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研究成果の概要（和文）： 
Clostridium cellulovoransのセルロソームを再構築するために必要な酵素を探索するために、多

糖類に対するプロテオーム解析を行った。この結果、既知のセルロース分解関連酵素だけでなく

機能未知のタンパク質も検出した。新規足場タンパク質であるCbpB、プロテオーム解析から同

定したセルロソーマルな酵素10種をサブクローニングし、セルロソームの再構築を行った。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Proteome analysis of the Clostridium cellulovorans after culture in various carbon sources 
demonstrated to find enzymes which are necessary to reconstruct a cellulosome. Not only 
several carbohydrate enzymes but also proteins of unknown function were detected.  
Genomic DNA coding for scaffolding protein cbpB and 10 cellulosomal enzymes were 
detected by proteome analysis were subcloned in order to express and produce the 
recombinant protein to reconstruct a cellulosome. 
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１．研究開始当初の背景 
 中国を始めとするアジア地域の急速な経
済的発展に伴い、世界の食料需給の不安定化、
資源・環境問題の顕在化が懸念されている。
さらに、地球の温暖化、化石資源の枯渇など
の様々な環境問題の解決に向けた国際社会
の取組が重要であるとともに、我が国は 2050
年までに 1990 年度比で 25％の温室効果ガス
（CO2）削減の目標を達成するため、積極的

な貢献が求められている。農林水産研究基本
計画においても、地球温暖化に対応する研究
開発として、バイオマスからのバイオ燃料や
マテリアル利用などの環境分野における技
術革新が求められている。バイオマス利活用
の技術革新は、持続的な低炭素社会の実現に
貢献するだけでなく、地域の活性化や雇用に
もつながる。さらにバイオマス利活用の増大
は、これまでの食料等の生産の枠を超え、耕
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作放棄地の活用を通じて食料安全保障にも
資するなど、農林水産業の新たな領域を開拓
するものである。このような背景から、化石
燃料依存の化学産業は微生物などの生体触
媒を用いたホワイトバイオテクノロジー産
業への技術革新を迫られている。ガソリンに
代わる燃料としてアメリカやブラジルを中
心に“バイオエタノール”が急速に普及し始
めているが、使用するバイオマスがデンプン
質や糖質などの食料であるため食料問題と
競合している。そのため農作物の残渣や廃材
などを利用したセルロース質からの“第二世
代のバイオ燃料”の生産などバイオリファイ
ナリー確立の基盤形成が急務となっている。 
 セルロースは難分解性の高分子多糖で、堅
固な結晶構造を取っているため、既存のセル
ラーゼでは分解効率が悪く、セルロース系バ
イオマスの高効率糖化法の技術革新を求め
られている。一方、ある種の嫌気性微生物に
は、これらの分子多糖を非常に効率よく分解
できる「セルロソーム」と呼ばれる酵素複合
体を分泌・生産する。最近の分子生物学、生
化学等の技術を駆使した解析により、セルロ
ソームは足場タンパク質をベースに多数の
多糖分解酵素が結合した構造を取り、これら
複数の酵素が共役することで非常に高い多
糖分解活性を示すことが明らかにされてい
る。また一方、セルロソームはこれまでの報
告で、工業的によく使用される好気性糸状菌
Tricoderma ressei 由来のセルラーゼ等に比
較して、重量当たりで 1 桁以上高いセルロー
スの分解活性を示すことが知られている。し
かしながら、セルロソームの分子機構やバイ
オマスに対する作用機構はまだ十分に解明
されてない。 
 セルロース系バイオマスからのバイオ燃
料の生産において、製造コストが高い点が問
題となっている。なぜなら既存の技術では、
前処理、糖化、発酵を別々で行わなければな
らないからである。次世代のバイオ燃料生産
をはじめとしたバイオリファイナリーにお
いて、「前処理→糖化→発酵」のプロセスを
統合する（Consolidated Bio-Processing：
CBP）における技術開発が求められている。
その理由は、CBP による費用対効果は酵素に
よる加水分解反応の向上よりも 10 倍以上コ
ストを下げることが可能であると言われて
いる。以上のことから、セルロソームの分子
機構や様々なソフトバイオマスに対する作
用機構を解明することがソフトバイオマス
完全糖化を行う上で重要である。さらにそれ
らの情報を用いることでバイオ燃料を生産
する微生物に各バイオマスに適したセルロ
ソームをデザインすることで CBP が可能と
なり、持続可能な低炭素社会の実現に貢献す
る。 
 

２．研究の目的 
 C. cellulovorans のセルロソームは、大小
異なる 4 種類のセルロソームクラスター
（HbpA, CbpA, CbpB, CbpC）が存在する。
セルロソームを構築できる酵素群は他の
Clostridum 属より少なかったが、ノンセル
ロソーム（分泌型の加水分解酵素や多糖類リ
アーゼ）は、合計 61 種と C. thermocellum
の約 4 倍あり、その多くはヘミセルラーゼで
あった。このことから、C. cellulovorans は、
ノンセルロソームを使ってバイオマスに含
まれるヘミセルロースを分解することでセ
ルロースやヘミセルロースを露出させる。さ
らに、バイオマスに応じて他の Clostridum
属よりかもシンプルな組み合わせからなる
セルロソームを構成することで効率よくバ
イオマスを糖化すると考えられる。従って、
セルロソームに関しては、セルロソームを生
産する Clostridum 属の中で一番少ないセル
ロソーマルな酵素の組み合わせの中からバ
イオマスに応じたそれらの組み合わせを決
定することができる。また分泌型のヘミセル
ラーゼを多数保持していることから、セルロ
ソーム、ノンセルロソームを詳細にプロテオ
ーム解析することで、各バイオマスに対して
どのような酵素群が構成されているかを決
定し、セルロソームの分子構築機構を明らか
にする。 
 またバイオ燃料の生産において、「前処理
→糖化→発酵」のプロセスを統合する CBP
における技術開発が求められている。リグノ
セルロースは、糖類としてはセルロース成分
であるグルコース等の C6 糖とヘミセルロー
ス成分からのキシロースやアラビノース等
の C5 糖がある。酵母などは C5 糖の利用機
能を保持しておらず、C５糖を効率よく発酵
できる微生物が求められている。また、米国
ではバイオエタノールに続き、バイオブタノ
ールの研究に着手している。ブタノールはガ
ソリンと比べエネルギー密度が 85%である
ことから、エタノールより高い燃費効率が得
られる。さらにバイオエタノールでは利用で
きなかった既存のパイプライン等の供給設
備も、バイオブタノールではそのまま使用す
ることが出来るといった利点もある。そこで、
C5 糖の代謝経路がすでに備わっており、エ
タノールよりもエネルギー効率のよいブタ
ノ ー ル 生 産 菌 で あ る Clostridium 
acetobutylicum に着目し、セルロソームの機
能を賦与することで糖化能を有したブタノ
ール生産菌の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
  プロテオーム解析を行うにあたり、まず
C. cellulovorans の培養条件や培地上清から
のセルロソームの回収精製条件などについ
て、検討を行った。セルロソーム生産量が多



 

 

い定常期まで培養してからセルロソームの
精製を行うが、その際に培養時間と細胞生育
に関する情報(生育曲線)が必要である。しか
し、通常の微生物とは異なり培養液中で細胞
が凝集してしまうため、濁度による測定が不
可能であった。そこで細胞の生産する ATP
を指標とし、ATP 量を測定することによって
生育を調べた。また同時に、培養液中に残存
する糖濃度を HPLC により定量し、細胞量と
基質濃度との相関を調べることによって、定
常期であることを判断した。 
 培地上清からのセルロソームの精製につ
いては、セルロースへの結合性を利用してセ
ルロースとともに沈殿させた後、界面活性剤
や加温により効率的にセルロームを分離す
る条件を検討した。また、精製したセルロソ
ームを酵素消化(トリプシン処理)して断片化
し、LC-MS/MS で分離同定するにあたり、
LC 部に用いるカラムの検討を行った。セロ
ビオース、キシラン、アビセルなどの基本多
糖類を炭素源とした培地にて、定常期まで
C. cellulovorans を生育させ、上記にて決定
した精製条件によって培養液からセルロソ
ームを精製した。精製したセルロソームを酵
素消化により断片化し、モノリス型ロングキ
ャピラリーカラムを用いた高性能 HPLC に
よる分離と MS/MS によって、セルロソーム
構成タンパク質を網羅的に同定した。 
 セルロソームの再構築に関しては、酵素サ
ブユニットが結合する足場タンパク質であ
るCbpA, CbpB遺伝子をサブクローニングし
た。はじめに組換え体を用いてもセルロソー
ムを再構築することが可能か調べるために、
大腸菌の発現系を用いて CbpAよりも小型な
CbpB の組換え体とセルロソームを形成する
ことが可能な酵素サブユニット（EngH, 
EngL, ManA, ManGh26C, XynA, XynB, 
XynGH8, Pel1, PelA）を作製した。CbpB に
関しては、糖質結合モジュールが含まれてい
るので結晶性セルロースに対する結合力の
評価を行った。セルロソームの再構築の検証
は、酵素サブユニットが結合しない N 末端側
にグルタチオン S-トランスフェラーゼ
（GST）が付加した融合タンパク質を調製し、
GST が付加した CbpB と酵素サブユニット
の結合力の有無を GST プルダウンアッセイ
で検証した。また CbpA, CbpB をブタノール
生産菌である C. acetobutylicum の発現ベク
ターに組み込み、形質転換を行った。 
 
４．研究成果 
 ATP 生産量を測定することによって C. 
cellulovorans の培養時間と増殖期について
の関連を調べることがきた。また、本研究に
より検討を行った結果、C. cellulovorans が
菌体外に生産するセルロームの回収精製法、
及び LC-MS/MS によるプロテオーム解析条

件など、再現性良くプロテオーム解析を行う
上での諸条件を決定することができた。セル
ロソームの回収精製では、検討を行った結果、
5% CHAPS、50 mM EDTA、70℃の条件で
再現性良くセルロースからセルロソームを
引き剥がすことできることが分かった。 
 さらに LC-MS/MS 解析では、当初一般的
に用いられる 15cm のカラムで分析を行った
ものの、ペプチド断片の分離が不十分であり、
イオンサプレッションを受けることで検出
されるペプチド断片数が限定的になった結
果、良好なタンパク質同定を行うことができ
なかった。そこで、300cm のモノリス型ロン
グキャピラリーカラムに変えて分析を行っ
たところ、ペプチド断片の分離が格段に向上
し、その後のタンパク質同定においても非常
に良好な結果が得られた。従来のゲルベース
の分離とゲルからのタンパク質切出し･同定
ではなく、LC と MS をオンラインで接続す
ることによって、より正確なタンパク質同定
が実現できたため、本分析システムは今後の
タンパク質定量分析においても非常に有効
であることが分かった。 
 実際に基本多糖類に対するセルロソーム
のプロテオーム解析を行った結果、アビセル
やキシランといったポリマー基質の場合に
は、それぞれ 19 個、22 個のタンパク質が同
定されており、セロビオースを基質とした時
(11 個)よりも多くの酵素が生産されているこ
とが明らかとなった(表 1)。また、各基質に
対するセルロソーム構成タンパク質の内訳
を見ると、セロビオースに対して同定された
11 個のタンパク質はアビセルやキシランを
基質とした場合においても全て共通して同
定されており、アビセルやキシランに対して
はエンドグルカナーゼ、キシラナーゼ、ペプ
チダーゼ、ペクチン酸リアーゼ、ペプチダー
ゼ、機能未知タンパク質などの、セロビオー
スの場合には見られなかった特徴的なタン
パク質が同定された。以上のように、アビセ
ルやキシランを基質とした場合にはそれぞ
れの基質に対して特徴的な酵素が同定され
る一方で、セロビオースを基質とした場合に
は、基質 3 種の全てに共通する酵素から構成
されており、基質に応じたセルロソーム構成
タンパク質についての知見を得ることがで
きた。 
 

表１ セルロソーマルタンパク質の数 

 
 
 新規の足場タンパク質である cbpB 遺伝子
をゲノムからサブクローニングを行い、それ
らの組換えタンパク質を作製した。組換え



 

 

CbpB の結晶性セルロースに対する結合力は、
CbpA の糖質結合モジュールだけのものと同
程度であり、その Kd値は、0.82 M と比較的
強い結合力を示した。さらに、組換え CbpB
に対する抗体を作製し、ウェスタンブロット
法による CbpB の検出を行った。その結果、
炭素源にキシランを用いた C. cellulovorans
の培養上清から CbpBが検出された。さらに、
C. cellulovorans が生産するセルロソームを
形成すると推定される酵素サブユニット
（EngH, EngL, ManA, ManGh26C, XynA, 
XynB, XynGH8, Pel1, PelA）を作製し、
CbpB との相互作用解析として GST プルダ
ウンアッセイを行ったところ、XynBはCbpB
に結合することが確認された。ManA に対し
ても同様の結果が確認されており、作製済み
の他の酵素サブユニットについても現在検
証を行っている。以上の結果から CbpB は、
結晶性セルロースに強固に結合し、酵素サブ
ユニットとも結合することができる。よって
C. cellulovorans は、足場タンパク質に CbpA
を含む巨大なセルロソームを構築するだけ
でなく、1 種類の酵素サブユニットを搭載可
能な足場タンパク質であるCbpBを含むセル
ロソームを発現することが明らかになった。
現 在 、 ブ タ ノ ー ル 生 産 菌 で あ る C. 
acetobutylicum に対しても cbpA, cbpB 遺伝
子を組込んだ発現プラスミドを構築し、形質
転換を行っているところである。 
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〔その他〕 
ホームページ等 
http://www.bio.mie-u.ac.jp/~miyake/miya
kes_HP/Home.html 
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