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研究成果の概要（和文）： 
植物組織（キュウリ胚軸）の伸展性を増加させるタンパク質 (S-Protein) がカタツムリから部

分精製された。このタンパク質のペプチド解析を行った後、cDNA の単離に成功した。麹菌を

により調製したリコンビナントタンパク質はβ-グルカンの加水分解は触媒しないが、糖鎖分解

酵素の加水分解作用を促進することが明らかとなった。これらの結果は、A がβ-グルカンの分

子間に形成されている結合を切断することにより、糖鎖分解酵素の作用が促進されたと推察さ

れた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
A protein (S-protein) that increased the cell wall extensibility was partially purified 
from Roman snail. The internal peptide sequences were determined and its cDNA was 
cloned. Recombinant protein produced by Aspergillus oryzae showed no hydrolytic 
activity but to enhance β-gluca hydrolysis that was catalyzed by cell wall-degrading 
enzymes. The results suggest that the S-Protein, expansin-like protein, loosen the 
interaction between β-glucans, which was more susceptible to cell wall-degrading 
enzymes. 
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研究分野：バイオマスエネルギー 
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１．研究開始当初の背景 
  バイオエタノールはガソリンの代替エネ
ルギーとして利用が求められていた。特に、
非食部である植物の茎葉に含まれる糖鎖を
用いてバイオエタノールを効率良く製造す
る技術の開発が必須であった。この過程にお
いて、糖鎖をグルコースに変換（糖化）する
酵素製造に多くのコストが必要となってい

たため、酵素活性の高い、生産量の多い酵素
製造技術の確立がバイオエタノール製造の
低コスト化につながると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 植物由来の糖鎖を効率的な分解によるグ
ルコース生産を達成するため、酵素活性が高
く、生産性の良い酵素表を製造することが必
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要である。カタツムリ由来のタンパク質
(S-Protein) はエクスパンシンに見られるよ
うな植物組織の伸展性を増加させる作用が
認められていた。また、S-Protein は糖鎖に
対する加水分解を触媒しないが、セルラーゼ
などの加水分解作用を促進することが分か
っていた。そこで、カタツムリ由来の糖鎖分
解を促進するタンパク質を同定することを
研究目的とした。また、微生物由来の分解酵
素を調製し、カタツムリ由来のタンパク質の
効果を検討することとした。 
 
３．研究の方法 
(1) カタツムリ由来タンパク質の DNA 単離
およびリコンビナントタンパク質の作製 
 引張試験によりカタツムリ由来の
S-Protein が植物組織の伸展性を増加させる
ことが明らかとなっていた。さらに、ペプチ
ド解析により部分的アミノ酸配列が同定さ
れていた。そこで、これらのデータをもとに
カタツムリ由来の S-Protein をコードしてい
る遺伝子を単離することとした。遺伝子の単
離は、得られたペプチド配列から DNA プライ
マーを合成し、PCR により行った。また、単
離した遺伝子を麹菌やベンサミアーナに導
入し、リコンビナントタンパク質を得た。 
 
(2) 他の分解酵素の単離およびリコンビナ
ントタンパク質の単離 
 植物由来の糖鎖をグルコースに分解する
酵素標品としてトリコデルマ由来の酵素を
利用することとした。しかし、トリコデルマ
由来の酵素はβ-グルコシダーゼ活性および
エンド-1,4-β-グルカナーゼが低いため、こ
れらの酵素活性を増強する必要があった。そ
こで、いもち病菌由来のβ-グルコシダーゼ遺
伝子をトリコデルマに導入すること、および
トリコデルマ由来のエンド-1,4-β-グルカナ
ーゼを添加することにより酵素活性を増強
した。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞壁の伸展性を増加させるカタツム
リ由来タンパク質の DNA クローニング 
 カタツムリ由来のタンパク質のペプチド
配列から DNA プライマーを合成し、PCR によ
り DNA を単離した。その結果、1,437bp のコ
ード領域を持つ遺伝子の単離に成功した。こ
のタンパク質は Glucoside hydrolase family 
(GH) 9 に属し、他のエンド-1,4-β-グルカナ
ーゼと高い相同性を示した。次に、この遺伝
子を麹菌に導入し、リコンビナントタンパク
質を作製した。このタンパク質の作用につい
てはあとで述べる。 
 
(2) いもち病菌由来のβ-グルコシダーゼ 
 いもち病菌の遺伝子データベースよりβ-

グルコシダーゼ遺伝子を抽出し、これらの遺
伝子をいもち病菌威導入した。その結果、２
種 類 の β- グ ル コ シ ダ ー ゼ  (MoCel3A, 
MoCel3B)のリコンビナントタンパク質の生
産に成功した。MoCel3A はβ-1,4-結合および
β-1,3-結合のオリゴ糖を分解し、グルコース
を生産することが分かった。さらにβ-1,3-結
合のポリマー（ラミナリン）からグルコース
を生産することも分かった。MoCel3B は
β-1,3-結合のオリゴ糖を分解し、グルコース
を生産することが分かった。また、黒穂病菌
由来のβ-グルコシダーゼのリコンビナント
タンパク質を解析した結果、β-1,3-グルカン
から特異的にグルコースを生産することが
分かった。これらの結果から、トリコデルマ
由来の酵素の活性を増強させるため、
MoCel3A 遺伝子をトリコデルマに導入するこ
とが最善であると考えられた。 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

(3) β-グルコシダーゼを増強したトリコデル
マの創出 
 い も ち 病 菌 の β- グ ル コ シ ダ ー ゼ 
(MoCel3A) 遺伝子をトリコデルマに導入し、
MoCel3A を発現している株を得た。この遺伝
子導入トリコデルマが生産する酵素はリン
酸膨潤セルロースから野生株の 3-5倍のグル
コース生産を示した。 
 
 

 
 

 
 
(4) トリコデルマ由来のエンド-1,4-β-グル
カナーゼの生産 
 トリコデルマ由来の GH12 に属するエンド
-1,4-β-グルカナーゼ (TrCel12A)遺伝子を
単離し、枯草菌に導入した。その結果、セル
ロースやカルボキシメチルセルロース、キシ
ログルカンなどのβ-1,4-グルカンを分解す
る活性を有することが分かった。また、セル
ロース分解において、野生株より約 3倍のグ
ルコース生産性を示した。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

(5) カタツムリ由来の S-Protein による糖鎖
分解の促進 
 トリコデルマ由来の酵素標品および麹菌
により生産したカタツムリ由来の S-Protein
の添加による糖鎖分解を検討した。その結果、
S-Protein の添加により、グルコース生産性
の向上が認められた。これらの結果より、ト
リコデルマ由来の酵素標品をβ-グルコシダ
ーゼおよびエンド-1,4-β-グルカナーゼ、カ
タツムリ由来のタンパク質により増強する
ことに成功した。 
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