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1 . 緒 言

セ ル ラ ーゼ は様 々 な分野に お け る 重要な工業用酵

素で あ る と と も に 、 地球上最大 のバイ オ マ ス で あ る

セル ロ ー ス を分解す る こ と が可能な酵素 と し て 、 食

糧問題及び環境 問 題 の面か ら も 注 目 さ れて い る 。

一方 セ ル ラ ー ゼ の酵 素学 的研 究 は古 く か ら 行 わ

れ、 そ の分解様式の違い か ら 様 々 な説が提唱 さ れて

き た が、 現在では “ エ ン ド ー エ キ ソ " 説が主流 と な

っ て い る 。 セ ル ラ ーゼは作用様式の異な る 数種の酵

素成分か ら な る 複合酵素系 を形成 し て お り 、 その酵

素系 に は主 に 1 種の セ ル ラ ーゼ成分、 エ ン ド型セノレ

ラ ー ゼ [ 1 ，4- β -D-glucan 4-g1ucanohydrolase， EC 

3 .2 . 1 .4 . J 、 エ キ ソ 型セ ル ラ ーゼ [ 1，4- ß -D-glucan 

cellobiohydrolase， EC 3 .2 . 1 .  91 . ] 、 ß -glucosidase [EC 

3 . 2 1 21 . ]  が存在 し、 こ れ ら 3 成分 の相乗作用 の も

と に セ ル ロ ー ス は最終 的 に グル コ ー ス に ま で分 解

さ れる と 考 え ら れて い る 。

こ れま で に 様々 な 生物種 由 来 の セ ル ラ ーゼの研究

が行われ、 セ ル ロ ー ス を分解す る 微生物 は非常 に広

く 分 布 して い る こ と がわか っ て い る が、 我々 が研究

し て い る Irpexlacteus の よ う に結晶性セ ル ロ ー ス を

完全分解で き る 微生物は比較的 限 ら れて い る 。 1.

lacteus は、 担子菌 門 帽菌類サルノ コ シ カ ケ 目 に 属 し 、

和 名 ウ スパ タ ケ と い う (Fig. 1 ) 。

2 . 実験方法

1. lacteus の酵素製剤 ド リ セ ラ ーゼ (協和醗酵工業

株式会社) よ り 、 エ キ ソ 型セ ル ラ ーゼ (Ex-2) を精

製 し 、 以前 に 精製 した Ex-1 と 比較 した。 ま た、 精製

した Ex-l と Ex-2 を プ ロ テ ア ーゼ V8 で分解 し、 それ

ぞれの N 末端 のア ミ ノ 酸配列 を分析 した。 さ ら に、

Ex-2 の遺伝子 (ce12) を ク ロ ー ニ ン グ し て、 その ORF

よ り 全ア ミ ノ 酸配 列 を 明 ら か に した。
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Fig. 1 Photograph of Irpex lacteus 

3 . 結果 と 考察

精製 さ れた Ex-2 と Ex-1 の性質 (分子量、 糖合量、

pH 安定性、 pI) を比較 した も の を Table 1 に 示す。

Ex-2 の分子量が 56，000，糖合量が 4.0%、 Ex-l の分子

量が 53，000、 糖含量が 2.0% で両者 は非常 に 良 く 似

た性質 を示 し たが、 Ex-2 の ほ う が広範囲 の pH 領域

で安定性が高い、 と い う 差違が見 ら れた。 Ex-2 を

コ ー ド して い る と 思われ る 遺伝子 (ce12) のア ミ ノ

酸配列 と Ex-1 及 び Ex・2 の部分ア ミ ノ 酸配列 と を

比較 し た と こ ろ 一致 した こ と か ら 、 Ex-1 と Ex-2 は

同一遺伝子 (ce12) 産物だ が糖鎖が異 な る 酵素 と 推

定 さ れた (Fig. 2) 。

Fig. 3 に ce12 遺伝子 と 他種セ ル ラ ーゼ遺伝子 と の

ホモ ロ ジ ー の 図 を示す。 こ のホ モ ロ ジ ー か ら 、 Ex-
1 及び Ex-2 は糖加水分解酵素 フ ァ ミ リ ー7 に 属す る

こ と が示唆 さ れた。

Fig. 4 に は ce12 遺伝子 の構造模式図 を示す。



T a b l e . 1 Comparison of e nz y m a t i c  p ro p e rt i e s  o f  E x - 2  and E x - 1  

p u r i f i e d  enzyme E x - 2  E x - 1  

M w  5 6 ， 0 0 0  5 3 ， 0 0 0  

Opt.pH剖 5 . 0  5 . 0  

p H  s t a b i l l t y叫 3 . 0 - 9 .0 3 . 0 - 7 .0 

85% 70弘

O p t . t e m p ・ 5 0 "C 5 0 "(;  

T e m p . s t a b i l i ty司 <50"C < 5 0 "(; 

80% 80% 

Sugar c o n t e n t  4.0% 2 . 0 %  

P I 4 . 8  4 . 5  
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Fig. 2 Comparison of amino acid sequ巴nc巴 d巴duced from 

cel2 gen巴 with the p artial amino acid sequ巴ce determined 

from th巴 purified Ex-l and Ex-2 
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Two Glu residues in catalytic center are marked by arrows. 

• indicates a putative N -g1yωsylation site. 
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4 . 結論

工 lacteus は結晶 性セ ル ロ ー ス を完全分解で き る

数少な い微生物の 1 つで あ る 。 こ の I. lacteus か ら つ

く ら れたセ ル ラ ーゼ酵 素製剤 よ り 精製 した Ex-2 を

コ ー ド す る 遺伝子 ce12 を解析 した結果、 ce12 は Ex-

2 だ けでな く 、 Ex-l を も コ ー ド す る 遺伝子で あ る こ

と が Ex-l の部分ア ミ ノ 酸 配列 の決定 に よ り 明 ら か

に な っ た。

また、 ce12 遺伝子 は他種生物 由 来セ ル ラ ーゼ と の

ホモ ロ ジーか ら糖加水分解酵素フ ァ ミ リ ー7 に 属す

る こ と が示唆 さ れた。 ce12 遺伝子の構造は他種エキ

ソ 型セ ル ラ ーゼに よ く 見 ら れる 3 つ の構造 Ccatalytic

domain、 linker region、 cellulose binding domain) か

ら 成る こ と が明 ら か に な っ た。
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