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1.緒言

セルロースは地球上に豊富に存在する再生可

能なバイオマスである.酵素セルラーゼを用い
て.セルロースを構成単位であるグルコースに

まで分解できれば,食糧やエネルギー生産への

利用が可能である.本研究では.担子菌JrI)e.1-

klCleusが有する強力なセルロース分解能に注

目し. 1)セルラーゼ酵素群の性質を明らかに

する. 2)各酔素迫伝子をクローニングし,そ

の構造と発現調節機構を解明する. 3)各遺伝

子を酵母などの宿主で大呂発現させることによ
り単一酵素を待て.各酵素の相乗作用によるセ

ルロース分解機構を解明する. 4)タンパク工

学的手法により.高機能なセルロース分解能を
もった新規酵素を創製する,ことを目的とした.

今回は, I. JacTeusの酵素製剤である　Driselasf3

より精製した新たなエキソ型セルラーゼ(Ex-2)

の性質と遺伝子のクローニングについて報告す

る.

2.実験方法

エキソ型セルラ-ゼ(Ex-2)は, 1)riselase　を酵

素源として. 6段階のカラムクロマトグラフィ
ー操作により竜気泳動的に単一のバンドとなる

まで精製した.エキソ型セルラーゼ遺伝子のク
ロー一二ングのために, ∫. 1(･iCleLILll株より調製した

染色体DNAを制限酵素Sau 3AIで部分消化し

た断片を.フア･･-ジベクタ-一入DASHIIに挿入

しゲノムライブラリーを作成した.このライブ

ラリいから, TrIL･hodermEl rL,eSeL'拍来の

cellobiohydrol之lSe遺伝了･(cbhl)をプローブに用

いて,プラークハイプリグイゼーションにより

エキソ型セルラ､-ゼ遺伝子を選抜した. Ex-2遺

伝子の転写産物は,各種炭素源を用いた　丁.
kLClLl(lS土讃･養菌体から調製した全In'Aに対する

ノーザンハイプリグイゼ-ション法により解析

した.

3.結盟と考察

軒素製剤Driselaseより新たなエキソ型セルラ
ーゼ(Ex-2,分子量56,0()())を精製した.既に精

製を完了したエキソ型セルラーゼ(Ex-i,分子量

53,000)と酵素学的な性frriを比較したところ,

Ex-2が示す反応至適PH.反応至適温度,熱安

定性,基質特異性などの性質は, Ex-1とほぼ同
一であった.しかし. Ex-2はEx-1に比べて糖

含量が高く.また. pH安定性も高かった(T(･lble 1.

Table 2).各種基質を用いた反応生成物の分析か

ら. Ex-1, Ex12　は/ラ-1,4-グルカンを非還元末

端からエキソ型にセロビオース単位で分解する
cellobi｡llyLlr｡laseであることが確認できた.

Table l. ColnParison of enzymatic prot)erties

L)f Ex-2 fln(I Ex-1

Purified enzyme Exl2　　　　　　　Ex_ 1

Mw
Opt. pH-

pH stabj]ity3 (85,Ob/)
Opt. temp.a

Temp. stability■ (80%)

Sugar content

pI

560α)

5.0

3.0-9.0

50oC

<50oC

4.0%
4.8

53000

5.0

3.0-5.0

50oC

<50oC

2.0%
4.5

a AviccJ was used as the substrate.

TElble 2. Specific activities or Ex-2 and Ex-

1 on various ccllulosic sllbstrates

Specific activity (U/mg)3

Ex12　　　　　　　　　Exll

CMCb
Avicelb

BCb

PNPLc

PNPG2C

5　1　1'J 05　-　くJ　7　42　lZ I　つ山　つJ o Oノ　5-1　つ一6　0　4　7　】J2　'一1　'】　3

1 Specihc acEivlties were de触ed as activity U/mg of enzyme･

b One unit was de触ed as the aTnOunt OfCMC-, Avicel1 0r bacterial

cellulose (BC)-sacchariRcation activity which produces reducing pow･

er equivalenHo I.0 FLmOL of P-D-glucose permin･
c one unit was defined as the amount of enzyme actlVity which

releases I.0 pmot p-nltrOPheno) per m)n･

1Jli



約1-)(),OOOプラークのゲノムライブラリーから,

T. r':/,i-,.i(I,]'LILノhl遺伝j'-をフローブにして211個の

陽牲クローンを選抜した.各クローンが保持す

るゲノムl)NA断り~･を分析したところ:うつのグ

ルー-フ(Gel 1. u･]3. C(J 3)に分類できた.このう

ち　C(J Pより決定した塩怯配列が, Ex-i, Ex-2

精製酵素から解読した部分アミノ酸配列をコー
ドし得る配列と一一･致したため.この　ct-,I 2遺伝

子について評鮒な解析を行った.
(:(,.li?遺伝子のオーフンリーディングフレー

ムは{)23アミノ酸残基から成り, 2カ所のイン

トロンで分断されていた.また. N　末端には18

アミノ酸残基からなるシグナル配列の存在が予

測された.成熟タンハク賃は, N末端側から.

触媒ドメイン,リンカー領域.セルロース結合

ドメイン(日31))から構成されるマルチド大イン

構造を有していた(Fig. i).また,触媒ドメイン

のアミノ酸配列は,他の糸状菌け再三工キソ型セ

ルラーゼ　化lnlity 7　に分類される)と高い相同

性を示した. Ex-1, Ex-2のペプチドマッピング

の結果, cP1 2遺伝子はE.7(ll. Ex-2の両者をコ

ードする遺伝子であることが明らかになった.
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ノ-ザンパイプリダイゼ-ションにより　cLIJ2

遺伝子転写産物の解析を行った特と払　C(-I 2遺伝

子の発現はAvicelやリン酸膨潤セルロースなど

のセルロース系基質を炭素源とLた場合に誘導

され　グルコースやプラクトースによって抑制

されることが明らかとなった(lTig.2) .

今後は,他の2つのcL,l遺伝子について解析す

るとともに, C(ll 2遺伝子を酵母や人腸菌に導入

してセJLラーーゼのl-;'1.I;発現系を確立し.さらにタ

ンパクIr二学的手法により高い機能を持つセルラ
ーゼの創製を目指したい.

4.結論

I. lILCt(lLtLqの酵素製剤[)Ⅰ･isE,la§(･より新たな

工キソ型七)Lラーゼ(E:i-ヱ)を精製し.その仲買

を調べた. Ex-2は既に精製したIix-1と類似し

た性賃を示したが､ Ex-1と比べて糖含量が高く

いH安定件も高かった. ). IFLCl(-tLL',のゲノムライ

ブラリーより. ;持Ti.のエキソ形セルラーゼ遺伝

L'丁

子をクローニングし,そのうちの1つ((･eI2)が

Lx-1, Ex-2の両者をコーードする事を明らかにし

た.また, C仁一12遺伝子の転写は.セルロース系

の基質によって誘導され,グルコースやプラク

ト-スにより抑制された.
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FrG. 2. (A) Southern blotting for testing probe specificity. Lane

1: cell genom)e DNA; )ane 2: ce13 genomic DNA; lane 3: 2.0-kbp
SacJ-Pstl fragment of ce/2 probes. Left panel: agarose electrophore-

sjs; right panel: autoradiography. (B) Accumulation of ce/2 mRNA

in AviceJ-grown I. Jacleus cultures. ∫. /acteus cultureいVere grown in

l%(W/V)Avicelmediumfor 1 d(lane 1), 3d(lane2), 5d(lane3), 8d
(lane 4), ll d (lane 5) and 14d (lane 6) and aTlalyzed for the preseヮce

of cell transcripts. (C) Northern blot analysis of ce/2 gene transcrIPt

induced by various cellulosic substrates. (. /qcleus cultures were grown

for ll d on various cellulolsic substrates 196 tw/V) medium (lane l:

CMC, lane 2: Avicel, lane 3: bacterial ceuulose, lane 4: cotton, lane 5:

phosphoric acid-swollen couon) and lane 6: glucose medium; myceli-

um was harvested arid analyzed for the presence of cell trarlSCrLPtS.

After hybridlZationwith the Sacl-Pstl fragment of ceI2 as a probe, the
fners were rehybridlZed with a T. reeseL aeLin probe, act/ (15). (D)
Various carbon sources were added t0 ll-d Avieeトgrown ∫. IacTeus

cultures lo a免nal Concentration of l<96 (W/V) ill the medium. Lane 1:

controHAvicel medium); lane 2: frucLose; lane 3: glucose; lane 4:

glycero】; lane 5: lactose; and lane 6: mannnitoI. Mycelia Were ha卜

vested 40 h after the addition and RNAs were analyzed by Northern

hybridization.


