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セルラーゼ糖質結合モジュール

とリグニン間相互作用部位の

NMRによる解析



~ 50% セルロース

リグノセルロース

バイオエタノール
化成品 グルコース

背景と目的

セルラーゼのリグニン

に対する非生産的吸着

リグニン

問題点 セルラーゼ

CBMとリグニン間の
相互作用メカニズムを
詳細に解明すること

本研究の目的

セルラーゼ

触媒ドメイン リンカー

糖質結合モジュール (CBM )
PDB ID: 2CBH, KraulisP. J. et al. (1989) Biochemistry, 28, 7241-7257



● 15N-ラベル化 CBM
（溶媒: 100 mMクエン酸バッファーpH 5.0 ）

● 2 mM DSS (内部標準) 
● D2O                                         

装置：Avance III 600
(Bruker Daltonics)

HSQC so fast
観測核 : 1H-15N
積算回数 : 16

15N-ラベル化CBM 測定条件

滴定剤の添加 ( リグニンまたは糖 )

15N-ラベル化
CBM

測定

+滴定剤 +滴定剤 +滴定剤

…
測定 測定 測定

実験手法 - NMR滴定実験 -



CBM

𝚫𝛅（𝐩𝐩𝐦） =  (𝟎.𝟏𝟕𝚫𝛅𝐍)𝟐 + (𝚫𝛅𝐍𝐇)𝟐 

滴定剤の添加

滴定剤の種類

スギ MWL
Mn : 1915, Mw : 6254
Mw / Mn : 3.266

ユーカリ MWL
Mn : 1688, Mw :  5776
Mw / Mn : 3.463

ユーカリMWL
[ Eucalyptus globulus ]

( 溶媒 : d6-DMSO )

スギ MWL
( 溶媒 : d6-DMSO )

セロヘキサオース
( 溶媒 : 100 mMクエン酸バッファー)

MWL : Milled Wood Lignin 

Δδ

ΔδN

ΔδNH
CBM1

CBM1+基質CBM+滴定剤

CBM

実験手法 - NMR滴定実験 -



結論

・15N-ラベル化したCBMを単一分子量かつ正常フォールディング
した状態で取得することに成功した。

・NMRによる分子間相互作用解析により、CBMはチロシン周辺の
平滑面とその反対側のクレフト構造で特異的にセロヘキサオー
スと結合するが、MWLとはそれらの結合サイトに加えて様々
な表層アミノ酸で結合する違いを見出した。
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