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研究概要

Trichoderma reeseiのCel7AのCBM1を大腸菌BL21(DE3)を用いて
15Nラベル体として発現・精製し、性状確認を行った

効率的なリグノセルロース資源の酵素糖化に
はセルラーゼ-リグニン相互作用に関する精確な

理解が不可欠となる。特にセルラーゼの糖質結合
モジュール(CBM)がセルロースやリグニンに対す
る吸着に大きく影響することが知られているが、
その詳細な吸着メカニズムは明らかにされていな

い。本研究では糸状菌Trichoderma reesei の

セロビオヒドロラーゼ(Cel7A)のCBM1とリグニンと
の分子間相互作用を解析することを目的として、
CBM1を大腸菌BL21(DE3)株を用いて発現および
精製し1H-15N HSQC NMR法にてリグニンとの分
子間相互作用解析を行った。SDS-PAGEおよび
MALDI-TOF-MSの結果から高純度でのCBM1の精
製が達成できたことが示された。1H-15N HSQCで
はCBM1にスギまたはユーカリMWLを添加した際
の化学シフトの変化量からMWLとの相互作用に
関与しているアミノ酸残基が示された。

背景・目的

15Nラベル化CBM1 の発現・精製

研究の背景

問題点・解決方策 研究の目的

セルロース資源のグルコースへの転換
は化石資源に依存しない持続的社会を

実現するうえで重要である。
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しかし、木材中に20-30%含まれるリグニンが

セルロースへのアクセシビリティーを
物理的に阻害する

セルラーゼと吸着し糖化を阻害する

その吸着メカニズムは詳細にはわかっておらず

リグニン-セルラーゼ間相互作用の精確な理解

が効率的な酵素糖化には不可欠である。

リグニン

リグニン-セルラーゼ間相互作用においては

糖質結合モジュール (CBM) が特に重要
→ セルラーゼの吸着量を増加させる

→ セルロースだけでなくリグニンにも優先的に吸着する
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Trichoderma reesei のセロビオヒドロラーゼ
(Cel7A) のCBM1とリグニンとの分子間相互作用
についてアミノ酸残基レベルでの理解を目指す

安定同位体標識法を用いてNMRにより解析

本研究の目的

大腸菌BL21 (DE3) 株の形質転換

発現誘導

実験手順

6xHis-CBM1-GFP発現プラスミド

を用いて形質転換

M9培地 (15N,99 %) : 10 mL

M9培地 (15N,99 %) : 750 mL

IPTG添加 (終濃度 0.1 M)

前培養

本培養

菌体の超音波破砕
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ベンズアミジンカラムでの精製
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ベンズアミジンカラム
による精製

●SDS-PAGE においてシングルバンドを確認

●MALDI-TOF-MS において単一ピークを確認

15Nラベル化CBM1の発現 15Nラベル化CBM1の精製 性状確認

6xHis CBM1 GFP のシングルバンド確認粗精製の時点で

SDS-PAGE MALDI-TOF-MS

CBM1

高純度でCBM1が精製できたと考えられる

ゲル SDS-ポリアクリルアミドゲル
染色 CBB染色液

マトリックス CHCA

イオンモード Linear Positive

𝚫𝛅（𝐩𝐩𝐦） =  (𝟎.𝟏𝟕𝚫𝛅𝐍)𝟐 + (𝚫𝛅𝐍𝐇)𝟐 

CBM1-リグニン間の相互作用解析

解析手法

15Nラベル化CBM1のHSQCを測定後、リグニン (MWL) を加え再度HSQCを測定。
化学シフトの変化量から、CBM1のリグニンとの相互作用部位を考察した。

溶媒との相互作用
CBM1-リグニン間相互作用の解析

上記CBM1サンプルに以下の基質を5 μlずつ加え、
基質が計25 μlになるまで滴定実験を行った。

最終濃度

● 15Nラベル化 CBM1 225 μl 20 μM
（20 mM クエン酸 pH5.0）

● 2 mM DSS                    2.5 μl 20 μM

● D2O                          22.5 μl

Total 250.0 μl

総添加量(μl) 必要添加量(μl) 基質最終濃度(μM)

5 5 -

10 5 -

15 5 -

20 5 -

25 5 -

d6-DMSO (コントロール)

総添加量(μl) 必要添加量(μl) 基質最終濃度(μM) 総添加量(μl) 必要添加量(μl) 基質最終濃度(μM)

5 5 20 5 5 20

10 5 100 10 5 100

15 5 400 15 5 400

20 5 600 20 5 600

25 5 1000 25 5 1000

スギMWL (d6-DMSOに溶解) ユーカリMWL　(d6-DMSOに溶解)

サンプル調整

結果を に記載

スギ、ユーカリMWLともに結果を に記載

スギMWL
(Cryptomeria japonica)
Mn : 1915, Mw : 6254
Mw/Mn : 3.266

ユーカリMWL
(Eucalyptus globulus)
Mn : 1688, Mw :  5776
Mw/Mn : 3.463

基質1：ｄ6-DMSO

基質2：スギMWLおよびユーカリMWL

解析手法
測定条件

・HSQC so fast

・観測核：1H-15N

・積算回数：8Δδ

ΔδN

ΔδNH

加えて、ピーク強度が減衰し確認できな

くなった時点の基質濃度をグラフ化した

CBM1

CBM1
+基質

𝚫𝛅（𝐩𝐩𝐦） =  (𝟎.𝟏𝟕𝚫𝛅𝐍)𝟐 + (𝚫𝛅𝐍𝐇)𝟐 

CBM1のみのピークトップ

に対し、基質を加えた時の

ピークトップの化学シフト

の変化量Δδを以下の式より

求めた。

化学シフトの変化量Δδ

分子内部での相互作
用をより強く受ける

アミノ酸残基

溶媒との相互作用
をより強く受ける

アミノ酸残基

DMSO添加に比例
してΔδが増加する

パターン

DMSO添加とΔδ
が比例していない

パターン

赤で表記 青で表記双方の傾向が見られ
るものは黄色で表記

ループ領域は比
較的溶媒の影響
を受けやすい。
β-シートが密

集している領域
は比較的分子内
での相互作用を
受けやすい。

T1 S14

L36

H4
Y31

化学シフトの変化量Δδ

スギMWL

ピークが観測できなくなった
時点での基質濃度

ピークが観測できなくなった
時点での基質濃度

ユーカリMWL

化学シフトの変化量Δδ

橙色の点線：平均値

赤色の点線：平均値+標準偏差

各アミノ酸残基における
Δδの最大値の
平均値：0.02337

標準偏差：0.01876

平均値+標準偏差：0.04212

各アミノ酸残基における
Δδの最大値の
平均値：0.01453

標準偏差：0.00899

平均値+標準偏差：0.02352

橙色の点線：平均値

赤色の点線：平均値+標準偏差

点線を超えているアミノ酸
残基をCBM1モデルに表記

点線を超えているアミノ酸
残基をCBM1モデルに表記

基質濃度の平均値：777.7(μM) 基質濃度の平均値：307.4(μM)

実線：基質濃度の平均値

実線を下回るアミノ酸
残基をCBM1モデルに表記

実線：基質濃度の平均値

実線を下回るアミノ酸
残基をCBM1モデルに表記

上記の解析結果より,CBM1-リグニン間の相互作用部位を考察
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MWL
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化学シフトの変化量Δδには
2種類の挙動が観察できる

論文掲載前のため
データの公表は差し控えさせて頂きます

当該アミノ酸残基をマッピング

当該アミノ酸残基をマッピング当該アミノ酸残基をマッピング

当該アミノ酸残基をマッピング

当該アミノ酸残基をマッピング

側面 底面 上面

側面 底面 上面

赤,橙：化学シフトの大きいアミノ酸残基
黄：ピークの消失しやすいアミノ酸残基
白：帰属できていないアミノ酸残基

当該アミノ酸残基をマッピング

当該アミノ酸残基をマッピング

上面の親水性アミノ酸残
基を中心とした相互作用

が観測された

スギ・ユーカリMWLとの
底面での相互作用が観測された

GFP部位の開裂

論文掲載前のため
データの公表は

差し控えさせて頂きます

論文掲載前のため
データの公表は

差し控えさせて頂きます


