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研究成果の概要（和文）：バクテリアが合成するバクテリアセルロース(BC)は複雑で密な網目構造を形成してお
り，高い純度，高い強度，高い保水性を持つという特徴があるため，新規材料として期待されている．一方， 
BC合成機構が未解明のため，大量生産も困難である．
本研究では，BC生産菌由来の合成複合体TCの構成因子間の相互作用解析により，BcsA-BcsBによって合成された
BCを介してBcsA-BcsBとBcsDの複合体形成することを明らかにした．また，BC排出因子BcsCの膜貫通ドメインの
大量調製ができ、分子量の解析によって、BcsCの多量体形成が分かり，生産菌EnterobacterにおけるBCの合成・
排出機構を提案した。

研究成果の概要（英文）：Bacterial cellulose (BC), which is synthesized by bacteria, forms a complex 
and dense network structure, and is expected to be a new material because of its high purity, high 
strength, and high-water retention properties. On the other hand, mass production of BC is still 
difficult because the BC synthesis mechanism has not been elucidated.
In this study, we analyzed the interactions among the subunits of the BC synthesis complex TC 
derived from BC-producing bacteria, and found that the complex of BcsA-BcsB and BcsD is formed 
through BC synthesized by BcsA-BcsB. In addition, we were able to express a large amount of the 
transmembrane domain of the BC export factor BcsC. The analysis of the molecular weight revealed the
 multimeric formation of BcsC, and we proposed a mechanism for BC synthesis and export in the 
BC-producing bacteria Enterobacter.

研究分野：生物物理学関連
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
構造生命科学の大きな研究ターゲットの一つは，膜結合型の生体高分子合成装置の構造機能解明である．本研究
の対象であるBC合成装置TCが内膜外膜に貫通する膜蛋白質複合体は、そのような研究対象の一つである。
本研究では、TC構成因子間の相互作用関係の解明により、各因子が協調的に機能するというBC合成メカニズムを
明らかにし，BCの生産性向上のための分子基盤情報を提供することができた．そして、バイオ素材としてのBC活
用が推進されるのであろう．この成果は，ライフ・イノベーションの推進に寄与するばかりでなく，持続的循環
型の社会を形成する上において，環境問題の解決に対して，大いに波及効果を及ぼすものと期待される．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１，Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

地球上で最も多く存在する多糖であるセルロースは，植物や藻類，一部の動物やバ

クテリアなどの様々な生物によって合成

されている．セルロースは自然界に最も

豊富に存在する高分子であり，主に植物，

そして藻類や一部の微生物，さらにはホ

ヤなどの動物によっても合成される（図

１）．そのうち，バクテリアが合成する

バクテリアセルロース(BC)は一般的にゲ

ル状膜となる，複雑で密な網目構造を形成しており，他の生物種が合成するセルロー

スよりも非常に高い純度，高い強度，高い保水性を持つという特徴がある．そのため，

医療や工業用の新規材料として注目され，ナタデココのような食品や，音響機器の振

動板，医療の分野では人工血管や火傷の治療の材

料に用いられる（図２）など，幅広い分野で新規

材料として期待されている．さらに，最近，薬剤

の送達体（デリバリー体）としての利用可能性も

見出した．優れた性質を持つ BC が新規材料として

期待されている一方，BC 合成が発見された 70 年代

から 40 年間の研究を経ても，その合成機構の不明

点が多く残っている．BC 合成機構の未解明のため，

大量生産も困難であり，BC の利用がまだ研究段階

に止まっている． 

BC 生産菌の合成酵素はターミナルコンプレックス (Terminal Complex: TC，分子

量 270 万ダルトン)と呼ばれ，グラム陰性菌の内膜と外膜を貫通する巨大なタンパク

質複合体である．バクテリアセルロース生産菌である酢酸菌の TC は，BcsA，BcsB，

BcsC，BcsDサブユニット[1-4]からなる複合体の多量体である（図３）． 

そのうち，内膜にある BcsAB は細胞基質内に

存在する活性化グルコースからセルロース鎖を

合成している．BcsC は細胞内膜で合成された

BC の会合と輸送を担っていると考えられ，そ

のアミノ酸配列から，外膜を貫通するβ-バレ

ルからなるドメイン(BcsC-C)と複数のテトラト

リコペプチドリピート(TPR)ドメイン(BcsC-

TPR)から構成されることが予測されている．ペ

リプラズム中に存在する BcsD を経由して菌体

外に排出されることがわかっている．これまで，

酢酸菌由来の BcsAB 複合体と BcsD のＸ線結晶構造及び BcsC-TPR のＸ線小角散乱構造

は解明されたが，TC 構成因子の間でどのような相互作用により，BC を形成と排出す

るという本研究の核心をなす学術的「問い」はまだ不明である．したがって，TC の

構成因子相互作用関係を解明すれば，BC 合成のメカニズムを明らかにでき，酢酸菌

を効率的に利用して BC の大量生産を期待できる． 



２．研究の目的 

セントラルドグマの構成要素である DNA, RNA, 蛋白質を合成する基幹装置の立体

構造が全て解明された現在，構造生命科学の次の大きな研究ターゲットの一つは，膜

結合型の生体高分子合成装置の構造機能解明である．本研究の対象であるセルロース

合成装置 TC の構成因子は，そのような研究対象の一つである．TC 複合体は分子量

270 万ダルトンを超え，グルカン鎖の重合からセルロースリボンの排出までを行う超

分子複合体である．膜結合型の生体高分子合成装置の構造機能解明は，学術的に非常

に興味深い反面，難易度の極めて高い挑戦的な課題である． 

本研究の目的は，TC 構成因子相互作用関係を解明し，そして，in vivo での酢酸菌

活性測定による機能解明により BC の合成メカニズムを明らかにし，BC の生産性向上

や機能性 BC 創製のための分子基盤情報を提供することを目的としている．それに基

づいて，BC 生産量の拡大や新規機能性セルロースの開発が可能となれば，今後は，

さまざまな分野において，バイオ素材としてのバクテリアセルロースの活用が進むで

あろう．すなわち本研究の成果は，ライフ・イノベーションの推進に寄与するばかり

でなく，持続的循環型の社会を形成する上において，環境問題の解決に対して，大い

に波及効果を及ぼすものと期待される． 

３．研究の方法 

バクテリアセルロース生産菌である酢酸菌の TC は，BcsA，BcsB，BcsC，BcsD サブ

ユニットからなる複合体の多量体である．BC 合成メカニズムを明らかにするために，

TC 構成因子間の相互作用関係の解明が必要である． 

本研究では，まず，自動誘導法という培養方法を新たに導入し，大腸菌発現系で

BcsD に His タグ付きの TC 構成因子 BcsA，BcsB，BcsD の三者複合体の大量調製を行

った．さらに，界面活性剤のスクリーニングなどの最適化によって，各サンプルの可

溶化の改善を行った．大量調製した三者複合体 BcsA-BcsB-BcsD について，ネガティ

ブ染色の電顕で観察した．また，３種類のセルラーゼを用いて，ニッケルアフィニテ

ィー精製による BcsA-BcsB と BcsDの複合体形成のメカニズムを検討した． 

次，情報が少ない膜タンパク質 BcsC-C の構造解析について，大腸菌を用いた発現

量向上のため，BcsA-BcsB-BcsD の大量調製と同様に，自動誘導法という培養方法を

新たに導入した．さらに，BcsC-C の精製条件（界面活性剤の濃度,TEV の濃度,精製カ

ラム）の改善をいろいろ検討し，結晶化へ進めた．また，マスフォトメトリー法を用

いた分子量測定によって，BcsC-Cの多量体形成を解析した． 

４．研究成果 

研究対象のサンプルの調製について 

本研究の目的を達成するためには，サンプルの in vitro での大量調製が必須であ

る．研究では，まず大腸菌発現系で BC 生産菌由来の TC 構成因子 BcsA-BcsB-BcsD と

いう膜複合体の培養・精製などの条件を最適化し，特に，BcsB の分解を抑えること

ができ，次の実験に適用できる大量なサンプル調製に成功した（図 4）． 

 



 

図 4. BcsA-BcsB-BcsD の精製（濃縮後にサンプルのバンドがはっきり見える） 

各因子間の相互作用について 

BcsA-BcsB と BcsD の相互作用解析について，ニッケルアフィニティー精製後の

BcsA-BcsB-BcsD に市販のセルラーゼ混交体 Onozuka RS を加えた解析には，様々な条

件を検討した．その結果，BC によって BcsA-BcsB と BcsD の相互作用が示されていた

が，BcsA と BcsB の分解を完全抑えられないため，純度の高い市販の ThCellulase を

試 み た ． し か し ，

ThCellulase の活性の

最適な温度が 60℃であ

るため，証明が不十分

で あ る ． そ し て ，

Bacillus subtilis 由

来 の セ ル ラ ー ゼ

Bscel5A の使用を試み

た．まず，共同研究先

が提供された Bscel5A

の発現ベクターを用いて，Bscel5A の大量調製に成功した（図 5）． 

次に，酢酸菌を培養し，生産された BC を用いて Bscel5A の BC 分解活性を測定し

た．その結果，Bscel5A は BC を分解する機能を持つことが確認できた．次に，ニッ

ケルアフィニティー（NiAC）精製後の BcsA-BcsB-BcsD に調製した Bscel5A で処理し

た後に，もう一度 NiAC 精製によって解析を行った．様々な反応条件を検討した結果，

図６に示しているように， 

Bscel5A 処理前後のバンドを

比べてみると, BcsA と BcsB

の溶出量がはっきりと減少し

た．すなわち，セルラーゼ処

理により BcsABD 間のセルロ

ースが分解され ,BcsD から

BcsA-BcsB 複合体が解離した

ことが示された．よって，

BcsA-BcsB と BcsD の相互作用

は BcsA-BcsB によって生産さ

れた BC を介していることが明らかになった． 

 

ゲル濾過精製のクロマト

 

図 9 マスフォトメトリーより BcsC の分子量分布測定

 

 

図 5 Bscel5A の精製 

図 6 Bscel5A 処理前後の BcsA,BcsB，BcsD の

ウエスタンブロッティング 



複合体の構造解析について 

大量調製した BcsA-BcsB-BcsD を用いてネガティブ染色の電顕で観察を試みた．ニ

ッケルアフィニティー精製後のサン

プルは，ゲル濾過精製後サンプルよ

り，BcsA-BcsB-BcsD 複合体のよう

な粒子が多く見られていた（図 7）．

恐らく，BC を介していた BcsA-BcsB

と BcsD の相互作用が弱いことを示

唆している．また，全体的にタンパ

ク質の凝集も多いため，今後，界面

活性剤の濃度含む測定条件の検討が

必要である．また，図４に示しているように，BcsA-BcsB-BcsD の大量調製ができた

が，SEC-SAXS 測定用の量に辿り着けっていないため，SEC-SAXS による溶液中の構造

解析を断念した． 

BcsC-C について 

自動誘導法という培養方法を新たに導入したことで，菌体の培養量が 10mg/L に増

加しました．次

に，BcsC の膜貫

通 ド メ イ ン

BcsC-C の精製条

件について，界

面活性剤の濃度

の調整，His タ

グ切断用の酵素

TEV の濃度の調整，精製カラムなどの改善をいろいろ検討した結果，BcsC-C の精製収

量が 0.4mg/1L までにでき,結晶化へ進めた．また，当研究室で開発していた蛋白質結

晶核形成促進剤を用いて，BcsC-C初期結晶を得た（図 8）． 

BcsC-C の SEC 精製結果は，BcsC-C が

多量体形成を示しているが，はっきり断

言できない状態である．調製したサンプ

ル濃度により界面活性剤の影響によるも

のもあると考え,  マスフォトメトリー

法というレーザの反射光と散乱光の干渉解

析方法によって溶液中の分子量を測定した

結果，①は 2 量体付近，②は 4 量体付近で

多く分子がカウントされた(図 9)．これら

の結果から，セルロース排出の提案として，

合成されたセルロース鎖 4 本は，4 量体の BcsC によって排出され，その後会合しバクテ

リアセルロースが作られることが示唆し，新しい知見が得られた． 
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図 7 BcsA-B-D 複合体ネガティブ染色
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