成物は観察されないこと、などを明らかにし、既にグルコースからセルラーゼ誘

導剤であるソホロースを縮合することが報告されているBGL IIとは異なる性質が推測された。 

 
研究成果の概要（英文）：Endoglucanase I (EG I) from filamentous fungus Trichoderma reesei 
has not been considered to hydrolyze the “cellobiose”. On the other hand, the physiological 

role of a secreted β-glucosidase I (BGL I) is not clear, which can hydrolyze cellobiose outside 

fungus body. T. reesei derived EG I, of which catalytic domain was used, generated glucose 

(product) from cellobiose (substrate) in a substrate concentration-dependent manner, and 

glucose production ratio reached to more than half of BGL I under the high substrate 

concentration such as 1 M. When T. reesei derived BGL I reacted with a high concentration 

of cellobiose, a remarkable synthesis of trisaccharide considered as transglycosylational 

product was observed. In the case that BGL I reacts with high concentrations of glucose, no 

condensational product was observed. The physiological role of BGL I is considered to be 

different to BGL II in the fungus body, which has been reported to generate the strongest 

cellulase inducer sophorose by the in vitro condensation of high concentration of glucose. 
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１．研究開始当初の背景 

セルラーゼは、非結晶セルロースの鎖の内
部をランダムに切断するエンドグルカナー
ゼ（EG）と、セルロースの末端から２糖単
位で分解していくセロビオハイドロラーゼ
（CBH）、さらに EG と CBH により生じた
セロビオースやセロオリゴ糖の非還元末端
からグルコースを遊離する β-グルコシダー
ゼ（BGL）に大別される。糸状菌 Trichoderma 
reesei は 10 種類以上のセルラーゼを発現し
ており、セルロース分解において、これらの
セルラーゼが協奏的に作用していると推定
される（表 1）。 

表１ Trichoderma reesei が発現するセルラーゼ 

Enzyme GH Family* アミノ酸残基数 Mr (K) pI 転写レベル [%]

CBH I (Cel7A) 7 496 59 - 58 3.5 - 4.2 100

CBH II (Cel6A) 6 447 50 – 58 5.1 - 6.8 60

EG I (Cel7B) 7 437 50 – 55 4 – 6 20

EG II (Cel5A) 5 397 48 5.5 2

EG III (Cel12A) 12 218 25 7.4 1

EG IV (Cel61A) 61 326 (37)** - N.D.

EG V (Cel45A) 45 225 (23)** 2.8 – 3.0 1

EG VI (Cel74A) 74 85 95 – 105 5.6 - 6.8 N.D.

EG VII (Cel61A) 61 25 N.D. - -

EG VIII (Cel5B) 5 45 N.D. - -

BGL I (Cel3A) 3 71 – 76 2

BGL II (Cel1A) 1 98 4

Cel3C 3  
*Glycoside hydrolase family  **アミノ酸配列より計算 

 

これまでに申請者らはラクトースや N-ア
セチルラクトサミン（LacNAc）二糖を、OH

基を有するアグリコンへ縮合させる活性の
本体を Glycosyl Hydrolase Family 7 に属す
る EG I と同定した。また、同じ Family 7 の
CBH I にもラクトース縮合活性を見いだし
た。弘前大学の吉田らは、やはり Family 7

の Asperigillus oryzae の Cel B に二糖縮合
活性が存在することを明らかにした。このよ
うな経緯で Family 7 セルラーゼの縮合反応
における構造活性相関に興味が持たれた。 

その頃、本課題の連携研究者である長岡技
術科学大学の岡田らは、T. reesei EG I 触媒
ドメイン（EG I CD、CD: catalytic domain）
の大腸菌発現に成功した。当初本研究は、こ
の大腸菌株をプラットフォームにした進化
分子工学的手法（error-prone PCR 法）によ
り、比活性の高い EG I CD 組換え体大腸菌
変異株を獲得して酵素の構造活性相関を明
らかにすることを目的としていたが、親菌株
より比活性の高い変異株が得られなかった。
その中で EG I が従来有しないとされてきた
セロビオース分解活性を見いだしたことか
ら、T. reesei 由来の EG I や BGL I 等につい
て、セロビオースやセロオリゴ糖、pNP 配糖
体に対する反応特性を糖鎖工学的な観点か
ら比較することで、EG I の新たな展開を探る
ことにした。 

これまで、T. reesei の EG I や CBH はセ
ロビオース（Glcβ1→4Glc、図 1A）で生成物
阻害を受けることが報告されているが、セロ
ビオースの加水分解速度は３糖以上のセロ

オリゴ糖に対する加水分解速度に比べて極
めて遅い（セロトリオースの 1/1,000、セロ
テトラオースの 1/100,000 程度）ことから、
EG I は「セロビオースを分解する」とは考え
られて来なかった。しかしながら長岡技科大
学の岡田らは EG I ノックアウト T. reesei の
培養上清による木質バイオマスの糖化反応
においてセロビオースの蓄積とグルコース
の減少を観察しており、その理由は長い間不
明であった。  

また、セロビオースを分解する役割を担う
BGL については、菌体内に局在するとされる
BGL IIが in vitroにおけるグルコースの縮合
やセロビオースを基質とする糖転移反応に
より T. reesei の強力なセルラーゼ誘導物質
であるソホロース（Glcβ1→2Glc、図 1B）を
合成することが知られている。しかしながら、
菌体外に分泌される BGL I の役割は未だ不
明である。 

 

     
図 1 セロビオース(A)とソホロース(B)の構造 

 

２．研究の目的 

具体的には、大腸菌で発現したT. reesei 由
来のEG I CDやBGL Iを中心にT. reesei の
各種セルラーゼや、それらの触媒ドメインを
用いて、人工基質に対する基質特異性と、セ
ロビオース等に対する加水分解、糖転移、縮
合反応を検証し、セロビオース分解における
EG IとBGL Iの反応特性を比較する。即ち、
EG I や BGL I の基質特異性を糖鎖工学的に
比較することにより、木質バイオマス糖化に
おける EG I の新たな役割や、BGL I の特性
を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1) 酵素 

 異種発現組み換え酵素 EG I と CBH I（T. 
reesei QM9414 株由来の EG I を A. oryzae
で発現し Q-Sepharose FF にて精製したも
の）を使用した（岡田らによる）。粗酵素は
合同酒精(株)製 GODO TCD-H3 を用いた。 

 

(2) egl1-cd、egl2-cd および egl3 組み換え体
プラスミドの構築と E. coli での発現と精製 

EG I CD（触媒ドメイン）、EG II CD、EG 

III の各遺伝子を発現ベクターpET22b (+) 

あるいは、pET15bs のマルチクローニングサ
イ ト (MCS) に 組 み 込 み pETegl1cd 、
pETegl2cd、pETegl3 を作成した。宿主とし
て E. coli Rosetta-gami B (DE3) pLacI 

A B 



(Novagen) を使用し、形質転換体を調製した
（岡田ら）。例として、EG I CD の組み換え
体プラスミドの調製法を示す（図 2）。 
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図 2  EG I CD の組み換え体プラスミドの調製 

 

(3) 組み換え酵素の発現と精製 

各形質転換体を LB 培地で前培養し、1000 

ml の 2×YT 培地に植菌し、OD600値が 0.6 に
なるまで培養後、終濃度 1 mM になるように
イソプロピル -β-チオガラクトピラノシド
（IPTG）を添加し、さらに培養を行った。
培養液を遠心分離して集菌し、生理食塩水で
菌体を洗浄後、菌体を BugBusterTM Protein 

Extraction Reagent (Novagen)を用いて溶菌
させた。BugBuster 処理した菌体溶解液に
100 mM 酢酸緩衝液（pH 4.0）を添加し E. 
coli タンパク質を酸性沈殿させた。遠心上清
を限外ろ過により濃縮し、50 mM 酢酸緩衝
液（pH 5.5）に置換し、精製標品とした。精
製した EG I CD、EG II CD、EG III、BGL I

のタンパク質をSDS-PAGEにより分析した。  

 

(4) 精製酵素の基質特異性 

 2 mM p-nitrophenyl (pNP) 配糖体を基質
とし精製酵素を反応させた。1.0 M 炭酸ナト
リウム水溶液を等量加えて、反応停止後、直
ちに遊離した pNP をマイクロプレートリー
ダーにて405 nmで測定した。酵素活性の1 U

は 1 分間に pNP 配糖体から 1 μmol の pNP

を生じる酵素量と定義した。 

 

(5) セロビオース、セロオリゴ糖の分解反応
と生成物の分析 

セロビオース（0.5～25 wt%）および各糖
セロオリゴ糖（２糖～６糖：0.5 wt%）を基
質とし、50 mM 酢酸緩衝液 (pH 5.5) 中で反
応温度 40 °C で酵素反応を行った。生成物は
経時的に HPLC-ELSD（蒸発光散乱検出器）
で分析し、生成物濃度や反応速度を算出した。
カラムは Develosil (NOMURA CHEMICAL

製、4.6 × 250 mm) 、分析温度は 40 °C、流
速は 1 ml/min、溶媒は 75 %アセトニトリル

を使用した。 

 

(6) 各種２糖に対する酵素反応速度 

 セロビオース（125~1000 mM）とソホロ
ース（7~29 mM）とラミナリビオース（7~29 

mM）ゲンチオビオース（36~292 mM）を基
質に(5)と同様に反応を行い、グルコースキッ
トにより生成したグルコースを測定した。
Km、Vmax は Linewaver-Burk プロットに
より算出した。 

 

４．研究成果 

(1) E. coli からの組み換え酵素の精製 

 菌体を可溶化し不純物を酸沈殿させた後、
上清を限外ろ過で濃縮することにより、目的
とする精製酵素を得た。EG I CD、EG II CD、
EG III および BGL I の分子量は、それぞれ
40、35、23、72 kDa であり、推定分子量と
一致し、酸沈殿前のものと比べ均一に精製さ
れた（図 3）。 

 
 

M 1 2 1 2 1 2
EG I CD EG II CD EG III

(kDa)

50

37

25

20

1 2
BGL I

75

 
図 3 各形質転換体の SDS-PAGE 

M：分子量マーカー，1：酸沈殿前，2：酸沈殿後 

 
(2) 精製酵素の基質特異性 

EG I CD は pNP ２糖配糖体から、
N-acetyllactosamine (LacNAc) ＞ Lactose 

(Lac) ＞ Cellobiose 単位の順に２糖を遊離
した。Glcβ-pNP の加水分解は認められなか
った（図 4）。EG II CD と EG III はいずれも
pNP 配糖体を分解しなかった。BGL I は
Glcβ-pNP と Cellobioseβ-pNP に対し高い分
解活性を示した。 
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図 4 各酵素の基質特異性 

*LacNAcβ-pNP の分解活性（pNP 遊離活性）を 100 %と

した．**異宿主発現酵素．LacNAc, N-acetyllactosamine; 

Lac, lactose; Gal, galactose; Xyl, xylose; GlcNAc, 

N-acetylglucosamine 



(3) EG I CD によるセロビオースの加水分解 

セロビオース 0.5 wt%ではグルコースが生
成し加水分解反応のみ観察されたが、25 wt%

は加水分解反応が著しく進行すると同時に
３糖が生成する糖転移反応が観察された（図
5）。高基質濃度下では EG I CD のセロビオ
ース分解速度は BGL I の数分の 1 に達した。
これは、岡田らが観察した「EG I ノックアウ
ト T. reesei でセロビオースが蓄積されグル
コース生成量が低い」という現象に符号する。
T. reesei においては BGL の発現量は EG I

に比べ極端に低く、このため T. reesei は
BGL 活性が弱い。その代わり、高濃度の木質
バイオマス分解においては、EG I がセロビオ
ース分解に一役買っているかもしれない。 

 

 

(4) BGL I によるセロビオースの加水分解 

BGL Iは顕著にセロビオースを加水分解す
るが、高基質濃度においては EG I CD ほど
加水分解反応の亢進はなかった。BGL I はセ
ロビオースを基質として反応初期数時間以
内に「顕著な３糖合成」が起こり高い糖転移
が認められた（図 6B）。 

 

 

(5) セロビオースを基質とした EG I CD と
BGL I の生成物生成速度の比較 

低基質濃度（図 7A）、高基質濃度（図 7B）

とも BGL I のグルコース生成速度が最も大
きいが、EG I CD は低基質濃度と比べ、高基
質濃度で約150倍グルコース生成速度が上昇
した。これにより EG I CD によるグルコー
スの生成速度が BGL I の数分の１に達した
（図 7B）。 

 

 

(6) BGL I の糖転移と縮合反応 

また、BGL I を高濃度のセロビオースと反
応させた場合、糖転移生成物と考えられる顕
著な３糖の合成が観察された（図 6B、 図 7C）。
セロトリオース生成速度はBGL I＞＞EG III、
EG I CD であった。BGL I の高い糖転移能と
生理的な役割との関係は興味深い。これに対
し、BGL I を高濃度のグルコースと反応させ
た場合、縮合生成物は観察されなかった。菌
体内に存在するとされる BGL II は、in vitro
で高濃度のグルコースの縮合や糖転移によ
りセロビオースや最強のセルラーゼ誘導剤
であるソホロースなどの２糖を生成するこ
とが報告されており、BGL I と BGL II の生
理的役割は大きく異なることが示唆された。 

 

(7) 各酵素のセロオリゴ糖分解速度の比較 

EG I CD、EG II CD、EG III の低基質濃
度でのセロビオース分解速度は、３糖以上の
オリゴ糖分解速度に比べ無視できるほど小
さく（1/1,000 以下）、鎖長依存的に分解速度
が増す傾向があった（図 8）。一方、BGL I

はセロビオースをよく分解するが、分解速度
は３糖が最大であり、EG とは逆の傾向を示
した。高基質濃度でのセロビオース分解速度
はEG I CDを除いて加速しなかった（図 7）。 

A. グルコース生成速度   B. グルコース生成速度 
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C. セロトリオース生成速度 

（基質濃度 25 wt%） 
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図 7 BGL I による２糖加水分解の基質濃度比較 

A：基質濃度 4 wt%，B：基質濃度 36 wt%，酵素濃度：

A, B 0.11 mg/ml，◆：グルコース，■：セロビオース，

▲：セロトリオース，×：セロテトラオース，―：理論

基質濃度（最大飽和濃度）．検出：HPLC．* 縦軸はタ

ンパク質 1 mg 当たりの濃度 

A. 基質濃度 4 wt%    B. 基質濃度 36 wt% 
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図 6 BGL I による２糖加水分解の基質濃度比較 

A：基質濃度 4 wt%，B：基質濃度 36 wt%，酵素濃度：

A, B 0.11 mg/ml，◆：グルコース，■：セロビオース，

▲：セロトリオース，×：セロテトラオース，―：理論

基質濃度（最大飽和濃度）．検出：HPLC．* 縦軸はタ

ンパク質 1 mg 当たりの濃度 

A. 基質濃度 0.5 wt%    B. 基質濃度 25 wt% 
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図5 EG I CDによる２糖加水分解の基質濃度比較 

A：基質濃度 0.5 wt%，B：基質濃度 25 wt%，酵素濃

度：A, B 0.45 mg/ml，◆：グルコース，■：セロビオ

ース，▲：セロトリオース，―：理論基質濃度（最大飽

和濃度）．検出：HPLC．* 縦軸はタンパク質 1 mg 当

たりの濃度 



 
 

(8) EG I CD と BGL I の２糖分解の相対活性 

グルコースキットを使用して各種２糖に
対する EG I CD と BGL I の酵素 1 mg に対
する活性（比活性）を相対値で比較した（表
2）。EG I CD はセロビオース（β1→4 グルコ
シド結合）に対する特異性が高く、その他の
結合様式を有する２糖異性体は全く分解し
なかった。一方、BGL I の基質特異性は低く
いろいろな２糖を分解した。 

今回、表 2B より A の方で EG I CD の相
対活性が増加していることから、EG I CD は
基質濃度依存的にセロビオースを加水分解
すること（図 5B の HPLC 分析）を裏付ける
結果となった。特に表 2A のセロビオースに
対する相対活性 66 U/mg (EG I CD)と 100 

U/mg (BGL I)の比較は、セロビオース濃度が
1000 mM (35 wt%)と極めて高い環境下では、
BGL Iにより生成したグルコースの大半が糖
転移反応による３糖生成に奪われて、BGL I

の見かけのグルコース生成能が下がった結
果、EG I CD によるグルコース生成能が BGL 

I に肉薄したものと推察する。 

これはこれまでのセルラーゼによるセル
ロース分解反応の常識を覆す結果であり、木
質バイオマス分解における酵素組成や基質
濃度のデザインに寄与するものと考える。 

 

表 2 EG I CD と BGL I の２糖に対する相対活性 

A. セロビース基質濃度 1000 mM 

EG I CD BGL I
U/mg U/mg

セロビオース 66 100
ソホロース 0 12

ラミナリビオース N.D. 14
ゲンチオビオース N.D. 7  

B. セロビース基質濃度 125 mM 
EG I CD BGL I
U/mg U/mg

セロビオース 25 100
ソホロース 0 11

ラミナリビオース N.D. 9
ゲンチオビオース N.D. 12  

A：セロビース基質濃度 1000 mM，B：セロビオース基

質濃度 125 mM．酵素濃度：A, BともEG I CD 0.45 mg/ml, 

BGL I 0.11 mg/ml．*BGL Iのセロビオース分解活性を100

とした．**セロビオース以外の２糖はセロビオースと濃

度が異なるため参考値．検出：グルコースキット．（ラ

ミナリビオース , Glcβ1→3Glc; ゲンチオビオース , 

Glcβ1→6Glc） 
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図 8 各酵素のセロオリゴ糖分解速度の比較 

各オリゴ糖の基質濃度：0.5 wt%．検出：HPLC． 

*横軸はタンパク質 1 mg 当たりの反応速度 
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