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研究成果の概要（和文）：ミミズ由来の糖質分解酵素遺伝子のクローニング並びに異種宿主発現を行った．セルラーゼ
に関してはエンド型セルラーゼ遺伝子（EF-EG2) を酵母で発現させ，精製を行った．精製した組換え型EF-EG2は低温活
性を有していた．また，X-線結晶構造解析よりEF-EG2の構造を明らかにしている．本酵素は構造既知の低温適応酵素同
様，分子表面が負電荷に富んでいることから，低温適応性との関連が示唆された．その他の糖質分解酵素についても構
造と機能を明らかにするための研究を進めている．

研究成果の概要（英文）：The present study identified a cold adapted cellulase named 
endo-1,4-beta-glucanase (EF-EG2) from the earthworm Eisenia fetida. The gene was cloned in the cold-shock 
expression vector and functionally expressed in Escherichia coli. The gene consists of 1368 bp encoding 
456 amino acid residues. Purified recombinant EF-EG2 hydrolyzed soluble cellulose (carboxymethyl 
cellulose), but not insoluble (powdered cellulose) or crystalline (Avicel) cellulose substrates. The 
enzyme exhibited significant activity at 10oC (38% of the activity at optimal 40oC) and was stable at pH 
5.0~9.0, with an optimum pH of 5.5. This new cold-adapted cellulase could potentially improve the cost 
effectiveness of biofuel production. The overall structure of EF-EG2 has an (alpha/alpha)6 barrel fold 
which contains a putative activesite cleft and a negatively charged surface. This structural information 
helps us understand the catalytic and cold adaptation mechanisms of EF-EG2.
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１．研究開始当初の背景 
脱リグニン化された植物バイオマスは、高温
の酸あるいは耐熱性の酵素を用いて高温条
件下で糖化が行われている．糖化工程に必要
な熱エネルギーは主に化石燃料(重油)が用い
られている．コスト高になるとともに CO2

の排出量も期待されるほど削減できていな
い．化石燃料に依存しない社会を構築するた
めの方法の一つとして，バイオマス資源を用
いた燃料生産が考えられる．バイオマス資源
を用いて低温糖化・低温発酵（Simulataneous 
Saccharification and Fermentation: SSF）
する技術の開発が望まれる．低温条件で糖化
することができれば，加熱するためのエネル
ギーを節約できるだけでなく，SSFにより高
濃度のエタノール生産が可能となる．現在，
デンプンの糖化には耐熱性の酵素が用いら
れている．また，木質バイオマスの糖化には
微生物由来のセルラーゼ（最適温度６０~７
０℃）が用いられているが，効率よく分解す
る酵素が存在しないのが現状である． 
 
２．研究の目的 
これまでの酵素の短所を補うとともに工業
的にも利用できる酵素のスクリーニングを
行ったところ、デンプンやセルロースに対す
る分解能が高く，低温活性を有する酵素がミ
ミズに存在することを明らかにした．本研究
では，ミミズ由来の酵素を用いた SSFプロセ
ス構築に向けた研究を行うこととした． 
 
３．研究の方法 
ミミズ由来の低温適応性を有する糖質分解
酵素をクローニングし異種宿主を用いた発
現を行った mRNA から cDNA を調製し，cDNA ク
ローニングを行った．発現ホストには Pichia 
pastoris を用いた分泌発現を行った．発現し
た酵素を各種カラムトグラフィーにより精
製し，性質を調べた．さらに構造と機能を明
らかにするためにX線結晶構造解析を行った． 
 
４．研究成果 
ミミズ由来の糖質分解酵素遺伝子のクロー
ニング並びに発現に成功した．セルラーゼに
関しては，エンド型セルラーゼ遺伝子
（EF-EG2）を酵母で発現させ，精製を行った．
精製した EF-EG2 は低温活性を有していた．
また，X 線結晶構造解析により EF-EG2 の構
造を明らかにした．本酵素は構造既知の低温
適応酵素と同様，分子表面が負電荷に富んで
いた事から低温適応性との関連が示唆され
た．生デンプン分解酵素に関してもα-アミ
ラーゼ遺伝子を酵母で発現させ，精製を行っ
た．本酵素の性質を明らかにしたところ，低
温活性を有していた．研究室レベルでは，SSF
プロセスを用いて生デンプンからエタノー
ルを生産できることを明らかにした． 
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