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第 1 章  序 論  

 

第 1 節  は じ め に  

近 年 、 世 界 の 人 口 は 爆 発 的 に 増 加 し 、 そ れ に 伴 う エ ネ ル ギ

ー需 要の 増 加が 深刻 な問 題 を引 き起 こし て いる 。2 0 世紀後 半

から は大 量 生産 、大量 消費 、大量 流 通 の 経済 社 会構 造に なり 、

先 進 国 の み な ら ず 中 国 や 東 南 ア ジ ア に お け る 工 業 化 や 技 術 革

新も この 問 題に 大き く関 係 して いる。こ の社 会構 造に おい て、

大量 の化 石 燃料 消費 と大 量 の二 酸化 炭素 ( C O 2 )排 出は 、地 球 環

境 を 急 速 に 悪 化 さ せ て い る 。 現 時 点 で は ほ と ん ど の エ ネ ル ギ

ー 資 源 を 化 石 燃 料 で 賄 っ て い る た め 、 今 後 ま す ま す 、 地 球 温

暖 化 や 大 気 汚 染 と い っ た 問 題 が 大 き く な る こ と が 予 想 さ れ 、

エネ ルギ ー 資源 の枯 渇も 心 配さ れて いる  [ 1 ,  2 ]。さら に、2 0 11

年 3 月 11 日 に 日本 で起 き た未 曽有 の災 害 であ る東 日本 大 震

災 に よ り 、 福 島 第 一 原 子 力 発 電 所 が 壊 滅 的 な 被 害 を 受 け た こ

と を き っ か け に 、 世 界 中 で 脱 原 子 力 発 電 の 考 え が 進 み 、 火 力

発電 所な ど の稼 働量 が増 え たこ とで 、 C O 2 削 減 目標 の達 成 が

厳し い状 況 とな って いる [ 3 ]。石 油の 燃料 価 格も 高騰 して お り

[ 3 ]、一刻 も早 い 代替 エネ ル ギー の開 発と 供 給 が 必要 と考 え ら

れて いる 。  

こ れ ら の 問 題 を 解 決 す る 為 、 代 替 エ ネ ル ギ ー の 確 保 、 地 球

温暖 化対 策 、環境 にや さし い 循環 型社 会の 形 成が 2 1 世紀の 世

界 的 重 大 課 題 と 考 え ら れ 、 近 年 、 風 力 や 太 陽 光 、 地 熱 な ど を

含 む 様 々 な 再 生 可 能 エ ネ ル ギ ー が 注 目 さ れ て い る 。 バ イ オ マ

ス エ ネ ル ギ ー も ま た 再 生 可 能 エ ネ ル ギ ー の １ つ で あ り 、 生 物

由来 のも の であ る。2 0 0 5 年の 米 国包 括エ ネ ルギ ー政 策法 の 制

定 か ら は 世 界 各 地 で ト ウ モ ロ コ シ や サ ト ウ キ ビ を 栽 培 し 、 こ

れ ら の デ ン プ ン 質 も し く は 糖 質 か ら バ イ オ エ タ ノ ー ル を 製 造
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し て い る 。 し か し 、 こ れ ら の バ イ オ マ ス 資 源 は 食 料 の 栽 培 と

競 合 す る 為 、 ト ウ モ ロ コ シ の 価 格 高 騰 な ど 食 糧 問 題 を 新 た に

生 み 出 す 原 因 と な っ て い る 。 そ こ で 、 稲 わ ら や 木 材 な ど の 非

食 部 分 の 未 利 用 の バ イ オ マ ス 資 源 で あ る リ グ ノ セ ル ロ ー ス を

利 用 し て バ イ オ エ タ ノ ー ル を 生 み 出 そ う と す る 研 究 が さ れ て

いる [ 4 ]。し かし 、植物 の 細胞 壁 であ るリ グ ノセ ルロ ース は 非

常 に 強 固 で 複 雑 な 構 造 に な っ て お り 、 化 学 的 も し く は 生 物 的

な分 解に 非 常に 強い 耐性 を 有し てい る (図 1 - 1 )  [ 5 ,  6 ]。 リグ ノ

セ ル ロ ー ス は 、 主 に セ ル ロ ー ス 、 ヘ ミ セ ル ロ ー ス お よ び リ グ

ニ ン か ら 構 成 さ れ て い る [ 7 ]。 セ ル ロ ー ス は グ ル コ ー ス が β -

1 , 4 グ リ コ シ ド 結 合 し た ポ リ マ ー で あ り 、 ヘ ミ セ ル ロ ー ス は

キ シ ラ ン や マ ン ナ ン 、 ア ラ ビ ナ ン な ど の セ ル ロ ー ス 以 外 の 多

糖 類 の 総 称 で あ る 。 ま た リ グ ニ ン は 高 分 子 フ ェ ノ ー ル 化 合 物

が 高 度 に 重 合 し た 樹 枝 状 構 造 で あ る 。 こ の よ う に 様 々 な 高 分

子 が 多 種 多 様 な 結 合 に よ り リ グ ノ セ ル ロ ー ス を 形 成 し て い る

ので 、分解 は非 常に 困難 で ある [ 8 ]。しか し 、分 子 的多 様性 に

富 ん で い る た め 、 そ れ ら の 分 子 を 単 離 す る こ と で 多 種 多 様 な

物 質 を 生 産 す る こ と が 出 来 、 そ の 利 用 先 は エ ネ ル ギ ー 生 産 に

とど まら ず 、食 糧、化粧 品 、試 薬 、化 学工 業 製品 、薬剤 、医 療

に も 応 用 す る こ と が で き 、 温 暖 化 や 環 境 と 健 康 、 そ の 他 多 く

の 問 題 を 解 決 で き る 可 能 性 を 持 っ た 一 番 身 近 な 資 源 で あ る

[ 9 - 1 3 ]。  

 

第 2 節  植 物 細 胞 壁 の構 造  

植 物 細 胞 壁 の 構 造 は 、 ま ず 骨 格 と し て セ ル ロ ー ス 分 子 が 水

素結 合で 同 じ極 性を 持 つ 6 0～ 7 0 本 が束 にな っ て結 晶性 と な

り 数 µ m のセ ル ロー スミ ク ロフ ィブ リル と 呼ば れる 繊維 の 最

小 単 位 を 形 成 し て い る 。 そ し て 、 ヘ ミ セ ル ロ ー ス は 枝 分 か れ
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構 造 を 持 っ た 多 糖 類 で セ ル ロ ー ス ミ ク ロ フ ィ ブ リ ル の 周 り を

取 り 囲 む よ う に 固 く 結 合 し て い る 。 ま た ヘ ミ セ ル ロ ー ス 間 で

も 相 互 に 結 合 し あ っ て セ ル ロ ー ス ミ ク ロ フ ィ ブ リ ル 間 を 架 橋

す る こ と で 複 雑 な 編 み 目 構 造 を と っ て い る 。 草 本 類 や 樹 木 に

お い て 主 な ヘ ミ セ ル ロ ー ス は キ シ ラ ン で あ り 、 そ の 含 有 量 は

植物 細胞 壁 の約 2 0～ 3 0％を 占 め てい る。 キ シラ ンは β - D -キ

シロ ピラ ノ ース が β - 1 , 4 結 合し たポ リマ ー を主 鎖と し て α - L -

アラ ビノ フ ラノ ースや α - D -グ ル クロ ン酸 、ア セ チル 基な ど が

側鎖 とし て 結合 して いる も のが 多い [ 1 4 ,  1 5 ]。キ シラ ン同 士 で

も疎 水性 結 合し てい るが 、側 鎖 の α - L -アラ ビ ノ フラ ノー ス に

結 合 し て い る フ ェ ル ラ 酸 が 相 互 に ジ フ ェ ル ラ 酸 を 形 成 す る こ

と で 隣 り 合 う キ シ ラ ン 主 鎖 を よ り 強 固 に 結 び つ け て い る [ 1 6 ,  

1 7 ]。ヘ ミセ ル ロ ース の構 成 成分 には、他 にも ガ ラ クト グル コ

マ ン ナ ン 、 グ ル コ マ ン ナ ン 、 ガ ラ ク ト マ ン ナ ン な ど が 含 ま れ

て お り 、 植 物 細 胞 壁 の 1 0～ 1 5％ を 占 め て い る [ 1 3 ]。 そ の 他 、

ペ ク チ ン の 様 な 多 糖 類 の 編 み 目 構 造 は 隣 接 す る 細 胞 壁 間 を つ

な ぐ 役 割 を 持 っ て い る 。 さ ら に 植 物 細 胞 壁 の 構 造 を 複 雑 に し

て い る 構 成 要 素 と し て リ グ ニ ン の 存 在 が 挙 げ ら れ る 。 リ グ ニ

ン は 植 物 細 胞 壁 の 隙 間 を 埋 め る 役 割 を も つ フ ェ ニ ル プ ロ パ ノ

ー ル ポ リ マ ー で あ り 、 ヘ ミ セ ル ロ ー ス の 側 鎖 で あ る フ ェ ル ラ

酸 や ア ラ ビ ノ フ ラ ノ ー ス 、 p -ヒ ド ロ キ シ シ ナ ピ ン 酸 、 p -ク マ

リ ン 酸 な ど の 分 子 と エ ー テ ル も し く は エ ス テ ル 結 合 を 介 し て

存在 して い る。リグ ニン は p -ヒ ドロ キシ フ ェニ ル、グア イア

シル 、シ リ ンギ ルの 3 つ の要 素 で構 成さ れ てお り、 アリ ー ル

エー テル 結 合 (α - O - 4、 β - O - 4 結 合 )、 ビフ ェ ニル エ ーテ ル結 合

( 4 - O - 5、 5 - O - 4 結 合 )、炭 素 結合 (β - 5、 β -β、 5 - 5 )など でつ なが

って いる [ 1 8 - 2 0 ]。これ ら は疎 水 性で ある た め、植物 細胞 壁 へ

の 外 か ら の 水 分 の 侵 入 を 防 ぎ 、 か つ 物 理 的 な 強 度 の 増 加 に 大
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き く 貢 献 し て い る 。 植 物 細 胞 壁 内 の リ グ ニ ン は 1％ の 水 酸 化

ナト リウ ム 水溶 液を 加え 1 時 間 1 0 0℃で 加熱 する こと によ り

抽 出 す る こ と が で き [ 2 1 ]、 こ れ ら は 単 離 リ グ ニ ン と し て ポ リ

エ ス テ ル ・ ポ リ ウ レ タ ン 化 、 ポ リ マ ー ブ レ ン ド 、 炭 素 繊 維 へ

の 応 用 、 化 学 肥 料 と し て の 応 用 な ど 様 々 な 研 究 が 進 ん で い る

[ 2 2 , 2 3 ]。  

 

第 3 節  植 物 細 胞 壁 の糖 化  

以 上 の よ う に 植 物 体 の 細 胞 壁 は 非 常 に 複 雑 な 高 次 構 造 を と

っ て い る 。 こ れ ら の 分 解 に は 生 物 学 的 、 化 学 的 お よ び 物 理 学

的 処 理 を 行 い 、 分 解 反 応 を 促 進 さ せ る 技 術 が 必 要 で あ る 。

1 9 9 7 年 の 京 都 議 定 書 の 策 定 か ら バ イ オ エ ネ ル ギ ー の 認 知 度

が高 まっ て きて おり 、2 0 0 2 年に は燃 料用 ア ルコ ール 開発 技 術

研 究 組 合 に よ り 木 質 系 バ イ オ マ ス の 濃 塩 酸 や 希 硫 酸 を 使 用 し

た糖 化技 術 が開 発さ れて き た [ 3 ]。しか し なが ら 、現状 で は抽

出 、 分 別 、 濃 縮 、 分 解 な ど の 変 換 処 理 に 多 大 な エ ネ ル ギ ー を

必 要 と し 、 高 コ ス ト で 技 術 的 に も 困 難 で 環 境 負 荷 も 高 い も の

が多 い 。例 え ば 、濃塩 酸を 用 いた 糖化 法で は 4 0％ 塩酸 、常温 、

常圧 、 8 時 間で 糖濃 度が 2 8～ 4 0％ (ベル ギ ウス 法 )と高 い効 率

で 糖 化 反 応 を 行 え る が 、 そ の 後 の エ タ ノ ー ル の 発 酵 過 程 で 酵

母 の 生 育 を 阻 害 す る 物 質 が で き た り 、 酸 の 回 収 や 再 利 用 が 難

し く 、 装 置 が 腐 食 し た り す る な ど 様 々 な 問 題 を 抱 え て い た 。

し た が っ て 、 バ イ オ マ ス の 変 換 利 用 に 当 た っ て は 、 常 温 、 常

圧 エ ネ ル ギ ー 的 反 応 で あ る 微 生 物 や そ れ ら の 持 つ 酵 素 反 応 な

ど 、 生 物 機 能 を 活 用 し 効 率 的 に 分 解 、 変 換 す る 技 術 の 開 発 が

重 要 と な る 。 微 生 物 の 酵 素 を 利 用 し た 糖 化 法 で は こ れ ら の 問

題を 解決 で きる 可能 性が 高 く、様 々な 研究 が 進め られ てい る。

酵 素 糖 化 法 で は 簡 単 な 装 置 で 常 温 、 常 圧 で 処 理 す る こ と が で
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き 、 エ タ ノ ー ル 発 酵 の 阻 害 物 質 の 発 生 も 少 な く 、 生 物 由 来 の

も の の み で 反 応 さ せ る た め 環 境 負 荷 も 小 さ く 抑 え る こ と が で

きる と考 え られ る 。  

 

第 4 節  セ ル ラ ー ゼ  

バ イ オ マ ス の 糖 化 酵 素 と し て セ ル ラ ー ゼ が 注 目 さ れ て お り 、

そ の 性 質 は 非 常 に 多 様 で あ る 。 セ ル ラ ー ゼ は セ ル ロ ー ス の グ

リ コ シ ド 結 合 を 加 水 分 解 し グ ル コ ー ス や セ ロ ビ オ ー ス を 生 成

す る 酵 素 の 総 称 で あ り 、 セ ル ロ ー ス を 分 解 す る 酵 素 の 分 類 は

国 際 生 化 学 連 合 酵 素 委 員 会 報 告 ( E n z y m e  N o m e n c l a t u r e -

R e c o m m e n d a t i o n s  o f  B i o c h e m i s t r y )で 厳密 に 定義 され てい る

[ 2 4 ]。 こ れ ら の 酵 素 の 分 類 は 国 際 生 化 学 酵 素 委 員 会 で 提 案 さ

れ た 命 名 法 で 系 統 名 と 常 用 名 お よ び 反 応 名 が 記 さ れ て お り

各々 に E C 番 号が 割り 当て ら れ、デ ータ ベー ス 化さ れて いる 。

セル ラー ゼ の関 連酵 素に つ いて 例を あげ る と、C e l l u l a s e  ( E C  

3 . 2 . 1 . 4 )  [ E n d o - 1 , 4 -β - g l u c a n a s e ,  ( 1 , 3 - ;  1 , 4 - )  β - D - G l u c a n  4 -

g l u c a n o h y d r o l a s e ] 、 β - G l u c o - s i d a s e  ( E C  3 . 2 . 1 . 2 1 )  [β -

G l u c o s i d e  g l u c o h y d r o l a s e 、  G e n t i o b i a s e 、  C e l l o b i a s e ] 、

C e l l u l o s e  1 , 4 -β - c e l l o b i o s i d a s e  ( n o n - r e d u c i n g  e n d )  ( E C  

3 . 2 . 1 . 9 1 )  [ 1 , 4 - β - D - G l u c a n  c e l l o b i o h y d r o l a s e 、  E x o -

c e l l o b i o h y d r o l a s e ]、G l u c a n - 1 , 4 -β - g l u c o s i d a s e  ( E C  3 . 2 . 1 . 7 4 )  

[ E x o - 1 , 4 -β - g l u c o s i d a s e 、  1 , 4 -β - G l u c a n  g l u c o h y d r o l a s e ] 、

c e l l u l o s e  1 , 4 -β - c e l l o b i o s i d a s e  ( r e d u c i n g  e n d )  ( E C  

3 . 2 . 1 . 1 7 6 )な どが 登録 され て いる 。また セル ラ ーゼ を含 む糖 質

分 解 酵 素 は 、 そ の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 基 に 、

G l y c o s i d e  h y d r o l a s e  ( G H )ファ ミ リー とし て 分 類 され てお り

[ 2 5 ]、 こ れ ら の 情 報 は イ ン タ ー ネ ッ ト 上 で 公 開 さ れ て い る

( C A Z y :  C a r b o h y d r a t e - A c t i v e  e n Z Y m e s  d a t a b a s e ;  
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h t t p : / / w w w. c a z y. o r g )。こ のデ ー タ ベー スに よ ると 、2 0 1 7 年 7

月現 在、糖質 分 解 酵素は 1 4 5 の フ ァミ リー に 分類 され てい る。 

セル ラー ゼ 研究 は古 くか ら 行わ れて おり [ 2 6 ]、微 生物 、原生

動物 、軟体 動物 さ らに 植物 で も発 見さ れて い る [ 2 7 ]。そ の 中で

も 微 生 物 に 由 来 す る も の が 圧 倒 的 に 多 く 、 糸 状 菌 、 担 子 菌 、

細菌 、古 細 菌、 藻類 や地 衣 類な ど 1 0 0 種を超 え る微 生物 種 に

つ い て 研 究 報 告 が な さ れ て い る 。 中 で も 糸 状 菌 が 作 り 出 す セ

ルラ ーゼ は 強力 で、と り わけ Tr i c h o d e r m a 属 の 生 産す るセ ル

ラ ー ゼ は 世 界 的 に も よ く 研 究 さ れ て お り 、 そ の 研 究 の 歴 史 は

7 0 年以上 に なり [ 2 8 ]、2 0 0 8 年 には ゲノ ム解 読 も完 了し てい る

[ 2 9 ]。 1 9 8 0 年代 に入 ると 、遺伝 子組 換え や クロ ーニ ング 技 術

が 発 達 し 、 Tr i c h o d e r m a  r e e s e i  か ら 糖 質 分 解 酵 素 フ ァ ミ リ

ー 7 に属 する セ ロ ビオ ヒド ロ ラー ゼで あ る C B H I  ( C e l 7 A )の 遺

伝 子 が ク ロ ー ニ ン グ さ れ [ 3 0 ]、 そ の タ ン パ ク 質 の 立 体 構 造 も

報告 され た  [ 3 1 ]。近 年 にな る と、日本 でこ の C B H I がセル ロ

ー ス を 分 解 し て い る 様 子 を 原 子 間 力 顕 微 鏡 ( A F M )を 用 い て 直

接観 測す る 技術 も確 立さ れ [ 3 2 ]、セル ラー ゼ の研 究は この 3 0

年間 で劇 的 に進 歩し てい る 。 T.  r e e s e i のセ ルラ ー ゼは 工業 的

にも 世界 中 で利 用さ れて お り、2 0 1 5 年現在 に おい てセ ルロ ー

ス由 来の バ イオ 燃料 は世 界 中で 年間 4 億 8 千 万 リッ トル 生 産

され てい る がそ のう ち の 8 0％ の 3 億 8 千 万リ ット ルの 生 産

に T.  r e e s e i のセ ルラ ーゼ が 利用 され てい る [ 2 8 ]。しか し、植

物 の 細 胞 壁 は 前 述 の と お り セ ル ロ ー ス の み で は な く 様 々 な 高

分 子 が 高 次 元 に 存 在 し て い る の で 、 こ れ を 完 全 に 分 解 す る に

は 各 々 の 分 子 構 造 に 合 っ た 分 解 酵 素 が 必 要 で あ り 、 真 菌 類 や

細 菌 類 に か か わ ら ず 、 様 々 な 酵 素 の 組 合 せ が 重 要 で あ る [ 3 3 ,  

3 4 ]。  

セ ル ラ ー ゼ な ど の 糖 質 分 解 酵 素 は モ ジ ュ ラ ー 構 造 を と っ て
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い る も の が 多 く 、 複 数 の 分 解 酵 素 が モ ジ ュ ー ル と し て 連 結 し

て い る も の や 、 基 質 分 解 の 働 き を 助 け る モ ジ ュ ー ル を 持 つ も

の な ど 多 様 性 に 富 ん で い る [ 3 5 ]。 そ の 他 の モ ジ ュ ー ル と し て

糖 質 結 合 モ ジ ュ ー ル ( C B M )や 骨 格 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る ド ッ

クリ ンモ ジ ュー ル、ソ ータ ーゼ モ チー フ [ 3 6 ,  3 7 ]、細胞 に接 着

す る F n 3 モ ジュ ール や S L H モ ジ ュー ルが 挙 げら れる が、 ま

だ機 能が 解 明さ れて いな い モジ ュー ルも 多 く存 在す る [ 3 8 ]。  

糖 質 加 水 分 解 酵 素 は そ の 触 媒 機 能 の 違 い か ら エ ン ド 型 と エ

キ ソ 型 に 分 け る こ と が で き 、 エ ン ド 型 は 糖 鎖 の 内 部 を 切 断 し

て 分 解 す る の に 対 し 、 エ キ ソ 型 は 糖 鎖 の 端 か ら 順 番 に 分 解 す

る 。 ま た プ ロ セ ッ シ ブ エ ン ド 型 も 存 在 し 、 こ れ ら は エ ン ド 型

と エ キ ソ 型 を 併 せ 持 っ た 機 能 を 持 っ て お り 、 糖 鎖 の 途 中 を 切

断 す る と 、 そ の 切 断 部 位 か ら 糖 鎖 に 沿 っ て セ ロ ビ オ ー ス 単 位

で分 解し て いく 性質 を持 つ [ 3 9 ,  4 0 ]。セ ル ロ ース の β - 1 , 4 結 合

を加 水分 解 し、 セロ ビオ ー スを 生成 する 酵 素と して の G H は

ファ ミリ ー 5、 6、 7、 8、 9、 1 0、 4 5、 4 8、 7 4、 1 2 4 で確 認さ れ

てい る [ 3 5 ]。 一 般 的に はフ ァ ミリ ー 6 と 7、 4 8 は エキ ソ型 の

セロ ビオ ヒ ドロ ラー ゼで あ り、 ファ ミリ ー 5 や 9 は プロ セッ

シ ブ エ ン ド も し く は エ ン ド グ ル カ ナ ー ゼ で あ る 。 面 白 い こ と

にフ ァミ リ ー 7 の セロ ビオ ヒ ドロ ラー ゼ  ( E C  3 .  2 .  1 .  1 7 6 )は

真 菌類 で の み 確 認 され て い る が 、 細菌 で は 主 に フ ァミ リ ー 4 8

の 酵 素 が エ キ ソ 型 の 分 解 酵 素 の 役 割 を 担 っ て い る 。 最 近 の 報

告 で は フ ァ ミ リ ー 7 の 糖 質 分 解 酵 素 は 真 菌 類 以 外 の 他 の 真 核

生物 でも 発 見さ れて いる [ 4 1 ,  4 2 ]。  

 

第 5 節  銅 依 存 性 多 糖分 解 モノ オキ シゲ ナ ーゼ  

こ れ ま で 挙 げ て き た セ ル ラ ー ゼ は す べ て 、 糖 鎖 を 加 水 分 解

す る 酵 素 ば か り で あ っ た が 、 近 年 の 研 究 で は 酸 化 型 の 分 解 酵
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素も 発見 さ れて いる [ 4 3 ]。これ ら は現 在 、銅 依存 性 多糖 分解 モ

ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ ( Ly t i c  p o l y s a c c h a r i d e  m o n o - o x y g e n a s e ;  

L P M O )と し て 知 ら れ て お り 、 真 菌 類 [ 4 4 ]や 細 菌 類 [ 4 5 ]で 多 く

発 見 さ れ て い る 。 L P M O は G H フ ァ ミ リ ー と は 異 な り 、 A A 

( a u x i l i a r y  a c t i v i t y )フ ァ ミ リ ー と し て 分 類 さ れ て い る [ 4 6 ]。

初め に発 見 され たの は真 菌 類の A A 9 だが [ 4 3 ]  、 L P M O は酸

化 型 で 、 ほ と ん ど が 還 元 糖 を 生 成 し な い 為 、 還 元 糖 の 測 定 で

は 活 性 が 測 定 で き な か っ た 。 し か し 、 他 の 分 解 酵 素 と 混 合 す

る こ と で 相 乗 効 果 を 発 揮 す る こ と か ら 、 当 初 こ れ ら の 酸 化 型

モ ジュ ー ル は G H 6 1 や C B M 3 3 と 認識 さ れ て い た [ 4 7 - 4 9 ]。

L P M O の 存在 が 明ら かに な った こと で A A ファ ミリ ーに 属 す

る 酵 素 が 真 菌 類 や 細 菌 類 だ け で な く ウ イ ル ス で も 発 見 さ れ

[ 5 0 ]、多 く のフ ァ ミリ ーに 分 類さ れて おり 、これ ら は C A Z y の

デー タベ ー スで 検索 可能 と なっ てい る ( w w w. c a z y. o r g )。A A フ

ァ ミ リ ー の 酵 素 は ま だ 不 明 な 部 分 が 多 く 残 さ れ て い る が 、 構

造 解 析 や 分 類 、 活 性 に つ い て は 比 較 的 よ く 調 べ ら れ て い る 。

A A フ ァ ミリ ー 9，1 0，11，1 3 は それ ぞれ 、ア ミ ノ酸 配列 の 相

同 性 が 低 い に も か か わ ら ず 、 そ の タ ン パ ク 質 の 立 体 構 造 は 非

常 に よ く 似 て お り 、 い ず れ も 銅 イ オ ン ア ク テ ィ ブ サ イ ト が 含

まれ てい る [ 4 6 ,  5 1 ,  5 2 ]。L P M O は 主に 結晶 性 の基 質を 分解 し、

セ ル ロ ー ス [ 5 3 ]だ け で な く キ チ ン [ 4 5 ]や ヘ ミ セ ル ロ ー ス も 分

解す る こ と が分 かっ てお り [ 5 4 - 5 6 ]、主 に高 度に 結 晶化 され た

フラ ット な 基質 表面 に結 合 する 性質 を持 つ [ 5 7 - 5 9 ]。そ の分 解

メ カ ニ ズ ム は 、 酵 素 内 の 銅 イ オ ン ア ク テ ィ ブ サ イ ト に 結 合 し

た 銅 イ オ ン か ら 電 子 を 受 け 取 り 、 多 糖 の グ リ コ シ ド 結 合 を 酸

化 還 元 反 応 で 切 断 す る こ と で あ る 。 切 断 さ れ た 部 位 は 酸 化 さ

れ 、 還 元 糖 は 生 成 し な い 。 こ れ は 従 来 か ら よ く 知 ら れ て い る

G H フ ァ ミ リ ー に よ る 加 水 分 解 と は 全 く 異 な っ て い る 。 こ れ
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らの 分解 メ カニ ズム から 、 L P M O は高 度に 結 晶 化さ れた フ ラ

ッ ト な 基 質 表 面 に 引 っ か き 傷 の よ う な も の を つ け 、 そ の 後 の

G H フ ァ ミ リ ー に よ る 加 水 分 解 を 促 進 さ せ る ブ ー ス タ ー の 役

割を 担っ て いる と考 えら れ てい る。 また 、 L P M O はセ ロビ オ

ース デヒ ド ロゲ ナー ゼ ( C D H )と も連 携し て 働き 、C D H がセ ロ

ビ オ ー ス を 酸 化 反 応 で セ ロ ビ オ ノ ラ ク ト ン を 生 成 し た 時 の 副

産物 とし て 出 る 2 つの 電 子を 受け 取り 、酸 化 還元 反応 に使 用

して いる と いう 報告 もあ る [ 6 0 - 6 2 ]。セ ロビ オノ ラ クト ンは そ

の 後 の ア ル コ ー ル 発 酵 過 程 に も 容 易 に 利 用 で き る 優 れ た 生 成

物で ある [ 6 3 ]。こ の様に L P M O の 発見 は 、バ イ オ マス を分 解

する 微生 物 の酵 素戦 略の 解 明に 大き な貢 献 をし た [ 6 4 ]。  

 

第 6 節  ヘ ミ セ ル ラ ーゼ  

こ れ ま で 述 べ た よ う に 、 バ イ オ マ ス 分 解 酵 素 の 研 究 は 、 セ

ル ラ ー ゼ を 中 心 に 非 常 に 盛 ん で あ る 。 し か し 、 バ イ オ マ ス と

し て の 植 物 細 胞 壁 の 構 造 は 前 述 の と お り 、 セ ル ロ ー ス だ け で

な く 、 ヘ ミ セ ル ロ ー ス や リ グ ニ ン を 含 み 非 常 に 強 固 な 構 造 に

なっ てい る ため、セル ラー ゼ やリ グニ ン分 解 酵素 だけ でな く、

セ ル ロ ー ス や ヘ ミ セ ル ロ ー ス を 架 橋 し て い る ア ラ ビ ノ フ ラ ノ

ー ス や フ ェ ル ラ 酸 な ど を 含 む 様 々 な 分 子 の 分 解 酵 素 も こ れ ら

の 分 解 効 率 に 非 常 に 深 く 関 わ っ て い る 。 多 く の バ イ オ マ ス 分

解 性 の 生 物 は こ の よ う な 架 橋 分 子 を 切 断 す る エ ス テ ラ ー ゼ な

ど の 酵 素 も 生 成 す る 。 セ ル ラ ー ゼ に 限 ら ず 、 バ イ オ マ ス を 効

率 よ く 分 解 す る た め の ヘ ミ セ ル ラ ー ゼ や エ ス テ ラ ー ゼ に 関 す

る 研 究 も 数 多 く 報 告 さ れ て い る [ 6 5 ]。 ヘ ミ セ ル ロ ー ス の 代 表

的 な も の と し て キ シ ラ ン が 挙 げ ら れ る が 、 キ シ ラ ン を 分 解 す

るに はキ シ ラナ ーゼ が必 要 であ る。E n d o - β - 1 , 4 - x y l a n a s e は 主

に G H 1 0、 G H 11 また は G H 3 0 に 分類 され て おり [ 6 6 - 6 8 ]、 こ
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の 3 つの ファ ミ リー に属 す る酵 素は キシ ラ ン主 鎖を エン ド 型

と し て 切 断 す る が 、 そ れ ぞ れ 、 側 鎖 の 認 識 部 位 の 違 い か ら 切

断箇 所が 異 なる [ 2 5 ,  6 6 ,  6 8 ,  6 9 ]。 G H 1 0 の キ シラ ナー ゼは 連

続し た側 鎖 のな い 2 つ以 上の キ シロ ピラ ノ シド 残基 を認 識 し、

キ シ ラ ン 主 鎖 を 切 断 す る が 、 メ チ ル グ ル ク ロ ン 酸 が 側 鎖 と し

て結 合し て いる キシ ロピ ラ ノシ ド残 基 の 1 ,  4 グ リコ シド 結 合

も切 断す る 能力 を持 って い る。一 方、G H 11 の 酵素 は少 なく と

も 3 つ以 上の 側 鎖の ない キ シロ ピラ ノシ ド 残基 を認 識し 、 主

鎖の 1 ,  4 グ リ コ シド 結合 を 切断 する が、側鎖 が ある とそ の キ

シロ ピラ ノ シド 残基 か ら 1 つ 手 前の 残基 の 1 ,  4 グリ コシ ド 結

合し か切 断 でき ない 。また 、G H 5  [ 7 0 ]や G H 8 に 属 する 酵素 の

一 部 も キ シ ラ ン 主 鎖 を 分 解 す る 酵 素 と し て の 役 割 を 担 っ て い

る [ 7 1 - 7 5 ]。キ シ ラン 主鎖 に 側鎖 とし て結 合 して いる メチ ル グ

ルク ロン 酸 は、 G H 6 7  [ 7 6 - 7 9 ]や G H 11 5  [ 8 0 ,  8 1 ]な どに 属す る

α -グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ に よ り 切 断 さ れ る 。 α -グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ

は、 G H 1 0 や G H 11 の キシ ラ ナー ゼの 分解 産 物で ある キシ ロ

オ リ ゴ 糖 の 側 鎖 で あ る グ ル ク ロ ン 酸 を 切 断 し 、 側 鎖 が な い キ

シ ロ オ リ ゴ 糖 を 生 成 す る の で 、 β -キ シ ロ シ ダ ー ゼ が キ シ ロ ー

スを 生成 す る助 けに なっ て いる 。  

細 菌 類 で よ く み ら れ る エ ン ド 型 キ シ ラ ナ ー ゼ に は 他 に も

G H 3 0 に分 類 され るも のが あ る [ 8 2 ]。も とも とは G H 5 に分類

され てい た もの で、 C A Z y で G H 3 0 に分類 さ れる 前か ら報 告

があ った [ 8 3 ]。 最 近で は Tr i c h o d e r m a 属な ど の真 菌 類で も発

見 さ れ て い る [ 8 4 ]。 こ の 酵 素 は メ チ ル グ ル ク ロ ン 酸 が 側 鎖 と

し て 結 合 し て い る キ シ ラ ン 主 鎖 に よ く 働 く 性 質 を 持 ち 、 ア セ

チ ル 化 さ れ た キ シ ラ ン 主 鎖 に も 活 性 が あ る [ 8 5 ]。 逆 に 側 鎖 の

な い キ シ ラ ン や キ シ ロ オ リ ゴ 糖 で は 活 性 が 低 下 す る こ と が 知

られ てい る [ 8 6 ]。  



12 

 

ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン は キ シ ラ ン 主 鎖 の キ シ ロ ピ ラ ノ シ ド 残 基

の 2 位 と 3 位 の 位置 のど ち らか 、も しく は 両方 にア ラビ ノ フ

ラノ ース が α 結 合し てい る 。さ らに この ア ラビ ノー スに は フ

ェ ル ラ 酸 が 結 合 し て い る も の も あ り 、 リ グ ニ ン や 別 の ヘ ミ セ

ル ロ ー ス に 架 橋 し て い る [ 1 6 ]。 ア ラ ビ ノ ー ス 側 鎖 を 取 り 除 く

には α - L -ア ラ ビ ノフ ラノ シ ダー ゼが 必要 で あり 、これ は アラ

ビ ノ キ シ ラ ン の 他 ア ラ ビ ナ ン か ら ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ド を 加 水

分 解 で 遊 離 さ せ る 働 き を 担 っ て い る [ 8 7 ]。 α - L -ア ラ ビ ノ フ ラ

ノシ ダー ゼは G H ファ ミ リー 4 3、5 1、5 4、6 2 に 分類 され て い

る。多く のア ラ ビ ノフ ラノ シ ダー ゼは 2 -も しくは 3 -の 位置 に

1 つ だ け 結 合 し て い る も の し か 取 り 除 く こ と が で き な い が

[ 8 8 ]、 2 位 と 3 位の 両方 に アラ ビノ ース が 結合 して いる キ シ

ロピ ラノ シ ド残 基で も 2 位 を 残 して 3 位の ア ラ ビノ ース だ け

切断 する 酵 素も 存在 する [ 8 9 ]。前 者は m 2 , 3  α - L -ア ラビ ノフ ラ

ノシ ダー ゼ 、後 者 は d 3  α - L -アラ ビ ノフ ラノ シ ダー ゼと して 区

別さ れて い る [ 8 9 ]。こ の 2 種 類の 酵素 は混 合 する こと で活 性

に相 乗効 果 があ るこ とも 確 認さ れて いる [ 9 0 , 9 1 ]。  

 

第 7 節  エ ス テ ラ ー ゼ  

植 物 細 胞 壁 中 の 修 飾 さ れ た ヘ ミ セ ル ロ ー ス の 分 解 に は グ リ

コ シ ド 結 合 を 切 断 す る 加 水 分 解 酵 素 だ け で な く 、 エ ス テ ル 結

合 を 切 断 す る エ ス テ ラ ー ゼ も 必 要 不 可 欠 で あ る 。 こ れ ら の 酵

素は 、 C a r b o h y d r a t e  E s t e r a s e  として C E ファ ミリ ーに 分 類

さ れ て お り 、 キ シ ラ ン に 結 合 し て い る ア セ チ ル 基 を 取 り 除 く

アセ チル キ シラ ンエ ステ ラ ーゼ は C E ファ ミリ ー 1、4、5、6、

1 6 に属し て いる [ 9 2 - 9 5 ]。キ シ ラン のア セチ ル 基修 飾は 酵素 分

解 に 対 し て 抵 抗 を 与 え 、 ア セ チ ル キ シ ラ ン エ ス テ ラ ー ゼ で あ

る C E ファ ミ リ ー 4 の 実 験で は 、一 つの キ シロ ピ ラ ノシ ド 残
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基の 2 位も し く は 3 位 に一 つ だ けア セチ ル 基が 付い てい る 場

合 に お い て は そ の ア セ チ ル 基 を 取 り 除 く こ と が で き る が 、 2

位 、 3 位 の 両 方 が ア セ チ ル 基 で 修 飾 さ れ て い る 場 合 は 酵 素 が

働 く こ と が 出 来 な い こ と が 示 さ れ た [ 9 6 ]。 キ シ ロ ピ ラ ノ シ ド

残基 の 2 位の 位 置に メチ ル グル クロ ン酸 が 修飾 され てい る 場

合も 、そ の 3 位 の位 置に あ るア セチ ル基 を 取り 除く こと が 出

来な い [ 9 4 ,  9 7 ]。 しか し、 近年 T.  r e e s e i で 見つ か った C E 1 6

は 、 活 性 は 弱 い が 、 2 位 の 位 置 に メ チ ル グ ル ク ロ ン 酸 が 修 飾

され てい る キシ ロピ ラノ シ ド残 基の 3 位 にあ る アセ チル 基 を

脱 ア セ チ ル 化 す る こ と が で き る 唯 一 の 酵 素 だ と さ れ て い る

[ 9 5 ]。 こ の 酵 素 は さ ら に キ シ ラ ン 主 鎖 非 還 元 末 端 の キ シ ロ ピ

ラノ シド 残基 4 位の O に 結合 す るア セチ ル 基も 取り 除く こ と

がで きる [ 9 5 ,  9 8 ,  9 9 ]。こ の様 な複 雑な 構造 を とる ヘミ セル ロ

ー ス の 一 種 で あ る ア セ チ ル グ ル ク ロ ノ キ シ ラ ン に つ い て そ の

分 解 可 能 性 を 考 慮 す る と 、 少 な く と も キ シ ラ ナ ー ゼ 、 β -キ シ

ロ シ ダ ー ゼ 、 α -グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 、 ア セ チ ル キ シ ラ ン エ ス テ

ラ ー ゼ の 他 に も 非 還 元 末 端 の 脱 ア セ チ ル 化 を 行 う ア セ チ ル エ

ステ ラー ゼ が必 要で ある 。  

そ の 他 、 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン の 側 鎖 に 結 合 し て い る フ ェ ル ラ

酸 を 取 り 除 く に は フ ェ ル ラ 酸 エ ス テ ラ ー ゼ が 必 要 で あ る 。 こ

の 酵 素 は 分 類 が 難 し く 、 現 時 点 に お い て は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の

相同 性に よ り、タ イプ A から D の 4 つのグ ル ープ に 分け られ

てい る [ 1 0 0 ]。タ イプ A はリ パー ゼに よく 似 たア ミノ 酸配 列 を

持つ グル ー プで 、フ ェル ラ 酸 が 2 つ架 橋 して いる ジフ ェル ラ

酸を 遊離 す る能 力が あり 、タ イ プ B の 酵素 はア セチ ルキ シ ラ

ンエ ステ ラ ーゼ である C E 1 に類 似し た配 列 を持 つが 、ジ フェ

ルラ 酸の 放 出は 認め られ な い。タイプ C の 酵素 はク ロロ ゲ ン

酸 エ ス テ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 相 同 性 が 高 く 、 こ れ も ジ フ
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ェル ラ酸 は 取り 除く こと が 出来 ない 。タ イプ D はキ シラ ナ ー

ゼ に 似 た 配 列 を 持 っ て お り 、 ジ フ ェ ル ラ 酸 を 遊 離 す る 能 力 を

持 っ て い る 。 他 に も 、 R u m i n i c l o s t r i d i u m  t h e r m o c e l l u m の

C t X y n Z  ( M 2 2 6 3 4 ) や C t X y n Y  ( X 8 3 2 6 9 ) 、 R u m i n o c o c c u s  

f l a v e f a c i e n s の X y n E  ( A J 2 7 2 4 3 0 )など もフ ェ ルラ 酸エ ステ ラ

ーゼ に相 同 性が 高い が、 タ イプ A～ D とは 異な っ てお りエ ス

テラ ーゼ 活 性の 報告 も見 ら れな い [ 1 0 0 ]。この 様 に、植物 細 胞

壁 の 分 子 の 結 合 は グ リ コ シ ド 結 合 だ け で は な く 、 エ ス テ ル 結

合 の 側 鎖 も 数 多 く 含 ま れ て い る の で 、 エ ス テ ラ ー ゼ の 存 在 は

天 然 の バ イ オ マ ス 分 解 に お い て 、 非 常 に 重 要 な 役 割 を 果 た し

てい る。エス テ ラ ーゼ は他 にも C E 4 に属す る アセ チ ルガ ラク

ト グ ル コ マ ン ナ ン エ ス テ ラ ー ゼ や キ チ ン ・ ペ プ チ ド グ リ カ ン

N -デ アセ チラ ー ゼな ども 報 告さ れて いる [ 9 2 ]。  

 

第 8 節  C B M  

バ イ オ マ ス の 分 解 に つ い て の 研 究 は 酵 素 (触 媒 モ ジ ュ ー ル )

だ け に 限 ら れ な い 。 酵 素 の 働 き を 助 け る 糖 質 結 合 モ ジ ュ ー ル

で あ る C B M に つ い て も 様 々 な 報 告 が な さ れ て い る [ 1 0 1 ]。

C B M は 多 く の 糖 質 分 解 酵 素 の 中 に モ ジ ュ ー ル と し て 存 在 し

て い る こ と が 多 く 、 そ れ 自 体 に は 加 水 分 解 活 性 は な い が 、 触

媒 モ ジ ュ ー ル の 分 解 を 助 け る 働 き が あ り 、 非 常 に 多 様 性 の あ

るタ ンパ ク 質モ ジュ ール で ある 。2 0 1 7 年 7 月現在 では 、そ の

相同 性に よ る分 類に おい て 、8 1 もの ファ ミ リー が登 録さ れ て

い る  ( C A Z y :  c a r b o h y d r a t e - A c t i v e  e n Z Y m e s  D a t a b a s e ;  

h t t p : / / w w w. c a z y.  o r g )。 C B M は 各々 のタ ー ゲッ トと する 基

質 に 吸 着 す る 能 力 を 持 っ て い る 。 こ の 能 力 に よ る 触 媒 モ ジ ュ

ー ル の 分 解 活 性 促 進 効 果 は タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 効 果 と 呼 ば れ 、

触 媒 モ ジ ュ ー ル 単 体 で は 分 解 が 難 し い 疎 水 性 か つ 結 晶 性 多 糖

http://www.cazy/
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の 表 面 や 可 溶 性 多 糖 類 に も 物 理 的 に 近 づ く こ と が 出 き 、 そ の

酵 素 の 基 質 特 異 性 に 影 響 を 与 え る こ と で 分 解 効 率 を 著 し く 増

加 さ せ る こ と が で き る [ 1 0 2 ]。 C B M は 繊 維 性 結 晶 構 造 で あ る

基質 表面 に 介入 し 1 本の 糖鎖 を 可溶 化さ せ て分 解可 能な 状 態

にす る [ 1 0 3 ]と い う説 もあ り、こ れは C B M 3 3 がキ チン 表面 に

介 入 し 、 キ チ ナ ー ゼ の 基 質 へ の 接 触 力 を 向 上 さ せ た と い う 実

験結 果か ら 説明 され てい る [ 1 0 4 ]。し かし 、この 報 告に つい て

は後 に C B M 3 3 が L P M O の A A 1 0 であ るこ と が 報告 され た

[ 4 6 ]。現 在 発見 さ れて いる C B M の ほと んど は 、基 質 に吸 着す

る こ と で 同 じ タ ン パ ク 質 内 の 触 媒 モ ジ ュ ー ル が 物 理 的 に 近 接

する こと で 分解 活性 を増 加 させ ると 解釈 さ れて いる [ 1 0 5 ]。  

C B M は 、タ ン パ ク質 のフ ォ ール ディ ング の 構造 から 7 つ に

分け られ て いる が、 その ほ とん どが β - s a n d w i c h 構 造を とっ

てい る [ 1 0 6 ]。こ れら の分 類 はす べて アミ ノ 酸配 列の 相同 性 や

構 造 の み が 基 準 と な っ て お り 、 同 じ フ ァ ミ リ ー や 構 造 で あ っ

て も 標 的 と す る 基 質 や 機 能 が 異 な っ て い る こ と が あ る 。 そ れ

故、機能 面に つ い ては これ と は別 にタ イプ A から C の 3 つの

タイ プに 分 類さ れて いる [ 1 0 7 ]。タイプ A は 結晶 性多 糖の 表 面

に吸 着す る もの が分 類さ れ てお り、 C B M 3 や C B M 6 3 など が

これ にあ た る。 タイ プ A の C B M の 結合 面は 芳 香族 アミ ノ 酸

残基 を持 つ 平ら な構 造に な って おり 、ピ ラ ノー スの C H 基と

芳香 族環 の 間の C H /π結 合 によ り 結晶 性セ ル ロー スの 表面 に

直接 作用 す るこ とが でき る よう にな って い る [ 1 0 8 ]。タ イプ B

は多 糖の 糖 鎖の 間に 吸着 す るエ ンド タイ プ の C B M で 、基 質

が 結 合 す る 為 の ク レ フ ト (溝 )を 持 っ て お り 、 そ の ク レ フ ト に

は 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 と 親 水 性 の ア ミ ノ 酸 が 配 置 さ れ て い る こ と

で 糖 鎖 と 疎 水 性 、 親 水 性 結 合 を 介 し て 内 部 で 結 合 す る 。 タ イ

プ C は糖 鎖の 末 端に 吸着 す るエ キソ 型と し て分 類さ れて い る。



16 

 

これ らの C B M には 短い ク レフ トも しく は 穴の 様な 構造 が 見

られ 、こ の 部位 に糖 鎖の 末 端が 結合 する [ 1 0 7 ]。  

C B M に お い て 一 番 大 き な 効 果 が 期 待 さ れ る タ ー ゲ ッ テ ィ

ング 効果 は、C B M に つい た触 媒 モジ ュー ル を基 質表 面ま で 案

内 し 、 そ の 活 性 部 位 の 方 向 を 基 質 に 向 け る こ と で 分 解 活 性 を

上昇 する こ とが でき るこ と であ る。 これ ら は C B M を 人為 的

に 取 り 除 く と 、 不 溶 性 基 質 に 対 す る 活 性 が 著 し く 低 下 す る こ

と や [ 1 0 9 ]、 C B M を 付 加 し た 触 媒 ド メ イ ン の 基 質 の 分 解 活 性

が数 倍に な ると いっ た現 象 から 説明 され て いる [ 11 0 - 11 2 ]。  

近年 の研 究 では C B M の 基 質へ の 吸着 特異 性 を明 らか にす

る た め 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 で 標 識 す る 方 法 が よ く 使 用 さ れ て い

る [ 11 3 ]。蛍 光タ ンパ ク質 で の標 識 は C B M の 標的 基質 の特 定

に非 常に 便 利で あり 、こ れ を利 用し た R .  j o s u i の C B M 1 7 と

C B M 2 8 の標 的 基 質 の違 い が 報 告 さ れて い る [ 11 4 ]。 さら に 、

緑色 蛍光 タ ンパ ク質 やシ ア ン蛍 光タ ンパ ク 質、F I T C とい っ た

蛍光 標識 と 融合 させ た C B M は 、植 物細 胞 壁や 不溶 性多 糖 類

の分 子プ ロ ーブ とし ても 利 用可 能で あり 、C B M 研究 だけ で な

く幅 広い 研 究分 野で の応 用 が期 待さ れて い る [ 11 5 ,  11 6 ]。  

 

第 9 節  セ ル ロ ソ ー ム  

現在 、工 業 利用 され てい る セル ラー ゼ製 剤 は Tr i c h o d e r m a

属 由 来 の も の が 圧 倒 的 に 多 い が 、 細 菌 類 が 持 つ バ イ オ マ ス 分

解 酵 素 に つ い て も 多 く の 研 究 が 進 め ら れ て い る 。 例 え ば 、

T h e r m o b i f i d a  f u s c a 、 T h e r m o m o n o s p o r a  c u r v a t a 、

C e l l u l o m o n a s  f i m i のよ う な放 線 菌 [ 11 7 - 11 9 ]や 枯 草菌 [ 4 9 ]、

嫌 気 性 の C l o s t r i d i u m 属 細 菌 [ 1 2 0 ]な ど が セ ル ラ ー ゼ を 分 泌

する 生物 と して 確認 され て いる [ 1 2 1 ]。  

細 菌 の 中 で も 嫌 気 性 細 菌 の セ ル ラ ー ゼ 系 と し て 特 に 興 味 深
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いこ とは 、特異 性 の異 なる 様 々な 糖質 分解 酵 素が 複合 体 (セ ル

ロソ ーム )を形 成 する 事で あ る  (図 1 - 2 )  [ 1 2 2 - 1 2 7 ]。 セル ロ ソ

ー ム の 存 在 は 1 9 8 0 年 代 に 初 め て R u m i n i c l o s t r i d i u m  

t h e r m o c e l l u m  ( 旧 C l o s t r i d i u m  t h e r m o c e l l u m ) で 確 認 さ れ

[ 1 2 8 - 1 3 3 ]、その 後、セル ロ ソー ム関 連遺 伝 子の クロ ーニ ン グ

や 、 セ ル ロ ソ ー ム を 生 産 す る 細 菌 類 の ゲ ノ ム 配 列 、 セ ル ロ ソ

ー ム 構 成 成 分 の 構 造 や 機 能 の 解 析 が 進 め ら れ て き た

[ 1 3 4 , 1 3 5 ]。な お 、 R .  t h e r m o c e l l u m の他 、いく つ かの セル ロ

ー ス 分 解 性 嫌 気 性 細 菌 が C l o s t r i d i u m 属 か ら

R u m i n i c l o s t r i d i u m 属に 再 分類 さ れて おり [ 1 3 6 ]、本論 文で の

細菌 名も そ れに 従っ た。 R .  t h e r m o c e l l u m の 様 々 な酵 素の 研

究 を 通 し て 、 こ れ ら の セ ル ロ ソ ー ム 酵 素 の タ ン パ ク 質 の 主 に

C 末 端側 に特 徴 的な およ そ 2 2 アミ ノ酸 残 基が 反復 して コ ー

ドさ れて い るも のが 多く 確 認さ れて おり [ 1 3 7 - 1 4 0 ]、それ は 真

核生 物に 見 られ るカ ルシ ウ ム結 合タ ンパ ク 質で ある E F - h a n d

モ チ ー フ に 類 似 し て い た [ 1 4 1 ] 。 そ の 後 の 研 究 で R .  

t h e r m o c e l l u m か ら 2 1 0  k D a の触 媒活 性を も たな いセ ルロ ソ

ー ム 関 連 サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 が 報 告

され た [ 1 4 2 ]。ま た、C l o s t r i d i u m  c e l l u l o v o r a n s で も類 似し た

サブ ユニ ッ トが 発見 され て いた [ 1 4 3 ]。その 後、こ の触 媒と し

て機 能し な い 2 1 0  k D a のタ ンパ ク 質に は約 1 5 0 の アミ ノ酸 か

らな る保 存 され た配 列 が 9 回 繰 り返 しで 存 在し てお り、 触 媒

サ ブ ユニ ッ ト に 存 在 する 7 0 ア ミ ノ 酸残 基 の モ ジ ュ ール と 特

異的 に強 く 結合 する こと が 報告 され た [ 1 3 8 ]。触 媒サ ブユ ニ ッ

ト 中 の約 7 0 ア ミ ノ 酸残 基 の カ ル シ ウム 結 合 ル ー プ 構造 は ド

ック リン 、 1 5 0 アミ ノ酸 残 基の 繰り 返し モ ジュ ール はコ ヘ シ

ン 、そ して コ ヘ シン を含 む 2 1 0  k D a タンパ ク 質は 骨格 タン パ

ク質 (ス キ ャフ ォ ール ディ ン 、C i p A )と名 付 けら れ た [ 1 4 4 ]。現
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在で は C i p A に 含ま れる コ ヘシ ンと 触媒 サ ブユ ニッ ト中 の ド

ッ ク リ ン が 結 合 し 、 大 き な セ ル ラ ー ゼ の 複 合 体 で あ る セ ル ロ

ソー ムを 形 成す るこ とが よ く知 られ てい る。R .  t h e r m o c e l l u m

の骨 格タ ン パク 質に は 9 つ のコ ヘシ ンン の 他に も C B M が含

ま れ て お り 、 基 質 へ の 特 異 的 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 機 能 を 担 っ て

いる [ 1 4 5 ]。さ ら に C 末 端側 には ドッ クリ ン モジ ュー ルが 含 ま

れて いる が [ 1 3 8 ]、こ れ は酵 素中 の ドッ クリ ン とは 結合 特異 性

の 異 な る タ イ プ の も の で あ り 細 胞 表 層 に 局 在 す る 別 の 骨 格 タ

ンパ ク質 ( O l p B およ び S d b A )と 結合 する 。 また 、こ れら の 細

胞 表 層 骨 格 タ ン パ ク 質 の C 末 端 に は S - L a y e r  h o m o l o g y  

( S L H )モ ジ ュ ー ル が あ り 、 細 菌 の 細 胞 壁 成 分 に 特 異 的 に 結 合

する [ 1 4 6 - 1 4 9 ]。 酵素と C i p A を 繋 ぐコ ヘシ ン とド ック リン は

タイプ I に分 類 され 、C i p A と細 胞表 層骨 格 タン パク 質を 繋 ぐ

コヘ シン と ドッ クリ ンは タ イプ I I に分類 さ れて い る。こ れら

の成 分は そ の機 能から 3 つの 役 割を 果た し てい る。① C i p A 中

の 9 つの コヘ シ ンに 多様 な 糖質 分解 酵素 を 結合 させ 、酵 素 の

複合 体で あ るセ ルロ ソー ム を形 成す る。 ② C i p A の C -末端 側

にあ るタ イプ I I ドッ クリ ンを O l p B など の細 胞 表 層骨 格タ ン

パク 質の タ イプ I I コヘシ ン に繋 ぎ 合わ せ 、細 菌の 細 胞表 層に

セ ル ロ ソ ー ム を 固 定 す る 。 ③ 細 胞 表 層 に 固 定 さ れ た セ ル ロ ソ

ー ム の タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 機 能 で セ ル ロ ー ス 系 基 質 へ 細 胞 全 体

を固 定化 す る [ 1 3 3 ]。 R .  t h e r m o c e l l u m の骨 格タ ン パク 質を コ

ー ド し て い る 遺 伝 子 は ク ラ ス タ ー 化 さ れ て お り 、 骨 格 タ ン パ

クを コー ド する 遺伝 子 が 4 種 類 並ん でい る が、 触媒 モジ ュ ー

ル を 含 む セ ル ロ ソ ー ム コ ン ポ ー ネ ン ト の 酵 素 群 は 染 色 体 上 に

散 ら ば っ て お り 、 大 き な ク ラ ス タ ー に は な っ て い な い [ 1 4 6 ,  

1 5 0 ]。 R .  t h e r m o c e l l u m のセ ル ロ ソー ムシ ス テム には 異な る

3 種類の 細 胞表 層 骨格 タン パ ク質 遺伝 子が 存 在し 、タイプ I の
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コヘ シン を 1 つ しか 持っ て いな いも の ( O l p A )の 他、タ イプ I I

コヘ シン を 2 つ 持つ もの ( S d b A )、７つ 持つ も の ( O l p B )が あ り、

そ の コ ヘ シ ン の 数 だ け タ イ プ I I ド ッ ク リ ン を 持 っ た 骨 格 タ

ンパ ク質 を 結合 する こと が 出来 る [ 1 4 7 ,  1 4 9 ,  1 5 1 ]。 この 仕 組

みに より 、タ イ プ I I コヘ シン が 7 つある 細 胞表 層 骨格 タン パ

ク質 では 1 つ の 複合 体に つ き最 大で 6 3 個の 異な る触 媒サ ブ

ユ ニ ッ ト を 細 胞 表 層 に 配 置 す る こ と が で き る 。 そ し て さ ら に

興味 深い こ とに、タイプ I のコ ヘ シン -ド ッ クリ ン 相互 作用 は

セ ル ロ ソ ー ム を 生 成 す る 他 種 の 細 菌 の も の と も 親 和 性 が あ る

もの も存 在 して おり 、異 種間 で あっ ても タ イプ I  ド ック リン

を 持 つ バ イ オ マ ス 分 解 酵 素 の 複 合 体 を 形 成 す る こ と が で き 、

天 然 に お い て は 状 況 に 応 じ て そ の 性 質 を 柔 軟 に 変 え る こ と が

で き る 。 し か し 、 多 く の 場 合 コ ヘ シ ン と ド ッ ク リ ン の 相 互 作

用 に は 種 特 異 性 が あ り 、 そ の 特 異 性 を 利 用 し た セ ル ロ ソ ー ム

の研 究も 進 めら れて いる [ 1 5 2 - 1 5 5 ]。  

また 、セ ル ロソ ーム を生 成 する 細菌は R .  t h e r m o c e l l u m だ

け で は な い 。 セ ル ロ ソ ー ム を 生 成 す る 細 菌 は 今 ま で に 、 C .  

c e l l u l o v o r a n s [ 1 5 6 - 1 5 9 ]、R u m i n i - c l o s t r i d i u m  c e l l u l o l y t i c u m  

[ 1 6 0 - 1 6 4 ]、 R u m i n i c l o s t r i d i u m  p a p y r o s o l v e n s [ 1 6 5 - 1 6 7 ]、そ

して 当研 究 室で は R u m i n i c l o s t r i d i u m  j o s u i  [ 1 6 8 ,  1 6 9 ]が見

つか って い る。 これ らの 細 菌で も R .  t h e r m o c e l l u m とよ く 似

た 骨 格 タ ン パ ク 質 が 発 見 さ れ て お り 、 ド ッ ク リ ン モ ジ ュ ー ル

を 持 つ 酵 素 も 多 く 見 つ か っ て い る 。 し か し 、 こ れ ら の 中 温 性

嫌気 性細 菌 が持 つセ ルロ ソ ーム では R .  t h e r m o c e l l u m とは 異

な り 、 タ イ プ I I の ド ッ ク リ ン を 持 っ て い な い 。 R .  

t h e r m o c e l l u m で は 骨 格 タ ン パ ク 質 と 細 胞 表 層 骨 格 タ ン パ ク

質 の 遺 伝 子 が ク ラ ス タ ー と し て 存 在 し て い る の に 対 し 、 後 者

の R u m i n i c l o s t r i d i u m 属 の セル ロ ソー ム遺 伝 子は 、骨 格タ ン
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パク 質遺 伝 子を 筆頭 にフ ァ ミリ ー 9 や 5、 4 8 な どの 糖質 分 解

酵素 がク ラ スタ ーを 形成 し てい る [ 1 7 0 ,  1 7 1 ]。セ ルロ ソー ム 構

成 成 分 に つ い て は 他 の 細 菌 で も 様 々 な 報 告 が な さ れ て い る 。

A c e t i v i b r i o  c e l l u l o l y t i c u s  や B a c t e r o i d e s  c e l l u l o s o l v e n s で

も セ ル ロ ソ ー ム が 発 見 さ れ て お り 、 興 味 深 い こ と に こ れ ら の

種 は 細 胞 表 層 骨 格 タ ン パ ク 質 を 生 成 し 、 細 胞 表 層 に セ ル ロ ソ

ーム を固 定 する 機構 を有 し てい る。  

A .  c e l l u l o l y t i c u s の 生産 す る骨 格 タン パク 質 には 、タ イプ

I コヘシ ン 、 C B M、タイ プ I ド ッ クリ ンお よ びタ イプ I I コ ヘ

シン が存 在 して いる  [ 1 7 2 ,  1 7 3 ]。骨 格タ ン パク 質は 全部 で 4

種類 あり 、それ ぞれ S c a A、S c a B、S c a C、S c a D と 名付 けら れ

てお り、S c a A に は７ つの タ イプ I コヘシ ンと 1 つ のタ イプ I I

ドッ ク リ ン 、 1 つの C B M、 そし て１ つの G H 9 が 含ま れて い

る 。 骨 格 タ ン パ ク 質 に 触 媒 モ ジ ュ ー ル が 含 ま れ て い る こ と も

大 変 め ず ら し い 構 造 で は あ る が 、 特 筆 す べ き は ア ダ プ タ ー 骨

格タ ンパ ク 質と して の S c a B で ある 。 S c a B に は タイ プ I I コ

ヘシ ン が 4 つ 含 まれ てい る ほか 、タ イ プ I ド ッ クリ ン も 1 つ

含ま れて い る。こ れは 細胞 表 層に 結合 す る S L H を 持っ た S c a C

のタ イプ I コ ヘ シン に結 合 する こと で、 骨 格タ ンパ ク質 に 骨

格 タ ン パ ク 質 を 結 合 さ せ る ア ダ プ タ ー の 様 な 働 き を し て い る 。

S c a A は 1 つの 触 媒モ ジュ ー ルと 7 つのタ イプ I コヘ シン の

他タ イプ I I の ド ック リン が １つ あり 、そ れが S c a B のタ イ プ

I I コ ヘシ ンに 結 合、 S c a B に は 4 つの タイ プ I I コ ヘシ ン と 1

つの タイ プ I ド ック リン が あり S c a C のタ イプ I コヘ シン に

結合 、 S c a C に は タイ プ I コ ヘ シ ン が 3 つあ り、 S L H によ り

細胞 表層 に 結合 して いる 。 以上 の事 から A .  c e l l u l o l y t i c u s の

セ ル ロソ ー ム シ ス テ ムで は 触 媒 酵 素 を全 部 で 9 6 個 細 胞 表層

に結 合さ せ るこ とが でき る [ 1 7 4 ]。 R .  t h e r m o c e l l u m のセ ルロ
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ソ ー ム シ ス テ ム で は 細 胞 表 層 に 結 合 で き る 酵 素 の 数 は 最 高 で

6 3 個なの で A .  c e l l u l o l y t i c u s では その 1 . 5 倍 の数 に及 ぶ。ま

た A .  c e l l u l o l y t i c u s は アダ プタ ー 構造 をと ら ない S c a D も あ

る 。 こ の よ う な 、 ア ダ プ タ ー 骨 格 タ ン パ ク 質 の 発 見 は 既 存 の

セル ロソ ー ムシ ステ ムの コ ンセ プト に大 き な衝 撃を 与え た 。  

B .  c e l l u l o s o l v e n s では A .  c e l l u l o l y t i c u s の セル ロ ソー ムシ

ス テ ム よ り さ ら に 多 く の 触 媒 モ ジ ュ ー ル を 細 胞 表 層 に 結 合 さ

せる こと が でき ると 報告 さ れて いる [ 1 7 5 ]。 B .  c e l l u l o s o l v e n s

セ ル ロ ソ ー ム シ ス テ ム は い た っ て 単 純 で 、 骨 格 タ ン パ ク 質 の

遺伝 子ク ラ スタ ーの 配列 か ら は 2 つの 遺 伝子 しか 同定 され な

かっ た。 し かし 、こ の 2 つの 骨 格タ ンパ ク 質に はそ れぞ れ コ

ヘシ ン が 1 0 個 と 11 個含 ま れて おり 、こ れ らは タイ プ I とタ

イプ I I の コヘ シ ン -ドッ ク リン 相 互作 用で 結 合し 、細 胞表 層

に最 高 で 11 0 個 の異 なる 触 媒モ ジュ ール を 結合 する こと が 明

ら か に さ れ て い る 。 加 え て 、 興 味 深 い こ と に 、 こ れ ら の 骨 格

タ ン パ ク 質 は 既 存 の セ ル ロ ソ ー ム シ ス テ ム と は コ ヘ シ ン の タ

イプ I と タイ プ I I が逆に な って お り 、細 胞表 層 骨 格タ ンパ ク

質側 にタ イ プ 1 コヘ シン が あり 、一 次骨 格 タン パク 質側 に タ

イプ I I コ ヘシ ン が含 まれ て いる 。これ らの セ ルロ ソー ムシ ス

テ ム の 多 様 性 は 一 見 同 じ よ う な 構 造 を と っ て い る が 、 進 化 の

過 程 に お い て 自 然 界 で 混 合 さ れ た 遺 伝 子 群 の 中 か ら 最 適 な 能

力を 獲得 し よう とし た結 果 がう かが える [ 1 7 6 ]。  

い ま ま で 発 見 さ れ て い る セ ル ロ ソ ー ム シ ス テ ム で も っ と も

多 く の 触 媒 サ ブ ユ ニ ッ ト を 結 合 す る こ と が で き る の は

R u m i n i c l o s t r i d i u m  c l a r i f l a v u m であ る 。こ の嫌 気 性細 菌の セ

ルロ ソー ム シス テム はコ ヘ シン が一 次骨 格 タン パク 質 に 8 つ 、

アダ プタ ー 骨格 タン パク 質 に 5 つ、 細胞 表 層骨 格タ ンパ ク 質

に 4 つ存 在し て いる ので 、計 算 上合計 1 6 0 個 も のド ック リ ン
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を 持 つ 触 媒 サ ブ ユ ニ ッ ト を 複 合 体 に 取 り 込 む こ と が で き る

[ 1 7 7 ]。  

セ ル ロ ソ ー ム シ ス テ ム の 多 様 性 は こ れ だ け で は な く 、 草 食

動 物 の ル ー メ ン (第 一 胃 )や 人 間 の 胃 の 中 に も 存 在 す る 細 菌 か

ら も 見 つ か っ て い る [ 1 7 8 , 1 7 9 ]。 R u m i n o c o c c u s  f l a v e f a c i e n s

は ル ー メ ン 中 で セ ル ロ ー ス を 分 解 す る 細 菌 と し て 知 ら れ 、 そ

のセ ルラ ー ゼも 多数 知ら れ てい たが 、R .  f l a v e f a c i e n s  1 7 株 が

生 成 す る セ ル ラ ー ゼ に は ド ッ ク リ ン に 類 似 し た モ ジ ュ ー ル が

含ま れる 事 が報 告さ れた [ 1 8 0 ]。その 後、コ ヘシ ンが 含ま れ る

骨格 タン パ ク質 S c a A と S c a B が 発見 され 、ま た新 たな セル ロ

ソー ムシ ス テム の多 様性 が 報告 され た [ 1 8 1 ]。R .  f l a v e f a c i e n s

は 2 つ の 異 る 株 が 存 在 す る こ と が 知 ら れ て お り 、 R .  

f l a v e f a c i e n s  F D - 1 株  の ゲノ ム 情 報か ら骨 格 タン パク 質の 遺

伝子 クラ ス ター が見 つか っ た [ 1 8 2 ]。 R .  f l a v e f a c i e n s  1 7 株の

セル ロソ ー ムは その 遺伝 子 クラ スタ ーの シ ーケ ンス か ら 4 つ

の 異 な る コ ヘ シ ン -ド ッ ク リ ン 相 互 作 用 の 特 異 性 が 見 つ か っ

てお り、骨格 タン パク 質も S c a A、S c a B に加 え S c a C、S c a E、

C t t A が見 つ かっ た。X d o c を 持っ た S c a B と C t t A は細 胞表 層

に ソ ー タ ー ゼ を 媒 介 と し た 相 互 作 用 に よ り ア ン カ リ ン グ し て

いる S c a E の コヘ シン に結 合 し、7 つの コヘ シ ンを 持っ た S c a B

には S c a A のド ック リン が 結合 する [ 1 8 3 ]。 S c a A には 3 つ の

コ ヘ シ ン が あ り 、 ド ッ ク リ ン を 持 つ 様 々 な 酵 素 が 結 合 す る

[ 1 8 4 ,  1 8 5 ]。 4 つ 目の 骨格 タ ンパ ク質の S c a C の ド ック リン も

また S c a A のコ ヘ シン に結 合 する が、S c a C は コヘ シン モジ ュ

ール を 1 つし か 持た ない 小 さな 骨格 タン パ ク質 であ る。 し か

し、S c a C の コヘ シンと S c a A の コ ヘシ ンは 特 異性 が異 なっ た

タイ プで あ り、 S c a A に S c a C が結 合す ると 、特 異 性の 異な る

別 の ド ッ ク リ ン を 持 っ た 酵 素 、 例 え ば 別 種 の 細 菌 が 生 成 し た
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酵 素 な ど も 結 合 で き る よ う に な る [ 1 8 6 ]。 R .  f l a v e f a c i e n s の

S c a A や S c a B に は C l o s t r i d i u m 属の 骨格 タ ンパ ク質 に含 ま れ

る C B M 3 は 見当 たら なか っ たが 、骨 格タ ンパ ク 質の 遺伝 子 ク

ラス ター に コー ドさ れて い る 5 つ目 のタ ン パク 質 C t t A が ２

つの 分類 が 不明 な C B M を持 っ てい る こ と もわ かっ てい る 。

C t t A も 細胞 表層 にア ンカ リ ング して いる S c a E の コヘ シン に

結 合 す る の で 、 お そ ら く 細 胞 表 層 に 集 め た 酵 素 を 基 質 に 近 づ

け る 働 き を 担 っ て い る と 推 測 さ れ る [ 1 8 7 ]。 R .  f l a v e f a c i e n s  

F D - 1 株 の セル ロ ソー ムシ ス テム は 1 7 株と 一見 似 てい るよ う

に み え る が 、 異 な っ た 点 が 多 く み ら れ る 。 両 者 の 骨 格 タ ン パ

ク 質 の 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー は ほ ぼ 同 じ よ う に 並 ん で い る に も 関

わら ず F D - 1 株 で は S c a B のコ ヘ シ ンが S c a A タ イ プ のも のと

S c a B タ イプ の も のが 両方 存 在し てお り、 S c a C は S c a A だけ

で な く S c a B と も 結 合 す る こ と が 可 能 で あ る [ 1 8 8 ] 。

R u m i n o c o c c u s 属 では 他に も R .  a l b u s が セル ロ ー ス分 解菌 と

し て 知 ら れ て お り 、 そ の 細 胞 表 層 に は 非 常 に 大 き な 分 子 量 の

タ ン パ ク 質 が 吸 着 し て い る こ と が 確 認 さ れ て い た が [ 1 8 9 ,  

1 9 0 ]、2 0 0 0 年に は当 研究 室 でそ れが セル ロ ソー ムで ある と 報

告さ れた [ 1 9 6 ,  1 9 7 ]。  

セ ル ロ ソ ー ム を 形 成 す る の は 細 菌 だ け で は な い 。 消 化 管 内

の真 菌類 で も 1 9 9 2 年 に酵 素の 複 合体 が発 見 され てお り、 細

菌類 の類 似 する 構造 と比 較 実験 が行 われ て いる [ 1 9 3 ]。それ ら

はモ ジュ ー ル構 造や コヘ シ ン -ド ック リン 相 互作 用、骨 格タ ン

パ ク 質 に 相 当 す る も の が あ る と 信 じ ら れ て い る が 、 い ま だ に

これ らに つ いて の議 論が 続 いて いる [ 1 9 4 ]。真 菌 類で はド ッ ク

リ ン モ ジ ュ ー ル は 触 媒 酵 素 に 連 な っ て い る が 、 細 菌 類 の ド ッ

ク リ ン が 触 媒 サ ブ ユ ニ ッ ト 内 に シ ン グ ル コ ピ ー と し て 存 在 し

てい るの に 対し 、 N 末端 側と C 末端 側両 方 にタ ンデ ムリ ピ ー



24 

 

トで 存在 し てい る [ 1 9 5 ]。加 え て 、真菌 類 のセ ル ロソ ーム は 1  

M D a を 超え てい ると いう 報 告や [ 1 9 6 ]、3 3 4  k D a  [ 1 9 7 ]の もの 、

8 0  M D a の もの も ある との 報 告も され てい る [ 1 9 8 ]。こ れら は

細 菌 類 の コ ヘ シ ン の 数 の 多 様 性 を 考 え る と 、 十 分 類 似 し て い

る 点 と し て 納 得 で き る 。 初 め て 真 菌 類 の コ ヘ シ ン が 見 つ か っ

たの は 2 0 年以 上 も前 の事 だ が [ 1 9 4 ]、 当時 こ れら を実 証す る

た め の 有 力 な 証 拠 は 得 ら れ な か っ た 。 こ れ ま で の 報 告 で は 、

コ ヘ シ ン と 予 想 さ れ る タ ン パ ク 質 が N e o c a l l i m a s t i x  

p a t r i c i a r u m  J 11  [ 1 9 9 ]、P i r o m y c e s  e q u i  [ 2 0 0 ]、O r p i n o m y c e s  

s p .  P C - 2 株  [ 2 0 1 ]な どの 真 菌類 で、 E L I S A 法 [ 2 0 0 ]や リコ ン

ビ ナ ン ト の ド ッ ク リ ン を 利 用 し た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト で の ア

プロ ーチ [ 1 9 5 ,  1 9 9 - 2 0 1 ]で 発 見さ れて いる 。そし て 興味 深い こ

と に 、 マ ス ス ペ ク ト ル を 用 い て こ れ ら の コ ヘ シ ン と 予 想 さ れ

る タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 し 、 相 同 性 検 索 を 実 施 し

た結 果 、す でに 分 類が 完了 し てい る G H 4 8 や G H 3 の酵 素と 同

一で ある と 報告 され た [ 1 9 9 ,  2 0 0 ]。この 結 果は、触 媒能 力を 持

た な い 非 常 に 大 き な 骨 格 タ ン パ ク 質 を セ ル ロ ソ ー ム 形 成 の た

め に 発 現 し な け れ ば な ら な い 細 菌 類 の シ ス テ ム と 違 い 、 真 菌

類 は 骨 格 タ ン パ ク 質 に も 触 媒 活 性 を 持 た せ る こ と で 、 タ ン パ

ク 質 発 現 の 無 駄 を 少 し で も 省 き 、 効 率 よ く バ イ オ マ ス を 分 解

する 戦略 を とっ てい る事 を 示唆 して いる 。  

8 0 年 代 に セ ル ロ ソ ー ム シ ス テ ム の コ ン セ プ ト が 発 表 さ れ

て以 来、次 々に その シス テ ムが 解明 され て いき 、2 0 0 0 年に 入

る と 次 世 代 シ ー ケ ン サ ー の 導 入 に よ り 、 ゲ ノ ム 配 列 の 探 索 が

より 迅速 に 容易 にな り、C l o s t r i d i u m 属細 菌 だけ で なく、多 く

の 細 菌 で 非 常 に 多 様 な セ ル ロ ソ ー ム シ ス テ ム が 次 々 に 同 定 さ

れ て い る 。 今 や セ ル ロ ソ ー ム の 研 究 分 野 は セ ル ロ ソ ー ム か ら

セル ロソ ミ クス の時 代に 突 入し てい る [ 2 0 2 ]。  
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セル ロソ ー ムが 初め て発 見 され てか ら 1 0 年後 の 1 9 9 4 年、

セル ロソ ー ムを 人工 的に 組 換え る技 術が イ スラ エル の B a y e r

らに よっ て 提唱 され た [ 1 4 4 ]。そ れは デザ イ ナー ズセ ルロ ソ ー

ム と 呼 ば れ 、 結 合 特 性 の 異 な る コ ヘ シ ン を 含 む キ メ ラ 骨 格 タ

ン パ ク 質 と そ れ に 対 応 す る ド ッ ク リ ン を 持 つ キ メ ラ 酵 素 を 用

い て 、 狙 い 通 り の 組 合 せ で 複 合 体 を 形 成 し 、 人 工 の セ ル ロ ソ

ーム を使 用 した 様々 な実 験 が行 われ た [ 1 2 3 ,  2 0 3 - 2 0 6 ]。これ ら

の 人 工 セ ル ロ ソ ー ム を 用 い た 研 究 に お い て も 、 セ ル ロ ソ ー ム

シ ス テ ム が 持 つ 様 々 な 仕 組 み や 構 造 が 新 た に 発 見 さ れ て い る 。

コヘ シン の 数が 1 つや 2 つの 小 さな 骨 格 タ ンパ ク質 と様 々 な

分 解 活 性 や 基 質 特 異 性 を 持 つ 酵 素 を 複 合 体 に し て 、 そ れ ら の

酵素 の相 乗 効果 や C B M のタ ー ゲッ ティ ン グ効 果の 優位 性 な

ど が 調 べ ら れ た 。 そ し て 酵 素 は 遊 離 状 態 で 混 合 す る よ り も 、

複 合 体 を 形 成 し た 方 が 高 い 分 解 活 性 を 持 つ こ と が 実 証 さ れ た

[ 2 0 7 - 2 0 9 ]。相乗 効果 には 他 にも 近接 効果 が 知ら れて おり 、複

合 体 を 形 成 す る こ と で 酵 素 間 の 距 離 が 近 く な り 、 基 質 の 分 解

活性 が高 く なる こと が報 告 され てい る [ 2 0 9 ]。遺 伝子 組換 え 技

術 を 利 用 す れ ば 、 任 意 の 酵 素 に ド ッ ク リ ン を 付 加 す る こ と に

よ り 、 複 合 体 を 形 成 さ せ る こ と も 可 能 と な る 。 細 胞 内 酵 素 で

ある β -グ ルコ シ ダー ゼに ド ック リン を付 加 し、 エン ドグ ル カ

ナ ー ゼ と の 組 合 せ を 利 用 し た 人 工 セ ル ロ ー ム の 活 性 を 測 定 し

た 結 果 で は 、 β -グ ル コ シ ダ ー ゼ は セ ル ロ ー ス な ど の 基 質 を 分

解 す る 際 に 、 エ ン ド グ ル カ ナ ー ゼ の 近 く に 存 在 し て い る 方 が

セ ロ ビ オ ー ス か ら グ ル コ ー ス を 生 成 す る 活 性 が 高 ま る こ と が

報告 され た [ 2 0 6 ]。こ の 結果 にお い ても 近接 効 果が 確認 され て

い る 。 人 工 セ ル ロ ソ ー ム を 利 用 す る と 、 セ ル ロ ソ ー ム を 形 成

し な い 細 菌 で も セ ル ロ ソ ー ム を 形 成 さ せ る こ と が で き 、 遊 離

状 態 と 複 合 体 形 成 時 の 酵 素 活 性 の 比 較 に 役 立 っ て い る [ 1 0 9 ,  
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2 0 8 ]。 そ の 他 、 立 体 構 造 や 機 能 の 研 究 で は 、 各 モ ジ ュ ー ル を

繋 ぐ リ ン カ ー は 立 体 構 造 が 崩 れ る の を 防 ぎ 、 柔 軟 に 働 け る よ

うに なっ て いる とい う報 告 があ る [ 2 1 0 , 2 11 ]。人 工的 に生 成 し

た ミ ニ セ ル ロ ソ ー ム は コ ヘ シ ン の 数 が 多 く な い と い う デ メ リ

ット もあ っ たが 、最 近の 研 究で は a d a p t o r  s c a f f o l d i n の 構造

を 応 用 し 、 ミ ニ セ ル ロ ソ ー ム に ミ ニ セ ル ロ ソ ー ム を 結 合 す る

形 で 、 コ ヘ シ ン の 数 を 増 や し 、 コ ン ポ ー ネ ン ト の 組 合 せ を 増

やし てい る [ 2 0 8 ]。し か しデ ザイ ナ ーセ ルロ ソ ーム を使 用し た

実験 では 小 麦わ らの 分解 活 性が 、天然 のセ ル ロ ソ ームの 7 0％

にと どま っ てお り、まだ ま だ改 善の 余地 が 多い [ 1 9 3 ]。にも か

か わ ら ず 、 天 然 の セ ル ロ ソ ー ム と は 違 い 、 コ ン ポ ー ネ ン ト の

相 互 作 用 の コ ン ト ロ ー ル が 容 易 で 確 実 な こ と か ら 、 こ れ ら の

シ ス テ ム や 機 能 、 構 造 を 解 明 す る た め の 優 れ た ツ ー ル と な っ

てい る。  

 

第 1 0 節  本 研 究 に つ いて  

上 述 の 様 に 、 セ ル ラ ー ゼ を 取 り 巻 く 研 究 は 長 年 に わ た り 実

に 多 く の 分 野 で 行 わ れ て お り 、 そ の 進 歩 は 著 し い 。 糖 質 分 解

に 関 わ る 様 々 な 酵 素 や 生 物 種 も 次 々 に 発 見 さ れ て お り 、 多 く

の 機 能 が 明 ら か と な っ て き て い る 。 し か し な が ら 、 植 物 細 胞

壁 の 多 様 性 、 複 雑 さ は 非 常 に 奥 深 く 、 ま た 自 然 界 に お い て の

そ の 分 解 シ ス テ ム も 同 じ よ う に 複 雑 で 多 様 性 に 富 ん で い る の

で 、 ま だ 分 か ら な い こ と は 山 積 み の 状 態 で あ る 。 当 研 究 室 で

は 1 9 9 0 年 に タイ の堆 肥か ら R .  j o s u i を単 離し て 以 来、 この

バ ク テ リ ア の バ イ オ マ ス 分 解 シ ス テ ム に つ い て 様 々 な 研 究 を

行っ てき た 。  

こ れ ま で の セ ル ロ ソ ー ム に 関 す る 研 究 で は 、 小 型 の キ メ ラ

骨 格 タ ン パ ク 質 を 用 い て 、 人 工 的 に 小 さ な セ ル ロ ソ ー ム を 作
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製 す る こ と で 、 酵 素 活 性 の 相 乗 効 果 や 、 酵 素 同 士 が 近 接 す る

こと によ り 活性 が高 まる 近 接効 果、C B M によ る 標的 基質 へ の

タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 効 果 な ど が 報 告 さ れ て い る 。 し か し 、 骨 格

タン パク 質 の全 長を 用い た セル ロソ ーム の 研究 例は 少な い 。  

本研 究に お いて は、 R .  j o s u i の R j C i p A の全 長 を 大腸 菌の

発 現 系 で 発 現 さ せ る こ と に 成 功 し た 。 ま た 、 セ ル ロ ソ ー ム の

構成 成分 で ある セル ラー ゼ R j C e l 5 B、キ シ ラナ ー ゼ R j X y n 1 0 C

お よ び ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ダ ー ゼ R j A x h 4 3 B

を 発 現 さ せ 、 バ イ オ マ ス の 分 解 活 性 や 相 乗 効 果 に つ い て 検 討

した 。また 、R .  j o s u i の 骨格 タン パ ク質 R j C i p A は フ ァミ リー

3 の糖 質結 合モ ジュ ール  ( C B M 3 )と 6 つ の コヘ シ ンか ら構 成

され てい る ので 、R j C i p A と 触媒 サ ブユ ニッ ト の比 率を 変え て

複合 体を 形 成さ せる こと に より 、酵素 間の 近 接効 果 や C B M の

ター ゲッ テ ィン グ効 果に つ いて も検 討し た 。  

R j C e l 5 B は セル ロー スに は 活性 を示 した が 、ヘ ミセ ルロ ー

スに は全 く 活性 を示 さな か った 。また 、R j X y n 1 0 C はキ シラ ン

に 活 性 を 示 し た が セ ル ロ ー ス に は 活 性 を 示 さ な か っ た 。

R j A x h 4 3 B は ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン か ら ア ラ ビ ノ フ ラ ノ ー ス を 遊

離 す る 酵 素 で あ り 、 キ シ ラ ン 主 鎖 の キ シ ロ ピ ラ ノ シ ド 残 基 の

2 と 3 の両 方の 位置 にア ラ ビノ ース を持 つ もの から 3 の 位置

の ア ラ ビ ノ ー ス の み を 遊 離 し た 。 第 2 章 で は 、 R j C e l 5 B と

R j X y n 1 0 C に つい て R j C i p A と の 複 合体 を形 成 させ 、遊離 の酵

素 と 複 合 体 の 酵 素 活 性 を 比 較 し 、 近 接 効 果 や タ ー ゲ ッ テ ィ ン

グ 効 果 に つ い て 述 べ た 。 ま た 第 3 章 で は 、 R j A x h 4 3 B と

R j X y n 1 0 C に つ いて 基質 分 解に 対す る相 乗 効果 と R j C i p A と

の 複 合 体 形 成 に お け る 近 接 効 果 や タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 効 果 に つ

い て 述 べ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 バ イ オ マ ス 分 解 に お け る 複

雑 な セ ル ロ ソ ー ム シ ス テ ム の 重 要 性 や 問 題 点 な ど に つ い て も



28 

 

考察 した 。  
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図 1 - 1  植 物 細 胞 壁 の 構 造 の 模 式 図  
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図 1 - 2  R u m i n i c l o s t r i d i u m  j o s u i の セ ル ロ ソ ー ム 模 式 図  
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図 1 - 3  本 研 究 で 使 用 した 組 換え タン パク 質 一覧  
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第 2 章  R u m i n i c l o s t r i d i u m  j o s u i の R j C e l 5 B お よ び

R j X y n 1 0 C の 酵 素 特 性 の 解 析 と 全 長 骨 格 タ ン パ ク 質 R j C i p A

との 複合 体 形成  

 

第 1 節  緒 言  

 

 R u m i n i c l o s t r i d i u m  j o s u i は 中 温 性 の セ ル ロ ー ス 分 解 性 嫌

気 性 細 菌 で あ り 、 バ イ オ マ ス 分 解 酵 素 を 生 産 し 、 多 酵 素 複 合

体で ある セ ルロ ソー ムを 形 成す る [ 1 6 8 , 1 6 9 ]。セ ルロ ソー ム の

機能 を解 析 する ため に、 R .  j o s u i の骨格 タン パ ク 質 R j C i p A、

ド ッ ク リ ン を 持 つ セ ル ラ ー ゼ R j C e l 5 B  お よ び キ シ ラ ナ ー ゼ

R j X y n 1 0 C を 大 腸 菌 で 発 現 さ せ 、 こ れ ら の 組 換 え タ ン パ ク 質

の 単 独 で の 特 性 を 明 ら か に し た 。 さ ら に 、 こ れ ら の 酵 素 と

R j C i p A と の 複 合 体 の 不 溶 性 基 質 に 対 す る 分 解 能 力 を 調 べ る

ため 、 酵 素 と R j C i p A の 比 率を 変 えて 複合 体 を形 成さ せ、 分

解活 性を 比 較し た。  

 

第 2 節  実 験 方 法  

 

第 1 項  目 的 遺 伝 子 のク ロ ーニ ング  

 R j C i p A ( A c c e s s i o n  n o .  A B 5 0 6 6 8 8 )、R j C e l 5 B  ( A c c e s s i o n  n o .  

B A I 5 2 9 3 3 )、 R j X y n 1 0 C  ( n o .  L C 1 4 5 6 9 8 )の遺 伝 子 領域を P C R

法で 増幅 し 、発 現ベ クタ ー p E T- 2 8 a ( + ) ( N o v a g e n )に連 結し た。

P C R に 使 用し た プラ イマ ー セッ トを表 2 - 1 に 示 す。組換 えタ

ンパ ク質 の C 末 端も しく は N 末 端側 に H i s - t a g が付 くよ う に

プラ スミ ド を構 築し た。 R j C i p A の C B M 3 を欠 く タン パク 質

( R j C i p A Δ C B M )を 発 現 さ せ る た め の プ ラ ス ミ ド も 同 時 に 構 築

した 。  
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 そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 領 域 を 、 各 プ ラ イ マ ー セ ッ ト と L A 

Ta q D N A ポリ メ ラー ゼ (タ カラ バ イオ )を 用 いて 、 P C R 反応 に

よっ て 増幅 させ た。 得 られ た D N A 断 片 をア ガ ロー ス ゲル 電

気泳 動で 分 画し 、目的の D N A 断 片 を切 り出 し た。切 り出 した

ゲル から G F X T M  P C R  D N A a n d  G e l  B a n d  P u r i f i c a t i o n  K i t  

( G E  H e a l t h c a r e )を用 いて D N A を回 収し た 。抽 出し た D N A

断片 およ び p E T- 2 8 a ( + )を 制 限酵 素で 処理 し、ア ガ ロー スゲ ル

電 気 泳 動 を 行 い 、 再 度 G F X T M  P C R  D N A a n d  G e l  B a n d  

P u r i f i c a t i o n  K i t を用 いて D N A を 回収 した 。制 限 酵素 処理 し

た目 的の D N A 断 片と p E T- 2 8 a ( + )を 3 : 1 のモ ル比 で混 合し 、

D N A L i g a t i o n  k i t  v e r  2 . 1 (タ カ ラバ イオ )を用 い て 1 6℃で 3

時 間 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 を 行 っ た 。 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 液 を

大腸菌 D H 5 α コ ンピ テン ト セル に加 え 、 4 2℃で 1 分間ヒ ー ト

シ ョ ッ ク 処 理 を 行 っ た 後 、 1 時 間 の 回 復 培 養 を 経 て カ ナ マ イ

シン ( 2 5  µ g / m l ) ( M e i j i  S e i k a  ファ ルマ )を 含む L B プレ ート に

塗 布 し た 。 得 ら れ た コ ロ ニ ー か ら プ ラ ス ミ ド を 抽 出 し 、 各 々

の 制 限 酵 素 で 処 理 し 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に て 目 的 の

D N A の挿 入を 確 認し た。構 築さ れ たプ ラス ミ ドの 挿入 断片 の

塩 基 配 列 を C E Q 2 0 0 0 D N A シ ー ケ ン サ ー ( B E C K M A N  

C O U LT E R )を 用 い て 決 定 し 、 目 的 の 遺 伝 子 に 変 異 が な い こ と

を 確 認 し た 。 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ

ク質 ( R j C i p A、R j C i p A Δ C B M、R j C e l 5 B、R j X y n 1 0 C )の C 末端

もし くは N 末 端 側には H i s - t a g が付 加さ れ てい る。それ らの

タン パク 質 のモ ジュ ラー 構 造を 図 1 - 3 に 示す 。  

  

第 2 項  目 的 タ ン パ ク質 の 発現 と精 製  

 組 換 え プ ラ ス ミド を含 む 大腸 菌 B L 2 1 ( D E 3 ) c o d o n +  R I P L を

2 5  µ g / m l のカナ マイ シン と 3 4  µ g / m l のク ロラ ム フェ ニコ ー
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ル (和光 純 薬 )を含 む 5  m l の L B 液 体培 地へ 植 菌 し 1 6 時間 前

培 養 し た 。 2  m l の 前 培 養 液 を 、 同 じ 構 成 物 質 を 含 む S u p e r  

B r o t h 培 地 [ 3 . 5  %  B a c t o  Tr y p t o n e  ( B e c t o n ,  D i c k i n s o n  a n d  

C o m p a n y ) ,  2  %  B a c t o  Ye a s t  E x t r a c t  ( B e c t o n ,  D i c k i n s o n  a n d  

C o m p a n y ) ,  0 . 5  %  N a C l ,  p H 7 . 4 ]  2 0 0  m l に植菌 し 、 3 7℃ で振

と う 培 養 し た 。 培 養 液 の O D 6 0 0 が 1 . 0 に な っ た 時 点 で

I s o p r o p y l  β - D - 1 - t h i o g a l a c t o p y r a n o s i d e  ( I P T G ) を 終 濃 度 1  

m M と なる よう に添 加し 、 さら に 3 時間、 3 7℃ で振 とう 培 養

を行 った 後 、遠 心分 離 ( 5 , 2 5 0×g、4℃ 、1 0 分 間 )によ り 菌 体 を

回収 した 。 菌体 に 2 0  m l の 1 0  m M  イミ ダ ゾー ルを 含む 5 0  

m M  H E P E S 緩 衝 液 ( p H 7 . 4 )  を 加 え て 懸 濁 し 、 超 音 波 処 理

( O u t p u t : 3 ,  D u t y C y c l e : 4 0 ,  2 0 m i n )  ( U D - 2 0 1 型 、ト ミー 精工 )

によ り菌 体 を破 砕し た 。破 砕液 を 1 2 , 5 0 0×g、4℃、1 0 分 間 遠

心 分 離 し 、 上 清 を 新 し い 遠 心 管 に 移 し 、 さ ら に 2 5 , 0 0 0×g、

4℃、 3 0 分 間遠 心分 離す る こと によ り 無 細 胞抽 出液 を得 た 。  

 無 細 胞 抽 出 液 を H i s  Tr a p T M  H P カラム ( G E  H e a l t h c a r e )に

供 し 、 タ ン パ ク 質 を 吸 着 さ せ た 後 、 段 階 的 な 濃 度 の イ ミ ダ ゾ

ール を含 む 5 0  m M  H E P E S 緩 衝 液 ( p H 7 . 4 )でタ ン パク 質を 溶

出し た。  

 

第 3 項  S D S - PA G E  

 S D S - PA G E  は L a e m m l i の 方 法 [ 2 1 2 ]に 従 い 、 コ ン パ ク ト

PA G E  A E - 7 3 0 0 型装 置 (ア トー )を 使用 して 行 った 。 濃 縮ゲ ル

のア クリ ル アミ ド 濃 度は 4 . 5％ ( W / V )と し、 分 離 ゲル は 7 . 5％

と し た 。 分 子 量 マ ー カ ー と し て H M W  C a l i b r a t i o n  K i t  F o r  

S D S  E l e c t r o p h o r e s i s  ( G E  H e a l t h c a r e )を 使用 し た 。電 気泳 動

後 C B B  S t a i n  O n e (ナ カラ イテ ス ク )でゲ ル 中の タ ンパ ク質 を

染色 した 。  
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第 4 項  タ ン パ ク 質 濃度 の 測定  

 B r a d f o r d の 方 法 [ 2 1 3 ]に 従い 、 P r o t e i n  A s s a y  D y e  R e a g e n t  

C o n c e n t r a t e  ( B i o - R a d )を 用 い て タ ン パ ク 質 の 濃 度 測 定 を 行

った 。反応 には 9 6 穴マイ ク ロプ レ ート を 、標 準タ ン パク 質と

し て ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ( B S A )を 用 い た 。 マ イ ク ロ プ レ ー ト

リー ダー 6 8 0 型 ( B I O  R A D )で 5 9 5  n m の吸 光 度を 測 定し た。  

 

第 5 項  天 然 基 質 と して の 稲わ ら粉 末の 調 製  

 三 重 県 内 の 農 家 か ら 入 手 し た 十 分 に 自 然 乾 燥 し た 稲 わ ら を 、

ハサ ミで 小 さく 細断 し 、茶 こ し ネ ット に入 れ て鍋 で 2 0 分間 煮

沸し た。 そ の後 、鍋 の水 を 取り 替え 、煮 沸 処理 を 6 回繰 り返

し行 った 。こ れ をオ ート ク レー ブ で 1 2 1℃ 、 1 5 分間 処理 し た

後、6 0℃ の 乾燥 機 ( F C - 4 1 0 型 、ア ドバ ンテ ッ ク )中 で 3 日間 乾

燥 さ せ た 。 乾 燥 し た 稲 わ ら は 家 庭 用 の 電 動 コ ー ヒ ー ミ ル 機 で

粉砕 し、 そ の粉 末を 回収 し た 。  

 

第 6 項  酵 素 活 性 の 測定  

 基 質 と し て コ ンニ ャク グ ルコ マン ナン ( M e g a z y m e )、大 麦 β -

グ ル カ ン ( S i g m a - A l d r i c h ) 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス

( C M C ) ( S i g m a - A l d r i c h )、ボー ル ミ ルセ ルロ ー ス ( B M C ) (日 本製

紙ケ ミカ ル 社 の K C フロ ック よ り調 製 )、 フナ セ ル (アビ セ ル

に相 当す る 微結 晶セ ルロ ー ス ;  フ ナコ シ )、バ ーチ ウッ ドキ シ

ラ ン ( S i g m a - A l d r i c h ) 、 不 溶 性 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン

( M e g a z y m e )、 可 溶 性 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン ( M e g a z y m e )、 ラ

イ 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン ( M e g a z y m e )、 稲 わ ら 粉 末 を 使 用 し た 。 

 1％ の各 基 質溶 液ま たは 懸 濁液 を使 用し 、酵素 反 応 液 を調 製

した 。 5 0  m M マ レイ ン酸 緩 衝液 ( p H 7 . 0 )中 に 基質 濃度 0 . 5％ 、
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酵素 濃度 0 . 0 1  m g / m l とな る様 に 反応 液を 調 製し 、 4 5℃で 1 0

分間 反応 さ せた 。基 質に フ ナセ ルを 用い た 時の み、4 5℃で 1 6

時間 反応 さ せた 。反 応後 、 反応 液を 1 0 0℃ で 1 0 分間 加熱 し、

酵素 を失 活 させ た後 、氷中 で冷 却 した 。反応 液 ( 5 0  µ l )  に ジニ

トロ サリ チ ル酸 ( D N S )試 薬 ( 2 5 0  µ l）[ 2 1 4 ]を加え 5 分間 煮沸 し

た後 に氷 中 で冷 却し 、ミ リ Q 水 1 . 2  m l を加え た 。そ の後 、

1 2 , 0 0 0×g で 1 分間 遠心 分 離を 行い 、上 清 の吸 光度 ( 5 0 0  n m )

を 測 定 し た 。 還 元 糖 の 定 量 の た め の 標 準 物 質 に は セ ル ロ ー ス

を 基 質 と し た 場 合 に は グ ル コ ー ス を 、 キ シ ラ ン を 基 質 と し た

場合 には キ シロ ース を用 い た。 また 、 4 5℃、 1 分間に 1  µ m o l

の還 元糖 を 遊離 する 酵素 量を 1  ユニ ット ( U )と 定 義し た。  

 

第 7 項  至 適 p H の測 定  

 基 質 と し て 、R j C e l 5 B に は 大麦 β -グ ルカ ン を、R j X y n 1 0 C に

は小 麦ア ラ ビノ キシ ラン を 用い た。 1 . 0％ の基 質 溶液 2 5  µ l に

p H  3 . 0～ 1 0 . 0 の 5 0 0  m M  B r i t t o n - R o b i n s o n 緩 衝液 ( 5 0 0  m M

リン 酸、 5 0 0  m M ホウ 酸、 5 0 0  m M 酢酸、 p H  3 . 0～ 1 0 . 0 ) [ 2 1 5 ]

を 5  µ l、ミリ Q 水 1 5  µ l と酵素 液 5  µ l を加え 、 5 0  µ l の反応

液を 調製 し 、 4 5℃、 1 0 分間 酵素 反応 を行 っ た。遊離 した 還 元

糖量 を測 定 し、 最も 高い 活 性を 示し た p H を 至 適 p H と した 。 

 

第 8 項  至 適 温 度 の 測定  

 基 質 と し て 、R j C e l 5 B に は 大麦 β -グ ルカ ン を、R j X y n 1 0 C に

は小 麦ア ラ ビノ キシ ラン を それ ぞれ 用い た。1 . 0％の 基質 溶 液

2 5  µ l に 5 0 0  m M  リン 酸ナ ト リウ ム 緩 衝液 ( p H 6 . 5 )を 5  µ l、ミ

リ Q 水 1 5  µ l と 酵素 液 5  µ l を 加 え、5 0  µ l の 反応 液を 調製 し 、

3 0℃～ 8 0℃ で 1 0 分間 酵素 反応 を行 った 。 遊離 した 還元 糖 量

を測 定し 、 最も 高い 活性 を 示し た温 度を 至 適温 度と した 。  
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第 9 項  p H 安定 性の 測定  

 1 0  m M  B r i t t o n - R o b i n s o n 緩衝 液 ( p H  3 . 0～ 1 0 . 0 )中 で各 酵素

を 4℃、 1 6 時 間 静置 した 。 その 後、 上記 の 1 . 0％ 基質 溶液 2 5  

µ l、 5 0 0  m M  リ ン酸 ナト リ ウム 緩衝 液 ( p H  6 . 5 )  5  µ l、ミリ Q

水 1 5  µ l および 各 p H で処 理 した 酵素液 5  µ l を加 え、 4 5℃で

1 0 分間 酵素 反 応 を行 い、 遊 離し た還 元糖 量 を D N S 法 で測 定

し た 。 残 存 活 性 を 、 p H 処 理 を 行 わ な か っ た 酵 素 液 の 活 性 を

1 0 0％と して 相対 値で 表し た 。  

 

第 1 0 項  熱 安 定 性 の 測定  

 各 酵 素 を 1 0  m M リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 ( p H  6 . 5 )中 で

3 0℃～ 8 0℃ で 1 時間 処理 し た後 、上記の 1 . 0％ 基質 溶液 2 5  µ l

に 5 0 0  m M  リ ン 酸ナ トリ ウ ム 緩 衝液 ( p H  6 . 5 )  5  µ l、ミ リ Q 水

1 5  µ l および 各 温 度で 処理 し た酵 素液 5  µ l を 加え 、 4 5℃で 1 0

分間 酵素 反 応を 行い 遊離 し た還 元糖 量を D N S 法 で測 定し た。

残存 活性 を 、未 処理 の酵 素 液の 遊離 した 還 元糖 量 を 1 0 0％と

して 相対 値 で表 し た 。  

 

第 11 項  薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 酵 素 分 解 産 物 の 分

析  

 オ リ ゴ 糖 お よ び そ の 多 糖 を 各 酵 素 で 処 理 し た 時 の 分 解 産 物

を 、 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 調 べ た 。 オ リ ゴ 糖 と し て

セロ オリ ゴ 糖 [グ ルコ ース ( G 1 )、セロ ビオ ー ス ( G 2 )、セ ロト リ

オー ス ( G 3 )、セ ロ テト ラオ ー ス ( G 4 )、セ ロペ ンタ オ ース ( G 5 )、

セ ロ ヘ キ サ オ ー ス ( G 6 ) ]と キ シ ロ オ リ ゴ 糖 [キ シ ロ ー ス ( X 1 )、

キ シ ロ ビ オ ー ス ( X 2 )、 キ シ ロ ト リ オ ー ス ( X 3 )、 キ シ ロ テ ト ラ

オ ー ス ( X 4 )、 キ シ ロ ペ ン タ オ ー ス ( X 5 )、 キ シ ロ ヘ キ サ オ ー ス
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( X 6 ) ]を 使用 し、多 糖と して 大麦 β -グル カン 、B M C、フナ セル 、

バ ー チ ウ ッ ド キ シ ラ ン 、 可 溶 性 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン 、 ラ イ

麦ア ラビ ノ キシ ラン を用 い た。1 0  m g / m l に 調製 し た各 オリ ゴ

糖の 基質 溶 液 2  µ l また は 5  µ l の 1 . 0％ 多糖 類 の 基質 溶液 に

5 0 0  m M の リン 酸ナ トリ ウ ム 緩 衝液 ( p H  6 . 5 )を 1  µ l、酵 素を

0 . 2  U、ミリ Q 水を 全量 が 1 0  µ l になる よう に 加 え、 4 0℃で

1 6 時間反 応 させ た。  

 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に は 、 シ リ カ ゲ ル プ レ ー ト ( T L C  

シリ カゲ ル 6 0 プ ラス チッ ク シー ト 、M E R C K )を 使 用し た 。展

開 溶 媒 と し て 、 セ ル ロ ー ス 系 基 質 の 分 解 物 に は 、 1 -ブ タ ノ ー

ル： 酢酸 :水 = 2 : 1 : 1 を、 キシ ラ ン 系基 質の 分 解物 の場 合に は、

ニト ロエ タ ン： エタ ノー ル ：水 = 1 : 3 : 1 を使 用し た 。シ リカ ゲ

ルプ レー ト に反 応液 をス ポ ット し、 各展 開 溶媒 を用 い て 2 回

展開 を行 っ た。プレ ート を 風乾 後、ジ フェ ニル アミ ン -ア ニリ

ン -リン 酸 試薬 (ジ フェ ニル ア ミン 0 . 1  g、ア ニリ ン 0 . 1  m l、ア

セトン 5  m l、8 5％ リン酸 0 . 7 5  m l )を噴 霧し 、再 度 風 乾し た後 、

1 0 0℃で 1 0 分間 加熱 した 。プ レ ート に現 れ たス ポッ トか ら 反

応分 解物 を 推定 した 。  

 

第 1 2 項  不 溶 性 多 糖 に対 す る吸 着性  

 不 溶 性 多 糖 と して フナ セ ル、不 溶性 小麦 ア ラビ ノキ シラ ン、

稲わ ら 粉 末 を用 いた 。 2 0 0  µ l の 5 0  m M マレ イ ン 酸 ナ トリ ウ

ム緩 衝液 ( p H 7 . 0 )中に 、不 溶 性多 糖 ( 1 . 0  m g )と 、各 タン パク 質

( 2 0  µ g )を含 む よ うに 試験 溶 液を 調製 し、氷上 で 1 時間静 置 し

た。その 後 、 5 , 0 0 0×g で 1 分間遠 心分 離 し て 上清 画分 と沈 殿

画分 に分 け、そ れぞ れの 画 分を S D S - PA G E で 分 析し た。タン

パ ク 質 が 基 質 に 吸 着 す る と 沈 殿 画 分 に タ ン パ ク 質 の バ ン ド が

検出 され 、 吸着 しな いと 上 清画 分に 検出 さ れる 。  
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第 1 3 項  可 溶 性 多 糖 に対 す る吸 着性  

 可 溶 性 多 糖 と して 大 麦 β -グ ル カン 、C M C、バ ーチ ウッ ド キ

シ ラ ン 、 可 溶 性 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン 、 ラ イ 麦 ア ラ ビ ノ キ シ

ラ ン を 用 い た 。 各 タ ン パ ク 質 の 吸 着 性 は N a t i v e  A f f i n i t y -  

PA G E で 分析 し た 。終 濃度 が 0 . 5％に なる よ うに 各 多 糖を 加 え

た 7 . 5％ の S D S を含 まな い ポリ アク リル ア ミド ゲル を 作 製 し、

コ ン ト ロ ー ル に は 基 質 を 含 ま な い ゲ ル を 使 用 し た 。 各 基 質 を

含 む ゲ ル で 、 そ れ ぞ れ の タ ン パ ク 質 を 電 気 泳 動 し た 。 標 準 タ

ン パ ク 質 と し て ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ( B S A )を 同 時 に 泳 動 し た 。

ゲル の染 色 には C B B  S t a i n  O n e を用 い た 。  

 

第 1 4 項  コ ヘシ ン -ドッ ク リン 相 互作 用の 確 認  

 2 0  m M  Tr i s - H C l - 1 0 m M  C a C l 2  ( p H  7 . 5 )中に 、 R j C e l 5 B ま た

は R j X y n 1 0 C と R j C i p A を 6 : 1 の モル 比で 含 む反 応液 を調 製

し、4 0℃ で 3 0 分 間静 置し た。そ の 後 N a t i v e - PA G E を行 った 。

分 離 ゲ ル の ア ク リ ル ア ミ ド の 濃 度 は 7 . 5％ と し 、 泳 動 終 了 後

に C B B  S t a i n  O n e を用 いて ゲ ルの 染色 を行 っ た。  

 

第 1 5 項  複 合体 の活 性測 定  

 2 0  m M  Tr i s - H C l - 1 0  m M  C a C l 2  ( p H  7 . 5 )中で R j C e l 5 B と

R j C i p A また は R j X y n 1 0 C と R j C i p A の モル 比 が 6 : 0、 6 : 1、

6 : 3、6 : 6 と なる よ う混 合し た 。そ れ ぞれ の混 合 液 を 4 0℃で 3 0

分間 静置 し 、異 な った モル 比 の複 合体 とし た 。ま た 、R j C e l 5 B、

R j X y n 1 0 C お よ び R j C i p A の 3 者 を 複 合 体 形 成 す る 場 合 、

R j C e l 5 B：R j X y n 1 0 C：R j C i p A の 割合を 3 : 3 : 0、3 : 3 : 1、3 : 3 : 3、

3 : 3 : 6 とし 、上 記 と同 様の 方 法で 複合 体を 作 製し た。こ れら の

異な るモ ル 比の 複合 体を 酵 素液 とし た。  
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1 ％ 基 質 懸 濁 液 1 2 5  μ l に マ レ イ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液

( p H 7 . 0 )  2 5  μ l、 ミリ Q 水 7 0  μ l、酵 素液 3 0  μ l を加 え、 4 0℃

で 1 6 時 間 反 応 さ せ た 。 そ の 後 、 生 成 さ れ た 還 元 糖 量 を

S o m o g y - N e l s o n 法 [ 2 1 6 ]に より 測 定し た。 ま た、 R j C i p A の 代

り に R j C i p A Δ C B M を 用 い た 複 合 体 の 分 解 活 性 に つ い て も 同

様に 測定 し た。  

 

第 3 節  結 果  

 

第 1 項  R j C i p A、 R j C i p A Δ C B M、 R j C e l 5 B お よ び R j X y n 1 0 C

の発 現と 精 製  

 R .  j o s u i が 持 つセ ルロ ソ ーム 関連 遺伝 子 の中 から 、骨 格 タ

ンパ ク質 R j C i p A、こ れよ り C B M を取 り除 い た R j C i p A Δ C B M、

セル ラー ゼ R j C e l 5 B お よび キ シラ ナー ゼ R j X y n 1 0 C の 4 つ の

タ ン パ ク 質 を 大 腸 菌 B L 2 1 - C o d o n P l u s ( D E 3 ) - R I P L を 使 用 し

て発 現さ せ た。精製 後 、 S D S - PA G E によ り それ ぞ れの タン パ

ク 質 の バ ン ド を 確 認 し た (図 2 - 1 )。 R j C i p A、 R j C i p A Δ C B M、

R j C e l 5 B、R j X y n 1 0 C の予 想 され る タン パク 質 の分 子質 量は そ

れぞ れ、 1 2 0 . 6  k D a、 11 0 . 0  k D a、 6 0 . 4  k D a、 5 7 . 7  k D a で あ

り 、 分 子 量 マ ー カ ー を 参 照 す る と 精 製 し た タ ン パ ク 質 の 大 き

さ は 計 算 値 と ほ ぼ 一 致 し て い た 。 精 製 し た こ れ ら の タ ン パ ク

質は 以下 の 実験 で使 用し た 。  

 

第 2 項  R j C e l 5 B と R j X y n 1 0 C の酵 素特 性  

 R j C e l 5 B と R j X y n 1 0 C の 基 質特 異性 を調 べ るた めに 様々 な

基質 を用 い て酵 素反 応を 行 い、 その 活性 を 比較 した (表 2 - 2 )。 

R j C e l 5 B は コン ニャ クグ ル コマ ンナ ンに 最 も高 い活 性を 示

し ( 1 0 0 . 8±3 . 4  U / m g - p r o t e i n )、 大 麦 β -グル カン に も強 い活 性
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が認 めら れ た ( 9 7 . 0±2 . 3  U / m g - p r o t e i n )。 また C M C や B M C

にも 若干 の 活性 が見 られ 、微弱 だ がフ ナセ ル (微 結 晶セ ルロ ー

ス )にも 活 性が 見 られ た 。し かし 、キシ ラン に 対し ては 全く 活

性が 見ら れ なか った 。大 麦 β -グ ルカ ンを 基 質に 用い て異 な る

p H や温 度 で活 性 を測 定し た 結果 、 R j C e l 5 B の至 適 p H は 6 . 5

で至 適温 度は 5 5℃で あっ た 。ま た R j C e l 5 B を 異 なる p H 条 件

下で 4℃ 、 1 6 時 間静 置し た とこ ろ、 本酵 素は p H  4 . 0～ 9 . 0 で

安定 であ り 、 1 時 間の 温度 安 定性 試験 では 4 0℃ま で活 性の 低

下は 見ら れ なか った 。  

 R j X y n 1 0 C は バ ー チ ウ ッ ド キ シ ラ ン 、 可 溶 性 の 小 麦 ア ラ ビ

ノ キ シ ラ ン 、 ラ イ 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン に 高 い 活 性 を 示 し 、 そ

の 値 は そ れ ぞ れ 3 2 6 . 2 ± 2 5 . 0  U / m g - p r o t e i n 、 2 3 8 . 8 ± 2 . 3  

U / m g - p r o t e i n、1 4 8 . 0±9 . 3  U / m g - p r o t e i n で あっ た 。また 、本

酵 素 は 、 不 溶 性 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン を 分 解 し た が 、 フ ナ セ

ルや B M C な ど のセ ルロ ー ス系 基質 には 全 く活 性を 示さ な か

った 。し た がっ て 、R j X y n 1 0 C は側 鎖を 持た な いキ シラ ンを 好

む エ ン ド キ シ ラ ナ ー ゼ で あ る と 判 断 し た 。 可 溶 性 の 小 麦 ア ラ

ビノ キシ ラ ンを 基質 とし た 場合 、R j X y n 1 0 C の至 適 p H は 6 . 0

で 、至 適温 度は 5 0℃で あっ た 。ま た 、R j X y n 1 0 C は p H  6 . 0～

7 . 0 で安定 で あり 、 4 0℃ 、 1 時間 の熱 処理 に 安定 であ った 。  

 

第 3 項  T L C に よる 分解 産 物の 解析  

 R j C e l 5 B と R j X y n 1 0 C を そ れぞ れセ ロオ リ ゴ糖 、キ シロ オ

リゴ 糖を 基 質と し て 4 0℃ で 1 6 時 間反 応さ せ、反 応 産物 を T L C

で分 析し た 。 R j C e l 5 B は セロ ビオ ース を分 解 せず 、セ ロト リ

オー スか ら セロ ヘキ サオ ー スを 分解 した (図 2 - 2 )。分 解産 物は

セ ロ ト リ オ ー ス を 基 質 と し た 場 合 グ ル コ ー ス と セ ロ ビ オ ー ス

が 、 セ ロ テ ト ラ オ ー ス を 基 質 と し た 場 合 、 グ ル コ ー ス と セ ロ
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ビ オ ー ス 、 セ ロ ト リ オ ー ス が 、 セ ロ ペ ン タ オ ー ス を 基 質 と し

た 場 合 グ ル コ ー ス 、 セ ロ ビ オ ー ス 、 セ ロ ト リ オ ー ス 、 セ ロ テ

ト ラ オ ー ス が 、 セ ロ ヘ キ サ オ ー ス を 基 質 と し た 場 合 、 グ ル コ

ー ス 、 セ ロ ビ オ ー ス 、 セ ロ ト リ オ ー ス 、 セ ロ テ ト ラ オ ー ス 、

セロ ペン タ オー スが 分解 産 物と して 確認 さ れた 。B M C や フナ

セ ル を 基 質 と し た 場 合 、 分 解 産 物 は セ ロ ビ オ ー ス の み が 確 認

され た。  

 一 方 、 R j X y n 1 0 C は キ シ ロ ビ オ ー ス に 対 し て 微 弱 な 活 性 を

示し 、薄 い キシ ロー スの ス ポッ トが 検出 さ れた (図 2 - 3 )。キ シ

ロ ト リ オ ー ス を 基 質 と し た 時 、 キ シ ロ ー ス と キ シ ロ ビ オ ー ス

が 確 認 さ れ 、 キ シ ロ ト リ オ ー ス は ほ ぼ 分 解 さ れ て い た 。 キ シ

ロ テ ト ラ オ ー ス 、 キ シ ロ ペ ン タ オ ー ス 、 キ シ ロ ヘ キ サ オ ー ス

で も 同 様 に キ シ ロ ー ス と キ シ ロ ビ オ ー ス の ス ポ ッ ト が 確 認 で

き 、 そ の 他 の 分 解 産 物 は 見 ら れ な か っ た 。 し か し バ ー チ ウ ッ

ド キ シ ラ ン と 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン に お い て は 、 キ シ ロ ト リ

オ ー ス や キ シ ロ テ ト ラ オ ー ス 、 キ シ ロ ペ ン タ オ ー ス な ど の 分

解産 物が 確 認さ れた 。  

 

第 4 項  R j C i p A、R j C e l 5 B およ び R j X y n 1 0 C の 多糖 への 吸 着

性  

 R j C i p A、R j C e l 5 B およ び R j X y n 1 0 C の様 々な 多 糖へ の吸 着

性を 調べ た。不 溶性 多糖 に つい ては S D S - PA G E で、可溶 性多

糖に つい ては N a t i v e  A f f i n i t y - PA G E によ り 分析 し た。  

R j C i p A は 不溶 性 多糖 では フ ナセ ルと 稲わ ら 粉末 、可溶 性多

糖で は大 麦 β -グ ルカ ン、 可 溶性 小麦 アラ ビ ノキ シラ ンに 対 し

て 吸 着 性 を 示 し た が 、 不 溶 性 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン に は 吸 着

しな かっ た (図 2 - 4、図 2 - 5 )。  

R j C e l 5 B はフ ナ セル と稲 わ らに 弱い 吸着 性 を示 し、大 麦 β -
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グ ル カ ン に も 吸 着 し た が 、 不 溶 性 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン に は

全く 吸着 し なか った  (図 2 - 6、 図 2 - 7 )。  

R j X y n 1 0 C で は フ ナ セ ル や 稲 わ ら 粉 末 に 弱 い 吸 着 性 が み ら

れ た が 、 不 溶 性 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン に は 吸 着 し な か っ た 。

一 方 、 可 溶 性 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン に は 比 較 的 強 い 吸 着 性 が

見ら れた (図 2 - 8、図 2 - 9 )。  

 

第 5 項  R j C i p A と R j C e l 5 B ま た は R j X y n 1 0 C と の相 互作 用  

 R j C i p A と R j C e l 5 B ま たは R j X y n 1 0 C が コヘ シ ンと ドッ ク

リ ン の 相 互 作 用 を 介 し て 複 合 体 を 形 成 す る こ と を N a t i v e -

PA G E で 確認 し た (図 2 - 1 0 )。R j C i p A には コヘ シ ン が 6 つ含 ま

れて いる た め (図 1 - 3 )、 R j C i p A と R j C e l 5 B を 1 0  m M カ ルシ

ウム イオ ン 存在 下 で 1 : 6 の モ ル 比で 混合 し 、 4 0℃ で 3 0 分 間

静置 した 。そ の 後、N a t i v e - PA G E  を 行 い 、電 気 泳動 後の バ ン

ドを 確認 し たと ころ 、 R j C i p A お よび R j C e l 5 B の 単体 のバ ン

ド は 消 失 し 、 新 た な バ ン ド が 出 現 し た こ と か ら 、 コ ヘ シ ン 、

ドッ クリ ン 相互 作用 によ り、R j C e l 5 B - R j C i p A 複合 体を 形成 し

てい るこ と が確 認さ れた (図 2 - 1 0 )。 R j C i p A と R j X y n 1 0 C を

1 : 6 のモル 比 で混 合し たと き にも 、同様 の結 果 が見 られ 、バ ン

ド位 置が 大 きく 移動 して い るこ とか ら、R j X y n 1 0 C - R j C i p A 複

合体 を形 成 して いる こと が 確認 され た (図 2 - 1 0 )。  

 

第 6 項  R j C e l 5 B - R j C i p A 複 合 体 のフ ナセ ル およ び稲 わら 粉

末に 対す る 分解 活性  

R j C e l 5 B と R j C i p A を 6 : 0、 6 : 1、 6 : 3、 6 : 6 のモ ル 比で 混合

し 、 複 合 体 を 形 成 さ せ た 。 こ れ ら の 複 合 体 を フ ナ セ ル お よ び

稲わ ら粉 末 を基 質と し、 4 0℃、 1 6 時間反 応 させ た。 その 後、

反応 液中 に 遊離 した 還元 糖 量を 測定 した 。R j C e l 5 B - R j C i p A 複
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合体 のそ れ ぞれ の基 質に 対 する 酵素 活性 の 値を 表 2 - 3 に 示す 。

R j C e l 5 B 単 体 ( 6 : 0 )が フナ セ ルか ら 生成 した 還 元糖 量を １と す

ると 、 6 : 1 の R j C e l 5 B - R j C i p A 複 合体 の相 対 的な 活性 は 2 . 8、

6 : 3 複合 体 で は 3 . 7、 6 : 6 複 合 体で は 6 . 6 とな っ た 。ま た、 稲

わら 粉末 を 基質 とし た場 合 も同 様に 、 R j C e l 5 B 単体 ( 6 : 0 )の 値

を 1 とし た場 合 、6 : 1、6 : 3、6 : 6 の複 合体 の値 は それ ぞれ 、3 . 9、

5 . 6、 11 . 5 で あっ た。  

 

第 7 項  R j X y n 1 0 C - R j C i p A 複合 体の 不溶 性 小麦 アラ ビノ キ

シラ ンと 稲 わら 粉末 に対 す る分 解活 性  

 R j C e l 5 B - R j C i p A 複合 体と 同 様 に 6 : 0、 6 : 1、 6 : 3、 6 : 6 のモ

ル比 の R j X y n 1 0 C - R j C i p A 複合 体 を作 製し 、 不溶 性小 麦ア ラ

ビノ キシ ラ ンと 稲わ ら粉 末 を基 質と し て 4 0℃ 、 1 6 時 間反 応

さ せ た 。 そ の 後 、 反 応 液 中 に 遊 離 し た 還 元 糖 量 を 測 定 し 、 相

対活 性を 比 較し た (表 2 - 4 )。R j X y n 1 0 C 単 体 ( 6 : 0 )が 不溶 性小 麦

アラ ビノ キ シラ ンか ら生 成 した 還元 糖量 を 1 と し、複合 体 6 : 1、

6 : 3、6 : 6 の 相対 活性 を計 算 した 。6 : 1 の R j X y n 1 0 C - R j C i p A 複

合体 では 0 . 4 5、 6 : 3 複合 体で は 0 . 5 4、 6 : 6 複合 体 で は 1 . 0 と

なっ た。 ま た、 稲わ ら粉 末 から 生成 した 還 元糖 量を 1 と した

場合 、 R j X y n 1 0 C - R j C i p A が 6 : 1 複 合体 では 0 . 2 8、 6 : 3 複合体

では 0 . 8 3、 6 : 6 複合 体で は 1 . 2 とい う値 と なり 、複 合体 を 形

成す るこ と で活 性が 低下 す る現 象が 観察 さ れた 。  

 

第 8 項  R j C e l 5 B - R j X y n 1 0 C - R j C i p A 複 合体 の 稲 わら 粉末 に

対す る分 解 活性  

 R j C e l 5 B と R j X y n 1 0 C を R j C i p A と 混合 し、 複 合体 を作 製

した 。 R j C e l 5 B - R j X y n 1 0 C - R j C i p A が 3 : 3 : 0、 3 : 3 : 1、 3 : 3 : 3、

3 : 3 : 6 のモル 比 に なる 様に 複 合体 を作 製し 、天 然基 質で ある 稲
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わら 粉末 を 基質 とし て 、 4 0℃ 、 1 6 時間反 応 を行 い 、そ の 活性

を比 較し た (表 2 - 5 )。R j C e l 5 B と R j X y n 1 0 C の混 合 酵 素が 稲わ

ら 粉 末 か ら 遊 離 す る 還 元 糖 量 を １ と し 、 そ れ ぞ れ の 複 合 体 の

活 性 の 相 対 活 性 を 示 し た 。 R j C e l 5 B - R j X y n 1 0 C - R j C i p A の

3 : 3 : 1 複 合体 で は 1 . 3、 3 : 3 : 3 複 合体 で は 1 . 5、 3 : 3 : 6 複 合体 で

は 2 . 4 とな った 。  

 

第 9 項  R j C e l 5 B - R j C i p A Δ C B M 複合 体の フ ナセ ルと 稲わ ら

粉末 に対 す る分 解活 性  

R j C e l 5 B - R j C i p A Δ C B M 複 合 体 の フ ナ セ ル と 稲 わ ら に 対 す

る分 解活 性 を測 定し た。 R j C e l 5 B と R j C i p A Δ C B M の 比 率を

6 : 0、6 : 1、6 : 3、6 : 6 とした 時 の複 合 体の 分解 活 性値 を表 2 - 6 に

示し た。R j C e l 5 B を、R j C e l 5 B - R j C i p A 複 合 体に する こと によ

り 、 フ ナ セ ル お よ び 稲 わ ら 粉 末 に 対 す る 活 性 は 高 く な っ た が

(表 2 - 3 )、 R j C i p A から C B M を 除 いた R j C i p A Δ C B M と の複 合

体 に し た 時 、 両 基 質 に 対 す る 活 性 の 上 昇 は 低 く な り 、 フ ナ セ

ルに 対す る 6 : 6 複合 体の 活 性 は R j C e l 5 B 単 体 の 値に 比べ 低 下

した (表 2 - 6 )。  

 

第 1 0 項  R j X y n 1 0 C - R j C i p A Δ C B M 複合 体 の不 溶 性小 麦ア ラ

ビノ キシ ラ ンと 稲わ ら粉 末 に対 する 分解 活 性  

 R j C i p A Δ C B M を用 いて R j X y n 1 0 C との 複 合体 を 作製 し、不

溶 性 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン と 稲 わ ら に 対 す る 分 解 活 性 を 測 定

した (表 2 - 7 )。R j X y n 1 0 C 単体 ( 6 : 0 )が 不溶 性 小麦 ア ラビ ノキ シ

ラン およ び 稲わ ら粉 末か ら 遊離 した 還元 糖 量を 1 として 、6 : 1、

6 : 3 また は 6 : 6 の R j X y n 1 0 C - R j C i p A Δ C B M 複 合 体の 相対 活 性

値 を 示 し た 。 不 溶 性 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン を 基 質 と し た 場 合

6 : 1 複合 体 で は 0 . 7 9、 6 : 3 複 合 体 で は 0 . 8 6、 6 : 6 複合 体で は
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1 . 3 6 とな っ た。 また 、稲 わ ら粉 末を 基質 と した 場合 、 6 : 1 の

R j X y n 1 0 C - R j C i p A Δ C B M 複 合 体 で は 1 . 5 2、 6 : 3 複 合 体 で は

1 . 5 4、6 : 6 複合 体 では 1 . 7 6 と なっ た。これ らの 値 は 、R j X y n 1 0 C -

R j C i p A 複 合体 で 得ら れた 値 より も大 きく 、複合 体 効果 が見 ら

れた (表 2 - 4、 2 - 7 )。  

 

第 4 節  考 察  

 

第 1 項  R j C i p A の発 現と 精 製  

 今 回 精 製 し た R j C i p A の 大 きさ は 1 2 0 . 6  k D a で 、予 想さ れ

る タ ン パ ク 質 の 分 子 量 と 一 致 し て い た (図 2 - 1 )。 R .  j o s u i の

C i p A の大 き さは 1 2 0 . 2  k D a で あり 、こ れは R .  t h e r m o c e l l u m

の C i p A ( 1 9 6 . 8  k D a )  ( Q 0 6 8 5 1 . 2 )や R .  c e l l u l o l y t i c u m の C i p C  

( 1 5 8 . 7  k D a )  ( A A C 2 8 8 9 9 . 2 ) 、 C .  c e l l u l o v o r a n s の C b p A  

( 1 7 4 . 6  k D a )  ( A D L 5 2 5 2 0 . 1 ) に 比 べ 、 や や 小 さ い 。 R .  

t h e r m o c e l l u m の 骨 格 タ ン パ ク 質 全 長 の ク ロ ー ニ ン グ と 発 現

は、大腸 菌 や T.  s a c c h a r o l y t i c u m です でに 報 告さ れて いる が、

主 と し て 大 腸 菌 シ ス テ ム を 用 い て 研 究 さ れ て き た [ 2 1 7 - 2 2 0 ]。

近 年 の 研 究 で は 、 コ ム ギ 胚 芽 無 細 胞 タ ン パ ク 質 合 成 技 術

( E N D E X T )で セ ル ロ ソ ー ム を 発 現 、 精 製 し て 使 用 し て い る 例

があ る [ 2 2 1 ]が 、 研究 例は 少 ない 。本 研究 で は、 R .  j o s u i のセ

ルロ ソー ム 骨格 タン パク 質 C i p A の全 長に H i s - t a g を付与 し

た R j C i p A およ び、 C B M 3 を除 去し た R j C i p A Δ C B M を p E T-

2 8 a ( + )ベ ク ター と大 腸菌 B L 2 1 ( D E 3 ) R I P L  c o d o n  p l u s  を用 い

て 、 発 現 精 製 す る こ と が で き た 。 こ れ ら は 煩 雑 な 作 業 を 伴 わ

ず 、 従 来 通 り の 方 法 で 簡 単 に 精 製 、 利 用 す る こ と が で き る の

で、 セル ロ ソー ムの 機能 の 解析 に有 用で あ る。  
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第 2 項  R j C e l 5 B およ び R j X y n 1 0 C の酵 素 特性  

 多 く の 糖 質 分 解 酵 素 は そ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 類 似 性 に よ り

様 々 な フ ァ ミ リ ー に 分 類 さ れ て い る 。 同 じ フ ァ ミ リ ー に 属 す

る酵 素で あ って も 、基 質 特異 性は 非常 に多 様 であ る 。C A Z y の

デ ー タ ベ ー ス に よ る と フ ァ ミ リ ー 5 の 糖 質 分 解 酵 素 に は エ ン

ド -β - 1 , 4 -グ ルカ ナー ゼ 、 セル ロ ース β - 1 , 4 -セロ ビオ シダ ー ゼ、 

エ ン ド - β - 1 , 4 -キ シ ラ ナ ー ゼ、 マ ン ナ ン エ ンド -β - 1 , 4 -マ ン ノシ

ダー ゼの 他、多数 の基 質特 異 性が 異な る酵 素 が含 まれ てい る。

R j C e l 5 B は フ ァ ミ リ ー 5 に 属 す る 酵 素 で あ り 、 R .  

c e l l u l o l y t i c u m の C e l 5 N  [ 2 2 2 ]に 高い 相同 性 を示 した。C e l 5 N

が C M C に対 し て高 い活 性 を持 つこ とが 報 告さ れて いる こ と

から 、 R .  j o s u i の C e l 5 B はエ ン ド型 のセ ル ラー ゼで ある こ と

が予 想さ れ た。 表 2 - 2 の 通 り、 R j C e l 5 B は コ ンニ ャク グル コ

マン ナン と 大麦 β -グ ルカ ン に高 い 活性 を示 し 、 C M C や B M C

に も 中 程 度 の 活 性 が 見 ら れ た 。 ま た 微 結 晶 性 の セ ル ロ ー ス で

あ る フ ナ セ ル に も 微 弱 で は あ る が 活 性 を 示 し た 。 ま た 、 T L C

で の セ ロ オ リ ゴ 糖 を 基 質 に し た 時 の 反 応 生 成 物 を 見 る と 、 セ

ロ ト リ オ ー ス か ら は グ ル コ ー ス と セ ロ ビ オ ー ス が 、 セ ロ テ ト

ラ オ ー ス か ら は セ ロ ビ オ ー ス が 、 セ ロ ペ ン タ オ ー ス か ら は グ

ル コ ー ス と セ ロ ビ オ ー ス が 、 セ ロ ヘ キ サ オ ー ス か ら は グ ル コ

ー ス と セ ロ ビ オ ー ス 、 セ ロ ト リ オ ー ス が 生 成 さ れ て い る こ と

が確 認さ れ た (図 2 - 2 )。 また B M C やフ ナセ ル を基 質と した 場

合セ ロビ オ ース のみ が生 成 され るこ とか ら 、 R j C e l 5 B は セロ

ト リ オ ー ス 以 上 の セ ロ オ リ ゴ 糖 に 活 性 を 持 つ 、 エ ン ド グ ル カ

ナ ー ゼ で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 ま た セ ロ ト リ オ ー ス を 基 質

と し た 場 合 に セ ロ テ ト ラ オ ー ス の ス ポ ッ ト が 、 セ ロ テ ト ラ オ

ー ス を 基 質 と し た 場 合 に セ ロ ペ ン タ オ ー ス の ス ポ ッ ト が 検 出

され たこ と から 、糖 転移 活 性を 有す る可 能 性が 示唆 され た 。  
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R j X y n 1 0 C は バ ー チ ウ ッ ド キ シ ラ ン に 最 も 高 い 活 性 を 示 し 、

そ の 他 可 溶 性 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン や ラ イ 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ

ンに も高 い 活性 を示 した (表 2 - 2 )。不 溶性 小麦 ア ラ ビノ キシ ラ

ンに も中 程 度の 活性 を示 し たが 、 B M C や C M C など のセ ル ロ

ー ス 系 多 糖 に は 全 く 反 応 が 見 ら れ ず 、 R j X y n 1 0 C は 側 鎖 の 修

飾 が な い キ シ ラ ン を 好 む キ シ ラ ナ ー ゼ で あ る こ と が 分 か っ た 。 

キ シ ロ オ リ ゴ 糖 を 基 質 と し た 時 、 キ シ ロ ビ オ ー ス を 除 く す

べ て の 基 質 で キ シ ロ ー ス と キ シ ロ ビ オ ー ス が 主 要 な 反 応 産 物

とし て確 認 され た (図 2 - 3 )。 また 、キ シラ ン を基 質と した 時、

キ シ ロ ー ス と キ シ ロ ビ オ ー ス の 他 、 よ り 大 き な キ シ ロ オ リ ゴ

糖も 検出 さ れた こと から 、 R j X y n 1 0 C はキ シロ ー ス残基 3 つ

以 上 の 基 質 を 分 解 し 、 キ シ ロ ー ス お よ び キ シ ロ ビ オ ー ス を 生

成 す る エ ン ド キ シ ラ ナ ー ゼ で あ る こ と が 分 か っ た 。 こ れ ら の

性質 は R u m i n i c l o s t r i d i u m  s t e r c o r a r i u m の X y n C  [ 2 2 3 ]  や

P a e n i b a c i l l u s  c u r d l a n o l y t i c u s  X y n 1 0 B  [ 2 2 4 ]およ び X y n 1 0 D  

[ 2 2 5 ]の性 質に 類 似し てい る 。  

 

第 3 項  各 タ ン パ ク 質の 多 糖へ の吸 着性  

R j C i p A、R j C e l 5 B およ び R j X y n 1 0 C の多 糖 に対 す る吸 着性

を調 べた 。 R j C i p A に含 まれ る C B M 3 は不 溶 性の セ ルロ ース

に親 和性 が ある こと が報 告 され てお り [ 2 2 6 ]、本 研究 にお い て

も全 長 の R j C i p A が 稲わ ら やフ ナセ ルに 良 く吸 着す るこ と が

示さ れた (図 2 - 4 )。  

R j C e l 5 B 分 子に は C B M は 含ま れて いな い が、 可溶 性で 良

好な 基質 で ある 、大麦 β -グ ルカ ン に若 干の 親 和性 を示 した (図

2 - 7 )。ただ し 、 N a t i v e  A f f i n i t y - PA G E の 泳 動中 に 大麦 β -グ ル

カ ン を 分 解 す る 可 能 性 が あ り 、 親 和 性 の 大 き さ を 正 確 に 評 価

する こと は でき ない 。  
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R j X y n 1 0 C は そ の モ ジ ュ ー ル 構 造 に フ ァ ミ リ ー 6 の

C B M ( C B M 6 )を 持 って おり 、C A Zｙ のデ ータ ベ ース を参 照す る

と、 C B M 6 は β - 1 , 4 -グ ルカ ン 、 β - 1 , 3 -グ ルカ ン 、 β - 1 , 4 -キ シラ

ンに 吸着 す る事 が報 告さ れ てい る [ 2 2 7 ]。今回 の 実験 では 不 溶

性多 糖で は フナ セル や稲 わ ら粉 末に (図 2 - 8 )、可 溶性 基質 で は

小麦 アラ ビ ノキ シラ ンに 親 和性 を示 した (図 2 - 9 )。 R j X y n 1 0 C

の バ ン ド の 移 動 度 の 変 化 は 小 さ か っ た が 、 R j X y n 1 0 C は 可 溶

性 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン に 強 い 活 性 を 持 っ て い る の で 、 ゲ ル

中 で ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン を 分 解 し 、 移 動 度 の 変 化 を 小 さ く し た

可能 性が あ る。  

 

第 4 項  R j C i p A と R j C e l 5 B ま た は R j X y n 1 0 C と の相 互作 用  

 R .  j o s u i の C i p A には コ ヘシ ン が 6 つ含 まれ て おり (図 1 -  

2 )、 一 つ の 骨 格 タ ン パ ク 質 に ド ッ ク リ ン を 持 つ 触 媒 サ ブ ユ ニ

ット が合 計 6 つ 結合 する こ とが でき る。 R j C e l 5 B と R j C i p A、

R j X y n 1 0 C と R j C i p A を そ れ ぞ れ 6 : 1 の モ ル 比 で 混 合 し

N a t i v e - PA G E で 確認 した と ころ 、複 合体 と なっ た R j C e l 5 B -

R j C i p A と R j X y n 1 0 C - R j C i p A の バ ンド はそ れ ぞれ のタ ンパ ク

質 の バ ン ド と は 異 な る 位 置 に 検 出 さ れ 、 コ ヘ シ ン と ド ッ ク リ

ン の 相 互 作 用 に よ り 複 合 体 が 形 成 さ れ て い る こ と が 確 認 さ れ

た ( 図 2 - 1 0 ) 。 ま た 、 複 合 体 形 成 後 は R j C i p A 、 R j C e l 5 B 、

R j X y n 1 0 C い ず れ の 位 置 に も バ ン ド が 確 認 さ れ な い た め 、 ほ

ぼす べて の コヘ シン に R j C e l 5 B もし く は R j X y n 1 0 C が 定量 的

に結 合し て いる こと が確 認 でき た。神 藤 らは、R j C i p A のコ ヘ

シ ン 1 ,  2 ,  5 お よ び６ をそ れ ぞれ 発現 させ 、R .  j o s u i の A g a 2 7 A

およ び C e l 8 A の ドッ クリ ン との 親和 性を 表 面プ ラズ モン 共 鳴

法で 測定 し た。その 結果 、コ ヘ シン 1 と C e l 8 A ドッ クリ ン 間

の解 離定 数 は 4 . 4 × 1 0 - 9、コヘ シン 2 と C e l 8 A ド ッ クリ ン間 の
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解離 定数 は 1 . 3 × 1 0 - 1 0 と約 3 0 倍 の差 が見 ら れた [ 2 2 8 ]。 しか

し 、 親 和 性 が 低 い 組 み 合 わ せ で も 1 0 - 9 の レ ベ ル で あ り 、

R j C i p A の 6 つ の コヘ シン 全 てに R j C e l 5 B ま たは R j X y n 1 0 C

が 結 合 す る こ と を 裏 付 け て い る [ 2 2 8 ]。 R .  t h e r m o c e l l u m の

C i p A と C e l D  [ 2 1 7 ]ま たは C e l E  [ 2 1 8 ]の 報告 でも 、す べて の

コヘ シン へ の酵 素の 結合 が 観察 され てい る 。  

 

第 5 項  R j C e l 5 B - R j C i p A 複合 体 の不 溶性 基 質に 対す る活 性  

 セ ル ロ ソ ー ム を 形 成 し な い 真 菌 類 や 好 気 性 細 菌 の 糖 質 分 解

酵素 のほ と んど は、 触媒 モ ジュ ール と C B M で 構成 され て い

る の に 対 し て 、 セ ル ロ ソ ー ム を 形 成 す る 嫌 気 性 細 菌 の 糖 質 分

解酵 素に は C B M を 持た な いも のが 多数 存 在す る。 セル ロ ソ

ー ム を 形 成 す る 細 菌 で は 、 酵 素 の 複 合 体 を 形 成 す る 骨 格 タ ン

パク 質に C B M が存 在す る ため 、各 酵素 の モジ ュラ ー構 造 の

中に 必ず し も C B M が 必 要な わけ では ない 。 R j C e l 5 B も C B M

を 持 た な い の で 、 可 溶 性 多 糖 で あ る コ ン ニ ャ ク グ ル コ マ ン ナ

ンや 大麦 β -グ ル カン には 高 い活 性を 示し た が、 不溶 性で 結 晶

構 造 を 持 つ フ ナ セ ル に 対 す る 活 性 は 非 常 に 小 さ い 値 と な っ た 。

しか し、 R j C e l 5 B は R j C i p A と 複合 体を 形 成す ると フナ セ ル

に対 して の 活性 が著 しく 上 昇し (表 2 - 3 )、結 晶性 セ ルロ ース の

分解 にお い て、 R j C i p A に含 まれ てい る C B M 3 の 重要 性が 確

認さ れた 。  

本実 験で は、R j C e l 5 B - R j C i p A 複 合 体に おけ る 両成 分の モル

比を 、 R j C e l 5 B を一 定に し た状 態で R j C i p A の 割合 を徐 々 に

高 く し て 酵 素 活 性 に ど の よ う な 影 響 が あ る か を 調 べ た 。

R j C e l 5 B： R j C i p A を それ ぞれ 6 : 0、 6 : 1、 6 : 3、 6 : 6 で混 合し 、

複 合 体 を 形 成 し た も の を 酵 素 反 応 に 使 用 し 、 フ ナ セ ル と 稲 わ

ら粉 末に つ いて その 酵素 活 性を 測定 した (表 2 - 3 )。フ ナセ ルに



51 

 

対し ても 、稲 わら 粉末 に対 し ても、R j C i p A の 割合 を 高く する

につ れて R j C e l 5 B の活 性 は高 く なり 、R j C e l 5 B : R j C i p A が 6 : 6

で最 大と な り、 R j C e l 5 B 単 体で の 活性 と比 べ 、そ れぞれ 6 . 6

倍と 11 . 5 倍 に な った 。こ の こと から 、R j C e l 5 B はフ ナセ ル や

稲わ ら粉 末 に対 して の吸 着 性を 持つ が (図 2 - 6 )、 R j C i p A に含

まれ る C B M 3 が R j C e l 5 B の 基 質へ のタ ー ゲッ ティ ング を 促

進し 、分 解 効率 を上 昇さ せ たこ と を 強く 示 唆し た。  

モジ ュラ ー 構造 を持 つ酵 素 に含 まれ る C B M を 人為 的に 除

去 す る こ と に よ り 、 酵 素 の 分 解 活 性 が 著 し く 低 下 す る と い う

現象 が多 く 報告 され てい る [ 2 2 5 ,  2 2 9 ,  2 3 0 ]。本 実 験に おい て

も R j C i p A か ら C B M 3 を 除 去した R j C i p A Δ C B M を 作製 し (図

1 - 1 )、 R j C e l 5 B - R j C i p A Δ C B M を 6 : 0、 6 : 1、 6 : 3、 6 : 6 の割 合で

作製 し酵 素 反応 を行 った と ころ 、 R j C e l 5 B の 活 性は ほと ん ど

上 昇 す る こ と な く 、 複 合 体 を 形 成 す る こ と に よ る 相 乗 効 果 は

得ら れな か った (表 2 - 5 )。こ の結 果は 、 R j C i p A の C B M 3 の 重

要性 を示 す もの であ る。  

G a r c i a - C a m p a y o らは R .  t h e r m o c e l l u m の C i p A 全長 を大

腸 菌 に よ る タ ン パ ク 質 発 現 シ ス テ ム で 得 る こ と に 成 功 し て お

り、 C B M を 取り 除いた R t C e l 9 A と R t C i p A 全長 との 複合 体

を 作 製 し た [ 2 1 7 ]。 そ の 報 告 に よ る と R t C e l 9 A： R t C i p A を

2 . 9 : 1 の モ ル 比 で 複 合 体 を 形 成 す る と 、 Av i c e l へ の 活 性 は

R t C e l 9 A 単 体に 比べ て 11 . 3 倍 に なり 、 R t C e l 9 A： R t C i p A を

5 . 7 : 1 とする と 1 5 . 8 倍にな っ たと 述べ られ て いる [ 2 1 7 ]。こ れ

とは 対照 的 に、 本研 究で 使 用し た R j C e l 5 B では R j C i p A に対

し て 低 い 割 合 の 方 が 活 性 は 高 く な る 結 果 が 得 ら れ た 。 こ の 結

果と は対 照 的に 、 R j C e l 5 B で は 酵素 同士 が 近接 する こと で 起

こ る こ と が 期 待 さ れ る 活 性 増 強 効 果 、 す な わ ち 近 接 効 果 は 見

られ なか っ た。 R .  t h e r m o c e l l u m と R .  j o s u i で こ のよ うな 違
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いが なぜ 起 こる かは 、今の と ころ 明確 では な いが 、C i r u e l a ら

の研 究に よ ると 、 R .  t h e r m o c e l l u m の R t C e l 5 C： R t C i p A を

9 : 1 でセル ロ ソー ムを 形成 し ても、R t C e l 5 C 単 独に くらべ 1 . 6

倍 し か 活 性 が 上 が ら な か っ た 事 な ど も 報 告 さ れ て お り [ 2 1 8 ]、

近接 効果 は 酵素 の特 性に 依 存す る可 能性 が ある と思 われ る 。  

F i e r o b e ら は キ メ ラ 骨 格 タ ン パ ク 質 を 作 製 し 、 小 さ な 複 合

体 で 酵 素 活 性 に 対 す る 影 響 を 調 べ た 結 果 、 糖 質 分 解 酵 素 の 複

合 体 の 機 能 と し て 、 い く つ か の 触 媒 モ ジ ュ ー ル が 近 接 す る こ

と で 分 解 効 率 が 上 が る 近 接 効 果 と 、 骨 格 タ ン パ ク 質 に 含 ま れ

る C B M の基 質 へ結 合す る こと で触 媒モ ジ ュー ルを 標的 基 質

へ引 き付 け るタ ーゲ ッテ ィ ング 効果 の 2 つが 挙 げら れる と 述

べて いる [ 1 2 3 ,  2 0 7 ]。R j C e l 5 B - R j C i p A 複 合 体に お け る稲 わら

への 活性 測 定で は 6 : 1 と 6 : 6 を 比べ るこ と で骨 格タ ンパ ク 質

に含 まれ る C B M 3 のター ゲッ テ ィ ング 効果 は 特に 重要 であ る

こと がわ か り、 大き な相 乗 効果 を得 られ た が、 R j C e l 5 B 同 士

での 近接 効 果は 見ら れな か った (表 2 - 3 )。稲 わら を 構成 して い

る主 な成 分 はセ ルロ ース と ヘミ セル ロー ス、リグ ニン であ り、

それ らは そ れぞ れ 4 0 %、 2 5％ 、 1 0 %の 含有 率 でセ ルロ ース が

多く [ 2 3 1 ]、 図 2 - 4 が示 す通 り 、 R j C i p A の C B M 3 は 稲わ らに

良く 吸着 す るの で、 R j C e l 5 B に おい ては C B M によ るタ ー ゲ

ッ テ ィ ン グ 効 果 が 触 媒 モ ジ ュ ー ル の 近 接 効 果 よ り も 大 き な 影

響を 与え た 可能 性が 示唆 さ れた 。  

 

第 6 項  R j X y n 1 0 C - R j C i p A 複合 体の 不溶 性 基質 に対 する 分

解活 性  

セル ラー ゼ だけ では なく 、キ シ ラ ナー ゼに お いて も C B M は

不 溶 性 基 質 の 分 解 に 大 き な 役 割 を 果 た し て お り 、 R .  

s t e r c o r a r i u m の X y n 1 0 B や P.  c u r d l a n o l y t i c u s の X y n 1 0 D な



53 

 

どで よく 調 べら れて いる [ 2 2 9 ,  2 3 2 ]。し か し、本 研 究で 用い た

R j X y n 1 0 C と R j C i p A は 両 者 と も、不溶 性の 小 麦ア ラビ ノ キ シ

ラン に吸 着 性を 示さ ず (図 2 - 4 )、可溶 性の 小 麦ア ラビ ノキ シ ラ

ン に 対 し て は R j X y n 1 0 C の み が 吸 着 し た (図 2 - 8 )。 そ し て

R j C e l 5 B - R j C i p A 複合 体と は 違い 、 R j X y n 1 0 C - R j C i p A 複合 体

によ る不 溶 性基 質の 分解 に おい て、 C B M 3 の タ ーゲ ッテ ィ ン

グ効 果に よ る相 乗効 果は 得 られ なか った (表 2 - 4 )。 6 : 6 の モ ル

比で 混合 した R j X y n 1 0 C : R j C i p A 複合 体を 用 いて 不溶 性小 麦

ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン に 対 す る 分 解 活 性 を 測 定 し た と こ ろ 、

R j X y n 1 0 C 単 体 で の 分 解 活 性 と ほ ぼ 同 じ 値 と な り 、 さ ら に

C B M 3 を除 去 し た R j C i p A Δ C B M を使 用 して も 同様 の結 果 が

得ら れた た め、 R j C i p A の C B M 3 が不 溶性 小 麦ア ラビ ノキ シ

ラン には 機 能し てい ない こ とが 確認 され た (表 2 - 4 )。一 方、6 : 1

と 6 : 3 の R j X y n 1 0 C - R j C i p A 複合 体で は不 溶 性小 麦ア ラビ ノ

キシ ラン に 対す る分 解活 性 が R j X y n 1 0 C 単体 での 活性 に比 べ

て約 2 分の 1 に 減少 した 。  

 ま た 、 稲 わ ら 粉末 を基 質 とし て用 いた 場 合、 6 : 1 と 6 : 3 の

R j X y n 1 0 C - R j C i p A 複 合 体の 活性 は R j X y n 1 0 C 単 体の 時の 活

性に 比べ そ れぞ れ 2 8％、8 3％に なり 、不 溶 性小 麦ア ラビ ノ キ

シ ラ ン を 基 質 と し た 場 合 と 少 し 異 な っ た 結 果 と な っ た 。 ま た

R j X y n 1 0 C - R j C i p AΔ C B M 複 合体 を使 用す る と、 6 : 1 と 6 : 3 複

合体 では 1 . 5 倍 、6 : 6 複合体 では 1 . 8 倍の複 合 体効 果 が得 られ

た (表 2 - 7 )。こ れ らの 結果 は、 R j C i p A の C B M 3 は 稲わ ら粉 末

のセ ルロ ー スに 吸着 する の で、そ の標 的基 質 (結 晶 性セ ルロ ー

ス )への 吸 着能 力 が R j X y n 1 0 C の 持つ C B M 6 の標 的基 質 (可 溶

性キ シラ ン )へ の 吸着 能力 に 勝る こと で、 R j X y n 1 0 C を基 質 で

あ る キ シ ラ ン か ら 引 き 離 す 「 隔 離 効 果 」 が 生 じ 、 さ ら に 近 接

効果 も負 に 働き 、そ れら の バラ ンス の中 で R j X y n 1 0 C が働 い
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た 結 果 で あ る と 予 想 さ れ る 。 す で に 述 べ た 通 り 、 稲 わ ら に は

セ ル ロ ー ス と キ シ ラ ン 、 そ の 他 さ ま ざ ま な 高 分 子 構 造 が 含 ま

れる ため 、 R j C i p A と R j X y n 1 0 C を複 合体 と して 結合 する と、

セ ル ロ ー ス に 吸 着 し よ う と す る 力 と キ シ ラ ン に 吸 着 さ せ る 力

が 同 時 に 働 く こ と と な り 、 セ ル ロ ー ス に 吸 着 す る 力 の 方 が 強

か っ た 場 合 、 触 媒 モ ジ ュ ー ル を 標 的 基 質 か ら 遠 ざ け て し ま う

「隔 離効 果 」が 生じ ると 思 われ る。  

 

第 7 項  R j C e l 5 B - R j X y n 1 0 C - R j C i p A 複 合体 の 稲 わら 粉末 に

対す る分 解 活性  

 遊 離 状 態 の R j C e l 5 B と R j X y n 1 0 C の 混合 酵 素液 ( 3 : 3 : 0 )の 稲

わら 粉末 に 対す る分 解活 性 を１ とし た場 合 、3 : 3 : 1 複合体 お よ

び 3 : 3 : 3 複合 体 の値 はそ れ ぞれ 1 . 3 と 1 . 5 であり 、特 に大 き

な複 合体 形 成効 果は 得ら れ なか った が 、3 : 3 : 6 複 合体 の場 合 は

2 . 4 倍の 複合 体 形 成効 果が 見 られ た (表 2 - 4 )。しか し、R j C e l 5 B -

R j C i p A 複 合 体に おい ては 6 : 6 で 11 . 5 倍と な って おり (表 2 -

3 )、 R j X y n 1 0 C - R j C i p A 複合 体 では 6 : 6 の場合 1 . 2 倍 とな って

いる (表 2 - 4 )。 こ れら の結 果 を考 慮す ると 、 R j C i p A に 含ま れ

る C B M 3 の結 晶 性セ ルロ ー スへ のタ ーゲ ッ ティ ング 効果 に よ

る R j C e l 5 B の 複 合 体 形 成 効 果 と 、 こ の C B M 3 に よ る

R j X y n 1 0 C の 隔 離 効 果 が 同 時 に 働 く た め に 、 全 体 と し て 大 き

な複 合体 形 成効 果を 得る こ とが でき なか っ たと 推察 され る 。  

F i e r o b e らは 、3 つの 異な る 触媒 サブ ユニ ッ トを 結合 させ る

こ と が で き る 小 さ な キ メ ラ 骨 格 タ ン パ ク 質 を 作 製 し 、 複 合 体

形 成 実 験 を 行 っ た [ 1 2 3 ] 。 触 媒 サ ブ ユ ニ ッ ト に は R .  

c e l l u l o l y t i c u m 由来 のセ ル ラー ゼを 6 種 類使 用 し、 微結 晶 セ

ル ロ ー ス お よ び 麦 わ ら に 対 す る 分 解 活 性 を 測 定 し た 結 果 、 す

べ て の複 合 体 で 遊 離 の状 態 よ り 2～ 6 倍 の 活 性上 昇 が 見ら れ
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た 。 こ の 研 究 で 使 用 し た キ メ ラ 骨 格 タ ン パ ク 質 は R .  

t h e r m o c e l l u m 由 来 、 R .  c e l l u l o l y t i c u m 由 来 お よ び R .  

f l a v e f a c i e n s 由 来 の コヘ シ ン で 構 成 され て い る た め 、コ ヘ シ

ン と ド ッ ク リ ン の 種 特 異 性 に よ り 、 1 つ の 骨 格 タ ン パ ク 質 に

対 し 、 3 つ の 異 な る 触 媒 サ ブ ユ ニ ッ ト が 結 合 し た 複 合 体 と な

って いた [ 1 2 3 ]。また 、平野 ら の 研究 では 、稲 わ らな どの 天 然

基 質 に 対 し て は 結 合 す る 触 媒 ユ ニ ッ ト の 種 類 が 多 け れ ば 多 い

ほ ど 複 合 体 に お け る 活 性 は 高 く な る こ と が 報 告 さ れ て い る

[ 2 3 3 ]。 本 章 の 実 験 で は 2 種 類 の 基 質 特 性 の 全 く 異 な る 酵 素

(セ ル ラ ー ゼ と キ シ ラ ナ ー ゼ )を 触 媒 サ ブ ユ ニ ッ ト と し て 使 用

し て い る の で 、 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 効 果 な ど に お い て 負 の 要 因

が生 じ、高い 複合 体形 成効 果 が得 られ なか っ たと 考え られ た。 

 

第 8 項  ま と め  

本章 の実 験 で、 R .  j o s u i の骨 格タ ンパ ク 質 R j C i p A の 大 腸

菌 の 発 現 シ ス テ ム を 用 い た 発 現 に 成 功 し 、 H i s - t a g を 用 い て

簡便 に精 製 する こと がで き た。 これ によ り 、 R .  j o s u i のセ ル

ロソ ーム の 働き につ いて 、 全長 の R j C i p A を 用 いて 検討 す る

こと が可 能 とな った 。R j C i p A に はコ ヘシ ンが 6 つあ り、その

コヘ シン と セル ラー ゼ R j C e l 5 B とキ シラ ナ ーゼ R j X y n 1 0 C に

含 ま れ る ド ッ ク リ ン を 結 合 さ せ る こ と に よ り 、 酵 素 複 合 体 の

形成 にも 成 功し た。  

R j C e l 5 B - R j C i p A の複 合体 で は、基 質の 分解 に R j C i p A に含

まれる C B M 3 の ター ゲッ テ ィン グ効 果が 重 要な 役割 を果 た し、

大き な複 合 体形 成効 果を も たら した が、 R j C e l 5 B 分 子同 士の

近接 効果 は 見ら れな かっ た。こ のこ とか ら R j C e l 5 B にお い て

は C B M 3 のタ ー ゲッ ティ ン グ効 果の 方が 近 接効 果よ りも 重 要

であ ると 考 えら れた 。  
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R j X y n 1 0 C - R j C i p A 複 合 体 で は 、 稲 わ ら を 基 質 と し た 時 、

R j C i p A が 持 つ C B M 3 の セル ロ ー スへ のタ ー ゲッ ティ ング 効

果 が R j X y n 1 0 C に含 まれ る C B M 6 の可 溶 性キ シラ ンへ のタ ー

ゲ ッ テ ィ ン グ 効 果 を 打 ち 消 し 、 R j X y n 1 0 C を 基 質 か ら 隔 離 す

る 効 果 を も た ら す こ と に よ り 、 複 合 体 形 成 効 果 は 得 ら れ ず 逆

に 負 の 働 き を す る 結 果 と な っ た 。 こ れ ら の 現 象 を よ り 詳 細 に

検討 する 為 には 各 C B M の特 性 につ いて 解 析す る必 要が あ ろ

う。  

本 研 究 に お い て 、 大 腸 菌 の 発 現 シ ス テ ム を 利 用 し た R．  

j o s u i の 全長 骨 格 タン パク 質 の発 現と 精製 が 可能 にな った 。こ

の 系 は 、 セ ル ロ ソ ー ム の 研 究 を 行 う た め の 便 利 で 利 用 し や す

い実 験材 料 を提 供す る。  
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図 2 - 1  精 製 し た 組 換 えタ ン パク 質の S D S - PA G E  

 

レーン M :  分 子 量マ ーカ ー  

レーン 1  :  R j C i p A  

レーン 2  :  R j C i p A Δ C B M  

レーン 3  :  R j C e l 5 B  

レーン 4  :  R j x y n 1 0 C   
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図 2 - 2  R j C e l 5 B によ るセ ロ オリ ゴ糖 、 B M C お よ びフ ナセ ル

の分 解産 物の T L C  

 

反応 条件 ：  4 0℃ ;  1 6 時間 ;  酵 素 量 0 . 2  U  

 

基質  

S  :  標 準 物質 (グ ルコ ース ～ セロ ペン タオ ー ス )  

G 2  :  セ ロビ オ ー ス  

G 3  :  セ ロト リ オ ース  

G 4  :  セ ロテ ト ラ オー ス  

G 5  :  セ ロペ ン タ オー ス  

G 6  :  セ ロヘ キ サ オー ス  

B M  :  B M C  

F C  :  フナ セル  
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図 2 - 3   R j X y n 1 0 C に よる キ シロ オリ ゴ糖 、 バー チウ ッド キ

シ ラ ン 、 ラ イ 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン お よ び 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ

ンの 分解 産 物の T L C  

 

反応 条件 ：  4 0℃ ;  1 6 時 間 ;  酵 素 量 0 . 2  U  

 

S  :  標 準 物質 (キ シロ ース ～ キシ ロペ ンタ オ ース )  

X 1  :  キシ ロ ース  

X 2  :  キシ ロ ビオ ース  

X 3  :  キシ ロ トリ オー ス  

X 4  :  キシ ロ テト ラオ ース  

X 5  :  キシ ロ ペン タオ ース  

X 6  :  キシ ロ ヘキ サオ ース  

B X  :  バ ー チウ ッ ドキ シラ ン  

R X  :  ラ イ 麦ア ラ ビノ キシ ラ ン  

W X  :  可 溶性 小 麦 アラ ビノ キ シラ ン  
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図 2 - 4   R j C i p A の 不 溶性 多糖 に対 する 吸 着性 の S D S - PA G E

によ る解 析  

 

R j C i p A を フナ セ ル、不溶 性 小麦 ア ラビ ノキ シ ラン また は稲 わ

ら粉 末と 混 合し 、氷 中 で 1 時 間 静置 した 後 、遠 心分 離に よ り

上清 と沈 殿 に分 け、 両画 分を S D S - PA G E に供 し た。  

 

レー ン  1  :  沈 殿  フ ナ セ ル  

レー ン  2  :  上 清  フ ナ セ ル  

レー ン  3  :  沈 殿  不 溶 性 小 麦 ア ラビ ノキ シ ラン  

レー ン  4  :  上 清  不 溶 性 小 麦 ア ラビ ノキ シ ラン  

レー ン  5  :  沈 殿  稲 わ ら 粉 末  

レー ン  6  :  上 清  稲 わ ら 粉 末  
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図 2 - 5   R j C i p A の 可 溶 性 多 糖 に 対 す る 吸 着 性 の N a t i v e  

a f f i n i t y - PA G E に よる 解析  

 

A :コ ント ロ ール  B :大麦 β -グ ル カン  C :可 溶性 小麦 アラ ビ ノ

キシ ラン  

 

レー ン  S  :  B S A  

レー ン  1  :  R j C i p A  
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図 2 - 6  R j C e l 5 B の 不溶 性多 糖 に対 する 吸 着性 の S D S - PA G E

によ る解 析  

 

R j C e l 5 B をフ ナ セル 、不 溶 性小 麦ア ラビ ノ キシ ラン また は 稲

わら 粉末 と 混合 し、 氷中 で 1 時 間静 置し た 後、 遠心 分離 に よ

り上 清と 沈 殿に 分け 、両 画 分を S D S - PA G E に 供 した 。  

 

レー ン  1  :  沈 殿  フ ナ セ ル  

レー ン  2  :  上 清  フ ナ セ ル  

レー ン  3  :  沈 殿  不 溶 性 小 麦 ア ラビ ノキ シ ラン  

レー ン  4  :  上 清  不 溶 性 小 麦 ア ラビ ノキ シ ラン  

レー ン  5  :  沈 殿  稲 わ ら 粉 末  

レー ン  6  :  上 清  稲 わ ら 粉 末  
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図 2 - 7  R j C e l 5 B の 可 溶 性 多 糖 に 対 す る 吸 着 性 の N a t i v e  

a f f i n i t y - PA G E に よる 解析  

 

A :コ ント ロ ール  B :大麦 β -グ ル カン  C :可 溶性 小麦 アラ ビ ノ

キシ ラン  

 

レー ン  S  :  B S A  

レー ン  1  :  R j C e l 5 B  
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図 2 - 8  R j X y n 1 0 C の 不 溶 性 多 糖 に 対 す る 吸 着 性 の S D S -

PA G E に よる 解 析  

 

R j X y n 1 0 C を フ ナ セ ル 、 不 溶 性 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン ま た は

稲わ ら粉 末 と混 合し 、氷 中 で 1 時間 静置 し た後 、遠 心分 離 に

より 上清 と 沈殿 に分 け、 両 画分 を S D S - PA G E に 供し た。  

 

レー ン  1  :  沈 殿  フ ナ セ ル  

レー ン  2  :  上 清  フ ナ セ ル  

レー ン  3  :  沈 殿  不 溶 性 小 麦 ア ラビ ノキ シ ラン  

レー ン  4  :  上 清  不 溶 性 小 麦 ア ラビ ノキ シ ラン  

レー ン  5  :  沈 殿  稲 わ ら 粉 末  

レー ン  6  :  上 清  稲 わ ら 粉 末  
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図 2 - 9  R j X y n 1 0 C の 可 溶 性 多 糖 に 対 す る 吸 着 性 の N a t i v e  

a f f i n i t y - PA G E に よる 解析  

 

A :コ ント ロ ール  B :大麦 β -グ ル カン  C :可 溶性 小麦 アラ ビ ノ

キシ ラン  

 

レー ン  S  :  B S A  

レー ン  1  :  R j X y n 1 0 C  
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図 2 - 1 0   R j C e l 5 B - R j C i p A ま た は R j X y n 1 0 C - R j C i p A 複 合 体

形成の N a t i v e - PA G E に よ る確 認  

 

レー ン  1  :  B S A  

レー ン  2  :  R j C i p A  

レー ン  3  :  R j C e l 5 B  

レー ン  4  :  R j X y n 1 0 C  

レー ン  5  :  R j C e l 5 B - R j C i p A 複 合 体  ( 6 : 1 )  

レー ン  6  :  R j X y n 1 0 C - R j C i p A 複 合 体  ( 6 : 1 )  
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表 2 - 1  本 研 究 で 利 用 した プ ライ マー 一覧  

 

 

 

 

  

Protein name Primer name Nucleotide sequence Restriction site

RjCipA CjCipANcoF 5'-GGGCCATGGCTGATACTGGCGTCATATC Nco I

CjCipASalR2 5'-CCCGTCGACATTAAGTTTTGCACTTCCAT Sal I

RjCipA ΔCBM CjCipAdelCBMF 5'-CCCCCATGGGCTTTCATCAATCAAATGACTG Nco I

CjCipASalR2 5'-CCCGTCGACATTAAGTTTTGCACTTCCAT Sal I

RjCel5B CjCel5BBamF 5'-CCCGGATCCGCAGTAGATACAAATAATG Bam HI

CjCel5BSalR 5'-CCCGTCGACTTACTTACCCAGAACCTTTG Sal I

RjXyn10C CjXyn10CNcoF 5'-GGGGCCATGGCAATGGCTACAGGAAAACC Nco I

CjXyn10CSalR 5'-CCCCGTCGACTTTGTCAGCCGGAAATTTTG Sal I

RjAxh43B 0591 NcoF 5'-GGGCCATGGGCTGGCAGTCAGATAATAATAACGG Nco I

0591 SalR 5'-CCCGTCGACTGTGCCTTGTCCCGGAAAAAC Sal I
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表 2 - 2  R j C e l 5 B と R j x y n 1 0 C  の 基質 特異 性  

 

N D：検 出さ れ ず  
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表 2 - 3  R j C e l 5 B およ び R j C e l 5 B - R j C i p A 複 合 体 のフ ナセ ル

と稲 わら 粉 末に 対す る分 解 活性  

 

 

相対 活性 値 は遊 離状 態の R j C e l 5 B ( 6 : 0 )が 基質 か ら 生成 した 還

元糖 量を 1 と し た場 合の 相 対値 を示 す。 活 性値 は 3 つ の試 料

の値 を平 均 した もの であ り 、そ の標 準誤 差 を±で表 した 。  

 

 

 

 

  

n = 3  
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表 2 - 4  R j X y n 1 0 C お よび R j X y n 1 0 C - R j C i p A 複合 体の 不溶 性

小麦 アラ ビ ノキ シラ ンと 稲 わら 粉末 に対 す る分 解活 性  

 

 

相対 活性 値 は遊 離状 態 の R j X y n 1 0 C ( 6 : 0 )が 基質 か ら生 成し た

還元 糖量 を 1 と した 場合 の 相対 値を 示す 。 活性 値は 3 つの 試

料の 値を 平 均し たも ので あ り、 その 標準 誤 差を ±で 表し た。  

 

 

 

 

  

n = 3  
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表 2 - 5  R j C e l 5 B と R j X y n 1 0 C の 混 合 液 お よ び R j C e l 5 B -

R j X y n 1 0 C - R j C i p A 複合 体 の稲 わ ら粉 末に 対 する 分解 活性  

 

 

相対 活性 値 は遊 離状 態の R j C e l 5 B - R j X y n 1 0 C ( 3 : 3 : 0 )が 基質 か

ら生 成し た 還元 糖量 を 1 とし た 場合 の相 対 値を 示す 。活 性 値

は 3 つ の試 料の 値を 平均 し たも ので あり 、 その 標準 誤差 を±

で表 した 。  

 

 

  

n = 3  
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表 2 - 6  R j C e l 5 B およ び R j C e l 5 B - R j C i p A Δ C B M 複 合体 のフ ナ

セル と稲 わ ら粉 末に 対す る 分解 活性  

 

 

相対 活性 値 は遊 離状 態の R j C e l 5 B ( 6 : 0 )が 基質 か ら 生成 した 還

元糖 量を 1 と し た場 合の 相 対値 を示 す。 活 性値 は 3 つ の試 料

の値 を平 均 した もの であ り 、そ の標 準誤 差 を±で表 した 。  

 

 

 

  

n = 3  
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表 2 - 7  R j X y n 1 0 C および R j X y n 1 0 C - R j C i p A Δ C B M 複合 体 の

不溶 性小 麦 アラ ビノ キシ ラ ンと 稲わ ら粉 末 に対 する 分解 活 性  

 

 

相対 活性 値 は遊 離状 態 の R j X y n 1 0 C ( 6 : 0 )が 基 質 か ら生 成し た

還元 糖量 を 1 と した 場合 の 相対 値を 示す 。 活性 値は 3 つの 試

料の 値を 平 均し たも ので あ り、 その 標準 誤 差を ±で 表し た。  

 

 

  

n = 3  
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第 3 章  R u m i n i c l o s t r i d i u m  j o s u i のアラ ビノ キ シ ラン アラ

ビノ フラ ノ ヒド ロラ ーゼ R j A x h 4 3 B の酵 素特 性 お よび キシ ラ

ナーゼ R j X y n 1 0 C を含 む ヘミ セ ルラ ーゼ 複 合体 の活 性  

 

第 1 節  緒 言  

 

 R .  j o s u i の 持 つセ ルロ ソ ーム 関連 タン パ ク質 には セル ラ ー

ゼ や キ シ ラ ナ ー ゼ だ け で は な く 、 ヘ ミ セ ル ロ ー ス 鎖 の 側 鎖 を

切 断 ・ 遊 離 す る 酵 素 も 多 数 含 ま れ る 。 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン ア ラ

ビ ノ フ ラ ノ ヒ ド ロ ラ ー ゼ で あ る と 予 想 さ れ た フ ァ ミ リ ー

G H 4 3 に属 す る R j A x h 4 3 B を発 現さ せ、 キ シラ ン主 鎖か ら ア

ラ ビ ノ ー ス 側 鎖 を 遊 離 す る 能 力 が あ る こ と を 確 認 し た 。 さ ら

に 、 本 酵 素 と キ シ ラ ン 主 鎖 を 切 断 す る キ シ ラ ナ ー ゼ

R j X y n 1 0 C の 組 合 せ に よ る 相 乗 効 果 お よ び 両 酵 素 と R j C i p A

の複 合体 を 形成 する こと に よる 活性 への 影 響を 調べ た。  

 

第 2 節  実 験 方 法  

 

第 1 項  プ ラ ス ミ ド の構 築  

 R .  j o s u i のゲ ノ ム情 報を 基 に、 ファ ミリ ー 4 3 の G H の １つ

で あ る R j A x h 4 3 B を コ ー ド す る 遺 伝 子  ( A c c e s s i o n  n o .  

L C 2 1 5 7 0 1 )領 域 を P C R 法で 増幅 し た 。遺伝 子の 上 流側 と下 流

側 に 制 限 酵 素 切 断 配 列 を 人 工 的 に 付 加 し 、 目 的 タ ン パ ク 質 の

C 末 端側 に H i s - t a g が付 くよ うに プラ スミ ド を構 築し た。P C R

に使 用し た プラ イマ ーセ ッ トは 表 2 - 1 に 示す 。  

 遺 伝 子 の 増 幅 とプ ラス ミ ドの 構築 は第 2 章 第 2 節第 1 項と

同 様 の 方 法 で 行 っ た 。 構 築 し た プ ラ ス ミ ド に よ り コ ー ド さ れ

るタ ンパ ク 質 ( R j A x h 4 3 B )の モ ジ ュラ ー構 造 を図 1 - 3 に 示す 。 
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第 2 項  目 的 タ ン パ ク質 の 発現 と精 製  

 第 2 章第 2 節 第 2 項と 同様 の 方法 で目 的 タン パク 質で あ る

R j A x h 4 3 B を 発現 し精 製し た 。  

 

第 3 項  S D S - PA G E  

 第 2 章 第 2 節 第 3 項と 同 様の 方法 で S D S - PA G E を 行 い、

目的 タン パ ク質 を確 認し た 。  

 

第 4 項  タ ン パ ク 質 濃度 の 測定  

 第 2 章第 2 節 第 4 項と 同様 の 方法 を用 い て、 目的 タン パ ク

質の 濃度 を 測定 した 。  

 

第 5 項  天 然 基 質 と して の 稲わ ら粉 末の 調 製  

 第 2 章第 2 節 第 5 項と 同様 の 方法 で調 製 した 。  

 

第 6 項  酵 素 活 性 の 測定  

 基 質 と し て バ ーチ ウッ ド キシ ラン ( S i g m a - A l d r i c h )、可 溶性

小麦 アラ ビ ノキ シラ ン ( M e g a z y m e )、不 溶性 小麦 ア ラビ ノキ シ

ラ ン ( M e g a z y m e )、 ラ イ 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン ( M e g a z y m e )、 リ

ニ ア ア ラ ビ ナ ン ( M e g a z y m e ) 、  テ ン サ イ ア ラ ビ ナ ン

( M e g a z y m e )、稲 わら 粉末 を 使用 した 。  

 1％ の各 基 質溶 液ま たは 懸 濁液 を使 用し 、酵素 反 応 液 を調 製

した 。 5 0  m M マ レイ ン酸 緩 衝液 ( p H 7 . 0 )中 に 基質 濃度 0 . 5％ 、

酵素 濃度 0 . 0 1  m g / m l とな る様 に 反応 液を 調 製し 、 4 5℃で 3 0

分間 反応 さ せた 。 反 応後 、 反応 液を 1 0 0℃ で 1 0 分間 加熱 し、

酵素 を失 活 させ た後 、氷中 で冷 却 した 。反応 液 ( 5 0  µ l )  に ジニ

トロ サリ チ ル酸 ( D N S )試 薬 ( 2 5 0  µ l）[ 2 1 4 ]を加え 5 分間 煮沸 し
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た後 に氷 中 で冷 却し 、ミ リ Q 水 1 . 2  m l を加え た 。そ の後 、

1 2 , 0 0 0×g で 1 分間 遠心 分 離を 行い 、上 清 の吸 光度 ( 5 0 0  n m )

を測 定し た 。ま た、 4 5℃、 1 分 間 に 1  µ m o l の 還元 糖を 遊離 す

る 酵 素 量 を 1  ユ ニ ッ ト ( U )と 定 義 し た 。 還 元 糖 測 定 の た め の

標準 物質 に は ア ラビ ノー ス を 用 いた 。  

 

第 7 項  至 適 p H の測 定  

 第 2 章第 2 節 第 7 項と 同様 の 方法 で測 定 した 。酵 素反 応 は

4 5℃、3 0 分 間行 い、基質 と して 可溶 性 小 麦 アラ ビノ キシ ラ ン

を用 いた 。  

 

第 8 項  至 適 温 度 の 測定  

 第 2 章第 2 節 第 8 項と 同様 の 方法 で測 定 した 。酵 素反 応 は

4 5℃、3 0 分 間行 い、基質 と して 可溶 性 小 麦 アラ ビノ キシ ラ ン

を用 いた 。  

 

第 9 項  p H 安定 性の 測定  

 第 2 章第 2 節 第 9 項と 同様 の 方法 で測 定 した 。酵 素反 応 は

4 5℃、3 0 分 間行 い、基質 と して 可溶 性 小 麦 アラ ビノ キシ ラ ン

を用 いた 。  

 

第 1 0 項  熱 安 定 性 の 測定  

 第 2 章第 2 節 第 1 0 項と同 様 の 方法 で測 定 した 。酵 素反 応

は 4 5℃、3 0 分 間 行い、基 質と して 可溶 性 小 麦 アラ ビノ キシ ラ

ンを 用い た 。  

 

第 11 項  薄 層 ク ロ マ トグ ラ フィ ーに よる R j A x h 4 3 B の 分解

産物 の解 析  
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 オ リ ゴ 糖 お よ び そ の他 の 基質 の R j A x h 4 3 B に よる 酵素 分 解

後 の 産 物 を 調 べ る た め 、 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 解 析

を 行 っ た 。 オ リ ゴ 糖 と し て ア ラ ビ ノ オ リ ゴ 糖 [ア ラ ビ ノ ー ス

( A 1 )、アラ ビノ ビ オー ス ( A 2 )、ア ラ ビノ トリ オ ース ( A 3 )、ア ラ

ビ ノ テ ト ラ オ ー ス ( A 4 )、 ア ラ ビ ノ ペ ン タ オ ー ス ( A 5 )、 ア ラ ビ

ノヘ キサ オ ース ( A 6 ) ]、キ シロ オ リ ゴ糖 [キ シ ロー ス ( X 1 )、キシ

ロ ビ オ ー ス ( X 2 )、 キ シ ロ ト リ オ ー ス ( X 3 )、 キ シ ロ テ ト ラ オ ー

ス ( X 4 )、キシ ロ ペン タオ ー ス ( X 5 )、キ シロ ヘキ サ オー ス ( X 6 ) ]

を 使 用 し 、 そ の 他 の 基 質 と し て 、 バ ー チ ウ ッ ド キ シ ラ ン 、 可

溶 性 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン 、 不 溶 性 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン 、

ラ イ 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン 、 稲 わ ら 粉 末 を 用 い た 。 ア ラ ビ ノ キ

シラ ンの 側 鎖の 分解 位置 を 調べ るた め、 3 2 -α - L -アラ ビノ フ ラ

ノシ ルキ シ ロビ オー ス ( A 3 X )  ( M e g a z y m e )、 2 3 , 3 3 - d i -α - L -アラ

ビ ノ フ ラ ノ シ ル キ シ ロ ト リ オ ー ス  ( A 2 , 3 X X )  ( M e g a z y m e )、  

2 3 -α - L - ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ル キ シ ロ ト リ オ ー ス  ( A 2 X X )  

( M e g a z y m e )、  3 3 -α - L -ア ラ ビノ フ ラノ シル キ シロ テト ラオ ー

ス  ( X A 3 X X )  ( M e g a z y m e )も 基質 と して 用い た 。 2  µ l の各オ リ

ゴ糖 溶液 1 0  m g / m l ま たは 5  µ l の 1 . 0％多 糖 類の 基質 溶液 に

5 0 0  m M の リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 ( p H  6 . 5 ) を 1  µ l と

R j A x h 4 3 B ( 0 . 2  U )を 加え 、 ミリ Q 水で 全量 が 1 0  µ l になる よ

うに 調節 し 、 4 0℃で 1 6 時 間反 応 させ た。  

 T L C は 第 2 章 第 2 節第 11 項 と 同様 の方 法 で行 い、 展開 溶

媒と して 1 -ブ タ ノー ル：酢 酸 :水 = 5 : 2 : 3 を使用 し た 。キ シ ロオ

リ ゴ 糖 、 ア ラ ビ ノ オ リ ゴ 糖 お よ び 多 糖 す べ て に お い て 同 じ 展

開 溶 媒 を 使 用 し た 。 発 色 液 に は ジ フ ェ ニ ル ア ミ ン -ア ニ リ ン -

リン 酸試 薬 (ジ フ ェニ ルア ミン 0 . 1  g、 アニ リン 0 . 1  m l、 アセ

トン 5  m l、 8 5％ リン酸 0 . 7 5  m l )を使 用し た 。  
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第 1 2 項  不 溶 性 多 糖 に対 す る吸 着性  

 R j A x h 4 3 B の 不溶 性多 糖 に対 する 吸着 性 につ いて 第 2 章 第

2 節第 1 2 項と 同 様の 方法 で 調べ た。不 溶 性多 糖 とし て 、フナ

セル 、不 溶 性 小 麦 アラ ビノ キ シラ ン ( M e g a z y m e )、リニ アア ラ

ビナ ン ( M e g a z y m e )、 稲 わら 粉 末 を用 いた 。  

 

第 1 3 項  可 溶 性 多 糖 に対 す る吸 着性  

 R j A x h 4 3 B の 可溶 性多 糖 に対 する 吸着 性 を第 2 章第 2 節 第

1 3 項と同 様 の方 法で 調べ た 。可 溶 性基 質に は バー チウ ッド キ

シラ ン ( S I G M A )、可溶 性小 麦 アラ ビノ キシ ラ ン  ( M e g a z y m e )、

ライ 麦ア ラ ビノ キシ ラン ( M e g a z y m e )を用 い た 。  

 

第 1 4 項  コ ヘシ ン -ドッ ク リン 相 互作 用の 確 認  

 2 0 m M  Tr i s - H C l - 1 0 m M  C a C l 2  ( p H  7 . 5 )中 に、 R j A x h 4 3 B と

R j C i p A を 6 : 1 の モル 比で 含 む反 応液 を調 製 し 、タ ンパ ク質 の

移動 度を N a t i v e - PA G E で 調 べた 。方 法は 第 2 章 第 2 節 第 1 4

項に 記載 し た。  

 

第 1 5 項  複 合体 の活 性測 定  

 2 0  m M  Tr i s - H C l - 1 0  m M  C a C l 2  ( p H  7 . 5 )中 に R j A x h 4 3 B -

R j C i p A の モル 比 が 6 : 0、6 : 1、6 : 3、6 : 6 とな るよ う 調製 した 。

それ ぞれ の 反応 液を 4 0℃ で 3 0 分間 静置 し 、異 なっ たモ ル 比

の複 合体 を 得た 。ま た、 触 媒モ ジュ ール と して R j A x h 4 3 B と

R j X y n 1 0 C を 複 合 体 に す る 場 合 、 R j A x h 4 3 B ： R j X y n 1 0 C ：

R j C i p A の 割合 を 3 : 3 : 0、 3 : 3 : 1、 3 : 3 : 3、 3 : 3 : 6 とし 、同様 の 方

法 で 複 合 体 を 作 製 し た 。 こ れ ら の 異 な っ た モ ル 比 の 複 合 体 を

酵 素 液 と し 、 不 溶 性 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン お よ び 稲 わ ら 粉 末

を基 質と して 4 5℃、1 6 時間 反 応 を行 った 。生 成し た還 元糖 は
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S o m o g y - N e l s o n 法 [ 2 1 6 ]に より 測 定し た。  

 

第 3 節  結 果  

 

第 1 項  R j A x h 4 3 B の発 現 と精 製  

 R .  j o s u i が 持 つセ ルロ ソ ーム 関連 遺伝 子 の中 から 、ア ラ ビ

ノ キ シ ラ ン ア ラ ビ ノ フ ラ ノ ヒ ド ロ ラ ー ゼ と 予 想 さ れ た

R j A x h 4 3 B を 大腸 菌 B L 2 1 - C o d o n P l u s ( D E 3 ) - R I P L を 宿主 と し

て使 用し 発 現さ せた 。精 製 後、 S D S - PA G E に よ り R j A x h 4 3 B

のバ ンド を 確認 した (図 3 - 1 )。R j A x h 4 3 B の予 想さ れる 分子 質

量は 8 1 . 3  k D a で あり、分 子量 マー カー を参 照 する と、精 製 し

た タ ン パ ク 質 の 分 子 量 は ほ ぼ 一 致 し て い た 。 精 製 し た こ の タ

ンパ ク質 を 以下 の実 験で 使 用し た。  

 

第 2 項  R j A x h 4 3 B の 基 本 的な 性 質  

 R j A x h 4 3 B の 基 質 特 異 性 を 調 べ る た め に 、 さ ま ざ ま な 基 質

を 用 い て 酵 素 反 応 を 行 い 、 そ の 活 性 を 比 較 し た (表 3 - 1 ) 。

R j A x h 4 3 B は 可 溶 性 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン に 最 も 高 い 活 性

( 6 2 . 3± 8 . 6  U / m g - p r o t e i n )を 示 し 、 ラ イ 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン

( 2 0 . 0±1 . 3  U / m g - p r o t e i n )にも 高い 活性 が認 め られ 、不溶 性小

麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン に は 中 程 度 の 活 性 を 示 し た ( 6 . 6 ± 5 . 1  

U / m g - p r o t e i n )  。 ま た テ ン サ イ ア ラ ビ ナ ン に も 活 性 が あ っ た

が ( 1 . 4 7±0 . 11  U / m g - p r o t e i n )、 リ ニア アラ ビ ナン には ごく 弱

い活 性し か 示さ なか った ( 0 . 3 5±0 . 0 4  U / m g - p r o t e i n )。そ の他 、

稲 わ ら 粉 末 や バ ー チ ウ ッ ド キ シ ラ ン 、 ビ ー チ ウ ッ ド キ シ ラ ン

に は 全 く 活 性 が 見 ら れ な か っ た 。 活 性 の 高 か っ た 可 溶 性 小 麦

アラ ビノ キ シラ ンを 基質 と して R j A x h 4 3 B の性 質を 調 べ た 結

果、至適 p H は 6 . 0、至 適温 度は 5 0℃で あっ た 。ま た 、各 p H
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で 4℃、 1 6 時 間 保存 した 時 、本 酵素は p H  6 . 5～ 8 . 0 で安定 で

あっ た 。p H  6 . 5 で各 温度 1 時 間 処理 した 時 、4 0℃ま では 活 性

の低 下は 見 られ なか った 。  

  

第 3 項  R j A x h 4 3 B に よる オリ ゴ 糖お よび 多 糖の 分解 産物 の

解析  

 R j A x h 4 3 B の 分 解産 物や 切 断部 位を 調 べ る ため に T L C を 行

っ た 。 R j A x h 4 3 B を 天 然 基 質 、 キ シ ロ オ リ ゴ 糖 お よ び ア ラ ビ

ノオ リゴ 糖 を基 質と し て 4 0℃ 、 p H  7 . 0 で 1 6 時 間反 応さ せ、

反応 液を T L C プ レー トに ス ポッ トし、展 開を 行 った。基 質と

し て 可 溶 性 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン 、 不 溶 性 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ

ラ ン 、 ラ イ 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン 、 テ ン サ イ ア ラ ビ ナ ン 、 リ ニ

ア ア ラ ビ ナ ン 、 バ ー チ ウ ッ ド キ シ ラ ン 、 オ ー ト ス ペ ル ト キ シ

ラン 、稲 わ ら粉 末を 使用 し た結 果を 図 3 - 2 に 示 した 。可 溶 性

小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン 、 不 溶 性 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン 、 ラ イ

麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン 、 テ ン サ イ ア ラ ビ ナ ン を 基 質 と し た 時 、

分 解 産 物 と し て ア ラ ビ ノ ー ス の み が ス ポ ッ ト と し て 現 れ た が 、

リ ニ ア ア ラ ビ ナ ン 、 バ ー チ ウ ッ ド キ シ ラ ン 、 オ ー ト ス ペ ル ト

キ シ ラ ン 、 稲 わ ら 粉 末 か ら は 分 解 産 物 は 確 認 で き な か っ た 。

キシ ロオ リ ゴ糖 (図 3 - 3 )およ びア ラビ ノオ リ ゴ糖 (図 3 - 4 )を基

質と した 時 、ど の基 質か ら も分 解産 物は 検 出さ れな かっ た 。  

A 3 X、A 2 , 3 X X、A 2 X X、X A 3 X X をそ れぞ れ基 質 とし た反 応で

は、 A 2 , 3 X X  にの み活 性が 見 られ た (図 3 - 5 )。 酵 素 処理 を行 っ

てい ない ネ ガテ ィブ コン ト ロー ルと 比べ る と 、A 2 , 3 X X で はア

ラビ ノー ス と A 2 X X ま た は A 3 X X が分 解産 物 とし て現 れて い

る。 しか し その 他の  A 3 X や A 2 X X、  X A 3 X X では 分解 産物 は

確認 でき な かっ た。  

前 項 の 結 果 と 本 項 の 結 果 に よ り 、 R j A x h 4 3 B は ア ラ ビ ノ キ
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シ ラ ン ア ラ ビ ノ フ ラ ノ ヒ ド ロ ラ ー ゼ で あ る こ と が 確 か め ら れ

た。  

 

第 4 項  多 糖 へ の 吸 着性  

 R j A x h 4 3 B の 不 溶 性 多 糖 に 対 す る 吸 着 性 は S D S - PA G E で

(図 3 - 6 )、可 溶性 多糖 につ い ては N a t i v e  A f f i n i t y - PA G E に よ

り調 べた (図 3 - 7 )。不 溶性 多 糖で ある フナ セ ル、小麦 アラ ビ ノ

キ シ ラ ン 、 リ ニ ア ア ラ ビ ナ ン 、 稲 わ ら 粉 末 に 対 し て は 、 吸 着

性は 見ら れ なか った (図 3 - 6 )。一 方、可溶 性 基質 では 小麦 ア ラ

ビ ノ キ シ ラ ン 、 テ ン サ イ ア ラ ビ ナ ン 、 バ ー チ ウ ッ ド キ シ ラ ン

にほ ぼ同 じ 程度 の微 弱な 吸 着性 が確 認さ れ た (図 3 - 7 )。  

 

第 5 項  R j C i p A と R j A x h 4 3 B の コヘ シン -ドッ ク リン 相互 作

用  

 R j C i p A と R j A x h 4 3 B をカ ル シ ウム イオ ン 存在 下 で 1 : 6 の

モ ル 比 で 混 合 し た 後 、 N a t i v e - PA G E  で 電 気 泳 動 し た 結 果 (図

3 - 8 )、 R j C i p A - R j A x h 4 3 B 混合 溶 液 で は R j C i p A と R j A x h 4 3 B

の バ ン ド は 消 失 し 、 新 た な 位 置 に バ ン ド が 現 れ た た め 、 コ ヘ

シン -ド ッ クリ ン 相互 作用 に よっ て 、複 合体 を形 成 して いる こ

とが 確認 さ れた 。  

 

第 6 項  不 溶 性 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン に 対 す る R j A x h 4 3 B -

R j C i p A 複 合体 の 分解 活性  

R j A x h 4 3 B と R j C i p A を それ ぞ れ 、 6 : 1、 6 : 3、 6 : 6 のモ ル比

で 混 合 し て 形 成 さ せ た 複 合 体 を 不 溶 性 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン

と 4 0℃ 、 1 6 時 間 反応 させ た 。そ の後 、 S o m o g y - N e l s o n 法 を

用い て反 応 液の 還元 糖量 を 測定 した 。 そ の 結果 を表 3 - 2 に示

す 。 不 溶 性 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン に 対 し て 、 遊 離 の
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R j A x h 4 3 B ( 6 : 0 ) が 生 成 し た 還 元 糖 量 を １ と す る と 、

R j A x h 4 3 B - R j C i p A ( 6 : 1 )複 合体 の 相 対的 な活 性は 1 . 0 5、 6 : 3 複

合体 では 1 . 2 1、 6 : 6 複合体 で は 1 . 5 9 となっ た 。  

 

第 7 項  不 溶 性 小 麦 アラ ビ ノキ シラ ンと 稲 わら 粉末 に対 す る

R j A x h 4 3 B - R j X y n 1 0 C - R j C i p A 複 合 体の 分解 活 性  

 キ シ ラ ン 側 鎖 を 切 断 す る 能 力 は 天 然 の 基 質 に 含 ま れ る キ シ

ラ ン 主 鎖 を 分 解 す る 助 け に な る 。 R j A x h 4 3 B は キ シ ラ ン の 側

鎖 で あ る ア ラ ビ ノ ー ス を 遊 離 す る 活 性 を 持 つ こ と が 解 っ た た

め 、キ シラ ン 主鎖 分解 する R j X y n 1 0 C との 組 み合 わ せに より 、

どの よう な 相乗 効果 が表 れ るか を調 べた (表 3 - 3 )。  

 R j A x h 4 3 B、 R j X y n 1 0 C お よ び R j C i p A を そ れぞ れ、 モル 比

3 : 0 : 0、 0 : 3 : 0、 3 : 3 : 0、 3 : 3 : 1、 3 : 3 : 3、 3 : 3 : 6 で混 合 し各 割合 の

複合 体を 得 た 。R j C i p A の割 合が 0 の混 合液 は 酵素 が遊 離状 態

であ る。 不 溶性 小麦 アラ ビ ノキ シラ ンを 基 質と して p H  7 . 0、 

4 0℃で 1 6 時 間反 応さ せた 後、反 応 液の 還元 糖 量を 測定 した 。

還 元 糖 の 測 定 値 を 基 に 、 こ れ ら の 複 合 体 の 相 対 的 な 活 性 値 を

比較 し た 。 R j A x h 4 3 B : R j X y n 1 0 C : R j C i p A が 3 : 0 : 0 で は還 元糖

が 3 . 1±0 . 3  μg、 0 : 3 : 0 では 1 6 . 8±1 . 0  μg 生成 され た。 稲わ ら

粉末 を基 質 とし た場 合 3 : 0 : 0 で は還 元糖 は 検出 され ず、 0 : 3 : 0

では 2 . 3±0 . 2  μg 生成 され た。R j A x h 4 3 B と R j X y n 1 0 C の酵 素

反応 に関 連 性や 相乗 効果 が ない と考 える と 、3 : 0 : 0 と 0 : 3 : 0 の

還元 糖量 の 和を 導く と 、3 : 3 : 0 の 酵素 混合 液 では 不溶 性小 麦 ア

ラビ ノキ シ ラン が基 質の 時 、1 9 . 9  μg の還 元糖 が、稲わ ら粉 末

を基 質と し た場 合、 2 . 3  μg の 還 元糖 が生 成 され ると 予想 さ れ

る。 この 計 算上 の値 を 1 とし 、 実際 の複 合 体が どの 程度 相 乗

効果 を発 揮 する かを 調べ た 。  

 酵 素 が 遊 離 状 態の R j A x h 4 3 B - R j X y n 1 0 C - R j C i p A が 3 : 3 : 0 の
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時、 不溶 性 小麦 アラ ビノ キ シラ ンで は計 算 値に 比べ 1 . 3 6 倍、

稲わ ら粉 末 では 1 . 7 4 倍とな り 、両 酵素は 2 つの 基 質に 対し て

相乗 的に 働 くこ とが 示さ れ た。ま た、R j C i p A の コ ヘシ ン全 て

に酵 素が 結 合し た複 合体 で ある 3 : 3 : 1 複合 体で は 不溶 性小 麦

アラ ビノ キ シラ ンの 場合 は 1 . 3 1 倍、稲わ ら 粉末 が 基質 の場 合

1 . 4 8 倍とな り、遊離 状態 よ りも 相乗 効果 が 低か った。3 : 3 : 3 の

複合 体の 時 、不溶 性小 麦ア ラ ビノ キシ ラン では 1 . 8 4 倍、稲わ

ら粉 末で は 1 . 9 6 倍の 相乗 効 果が 得ら れ、さらに 3 : 3 : 6 の時に

は不 溶性 小 麦ア ラビ ノキ シ ラン では 2 . 8 1 倍、稲 わら 粉末 で は

3 . 0 4 倍の相 乗 効 果が 得ら れ た。  

 

第 4 節  考 察  

 

第 1 項  R j A x h 4 3 B の酵 素 特性  

フ ァ ミ リ ー G H 4 3 に は キ シ ラ ナ ー ゼ や ア ラ ビ ナ ナ ー ゼ 、 β -

キ シ ロ シ ダ ー ゼ 、 α - L -ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ダ ー ゼ の よ う な ヘ ミ

セ ル ロ ー ス 分 解 に 関 わ る 酵 素 が 含 ま れ る こ と が 知 ら れ て お り 、

最 近 で は そ れ ら の 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同 性 を 基 に

G H 4 3 _ 1 か ら G H 4 3 _ 3 7 まで 3 7 の サブ ファ ミ リー に分 類さ れ

て い る [ 1 4 ] 。 そ の 中 で 、 本 研 究 で 使 用 し た R j A x h 4 3 B は

G H 4 3 _ 1 0 の酵 素 と相 同性 が 高く 、 G H 4 3 _ 1 0 に 関 する 酵素 特

性の 知見 か ら R j A x h 4 3 B は β -キ シ ロシ ダー ゼ もし く は α - L -ア

ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ダ ー ゼ で あ る と 予 想 さ れ た [ 1 4 ]。 実 際 に 、

R j A x h 4 3 B は ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン に 強 い 活 性 を 示 し 、 側 鎖 の な

いキ シラ ン には 活性 を示 さ なか った こと か ら (表 3 - 1 )、本 酵素

はキ シラ ン から アラ ビノ ー ス残 基を 遊離 す る性 質を 持 つ α - L -

アラ ビノ フ ラノ シダ ーゼ で ある こと が示 唆 され た。  

 T L C を 用 いて 、様 々な 基 質に 対する R j A x h 4 3 B の反 応 を定
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性的 に調 べ た (図 3 - 2～図 3 - 5 )。可 溶性 小麦 ア ラビ ノキ シラ ン、

不 溶 性 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン 、 ラ イ 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン 、 テ

ン サ イ ア ラ ビ ナ ン に 対 す る 活 性 は 還 元 糖 の 定 量 分 析 で も 示 さ

れ (表 3 - 1 )、 T L C に お いて もア ラビ ノー ス を産 生す るこ と が

明ら かと な った (図 3 - 2 )。一 方、リ ニア アラ ビ ナン につ いて は

還元 糖が 微 量に 検出 され た が、 T L C では ア ラビ ノ ース の遊 離

は確 認で き なか った (図 3 - 2 )。キ シロ オリ ゴ 糖や アラ ビノ オ リ

ゴ糖 に対 し ても 活性 が見 ら れな かっ たこ と から (図 3 - 3 およ び

図 3 - 4 )、 R j A x h 4 3 B は キ シロ オリ ゴ糖 の β - 1 , 4 結 合や アラ ビ

ノオ リゴ 糖の α - 1 , 5 結合に は 作用 でき ない こ とが 示さ れた 。  

アラ ビノ キ シロ オリ ゴ糖 で ある A 3 X、A 2 , 3 X X、A 2 X X およ び

X A 3 X X を 基 質と した 場合 、A 2 , 3 X X の みア ラビ ノ ースと A 2 X X

または A 3 X X に 分解 され た (図 3 - 5 )。アラ ビ ノキ シ ラン アラ ビ

ノフ ラノ ヒ ドロ ラー ゼは C 2 と C 3 の位 置に そ れ ぞれ アラ ビ

ノー ス側 鎖 があ るキ シロ ー ス残 基か ら C 3 の ア ラビ ノー ス の

みを 切断 す るア ラビ ノフ ラ ノヒ ドロ ラー ゼ D 3  ( A X H d 3 )と、

キシ ロー ス 残基 の C 2 もし く は C 3 に 1 つだ け存 在す るア ラ

ビ ノ ー ス を 切 断 す る ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン ア ラ ビ ノ フ ラ ノ ヒ ド ロ

ラー ゼ m 2 3  ( A X H m 2 3 )の 2 つの グル ープ に 分け られ てい る

[ 8 8 ]。 R j A x h 4 3 B はキ シラ ン 残基 の 2 と 3 の 位置 両方 にア ラ

ビ ノ ー ス が 結 合 し て い る 場 合 の み 、 ア ラ ビ ノ ー ス を 遊 離 す る

こと から 本 酵素 は A X H d 3 に 属す る可 能性 が 高い 。  

R j A x h 4 3 B は G H 4 3 _ 1 0 に属 し、R .  s t e r c o r a r i u m  の X y l 4 3 B

に対 して 高 い相 同性 を示 し たが 、 R s X y l 4 3 B は β -キ シロ シ ダ

ーゼ であ り α - L -アラ ビノ フ ラノ シダ ーゼ で はな いと 報告 さ れ

てい る [ 2 3 4 ]。 一 方、 B a c t e r o i d e s  o v a t u s や B i f i d o b a c t e r i u m  

a d o l e s c e n t i s の G H 4 3 _ 1 0 は A X H d 3 と同 定 され てお り [ 2 3 5 ,  

2 3 6 ]、R j A x h 4 3 B の性 質と 類 似し てい る。R j A x h 4 3 B がテ ン サ
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イ ア ラ ビ ナ ン に 対 し て 弱 い 活 性 を 持 つ こ と や 、 ア ラ ビ ノ キ シ

ラン から ア ラビ ノー スの み を遊 離す るこ とも G H 4 3 _ 1 0 に属

する A X H d 3 の酵 素の 特徴 に 一致 して いる [ 2 3 5 , 2 3 6 ]。 また 、

G H 4 3 _ 1 2 も G H 4 3 _ 1 0 と 相 同 性 が 高 い グ ル ー プ で あ る が 、

G H 4 3 _ 1 2 の 酵素 は単 離さ れ てい ない 細菌 由 来の もの で 、α - L -

アラ ビノ フ ラノ シダ ーゼ 活 性と β -キ シロ シ ダー ゼ 活性 の両 方

の能 力を 持つ d e A F c  [ 2 3 7 ]と d e A X  [ 2 3 8 ]が 知ら れ てい る。 前

者 は 合 成 キ シ ロ ピ ラ ノ シ ド か ら キ シ ロ ー ス を 、 ア ラ ビ ノ キ シ

ラ ン や 側 鎖 の あ る ア ラ ビ ナ ン か ら ア ラ ビ ノ ー ス を 遊 離 す る 活

性を 持ち [ 2 3 7 ]、後者 はテ ン サイ アラ ビナ ンや α - L -ア ラビ ノ ト

リ オ ー ス 、 ラ イ 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン か ら ア ラ ビ ノ ー ス を 、 キ

シ ロ オ リ ゴ 糖 や バ ー チ ウ ッ ド キ シ ラ ン か ら は キ シ ロ ー ス を 遊

離す る働 き を持 つ [ 2 3 8 ]と 報告 さ れて おり 、 R j A x h 4 3 B とは 性

質が 異な っ てい る。  

 R j A x h 4 3 B の モジ ュラ ー 構造 は、 G H 4 3 と C B M 6 とド ック

リ ン で 構 成 さ れ て い る ( 図 1 - 1 ) 。  R j X y n 1 0 C と 同 様 に

R j A x h 4 3 B も C B M 6 を 持ち 、 R j X y n 1 0 C に 比べ 吸 着性 は低 い

も の の 、 可 溶 性 の 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン 、 テ ン サ イ ア ラ ビ ナ

ン お よ び バ ー チ ウ ッ ド キ シ ラ ン に 吸 着 性 が 認 め ら れ た (図 3 -

7 )。 R j A x h 4 3 B は バ ー チ ウ ッ ド キ シ ラ ン に は 活 性 が な か っ た

が 、 吸 着 性 が あ り 、 キ シ ラ ン の 主 鎖 に 結 合 す る と 思 わ れ る 。

C B M 6 の 中に は 、キ シロ オ リゴ 糖に 吸着 性 を持 つも のが あ る

こと が報 告 さ れ てい るこ と から [ 2 3 9 ]、 R j A x h 4 3 B の場 合も フ

ァミ リー 6 の C B M のキ シラ ン へ の吸 着特 性 が作 用し てい る

と考 えら れ る。た だし、R j A x h 4 3 B は、ア ラ ビノ キシ ラン から

ア ラ ビ ノ ー ス を 遊 離 す る 活 性 を 持 つ こ と か ら N a t i v e  

A f f i n i t y -  PA G E の結 果に 影 響を 与え る可 能 性は 否定 でき ず、

タ ン パ ク 質 の 移 動 度 と 吸 着 性 の 大 き さ は 必 ず し も 一 致 し な い
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可 能 性 が あ る 。 ま た 、 不 溶 性 の 基 質 に は 全 く 吸 着 性 を 示 さ な

かっ た (図 3 - 6 )。  

 

第 2 項  不 溶 性 小 麦 アラ ビ ノキ シラ ン分 解 に与 え る R j C i p A

と R j A x h 4 3 B の 複合 体形 成 の影 響  

 R j A x h 4 3 B と R j C i p A の複 合 体 を作 製し 、不溶 性 の小 麦ア ラ

ビノ キシ ラ ンに 対す る活 性 を調 べた (表 3 - 2 )。前 章で 述べ た 通

り 、 セ ル ロ ソ ー ム を 形 成 す る 利 点 と し て 、 第 一 に 骨 格 タ ン パ

ク質 の持 つ C B M に よる 基 質へ のタ ーゲ ッ ティ ング 効果 、 第

二 に 触 媒 モ ジ ュ ー ル が 近 接 す る こ と で 相 乗 効 果 が 起 こ る 近 接

効果 が挙 げ られ る [ 1 2 3 ,  2 0 4 ,  2 0 7 ]。 しか し 、前 章 での 実験 結

果よ り、 R j C i p A に含 まれ る C B M 3 に は不 溶性 小 麦ア ラビ ノ

キ シ ラ ン へ の 吸 着 性 は な か っ た に も か か わ ら ず 、 R j A x h 4 3 B -

R j C i p A が 6 : 6 の 複合 体で は 、不 溶 性小 麦ア ラ ビノ キシ ラン へ

の活 性が 遊 離状 態の R j A x h 4 3 B よりも 1 . 5 9 倍高 くな った (表

3 - 2 )。N a t i v e - PA G E 上で は R j A x h 4 3 B は少 しス メ ア状 にな っ

てい た (図 3 - 7 お よび 3 - 8 )。こ れ は R j A x h 4 3 B の 分子 間に 何 ら

か の 非 特 異 的 な 相 互 作 用 が 生 じ 、 本 来 の 酵 素 が 持 つ 能 力 を 低

下さ せて い る可 能性 を示 唆 する 。R j A x h 4 3 B - R j C i p A 複合 体 を

形 成 す る こ と で 、 こ れ ら の 非 特 異 的 な 相 互 作 用 を 減 少 さ せ 、

R j A x h 4 3 B が 持 つ 本 来 備 わ っ て い る 能 力 を 発 揮 す る こ と が で

き る よ う に な っ た 可 能 性 が あ る 。 前 章 で 述 べ た よ う に 、

R j X y n 1 0 C - R j C i p A ( 6 : 6 )複 合 体 の 不 溶 性 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ

ンへ の活 性 が、 遊離 状態 の R j X y n 1 0 C の活 性 とほ ぼ同 じ値 に

なっ たこ と から 、 R j C i p A の C B M 3 は小 麦 アラ ビ ノキ シラ ン

に 対 し て 効 果 が な い こ と が 示 唆 さ れ た 。 一 方 、 R j A x h 4 3 B -

R j C i p A 複 合体 で は、R j A x h 4 3 B が 遊離 状態 の 時よ りも 複合 体

の 方 が 、 不 溶 性 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン へ の 分 解 活 性 が 高 ま っ
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たこ とか ら 、上 記の 理由 の 他に R j C i p A が R j A x h 4 3 B に分 解

反 応 を 助 け る な ん ら か の 影 響 を 与 え て い る 可 能 性 も 考 え ら る 。 

 近 接 効 果 に 関 し て は 、 過 去 に 幾 つ か の 報 告 が あ る 。 R .  

t h e r m o c e l l u m の C e l D は 9 つの コ ヘシ ンを 持 つ骨 格タ ンパ ク

質と 2 . 9 : 1 で 複 合体 を形 成 させ た場 合、 ア ビセ ルへ の分 解 活

性が 遊離 状 態の 酵素 に比 べ 11 . 3 倍に なっ た 。ま た、 5 . 7 : 1 の

R t C e l D - R t C i p A 複 合 体 で は 、 遊 離 状 態 の R t C e l D に 比 べ

Av i c e l へ の分 解 活性 は更 に 上昇 し、1 5 . 8 倍 に な った と報 告 さ

れて いる [ 2 1 7 ]。しか しな がら R j A x h 4 3 B にお いて は、こ れ に

類 似 す る 相 乗 効 果 は 見 ら れ ず 、 不 溶 性 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン

へ の 活 性 は R j A x h 4 3 B - R j C i p A ( 6 : 1 ) 複 合 体 で も 遊 離 状 態 の

R j A x h 4 3 B と 殆 ど 同 じ 値 と な っ た 。 こ の 結 果 は 前 章 で 述 べ た

R j X y n 1 0 C - R j C i p A 複合 体 の結 果 と同 様に 、R j A x h 4 3 B にお い

ても 近接 効 果は ない と判 断 した 。  

 

第 3 項  不 溶 性 小 麦 アラ ビ ノキ シラ ンお よ び稲 わら 粉末 の 分

解に おけ る R j A x h 4 3 B と R j X y n 1 0 C の 相乗 効果 と 複合 体形 成

の影 響  

 天 然 基 質 に 含 ま れ る キ シ ラ ン に は 様 々 な 置 換 基 が 側 鎖 と し

て 存 在 し て お り 、 こ れ ら を 切 断 す る こ と が キ シ ラ ン 分 解 の 大

き な 鍵 と な っ て い る 。 α - L -ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ダ ー ゼ は こ れ ら

の 側 鎖 を 切 断 す る 酵 素 の ひ と つ で あ り 、 キ シ ラ ナ ー ゼ と 組 合

わ せ る こ と に よ り 、 キ シ ラ ン 分 解 に 大 き な 相 乗 効 果 を も た ら

すこ とが 多 数報 告さ れて い る [ 9 1 ,  2 4 0 - 2 4 3 ]。本 章 で精 製し た

R j A x h 4 3 B も キ シ ラ ン の 側 鎖 と な る ア ラ ビ ノ ー ス を 遊 離 す る

働 き を 示 し た こ と か ら 、 前 章 で 用 い た キ シ ラ ナ ー ゼ で あ る

R j X y n 1 0 C と 組み 合わ せ、ま たそ れ らの 組合 せと R j C i p A との

複 合 体 作 製 に よ り 、 不 溶 性 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン と 稲 わ ら 粉
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末に 対し て どの よう な相 乗 効果 が表 れる か を調 べた (表 3 - 3 )。 

 R j C i p A 非 存 在 下で R j A x h 4 3 B と R j X y n 1 0 C を 組合 わせ る

こと で、 こ の 2 つの 酵素 単 体で 精製 する 還 元糖 量の 和よ り も

多 く の 還 元 糖 が 検 出 さ れ 、 こ れ ら の 相 乗 効 果 は 不 溶 性 小 麦 ア

ラビ ノキ シ ラン を基 質と し た場 合には 1 . 3 6 倍、稲わ ら粉 末 を

基質 とし た 場合 1 . 7 4 倍にな っ た。α - L -アラ ビノ フ ラノ シダ ー

ゼ と キ シ ラ ナ ー ゼ の 組 合 せ に よ る ヘ ミ セ ル ロ ー ス 分 解 に つ い

ては 、他 に も別 の G H フ ァミ リ ーを 含む 多 数の 微生 物種 で の

報告 があ る 。 B a c i l l u s  s p .  B P - 7 由 来の A b f 4 3 A は サブ ファ ミ

リー G H 4 3 _ 1 6 の アラ ビノ フ ラノ シダ ーゼ だ が、同 種由 来の キ

シラ ナー ゼ であ る X y n 1 0 A と 組 合わ せて も 相乗 効果 はな か っ

たが 、 X y n 11 E と の組 合せ では 2 . 5 4 倍も分 解 活性 が 増加 した

と 報 告 さ れ て い る [ 9 1 ] 。 今 回 の 実 験 で は R j A x h 4 3 B と

R j X y n 1 0 C で 相 乗 効 果 が 観 察 さ れ た こ と を 考 慮 す る と 、 α - L -

ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ダ ー ゼ と キ シ ラ ナ ー ゼ の 組 合 せ に よ る 相 乗

効果 は、 単 純に G H フ ァ ミリ ー の 分類 だけ で は推 測で きな い

こと が分 か った 。A l i c y c l o b a c i l l u s  s p .  A 4 株 由 来の A b f 5 1 A は

エク ソ 型 α - L -ア ラビ ノフ ラ ノシ ダー ゼと エ ンド 型キ シラ ナ ー

ゼ 活 性 の 両 方 の 能 力 を 持 つ フ ァ ミ リ ー 5 1 の 酵 素 で 、

P a e n i b a c i l l u s  s p .  E - 1 8 株由 来 の G H 1 0 に 属 する キ シラ ナー

ゼで ある X y n B E - 1 8 と組合 わ せる こと によ り 可溶 性小 麦ア ラ

ビノ キシ ラ ンに 対し ての 分 解活 性 が 2 . 9 2 倍 に 上 昇し た [ 2 4 0 ]。

さら に、R .  t h e r m o c e l l u m  の A r a f 5 1 A は T h e r m o b i f i d a  f u s c a

の X y n 11 A と X y n 11 B 、 S t r e p t o m y c e s  l i v i d a n s  の X l n B  

( G H 11 )と X l n C ( G H 11 )、 R .  t h e r m o c e l l u m の X y n 1 0 Z と組 み

合 わ せ た 結 果 、 不 溶 性 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン に 対 し 1 . 2 2～

1 . 4 0 倍の相 乗 効 果が 認め ら れた [ 2 4 1 ]。こ れ らの 酵 素の 組合 せ

によ る分 解 活性 の相 乗効 果 は、 今回 R j A x h 4 3 B と R j X y n 1 0 C
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の 組 み 合 わ せ に お い て 得 ら れ た 不 溶 性 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン

に 対 し て の 相 乗 効 果 ( 1 . 3 6 倍 ) と 類 似 し て い る ( 表 3 - 3 ) 。

R j A x h 4 3 B 単 独 で は 稲 わ ら 粉 末 に 対 す る 活 性 は 見 ら れ な か っ

た が (表 3 - 1 )、 R j X y n 1 0 C と 組 合 わ せ る こ と に よ り 相 乗 効 果

( 1 . 7 4 倍 )が 見ら れた (表 3 - 3 )。糸 状 菌 由来 の アラ ビノ フラ ノ シ

ダー ゼ A b f B ( G H 5 4 )と キシ ラナ ー ゼ X y n C ( G H 11 )も植 物バ イ

オ マ ス の 分 解 に お い て 相 乗 的 に 作 用 し [ 2 4 2 ] 、 C l o s t r i d i u m  

c e l l u l o v o r a n s の アラ ビノ フ ラノ シダ ー ゼ A b f A ( G H 5 1 )とキ シ

ラナ ーゼ X y n A ( G H 11 )も また ト ウモ ロコ シ の繊 維に 対し 相 乗

的な 分解 活 性を 示し てい る [ 2 4 3 ]。 C .  c e l l u l o v o r a n s は セル ロ

ソ ー ム 形 成 細 菌 で あ る が 、 X y n A は セ ル ロ ソ ー ム 構 成 成 分 で

はな く、 複 合体 形成 の実 験 は行 われ なか っ た。  

 本 研 究 で は 、 R j A x h 4 3 B と R j X y n 1 0 C の 二 つの 酵 素の 組合

せを、R j C i p A 存 在下 と非 存 在下 に分 け、不溶 性小 麦ア ラビ ノ

キ シ ラ ン と 稲 わ ら 粉 末 に 対 す る 分 解 活 性 の 相 乗 効 果 を 調 べ た 。

R j A x h 4 3 B - R j X y n 1 0 C - R j C i p A ( 3 : 3 : 1 )複 合体 で は、不溶 性小 麦

ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン と 稲 わ ら 粉 末 両 方 の 基 質 に 対 し て 相 対 的 な

活性 がそ れ ぞれ 1 . 3 1、 1 . 4 8 とな り、 遊離 状 態の R j A x h 4 3 B -

R j X y n 1 0 C より も 活性 が低 下 した (表 3 - 3 )。こ れ は R j A x h 4 3 B

と R j X y n 1 0 C の 組合 せに よ り近 接効 果が 負 の方 向に 働い た 可

能性 が考 え られ る。 R j A x h 4 3 B - R j X y n 1 0 C - R j C i p A ( 3 : 3 : 6 )複合

体 で は 不 溶 性 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン と 稲 わ ら 粉 末 の ど ち ら に

お い て も 高 い 相 対 活 性 が 得 ら れ 、 2 つ の 酵 素 の 組 合 せ と 複 合

体 を 形 成 す る こ と に よ る 相 乗 効 果 が 確 認 で き た 。 ま た

R j A x h 4 3 B - R j X y n 1 0 C - R j C i p A ( 3 : 3 : 3 )複 合体 で は、 2 つの 基 質

に対 して の 相対 活性 値は 、 とも に他の 3 : 3 : 1 と 3 : 3 : 6 複合体

の 間 の 値 と な っ て お り 、 こ れ ら の こ と か ら 、 R j A x h 4 3 B と

R j X y n 1 0 C の 組 合せ で は R j C i p A 上で 分子 的 に 過密 にな る と
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そ れ ぞ れ の 触 媒 モ ジ ュ ー ル の 特 異 的 反 応 の 効 率 が 低 下 す る こ

と が 予 想 さ れ る 。 こ れ と 類 似 し た 現 象 は 前 章 の R j X y n 1 0 C -

R j C i p A 複 合体 で も観 察さ れ た。セ ルロ ソー ム 構成 成分 の酵 素

は 骨 格 タ ン パ ク 質 と 複 合 体 を 形 成 す る 上 で 、 適 切 な 密 度 を 保

つ こ と と 個 々 の 酵 素 の 組 合 せ や 、 基 質 と の 相 性 が 揃 わ な い と

最大 の能 力 を発 揮で きな い と思 われ る。 R .  t h e r m o c e l l u m の

プ ロ テ オ ー ム 解 析 に よ る と 、 セ ル ロ ソ ー ム の 構 成 成 分 の 多 く

は セ ル ラ ー ゼ で あ り 、 キ シ ラ ナ ー ゼ や ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ダ ー

ゼな どの ヘ ミセ ルラ ーゼ は 少な いと 報告 さ れて おり [ 2 4 4 ]、そ

れは R .  j o s u i で も同 じで あ る [未 発表 デー タ ]。こ のこ とか ら 、

自 然 状 態 で の セ ル ロ ソ ー ム の 環 境 で は 高 濃 度 で キ シ ラ ナ ー ゼ

や ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ダ ー ゼ な ど の ヘ ミ セ ル ラ ー ゼ が 存 在 し て

い る こ と は 考 え に く く 、 こ れ ら の 酵 素 が 複 合 体 形 成 時 に 負 の

近接 効果 を 引き 起こ す可 能 性は 低い。 J .  S u n ら は糸 状菌 由 来

の エ ン ド キ シ ラ ナ ー ゼ 、 ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ダ ー ゼ 、 β -キ シ ロ

シダ ーゼ の 3 つ の酵 素の C 末端 側に R .  t h e r m o c e l l u m のド ッ

ク リ ン を 付 加 し 、 3 つ の コ ヘ シ ン を 持 つ ミ ニ 骨 格 タ ン パ ク 質

と α -アグ ルチ ニ ン接 着レ セ プタ ーと 共に 遺 伝子 組換 え酵 母 に

発 現 さ せ 、 酵 母 の 細 胞 表 層 に ミ ニ セ ル ロ ソ ー ム を 接 着 さ せ た

[ 2 2 7 ]。 3 つの 能 力を 持つ 複 合体 はア ラビ ノ キシ ラン の分 解 を

促 進 し 、 ミ ニ セ ル ロ ソ ー ム 上 で 触 媒 モ ジ ュ ー ル が 互 い に 分 子

間の 距離 が 近く なり、近 接効 果を 発揮 した と 考察 され てい る。

し か し 、 遊 離 状 態 で の 評 価 が な さ れ て い な い た め 、 こ れ ら の

結 果 や 報 告 か ら 最 適 に 作 用 す る 触 媒 モ ジ ュ ー ル の 組 合 せ を 選

び出 し、 設 計す るこ とは ま だ難 しい 。  

 

第 6 項  ま と め  

 本 章 で は 、 R .  j o s u i 由 来 の糖 質 加水 分解 酵 素フ ァミ リー 4 3
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の、サ ブ ファ ミリ ー G H 4 3 _ 1 0 に属 する α - L -ア ラ ビ ノフ ラノ シ

ダーゼ R j A x h 4 3 B の特 性 解析 と とも に、 キ シラ ナー ゼで あ る

R j X y n 1 0 C と の 組 合 せ に よ る ヘ ミ セ ル ロ ー ス 分 解 に お け る 相

乗効 果と 複 合体 形成 の影 響 につ いて 述べ た 。R j A x h 4 3 B は C 2

と C 3 両 方に ア ラビ ノー ス 側鎖 が付 いた キ シロ ース 残基 か ら

C 3 に 付い たア ラ ビノ ース を 遊離 する A X H d 3 で あ るこ とが 分

かっ た 。さ らに 、R j X y n 1 0 C と の組 合わ せは 、不溶 性 小麦 アラ

ビ ノ キ シ ラ ン と 稲 わ ら 粉 末 の 分 解 に お い て 相 乗 効 果 を 示 す こ

とが 確認 で きた 。ま た、 こ れら の酵 素の 組 合せ を R j C i p A を

用い て複 合 体と した 時、 R j A x h 4 3 B - R j X y n 1 0 C - R j C i p A ( 3 : 3 : 6 )

複 合 体 は 、 不 溶 性 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン と 稲 わ ら 粉 末 に 対 し

て最 大の 活 性を 示し、3 者の 比率 を 3 : 3 : 3、3 : 3 : 1 と R j C i p A の

割合 を下 げ ると 、活性 は 減少 し た。こ の こと か ら、R j A x h 4 3 B

と R j X y n 1 0 C の 組み 合わ せ は不 溶性 小麦 ア ラビ ノキ シラ ン と

稲 わ ら 粉 末 の 分 解 に 相 乗 効 果 を 発 揮 す る が 、 触 媒 モ ジ ュ ー ル

が 密 集 し す ぎ る と 負 の 近 接 効 果 が 表 れ る こ と が 確 認 で き た 。

こ れ ら の 結 果 は 、 α - L -ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ダ ー ゼ は 適 度 な 割 合

で セ ル ロ ソ ー ム 中 に 存 在 す る こ と で ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン の 分 解

に有 効に 働 く こ とを 示唆 し た。  
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図 3 - 1  精 製 し た 組 換 えタ ン パク 質の S D S - PA G E  

 

M :  分子 量マ ー カ ー  

1  :  R j C i p A  

2  :  R j A x h 4 3 B  
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図 3 - 2   R j A x h 4 3 B によ る 各種 多 糖の 分解 産 物の T L C  

反応 条件 ：  4 0℃ ;  1 6 時間 ;  酵 素 0 . 2  U  

 

s WA X  :  可 溶性 小 麦ア ラビ ノ キシ ラン  

i WA X  :  不 溶 性小 麦ア ラビ ノ キシ ラン  

R A X  :  ライ 麦 ア ラビ ノキ シ ラン  

S B A :  テン サ イ アラ ビナ ン  

l A B N  :  リニ ア ア ラビ ナン  

B W X  :  バー チ ウ ッド キシ ラ ン  

O S X  :  オ ート ス ペル トキ シ ラン  

R S  :  稲わ ら 粉末  
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図 3 - 3  R j A x h 4 3 B によ る キシ ロ オリ ゴ糖 の 分解 産物の T L C  

 

反応 条件 ：  4 0℃ ;  1 6 時間 ;  酵 素 0 . 2  U  

 

基質  

S  :  ス タ ンダ ード (キ シロ ー ス～ キ シロ ペン タ オー ス )  

X 2  :  キシ ロ ビオ ース  

X 3  :  キシ ロ トリ オー ス  

X 4  :  キシ ロ テト ラオ ース  

X 5  :  キシ ロ ペン タオ ース  

X 6  :  キシ ロ ヘキ サオ ース  
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図 3 - 4   R j A x h 4 3 B に よ る ア ラ ビ ノ オ リ ゴ 糖 の 分 解 産 物 の

T L C  

 

反応 条件 ：  4 0℃ ;  1 6 時間 ;  酵 素 0 . 2  U  

 

基質  

S  :  ス タ ンダ ード (ア ラビ ノ ース ～ アラ ビノ ヘ キサ オー ス )  

A 2  :  アラ ビノ ビ オー ス  

A 3  :  アラ ビノ ト リオ ース  

A 4  :  アラ ビノ テ トラ オー ス  

A 5  :  アラ ビノ ペ ンタ オー ス  

A 6  :  アラ ビノ ヘ キサ オー ス  
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図 3 - 5   R j A x h 4 3 B によ るア ラ ビノ キシ ロ オリ ゴ糖 の分 解

産物の T L C  

 

反応 条件 ：  4 0℃ ;  1 6 時間 ;  酵 素 0 . 2  U  

 

S  :  ス タ ンダ ード (キ シロ ー ス～ キ シロ ペン タ オー ス )  

+  :  酵 素あ り  

-  :  酵素 なし  

 

A 3 X   :  3 2 -α - L -アラ ビノ フ ラノ シル キシ ロ ビオ ース  

A 2 3 X X  :  2 3 , 3 3 - d i -α - L -ア ラビ ノ フ ラノ シル キ シロ トリ オー ス  

A 2 X X   :  2 3 -α - L -アラ ビノ フ ラノ シル キシ ロ トリ オー ス  

X A 3 X X  :  3 3 -α - L -アラ ビノ フ ラノ シル キシ ロ テト ラオ ース  
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図 3 - 6  R j A x h 4 3 B の 不 溶 性 多 糖 に 対 す る 吸 着 性 の S D S -

PA G E に よる 解 析  

 

F c    :  フナ セ ル  

WA X   :  不 溶性 アラ ビノ キ シラ ン  

l - A b n  :  リ ニ アア ラビ ナン  

R S    :  稲わ ら 粉 末  

 

M  :  分子 量 マ ーカ ー  

S  :  上 清   

P   :  沈 殿   
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図 3 - 7   R j A x h 4 3 B の可 溶 性基 質 に対 する 吸 着性 の N a t i v e -

PA G E に よる 解 析  

 

c o n t r o l  :  コ ン ト ロー ル (基 質な し )  

WA X  :  可溶 性小 麦ア ラビ ノ キシ ラン  

S B A :  テン サ イ アラ ビナ ン  

B W X  :  バー チ ウ ッド キシ ラ ン  

 

S  :  B S A  

1  :  R j A x h 4 3 B  
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図 3 - 8  R j A x h 4 3 B - R j C i p A 複 合体 形成の N a t i v e - PA G E に よ

る確 認  

 

レー ン  1  :  ス タ ンダ ード ( B S A )  

レー ン  2  :  R j C i p A  

レー ン  3  :  R j A x h 4 3 B  

レー ン  4  :  R j A x h 4 3 B - R j C i p A 複 合 体  ( 6 : 1 )  
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表 3 - 1  R j A x h 4 3 B  の 基 質特 異性  

 

 

 

 

 

N D：検 出さ れ ず  
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表 3 - 2  R j A x h 4 3 B - R j C i p A 複合 体 の不 溶性 小 麦ア ラビ ノキ シ

ラン に対 す る分 解活 性  

 

 

相対 活性 値 は遊 離状 態の R j A x h 4 3 B  ( 6 : 0 )が 基 質か ら生 成し た

還元 糖量 を 1 と した 場合 の 相対 値を 示す 。 活性 値は 3 つの 試

料の 値を 平 均し たも ので あ り、 その 標準 誤 差を ±で 表し た。  

  

n = 3  
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表 3 - 3  R j A x h 4 3 B - R j X y n 1 0 C - R j C i p A 複合 体に よ る不 溶性 小

麦ア ラビ ノ キシ ラン およ び 稲わ らに 対す る 分解 活性  

 

 

N D：検 出さ れ ず  

相対 活性 値は R j A x h 4 3 B およ び R j X y n 1 0 C が単 独 で基 質か ら

生成 した 還 元糖 量の 和 を 1 と し た場 合の 相 対値 を示 す。 活 性

値は 3 つ の試 料 の値 を平 均 した もの であ り 、そ の標 準誤 差 を

±で 表し た。  

 

 

  

n = 3  
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第 4 章  総 括  

 

現 在 、 セ ル ロ ソ ー ム に 関 す る 研 究 は 小 型 の キ メ ラ 骨 格 タ ン

パク 質を 使 用し たも のが 多 く 、触 媒モ ジュ ー ルの 近接 効果 や 、

C B M に よ る タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 効 果 に つ い て 数 多 く 報 告 さ れ

て い る が 、 骨 格 タ ン パ ク 質 の 全 長 を 用 い た セ ル ロ ソ ー ム の 研

究例 は 少 な い。本 研究 では R .  j o s u i のセル ロソ ー ム に着 目し 、

その 骨格 タ ンパ ク質 R j C i p A の 全長 を大 腸 菌で 発現 させ 、 精

製す るこ と に成 功し た。 ま た、 セル ラー ゼ R j C e l 5 B、キ シ ラ

ナー ゼ R j X y n 1 0 C およ び ア ラ ビ ノキ シラ ン アラ ビノ フラ ノ ヒ

ドロ ラー ゼ R j A x h 4 3 B を 組換 え酵 素と して 発 現さ せ、 それ ら

の酵 素特 性 を明 らか にす る とと もに 、R j C i p A と 複合 体を 形 成

させ るこ と によ り、 酵素 間 の近 接効 果や C B M のタ ーゲ ッ テ

ィン グ効 果 につ いて も検 討 した 。  

第 2 章で は、セル ラー ゼ R j C e l 5 B とキ シラ ナ ーゼ R j X y n 1 0 C

の酵 素特 性 につ いて 調べ 、さ らに 、R j C i p A と の 複 合体 形成 時

に お け る 各 基 質 へ の 分 解 活 性 の 影 響 を 調 べ た 結 果 に つ い て 述

べた 。 R j C e l 5 B は大麦 β -グル カ ンや コン ニ ャク グル コマ ン ナ

ンに 高い 活 性が 見ら れた こ とか ら (表 2 - 2 )、エ ン ドグ ルカ ナ ー

ゼ で あ る と 考 え ら れ た 。 R j X y n 1 0 C は キ シ ラ ン に 活 性 を 示 し

たが セル ロ ース には 活性 を 示さ なか った (表 2 - 2 )。 R j X y n 1 0 C

は キ シ ロ オ リ ゴ 糖 か ら キ シ ロ ー ス と キ シ ロ ビ オ ー ス を 、 キ シ

ラ ン か ら は キ シ ロ ー ス と キ シ ロ ビ オ ー ス の 他 、 よ り 大 き な キ

シロ オリ ゴ 糖が 分解 産物 と して 検出 され た こと から (図 2 - 3 )、

キ シ ロ ー ス お よ び キ シ ロ ビ オ ー ス を 生 成 す る エ ン ド キ シ ラ ナ

ーゼ であ る こと が分 かっ た 。  

R j C e l 5 B と R j C i p A のモ ル比 を 6 : 1、6 : 3、6 : 6 と し て複 合体

を 形 成 さ せ 、 フ ナ セ ル お よ び 稲 わ ら 粉 末 に 対 す る 分 解 活 性 を
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調べ た。 R j C i p A 非存 在下 ( 6 : 0 )の R j C e l 5 B の 基質 に対 する 活

性値を 1 と し 、 各割 合の R j C e l 5 B - R j C i p A 複 合体 ( 6 : 1、 6 : 3、

6 : 6 )の 相対 活 性値 を算 出す る と 、R j C i p A の割 合 を高 める につ

れ活 性値 は 増加 した (表 2 - 3 )。し かし R j C i p A か ら C B M を 除

去した R j C i p A Δ C B M と の 複合 体で は、ど の 割合 にお いて も活

性に 変化 は 見ら れな かっ た (表 2 - 6 )。 R j C e l 5 B は C B M を 持 た

ず、 ま た R j C i p A に は結 晶 性セ ルロ ース に 結合 する C B M 3 が

含 ま れ て い る た め 、 複 合 体 を 形 成 す る こ と で 不 溶 性 セ ル ロ ー

スへ の結 合 が可 能と なり 、そ のタ ーゲ ッテ ィ ング 効果 によ り、

R j C e l 5 B で は 酵 素 活 性 が 増 加 し た と 考 え ら れ る 。 ま た 、

R j C e l 5 B - R j C i p A ( 6 : 1 ) 複 合 体 の 活 性 は R j C e l 5 B - R j C i p A ( 6 : 6 )

複 合 体 の 活 性 よ り も 低 か っ た こ と か ら 、 複 合 体 形 成 に よ る 酵

素の 近接 効 果は 負の 方向 に 働い たこ とが 示 され た 。  

一方 、R j X y n 1 0 C - R j C i p A ( 6 : 1 )複合 体 で は 、不 溶性 小麦 アラ

ビ ノ キ シ ラ ン に 対 す る 酵 素 活 性 は 低 下 し た (表 2 - 4 )。 R j C i p A

の C B M 3 は 、こ の基 質に は 吸着 せず 、酵 素活 性 には 直接 影 響

を 与 え る こ と は な い と 考 え ら れ る の で 、 6 : 1 複 合 体 で 見 ら れ

た活 性の 低 下は 、R j C e l 5 B - R j C i p A ( 6 : 1 )複 合体 の 場合 と同 様に

近 接 効 果 が 負 の 方 向 に 働 い た と 思 わ れ る 。 R j X y n 1 0 C -

R j C i p A ( 6 : 1 )複合 体の 稲わ ら 粉末 に対 する 分 解活 性は 、不 溶性

小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン に 対 す る 活 性 よ り も さ ら に 低 下 し た 。

この 結果 は 、 R j X y n 1 0 C の C B M 6 が持 つキ シ ラン への 結合 力

より R j C i p A が 持つ C B M 3 の結 晶性 セル ロ ース に結 合す る 力

の 方 が 大 き く 、 R j X y n 1 0 C を 標 的 基 質 か ら 遠 ざ け て し ま う 隔

離 効 果 を 生 じ さ せ た 可 能 性 が あ る 。 R j C e l 5 B - R j X y n 1 0 C -

R j C i p A 複 合体 で は、R j C i p A に 含 まれる C B M 3 の 結晶 性セ ル

ロー スへ の ター ゲッ ティ ン グ効 果に よ る R j C e l 5 B の複 合体 形

成効 果と 、この C B M 3 に よる R j X y n 1 0 C の 隔離 効果 が同 時に
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働 い て い た こ と が 推 察 さ れ 、 全 体 と し て 大 き な 複 合 体 形 成 効

果を 生じ な かっ た (表 2 - 5 )。  

第 3 章 で は 、 R .  j o s u i の セ ル ロ ソ ー ム 構 成 成 分 で あ る

R j A x h 4 3 B の酵 素特 性、 R j A x h 4 3 B と R j X y n 1 0 C との 相乗 作

用、 さら に R j C i p A と の複 合体 形 成の 分解 活 性に つい て調 べ

た 結 果 を 述 べ た 。 R j A x h 4 3 B は ア ラ ビ ノ キ シ ロ オ リ ゴ 糖

A 2 , 3 X X から アラ ビノ ース と A 2 X X また は A 3 X X に 分解 した こ

とか ら (図 3 - 5 )、本酵 素は 、アラ ビノ キシ ラ ンの 主鎖 に含 ま れ

るキ シロ ー スの C 2 と C 3 の位 置 にそ れぞ れ アラ ビノ ース 側

鎖が ある キ シロ ース 残基 から C 3 のア ラビ ノー スの みを 切 断

する アラ ビ ノフ ラノ ヒド ロ ラー ゼ D 3  ( A X H d 3 )に属 する こ と

が示 唆さ れ た。  

R j A x h 4 3 B - R j C i p A 複 合 体 の 不 溶 性 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン

に 対 す る 活 性 は 、 R j A x h 4 3 B 単 独 の 活 性 と 比 べ て 大 き な 差 は

な く ( 表 3 - 2 ) 、 近 接 効 果 は み ら れ な か っ た 。 R j X y n 1 0 C と

R j A x h 4 3 B を 混 合 す る と 不 溶 性 小 麦 ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン に 対 し

て 相 乗 的 に 作 用 し 、 酵 素 活 性 は 計 算 で 予 想 さ れ た 値 に 比 べ て

1 . 7 倍 に 上 昇 し た (表 3 - 3 )。 さ ら に 、 R j A x h 4 3 B - R j X y n 1 0 C -

R j C i p A ( 3 : 3 : 6 )複 合体 では 、稲 わ ら に対 して 約 3 倍 の酵 素活 性

が得 られ た (表 3 - 3 )。この 結果 は 、ヘミ セル ラ ーゼ がセ ルロ ソ

ー ム 成 分 と し て 含 ま れ る こ と の 有 意 性 を 示 唆 し て い る 。 し か

し 、 触 媒 モ ジ ュ ー ル が 密 集 し す ぎ る と 近 接 効 果 が 負 の 方 向 に

表 れ る こ と か ら 、 α - L -ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ダ ー ゼ は 適 度 な 割 合

で セ ル ロ ソ ー ム に す る こ と で ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン の 分 解 に 有 効

に働 くこ と が示 唆さ れた 。  

本 研 究 に お い て 、 大 腸 菌 の 発 現 シ ス テ ム を 利 用 し て R．  

j o s u i の 全 長 骨 格 タ ン パ ク 質 の 発 現 、 精 製 が 可 能 に な り 、

R j C e l 5 B など の 酵素 との 複 合体 形成 の実 験 結果 から 、 セ ル ロ
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ソー ムの 多 様性 や機 能 研 究 を推 進す る上 で 、R j C i p A が非 常に

便 利 で 使 用 し や す い 実 験 材 料 で あ る こ と が 示 さ れ た 。

R j C e l 5 B、R j X y n 1 0 C および R j A x h 4 3 B を R j C i p A と複 合体 を

形 成 さ せ 様 々 な 基 質 に 対 す る 分 解 活 性 へ の 影 響 を 調 べ た 結 果 、

分 解 活 性 が 増 加 す る 効 果 と 低 下 す る 効 果 が 見 ら れ た こ と か ら 、

セ ル ロ ソ ー ム 構 成 成 分 と し て の 糖 質 分 解 酵 素 は 、 適 切 な 密 度

を 保 つ こ と 、 個 々 の 酵 素 の 組 合 せ 、 基 質 と の 相 性 な ど が 揃 わ

な け れ ば 最 大 の 能 力 を 発 揮 で き な い と 考 え ら れ た 。 こ れ ら の

現象 をよ り 詳細 に検 討す る ため には 各 C B M の 特性 につ い て

よ り 深 く 解 析 す る こ と 、 よ り 多 く の 酵 素 に つ い て 解 析 す る こ

とが 今後 の 重要 な課 題で あ る。  

 

な お 、 本 博 士 論 文 研 究 の 一 部 は 、 2 報 の 原 著 論 文 と し て 既

に発 表済 み であ る。  

 

1．O r i t a  T,  S a k k a  M ,  K i m u r a  T,  S a k k a  K ,  2 0 1 7  R e c o m b i n a n t  

c e l l u l o l y t i c  o r  x y l a n o l y t i c  c o m p l e x  c o m p r i s i n g  t h e  f u l l -

l e n g t h  s c a f f o l d i n g  p r o t e i n  R j C i p A a n d  c e l l u l a s e  R j C e l 5 B  o r  

x y l a n a s e  R j X y n 1 0 C  o f  R u m i n i c l o s t r i d i u m  j o s u i .  E n z y m e  

M i c r o b .  Te c h n o l .  9 7 ;  6 3 - 7 0  

 

2 .  O r i t a  T,  S a k k a  M ,  K i m u r a  T,  S a k k a  K ,  2 0 1 7  

C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  R u m i n i c l o s t r i d i u m  j o s u i  a r a b i n o x y l a n  

a r a b i n o f u r a n o h y d r o l a s e ,  R j A x h 4 3 B ,  a n d  R j A x h 4 3 B -

c o n t a i n i n g  x y l a n o l y t i c  c o m p l e x .  E n z y m e  M i c r o b .  Te c h n o l .  

1 0 4 ;  3 7 - 4 3   
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m e c h a n i s m s  a c r o s s  t h e  t r e e  o f  l i f e .  C u r r.  O p i n .  C h e m .  B i o l .  

2 9 ;  1 0 8 - 11 9  

 

[ 2 8 ]  B i s c h o f  R H ,  R a m o n i  J ,  S e i b o t h  B ,  2 0 1 6  C e l l u l a s e s  a n d  

b e y o n d :  t h e  f i r s t  7 0  y e a r s  o f  t h e  e n z y m e  p r o d u c e r  

Tr i c h o d e r m a  r e e s e i .  M i c r o b .  C e l l  F a c t .  1 0 ;  1 5 ;  1 0 6 .  1 - 1 3  

 

[ 2 9 ]  M a r t i n e z  D ,  B e r k a  R M ,  H e n r i s s a t  B ,  S a l o h e i m o  M ,  

A r v a s  M ,  B a k e r  S E ,  C h a p m a n  J ,  C h e r t k o v  O ,  C o u t i n h o  P M ,  

C u l l e n  D ,  D a n c h i n  E G ,  G r i g o r i e v  I V,  H a r r i s  P,  J a c k s o n  M ,  

K u b i c e k  C P,  H a n  C S ,  H o  I ,  L a r r o n d o  L F,  d e  L e o n  A L ,  

M a g n u s o n  J K ,  M e r i n o  S ,  M i s r a  M ,  N e l s o n  B ,  P u t n a m  N ,  

R o b b e r t s e  B ,  S a l a m o v  A A ,  S c h m o l l  M ,  Te r r y  A ,  T h a y e r  N ,  
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We s t e r h o l m - P a r v i n e n  A ,  S c h o c h  C L ,  Ya o  J ,  B a r a b o t e  R ,  

N e l s o n  M A ,  D e t t e r  C ,  B r u c e  D ,  K u s k e  C R ,  X i e  G ,  

R i c h a r d s o n  P,  R o k h s a r  D S ,  L u c a s  S M ,  R u b i n  E M ,  D u n n -

C o l e m a n  N ,  Wa r d  M ,  B r e t t i n  T S ,  2 0 0 8  G e n o m e  s e q u e n c i n g  

a n d  a n a l y s i s  o f  t h e  b i o m a s s - d e g r a d i n g  f u n g u s  Tr i c h o d e r m a  

r e e s e i  ( s y n .  H y p o c r e a  j e c o r i n a ) .  N a t .  B i o t e c h n o l .  2 6 ;  5 5 3 -

5 6 0  

 

[ 3 0 ]  S h o e m a k e r  S ,  S c h w e i c k a r t  V,  L a d n e r  M ,  G e l f a n d  D ,  

K w o k  S ,  M y a m b o  K ,  I n n i s  M .  1 9 8 3  M o l e c u l a r  c l o n i n g  o f  

e x o - c e l l o b i o h y d r o l a s e  I  d e r i v e d  f r o m  Tr i c h o d e r m a  r e e s e i  

s t r a i n  L 2 7 .  N a t .  B i o t e c h .  1 ;  6 9 1 - 6 9 6 .   

 

[ 3 1 ]  D i v n e  C ,  S t a h l b e r g  J ,  R e i n i k a i n e n  T,  R u o h o n e n  L ,  

P e t t e r s s o n  G ,  K n o w l e s  J K ,  Te e r i  T T,  J o n e s  TA ,  1 9 9 4  T h e  

t h r e e - d i m e n s i o n a l  c r y s t a l  s t r u c t u r e  o f  t h e  c a t a l y t i c  c o r e  o f  

c e l l o b i o h y d r o l a s e  I  f r o m  Tr i c h o d e r m a  r e e s e i .  S c i e n c e  2 6 5 ;  

5 2 4 - 5 2 8  

 

[ 3 2 ]  I g a r a s h i  K ,  U c h i h a s h i  T,  K o i v u l a  A ,  Wa d a  M ,  K i m u r a  

S ,  O k a m o t o  T,  P e n t t i l ä  M ,  A n d o  T,  S a m e j i m a  M ,  2 0 11  

Tr a f f i c  j a m s  r e d u c e  h y d r o l y t i c  e f f i c i e n c y  o f  c e l l u l a s e  o n  

c e l l u l o s e  s u r f a c e .  S c i e n c e  3 3 3 ;  1 2 7 9 - 1 2 8 2  

 

[ 3 3 ]  B a y e r  E A ,  S h o h a m  Y,  L a m e d  R ,  2 0 1 3  L i g n o c e l l u l o s e -

d e c o m p o s i n g  b a c t e r i a  a n d  t h e i r  e n z y m e  s y s t e m s .  I n :  T h e  

P r o k a r y o t e s .  R o s e n b e r g  E ,  D e L o n g  E F,  S t a c k e b r a n d t  E ,  

L o r y  S ,  T h o m p s o n  F  ( e d s . )  S p r i n g e r - Ve r l a g  p p .  2 1 5 - 2 6 6   
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[ 3 4 ]  H i m m e l  M E ,  X u  Q ,  L u o  Y,  L a m e d  R ,  B a y e r  E A ,  2 0 1 0  

M i c r o b i a l  e n z y m e  s y s t e m s  f o r  b i o m a s s  c o n v e r s i o n  :  

e m e r g i n g  p a r a d i g m s .  B i o f u e l s  1 ;  3 2 3 - 3 4 1  

 

[ 3 5 ]  W h i t e  B A ,  L a m e d  R ,  B a y e r  E A ,  F l i n t  H J ,  2 0 1 4  B i o m a s s  

u t i l i z a t i o n  b y  g u t  m i c r o b i o m e s .  A n n u .  R e v.  M i c r o b i o l .  6 8 ;  

2 7 9 - 2 9 6  

 

[ 3 6 ]  M a z m a n i a n  S K ,  L i u  G ,  To n - T h a t  H ,  S c h n e e w i n d  O ,  

1 9 9 9  S t a p h y l o c o c c u s  a u r e u s  s o r t a s e ,  a n  e n z y m e  t h a t  

a n c h o r s  s u r f a c e  p r o t e i n s  t o  t h e  c e l l  w a l l .  S c i e n c e  2 8 5 ;  7 6 0 -

7 6 3  

 

[ 3 7 ]  C o s s a r t  P,  J o n q u i è r e s  R ,  2 0 0 0  S o r t a s e ,  a  u n i v e r s a l  

t a r g e t  f o r  t h e r a p e u t i c  a g e n t s  a g a i n s t  g r a m - p o s i t i v e  

b a c t e r i a .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U S A 9 7 ;  5 0 1 3 - 5 0 1 5  

 

[ 3 8 ]  B a y e r  E A ,  C h a n z y  H ,  L a m e d  R ,  S h o h a m  Y,  1 9 9 8  

C e l l u l o s e ,  c e l l u l a s e s  a n d  c e l l u l o s o m e s .  C u r r.  O p i n .  S t r u c t .  

B i o l .  8 ;  5 4 8 - 5 5 7  

 

[ 3 9 ]  J a l a k  J ,  K u r a s i n  M ,  Te u g j a s  H ,  Va l j a m a e  P,  2 0 1 2  

E n d o - e x o  s y n e r g i s m  i n  c e l l u l o s e  h y d r o l y s i s  r e v i s i t e d .  J .  

B i o l .  C h e m .  2 8 7 ;  2 8 8 0 2 - 2 8 8 1 5  

 

[ 4 0 ]  Wi l s o n  D B ,  K o s t y l e v  M ,  2 0 1 2  C e l l u l a s e  p r o c e s s i v i t y.  

M e t h o d s  M o l .  B i o l .  9 0 8 ;  9 3 - 9 9  



115 

 

 

[ 4 1 ]  E i c h i n g e r  L ,  P a c h e b a t  J A ,  G l o c k n e r  G ,  R a j a n d r e a m  

M A ,  S u c g a n g  R ,  B e r r i m a n  M ,  S o n g  J ,  O l s e n  R ,  S z a f r a n s k i  

K ,  X u  Q ,  2 0 0 5  T h e  g e n o m e  o f  t h e  s o c i a l  a m o e b a  

D i c t y o s t e l i u m  d i s c o i d e u m .  N a t u r e  4 3 5 ;  4 3 - 5 7  

 

[ 4 2 ]  K i n g  A J ,  C r a g g  S M ,  L i  Y,  D y m o n d  J ,  G u i l l e  M J ,  B o w l e s  

D J ,  B r u c e  N C ,   G r a h a m  I A ,  M c Q u e e n - M a s o n  S J ,  2 0 1 0  

M o l e c u l a r  i n s i g h t  i n t o  l i g n o c e l l u l o s e  d i g e s t i o n  b y  a  m a r i n e  

i s o p o d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  g u t  m i c r o b e s  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  

U S A 1 0 7 ;  5 3 4 5 - 5 3 5 0   

 

[ 4 3 ]  Va a j e - K o l s t a d  G ,  We s t e r e n g  B ,  H o r n  S J ,  L i u  Z L ,  Z h a i  

H ,  S o r l i e  M ,  E i j s i n k  V G H ,  2 0 1 0  A n  o x i d a t i v e  e n z y m e  

b o o s t i n g  t h e  e n z y m a t i c  c o n v e r s i o n  o f  r e c a l c i t r a n t  

p o l y s a c c h a r i d e s .  S c i e n c e  3 3 0 ;  2 1 9 - 2 2 2  

 

[ 4 4 ]  K o h l e r  A ,  2 0 1 5  C o n v e r g e n t  l o s s e s  o f  d e c a y  

m e c h a n i s m s  a n d  r a p i d  t u r n o v e r  o f  s y m b i o s i s  g e n e s  i n  

m y c o r r h i z a l  m u t u a l i s t s .  N a t .  G e n e t .  4 7 ;  4 1 0 - 4 1 5  

 

[ 4 5 ]  Va a j e - K o l s t a d  G ,  2 0 1 0  A n  o x i d a t i v e  e n z y m e  b o o s t i n g  

t h e  e n z y m a t i c  c o n v e r s i o n  o f  r e c a l c i t r a n t  p o l y s a c c h a r i d e s .  

S c i e n c e  3 3 0 ;  2 1 9 - 2 2 2  

 

[ 4 6 ]  L e v a s s e u r  A ,  D r u l a  E ,  L o m b a r d  V,  C o u t i i n h o  P M ,  

H e n r i s s a t  B ,  2 0 1 3  E x p a n s i o n  o f  t h e  e n z y m a t i c  r e p e r t o i r e  

o f  t h e  C A Z y  d a t a b a s e  t o  i n t e g r a t e  a u x i l i a r y  r e d o x  e n z y m e s .  
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B i o t e c h n o l .  B i o f u e l s  6 ;  4 1 ,  1 - 1 4  

 

[ 4 7 ]  Va a j e - K o l s t a d  G ,  H o u s t o n  D R ,  R i e m e n  A H ,  E i j s i n k  

V G H ,  A a l t e n  D M F,  2 0 0 5  C r y s t a l  s t r u c t u r e  a n d  b i n d i n g  

p r o p e r t i e s  o f  t h e  S e r r a t i a  m a r c e s c e n s  c h i t i n - b i n d i n g  

p r o t e i n  C B P 2 1 .  J .  B i o l .  C h e m .  2 8 0 ;  11 3 1 3 - 11 3 1 9  

 

[ 4 8 ]  K a r k e h a b a d i  S ,  H a n s s o n  H ,  K i m  S ,  P i e n s  K ,  

M i t c h i n s o n  C ,  S a n d g r e n  M ,  2 0 0 8  T h e  f i r s t  s t r u c t u r e  o f  a  

g l y c o s i d e  h y d r o l a s e  f a m i l y  6 1  m e m b e r,  C e l 6 1 B  f r o m  

H y p o c r e a  j e c o r i n a ,  a t  1 . 6  Å  r e s o l u t i o n .  J .  M o l .  B i o l .  3 8 3 ;  

1 4 4 - 1 5 4  

 

[ 4 9 ]  H a r r i s  P V,  We l n e r  D ,  M c F a r l a n d  K C ,  R e  E ,  P o u l s e n  

J C N ,  B r o w n  K ,   S a l b o  R ,  D i n g  H S ,  V l a s e n k o  E ,  M e r i n o  S ,  

2 0 1 0  S t i m u l a t i o n  o f  l i g n o c e l l u l o s i c  b i o m a s s  h y d r o l y s i s  b y  

p r o t e i n s  o f  g l y c o s i d e  h y d r o l a s e  f a m i l y  6 1 :  s t r u c t u r e  a n d  

f u n c t i o n  o f  a  l a r g e ,  e n i g m a t i c  f a m i l y.  B i o c h e m i s t r y  4 9 ;  

3 3 0 5 - 3 3 1 6  

 

[ 5 0 ]  C h i u  E ,  H i j n e n  M ,  B u n k e r  R D ,  B o u d e s  M ,  R a j e n d r a n  

C ,  A i z e l  K ,  O l i é r i c  V,  S c h u l z e - B r i e s e  C ,  M i t s u h a s h i  W,  

Yo u n g  V,  Wa r d  V K ,  B e r g o i n  M ,  M e t c a l f  P,  C o u l i b a l y  F,  2 0 1 5  

S t r u c t u r a l  b a s i s  f o r  t h e  e n h a n c e m e n t  o f  v i r u l e n c e  b y  v i r a l  

s p i n d l e s  a n d  t h e i r  i n  v i v o  c r y s t a l l i z a t i o n  P r o c .  N a t l .  A c a d .  

S c i .  U S A 11 2 ;  3 9 7 3 - 3 9 7 8  

 

[ 5 1 ]  H e m s w o r t h  G R ,  H e n r i s s a t  B ,  D a v i e s  G J ,  Wa l t o n  P H ,  
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2 0 1 4  D i s c o v e r y  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a  n e w  f a m i l y  o f  

l y t i c  p o l y s a c c h a r i d e  m o n o o x y g e n a s e s .  N a t .  C h e m .  B i o l .  1 0 ;  

1 2 2 - 1 2 6  

 

[ 5 2 ]  L e g g i o  L L ,  S i m m o n s  T J ,  P o u l s e n  J C ,  F r a n d s e n  K E ,  

H e m s w o r t h  G R ,  S t r i n g e r  M A ,  v o n  F r e i e s l e b e n  P,  To v b o r g  

M ,  J o h a n s e n  K S ,  D e  M a r i a  L ,  H a r r i s  P V,  S o o n g  C L ,  D u p r e e  

P,  Tr y f o n a  T,  L e n f a n t  N ,  H e n r i s s a t  B ,  D a v i e s  G J ,  Wa l t o n  

P H ,  2 0 1 5  S t r u c t u r e  a n d  b o o s t i n g  a c t i v i t y  o f  a  s t a r c h -

d e g r a d i n g  l y t i c  p o l y s a c c h a r i d e  m o n o o x y g e n a s e .  N a t .  

C o m m u n .  6 ;  5 9 6 1 ,  1 - 9  

 

[ 5 3 ]  Q u i n l a n  R J ,  S w e e n e y  M D ,  L e g g i o  L L ,  O t t e n  H ,  P o u l s e n  

J C ,  J o h a n s e n  K S ,  K r o g h  K B ,  J ø r g e n s e n  C I ,  To v b o r g  M ,  

A n t h o n s e n  A ,  Tr y f o n a  T,  Wa l t e r  C P,  D u p r e e  P,  X u  F,  D a v i e s  

G J ,  Wa l t o n  P H ,  2 0 11  I n s i g h t s  i n t o  t h e  o x i d a t i v e  

d e g r a d a t i o n  o f  c e l l u l o s e  b y  a  c o p p e r  m e t a l l o e n z y m e  t h a t  

e x p l o i t s  b i o m a s s  c o m p o n e n t s .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U S A 

1 0 8 ;  1 5 0 7 9 - 1 5 0 8 4  

 

[ 5 4 ]  A g g e r  J W,  I s a k s e n  T,  V á r n a i  A ,  Vi d a l - M e l g o s a  S ,  

Wi l l a t s  W G ,  L u d w i g  R ,  H o r n  S J ,  E i j s i n k  V G ,  We s t e r e n g  B ,  

2 0 1 4  D i s c o v e r y  o f  L P M O  a c t i v i t y  o n  h e m i c e l l u l o s e s  s h o w s  

t h e  i m p o r t a n c e  o f  o x i d a t i v e  p r o c e s s e s  i n  p l a n t  c e l l  w a l l  

d e g r a d a t i o n  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U S A 111 ;  6 2 8 7 - 6 2 9 2  

 

[ 5 5 ]  B o r i s o v a  A S ,  I s a k s e n  T,  D i m a r o g o n a  M ,  K o g n o l e  A A ,  

M a t h i e s e n  G ,  V á r n a i  A ,  R ø h r  Å K ,  P a y n e  C M ,  S ø r l i e  M ,  
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S a n d g r e n  M ,  E i j s i n k  V G ,  2 0 1 5  S t r u c t u r a l  a n d  f u n c t i o n a l  

c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a  l y t i c  p o l y s a c c h a r i d e  m o n o o x y g e n a s e  

w i t h  b r o a d  s u b s t r a t e  s p e c i f i c i t y.  J .  B i o l .  C h e m .  2 9 0 ;  

2 2 9 5 5 - 2 2 9 6 9  

 

[ 5 6 ]  B e n n a t i - G r a n i e r  C ,  G a r a j o v a  S ,  C h a m p i o n  C ,  G r i s e l  S ,  

H a o n  M ,  Z h o u  S ,  F a n u e l  M ,  R o p a r t z  D ,  R o g n i a u x  H ,  

G i m b e r t  I ,  R e c o r d  E ,  B e r r i n  J G ,  2 0 1 5  S u b s t r a t e  s p e c i f i c i t y  

a n d  r e g i o s e l e c t i v i t y  o f  f u n g a l  A A 9  l y t i c  p o l y s a c c h a r i d e  

m o n o o x y g e n a s e s  s e c r e t e d  b y  P o d o s p o r a  a n s e r i n e .  

B i o t e c h n o l .  B i o f u e l s  8 ;  9 0 ,  1 - 1 4  

 

[ 5 7 ]  A a c h m a n n  F L ,  S ø r l i e  M ,  S k j å k - B r æ k  G ,  E i j s i n k  V G H ,  

Va a j e - K o l s t a d  G ,  2 0 1 2  N M R  s t r u c t u r e  o f  a  l y t i c  

p o l y s a c c h a r i d e  m o n o o x y g e n a s e  p r o v i d e s  i n s i g h t  i n t o  

c o p p e r  b i n d i n g ,  p r o t e i n  d y n a m i c s ,  a n d  s u b s t r a t e  

i n t e r a c t i o n s .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U S A 1 0 9 ;  1 8 7 7 9 - 1 8 7 8 4  

 

[ 5 8 ]  C o u r t a d e  G ,  Wi m m e r  R ,  R ø h r  A K ,  P r e i m s  H ,  F e l i c e  A K ,  

D i m a r o g o n a  M ,   Va a j e - K o l s t a d  G ,  S ø r l i e  M ,  S a n d g r e n  M ,  

L u d w i g  R ,  2 0 1 6  I n t e r a c t i o n s  o f  a  f u n g a l  l y t i c  

p o l y s a c c h a r i d e  m o n o o x y g e n a s e  w i t h  β - g l u c a n  s u b s t r a t e s  

a n d  c e l l o b i o s e  d e h y d r o g e n a s e .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U S A 

11 3 ;  5 9 2 2 - 5 9 2 7  

 

[ 5 9 ]  F r a n d s e n  K E H ,  S i m m o n s  T J ,  D u p r e e  P,  P o u l s e n  J C N ,  

H e m s w o r t h  G R ,  C i a n o  L ,  J o h n s t o n  E M ,  To v b o r g M ,  

J o h a n s e n  K S ,  F r e i e s l e b e n  P,  2 0 1 6  T h e  m o l e c u l a r  b a s i s  o f  
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p o l y s a c c h a r i d e  c l e a v a g e  b y  l y t i c  p o l y s a c c h a r i d e  

m o n o o x y g e n a s e s  N a t .  C h e m .  B i o l .  1 2  ;  2 9 8 - 3 0 3  

 

[ 6 0 ]  L a n g s t o n  J A ,  S h a g h a s i  T,  A b b a t e  E ,  X u  F,  V l a s e n k o  E ,  

S w e e n e y  M D ,  2 0 11  O x i d o r e d u c t i v e  c e l l u l o s e  d e p o l y m e r i -

z a t i o n  b y  t h e  e n z y m e s  c e l l o b i o s e  d e h y d r o g e n a s e  a n d  

g l y c o s i d e  h y d r o l a s e  6 1 .  A p p l .  E n v i r o n .  M i c r o b i o l .  7 7 ;  7 0 0 7 -

7 0 1 5  

 

[ 6 1 ]  P h i l l i p s  C M ,  B e e s o n  W T,  C a t e  J H ,  M a r l e t t a  M A ,  2 0 11  

C e l l o b i o s e  d e h y d r o g e n a s e  a n d  a  c o p p e r - d e p e n d e n t  

p o l y s a c c h a r i d e  m o n o o x y g e n a s e  p o t e n t i a t e  c e l l u l o s e  

d e g r a d a t i o n  b y  N e u r o s p o r a  c r a s s a .  A C S .  C h e m .  B i o l .  6 ;  

1 3 9 9 - 1 4 0 6  

 

[ 6 2 ]  Ta n  T C ,  K r a c h e r  D ,  G a n d i n i  R ,  S y g m u n d  C ,  K i t t l  R ,  

H a l t r i c h  D ,  2 0 1 5  S t r u c t u r a l  b a s i s  f o r  c e l l o b i o s e  

d e h y d r o g e n a s e  a c t i o n  d u r i n g  o x i d a t i v e  c e l l u l o s e  

d e g r a d a t i o n .  N a t .  C o m m u n .  6 ;  7 5 4 2 ,  1 - 11  

 

[ 6 3 ]  J o h a n s e n  K S ,  2 0 1 6  Ly t i c  p o l y s a c c h a r i d e  

m o n o o x y g e n a s e s :  t h e  m i c r o b i a l  p o w e r  t o o l  f o r  l i n g o -

c e l l u l o s e  d e g r a d a t i o n .  Tr e n d s  P l a n t  S c i .  11 ;  9 2 6 - 9 3 6  

 

[ 6 4 ]  Va a j e - K o l s t a d  G ,  F o r s b e r g  Z ,  L o o s e  S M J ,  B i s s a r o  B ,  

E i j s i n k  G H V,  2 0 1 7  S t r u c t u r a l  d i v e r s i t y  o f  l y t i c  

p o l y s a c c h a r i d e  m o n o o x y g e n a s e s .  C u r r .  O p i n .  S t r u c t .  B i o l .  

4 4 ;  6 7 - 7 6  
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[ 6 5 ]  L o m b a r d  V,  G o l a c o n d a  R a m u l u  H ,  D r u l a  E ,  C o u t i n h o  

P M ,  H e n r i s s a t  B ,  2 0 1 4 .  T h e  c a r b o h y d r a t e - a c t i v e  e n z y m e s  

d a t a b a s e  ( C A Z y )  i n  2 0 1 3 .  N u c l e i c  A c i d s  R e s .  4 2 ;  D 4 9 0 -

D 4 9 5  

 

[ 6 6 ]  B i e l y  P,  Vr š a n s k á  M ,  Te n k a n e n  M ,  K l u e p f e l  D ,  1 9 9 7  

E n d o -β - 1 , 4 - x y l a n a s e  f a m i l i e s :  d i f f e r e n c e s  i n  c a t a l y t i c  

p r o p e r t i e s .  J .  B i o t e c h n o l .  5 7 ;  1 5 1 - 1 6 6  

 

[ 6 7 ]  C o l l i n s  T,  G e r d a y  C ,  F e l l e r  G ,  2 0 0 5  X y l a n a s e s ,  

x y l a n a s e  f a m i l i e s  a n d  e x t r e m o p h i l i c  x y l a n a s e s .  F E M S  

M i c r o b i o l .  R e v.  2 9 ;  3 - 2 3  

 

[ 6 8 ]  P o l l e t  A ,  D e l c o u r  J A ,  C o u r t i n  C M ,  2 0 1 0  S t r u c t u r a l  

d e t e r m i n a n t s  o f  t h e  s u b s t r a t e  s p e c i f i c i t i e s  o f  x y l a n a s e s  

f r o m  d i f f e r e n t  g l y c o s i d e  h y d r o l a s e  f a m i l i e s .  C r i t .  R e v.  

B i o t e c h n o l .  3 0 ;  1 7 6 - 1 9 1  

 

[ 6 9 ]  P e l l  G ,  Ta y l o r  E J ,  G l o s t e r  T M ,  Tu r k e n b u r g  J P,  F o n t e s  

C M G A ,  F e r r e i r a  L M A ,  N a g y  T,  C l a r k  S J ,  D a v i e s  G J ,  

G i l b e r t  H J ,  2 0 0 4  T h e  m e c h a n i s m s  b y  w h i c h  f a m i l y  1 0  

g l y c o s i d e  h y d r o l a s e s  b i n d  d e c o r a t e d  s u b s t r a t e s .  J .  B i o l .  

C h e m .  2 7 9 ;  9 5 9 7 - 9 6 0 5  

 

[ 7 0 ]  B r á s  J L ,  C o r r e i a  M A ,  R o m ã o  M J ,  P r a t e s  J A ,  F o n t e s  

C M ,  N a j m u d i n  S ,  2 0 11  P u r i f i c a t i o n ,  c r y s t a l l i z a t i o n  a n d  

p r e l i m i n a r y  X - r a y  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  p e n t a m o d u l a r  
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a r a b i n o x y l a n a s e  C t X y l 5 A f r o m  C l o s t r i d i u m  t h e r m o c e l l u m .  

S t r u c t .  B i o l .  C r y s t .  C o m m u n .  6 7 ;  8 3 3 - 8 3 6  

 

[ 7 1 ]  H o n d a  Y,  K i t a o k a  M ,  2 0 0 4  A f a m i l y  8  g l y c o s i d e  

h y d r o l a s e  f r o m  B a c i l l u s  h a l o d u r a n s  C - 1 2 5  ( B H 2 1 0 5 )  i s  a  

r e d u c i n g  e n d  x y l o s e - r e l e a s i n g  e x o - o l i g o x y l a n a s e .  J .  B i o l .  

C h e m .  2 7 9 ;  5 5 0 9 7 - 5 5 1 0 3  

 

[ 7 2 ]  H o n g  P Y,  I a k i v i a k  M ,  D o d d  D ,  Z h a n g  M ,  M a c k i e  R I ,  

C a n n  I ,  2 0 1 4  Tw o  n e w  x y l a n a s e s  w i t h  d i f f e r e n t  s u b s t r a t e  

s p e c i f i c i t i e s  f r o m  t h e  h u m a n  g u t  b a c t e r i u m  B a c t e r o i d e s  

i n t e s t i n a l i s  D S M  1 7 3 9 3 .  A p p l .  E n v i r o n .  M i c r o b i o l .  8 0 ;  

2 0 8 4 - 2 0 9 3  

 

[ 7 3 ]  J u t u r u  V,  Wu  J C ,  2 0 1 4  M i c r o b i a l  e x o - x y l a n a s e s :  a  m i n i  

r e v i e w.  A p p l .  B i o c h e m .  B i o t e c h n o l .  1 7 4 ;  8 1 - 9 2  

 

[ 7 4 ]  L a g a e r t  S ,  Va n  S ,  C a m p e n h o u t  A ,  P o l l e t  T M ,  B o u r g o i s  

J A ,  D e l c o u r  C M ,  C o u r t i n  G ,  2 0 0 7  R e c o m b i n a n t  e x p r e s s i o n  

a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a  r e d u c i n g - e n d  x y l o s e - r e l e a s i n g  

e x o - o l i g o x y l a n a s e  f r o m  B i f i d o b a c t e r i u m  a d o l e s c e n t i s .  A p p l .  

E n v i r o n .  M i c r o b i o l .  7 3 ;  5 3 7 4 - 5 3 7 7  

 

[ 7 5 ]  Va l e n z u e l a  S V,  L o p e z  S ,  B i e l y  P,  S a n z - A p a r i c i o  J ,  

P a s t o r  F I J ,  2 0 1 6  T h e  G H 8  r e d u c i n g  e n d  x y l o s e - r e l e a s i n g  

e x o - o l i g o x y l a n a s e  R e x 8 A f r o m  P a e n i b a c i l l u s  b a r c i n o n e n s i s  

B P - 2 3  i s  a c t i v e  o n  b r a n c h e d  x y l o o l i g o s a c c h a r i d e s .  A p p l .  

E n v i r o n .  M i c r o b i o l .  8 2 ;  5 11 6 - 5 1 2 4  
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[ 7 6 ]  B i e l y  P,  Vr i e s  R P,  Vr š a n s k á  M ,  Vi s s e r  J ,  2 0 0 0  

I n v e r t i n g  c h a r a c t e r  o f  α - g l u c u r o n i d a s e  A f r o m  A s p e r g i l l u s  

t u b i n g e n s i s .  B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c t a  1 4 7 4 ;  3 6 0 - 3 6 4  

 

[ 7 7 ]  N a g y  T,  N u r i z z o  D ,  D a v i e s  G J ,  B i e l y  P,  L a k e y  J H ,  

B o l a m  D N ,  G i l b e r t  H J ,  2 0 0 3  T h e  α - g l u c u r o n i d a s e ,  G l c A 6 7 A ,  

o f  C e l l v i b r i o  j a p o n i c u s  u t i l i z e s  t h e  c a r b o x y l a t e  a n d  m e t h y l  

g r o u p s  o f  a l d o b i o u r o n i c  a c i d  a s  i m p o r t a n t  s u b s t r a t e  

r e c o g n i t i o n  d e t e r m i n a n t s .  J .  B i o l .  C h e m .  2 7 8 ;  2 0 2 8 6 - 2 0 2 9 2  

 

[ 7 8 ]  N u r i z z o  D ,  N a g y  T,  G i l b e r t  H J ,  D a v i e s  G J ,  2 0 0 2  T h e  

s t r u c t u r a l  b a s i s  f o r  c a t a l y s i s  a n d  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  

P s e u d o m o n a s  c e l l u l o s a  α - g l u c u r o n i d a s e ,  G l c A 6 7 .  S t r u c t u r e  

1 0 ;  5 4 7 - 5 5 6  

 

[ 7 9 ]  Z a i d e  G ,  S h a l l o m  D ,  S h u l a m i  S ,  Z o l o t n i t s k y  G ,  G o l a n  

G ,  B a a s o v  T,  S h o h a m  G ,  S h o h a m  Y,  2 0 0 3  B i o c h e m i c a l  

c h a r a c t e r i z a t i o n  a n d  i d e n t i f i c a t i o n  o f  c a t a l y t i c  r e s i d u e s  

i n  α - g l u c u r o n i d a s e  f r o m  B a c i l l u s  s t e a r o t h e r m o p h i l u s  T- 6 .  

E u r.  J .  B i o c h e m .  2 6 8 ;  3 0 0 6 - 3 0 1 6  

 

[ 8 0 ]  Ry a b o v a  O ,  Vr š a n s k á  M ,  K a n e k o  S ,  Z y l  W H ,  B i e l y  P,  

2 0 0 9  A n o v e l  f a m i l y  o f  h e m i c e l l u l o l y t i c  α - g l u c u r o n i d a s e .  

F E B S  L e t t .  5 8 3 ;  1 4 5 7 - 1 4 6 2  

 

[ 8 1 ]  Te n k a n e n  M ,  S i i k a - A h o  M ,  2 0 0 0  α - G l u c u r o n i d a s e  o f  

S c h i z o p h y l l u m  c o m m u n e  a c t i n g  o n  p o l y m e r i c  x y l a n .  J .  
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B i o t e c h n o l .  7 8 ;  1 4 9 - 1 6 1  

 

[ 8 2 ]  S t  J o h n  F J ,  D i e t r i c h  D ,  C r o o k s  C ,  P o z h a r s k i  E ,  

G o n z a l e z  J M ,  B a l e s  E ,  S m i t h  K ,  H u r l b e r t  J C ,  2 0 1 4  A n o v e l  

m e m b e r  o f  g l y c o s i d e  h y d r o l a s e  f a m i l y  3 0  s u b f a m i l y  8  w i t h  

a l t e r e d  s u b s t r a t e  s p e c i f i c i t y.  A c t a  C r y s t a l l o g r.  D .  B i o l .  

C r y s t a l l o g r.  7 0 ;  2 9 5 0 - 2 9 5 8  

 

[ 8 3 ]  N i s h i t a n i  K ,  N e v i n s  D J ,  1 9 9 1  G l u c u r o n o x y l a n  

x y l a n o h y d r o l a s e .  A u n i q u e  x y l a n a s e  w i t h  t h e  r e q u i r e m e n t  

f o r  a p p e n d a n t  g l u c u r o n o s y l  u n i t s .  J .  B i o l .  C h e m .  2 6 6 ;  

6 5 3 9 - 6 5 4 3  

 

[ 8 4 ]  B i e l y  P,  P u c h a r t  V,  S t r i n g e r  M A ,  M ø r k e b e r g  K r o g h  

K B R ,  2 0 1 4  Tr i c h o d e r m a  r e e s e i  X Y N  V I  –  a  n o v e l  

a p p e n d a g e - d e p e n d e n t  e u k a r y o t i c  g l u c u r o n o x y l a n  h y d r o -

l a s e .  F E B S  J .  2 8 1 ;  3 8 9 4 - 3 9 0 3  

 

[ 8 5 ]  B u s s e - Wi c h e r  M ,  G o m e s  T C F,  Tr y f o n a  T,  N i k o l o v s k i  N ,  

S t o t t  K ,  G r a n t h a m  N J ,  B o l a m  D N ,  S k a f  M S ,  D u p r e e  P,  2 0 1 4  

T h e  p a t t e r n  o f  x y l a n  a c e t y l a t i o n  s u g g e s t s  x y l a n  m a y  

i n t e r a c t  w i t h  c e l l u l o s e  m i c r o f i b r i l s  a s  a  t w o  f o l d  h e l i c a l  

s c r e w  i n  t h e  s e c o n d a r y  p l a n t  c e l l  w a l l  o f  A r a b i d o p s i s  

t h a l i a n a .  P l a n t  J .  7 9 ;  4 9 2 - 5 0 6  

 

[ 8 6 ]  G a l l a r d o  O ,  F e r n á n d e z - F e r n á n d e z  M ,  Va l l s  C ,  

Va l e n z u e l a  S V,  R o n c e r o  M B ,  Vi d a l  T,  D í a z  P,  P a s t o r  F I J ,  

2 0 1 0  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a  f a m i l y  G H 5  x y l a n a s e  w i t h  
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a c t i v i t y  o n  n e u t r a l  o l i g o s a c c h a r i d e s  a n d  e v a l u a t i o n  a s  a  

p u l p  b l e a c h i n g  a i d .  A p p l .  E n v i r o n .  M i c r o b i o l .  7 6 ;  6 2 9 0 -

6 2 9 4  

 

[ 8 7 ]  L a g a e r t  S ,  P o l l e t  A ,  C o u r t i n  C M ,  Vo l c k a e r t  G ,  2 0 1 4  β -

X y l o s i d a s e s  a n d  α - L - a r a b i n o f u r a n o s i d a s e s :  a c c e s s o r y  

e n z y m e s  f o r  a r a b i n o x y l a n  d e g r a d a t i o n .  B i o t e c h n o l .  A d v.  

3 2 ;  3 1 6 - 3 3 2  

 

[ 8 8 ]  Va n  L a e r e  K M J ,  Vo r a g e n  C H L ,  K r o e f  T,  B r o e k  L A M ,  

B e l d m a n  G ,   Vo r a g e n  A G J ,  1 9 9 9  P u r i f i c a t i o n  a n d  m o d e  o f  

a c t i o n  o f  t w o  d i f f e r e n t  a r a b i n o x y l a n  a r a b i n o f u r a n o -

h y d r o l a s e s  f r o m  B i f i d o b a c t e r i u m  a d o l e s c e n t i s  D S M  2 0 0 8 3 .  

A p p l .  M i c r o b i o l .  B i o t e c h n o l .  5 1 ;  6 0 6 - 6 1 3  

 

[ 8 9 ]  Va n  L a e r e  K M J ,  B e l d m a n  G ,  Vo r a g e n  A G J ,  1 9 9 7  A n e w  

a r a b i n o f u r a n o h y d r o l a s e  f r o m  B i f i d o b a c t e r i u m  a d o l e s c e n t i s  

a b l e  t o  r e m o v e  a r a b i n o s y l  r e s i d u e s  f r o m  d o u b l e -

s u b s t i t u t e d  x y l o s e  u n i t s  i n  a r a b i n o x y l a n .  A p p l .  M i c r o b i o l .  

B i o t e c h n o l .  4 7 ;  2 3 1 - 2 3 5  

 

[ 9 0 ]  S ø r e n s e n  H R ,  P e d e r s e n  S ,  M e y e r  A S ,  2 0 0 7  S y n e r g i s t i c  

e n z y m e  m e c h a n i s m s  a n d  e f f e c t s  o f  s e q u e n t i a l  e n z y m e  

a d d i t i o n s  o n  d e g r a d a t i o n  o f  w a t e r  i n s o l u b l e  w h e a t  

a r a b i n o x y l a n .  E n z y m .  M i c r o b .  Te c h n o l .  4 0 ;  9 0 8 - 9 1 8  

 

[ 9 1 ]  Va l l s  A ,  D i a z  P,  P a s t o r  F I J ,  Va l e n z u e l a  S V,  2 0 1 6  A 

n e w l y  d i s c o v e r e d  a r a b i n o x y l a n - s p e c i f i c  a r a b i n o f u r a n o -
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h y d r o l a s e .  S y n e r g i s t i c  a c t i o n  w i t h  x y l a n a s e s  f r o m  

d i f f e r e n t  g l y c o s y l  h y d r o l a s e  f a m i l i e s .  A p p l .  M i c r o b i o l .  

B i o t e c h n o l .  1 0 0 ;  1 7 4 3 - 1 7 5 1  

 

 

[ 9 2 ]  B i e l y  P,  2 0 1 2  M i c r o b i a l  c a r b o h y d r a t e  e s t e r a s e s  

d e a c e t y l a t i n g  p l a n t  p o l y s a c c h a r i d e s .  B i o t e c h n o l .  A d v.  3 0 ;  

1 5 7 5 - 1 5 8 8  

 

[ 9 3 ]  B i e l y  P,  C z i s z a r o v a  M ,  U h l i a r i k o v a  I ,  A g g e r  J W,  L i  X L ,  

E i j s i n k  V G H ,  We s t e r e n g  B ,  2 0 1 3  M o d e  o f  a c t i o n  o f  

a c e t y l x y l a n  e s t e r a s e s  o n  a c e t y l  g l u c u r o n o x y l a n  a n d  

a c e t y l a t e d  o l i g o s a c c h a r i d e s g e n e r a t e d  b y  a  G H 1 0  

e n d o x y l a n a s e .  B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c t a  1 8 3 0 ;  5 0 7 5 - 5 0 8 6  

 

[ 9 4 ]  N e u m u l l e r  K G ,  C a r v a l h o  d e  S o u z a  A ,  v a n R i j n  J H J ,  

S t r e e k s t r a  H ,  G r u p p e n  H ,  S c h o l s  H A ,  2 0 1 5  P o s i t i o n a l  

p r e f e r e n c e s  o f  a c e t y l  e s t e r a s e s  f r o m  d i f f e r e n t  C E  f a m i l i e s  

t o w a r d s a c e t y l a t e d  4 - O - m e t h y l  g l u c u r o n i c  a c i d - s u b s t i t u t e d  

x y l o - o l i g o s a c c h a r i d e s .  B i o t e c h n o l .  B i o f u e l s  8 ;  7 ,  1 - 1 4  

 

[ 9 5 ]  P u c h a r t  V,  A g g e r  J W,  B e r r i n  J G ,  Va r n a i  A ,  We s t e r e n g  

B ,  B i e l y  P,  2 0 1 6  C o m p a r i s o n  o f  f u n g a l  c a r b o h y d r a t e  

e s t e r a s e s  o f  f a m i l y  C E 1 6  o n  a r t i f i c i a l  a n d  n a t u r a l  

s u b s t r a t e s .  J .  B i o t e c h n o l .  2 3 3 ;  2 2 8 - 2 3 6  

 

[ 9 6 ]  B i e l y  P,  M a s t i h u b o v a  M ,  P u c h a r t  V,  2 0 0 7  T h e  v i c i n a l  

h y d r o x y l  g r o u p  i s  p r e r e q u i s i t e  f o r  m e t a l  a c t i v a t i o n  o f  
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C l o s t r i d i u m  t h e r m o c e l l u m  a c e t y l x y l a n  e s t e r a s e .  B i o c h i m .  

B i o p h y s .  A c t a  1 7 7 0 ;  5 6 5 - 5 7 0  

 

[ 9 7 ]  U h l i a r i k o v a  I ,  Vr s a n s k a  M ,  M c C l e a r y  B V,  B i e l y  P,  

2 0 1 3  P o s i t i o n a l  s p e c i f i t y  o f  a c e t y l x y l a n  e s t e r a s e s  o n  

n a t u r a l  p o l y s a c c h a r i d e :  A n  N M R  s t u d y.  B i o c h i m .  B i o p h y s .  

A c t a  1 8 3 0 ;  3 3 6 5 - 3 3 7 2  

 

[ 9 8 ]  P u c h a r t  V,  B e r r i n  J G ,  H a o n  M ,  B i e l y  P,  2 0 1 5  A u n i q u e  

C E 1 6  a c e t y l  e s t e r a s e  f r o m  P o d o s p o r a  a n s e r i n a  a c t i v e  o n  

p o l y m e r i c  x y l a n .  A p p l .  M i c r o b i o l .  B i o t e c h n o l .  9 9 ;  1 0 5 1 5 -

1 0 5 2 6  

 

[ 9 9 ]  K o u t a n i e m i  S ,  G o o l  M P,  J u v o n e n  M ,  J o k e l a  J ,  H i n z  S W,  

S c h o l s  H A ,  Te n k a n e n  M ,  2 0 1 3  D i s t i n c t  r o l e s  o f  

c a r b o h y d r a t e  e s t e r a s e  f a m i l y  C E 1 6  a c e t y l  e s t e r a s e s  a n d  

p o l y m e r - a c t i n g  a c e t y l  x y l a n  e s t e r a s e s  i n  x y l a n  

d e a c e t y l a t i o n .  J .  B i o t e c h n o l .  1 6 8 ;  6 8 4 - 6 9 2  

 

[ 1 0 0 ]  C r é p i n  V F,  F a u l d s  C B ,  C o n n e r t o n  I F,  2 0 0 4  F u n c t i o n a l  

c l a s s i f i c a t i o n  o f  t h e  m i c r o b i a l  f e r u l o y l  e s t e r a s e s .  A p p l .  

M i c r o b i o l .  B i o t e c h n o l .  6 3 ;  6 4 7 - 6 5 2  

 

[ 1 0 1 ]  G i l b e r t  H J ,  K n o x  J P,  B o r a s t o n  A B ,  2 0 1 3  A d v a n c e s  i n  

u n d e r s t a n d i n g  t h e  m o l e c u l a r  b a s i s  o f  p l a n t  c e l l  w a l l  

p o l y s a c c h a r i d e  r e c o g n i t i o n  b y  c a r b o h y d r a t e - b i n d i n g  

m o d u l e s .  C u r r.  O p i n .  S t r u c t .  B i o l .  2 3 ;  6 6 9 - 6 7 7  
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[ 1 0 2 ]  To m m e  P,  Va n  T i l b e u r g h  H ,  P e t t e r s s o n  G ,  Va n  D a m m e  

J ,  Va n d e k e r c k h o v e  J ,   K n o w l e s  J ,  Te e r i  T,  C l a e y s s e n s  M ,  

1 9 8 8  S t u d i e s  o f  t h e  c e l l u l o l y t i c  s y s t e m  o f  Tr i c h o d e r m a  

r e e s e i  Q M  9 4 1 4 .  A n a l y s i s  o f  d o m a i n  f u n c t i o n  i n  t w o  

c e l l o b i o h y d r o l a s e s  b y  l i m i t e d  p r o t e o l y s i s .  E u r.  J .  B i o c h e m .  

1 7 0 ;  5 7 5 - 5 8 1  

 

[ 1 0 3 ]  K n o w l e s  J ,  L e h t o v a a r a  P,  Te e r i  T,  1 9 8 7  C e l l u l a s e  

f a m i l i e s  a n d  t h e i r  g e n e s .  Tr e n d s  B i o t e c h n o l .  5 ;  2 5 5 - 2 6 1  

 

[ 1 0 4 ]  Va a j e - K o l s t a d  G ,  H o r n  S J ,  v a n  A a l t e n  D M ,  S y n s t a d  

B ,  E i j s i n k  V G ,  2 0 0 5  T h e  n o n - c a t a l y t i c  c h i t i n - b i n d i n g  

p r o t e i n  C B P 2 1  f r o m  S e r r a t i a  m a r c e s c e n s  i s  e s s e n t i a l  f o r  

c h i t i n  d e g r a d a t i o n .  J .  B i o l .  C h e m .  2 8 0 ;  2 8 4 9 2 - 2 8 4 9 7  

 

[ 1 0 5 ]  B o l a m  D N ,  C i r u e l a  A ,  M c Q u e e n - M a s o n  S ,  S i m p s o n  P,  

Wi l l i a m s o n  M P,  R i x o n  J E ,  B o r a s t o n  A ,  H a z l e w o o d  G P,  

G i l b e r t  H J ,  1 9 9 8  P s e u d o m o n a s  c e l l u l o s e - b i n d i n g  d o m a i n s  

m e d i a t e  t h e i r  e f f e c t s  b y  i n c r e a s i n g  e n z y m e  s u b s t r a t e  

p r o x i m i t y.  B i o c h e m .  J .  3 3 1 ;  7 7 5 - 7 8 1  

 

[ 1 0 6 ]  C a n t a r e l  B L ,  C o u t i n h o  P M ,  R a n c u r e l  C ,  B e r n a r d  T,  

L o m b a r d  V,  H e n r i s s a t  B ,  2 0 0 9  T h e  C a r b o h y d r a t e - A c t i v e  

E n Z y m e s  d a t a b a s e  ( C A Z y ) :  a n  e x p e r t  r e s o u r c e  f o r  

g l y c o g e n o m i c s .  N u c l e i c  A c i d s  R e s .  3 7 ;  D 2 3 3 - D 2 3 8  

 

[ 1 0 7 ]  B o r a s t o n  A B ,  B o l a m  D N ,  G i l b e r t  H J ,  D a v i e s  G J ,  2 0 0 4  

C a r b o h y d r a t e - b i n d i n g  m o d u l e s :  f i n e - t u n i n g  p o l y s a c c h a r i -
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d e  r e c o g n i t i o n .  B i o c h e m .  J .  3 8 2 ;  7 6 9 - 7 8 1  

 

[ 1 0 8 ]  A s e n s i o  J L ,  A r d a  A ,  C a n a d a  F J ,  J i m e n e z - B a r b e r o  J ,  

2 0 1 3  C a r b o h y d r a t e  a r o m a t i c  i n t e r a c t i o n s .  A c c .  C h e m .  R e s .  

4 6 ;  9 4 6 - 9 5 4  

 

[ 1 0 9 ]  C a s p i  J ,  B a r a k  Y,  H a i m o v i t z  R ,  I r w i n  D ,  L a m e d  R ,  

Wi l s o n  D B ,  B a y e r  E A .  2 0 0 9  E f f e c t  o f  l i n k e r  l e n g t h  a n d  

d o c k e r i n  p o s i t i o n  o n  c o n v e r s i o n  o f  a  T h e r m o b i f i d a  f u s c a  

e n d o g l u c a n a s e  t o  t h e  c e l l u l o s o m a l  m o d e .  A p p l .  E n v i r o n .  

M i c r o b i o l .  7 5 ;  7 3 3 5 - 7 3 4 2  

 

[ 11 0 ]  H e r v é  C ,  R o g o w s k i  A ,  B l a k e  AW,  M a r c u s  S E ,  G i l b e r t  

H J ,  K n o x  J P  2 0 1 0  C a r b o h y d r a t e - b i n d i n g  m o d u l e s  p r o m o t e  

t h e  e n z y m a t i c  d e c o n s t r u c t i o n  o f  i n t a c t  p l a n t  c e l l  w a l l s  b y  

t a r g e t i n g  a n d  p r o x i m i t y  e f f e c t s .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U S A 

1 0 7 ;  1 5 2 9 3 - 1 5 2 9 8  

 

[ 111 ]  R a v a l s o n  H ,  H e r p o e l - G i m b e r t  I ,  R e c o r d  E ,  B e r t a u d  F,  

G r i s e l  S ,  We e r t  S ,  v a n  d e n  H o n d e l  C A M J J ,  A s t h e r  M ,  P e t i t -

C o n i l  M ,  S i g o i l l o t  J C ,  2 0 0 9  F u s i o n  o f  a  f a m i l y  1  

c a r b o h y d r a t e  b i n d i n g  m o d u l e  o f  A s p e r g i l l u s  n i g e r  t o  t h e  

P y c n o p o r u s  c i n n a b a r i n u s  l a c c a s e  f o r  e f f i c i e n t  s o f t w o o d  

k r a f t  p u l p  b i o b l e a c h i n g .  J .  B i o t e c h n o l .  1 4 2 ;  2 2 0 - 2 2 6  

 

[ 11 2 ]  K o s e k i  T,  M o c h i z u k i  K ,  K i s a r a  H ,  M i y a n a g a  A ,  

F u s h i n o b u  S ,  M u r a y a m a  T,  S h i o n o  Y,  2 0 1 0  

C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a  c h i m e r i c  e n z y m e  c o m p r i s i n g  f e r u l o y l  
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e s t e r a s e  a n d  f a m i l y  4 2  c a r b o h y d r a t e - b i n d i n g  m o d u l e .  A p p l .  

M i c r o b i o l .  B i o t e c h n o l .  8 6 ;  1 5 5 - 1 6 1   

 

[ 11 3 ]  K a r i t a  S ,  2 0 1 6  C a r b o h y d r a t e - b i n d i n g  m o d u l e s  i n  

p l a n t  c e l l  w a l l - d e g r a d i n g  e n z y m e s .  Tr e n d s  G l y c o s c i .  

G l y c o t e c h n o l .  2 8 ;  E 4 9 - E 5 3  

 

[ 11 4 ]  A r a k i  Y,  K a r i t a  S ,  Ta n a k a  A ,  K o n d o  M ,  G o t o  M ,  2 0 0 9  

C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  f a m i l y  1 7  a n d  f a m i l y  2 8  c a r b o h y d r a t e -

b i n d i n g  m o d u l e s  f r o m  C l o s t r i d i u m  j o s u i  C e l 5 A .  B i o s c i .  

B i o t e c h n o l .  B i o c h e m .  7 3 ;  1 0 2 8 - 1 0 3 2 .   

 

[ 11 5 ]  H i l d é n  L ,  D a n i e l  G ,  J o h a n s s o n  G ,  2 0 0 3  U s e  o f  a  

f l u o r e s c e n c e  l a b e l l e d ,  c a r b o h y d r a t e - b i n d i n g  m o d u l e  f r o m  

P h a n e r o c h a e t e  c h r y s o s p o r i u m  C e l 7 D  f o r  s t u d y i n g  w o o d  c e l l  

w a l l  u l t r a s t r u c t u r e .  B i o t e c h n o l .  L e t t .  7 ;  5 5 3 - 5 5 8  

 

[ 11 6 ]  P a ë s  G ,  v o n  S c h a n t z  L ,  O h l i n  M ,  2 0 1 5  B i o i n s p i r e d  

a s s e m b l i e s  o f  p l a n t  c e l l  w a l l  p o l y m e r s  u n r a v e l  t h e  a f f i n i t y  

p r o p e r t i e s  o f  c a r b o h y d r a t e - b i n d i n g  m o d u l e s .  S o f t  M a t t e r.  

3 3 ;  6 5 8 6 - 9 6 5 4  

 

[ 11 7 ]  S t u t z e n b e r g e r  F J ,  1 9 7 2  C e l l u l o l y t i c  a c t i v i t y  o f  

T h e r m o m o n o s p o r a  c u r v a t a :  n u t r i t i o n a l  r e q u i r e m e n t s  f o r  

c e l l u l a s e  p r o d u c t i o n .  A p p l .  M i c r o b i o l .  2 4 ;  7 7 - 8 2  

 

[ 11 8 ]  Wi l s o n  D B ,  1 9 9 2  B i o c h e m i s t r y  a n d  g e n e t i c s  o f  

a c t i n o m y c e t e  c e l l u l a s e s .  C r i t .  R e v.  B i o t e c h n o l .  1 2 ;  4 5 - 6 3  
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[ 11 9 ]  L i n  E ,  Wi l s o n  D B ,  1 9 8 7  R e g u l a t i o n  o f  β - 1 , 4 -

e n d o g l u c a n a s e  s y n t h e s i s  i n  T h e r m o m o n o s p o r a  f u s c a .  A p p l .  

E n v i r o n .  M i c r o b i o l .  5 3 ;  1 3 5 2 - 1 3 5 7  

 

[ 1 2 0 ]  G a r c i a - M a r t i n e z  D ,  S h i n m y o  A ,  M a d i a  A ,  D e m a i n  A ,  

1 9 8 0  S t u d i e s  o f  c e l l u l a s e  p r o d u c t i o n  b y  C l o s t r i d i u m  

t h e r m o c e l l u m .  E u r.  J .  A p p l .  M i c r o b i o l .  9 ;  1 8 9 - 1 9 7  

 

[ 1 2 1 ]  Ya n  S ,  Wu  G ,  2 0 1 3  S e c r e t o r y  p a t h w a y  o f  c e l l u l a s e :  a  

m i n i - r e v i e w.  B i o t e c h n o l .  B i o f u e l s  6 ;  1 7 7  

 

[ 1 2 2 ]  P a g e s  S ,  B e l a i c h  A ,  Ta r d i f  C ,  R e v e r b e l - L e r o y  C ,  

G a u d i n  C ,  B e l a i c h  J P,  1 9 9 6  I n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  

e n d o g l u c a n a s e  C e l A a n d  t h e  s c a f f o l d i n g  p r o t e i n  C i p C  o f  

t h e  C l o s t r i d i u m  c e l l u l o l y t i c u m  c e l l u l o s o m e .  J .  B a c t e r i o l .  

1 7 8 ;  2 2 7 9 - 2 2 8 6  

 

[ 1 2 3 ]  F i e r o b e  H P,  B a y e r  E A ,  Ta r d i f  C ,  C z j z e k  M ,  M e c h a l y  

A ,  B e l a i c h  A ,  L a m e d  R ,  S h o h a m  Y,  B e l a i c h  J P,  2 0 0 2  

D e g r a d a t i o n  o f  c e l l u l o s e  s u b s t r a t e s  b y  c e l l u l o s o m e  

c h i m e r a s  -  s u b s t r a t e  t a r g e t i n g  v e r s u s  p r o x i m i t y  o f  e n z y m e  

c o m p o n e n t s .  J .  B i o l .  C h e m .  2 7 7 ;  4 9 6 2 1 - 4 9 6 3 0  

 

[ 1 2 4 ]  M o r a i s  S ,  B a r a k  Y,  L a m e d  R ,  Wi l s o n  D B ,  X u  Q ,  

H i m m e l  M E ,  B a y e r  E A ,  2 0 1 2  P a r a d i g m a t i c  s t a t u s  o f  a n  

e n d o -  a n d  e x o g l u c a n a s e  a n d  i t s  e f f e c t  o n  c r y s t a l l i n e  

c e l l u l o s e  d e g r a d a t i o n .  B i o t e c h n o l .  B i o f u e l s  5 ;  7 8 ,  1 - 9  
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[ 1 2 5 ]  F o n t e s  C ,  G i l b e r t  H J ,  2 0 1 0  C e l l u l o s o m e s :  h i g h l y  

e f f i c i e n t  n a n o m a c h i n e s  d e s i g n e d  t o  d e c o n s t r u c t  p l a n t  c e l l  

w a l l  c o m p l e x  c a r b o h y d r a t e s .  A n n u .  R e v.  B i o c h e m .  7 9 ;  6 5 5 -

6 8 1 .  

 

[ 1 2 6 ]  X u  Q ,  D i n g  S Y,  B r u n e c k y  R ,  B o m b l e  Y J ,  H i m m e l  M E ,  

B a k e r  J O ,  2 0 1 3  I m p r o v i n g  a c t i v i t y  o f  m i n i c e l l u l o s o m e s  b y  

i n t e g r a t i o n  o f  i n t r a -  a n d  i n t e r m o l e c u l a r  s y n e r g i e s .  

B i o t e c h n o l .  B i o f u e l s  6 ;  1 2 6  

 

[ 1 2 7 ]  H u a n g  G L ,  A n d e r s o n  T D ,  C l u b b  R T,  2 0 1 4  E n g i n e e r i n g  

m i c r o b i a l  s u r f a c e s  t o  d e g r a d e  l i g n o c e l l u l o s i c  b i o m a s s .  

B i o e n g i n e e r e d  5 ;  9 6 - 1 0 6 .  

 

[ 1 2 8 ]  B a y e r  E A ,  S e t t e r  E ,  L a m e d  R ,  1 9 8 5  O r g a n i z a t i o n  a n d  

d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  c e l l u l o s o m e  i n  C l o s t r i d i u m  t h e r m o -

c e l l u m .  J .  B a c t e r i o l .  1 6 3 ;  5 5 2 - 5 5 9   

 

[ 1 2 9 ]  B a y e r  E A ,  L a m e d  R ,  1 9 8 6  U l t r a s t r u c t u r e  o f  t h e  c e l l  

s u r f a c e  c e l l u l o s o m e  o f  C l o s t r i d i u m  t h e r m o c e l l u m  a n d  i t s  

i n t e r a c t i o n  w i t h  c e l l u l o s e .  J .  B a c t e r i o l .  1 6 7 ;  8 2 8 - 8 3 6  

 

[ 1 3 0 ]  L a m e d  R ,  K e n i g ,  R ,  S e t t e r  E ,  B a y e r  E A ,  1 9 8 5  M a j o r  

c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  c e l l u l o l y t i c  s y s t e m  o f  C l o s t r i d i u m  

t h e r m o c e l l u m  c o i n c i d e  w i t h  t h o s e  o f  t h e  p u r i f i e d  

c e l l u l o s o m e .  E n z y m e  M i c r o b .  Te c h n o l .  7 ;  3 7 - 4 1  
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[ 1 3 1 ]  L a m e d  E ,  B a y e r  E A ,  1 9 8 6  C o n t a c t  a n d  c e l l u l o l y s i s  i n  

C l o s t r i d i u m  t h e r m o c e l l u m  v i a  e x t e n s i l e  s u r f a c e  o r g a n e l l e s .  

E x p e r i e n t i a  2 ;  7 2 - 7 3  

 

[ 1 3 2 ]  L a m e d  R ,  B a y e r  E A ,  1 9 8 8  T h e  c e l l u l o s o m e  c o n c e p t :  

e x o c e l l u l a r /  e x t r a c e l l u l a r  e n z y m e  r e a c t o r  c e n t e r s  f o r  

e f fi c i e n t  b i n d i n g  a n d  c e l l u l o l y s i s .  I n :  B i o c h e m i s t r y  a n d  

g e n e t i c s  o f  c e l l u l o s e  d e g r a d a t i o n .  [ A u b e r t  J - P,  B e g u i n  P,  

M i l l e t  J .  ( e d s . ) ] .  A c a d e m i c  P r e s s ,  L o n d o n ,  p p .  1 0 1 - 11 6  

 

[ 1 3 3 ]  L a m e d  R ,  B a y e r  E A ,  1 9 8 8  T h e  c e l l u l o s o m e  o f  

C l o s t r i d i u m  t h e r m o c e l l u m .  A d v.  A p p l .  M i c r o b i o l .  3 3 ;  1 - 4 6  

 

[ 1 3 4 ]  M i l l e t  J ,  P e t r e  D ,  B é g u i n  P,  R a y n a u d  O ,  A u b e r t  J P,  

1 9 8 5  C l o n i n g  o f  t e n  d i s t i n c t  D N A f r a g m e n t s  o f  C l o s t r i d i u m  

t h e r m o c e l l u m  f o r  c e l l u l a s e s .  F E B S  L e t t .  2 9 ;  1 4 5 - 1 4 9  

 

[ 1 3 5 ]  J o l i f f  G ,  B é g u i n  P,  A u b e r t  J P,  1 9 8 6  N u c l e o t i d e  

s e q u e n c e  o f  t h e  c e l l u l a s e  g e n e  c e l D  e n c o d i n g  e n d o -

g l u c a n a s e  D  o f  C l o s t r i d i u m  t h e r m o c e l l u m .  N u c l e i c  A c i d s  

R e s .  1 4 ;  8 6 0 5 - 8 6 1 3  

 

[ 1 3 6 ]  Yu t i n  N ,  G a l p e r i n  M Y,  2 0 1 3  A g e n o m i c  u p d a t e  o n  

c l o s t r i d i a  p h y l o g e n y :  G r a m - n e g a t i v e  s p o r e  f o r m e r s  a n d  

o t h e r  m i s p l a c e d  c l o s t r i d i a .  E n v i r o n .  M i c r o b i o l .  1 5 ;  2 6 3 1 -

2 6 4 1  

 

[ 1 3 7 ]  To k a t l i d i s  K ,  S a l a m i t o u  S ,  B é g u i n  P,  D h u r j a t i  P,  
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A u b e r t  J ,  1 9 9 1  I n t e r a c t i o n  o f  t h e  d u p l i c a t e d  s e g m e n t  

c a r r i e d  b y  C l o s t r i d i u m  t h e r m o c e l l u m  c e l l u l a s e s  w i t h  

c e l l u l o s o m e  c o m p o n e n t s .  F E B S  L e t t .  2 9 1 ;  1 8 5 - 1 8 8  

 

[ 1 3 8 ]  S a l a m i t o u  S ,  To k a t l i d i s  K ,  B é g u i n  P,  A u b e r t  J P,  1 9 9 2  

I n v o l v e m e n t  o f  s e p a r a t e  d o m a i n s  o f  t h e  c e l l u l o s o m a l  

p r o t e i n  S 1  o f  C l o s t r i d i u m  t h e r m o c e l l u m  i n  b i n d i n g  t o  

c e l l u l o s e  a n d  i n  a n c h o r i n g  o f  c a t a l y t i c  s u b u n i t s  t o  t h e  

c e l l u l o s o m e .  F E B S  L e t t .  3 0 4 ;  8 9 - 9 2  

 

[ 1 3 9 ]  To k a t l i d i s  K ,  D h u r j a t i  P,  B é g u i n  P,  1 9 9 3  P r o p e r t i e s  

c o n f e r r e d  o n  C l o s t r i d i u m  t h e r m o c e l l u m  e n d o g l u c a n a s e  

C e l C  b y  g r a f t i n g  t h e  d u p l i c a t e d  s e g m e n t  o f  e n d o g l u c a n a s e  

C e l D .  P r o t e i n  E n g .  6 ;  9 4 7 - 9 5 2  

 

[ 1 4 0 ]  S a l a m i t o u  S ,  R a y n a u d  O ,  L e m a i r e  M ,  C o u g h l a n  M ,  

B é g u i n  P,  A u b e r t  J ,  1 9 9 4  R e c o g n i t i o n  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  

d u p l i c a t e d  s e g m e n t s  p r e s e n t  i n  C l o s t r i d i u m  t h e r m o c e l l u m  

e n d o g l u c a n a s e  C e l D  a n d  i n  t h e  c e l l u l o s o m e - i n t e g r a t i n g  

p r o t e i n  C i p A .  J .  B a c t e r i o l  1 7 6 ;  2 8 2 2 - 2 8 2 7  

 

[ 1 4 1 ]  C h a u v a u x  S ,  B é g u i n  P,  A u b e r t  J P,  B h a t  K M ,  G o w  L A ,  

Wo o d  T M ,  B a i r o c h  A ,  1 9 9 0  C a l c i u m - b i n d i n g  a f f i n i t y  a n d  

c a l c i u m - e n h a n c e d  a c t i v i t y  o f  C l o s t r i d i u m  t h e r m o c e l l u m  

e n d o g l u c a n a s e  D .  B i o c h e m .  J .  2 6 5 ;  2 6 1 - 2 6 5  

 

[ 1 4 2 ]  G e r n g r o s s  U T,  R o m a n i e c  M P M ,  K o b a y a s h i  T,  

H u s k i s s o n  N S ,  D e m a i n  A L ,  1 9 9 3  S e q u e n c i n g  o f  a  
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C l o s t r i d i u m  t h e r m o c e l l u m  g e n e  ( c i p A )  e n c o d i n g  t h e  

c e l l u l o s o m a l  S L - p r o t e i n  r e v e a l s  a n  u n u s u a l  d e g r e e  o f  

i n t e r n a l  h o m o l o g y.  M o l .  M i c r o b i o l .  8 ;  3 2 5 - 3 3 4  

 

[ 1 4 3 ]  S h o s e y o v  O ,  Ta k a g i  M ,  G o l d s t e i n  M A ,  D o i  R H ,  1 9 9 2  

P r i m a r y  s e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  C l o s t r i d i u m  c e l l u l o v o r a n s  

c e l l u l o s e  b i n d i n g  p r o t e i n  A .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U S A 8 9 ;  

3 4 8 3 - 3 4 8 7  

 

[ 1 4 4 ]  B a y e r  E A ,  M o r a g  E ,  L a m e d  R ,  1 9 9 4  T h e  c e l l u l o s o m e  

- a  t r e a s u r e -  t r o v e  f o r  b i o t e c h n o l o g y.  Tr e n d s  B i o t e c h n o l .  1 2 ;  

3 7 9 - 3 8 6  

 

[ 1 4 5 ]  P o o l e  D M ,  M o r a g  E ,  L a m e d  R ,  B a y e r  E A ,  H a z l e w o o d  

G P,  G i l b e r t  H J ,  1 9 9 2  I d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  c e l l u l o s e -

b i n d i n g  d o m a i n  o f  t h e  c e l l u l o s o m e  s u b u n i t  S 1  f r o m  

C l o s t r i d i u m  t h e r m o c e l l u m  Y S .  F E M S  M i c r o b i o l .  L e t t .  9 9 ;  

1 8 1 - 1 8 6  

 

[ 1 4 6 ]  F u j i n o ,  T,  B é g u i n  P,  A u b e r t  J P,  1 9 9 3  O r g a n i z a t i o n  o f  

a  C l o s t r i d i u m  t h e r m o c e l l u m  g e n e  c l u s t e r  e n c o d i n g  t h e  

c e l l u l o s o m a l  s c a f f o l d i n g  p r o t e i n  C i p A a n d  a  p r o t e i n  

p o s s i b l y  i n v o l v e d  i n  a t t a c h m e n t  o f  t h e  c e l l u l o s o m e  t o  t h e  

c e l l  s u r f a c e .  J .  B a c t e r i o l .  1 7 5 ;  1 8 9 1 - 1 8 9 9  

 

[ 1 4 7 ]  L e i b o v i t z ,  E ,  O h a y o n ,  H ,  G o u n o n ,  P,  B é g u i n  P,  1 9 9 7  

C h a r a c t e r i z a t i o n  a n d  s u b c e l l u l a r  l o c a l i z a t i o n  o f  t h e  

C l o s t r i d i u m  t h e r m o c e l l u m  s c a f f o l d i n  d o c k e r i n  b i n d i n g  
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p r o t e i n  S d b A .  J .  B a c t e r i o l ,  1 7 9 ;  2 5 1 9 - 2 5 2 3  

 

[ 1 4 8 ]  L e m a i r e  M ,  M i r a s  I ,  G o u n o n  P,  B é g u i n  P,  1 9 9 8  

I d e n t i f i c a t i o n  o f  a  r e g i o n  r e s p o n s i b l e  f o r  b i n d i n g  t o  t h e  

c e l l  w a l l  w i t h i n  t h e  S - l a y e r  p r o t e i n  o f  C l o s t r i d i u m  

t h e r m o c e l l u m .  M i c r o b i o l o g y  1 4 4 ;  2 11 - 2 1 7  

 

[ 1 4 9 ]  L e m a i r e  M ,  O h a y o n  H ,  G o u n o n  P,  F u j i n o  T,  B é g u i n  P,  

1 9 9 5  O l p B ,  a  n e w  o u t e r  l a y e r  p r o t e i n  o f  C l o s t r i d i u m  

t h e r m o c e l l u m ,  a n d  b i n d i n g  o f  i t s  S - l a y e r - l i k e  d o m a i n s  t o  

c o m p o n e n t s  o f  t h e  c e l l  e n v e l o p e .  J .  B a c t e r i o l .  1 7 7 ;  2 4 5 1 -

2 4 5 9  

 

[ 1 5 0 ]  G u g l i e l m i  G ,  B é g u i n  P,  1 9 9 8  C e l l u l a s e  a n d  

h e m i c e l l u l a s e  g e n e s  o f  C l o s t r i d i u m  t h e r m o c e l l u m  f r o m  f i v e  

i n d e p e n d e n t  c o l l e c t i o n s  c o n t a i n  f e w  o v e r l a p s  a n d  a r e  

w i d e l y  s c a t t e r e d  a c r o s s  t h e  c h r o m o s o m e .  F E M S  M i c r o b i o l .  

L e t t .  1 6 1 ;  2 0 9 - 2 1 5  

 

[ 1 5 1 ]  L e i b o v i t z  E ,  B é g u i n  P,  1 9 9 6  A n e w  t y p e  o f  c o h e s i n  

d o m a i n  t h a t  s p e c i f i c a l l y  b i n d s  t h e  d o c k e r i n  d o m a i n  o f  t h e  

C l o s t r i d i u m  t h e r m o c e l l u m  c e l l u l o s o m e - i n t e g r a t i n g  p r o t e i n  

C i p A .  J .  B a c t e r i o l .  1 7 8 ;  3 0 7 7 - 3 0 8 4  

 

[ 1 5 2 ]  Ya r o n  S ,  M o r a g  E ,  B a y e r  E A ,  L a m e d  R ,  S h o h a m  Y,  

1 9 9 5  E x p r e s s i o n ,  p u r i f i c a t i o n  a n d  s u b u n i t - b i n d i n g  p r o p e r -

t i e s  o f  c o h e s i n s  2  a n d  3  o f  t h e  C l o s t r i d i u m  t h e r m o c e l l u m  

c e l l u l o s o m e .  F E B S  L e t t .  3 6 0 ;  1 2 1 - 1 2 4  
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[ 1 5 3 ]  P a g è s  S ,  B e l a i c h  A ,  B e l a i c h  J P,  M o r a g  E ,  L a m e d  R ,  

S h o h a m  Y,  B a y e r  E A ,  1 9 9 7  S p e c i e s - s p e c i f i c i t y  o f  t h e  

c o h e s i n - d o c k e r i n  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  C l o s t r i d i u m  

t h e r m o c e l l u m  a n d  C l o s t r i d i u m  c e l l u l o l y t i c u m :  p r e d i c t i o n  

o f  s p e c i f i c i t y  d e t e r m i n a n t s  o f  t h e  d o c k e r i n  d o m a i n .  

P r o t e i n s  2 9 ;  5 1 7 - 5 2 7  

 

[ 1 5 4 ]  Ly t l e  B ,  M y e r s  C ,  K r u u s  K ,  Wu  J H D ,  1 9 9 6  

I n t e r a c t i o n s  o f  t h e  C e l S  b i n d i n g  l i g a n d  w i t h  v a r i o u s  

r e c e p t o r  d o m a i n s  o f  t h e  C l o s t r i d i u m  t h e r m o c e l l u m  

c e l l u l o s o m a l  s c a f f o l d i n g  p r o t e i n  C i p A .  J .  B a c t e r i o l .  1 7 8 ;  

1 2 0 0 - 1 2 0 3  

 

[ 1 5 5 ]  S a k k a  K ,  S u g i h a r a  Y,  J i n d o u  S ,  S a k k a  M ,  I n a g a k i  M ,  

K i m u r a  T,  S a k k a  K ,  2 0 11  A n a l y s i s  o f  c o h e s i o n - d o c k e r i n  

i n t e r a c t i o n s  u s i n g  m u t a n t  d o c k e r i n  p r o t e i n s .  F E M S  

M i c r o b i o l .  L e t t .  3 1 4 ;  7 5 - 8 0  

 

[ 1 5 6 ]  S h o s e y o v  O ,  D o i  R H ,  1 9 9 0  E s s e n t i a l  1 7 0 - k D a  s u b u n i t  

f o r  d e g r a d a t i o n  o f  c r y s t a l l i n e  c e l l u l o s e  b y  C l o s t r i d i u m  

c e l l u l o v o r a n s  c e l l u l a s e .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U S A 8 7 ;  

2 1 9 2 - 2 1 9 5  

 

[ 1 5 7 ]  S h o s e y o v  O ,  H a m a m o t o  T,  F o o n g  F,  D o i  R H ,  1 9 9 0  

C l o n i n g  o f  C l o s t r i d i u m  c e l l u l o v o r a n s  e n d o - 1 , 4 -β - g l u c a n a s e  

g e n e s .  B i o c h e m .  B i o p h y s .  R e s .  C o m m u n  1 6 9 ;  6 6 7 - 6 7 2  
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[ 1 5 8 ]  F o o n g  F,  H a m a m o t o  T,  S h o s e y o v  O ,  D o i  R H ,  1 9 9 1  

N u c l e o t i d e  s e q u e n c e  a n d  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  e n d o g l u c a n a s e  

g e n e  e n g B  f r o m  C l o s t r i d i u m  c e l l u l o v o r a n s .  J .  G e n .  

M i c r o b i o l .  1 3 7 ;  1 7 2 9 - 1 7 3 6  

 

[ 1 5 9 ]  D o i  R H ,  G o l d s t e i n  M ,  H a s h i d a  S ,  P a r k  J S ,  Ta k a g i  M ,  

1 9 9 4  T h e  C l o s t r i d i u m  c e l l u l o v o r a n s  c e l l u l o s o m e .  C r i t .  R e v.  

M i c r o b i o l .  2 0 ;  8 7 - 9 3  

 

[ 1 6 0 ]  F a u r e  E ,  B a g n a r a  C ,  B e l a i c h  A ,  B e l a i c h  J P,  1 9 8 8  

C l o n i n g  a n d  e x p r e s s i o n  o f  t w o  c e l l u l a s e  g e n e s  o f  

C l o s t r i d i u m  c e l l u l o l y t i c u m  i n  E s c h e r i c h i a  c o l i .  G e n e  6 5 ;  

5 1 - 5 8  

 

[ 1 6 1 ]  G i a l l o  J ,  G a u d i n  C ,  B e l a i c h  J P,  1 9 8 5  M e t a b o l i s m  a n d  

s o l u b i l i z a t i o n  o f  c e l l u l o s e  b y  C l o s t r i d i u m  c e l l u l o l y t i c u m  

H 1 0 .  A p p l .  E n v i r o n .  M i c r o b i o l .  4 9 ;  1 2 1 6 - 1 2 2 1  

 

[ 1 6 2 ]  F i e r o b e  H P,  G a u d i n  C ,  B e l a i c h  A ,  L o u t fi  M ,  F a u r e  F,  

B a g n a r a  C ,  B a t y  D ,  B e l a i c h  J P,  1 9 9 1  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  

e n d o g l u c a n a s e  A f r o m  C l o s t r i d i u m  c e l l u l o l y t i c u m .  J .  

B a c t e r i o l .  1 7 3 ;  7 9 5 6 - 7 9 6 2  

 

[ 1 6 3 ]  B e l a i c h  J P,  Ta r d i f  C ,  B e l a i c h  A ,  G a u d i n  C ,  1 9 9 7  T h e  

c e l l u l o l y t i c  s y s t e m  o f  C l o s t r i d i u m  c e l l u l o l y t i c u m .  J .  

B i o t e c h n o l .  5 7 ;  1 - 3  

 

[ 1 6 4 ]  B a g n a r a - Ta r d i f  C ,  G a u d i n  C ,  B e l a i c h  A ,  H o e s t  P,  
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C i t a r d  T,  B e l a i c h  J P,  1 9 9 2  S e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  a  g e n e  

c l u s t e r  e n c o d i n g  c e l l u l a s e s  f r o m  C l o s t r i d i u m  

c e l l u l o l y t i c u m .  G e n e  2 1 ;  1 7 - 2 8  

 

[ 1 6 5 ]  C a v e n d o n  K ,  L e s c h i n e  S B ,  C a n a l e - P a r o l a  E ,  1 9 9 0  

C e l l u l a s e  s y s t e m  o f  a  f r e e - l i v i n g ,  m e s o p h i l i c  C l o s t r i d i u m  

( s t r a i n  C 7 ) .  J .  B a c t e r i o l .  1 7 2 ;  4 2 2 2 - 4 2 3 0  

 

[ 1 6 6 ]  P o h l s c h r ö d e r  M ,  L e s c h i n e  S B ,  C a n a l e - P a r o l a  E ,  1 9 9 3  

R e g u l a t i o n  o f  t h e  m u l t i c o m p l e x  c e l l u l a s e - x y l a n a s e  s y s t e m  

o f  C l o s t r i d i u m  p a p y r o s o l v e n s .  I n :  G e n e t i c s  b i o c h e m i s t r y  

a n d  e c o l o g y  o f  l i g n o c e l l u l o s e  d e g r a d a t i o n  [ S h i m a d a  K ,  

H o s h i n o  S ,  O h m i y a  K ,  S a k k a  K ,  K o b a y a s h i  Y,  K a r i t a  S  

( e d s . ) ] .  E d s .  U n i  P u b l i s h e r s  C o . ,  L t d .  To k y o ;  p p .  8 6 - 9 4  

 

[ 1 6 7 ]  P o h l s c h r ö d e r  M ,  L e s c h i n e  S B ,  C a n a l e - P a r o l a  E ,  1 9 9 4  

M u l t i c o m p l e x  c e l l u l a s e - x y l a n a s e  s y s t e m  o f  C l o s t r i d i u m  

p a p y r o s o l v e n s  C 7 .  J .  B a c t e r i o l .  1 7 6 ;  7 0 - 7 6  

 

[ 1 6 8 ]  F u j i n o  T,  K a r i t a  S ,  O h m i y a  K ,  1 9 9 3  N u c l e o t i d e  

s e q u e n c e s  o f  t h e  c e l B  g e n e  e n c o d i n g  e n d o - 1 , 4 - β - g l u c a n a s e -

2 ,  O R F 1  a n d  O R F 2  f o r m i n g  a  p u t a t i v e  c e l l u l a s e  g e n e  

c l u s t e r  o f  C l o s t r i d i u m  j o s u i .  J .  F e r m e n t .  B i o e n g .  7 6 ;  2 4 3 -

2 5 0  

 

[ 1 6 9 ]  K a k i u c h i  M ,  I s u i  A ,  S u z u k i  K ,  F u j i n o  T,  F u j i n o  E ,  

K i m u r a  T,  K a r i t a  S ,  S a k k a  K ,  O h m i y a  K ,  1 9 9 8  C l o n i n g  a n d  

D N A s e q u e n c i n g  o f  t h e  g e n e s  e n c o d i n g  C l o s t r i d i u m  j o s u i  
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s c a f f o l d i n g  p r o t e i n  C i p A a n d  c e l l u l a s e  C e l D  a n d  

i d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e i r  g e n e  p r o d u c t s  a s  m a j o r  c o m p o n e n t s  

o f  t h e  c e l l u l o s o m e .  J .  B a c t e r i o l .  1 8 0 ;  4 3 0 3 - 4 3 0 8  

 

[ 1 7 0 ]  B a y e r  E A ,  B e l a i c h  J P,  S h o h a m  Y,  L a m e d  R ,  2 0 0 4  T h e  

c e l l u l o s o m e s :  m u l t i e n z y m e  m a c h i n e s  f o r  d e g r a d a t i o n  o f  

p l a n t  c e l l  w a l l  p o l y s a c c h a r i d e s .  A n n u .  R e v.  M i c r o b i o l .  5 8 ;  

5 2 1 - 5 5 4  

 

[ 1 7 1 ]  D o i  R H ,  2 0 0 8  C e l l u l a s e s  o f  m e s o p h i l i c  m i c r o -

o r g a n i s m s :  c e l l u l o s o m e  a n d  n o n c e l l u l o s o m e  p r o d u c e r s .  A n n .  

N .  Y.  A c a d .  S c i .  11 2 5 ;  2 6 7 - 2 7 9  

 

[ 1 7 2 ]  D i n g  S Y,  B a y e r  E A ,  S t e i n e r  D ,  S h o h a m  Y,  L a m d  R ,  

1 9 9 9  A n o v e l  c e l l u l o s o m a l  s c a f f o l d i n  f r o m  A c e t i v i b r i o  

c e l l u l o l y t i c u s  t h a t  c o n t a i n s  a  f a m i l y  9  g l y c o s y l  h y d r o l a s e .  

J .  B a c t e r i o l .  1 8 1 ;  6 7 2 0 - 6 7 2 9  

 

[ 1 7 3 ]  X u  Q ,  G a o  W,  D i n g  S Y,  K e n i g  R ,  S h o h a m  Y,  B a y e r  E A ,  

L a m e d  R ,  2 0 0 3  T h e  c e l l u l o s o m e  s y s t e m  o f  A c e t i v i b r i o  

c e l l u l o l y t i c u s  i n c l u d e s  a  n o v e l  t y p e  o f  a d a p t o r  p r o t e i n  a n d  

a  c e l l  s u r f a c e  a n c h o r i n g  p r o t e i n .  J .  B a c t e r i o l .  1 8 5 ;  4 5 4 8 -

4 5 5 7  

 

[ 1 7 4 ]  X u  Q ,  B a r a k  Y,  K e n i g  R ,  S h o h a m  Y,  B a y e r  E A ,  L a m e d  

R ,  2 0 0 4  A n o v e l  A c e t i v i b r i o  c e l l u l o l y t i c u s  a n c h o r i n g  

s c a f f o l d i n  t h a t  b e a r s  d i v e r g e n t  c o h e s i n s .  J .  B a c t e r i o l .  1 8 6 ;  

5 7 8 2 - 5 7 8 9  



140 

 

 

[ 1 7 5 ]  D i n g  S Y,  B a y e r  E A ,  S t e i n e r  D ,  S h o h a m  Y,  L a m e d  R A ,  

2 0 0 0  S c a f f o l d i n  o f  t h e  B a c t e r o i d e s  c e l l u l o s o l v e n s  

c e l l u l o s o m e  t h a t  c o n t a i n s  11  t y p e  I I  c o h e s i n s .  J .  B a c t e r i o l .  

1 8 2 ;  4 9 1 5 - 4 9 2 5  

 

[ 1 7 6 ]  X u  Q ,  B a y e r  E A ,  G o l d m a n  M ,  K e n i g  R ,  S h o h a m  Y,  

L a m e d  R ,  2 0 0 4  A r c h i t e c t u r e  o f  t h e  B a c t e r o i d e s  

c e l l u l o s o l v e n s  c e l l u l o s o m e :  d e s c r i p t i o n  o f  a  c e l l  s u r f a c e -

a n c h o r i n g  s c a f f o l d i n  a n d  a  f a m i l y  4 8  c e l l u l a s e .  J .  B a c t e r i o l .  

1 8 6 ;  9 6 8 - 9 7 7  

 

[ 1 7 7 ]  A r t z i  L ,  D a s s a  B ,  B o r o v o k  I ,  S h a m s h o u m  M ,  L a m e d  

R ,  B a y e r  E A ,  2 0 1 4  C e l l u l o s o m i c s  o f  t h e  c e l l u l o l y t i c  

t h e r m o p h i l e  C l o s t r i d i u m  c l a r i f l a v u m .  B i o t e c h n o l .  B i o f u e l s  

7 ;  1 0 0 ,  1 - 1 4  

 

[ 1 7 8 ]  F l i n t  H J ,  1 9 9 7  T h e  r u m e n  m i c r o b i a l  e c o s y s t e m  -  s o m e  

r e c e n t  d e v e l o p m e n t s .  Tr e n d s  M i c r o b i o l .  5 ;  4 8 3 - 4 8 8  

 

[ 1 7 9 ]  R o b e r t  C ,  B e r n a l i e r - D o n a d i l l e  A ,  2 0 0 3  T h e  

c e l l u l o l y t i c  m i c r o f l o r a  o f  t h e  h u m a n  c o l o n :  e v i d e n c e  o f  

m i c r o c r y s t a l l i n e  c e l l u l o s e - d e g r a d i n g  b a c t e r i a  i n  m e t h a n e  

e x c r e t i n g  s u b j e c t s .  F E M S  M i c r o b i o l .  E c o l .  4 6 ;  8 1 - 8 9  

 

[ 1 8 0 ]  K i r b y  J ,  M a r t i n  J C ,  D a n i e l  A S ,  F l i n t  H J  1 9 9 7  

D o c k e r i n - l i k e  s e q u e n c e s  i n  c e l l u l a s e s  a n d  x y l a n a s e s  f r o m  

t h e  r u m e n  c e l l u l o l y t i c  b a c t e r i u m  R u m i n o c o c c u s  
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f l a v e f a c i e n s .  F E M S  M i c r o b i o l .  L e t t .  1 4 9 ;  2 1 3 - 2 1 9  

 

[ 1 8 1 ]  D i n g  S Y,  R i n c o n  M T,  L a m e d  R ,  M a r t i n  J C ,  M c C r a e  S I ,  

A u r i l i a  V,  S h o h a m  Y,  B a y e r  E A ,  F l i n t  H J ,  2 0 0 1  

C e l l u l o s o m a l  s c a f f o l d i n - l i k e  p r o t e i n s  f r o m  R u m i n o c o c c u s  

f l a v e f a c i e n s .  J .  B a c t e r i o l .  1 8 3 ;  1 9 4 5 - 1 9 5 3  

 

[ 1 8 2 ]  A n t o n o p o u l o s  D A ,  N e l s o n  K E ,  M o r r i s o n  M ,  W h i t e  B A ,  

2 0 0 4  S t r a i n - s p e c i f i c  g e n o m i c  r e g i o n s  o f  R u m i n o c o c c u s  

f l a v e f a c i e n s  F D - 1  a s  r e v e a l e d  b y  c o m b i n a t o r i a l  r a n d o m -

p h a s e  g e n o m e  s e q u e n c i n g  a n d  s u p p r e s s i v e  s u b t r a c t i v e  

h y b r i d i z a t i o n .  E n v i r o n .  M i c r o b i o l .  6 ;  3 3 5 - 3 4 6  

 

[ 1 8 3 ]  R i n c o n  M T,  C e p e l j n i k  T,  M a r t i n  J C ,  L a m e d  R ,  B a r a k  

Y,  B a y e r  E A ,  F l i n t  H J ,  2 0 0 5  U n c o n v e n t i o n a l  m o d e  o f  

a t t a c h m e n t  o f  t h e  R u m i n o c o c c u s  f l a v e f a c i e n s  c e l l u l o s o m e  

t o  t h e  c e l l  s u r f a c e .  J .  B a c t e r i o l .  1 8 7 ;  7 5 6 9 - 7 5 7 8  

 

[ 1 8 4 ]  R i n c o n  M T,  D i n g  S Y,  M c C r a e  S I ,  M a r t i n  J C ,  A u r i l i a  

V,  L a m e d  R ,  S h o h a m  Y,  B a y e r  E A ,  F l i n t  H J ,  2 0 0 3  N o v e l  

o r g a n i z a t i o n  a n d  d i v e r g e n t  d o c k e r i n  s p e c i f i c i t i e s  i n  t h e  

c e l l u l o s o m e  s y s t e m  o f  R u m i n o c o c c u s  f l a v e f a c i e n s .  J .  

B a c t e r i o l .  1 8 5 ;  7 0 3 - 7 1 3  

 

[ 1 8 5 ]  R i n c o n  M T,  M c C r a e  S I ,  K i r b y  J ,  S c o t t  K P,  F l i n t  H J ,  

2 0 0 1  E n d B ,  a  m u l t i d o m a i n  f a m i l y  4 4  c e l l u l a s e  f r o m  

R u m i n o c o c c u s  f l a v e f a c i e n s  1 7 ,  b i n d s  t o  c e l l u l o s e  v i a  a  

n o v e l  c e l l u l o s e - b i n d i n g  m o d u l e  a n d  t o  a n o t h e r  R .  
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f l a v e f a c i e n s  p r o t e i n  v i a  a  d o c k e r i n  d o m a i n .  A p p l .  E n v i r o n .  

M i c r o b i o l .  6 7 ;  4 4 2 6 - 4 4 3 1  

 

[ 1 8 6 ]  R i n c o n  M T,  M a r t i n  J C ,  A u r i l i a  V,  M c C r a e  S I ,  

R u c k l i d g e  G ,  R e i d  M ,  B a y e r  E A ,  L a m e d  R ,  F l i n t  H J ,  2 0 0 4  

S c a C  a n  a d a p t o r  p r o t e i n  c a r r y i n g  a  n o v e l  c o h e s i n  t h a t  

e x p a n d s  t h e  d o c k e r i n - b i n d i n g  r e p e r t o i r e  o f  t h e  

R u m i n o c o c c u s  f l a v e f a c i e n s  1 7  c e l l u l o s o m e .  J .  B a c t e r i o l .  

1 8 6 ;  2 5 7 6 - 2 5 8 5  

 

[ 1 8 7 ]  R i n c o n  M T,  C e p e l j n i k  T,  M a r t i n  J C ,  B a r a k  Y,  L a m e d  

R ,  B a y e r  E A ,  F l i n t  H J ,  2 0 0 7  A n o v e l  c e l l  s u r f a c e - a n c h o r e d  

c e l l u l o s e - b i n d i n g  p r o t e i n  e n c o d e d  b y  t h e  s c a  g e n e  c l u s t e r  

o f  R u m i n o c o c c u s  f l a v e f a c i e n s .  J .  B a c t e r i o l .  1 8 9 ;  4 7 7 4 - 4 7 8 3  

 

[ 1 8 8 ]  J i n d o u  S ,  B o r o v o k  I ,  R i n c o n  M T,  F l i n t  H J ,  

A n t o n o p o u l o s  D A ,  B e r g  M E ,  W h i t e  B A ,  B a y e r  E A ,  L a m e d  R ,  

2 0 0 6  C o n s e r v a t i o n  a n d  d i v e r g e n c e  i n  c e l l u l o s o m e  

a r c h i t e c t u r e  b e t w e e n  t w o  s t r a i n s  o f  R u m i n o c o c c u s  

f l a v e f a c i e n s .  J .  B a c t e r i o l .  1 8 8 ;  7 9 7 1 - 7 9 7 6  

 

[ 1 8 9 ]  Wo o d  T M ,  Wi l s o n  C S ,  S t e w a r t  C S ,  1 9 8 2  P r e p a r a t i o n  

o f  t h e  c e l l u l a s e  f r o m  t h e  c e l l u l o l y t i c  a n a e r o b i c  b a c t e r i u m  

R u m i n o c o c c u s  a l b u s  a n d  i t s  r e l e a s e  f r o m  t h e  b a c t e r i a l  c e l l  

w a l l .  B i o c h e m .  J .  1 0 5 ;  1 2 9 - 1 3 7  

 

[ 1 9 0 ]  L a m e d  R ,  N a i m a r k  J ,  M o r g e n s t e r n  E ,  B a y e r  E A ,  1 9 8 7  

S p e c i a l i z e d  c e l l  s u r f a c e  s t r u c t u r e s  i n  c e l l u l o l y t i c  b a c t e r i a .  
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J .  B a c t e r i o l .  1 6 9 ;  3 7 9 2 - 3 8 0 0  

 

[ 1 9 1 ]  O h a r a  H ,  K a r i t a  S ,  K i m u r a  T,  S a k k a  K ,  O h m i y a  K ,  

2 0 0 0  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  c e l l u l o l y t i c  c o m p l e x  

( c e l l u l o s o m e )  f r o m  R u m i n o c o c c u s  a l b u s .  B i o s c i .  B i o t e c h n o l .  

B i o c h e m .  6 4 ;  2 5 4 - 2 6 0  

 

[ 1 9 2 ]  O h a r a  H ,  N o g u c h i  J ,  K a r i t a  S ,  K i m u r a  T,  S a k k a  K ,  

O h m i y a  K ,  2 0 0 0  S e q u e n c e  o f  e g V  a n d  p r o p e r t i e s  o f  E g V,  a  

R u m i n o c o c c u s  a l b u s  e n d o g l u c a n a s e  c o n t a i n i n g  a  d o c k e r i n  

d o m a i n .  B i o s c i .  B i o t e c h n o l .  B i o c h e m .  6 4 ;  8 0 - 8 8  

 

[ 1 9 3 ]  Wi l s o n  C A ,  Wo o d  T M ,  1 9 9 2  T h e  a n a e r o b i c  f u n g u s  

N e o c a l l i m a s t i x  f r o n t a l i s  -  i s o l a t i o n  a n d  p r o p e r t i e s  o f  a  

c e l l u l o s o m e - t y p e  e n z y m e  f r a c t i o n  w i t h  t h e  c a p a c i t y  t o  

s o l u b i l i z e  h y d r o g e n - b o n d - o r d e r e d  c e l l u l o s e .  A p p l .  

M i c r o b i o l .  B i o t e c h n o l .  3 7 ;  1 2 5 - 1 2 9  

 

[ 1 9 4 ]  F a n u t t i  C ,  P o n y i  T,  B l a c k  G W,  H a z l e w o o d  G P,  G i l b e r t  

H J ,  1 9 9 5  T h e  c o n s e r v e d  n o n c a t a l y t i c  4 0 - r e s i d u e  s e q u e n c e  

i n  c e l l u l a s e s  a n d  h e m i c e l l u l a s e s  f r o m  a n a e r o b i c  f u n g i  

f u n c t i o n s  a s  a  p r o t e i n  d o c k i n g  d o m a i n .  J .  B i o l .  C h e m .  

2 7 0 ( 4 9 ) ;  2 9 3 1 4 - 2 9 3 2 2  

 

[ 1 9 5 ]  S t e e n b a k k e r s  P J M ,  L i  X L ,  X i m e n e s  E A ,  A r t s  J G ,  

C h e n  H Z ,  L j u n g d a h l  L G ,  O p  D e n  C a m p  H J ,  2 0 0 1  

N o n c a t a l y t i c  d o c k i n g  d o m a i n s  o f  c e l l u l o s o m e s  o f  a n a e r o b i c  

f u n g i .  J .  B a c t e r i o l .  1 8 3 ;  5 3 2 5 - 5 3 3 3  
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[ 1 9 6 ]  D i j k e r m a n  R ,  Ve r v u r e n  M B F,  D e n C a m p  H ,  

v a n d e r D r i f t  C ,  1 9 9 6  A d s o r p t i o n  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  

c e l l u l o l y t i c  e n z y m e s  f r o m  t h e  a n a e r o b i c  f u n g u s  P i r o m y c e s  

s p  s t r a i n  E 2  o n  m i c r o c r y s t a l l i n e  c e l l u l o s e .  A p p l .  E n v i r o n .  

M i c r o b i o l .  6 2 ;  2 0 - 2 5  

 

[ 1 9 7 ]  A l i  B R S ,  Z h o u  L Q ,  G r a v e s  F M ,  F r e e d m a n  R B ,  B l a c k  

G W,  G i l b e r t  H J ,  H a z e l w o o d  G P,  1 9 9 5  C e l l u l a s e s  a n d  

h e m i c e l l u l a s e s  o f  t h e  a n a e r o b i c  f u n g u s  P i r o m y c e s  

c o n s t i t u t e  a  m u l t i p r o t e i n  c e l l u l o s e - b i n d i n g  c o m p l e x  a n d  

a r e  e n c o d e d  b y  m u l t i g e n e  f a m i l i e s .  F E M S  M i c r o b i o l .  L e t t .  

1 2 5 ;  1 5 - 2 1  

 

[ 1 9 8 ]  L j u n g d a h l  L G ,  2 0 0 8  T h e  c e l l u l a s e / h e m i c e l l u l a s e  

s y s t e m  o f  t h e  a n a e r o b i c  f u n g u s  O r p i n o m y c e s  P C - 2  a n d  

a s p e c t s  o f  i t s  a p p l i e d  u s e .  A n n .  N .  Y.  A c a d .  S c i .  11 2 5 ;  3 0 8 -

3 2 1  

 

[ 1 9 9 ]  Wa n g  H C ,  C h e n  Y C ,  H s e u  R S ,  2 0 1 4  P u r i f i c a t i o n  a n d  

c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a  c e l l u l o l y t i c  m u l t i e n z y m e  c o m p l e x  

p r o d u c e d  b y  N e o c a l l i m a s t i x  p a t r i c i a r u m  J 11 .  B i o c h e m .  

B i o p h y s .  R e s .  C o m m u n .  4 5 1 ;  1 9 0 - 1 9 5  

 

[ 2 0 0 ]  N a g y  T,  Tu n n i c l i f f e  R B ,  H i g g i n s  L D ,  Wa l t e r s  C ,  

G i l b e r t  H J ,  Wi l l i a m s o n  M P,  2 0 0 7  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a  

d o u b l e  d o c k e r i n  f r o m  t h e  c e l l u l o s o m e  o f  t h e  a n a e r o b i c  

f u n g u s  P i r o m y c e s  e q u i .  J .  M o l .  B i o l .  3 7 3 ;  1 2 - 2 2  
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[ 2 0 1 ]  F i l l i n g h a m  I J ,  K r o o n  PA ,  Wi l l i a m s o n  G ,  G i l b e r t  H J ,  

H a z l e w o o d  G P,  1 9 9 9  A m o d u l a r  c i n n a m o y l  e s t e r  h y d r o l a s e  

f r o m  t h e  a n a e r o b i c  f u n g u s  P i r o m y c e s  e q u i  a c t s  

s y n e r g i s t i c a l l y  w i t h  x y l a n a s e  a n d  i s  p a r t  o f  a  m u l t i p r o t e i n  

c e l l u l o s e - b i n d i n g  c e l l u l a s e - h e m i c e l l u l a s e  c o m p l e x .  B i o -

c h e m .  J .  3 4 3 ;  2 1 5 - 2 2 4  

 

[ 2 0 2 ]  B a y e r  E A ,  L a m e d  R ,  W h i t e  B A ,  F l i n t  H J ,  2 0 0 8  F r o m  

c e l l u l o s o m e s  t o  c e l l u l o s o m i c s .  C h e m .  R e c .  8 ;  3 6 4 - 3 7 7  

 

[ 2 0 3 ]  Yo u  C ,  Z h a n g  X Z ,  Z h a n g  Y H P,  2 0 1 2  M i n i - s c a f f o l d i n  

e n h a n c e d  m i n i - c e l l u l o s o m e  h y d r o l y s i s  p e r f o r m a n c e  o n  l o w -

a c c e s s i b i l i t y  c e l l u l o s e  ( Av i c e l )  m o r e  t h a n  o n  h i g h -

a c c e s s i b i l i t y  a m o r p h o u s  c e l l u l o s e .  B i o c h e m .  E n g .  J .  6 3 ;  5 7 -

6 5  

 

[ 2 0 4 ]  M o r a i s  S ,  B a r a k  Y,  H a d a r  Y,  Wi l s o n  D B ,  S h o h a m  Y,  

L a m e d  R ,  B a y e r  E A .  2 0 11  A s s e m b l y  o f  x y l a n a s e s  i n t o  

d e s i g n e r  c e l l u l o s o m e s  p r o m o t e s  e f f i c i e n t  h y d r o l y s i s  o f  t h e  

x y l a n  c o m p o n e n t  o f  a  n a t u r a l  r e c a l c i t r a n t  c e l l u l o s i c  

s u b s t r a t e .  m B i o  2 ;  e 0 0 2 3 3 - 0 0 2 4 1  

 

[ 2 0 5 ]  Ts a i  S L ,  D a S i l v a  N A ,  C h e n  W.  2 0 1 3  F u n c t i o n a l  

d i s p l a y  o f  c o m p l e x  c e l l u l o s o m e s  o n  t h e  y e a s t  s u r f a c e  v i a  

a d a p t i v e  a s s e m b l y.  A C S  S y n t h .  B i o l .  2 ;  1 4 - 2 1  

 

[ 2 0 6 ]  G e f e n  G ,  A n b a r  M ,  M o r a g  E ,  L a m e d  R ,  B a y e r  E A .  
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2 0 1 2  E n h a n c e d  c e l l u l o s e  d e g r a d a t i o n  b y  t a r g e t e d  

i n t e g r a t i o n  o f  a  c o h e s i n - f u s e d  β - g l u c o s i d a s e  i n t o  t h e  

C l o s t r i d i u m  t h e r m o c e l l u m  c e l l u l o s o m e .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  

S c i .  U S A 1 0 9 ;  1 0 2 9 8 - 1 0 3 0 3  

 

[ 2 0 7 ]  F i e r o b e  H P,  M i n g a r d o n  F,  M e c h a l y  A ,  B é l a ï c h  A ,  

P a g è s  S ,  L a m e d  R ,   Ta r d i f  C ,  B é l a ï c h  J P,  B a y e r  E A ,  2 0 0 5  

A c t i o n  o f  d e s i g n e r  c e l l u l o s o m e s  o n   h o m o g e n e o u s  v e r s u s  

c o m p l e x  s u b s t r a t e s :  c o n t r o l l e d  i n c o r p o r a t i o n  o f  t h r e e  

d i s t i n c t  e n z y m e s  i n t o  a  d e f i n e d  t r i f u n c t i o n a l  s c a f f o l d i n .  J .  

B i o l .  C h e m .  2 8 0 ;  1 6 3 2 5 - 1 6 3 3 4  

 

[ 2 0 8 ]  M o r a ï s ,  S ,  2 0 1 2  D e c o n s t r u c t i o n  o f  l i g n o c e l l u l o s e  i n t o  

s o l u b l e  s u g a r s  b y  n a t i v e  a n d  d e s i g n e r  c e l l u l o s o m e s .  m B i o  

3 ,  e 0 0 5 0 8 - 0 0 5 1 2   

 

[ 2 0 9 ]  J e o n  S D ,  Yu  K O ,  K i m  S W,  H a n  S O ,  2 0 11  A c e l l u l o y t i c  

c o m p l e x  f r o m  C l o s t r i d i u m  c e l l u l o v o r a n s  c o n s i s t i n g  o f  

m a n n a n a s e  B  a n d  e n d o g l u c a n a s e  E  h a s  s y n e r g i s t i c  e f f e c t s  

o n  g a l a c t o m a n n a n  d e g r a d a t i o n .  A p p l .  M i c r o b i o l .  

B i o t e c h n o l .  9 0 ;  5 6 5 - 5 7 2  

 

[ 2 1 0 ]  Va z a n a  Y,  2 0 1 3  A s y n t h e t i c  b i o l o g y  a p p r o a c h  f o r  

e v a l u a t i n g  t h e  f u n c t i o n a l  c o n t r i b u t i o n  o f  d e s i g n e r  

c e l l u l o s o m e  c o m p o n e n t s  t o  d e c o n s t r u c t i o n  o f  c e l l u l o s i c  

s u b s t r a t e s .  B i o t e c h n o l .  B i o f u e l s  6 ;  1 8 2 ,  1 - 1 8  

 

[ 2 11 ]  M o l i n i e r  A L ,  2 0 11  S y n e r g y,  s t r u c t u r e  a n d  
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c o n f o r m a t i o n a l  f l e x i b i l i t y  o f  h y b r i d  c e l l u l o s o m e s  

d i s p l a y i n g  v a r i o u s  i n t e r - c o h e s i n s  l i n k e r s .  J .  M o l .  B i o l .  

4 0 5 ;  1 4 3 - 1 5 7  

 

[ 2 1 2 ]  L e a m m l i ,  U K ,  1 9 7 0  C l e a v a g e  o f  s t r u c t u r a l  p r o t e i n s  

d u r i n g  t h e  a s s e m b l y  o f  t h e  h e a d  o f  b a c t e r i o p h a g e  T 4 .  

N a t u r e  2 7 7 ;  6 8 0 - 6 8 5  

 

[ 2 1 3 ]  B r a d f o r d  M M ,  1 9 7 6  A r a p i d  a n d  s e n s i t i v e  m e t h o d  f o r  

t h e  q u a n t i t a t i o n  o f  m i c r o g r a m  q u a n t i t i e s  o f  p r o t e i n  

u t i l i z i n g  t h e  p r i n c i p l e  o f  p r o t e i n - d y e  b i n d i n g .  A n a l .  

B i o c h e m .  7 2 ;  2 4 8 - 2 5 4  

 

[ 2 1 4 ]  M i l l e r  G L ,  1 9 5 9  U s e  o f  d i n i t r o s a l i c y l i c  a c i d  r e a g e n t  

f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  r e d u c i n g  s u g a r.  A n a l .  C h e m .  3 1 ;  4 2 6 -

4 2 8  

 

[ 2 1 5 ]  B r i t t o n  H T K ,  R o b i n s o n  R A ,  1 9 3 1  U n i v e r s a l  b u f f e r  

s o l u t i o n s  a n d  t h e  d i s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  o f  v e r o n a l .  J .  C h e m .  

S o c .  1 9 3 1 ;  1 4 5 6 - 1 4 6 2  

 

[ 2 1 6 ]  S o m o g y i  M ,  1 9 5 4  N o t e s  o n  s u g a r  d e t e r m i n a t i o n .  J .  

B i o l .  C h e m .  1 9 5 ;  1 9 - 2 3  

 

[ 2 1 7 ]  G a r c i a - C a m p a y o  V,  B e g u i n  P,  1 9 9 7  S y n e r g i s m  

b e t w e e n  t h e  c e l l u l o s o m e - i n t e g r a t i n g  p r o t e i n  C i p A a n d  

e n d o g l u c a n a s e  C e l D  o f  C l o s t r i d i u m  t h e r m o c e l l u m .  J .  

B a c t e r i o l .  5 7 ;  3 9 - 4 7  
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[ 2 1 8 ]   C i r u e l a  A ,  G i l b e r t  H J ,  A l i  B R S ,  H a z l e w o o d  G P,  1 9 9 8  

S y n e r g i s t i c  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  c e l l u l o s o m e  i n t e g r a t i n g  

p r o t e i n  ( C i p A )  f r o m  C l o s t r i d i u m  t h e r m o c e l l u m  w i t h  a  

c e l l u l o s o m a l  e n d o g l u c a n a s e .  F E B S  L e t t .  4 2 2 ;  2 2 1 - 2 2 4  

 

[ 2 1 9 ]  K r a u s s  J ,  Z v e r l o v  V V,  S c h w a r z  W H ,  2 0 1 2  I n  v i t r o  

r e c o n s t i t u t i o n  o f  t h e  c o m p l e t e  C l o s t r i d i u m  t h e r m o c e l l u m  

c e l l u l o s o m e  a n d  s y n e r g i s t i c  a c t i v i t y  o n  c r y s t a l l i n e  

c e l l u l o s e .  A p p l .  E n v i r o n .  M i c r o b i o l .  7 8 ;  4 3 0 1 - 4 3 0 7  

 

[ 2 2 0 ]  C u r r i e  D H ,  H e r r i n g  C D ,  G u s s  A M ,  O l s o n  D G ,  H o g s e t t  

D A ,  Ly n d  L R ,  2 0 1 3  F u n c t i o n a l  h e t e r o l o g o u s  e x p r e s s i o n  o f  

a n  e n g i n e e r e d  f u l l  l e n g t h  C i p A f r o m  C l o s t r i d i u m  

t h e r m o c e l l u m  i n  T h e m o a n a e r o b a c t e r i u m  s a c c h a r o l y t i c u m .  

B i o t e c h n o l .  B i o f u e l s  4 3 4 ;  3 2 ,  1 - 1 4  

 

[ 2 2 1 ]  H i r a n o  K ,  N i h e i  S ,  H a s e g a w a  H ,  H a r u k i  M ,  H i r a n o  

N ,  2 0 1 5  S t o i c h i o m e t r i c  a s s e m b l y  o f  t h e  c e l l u l o s o m e  

g e n e r a t e s  m a x i m u m  s y n e r g y  f o r  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  

c r y s t a l l i n e  c e l l u l o s e  a s  r e v e a l e d  b y  i n  v i t r o  r e c o n s t i t u t i o n  

o f  t h e  C l o s t r i d i u m  t h e r m o c e l l u m  c e l l u l o s o m e .  A p p l .  

E n v i r o n .  M i c r o b i o l .  8 1 ;  4 7 5 6 - 4 7 6 6  

 

[ 2 2 2 ]  B l o u z a r d ,  J C ,  B o u r g e o i s  C ,  P h i l i p  P,  Va l e t t e  O ,  

B e l a ı c h  A ,  Ta r d i f  C ,  B e l a ı c h  J P,  P a g e s  S ,  2 0 0 7  E n z y m e  

d i v e r s i t y  o f  t h e  c e l l u l o l y t i c  s y s t e m  p r o d u c e d  b y  

C l o s t r i d i u m  c e l l u l o l y t i c u m  e x p l o r e d  b y  t w o - d i m e n s i o n a l  
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a n a l y s i s :  i d e n t i f i c a t i o n  o f  s e v e n  g e n e s  e n c o d i n g  n e w  

d o c k e r i n - 4 6 5  c o n t a i n i n g  p r o t e i n s .  J .  B a c t e r i o l .  1 8 9 ;  2 3 0 0 -

2 3 0 9  

 

[ 2 2 3 ]  A l i  M K ,  F u k u m u r a  M ,  S a k a n o  K ,  K a r i t a  S ,  K i m u r a  T,  

S a k k a  K ,   O h m i y a  K ,  1 9 9 9  C l o n i n g ,  s e q u e n c i n g ,  a n d  

e x p r e s s i o n  o f  t h e  g e n e  e n c o d i n g  t h e  C l o s t r i d i u m  

s t e r c o r a r i u m  x y l a n a s e  C  i n  E s c h e r i c h i a  c o l i .  B i o s c i .  

B i o t e c h n o l .  B i o c h e m .  6 3 ;  1 5 9 6 - 1 6 0 4  

 

[ 2 2 4 ]  S u d o  M ,  S a k k a  M ,  K i m u r a  T,  R a t a n a k h a n o k c h a i  K ,  

S a k k a  K ,  2 0 1 0  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  P a e n i b a c i l l u s  

c u r d l a n o l y t i c u s  i n t r a c e l l u l a r  x y l a n a s e  X y n 1 0 B  e n c o d e d  b y  

t h e  x y n 1 0 B  g e n e .  B i o s c i .  B i o t e c h n o l .  B i o c h e m .  7 4 ;  2 3 5 8 -

2 3 6 0  

 

[ 2 2 5 ]  To m m e  P,  D r i v e r  D P,  A m a n d o r o n  E A ,  M i l l e r  J r  R C ,  

Wa r r e n  R A J ,  K i l b u r n  D G ,  1 9 9 5  C o m p a r i s o n  o f  a  f u n g a l  

( f a m i l y  I )  a n d  b a c t e r i a l  ( f a m i l y  I I )  c e l l u l o s e - b i n d i n g  

d o m a i n .  J .  B a c t e r i o l .  1 7 7 ;  4 3 5 6 - 4 3 6 3  

 

[ 2 2 6 ]  I c h i k a w a  S ,  K a r i t a  S ,  K o n d o  M ,  G o t o  M ,  2 0 1 4  

C e l l u l o s o m a l  c a r b o h y d r a t e - b i n d i n g  m o d u l e  f r o m  C l o s t r i -

d i u m  j o s u i  b i n d s  t o  c r y s t a l l i n e  a n d  n o n - c r y s t a l l i n e  

c e l l u l o s e ,  a n d  s o l u b l e  p o l y s a c c h a r i d e s .  F E B S  L e t t .  5 8 8 ;  

3 8 8 6 - 3 8 9 0  

 

[ 2 2 7 ]  F e r n a n d e s  A C ,  F o n t e s  C M ,  G i l b e r t  H J ,  H a z l e w o o d  G P,  
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F e r n a n d e s  T H ,  a n d  F e r r e i r a  L M .  1 9 9 9  H o m o l o g o u s  

x y l a n a s e s  f r o m  C l o s t r i d i u m  t h e r m o c e l l u m :  e v i d e n c e  f o r  b i -

f u n c t i o n a l  a c t i v i t y,  s y n e r g i s m  b e t w e e n  x y l a n a s e  c a t a l y t i c  

m o d u l e s  a n d  t h e  p r e s e n c e  o f  x y l a n - b i n d i n g  d o m a i n s  i n  

e n z y m e  c o m p l e x e s .  B i o c h e m .  J .  3 4 2 ;  1 0 5 - 11 0  

 

[ 2 2 8 ]  J i n d o u  S ,  S o d a  A ,  K a r i t a  S ,  K a j i n o  T,  B é g u i n  P,  Wu  

J H ,  I n a g a k i  M ,  K i m u r a  T,  S a k k a  K ,  O h m i y a  K ,  2 0 0 4  

C o h e s i n - d o c k e r i n  i n t e r a c t i o n s  w i t h i n  a n d  b e t w e e n  

C l o s t r i d i u m  j o s u i  a n d  C l o s t r i d i u m  t h e r m o c e l l u m  J .  B i o l .  

C h e m .  2 7 9 ;  9 8 6 7 - 9 8 7 4  

 

[ 2 2 9 ]  C o u t i n h o  J B ,  G i l k e s  N R ,  K i l b u r n  D G ,  Wa r r e n  R A J ,  

M i l l e r  J r  R C ,  1 9 9 3  T h e  n a t u r e  o f  t h e  c e l l u l o s e - b i n d i n g  

d o m a i n  e f f e c t s  t h e  a c t i v i t i e s  o f  a  b a c t e r i a l  e n d o g l u c a n a s e  

o n  d i f f e r e n t  f o r m s  o f  c e l l u l o s e .  F E M S  M i c r o b i o l .  L e t t .  11 3 ;  

2 11 - 2 1 7  

 

[ 2 3 0 ]  M c G a v i n  M ,  F o r s b e r g  C W,  1 9 8 9  C a t a l y t i c  a n d  

s u b s t r a t e - b i n d i n g  d o m a i n s  o f  e n d o g l u c a n a s e  f r o m  

B a c t e r o i d e s  s u c c i n o g e n e s .  J .  B a c t e r i o l .  1 7 1 ;  3 3 1 0 - 3 3 1 5  

 

[ 2 3 1 ]  R a h n a m a  N ,  M a m a t  S ,  S h a h  U K M ,  L i n g  F H ,  R a h m a n  

N A A ,  A r i f f  A B ,  2 0 1 3  E f f e c t  o f  a l k a l i  p r e t r e a t m e n t  o f  r i c e  

s t r a w  o n  c e l l u l a s e  a n d  x y l a n a s e  p r o d u c t i o n  b y  l o c a l  

Tr i c h o d e r m a  h a r z i a n u m  S N R S 3  u n d e r  s o l i d  s t a t e  

f e r m e n t a t i o n .  B i o R e s o u r c e s  8 ;  2 8 8 1 - 2 8 9 6  
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[ 2 3 2 ]  A l i  M K ,  H a y a s h i  H ,  K a r i t a  S ,  G o t o  M ,  K i m u r a  T,  

S a k k a  K ,  O h m i y a  K ,  2 0 0 1  I m p o r t a n c e  o f  t h e  c a r b o h y d r a t e -

b i n d i n g  m o d u l e  o f  C l o s t r i d i u m  s t e r c o r a r i u m  X y n 1 0 B  t o  

x y l a n  h y d r o l y s i s .  B i o s c i .  B i o t e c h n o l .  B i o c h e m .  6 5 ;  4 1 - 4 7  

 

[ 2 3 3 ]  H i r a n o  K ,  K u r o s a k i  M ,  N i h e i  S ,  H a s e g a w a  H ,  S h i n o d a  

S ,  H a r u k i  M ,  H i r a n o  N .  2 0 1 6  E n z y m a t i c  d i v e r s i t y  o f  t h e  

C l o s t r i d i u m  t h e r m o c e l l u m  c e l l u l o s o m e  i s  c r u c i a l  f o r  t h e  

d e g r a d a t i o n  o f  c r y s t a l l i n e  c e l l u l o s e  a n d  p l a n t  b i o m a s s .  S c i .  

R e p .  6 ;  3 5 7 0 9 - 3 5 7 1 6  

 

[ 2 3 4 ]  S u r y a n i ,  K i m u r a  T,  S a k k a  K ,  O h m i y a  K ,  2 0 0 4  

S e q u e n c i n g  a n d  e x p r e s s i o n  o f  t h e  g e n e  e n c o d i n g  t h e  

C l o s t r i d i u m  s t e r c o r a r i u m  β - x y l o s i d a s e  X y l 4 3 B  i n  

E s c h e r i c h i a  c o l i .  B i o s c i .  B i o t e c h n o l .  B i o c h e m .  6 8 ;  6 0 9 - 6 1 4  

 

[ 2 3 5 ]  R o g o w s k i  A ,  B r i g g s  J A ,  M o r t i m e r  J C ,  Tr y f o n a  T,  

Te r r a p o n  N ,  L o w e  E C ,  B a s l é  A ,  M o r l a n d  C ,  D a y  A M ,  Z h e n g  

H ,  R o g e r s  T E ,  T h o m p s o n  P,  H a w k i n s  A R ,  Ya d a v  M P,  

H e n r i s s a t  B ,  M a r t e n s  E C ,  D u p r e e  P,  G i l b e r t  H J ,  B o l a m  D N ,  

2 0 1 5  G l y c a n  c o m p l e x i t y  d i c t a t e s  m i c r o b i a l  r e s o u r c e  

a l l o c a t i o n  i n  t h e  l a r g e  i n t e s t i n e .  N a t .  C o m m u n .  6 ;  7 4 8 1 ,  1 -

1 6  

 

[ 2 3 6 ]  B r o e k  L A M ,  L l o y d  R M ,  B e l d m a n  G ,  Ve r d o e s  J C ,  

M c C l e a r y  B V,  Vo r a g e n  A G J ,  2 0 0 5  C l o n i n g  a n d  

c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a r a b i n o x y l a n  a r a b i n o f u r a n o h y d r o l a s e -

D 3  ( A X H d 3 )  f r o m  B i f i d o b a c t e r i u m  a d o l e s c e n t i s  D S M 2 0 0 8 3 ,  
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A p p l .  M i c r o b i o l .  B i o t e c h n o l .  6 7 ;  6 4 1 - 6 4 7  

 

[ 2 3 7 ]  Wa g s c h a l  K ,  F r a n q u i - E s p i e t  D ,  L e e  C C ,  K i b b l e w h i t e -

A c c i n e l l i  R E ,  R o b e r t s o n  G H ,  Wo n g  G W S ,  2 0 0 7  G e n e t i c  a n d  

b i o c h e m i c a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a n  α - L  a r a b i n o f u r a n o s i -

d a s e  i s o l a t e d  f r o m  a  c o m p o s t  s t a r t e r  m i x t u r e ,  E n z y m e  

M i c r o b .  Te c h n o l .  4 0 ;  7 4 7 - 7 5 3  

 

[ 2 3 8 ]  Wa g s c h a l  K ,  H e n g  C ,  L e e  C C ,  Wo n g  G W S ,  2 0 0 9  

B i o c h e m i c a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a  n o v e l  d u a l - f u n c t i o n  

a r a b i n o f u r a n o s i d a s e / x y l o s i d a s e  i s o l a t e d  f r o m  a  c o m p o s t  

s t a r t e r  m i x t u r e .  A p p l .  M i c r o b i o l .  B i o t e c h n o l .  8 1 ;  8 5 5 - 8 6 3 .  

 

[ 2 3 9 ]  S a k k a  K ,  N a k a n i s h i  M ,  S o g a b e  M ,  A r a i  T,  O h a r a  H ,  

Ta n a k a  A ,  K i m u r a  T,  O h m i y a  K ,  2 0 0 3  I s o t h e r m a l  t i t r a t i o n  

c a l o r i m e t r i c  s t u d i e s  o n  t h e  b i n d i n g  o f  a  f a m i l y  6  

c a r b o h y d r a t e - b i n d i n g  m o d u l e  o f  C l o s t r i d i u m  t h e r m o c e l l u m  

X y n A w i t h  x l y l o o l i g o s a c c h a r i d e s .  B i o s c i  B i o t e c h n o l  B i o -

c h e m .  6 7 ;  4 0 6 - 4 0 9  

 

[ 2 4 0 ]  Ya n g  W,  B a i  Y,  Ya n g  P,  L u o  H ,  H u a n g  H ,  M e n g  K ,  S h i  

P,  Wa n g  Y,  Ya o  B ,  2 0 1 5  A n o v e l  b i f u n c t i o n a l  G H 5 1  e x o - α - ( -

L - a r a b i n o f u r a n o s i d a s e / e n d o - x y l a n a s e  f r o m  A l i c y c l o b a c i -

l l u s  s p .  A 4  w i t h  s i g n i f i c a n t  b i o m a s s - d e g r a d i n g  c a p a c i t y.  

B i o t e c h n o l .  B i o f u e l s  8 ;  1 9 7 ,  1 - 1 4  

 

[ 2 4 1 ]  J i a  L ,  B u d i n o v a  G A L G ,  Ta k a s u g i  Y,  N o d a  S ,  Ta n a k a  

T,  I c h i n o s e  H ,  G o t o  M ,  K a m i y a  N ,  2 0 1 6  Sy n e r g i s t i c  
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d e g r a d a t i o n  o f  a r a b i n o x y l a n  b y  f r e e  a n d  i m m o b i l i z e d  

x y l a n a s e s  a n d  a r a b i n o f u r a n o s i d a s e ,  B i o c h e m .  E n g .  J .  11 4 ;  

2 6 8 - 2 7 5 .  

 

[ 2 4 2 ]  G o n ç a l v e s  TA ,  D a m á s i o  A R L ,  S e g a t o  F,  A l v a r e z  T M ,  

B r a g a t t o  J ,   B r e n e l l i  L B ,  C i t a d i n i  A P S ,  M u r a k a m i  M T,  

R u l l e r  R ,  P a e s  L e m e  A F,  P r a d e  R A ,  S q u i n a  F M ,  2 0 1 2  

F u n c t i o n a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  a n d  s y n e r g i c  a c t i o n  o f  f u n g a l  

x y l a n a s e  a n d  a r a b i n o f u r a n o s i d a s e  f o r  p r o d u c t i o n  o f  

x y l o o l i g o s a c c h a r i d e s .  B i o r e s o u r c e  Te c h n o l .  11 9 ;  2 9 3 - 2 9 9  

 

[ 2 4 3 ]  K o u k i e k o l o  R ,  C h o  H Y,  K o s u g i  A ,  I n u i  M ,  Yu k a w a  H ,  

D o i  R H ,  2 0 0 5  D e g r a d a t i o n  o f  c o f i b e r  b y  C l o s t r i d i u m  

c e l l u l o v o r a n s  c e l l u l a s e s  a n d  h e m i c e l l u l a s e s  a n d  c o n t r i -

b u t i o n  o f  s c a f f o l d i n g  p r o t e i n  C b p A .  A p p l .  E n v i r o n .  

M i c r o b i o l .  7 1 ;  3 5 0 4 - 3 5 11  

 

[ 2 4 4 ]  G o l d  N D ,  M a r t i n  V J J ,  2 0 0 7  G l o b a l  v i e w  o f  t h e  

C l o s t r i d i u m  t h e r m o c e l l u m  c e l l u l o s o m e  r e v e a l e d  b y  

q u a n t i t a t i v e  p r o t e o m i c  a n a l y s i s ,  J .  B a c t e r i o l .  1 8 9 ;  6 7 8 7 -

6 7 9 5  

 

 

 


