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要旨:セルラーゼの高生産菌である Trichodermareeseiのセルラーゼ誘導物質の 1つにソホロー
スがある.ソホロースは，本菌のトグルコシダーゼ (BGL)の糖転移反応によって合成されるこ

とが示唆されている • T reeseiのゲノムには 10種類の BGL遺伝子が存在することが示唆され
ており，これらの異種発現系を大腸菌と麹菌で構築した 10種類の組換え酵素のうち 9種類が
BGL活性を示し，その酵素化学的性質を明らかにした セロビオースを基質として，糖転移能

力を評価したところ， CellA， Ce13A， Ce13BおよびCe13Eに転移生成物が認められ，特に CellA
は約 10%の高い変換率でソホロースを合成した.一方，T. reeseiにおける CellA遺伝子の破壊
は，セルラーゼおよびセルラーゼの正の転写因子の発現時期を遅らせることから， CellAはセル
ラーゼの誘導に重要な役割を果たしていることが明らかとなった.一方， CellAの活性部位近傍

のアミノ酸2残基に変異を導入し， Glc感受性と熱安定性を改善することに成功した また，同

時に比活性の増加 (2.4倍)と Glc活性化 (50mM Glc存在時に1.8倍)を獲得させることに成功
した.この変異型CellAを利用することにより セルラーゼ生産量を増大させた Treeseiの作
出が期待される.

キーワード:セルラーゼ誘導， s-グルコシダーゼ，Trichoderma reesei*日

1.セルラーゼ誘導物質ソホロースの発見と
トグルコシダーゼ

ソホロース (2-0-s-D-glucopyranosyl-D-glucopyranose)が

T reeseiの強力なセルラーゼ誘導物質であることは， M. 

Mandels博士らによって発見報告されたり.彼らは，本菌

をD-グルコース (Glc)を炭素源とする培地で培養した場

合， Glcが消費された後に急速にセルラーゼ活性が増加す

る現象を見出した.そして 培地成分として使用した Glc

試薬の中からセルラーゼ誘導に関与する物質を単離し，不

純物として含まれていたソホロースが誘導物質であること

を明らかにした.本菌のセルラーゼ誘導物質として，ソホ

ロースの他にもいくつかの糖質が知られている 例えば，

ゲンチオピオース (6-0-s-D司glucopyranosyl-D-glucopyra-

nose)2)，ラクトース J) L-ソルボース4) セロピオノ-1，5・ラ

クトン5)やセロオリゴ糖J)などである. しかし，ソホロース

のセルラーゼ誘導能力は これらに比較して著しく高いこ

とが知られている6) 一方，本菌の BGLの糖転移反応に

*本原稿は， 日本応用糖質科学会平成27年度大会応用糖質科学シンポジウムで一部発表された
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よって，ソホロースが合成できるという論文がいくつか存

在する山また，デオキシノジリマイシンの添加によって

BGL活性を阻害すると，セルラーゼ誘導が阻害される実

験結果的から， BGLによってソホロースが合成され，セjレ

ラーゼ誘導を引き起こすという流れが推定できる.ソホ

ロースがT.reωezのセルラーゼを誘導することは，誰も

が認める事実であるが，それが真の，つまり天然の酵素誘

導物質であることを証明することは困難であり，未だにそ

の真偽は明らかにされていない.セjレラーゼ生産量を増大

させるために，酵素誘導物質であるソホロースを本菌の培

地に添加することは得策である.しかし天然に存在する

ソホロースの存在量は極微量であり，試薬としても非常に

高価な化合物である 従って，ソホロースをそのまま誘導

物質として使用することは現実的ではない.

これら状況を踏まえて，我々は本菌のソホロース合成能

力 (BGLによる糖転移反応)に着目した遺伝子工学的手

法によってこの能力を増強すれば ソホロースの合成量な

らびにセルラーゼの誘導・生産量が増加するはずである.

しかし本菌には複数の BGL遺伝子の存在が確認されて

いる.これらアイソザイムの数が ソホロース合成酵素の

特定と合成機構の解明を困難にしてきた.

2. BGLアイソザイム

T. re釘 eigenome database vユo(http://genome.jgips王org/
Trire2/Trire2.home.html)によると，本菌には BGLアイソ

ザイムが 10種類存在することが推定されており，そのう

ちGH(Glycoside hydrolase family) 1に属する酵素は 2種

類 (CellAおよびCellB)，GH3に属する酵素は 8種類

(Ce13A， Ce13B， Ce13C， Cel3D， Ce13E， Ce13F， Ce13G， 

Ce13H)存在する川.しかしこれらの中で酵素化学的性

質が解明されているものは， CellAとCe13Aだけである.

Ce13Aは唯一の分泌型BGLであることが確認されており，

セルラーゼと同様にセルロース培養で誘導される?一

方， CellAはBGLの中で最も発現量が多く，細胞内に存

在する酵素である 6) 全BGLアイソザイムのソホロース合

成能力を評価するために 異種発現系を構築し，組換え酵

素の精製を行った CellA.CellB， Ce13CおよびCe13D

以外の 6種類の BGLは 細胞外分泌に携わるシグナルペ

プチド，もしくは細胞内オルガネラへ移行を司るトラン

ジットの存在が予想されたため，それらの塩基配列を麹菌

由来Taka-amylaseA由来のシグナルペプチドの配列と置

換して麹菌発現ベクターを構築した 2種類の GHIBGL

は，大腸菌を宿主として発現し， Ce13CとCe13Dは全長の

cDNAを麹菌発現ベクターに連結して発現系を構築した

結果として，麹菌で発現させた全ての BGL(GH3， 8種

類)を培養液中に確認することができた Ce13CとCe13D

は細胞内への発現が予想されたが，長期間 (10日以上)の

培養では細胞外に漏出し，生産量は少ないものの培養上清

から回収することができたまた，大部分の組換え酵素

+97+ 

は， p-nitrophenyl s-D-glucopyranoside (pNPGl)およびセロ

ピオース (G2)に対する加水分解活性を示したが， Ce13H 

はタンパク質の発現は確認できたものの，pNPG1， G2に

対する分解活性は存在せず¥セロオリゴ糖およびキシロオ

リゴ糖に対する分解活性も認められなかった.これらの結

果から， Ce13HはBGLではないと判断し，これ以降の実

験から除外した

3. BGLのソホロース合成能力

9種類の BGLアイソザイムを得たことで，それらのソ

ホロース合成能力を評価することが可能となった 精製し

たBGLアイソザイムの基質特異性と酵素化学的性質を

表 1に示す.各酵素のpNPGlとG2に対する反応性を比

較すると，両基質にほぼ同じ比活性を示す C冶13A.Ce13B 

およびCe13EのAグループ， G2よりも pNPGlに高い比

活性を示す Ce13C，Ce13D， Ce13F， Ce13GおよびCellBの

Bグループ，およびG2に高い活性示す CellAに大別でき

る.Aグループの酵素は，長鎖のセロオリゴ糖や結合位置

が異なるグルコ二糖に対する比活性が高く，エキソ-s-グ
ルカナーゼ様の作用特性11)を示した.一方， Bグループは

細胞内 BGLを含み，配糖体に高い活性を持つアリルグル

コシダーゼであり， CellAはG2分解に特異的なセロビ

アーゼであると推定された.

これら基質特異性が異なる BGLの糖転移能力は，セル

ラーゼの主生成物であり，かつソホロース合成の基質と考

えられる G2(10%， 100 mg)を用いて評価した. 9種類の

BGLのうち，転移生成物が確認できたのは Ce13A.

Ce13B， Ce13EおよびCellAだけであった(図 1(a)). いず

れの酵素ふ基質 G2と加水分解生成物の Glcの他に，糖

転移生成物と推定されるこ糖類を中心としたオリゴ糖が観

察されたこれら二糖類は 供与体基質である G2から加

水分解生成物である Glc(受容体基質)に転移反応が進行

して生成することが予想された(図 1(b)). 次に，基質特

表1. T. reesei BGLアイソザイムの性質と各種基質に対する比
活性

Protein 分子量b 至適 比活性 (U/mg)'
BGL 

ID' (x103) pH pNPGl G2 

Ce13A 76，672 88 4.5 41士1.70 17士0.31
Ce13B 121，735 108 3.5 36土1.20 33士3.60
Ce13E 76，227 104 5.0 6.5 :f: 0.08 8.6土0.14

Ce13C 82，227 100 6.0 110:f: 5.10 0.32:f: 0.03 
Ce13D 46，816 90 6.0 35士1.60 0.06土0.01
Cel3F 104，797 130 4.0 12土1.60 1.3士 0.07
Ce13G 47，268 120 4.5 29土1.70 0.79土0.04
CellB 22，197 58 5.5 0.48士0.22 0.14士0.06

CellA 120，749 55 6.5 2.9:f: 0.71 25士0.85

'T. らre推ese定igしenたome database vユ0における ID.bSDS-PAGEの結
果か '1.25 mMpNPGlまたは G2，0.1 M酢酸緩衝
液(pH5.5)および適当量のBGLからなる反応液 (0.4mL)を
300Cで反応させた.酵素活性 1unitは， 1分間に lμmo1の基質
を分解する酵素量とした
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図1.CeI3A， CeI3B， Cel3EおよびCellAによる糖転移生成物

(a)薄層クロマトグラフイーによる糖転移生成物の解析 10% G2， 50μg 
BGLおよび0.1M酢酸緩衝液(pH5.5)からなる反応液 (1mL)を 300Cで反応
させた SIとS2，スタンダード糖質;Glc-G4，グルコース~セロテオラオー
ス;Sop，ソホロース;Lam，ラミナリピオース;Gen，ゲンチオピオース 矢
印はソホロースを示す.(b)糖転移反応による各種グJレコ二糖の合成機構

ラミナリビオース
(s・1，3)

ゲンチオピオース
(s-1，6) 
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図2.BGLによる糖転移生成物の組成

図l(a)に示した反応液を HPLCにより分析し糖組成を定量
した ドット， G4;グレー， G3;斜線，ゲンチオピオース;
白，ラミナリピオース;黒，ソホロース 垂直方向のパーは標
準備差を表し，図中の数値はソホロースへの変換率を表す

とCellAにおいてわずか 0.08mgと0.14mgのソホロース

が検出されただけであり これは糖転移反応で合成された

量に比較すると，明らかに少ないことがわかった.筆者ら

は，これら BGLアイソザイムの異種発現系の構築から糖

転移反応能力を含めた酵素化学的性質の詳細について，文

献 13)で報告している興味がある方はご参照願いたい.

4. 

T reesei QM9414 *朱において，

48 24 12 。。
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。
72 48 24 12 。

。

ソホロースを特異的に合

Cel1A遺伝子の破壊によるセルラーゼ誘

導への影響
20% Glc 

Ce13A 

72 

異性や G2に対する比活性が異なるこれら BGLの糖転移

能力を評価するために， G2が転移生成物に変換された割

合(変換率)を算出した(図 2). これら 4種類の BGLに

共通して，最も多く蓄積した生成物はセロトリオースで

あった 一方，結合位置が異なる二糖類の蓄積量に関して

は酵素によって特異性が異なり， Ce13A， Ce13Bおよび

C巴13Eにおいてはゲンチオピオースが優位に蓄積され，

CellAにおいてはソホロースとラミナリピオース (3-0-s-

D-glucopyranosyl-D-glucopyranose)の蓄積が認められた.

特に，ソホロースの蓄積は CellAにおいて顕著に認めら

れ，反応時間約 12時間以降において変換率 10%前後で一

定となった.このときの G2分解率は約 50% (50 mg)であ

り，生成したソホロース量は約 5mgにも達した.糖転移

反応が認められた BGLに共通する性質は，いずれも供与

体基質 G2に対する比活性がpNPGlよりも高いことや，

蓄積された二糖に対する kcat値は 他の二糖類の値よりも

低く，二次的な加水分解を受けにくいことであった.これ

らの性質は， CellAとソホロースの聞に顕著に認められ，

CellAはソホロースの蓄積に有利な性質を持つことが証明

された.一般的に， GHlに属する BGLはGH3BGLに比

較して， Glc阻害を受けにくい (Glc耐性がある)ことが

知られているゲ CellAのGlc耐性も，他の 3つの BGLに

比較して明らかに高いことがわかった.転移反応は受容体

基質 (Glc)濃度が高いときに促進されることから， Glc耐

性が高い BGLは，受容体基質 (Glc)濃度を高く設定でき

るため，有利に反応を進行できると考えられた.これら複

数の要因から， CellAは特異的にソホロースを合成できる

と考えられたー一方， BGLによる Glcの縮合反応によっ

て，ソホロースを合成する経路が考えられる.

(200 mg)を基質として糖縮合能力を調査したが，

48 
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図3. CellA遺伝子破壊株をセルロース培養したときのセルラーゼ生産時期

ソルピトールを含む培地で前培養を行い， 2%セルロースを含む培地で酵素
を生産させた グラフは，培養上清のろ紙分解活性 (FP活性)と BGL活性で
ある.垂直方向のパーは標準偏差を表す下図は培養上清を SDS-PAGEで
分析したもの M，分子量マーカー;QM9414，親株 ;L1cel1A， CellA遺伝子
破壊株

成する CellAの遺伝子を破壊することで，セルラーゼ誘

導に及ぼす影響を調査した.本菌のセルラーゼ関連遺伝子

群の発現は常にほぼ同調し共通の調節因子によって集約

的に制御されていることが知られている 10) CellA遺伝子

の破壊によって，セルロース培養時において，これら遺伝

子の発現時期が著しく遅延し，酵素の発現量が減少するこ

とを明らかにした(図 3). 特に，菌体をセルロース培地に

移した直後に現れる，誘導24時間以内の急激な mRNAの

合成量が完全に消失した(データは示さない).加えて，

セルラーゼ関連酵素遺伝子の正の転写因子砂'rl同の発現量

にも同様の変化が現れた.これらの結果は，cel1Aの存在

が，セルラーゼ誘導の初期に必要で、あることを示してい

る. しかし培養後期には，本遺伝子破壊株においてもセ

ルラーゼ関連酵素の誘導・発現が確認されたこのこと

は，本菌のセルラーゼ誘導には， CellAを介した培養初期

の誘導と別の経路による培養後期の誘導が存在することを

示唆している.本実験結果は CellAが酵素誘導物質ソホ

ロースを合成し，セルラーゼ誘導を引き起こしているとい

う直接的な証明にはならないが その可能性を十分に支持

する結果であると考えられた.

5. アミノ酸変異による Cel1AのGlc感受
性および安定性の改良

CellAはソホロースの合成に優位な BGLであるものの，

強い生成物 (Glc)阻害を受け (1.25rnM pNPG 1の加水分

解において Ki= 50 rnM)，熱およびpH安定性についても

他の転移反応を起こす 3種類の BGLに比較して著しく低

いIS) これら性質を改善した酵素を作出することは，将来

的に T.reeseiのセルラーゼ誘導能力を増強する上で有力

な手段と成り得る CellAと同じ GHlに属する Humicola

insolensのBGL(HiBGL)は，高い熱安定性(pH5-8に

おいて 80%以上の残存活性)と Glc耐性(相対活性50%

が得られる Glci農度， IC珂=400 rnM)を示し，かつ低濃度

のGlc存在下において活性化 (50rnM Glc存在下で1.8倍)

することが報告されている12.16-18) CellAとHiBGLのアミ

ノ酸配列を比較すると， 73%の相向性と 82%の類似性を

示したー特に， 2つの活性中心およびサブサイトーlと+1

を構成するアミノ酸残基は，両酵素で完全に一致すること

がわかっている.一方，活性部位入口に位置するアミノ酸

残基については 7種類が異なり，そのうち HiBGLにおい

ては，W168， Ll73およびF348がGlcと結合している構

造が明らかにされている(図 4)12) このことが， HiBGLの

Glc感受性と関連があると予想し， HiBGLの構造を参考に

して CellAに変異を導入し組換え酵素を作製して酵素
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図4.CellAとHiBGLの活性部位入口の構造比較

CellA (PDB ID， 3AHY)，変異を導入した 3つのアミノ酸残
基を示した HiBGL (PDB ID， 4MDP)， Glc (黒のワイヤーフ
レームで表示)と相互作用する 3つのアミノ酸残基を示した.

化学的性質を調査した.結果として，上記した 3種類のア

ミノ酸残基全てを変異した三重変異酵素 (Ll67W/P 172L/ 

P338F)や単一変異酵素 (L167W または PI72L)よりも，

二重変異酵素 (L167W/PI72L)が優れた Glc感受性を示す

ことを明らかにした日)これら二重変異酵素 (変異型

CellA)は，HiBGLと同じように 50mMGlcにおいて l.8

倍の活性化を示し， IC，。の値も約 600mMまで増加した.

加えて， Glc非存在下で、pNPGlに対する比活性が2.4倍ま

で増加した(図 5). さらに驚くべきことに，変異型 CellA

は，野生型 CellA(wt)と比較して， pHおよび熱安定性も

飛躍的に向上していることがわかった変異型酵素は，

pH4~9 の範囲では 40C で 6 時間インキユベートしでも

80%以上の残存活性を示し (wtがpH6~7)，至適温度が

50~550C (wt が 30~400C).温度安定性においても pH 5.5 

において 30分イ ンキュベートしでも 500Cまでは 80%以

上の活性を保持していた (wtは40
0

Cまで)

Giuseppeらは，Glc耐性を示す BGLの活性部位ポケッ

ト内部の構造を比較しこれら 2種類のアミノ酸残基は

Glc耐性を持つ BGLに良く保存され，その幅や容積を制

限していることを報告している.これによって， Glcが容

易にサブサイトに進入するのを防ぎ，生成物阻害が起こり

にくいことを想定している 12)

さらに，我々は変異型 CellAのGlc活性化のメカニズ

ムを， Glc存在下における反応速度解析を行うことで明ら

かにした これまで，BGLのGl活性化には，糖転移反応

が関与する例が報告されている 1りしかし変異型 CellA

では活性化が生じた反応条件において，優位な糖転移生成

物が確認されなかった一方，変異型 CellAは，基質

(pNPGl)濃度が高いときに wtには観察されない基質阻害

を引き起こすことを見出した そこに， Glc (く50mM)が

変異型Cel1A

国

510 
c 
コ

組
畑
山
封

wt 

。
o 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 

Glc (M) 

図5.wtおよび変異型 Cel1AのGlc感受性

基質として 0.125mM pNPG 1を使用し，各濃度の Glc存在下
で，表 lと同様の方法で活性を測定した

存在すると基質阻害がなくなり 見かけ上の活性化が生じ

ていることを明らかにした つまり， Ll67W/PI72Lの変

異によって基質pNPGlが非生産的に酵素に結合し通常

の加水分解反応を阻害している可能性が明らかとなった.

この基質の結合は，おそらく同じ部位に対する Glcの結合

によって回避され，結果として基質阻害がなくなるために

活性化が生じると考えた.そして HiBGLにおいて も，同

様なメカニズムで Glc活性化が生じていると推定される

一方，変異型 CellAの安定性の向上に関しては，予想外

の結果であった 詳細は不明だが， CellAの安定性の低さ

は，変異箇所周辺の構造の不安定さが失活の主要因になっ

ている可能性が考えられる.このように， BGLのGlc感

受性と安定性を，アミノ酸変異によって著しく改善した例

は他には存在しない.これら変異型 CellAの詳細な研究

成果に関しては，文献 15)を参照して頂きたい.

一方，変異型 CellAのソホロース合成能に関しては，

酵素タンパク質量当たりで比較すると， wtに比較して約

10%増加した しかしこの値は変異型 CellAの比活性

の増加 (2.4倍)や Glc活性化 (50mM Glc存在下で1.8倍)

を加味すると決して高い値ではない.残念ながら，変異導

入で獲得した 2つの性質(比活性の増加と G1c活性化)

は，pNPGlを基質としたときに現れ， G2に対しては wt

とほぼ同等でLあった (wt，25 U/mg ;変異型 CellA，26 U/ 

mg). また，Glc耐性が低い wtでは， 10%のG2を完全分

解することは不可能だったが (反応 6~72 時間で G2 の分

解率が50%で一定となった)，変異型 CellAでは 24時間

で完全分解できたことから 変異型酵素によるソホロース

への変換率は wtの約 1/2(約 5%)まで低下していること

がわかった これらの結果から，変異型 CellAによるソ

ホロース合成量が増加した原因は 転移反応の頻度が増加

したのではなく， Glc耐性が増加したために反応後期まで

転移反応が進行した結果であると推定した

ソホロース合成量が増加した変異型 CellAをTreesei 

で発現させると，セルラーゼ生産量が増加するこ とが期待

される.しかし変異型酵素では，上記したようにソホ

ロースの合成量の増加とともに G2の分解物の Glcが大量

に蓄積する ことが予想される. Glcの蓄積は，カタボライ
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現宿主としては，その抑制機構を解除した T.reesei変異 礼を申し上げます.

株の利用が必須であると考えられた.

6. ソホロースがセルラーゼ誘導物質である
理由

なぜT.reeseiは糖転移反応で生じたソホロースをセル

ラーゼの誘導物質として利用しているのだろうか.これま

でに報告されている本菌のセルラーゼ誘導物質に共通する

性質は，いずれの化合物も本菌によって分解されにくい，

もしくは吸収されにくい糖質であるということである.低

濃度でも培養液中に残存する時聞が長ければ，誘導物質と

して長時間効力を発揮し結果として酵素生産量が増大す

るのは当然である. しかしその誘導物質を，わざわざ加

水分解酵素による転移反応によって生産することに， どの

ような生化学的な意義があるのだろうか• T. reeseiと同じ

ように，加水分解酵素の糖転移生成物が酵素生産の誘導物

質として作用する例がいくつか存在する • Penicillium pur-

purogenumのセjレラーゼの発現には， BGLの反応で生じ

たゲンチオピオースが誘導物質として働き捌，E. coliの

lacオペロンの遺伝子群は，ラクトースにs-ガラクトシ

ダーゼが作用して生じたアロラクトース (6・o-s-D-galac-
topyranosyl-D-glucopyranose)によって誘導発現することが

知られているゲここからは推測になるが，生物は必要な

ときに必要な酵素を必要量生産する 特に，T. reeseiはバ

イオマス分解に特化した様々な酵素群を生産・分泌する能

力を持ち，その使い分けは実に精密に制御されていると考

えられている9) セルロースが菌体の周囲に存在するとき，

まず構成的に生産されたセルラーゼが作用して G2が生産

される T. reeseiの細胞外BGLの活性は低く，多くの G2

はそのまま菌体内に吸収されると考えられる.ヲ|き続き，

G2は細胞内に存在する CellAによって分解されGlcを生

じるが， G2もしくは Glc濃度が高くなると糖転移反応の

頻度が高まり，ソホロースを合成する確率が高くなると考

えられる.つまり，菌体の近くに十分量のセルロースがあ

るときにソホロースが合成され セJレラーゼが急激に誘

導・生産されることが予想される.このように，菌体とセ

ルロースの距離およびその存在量を，ソホロースの合成量

によって感知し，セルラーゼの生産量を調節している可能

性が考えられた.さらに，ソホロースは希少糖であり，ラ

ミナリビオースやゲンチオビオース等と違って天然に存在

する多糖の加水分解で生じる可能性が低い糖質である.

従って，本菌はソホロースを特異的な誘導シグナルとして

選択した可能性が高いと予想している.
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質疑応答

[質問] 東大院五十嵐

ソホロースの「誘導」とは，誘導なのか抑制の解除なのか.

[回答]

セルラーゼ転写因子の存在によって Chromatinpackaging 

の状態に変化を及ほし，セルラーゼ誘導が開始されるとい

う論文が存在します.つまり 抑制状態にあった酵素の発

現が，転写因子によって解放され，誘導が生じるという内

応用糖質科学第6巻第2号 (2016)

容です.セルラーゼ誘導に関しては，ソホロースから下

流，もしくは転写因子から上流のシグナル伝達に関しては

様々な説が存在し，どれが有力な情報かを判断するには詳

細な研究データが少なく，時期尚早と考えております.

[質問] 産総研松沢

トリコデルマの細胞内のセロビオース濃度は，転移反応、

が起こるほど高いのか.

[回答]

菌体内のソホロース濃度を測定することは困難であり，

これからの研究課題です.我々の実験では. 1%セロピ

オースおよび5μgのCel1A (図 lおよび2の 1/10量)に

おいても，反応 3-12時間において 3.6%の変換率でソホ

ロースを合成することを確認しています.基質濃度の低下

に伴って合成量は低下しますが，転移反応、が消失すること

はないと考えています また，細胞内 BGLは細胞膜に局

在していることも報告されています.局所的に酵素や基質

濃度が高ければ，ソホロースの合成量は増える可能性があ

ります.

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

http://www.tcpdf.org

