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バクテリアにおけるセルロース合成関連夕ンパク質の機能解析

学位論文内容の要旨

  近年、化石資源に依存せず、生分解性を有し、生体適合性に優れている天然高分子が注目されてい

る。この内、セルロースは地球上で最も豊富に存在する天然高分子材料である。セルロースのほとん

どは植物によって合成されるが、ある種のバクテリアもセルロース合成を行うことが知られており、

合成されたセルロースはバクテリアセルロース(BC)と呼ばれている。BCは植物由来のセルロース

にはをい優れた特性を有している事から、新規の機能性材料として期待されている。しかしをがら、

BCの生産性は低く、産業的に利用するためには、合成機構解明に基づく生産性の向上や機能化が必

要である。

  本論文では、BCの生産性向上や機能化に向けた基礎的知見を得ることを目的として、代表的を

BC合成菌であるAcetobacter xylinum (A. xylinum) ATCC23769におけるセルロース合成関連タ

ンパク質の機能解析を行った。また、近年新たに発見され、BC生産菌としての利用が期待されてい

るEnterobacter sp. CJF-002のセルロース合成関連遺伝子の取得・解析を行い、A. xylinumのセル

ロース合成関連遺伝子との比較を行った。

第1章は序論であり、研究の背景および本研究の目的を明らかにした。

  第2章では、A. xyli'numのセルロース合成関連タンパク質の1つであるAxCeSDの機能解析を

行った。酢酸菌におけるセルロース合成は、細胞膜の1力所に菌体に沿って直線状に配列したセル

ロース合成酵素複合体（ターミナルコンプレックス（TC））によって行われており、AxCeSDは、TC

の構成タンパク質の1つであると考えられている。AxCeSDは八量体環状構造を有し、環内側にはN

末端によって形成される4つのトンネルが存在している。また、セロオリゴ糖との共結晶の解析結果

から、合成されたグルカン鎖1本が各トンネルを通過して菌体外に排出されている可能性が示唆され

ているが、その機能については明らかにされていをい。そこで、2－2節では、AxCeSDの特徴的な構造

であるN末端領域にHis・tagを融合したタンパク質(His・AxCeSD)をaxcesD遺伝子欠損株におい

て発現させ、セルロース合成に与える影響を解析した。実験の結果、His－AxCeSDを発現した株では、

野生株と比較してセルロースの合成量が約60％に低下した。これはN末端に導入したHis-tagがグ

ルカン鎖の排出に影響を与えている可能性を示唆する結果であり、菌体内部で合成されたグルカン鎖

がAxCeSD八量体の環内部を通過して排出されているというモデルを支持するものであると考えた。

213節では、N末端の機能をさらに明確にするため、N末端領域が欠損したAxCeSDをaxeesD遺伝

子欠損株において発現させ、セルロース合成に与える影響を解析した。実験の結果、N末端が6アミ

ノ酸残基以上欠損したAxCeSDを発現する株ではセルロース合成量が野生株の約30％まで低下し

た。またモデリングの結果から、AxCeSDのN末端が6アミノ酸残基欠損した場合には、環内側の

トンネル構造が完全に消失することが分かった。これらの結果から、菌体内部で合成されたグルカン
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鎖はAxCeSDのN末端によって形成されるトンネルを通って菌体外に排出されている可能性が高く、

N末端により形成されるトンネル構造がA. xylin,umの効率的をセルロース合成において非常に重要

であることが明らかとをった。

  第3章では、A. xylinumのセルロース合成関連遺伝子クラスター内にその遺伝子が存在し、セル

ロース合成に必須であるCcpAxの機能解析を行った。3―2節では螢光タンパク質(EGFP)によって

標識したCcpAx (CcpAx・EGFP融合タンパク質）をccpax遺伝子欠損株において発現させ、菌体に

おけるCcpAxの局在性を螢光顕微鏡によって観察した。観察の結果は、CcpAxが細胞膜の1カ所

に菌体に沿って直線状に局在していることを示しており、この局在性は、TCと同様をものであった。

CcpAxはA. xylinumのセルロース合成に必須のタンパク質であり、この結果からCcpAxがTCの

メンバーである可能性が示唆された。次にこの仮説を立証するため、TCの構成タンパク質の1つで

あると考えられているAxCeSDとCcpAxの相互作用の有無を解析することにした。3―3節では相互

作用解析に先立ち、AxCeSDの局在性をCcpAxの時と同様の方法によって確認した。螢光顕微鏡観

察の結果からAxCeSDはTC、CcpAxと同様の局在性を有していることが確認された。3-4節では

プルダウンアッセイ法、および等温滴定カロリメトリー法によってCcp丶xとAxCeSDの相互作用

を解析した。解析結果から、CcpAxとAxCeSDとの間には直接的を相互作用があることが確認され

た。また3・5節ではCcpAxがAxCeSDの局在性に与える影響を調べるために、ccp衄．0エcesD遺伝

子二重欠損株でAxCeSD―EGFP融合タンパク質を発現させ、螢光顕微鏡観察を行った。細胞膜の1

カ所で菌体に沿った直線状の螢光像の替わりに、粒子状の螢光の塊が細胞全体に観察され、CcpAxが

AxCeSDの局在性に影響を与えることが分かった。以上の結果より、CcpAxはTCの構成タンパク

質 と し て 、 セ ル ロ ー ス 合 成 に お い て 機 能 し て い る こ と が 明 ら か と を っ た 。

  第4章では、近年新たに単離され、セルロース合成速度が早いといったA. xylinumと異をるセ

ルロース合成挙動を示すEnterobacter sp. CJF―002について解析を行った。412節では様々を炭素

源を培地中に添加した際のセルロース合成量の比較を行った。比較の結果、CJF―002はA. xylinum

ATCC23769と比較してセルロース合成速度や炭素源の資化性に違いがあることが確認された。次

に、ATCC23769とのセルロース合成機構の比較を行うため、4-3節ではCJF－002のセルロース合

成関連遺伝子クラスーの取得と解析を行った。解析の結果、CJF-002のセルロース合成関連遺伝子ク

ラスター内の遺伝子、およびその順序は酢酸菌と異をっており、Escherichia coliやSalmonellaの

ものと類似していることが分かった。44節ではセルロース合成酵素遺伝子オペロン内に存在する遺

伝子の内、bcsC遺伝子とbcsZ遺伝子に着目し、解析を行った。bcsC遺伝子に関しては欠損株と相

補株を作製し、この遺伝子がCJF―002のセルロース合成に必須であることを確認した。4-5節では

ェンドグルカナーゼと推定されたBcsZのモデリングを行い、酢酸菌由来のエンドグルカナーゼであ

るCMCaxとの比較を行った。その結果、BcsZはCMCaxとの相同性が低いにもかかわらず、その

立体構造は非常に類似していることが確認された。また組換えBcsZを用いた基質特異性の解析結果

から、CMCaxと同様を基質特異性を有していることが確認された。これらの結果からCJF―002は、

ATCC23769と 同 様の 分 子 機構 に よ ってセ ルロー スを合成 してい る可能性 が示唆 された。

第5章は総括であり、本論文の成果および今後の展望をまとめた。
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文題 名

バクテリアにおけるセルロース合成関連夕ンパク質の機能解析

  近年、化石資源に依存せず、生分解性を有し、生体適合性に優れている天然高分子が注目されてい
る。この内、セルロースは地球上で最も豊富に存在する天然高分子材料である。セルロースのほとん

どは植物によって合成されるが、ある種のバクテリアもセルロース合成を行うことが知られており、

合成されたセルロースはバクテリアセルロース(BC)と呼ばれている。BCは植物由来のセルロース
にはをい優れた特性を有している事から、新規の機能性材料として期待されている。しかしながら、

BCの生産性は低く、産業的に利用するためには、合成機構解明に基づく生産性の向上や機能化が必

要である。
  以上のようを状況を踏まえて、本研究では、BCの生産性向上や機能化に向けた基礎的知見を得るこ

とを目的として、代表的をBC合成菌であるAcetobacter xylinum (A. xylinum) ATCC23769にお

けるセルロース合成関連タンパク質の機能解析を行っている。また、近年新たに発見され、BC生産
菌としての利用が期待されているEnterobacter sp. CJF－002のセルロース合成関連遺伝子の取得・

解 析 を 行 い 、 A. xylinumの セ ル ロ ー ス 合 成 関 連 遺 伝 子 と の 比 較 を 行 っ て い る 。

  第1章は序論であり、研究の背景および本研究の目的を記述している。
  第2章では、A. xyli'numのセルロース合成関連タンパク質の1つであるAxCeSDの機能解析を

行った。酢酸菌におけるセルロース合成は、細胞膜の1カ所に菌体に沿って直線状に配列したセル

ロース合成酵素複合体（ターミナルコンプレックス（TC））によって行われており、AxCeSDは、TC

の構成タンパク質のーつであると考えられている。AxCeSDは八量体環状構造を有し、環内側にはN
末端によって形成される4つのトンネルが存在している。また、セロオリゴ糖との共結晶の解析結果

から、合成されたグルカン鎖1本が各トンネルを通過して菌体外に排出されている可能性が示唆され

ているが、その機能については明らかにされていをい。そこで、2-2節では、AxCeSDの特徴的を構造
であるN末端領域にHis―tagを融合したタンパク質(His―AxCeSD)をaxcesD遺伝子欠損株におい

て発現させ、セルロース合成に与える影響を解析した。実験の結果、His-AxCeSDを発現した株では、

野生株と比較してセルロースの合成量が約60％に低下した。これはN末端に導入したHis-tagがグ
ルカン鎖の排出に影響を与えている可能性を示唆する結果であり、菌体内部で合成されたグルカン鎖

がAxCeSD八量体の環内部を通過して排出されているというモデルを支持するものであると考えた。

2―3節では、N末端の機能をさらに明確にするため、N末端領域が欠損したAxCeSDをaxcesD遺
伝子欠損株において発現させ、セルロース合成に与える影響を解析した。実験の結果、N末端が6ア

ミノ酸残基以上欠損したAxCeSDを発現する株ではセルロース合成量が野生株の約30％まで低下し
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た。またモデリングの結果から、AxCeSDのN末端が6アミノ酸残基欠損した場合には、環内側の

トンネル構造が完全に消失することが分かった。これらの結果から、菌体内部で合成されたグルカン

鎖はAxCeSDのN末端によって形成されるトンネルを通って菌体外に排出されている可能性が高く、
N末端により形成されるトンネル構造がA. xylinumの効率的をセルロース合成において非常に重要

であることを明らかにした。

  第3章では、A. xylinumのセルロース合成関連遺伝子クラスター内にその遺伝子が存在し、セル
ロース合成に必須であるCcpAxの機能解析を行った。3－2節では螢光タンパク質(EGFP)によって

標識したCcpAx (CcpAx-EGFP融合タンパク質）をccpAx遺伝子欠損株において発現させ、菌体

におけるCcpAxの局在性を螢光顕微鏡によって観察した。観察の結果は、CcpAxが細胞膜の1カ所
に菌体に沿って直線状に局在していることを示しており、この局在性は、TCと同様をものであった。

CcpAxはA. xylinumのセルロース合成に必須のタンパク質であり、この結果からCcpAxがTCの

メンバーである可能性が示唆された。次に、この仮説を立証するため、TCの構成タンパク質の1つで
あると考えられているAxCeSDとGpAxの相互作用の有無を解析した。3・3節では相互作用解析に

先立ち、AxCeSDの局在性をCcpAxの時と同様の方法によって確認した。螢光顕微鏡観察の結果か

らAxCeSDはTC、CcpAxと同様の局在性を有していることが確認された。3・4節ではプルダウン

アッセイ法、および等温滴定カロリヌトリー法によってCcpAxとAxCeSDの相互作用を解析した。
解析結果から、CcpAxとAxCeSDとの間には直接的を相互作用があることが確認された。また3－5

節ではCcpAxがAxCeSDの局在性に与える影響を調べるために、ccpAヱ・鰡cesD遺伝子二重欠損

株でAxCeSD－EGFP融合タンパク質を発現させ、螢光顕微鏡観察を行った。細胞膜の1カ所で菌体
に沿った直線状の螢光像の替わりに、粒子状の螢光の塊が細胞全体に観察され、CcpAxがAxCeSD

の局在性に影響を与えることが分かった。以上の結果より、CcpAxはTCの構成タンパク質として、

セルロース合成において機能していることを明らかにした。
  第4章では、近年新たに単離され、セルロース合成速度が早いといったA．卿finumと異をるセ

ルロース合成挙動を示す励地rDみoctersp．CJF－002について解析を行った。42節では様々な炭素

源を培地中に添加した際のセルロース合成量の比較を行った。比較の結果、CJF―002は4．zりぬnum
ATCC23769と比較してセルロース合成速度や炭素源の資化性に違いがあることが確認された。次

に、ATCC23769とのセルロ―ス合成機構の比較を行うため、4－3節ではCJF‐002のセルロース合

成関連遺伝子クラスーの取得と解析を行った。解析の結果、CJF・002のセルロース合成関連遺伝子
クラスター内の遺伝子、およびその順序は酢酸菌と異をっており、Escんe襾cんぬcDぬやS0！mD竹eHn

のものと類似していることが分かった。4‐4節ではセルロース合成酵素遺伝子オベロン内に存在する
遺伝子の内、6cs〇遺伝子と6csZ遺伝子に着目し、解析を行った。6cs〇遺伝子に関しては欠損株と
相補株を作製し、この遺伝子がCJF‐002のセルロース合成に必須であることを確認した。45節で

はエンドグルカナーゼと推定されたBcsZのモデリングを行い、酢酸菌由来のエンドグルカナーゼで
あるCMCaxとの比較を行った。その結果、BcsZはCMCaxとの相同性が低いにもかかわらず、そ

の立体構造は非常に類似していることが確認された。また組換えBcsZを用いた基質特異性の解析結
果から、CMCaxと同様を基質特異性を有していることを確認した。これらの結果からCJF―002は、

ATCC23769と 同 様の 分 子 機構 に よ ってセ ルロース を合成 している 可能性 が示唆さ れた。
  第5章は総括であり、本論文の成果および今後の展望をまとめている。

  これを要するに、著者は、バクテリアにおけるセルロース合成関連タンパク質の機能を明らかにし

ており、生物工学に対して貢献するところ大をるものがある。

  よって 著者は 、北海道 大学博士 （工学 ）の学位 を授与 される資 格ある ものと認 める。
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