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研究成果の概要（和文）：細胞性粘菌の細胞壁はセルロースを主成分とし、その合成酵素は形態

形成に重要な働きをしている。本研究では、セルロース分解酵素（セルラーゼ）に着目してそ

の幾つかをクローン化し、形態形成に及ぼす機能とセルロース分解能について調べた。その結

果、セルラーゼの一種セロビオヒドロラーゼの機能を阻害すると形態形成に影響を及ぼした。

また、複数のセルラーゼが複合的に作用することで分解能を高め、分解活性は強く、セルロー

スを用いたバイオエタノール産生に有望であることが分かった。 
 
研究成果の概要（英文）：Cellulose is a major component of the cell wall for cellular slime 
mould, Dictyostelium discoideum. It posses a cellulose synthetase gene and its function is 
important for normal morphogenesis. In this project, we focused on the cellulase genes 
catalyzing cellulose hydrolysis, cloned several of them and investigated the effects on 
morphogenesis as well as cellulose hydrolyzing activity. We showed inactivation of 
cellobiohydrolase (cbhA) gene, one of cellulase, by gene disruption affected morphogenesis. 
In addition, multiple Dictyostelium cellulases might act synergistically, possibly as a 
cellulosome, resulted in drastic increase of cellulose hydrolyzing activity. This implies 
Dictyostelium is a useful organism to produce bioethanol from cellulose.  
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研究分野：複合新領域 
科研費の分科・細目：生物分子科学、生物分子科学 
キーワード：セルラーゼ・細胞壁・形態形成・バイオマス・転写因子・細胞性粘菌 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 細胞壁は細胞の形態を決定し、物理的な
強度を付与するだけでなく、細胞膜や表層細
胞骨格と密接に相互作用し細胞内活動の制
御に積極的に関与する。しかしながら、不明
の生理機能も多い。真核多細胞微生物の細胞

性粘菌も子実体形成過程においてセルロー
ス性の細胞壁を構築し、セルロース合成は正
常な形態形成に必須である。我々は、子実体
形成の過程で転写因子 STATa が中心的な働
きをし、４つのセルラーゼ遺伝子と２つのエ
クスパンシン遺伝子が STATa の標的候補遺



伝子であることを発見した。これらの機能を
調べれば、セルロースによる形態形成メカニ
ズムの一端が見えてくると考えた。 
(2) 現在、世界中で食料と競合しない植物バ
イオマスを利用したバイオエタノールの開
発が研究されている。細胞性粘菌は自然界に
多量に存在する。セルロースを分解する能力
については未解明だが、遺伝子を改変するこ
とで直接にセルロースを分解出来ると、前処
理なしで効率よくバイオエタノールを得る
ことが可能になると期待された。 
 
２．研究の目的 
 細胞性粘菌を用いた申請者の解析によっ
て、転写因子 STATa の標的遺候補伝子が多数
同定されていた。そのなかには細胞外マトリ
ックス、細胞壁やセルロース代謝に関するも
のが多く含まれていた。また、STATa とセル
ロース合成酵素は共に正常な形態形成に必
須であることから、STATa を介したセルラー
ゼやその他の調節因子によるセルロース分
解の調節によって形態形成が調節されてい
る可能性について調べることを目的とした。
本研究では、これら因子のうち２つのエクス
パンシン様遺伝子（expl3, expl7）と４つのセ
ルラーゼ遺伝子（エンドグルカナーゼとして
glcA, celC；セルビオヒドラーゼとして cbhA；
β-グルコシダーゼとして gluA）について焦点
を絞って解析することとした。また、遺伝子
改変によるバイオエタノール産生の可能性
についても調べる。 
 
３．研究の方法 
 上述の expl3, glcA, celC, cbhA, gluA の５つ
を優先的に解析する遺伝子として選定した。
補足として celA, celB, gerD を解析する。 
(1) expl3、glcA, celC, cbhA, gluA の５つの遺伝
子についてそれらをクローン化し、過剰発
現用コンストラクト、遺伝子破壊用コンス
トラクトを作製する。また、遺伝子発現パ
ターン把握のために、プロモーター断片と
lacZ との融合遺伝子を作製する。 

(2) 過剰発現用コンストラクトを野生株細
胞に導入し、過剰発現株を作製する。これ
らを発生させ、形態の変化を観察する。ま
た、複数を同時に過剰発現する多重過剰発
現株の作製を試みる。或は、セルラーゼが
分泌性のタンパク質であることを利用し、
個々の遺伝子過剰発現株を混ぜて多重過剰
発現株と同等の作用を代用する。 

(3) 各セルラーゼのタンパク質局在を観察
するために、GFP や DsRed2 との融合タン
パク質発現株を作製する。 

(4) 遺伝子破壊コンストラクトを野生株に
導入し、遺伝子破壊株をスクリーニングす
る。夫々の遺伝子破壊株の形態形成とセル
ロース分解能を観察する。複数の遺伝子の

多重破壊株を作製する。 
(5) 様々な過剰発現株のセルロース分解能
の変化を野生株と比較し検討する。一定数
のアメーバ細胞と混ぜて保温し、市販の測
定キットを用いてグルコース生成量を測定
する。または寒天中に基質としてエンドグ
ルカナーゼの場合は水溶性セルロース誘導
体 carboxymethyl cellulose (CMC)を、セロビ
オヒドロラーゼでは、4-methylumbelliferyl- 
β-D-cellobioside (4-MUC) をそれぞれ含ま
せ、分泌されたセルラーゼ活性を測定する。 

(6) 細胞性粘菌 Acytostelium subglobosum LB1
株のゲノムデータベースを検索し、セルラ
ーゼ、及びエクスパンシンについてオーソ
ログの配列を比較する。これにより、各タ
ンパク質の相同性の高いドメイン構造がみ
られるかを再検討する。 

(7) 他のエンドグルカナーゼ遺伝子 celA, 
celB, gerD と STATa の関係を調べる。既に
確立された方法で、RT-PCR と in situ ハイブ
リダイゼーション法を用いて、STATa 遺伝
子破壊株で発現量が変化しているかを調べ
る。 

(8) 強いセルロース結合能を持つ他の細胞
性粘菌タンパク質との融合タンパク質過剰
産生株を作製し、形態形成及びセルロース
分解活性に及ぼす影響を検討する。 

(9) 糸状菌 Trichoderma reesei のセルラーゼ
と細胞性粘菌のセルラーゼの配列を比較し、
より強い分解活性を示すような配列を考案
し、それをもとに点突然変異の導入によっ
てセルロース分解活性が増加したタンパク
質の創出を試みる。 

 
４．研究成果 
 セルラーゼが細胞壁に及ぼす効果は形態
形成の異常として現れると予想したため、各
セルラーゼ遺伝子の破壊株、過剰発現株等を
用いて形態形成の解析を行った。本研究では、
全ゲノム配列の解読されている細胞性粘菌
を用い、出来る限り多くの未解析セルラーゼ
と一部のエクスパンシン遺伝子（セルラーゼ
と協調してセルラーゼの働きを高める）をク
ローン化するところから始めた。expl7 遺伝子
に関しては本研究の開始時点でほとんどの
解析を終えていて、査読付きの論文として公
表した（Ogasawara et al., 2009）。 
 
(1) 細胞性粘菌セルラーゼ遺伝子群のクロー

ン化 
 セルロースはグルコースが β-1,4-グリコシ
ド結合により連結した直鎖状の高分子多糖
が水素結合で束ねなれた巨大分子で、難容性
であり、その効率的な分解には、エンドグル
カナーゼ（endo-1,4-β-glucanase）、エキソセ
ロビオヒドロラーゼ（cellobiohydrolase）、β-
グルコシダーゼ（β-glucosidase）の３種類以



上の酵素が必要とされている。細胞性粘菌の
ゲノムには、これらのすべてが存在する。本
研究では、まずこれら遺伝子のクローン化か
ら行った。 
 エクスパンシン様遺伝子として expl3、セル
ラーゼ遺伝子のうち、エンドグルカナーゼ遺
伝子としてとして glcA, celC, celD（途中で追
加）, gluA、エキソセロビオヒドロラーゼとし
て cbhA の６つの遺伝子のクローン化を進め
た。このうち、glcA, celC, celD, cbhA は、本研
究で得られたデータをもとに命名した。クロ
ーン化は、翻訳開始点上流約 1 kbp のプロモ
ーター含有領域とタンパク質コード領域、ス
トップコドン下流領域までを含むように特
異的なプライマーを設計し、PCR によって増
幅された DNA 断片をプラスミドにクローン
化した。クローン化された断片は、シークエ
ンシング等によって目的の遺伝子であるこ
とを確認した。その結果、上記６種類の全て
の遺伝子のクローン化に成功した。 
 細胞性粘菌エンドグルカナーゼ遺伝子 celA, 
celB, gerD については他の研究室によってク
ローン化されており、機能が分かっているた
め、本研究でのクローン化は行わなかった。 
参考文献：Ogasawara, S., Shimada, N. and 

Kawata, T. (2009) Role of an expansin-like 
molecule in Dictyostelium morphogenesis and 
regulation of its gene expression by the STAT 
protein Dd-STATa. Develop. Growth & 
Differ. 51 巻, 109-122. 

 
(2) セルラーゼ遺伝子群の発現パターン解析 
 各セルラーゼ遺伝子の経時的発現量の変
化を RT-PCR 法で、空間的発現パターンの変
化を lacZ レポーター遺伝子の β-ガラクトシ
ダーゼ活性を検出する方法で行った。 
① expl3 の発現は、発生 12～21 時間目にピー
クがあり、この時期のみイントロンが除か
れてスプライシングが起こっていた。また、
予定柄細胞特異的に発現しており、この結
果は、予定胞子細胞特異的に発現している
というデータベースの結果と異なっていた。 

② glcA は発生 9 時間目以降の多細胞期（特に
21 時間目前後）に gluA は発生初期（0～3
時間目）と発生後期（特に 21 時間目前後）
に発現量のピークが見られた。また、gluA 
は STATa 遺伝子破壊株ではほとんど発現さ
れず、STATa によって転写が制御されてい
る可能性が示唆された。glcA は mound 期で
多細胞体全体に、tip 期から子実体形成期で
は予定柄細胞前端の pstA 細胞に、子実体で
は柄細胞及び頂端に発現していた。gluA は
mound 期から first finger 期までは多細胞体
全体に、移動体期では pstO 細胞（pstA 細胞
の後方）に、子実体形成期から子実体では
upper cup 細胞（pstO 細胞由来）に発現して
いた。これらのことから、両遺伝子と予定

柄細胞の形成との関連性が示唆される。 
③ celC は発生 6 時間目以降の多細胞期（特に

21 時間目前後）に発現量のピークが見られ
た。tip~移動体まで pstAO 細胞で、子実体形
成期では pstA 細胞、柄細胞及び基盤（basal 
disc）で発現していた。さらに、STATa 遺伝
子破壊株での移動体期に発現の低下が見ら
れ、STATa によって転写が制御されている
可能性が示唆された。 

④ celD の発現は、発生 15 時間目から見られ、
18 時間目で最大となり、それ以降では発現
量が減少した。空間的な発現パターンの解
析は未解析のまま残った。 

⑤ cbhA は多細胞期の移動体期以降にわずか
に発現が見られ、子実体形成が始まる 21 時
間目くらいから発現が上昇し、子実体の成
熟とともに発現量がピークとなった。子実
体形成期までの多細胞期では pstO細胞や後
衛細胞などの pstB 細胞、さらには移動体が
這った後の slime sheathに弱く発現が見られ
た。一方、子実体が成熟すると胞子におい
て極めて強い発現が見られた。 

 
(3) 細胞性粘菌のセルラーゼ遺伝子破壊株及

び過剰発現株の作製 
 夫々のセルラーゼの機能を調べるため、遺
伝子破壊株及び過剰発現株の作製を試みた。
本研究では celD を除く全ての遺伝子の破壊
株と過剰発現株を得ることが出来た。また、
GFP との融合タンパク質発現株を作製し局
在等を調べた。当初の研究計画では複数の遺
伝子については、それらを同時に過剰発現す
る多重過剰発現株の作製を試みる予定であ
ったが、後述(4)-③のように夫々の過剰発現
株を混ぜ合わせることで代用した。また、多
重破壊株については非常に作製が難しく未
だ得られていない。今後 Cre-loxP システムに
変更して作製する予定である。 
① expl3 過剰発現株の形態的な変化は観察さ
れなかった。expl3 遺伝子破壊株は発生のス
ピードが遅くなり、tip 期の突起が長くなっ
た異常な形態を示した。発現パターンと合
わせた結果は、多細胞期（特に tip 期から移
動体期）における形態形成に Epl3 が作用し
ていることを示唆する。しかしながら、遺
伝子破壊株の救済株が未だ得られていない
ために確証が出来ていない。Exp3-GFP 融合
タンパク質発現株の解析から、ExpL3 が細
胞外分泌タンパク質であることが示された
が、結晶性セルロースビーズ Avicel に対す
る結合は、今までに調べた条件下では観察
されなかった。 

② glcA 遺伝子では、過剰発現株及び遺伝子
破壊株ともに表現型は見られなかった。
GlcA-GFP 融合タンパク質発現株を作製し
セルロースに対する結合能を調べた結果、
GlcA タンパク質が結合能を有し、細胞外に

http://www3.interscience.wiley.com/cgi-bin/fulltext/122189433/HTMLSTART
http://www3.interscience.wiley.com/cgi-bin/fulltext/122189433/HTMLSTART


分泌されることが確認された。 
③ gluA 遺伝子と celC 遺伝子は、過剰発現株、
遺伝子破壊株ともに表現型は見られなかっ
た。CelC-GFP タンパク質発現株は得られて
いないが、GluA-GFP タンパク質発現株はよ
うやく得ることが出来ので、セルロース結
合能を調べる実験を行っている。 

④ cbhA 過剰発現株では表現型は見られなか
ったが、cbhA 遺伝子破壊株では表現型が観
察された。遺伝子破壊株は、発生 7.5 時間
目に野生株より約 1.5 時間遅れて集合し、
17時間目に約4時間遅れて tipを形成した。
救済株では、上記表現型は野生株と同様に
戻ったことから、cbhA 遺伝子を破壊したこ
とに起因することが証明された。これらよ
り、cbhA 遺伝子は発生初期集合における細
胞移動と多細胞体期における形態形成に重
要な役割を担っている可能性が示された。
また、cbhA 遺伝子破壊株の胞子の生存率は
Ax2 株の約半分に低下することから、CbhA
はセルロース性外皮を持つ胞子の形成にも
関与していることが示された。 

 
(4) 過剰発現株細胞を用いたセルラーゼ活性

測定の検討 
 本研究でクローン化された遺伝子産物が
セルラーゼ活性を有するかは、生化学的測定
方法で活性を定量する必要があるが、セルロ
ースは難溶性で測定は簡単ではない。そのた
め本研究では、まず簡便な定性的に活性を検
出する方法を試みた。 
① エンドグルカナーゼ活性測定には、水溶
性のセルロース誘導体 CMC（上述）を含ん
だ寒天を作製して用いた。この寒天プレー
ト上に各種遺伝子の破壊株、過剰発現株等
の細胞を等量スポットして発生させた。残
存基質 CMC を Congo red 溶液で染色して分
解活性を検出した。その結果、glcA、celC
共に遺伝子破壊株では野生株と同程度の
CMC 分解能が見られたが、遺伝子過剰発現
株においてはセルラーゼ活性の増加が見ら
れた（図１）。gluA では過剰発現株の活性
増加は見られなかった。 

 
 
 
 
 

 
図 1. セルラーゼ活性の検出 
 野性株（Ax2）、celC遺伝子過剰発現株（OE）、
celC遺伝子破壊株（B1、B2）の細胞（2.0 ×106 

cells）をCMC含有寒天プレート上にスポット
して 22oCで発生させた。24 時間後にセルロ
ース分解能を検出した。CMC寒天をCongo red
溶液で 20 分間室温にて染色した。CMCが分
解さると染色されずにハローとして検出さ

れる。 
 
② セロビオヒドロラーゼ活性測定には、基質
として 4- MUC（上述）を含む寒天プレート
を作製し、同様に活性の検出を行った。本
実験では、4-MUC が分解されて生じる
4-methylumbelliferone (4-MU)を紫外線照射
による蛍光として検出し活性とした。その
結果、cbhA 遺伝子破壊株では野生株に比べ
て分解活性の低下が、過剰発現株において
は活性の顕著な増加が見られた（図２）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. セロビオヒドロラーゼ活性の検出 
 野性株（Ax2）、cbhA遺伝子過剰発現株（OE）、
cbhA遺伝子破壊株（KO）におけるセロビオ
ヒドロラーゼ活性を 0.1 mg/ml 4-MUCを含む
寒天プレートを用いて検出した。各株の細胞
（2.0×106 cells）を寒天プレート上にスポット
し、22oCで約 48 時間静置した。活性は紫外
光を照射し産物（4-MU）の蛍光として検出し
た。DsRed2 はCbhAタンパク質と蛍光タンパ
ク質DsRed2 の融合タンパク質発現株で、活
性の上昇は見られなかった。 
 
③ セルラーゼは単独で作用するよりセルロ
ソーム複合的として作用する方がセルロー
スを効率的に分解すると考えられている。
セルラーゼは細胞外に分泌されるため、細
胞外で各種セルラーゼが複合的に作用する
可能性が考えられた。そこで、既に存在し
ていた celAと celBの過剰発現株をストック
センターより得て、本研究で得た各種過剰
発現株と等量ずつ混合する実験を行った。
その結果、単独遺伝子の過剰発現株が示し
た CMC 分解能（例: 図１）よりも混合細胞
の方が遥かに高い分解活性を呈した。この
ことは、細胞性粘菌でセルラーゼが複合体
として存在し、セルロソームとして作用す
る可能性を示唆している。また、単独のセ
ルラーゼとしては CelA と CelB が最も強い
分解活性を示した。 

 
(5) リコンビナントセルラーゼを用いた活性

測定の検討 
 クローン化されたセルラーゼの生化学的
な性質を調べるためには、夫々のセルラーゼ



を大量に精製してくる必要がある。そこで、
まず cDNA断片を大腸菌発現ベクターにサブ
クローン化し、発現後に部分精製し、活性の
定性的な検出を試みた。 
① FLAG 及び HIS x 6 のタグを付加した融合
タンパク質を発現するように、シグナル配
列相当分を除いた celC, celD, cbhA, glcA 及
び gluA の cDNA 断片を大腸菌発現ベクター
にサブクローン化し、発現を誘導後、抗
FLAG 抗体（M2）を用いて発現解析を行っ
た。その結果、CelD, GlcA, GluA は予想され
る分子量の FLAG-HIS 融合タンパク質の発
現がみられた。CelC は発現が確認されず、
また、CbhA は分子量が予想と異なっていた。
GluAは発現量が多くその後の解析に十分に
利用出来る。成功していないものについて
は GST タグ等、他のベクターを利用する方
法で発現と精製を試みている。 

② 次に、セルラーゼ活性の測定のために、
発現させたタンパク質を部分精製し、溶液
中で基質と混ぜ、活性の検出を試みたが調
べた条件下で活性は検出されなかった。 

③ 発現させたセルラーゼの活性を簡便に検
出するため、細胞性粘菌の過剰発現株と同
様に寒天中に基質を含ませ、タンパク質発
現を誘導した大腸菌株の菌液をスポットし
て一定時間保温し、活性の検出を試みた。
-galactosidaseには 4-methylumbelliferyl-β-D- 
glucuronide (4-MUGal)を、-glucoronidase に
は 4-methylumbelliferyl-β-D-glucuronide (4 
-MUG)を基質として使用した。その結果、
4-MUGal寒天では 12時間後にコントロール
大腸菌株と比べて明確な差が見られ、GlcA
及び GluA 共にセルラーゼとしての活性が
検出された。一方、4-MUG 寒天では 24 時
間保温後も、コントロール大腸菌株と比べ
て明確な差が見られなかった。 

 
(6) 研究成果の位置づけとインパクト 
 今までにセルラーゼと形態形成の関連性
は殆ど調べられていない。セルラーゼの研究
は生化学的性質を調べてそれをどのように
応用するかと言うところに力点が置かれて
おり、生物学的な視点で多細胞体における機
能や形態形成との関連性を示した点は新し
い切り口である。細胞性粘菌のセルラーゼ遺
伝子の幾つかは STATa 遺伝子破壊株で発現が
見られないか低下することから、STAT シグ
ナルとセルラーゼとの間には密接な関連が
あり、STATa が正常な形態形成に必須である
ことからセルラーゼの果たす役割の重要性
が推測される。 
 細胞性粘菌が充分なセルラーゼ活性を有
し、遺伝子改変によってセルロース分解活性
が上昇することが示された。細胞性粘菌の適
温は室温であり、セルラーゼ活性の検出が室
温で行われたにもかかわらず充分な活性を

示したことは、応用的観点から、細胞性粘菌
がセルロースバイオマスを栄養源として利
用出来るような工夫を施せば成育過程でグ
ルコースを産生し、バイオエタノールの産生
に利用可能な有望な生物であることを示し
ている。他生物種のセルラーゼの至適条件は
高温域と酸性側の pH にあるため、これらの
セルラーゼを効率よく作用させるためには
温める必要があり、そのために余分なエネル
ギーを消費する。もし、他種生物のセルラー
ゼと比較して室温で充分な活性を示すので
あれば、余分なエネルギーの損失が無い点で
非常に優れていると考えられる。 
 
(7) 今後の課題と展望 
 本研究でやり残したことを踏まえ、細胞性
粘菌を用いたバイオエタノール産生に応用
するためには幾つかの課題を克服する必要
があり、以下のような展望が考えられる。 
① 本研究では細胞性粘菌の夫々のセルラー
ゼの活性を正確に定量し、生化学的性質を
調べるところまでは踏み込めなかった。他
生物種のセルラーゼ活性量との違い、また、
至適温度や至適 pH など性質のよう違いに
ついて詳細を明らかにする必要がある。 

② セロビオヒドロラーゼ CbhA は、細胞性
粘菌の形態形成に重要であることが示され
たが、細胞性粘菌に存在するセロビオヒド
ロラーゼ遺伝子は１つしかしない。通常、
セルロース分解能を持つ生物種は I 型、II
型２種類のセロビオヒドロラーゼを持ち、
それぞれ異なった働きを有する。配列の相
同性から CbhA は I 型と推定されるが、何故
II 型がないのかは謎である。両方の性質を
有している可能性もあり、生化学的な性質
を詳細に調べる必要がある。現在、糸状菌
T. reesei から単離した II 型セロビオヒドロ
ラーゼ cDNA を細胞性粘菌に導入する実験
を行っている。形態形成や活性に影響が生
じるのかを見ることで、II 型の細胞性粘菌
における役割と I 型、II 型の進化について
類推することが可能と考えられる。 

③ 本研究で用いられたセルラーゼの基質は
比較的構造の簡単なセルロースである。し
かし、実際のバイオマスはもっと複雑であ
り、セルロースも変化に富む。稲藁や古紙
等であってもそれを室温で分解し、資化で
きるかどうかは全く不明である。この点に
ついてまで本研究では踏み込むことが出来
なかったので今後試す必要がある。そのた
めの前提として全てのセルラーゼ遺伝子を
過剰発現するだけでなく、様々な生物種か
らクローン化した遺伝子を発現する細胞性
粘菌を作る必要がある。本研究でも示され
たように、セルラーゼは細胞外に分泌され
て作用するため、個々の遺伝子を過剰に発
現する株の細胞を個別に作製して後で混ぜ



て、多種のセルラーゼを過剰に分泌する細
胞性粘菌個体を作製することが可能であり、
外来種の遺伝子も含めて、どの遺伝子とど
の遺伝子を組み合わせるとより効果的にセ
ルロース分解能が上昇するかを in vivo で容
易に見ることが出来る。また、形態形成に
及ぼす影響を調べることも可能である。 

④ 同様の手法を用いて細胞性粘菌が有して
いないキシラナーゼやリグナーゼ遺伝子を
細胞性粘菌に導入することも可能となる。
実際にバイオマスを分解するためには、こ
のような酵素の補助も必要であろうと考え
られる。 

⑤ 細胞性粘菌ゲノムデータベースのアノテ
ーションから同定されたセルラーゼ遺伝子
については全て調べたが、特徴的な配列を
詳しく検索すると弱い相同性を持つ遺伝子
が多数見つかった。これらについての解析
は今後の課題として残された。 
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