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研究成果の概要（和文）：本研究は、糖質加水分解酵素ファミリー131に属する担子菌Coprinopsis cinerea由来の機能
未知酵素であるCcGH131AおよびCcGH131Bの、構造と性質の解明を目的とする。CcGH131Aの酵母を用いた発現系を構築し
、またCcGH131A触媒ドメインとリガンドとの複合体の立体構造解析を行った。CcGH131BについてはcDNA を取得し大腸
菌による発現系を構築した。さらに結晶化を行い、立体構造を決定することができた。蛍光光度計により、多糖との相
互作用の解析を行った。これらの結果、糖に対する特異性はCcGH131AとCcGH131Bで異なることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study focuses on enzymes belonging to glycoside hydrolase family 131, 
CcGH131A and CcGH131B, from a basidiomycete, Coprinopsis cinerea. A heterologous expression system of 
CcGH131A using Pichia pastoris was constructed, and the crystal structure of CcGH131A in a complex with 
ligand was determined. The cDNA of CcGH131B was cloned, and a heterologous expression system of CcGH131A 
using Escherichia coli was constructed. The protein was crystallized and the structure was determined. An 
experiment using fluorescence spectroscopy was performed to analyze the interaction between the proteins 
and polysaccharides. The results suggest that the substrate specificities of CcGH131A and CcGH131B are 
expected to be markedly different.

研究分野： 酵素化学

キーワード： バイオマス　担子菌　糖質加水分解酵素

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
(1) バイオマス分解に関する研究について 
 近年、地球規模の経済活動および人口の増
加に伴い、化石燃料の消費が増加し続けてい
ることから、これに伴う地球温暖化により重
大な気候変動が起こることが懸念されてい
る。このため植物を原料とした燃料生産すな
わちバイオエタノール生産が盛んに行われ
るようになった。しかしながら、現在はデン
プンの糖化によるバイオエタノール生産が
主流であり、これは安定的な食糧供給に競合
している。このため、食糧生産と競合しない
方法である、効率的なセルロース系バイオマ
ス分解技術の開発が嘱望されている。 
このような社会的要請にもかかわらず、セ

ルロース系バイオマスをセルラーゼのみで
効率的に分解するのは現状では困難である。
これは、セルロース系バイオマスは、セルロ
ースのみならずヘミセルロースと総称され
る多様な糖やリグニンと呼ばれる成分で構
成され、酵素による分解を受けにくい構造と
なっているからである。このことから、セル
ロース系バイオマス分解生物として知られ
る子嚢菌や担子菌は、既知のセルラーゼの作
用のみでは説明できないセルロース分解機
構を有すると推定される。 
 
(2) タンパク質ファミリーGH131 について 
 担子菌 Coprinopsis cinereaは、キノコ研
究のモデル生物として知られ、その全ゲノム
解析が終了している。私達のグループでは、
C. cinereaのゲノム情報をもとに新規なバイ
オマス分解酵素の探索を行った。その結果、
CC1G_07166および CC1G_ 15039という番号の
遺伝子産物は、子嚢菌 Neurospora crassaが
セルロースの誘導体であるアビセルを含む
培地において強く発現すると報告されたタ
ンパク質 NCU09764（Tian ら, Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 2009）と相同性を有するこ
とが判明した。さらに、子嚢菌 Podospora 
anserina において本タンパク質と相同性を
有するタンパク質は、β-1,4-グルカンすな
わちセルロースおよび類縁多糖のみならず、
β-1,3-およびβ-1,6-グルカンに幅広く作
用する酵素であると報告され、PaGluc131A と
命名された（Lafond ら, Appl. Environ. 
Microbiol., 2012）。このような研究により、
本タンパク質ファミリーは、糖質分解酵素フ
ァミリー131（GH131）として新たに分類され
るに至った。 
 我々は、本タンパク質ファミリーGH131 に
属する C. cinerea の二つのタンパク質
CC1G_07166 および CC1G_ 15039 について、
CcGH131A および CcGH131B と命名し研究を開
始した。 
 
(3) 本研究までの進捗状況 
まず最初に、CcGH131AのcDNAを C. cinerea

より取得した。本タンパク質（CcGH131A）は、

325 アミノ酸残基から成り、N末端側の 18 ア
ミノ酸残基はシグナルペプチド、それに続く
234 アミノ酸残基は触媒ドメインであり、C
末端側の 73 アミノ酸残基は既知のタンパク
質との相同性から、糖結合ドメインおよび触
媒ドメインと糖結合ドメインをつなげるリ
ンカーであると推定された。 
CcGH131A 触媒ドメイン（CcGH131AΔCBM）

をコードする DNA を pET21a に挿入して発現
ベクターを構築し、大腸菌を形質転換した。
大腸菌より精製酵素を調製し、結晶化し立体
構造を決定した（図 1）。これは、GH131 に属
するタンパク質として世界で初めての報告
である（Miyazaki ら, FEBS Lett, 2013）。 
 

図 1 CcGH131A の立体構造 
 
CcGH131A の触媒ドメインは、２枚のβ-シ

ートから成るβ-ゼリーロールフォールドで
構成されていた。本酵素と同じファミリーに
属する PaGluc131A の論文においては、
PaGluc131A は加水分解酵素であるとされて
いる。しかしながら、意外なことに CcGH131A
に最も相同性がある酵素は、糖に作用するリ
アーゼであることが判明した。さらに、酵素
の基質結合部位と考えられるクレフトは、一
般的な糖の加水分解酵素に比べ大変浅いこ
とが分かった。 
 
 
２．研究の目的 
 
前のセクションで述べたとおり、GH131 に

属するタンパク質は PaGluc131A でその性質
が報告された。しかしながら、本報告におい
てはβ-グルカンに対する分解活性は低いこ
とが記載されている。さらに、我々のグルー
プによって立体構造が明らかになったが、既
知の加水分解酵素とはかなり異なる構造で
あることが分かった。これらのことから、
GH131 は既知のセルラーゼのような酵素とは
異なる機能があると考えられる。 
C. cinereaには二つの GH131に属するタン

パク質が存在する。CcGH131A の配列は上述し
たとおりであるが、CcGH131B については
CcGH131A のような糖結合ドメインは見あた
らず、318 アミノ酸残基から成り、うち N 末
端側 17 残基はシグナルペプチドであると考



えられた。 
 本研究は、新規酵素ファミリーGH131 に属
する CcGH131A および CcGH131B について、構
造と機能を解析することにより、バイオマス
分解に果たす役割を明らかにすることを目
的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 遺伝子工学 
 大腸菌および酵母の培養、プラスミドの抽
出、DNA の制限酵素による切断、DNA のライ
ゲーションおよび構築したプラスミドの大
腸菌への導入は、一般的に行われている遺伝
子工学の方法によった。DNA への変異の導入
は、サーマルサイクラーを用いた PCR 法によ
って行い、DNA シーケンサーを用いて目的の
部位のみ変異が導入されていることを確認
した。 
 
 (2) タンパク質の精製・結晶化と立体構造
解析 
目的タンパク質は、大腸菌または酵母によ

って生産させた。得られたタンパク質は His
タグとの融合タンパク質として発現するの
で、粗タンパク質溶液を Ni-NTA アガロース
によるアフニティクロマトグラフィーによ
って精製した。 
精製タンパク質は限外濾過により、10～20 

mg/mL 程度に濃縮し、結晶化はハンギングド
ロップ蒸気拡散法によった。プレートは 20℃
の恒温器に静置し、顕微鏡によって結晶が得
られたか観察を行った。得られた結晶は、高
エネルギー加速器研究機構シンクロトロン
放射光において、Ｘ線回折のデータ収集を行
った。データの解析は、ソフトウェアとして
CCP4 と COOT を用い、立体構造を決定した。 
 
(3) トリプトファン残基の蛍光を指標とし
た蛍光強度変化の測定 
蛍光光度計は、島津 RF-5300 を用いた。セ

ルに 100 mM リン酸緩衝液に溶解した
CcGH131AΔCBM（100μg/mL）または CcGH131B
（60μg/mL）を 3 mL 入れ、同緩衝液に溶解
した 1%(w/v)の糖を滴下し、280 nm の励起波
長における 330 nm の蛍光強度の変化を測定
した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 酵 母 に お け る CcGH131A 全 長
（CcGH131A-Full）の発現系構築および立体
構造解析の試み 
 
上述したとおり、本研究開始当初までに

CcGH131A については、触媒ドメインの大腸菌
による発現系を構築し、立体構造を決定して
いる。しかしながら、CcGH131A には C末端側

に糖結合モジュールが存在し、PaGluc131A に
おいては、C 末端側の糖結合モジュールが活
性に必須であるという報告がなされている。
また、糸状菌由来タンパク質では、多くのタ
ンパク質に糖鎖が付加しており、活性や安定
性に重要な役割を果たしている。 
このことから、CcGH131A の機能解明を目的

とし、糖結合モジュールを含んだ全長
（CcGH131A-Full）の発現系を酵母 Pichia 
pastoris を宿主として構築することとした。
C. cinerea の cDNA を PCR で増幅し、断片を
プラスミド pPICZαに組み込み、P. pastoris
を形質転換することによりHisタグに融合し
た CcGH131A-Full の発現系を構築した。発現
は P. pastoris 用の培地である YP 培地中で
培養を行いメタノールにより発現を誘導し、
得られた上清を Ni-NTA アガロースによって
精製を行った。この結果、100 mL の培地より
1.5 mg の精製タンパク質を得た。 
本タンパク質の結晶化を行ったところ、

0.1 M HEPES pH7.5、10% ポリエチレングリ
コール 6000、5% 2-メチル-2,4-ペンタンジオ
ールをリザーバーとしたハンギングドロッ
プ蒸気拡散法で、結晶を得ることができた。
Ｘ線回折強度測定を行い、1.59Å分解能での
構造を決定した。しかしながら、結晶中にお
いて糖結合モジュールに相当している部分
が欠失しており、結晶化の際に微量ながら混
入した酵母由来のプロテアーゼによって分
解されてしまったことが考えられた。また、
糖鎖は 29 番目のアスパラギン残基（Asn29）
に結合しており、触媒部位と考えられるクレ
フトとは反対側に位置していることが分か
った（図 2）。 

 

図2 酵母によって発現させたCcGH131Aの立
体構造 
図中には Asn29（N29）、Trp41（W41）、糖鎖

（NAG）を示した。 
 
 
(2) CcGH131A 触媒ドメイン（CcGH131AΔCBM）
とリガンドとの結晶構造解析の試み 
 
CcGH131A の機能を明らかにするため、大腸

菌で発現させたCcGH131AΔCBMの結晶化を行
い、さまざまな糖を含んだ溶液に結晶をソー

W41
N29

NAG



キングさせ、Ｘ線回折強度データを収集した。
その結果、キシロースを含んだ溶液へのソー
キングにおいて、4Å分解能という低分解能
ではあるものの、41 番目のトリプトファン残
基（Trp41）に、キシロースと考えられる電
子密度が存在することが分かった（図 3）。 
ま た 、 CcGH131A- Δ CBM お よ び

CcGH131A-Full 存在下で市販セルラーゼ製剤
をいくつかの多糖に作用させたが、セルラー
ゼとの顕著な協同効果は見られなかった。 

 

図 3 キシロースとの複合体の CcGH131AΔ
CBM の立体構造 
4Å分解能ながら、リガンドと思われる電

子密度が得られた（Fo-Fc、2σ） 
 
 
(3) CcGH131B の結晶化と立体構造解析 
 
 まず CcGH131B の発現系を構築した。cDNA
を PCR で増幅した DNA 断片を pET21a プラス
ミドに組み込むことによって、大腸菌の発現
ベクターを構築した。得られたベクターによ
って形質転換した大腸菌を培養し、菌体より
得られた粗酵素液を Ni-NTA アガロースによ
って、CcGH131B を精製することができた。 
 得られた CcGH131B の結晶化を行った。そ
の結果 0.1 M MES pH6.5、3% ポリエチレン
グリコール 20000、10% ポリエチレングリコ
ール10000をリザーバーとしたハンギングド
ロップ蒸気拡散法で、結晶を得ることができ
た。Ｘ線回折強度測定を行い、1.9Å分解能
で回折データを収集することができた（図 4）。
空間群は P61 で、結晶学的非対称単位中に 2
分子のCcGH131Bが存在することが分かった。 

図 4 CcGH131Bの結晶およびＸ線回折イメー
ジ 
 
 立体構造の決定を試みた。CcGH131B は、立
体構造が既知の二つの GH131 タンパク質、

CcGH131A および PaGluc131A との相同性はそ
れぞれ 30%および 28%と低いため、分子置換
法は難しいと考えられたが、ソフトウェア
CCP4中のプログラムMrBumpを用い、CcGH131A
および PaGluc131A を組み合わせたモデルを
生成させた分子置換法により位相を決定す
ることができた。CcGH131B は他の GH131 タン
パク質同様βゼリーロールフォールドによ
って構成されていた。CcGH131A および
PaGluc131A の立体構造と比較し、最大の特徴
として基質結合部位と考えられるクレフト
が CcGH131A および PaGluc131A では大変浅い
のに対し、CcGH131B では深かった（図 5）。 
 

図 5 CcGH131A（左、グレー）および CcGH131B
（右、水色）の表面モデルの比較 
 CcGH131B の方が基質結合部位と考えられ
るクレフトが深いことが分かる。 
 
 
(4) 蛍光光度計を用いた CcGH131A および
CcGH131B の糖結合活性の測定 
 
 CcGH131A および CcGH131B の機能を探索す
るため、アビセルおよびキシランを 1%(w/v)
となるよう 50 mM HEPES pH6.5 に懸濁し、
CcGH131A-FullまたはCcGH131AΔCBM が5μM
になるように添加し、30℃ 24 h おだやかに
攪拌した後、上清の還元糖量を測定した。し
かしながら、顕著な還元糖量の増加は見られ
なかった。また、CcGH131B についても同様の
実験を行ったが、酵素反応は見られなかった。 
次に、本タンパク質の糖に対する特異性を

調べるため、トリプトファン残基の蛍光を指
標とした蛍光強度の変化を測定した。トリプ
トファン残基は 280 nm の励起波長により 330 
nm 付近に蛍光が観察される。CcGH131A では
活性中心と考えられるクレフトに Trp41 が、
CcGH131B ではクレフトの端に Trp191 が存在
することから、糖の結合により蛍光強度が変
化すると考えられる。 
 蛍光強度測定の結果、CcGH131AΔCBM、
CcGH131B ともにカルボキシメチルセルロー
スに対しては蛍光強度の変化はあまりない
のに対し、キシランでは大幅に変化すること
が分かった（図 6）。 
 
(5) 関連酵素の構造解析 
 本研究ではGH131のタンパク質と並行して、
関連する糖質分解酵素の立体構造および性



質の解析を行った。その結果、イソプルラナ
ーゼ、マンノシルグリセリン酸分解酵素、イ
ソマルトデキストラナーゼ、α-ガラクトシ
ダーゼ、ヘパリンリアーゼの立体構造や性質
を明らかにした。 
 

図 6 CcGH131AΔCBM（上）および CcGH131B
（下）の蛍光強度の変化 
 
 
(6) 総括 
 本研究では、CcGH131B の発現系の構築、結
晶化を行い、立体構造を決定することができ
た。その結果、本タンパク質はこれまで立体
構造が決定されている CcGH131A および
PaGluc131A と比較し、基質結合部位と考えら
れるクレフトが深いことが分かった。このた
め、CcGH131A および PaGluc131A とは、糖に
対する特異性はかなり異なるものと考えら
れた。 
CcGH131A とリガンドとの複合体の立体構

造解析や蛍光強度の変化による解析から、
CcGH131A、CcGH131B ともセルロースのような
β-グルカンよりは、むしろキシランなどの
ヘミセルロースに作用していることが示さ
れた。しかしながら、CcGH131A、CcGH131B と
も、これまでセルロースやキシランに対する
分解活性は観察されていない。これらの結果
をあわせると、本タンパク質は、セルロース
鎖とキシラン鎖の結合をほどくような役割
を果たすタンパク質というような可能性が
考えられる。 
以上、本研究では CcGH131A、CcGH131B の

機能の一端を明らかにするとともに関連タ
ンパク質の立体構造を明らかした。今後、予
想される機能についてさらなる検証を行う
とともに、CcGH131A と CcGH131B の役割の相
違を明らかにすることが望まれる。 
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