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要旨 

 

本研究は，糖資源再生のための効率的糖化技術に関するものである。具体的

には，近年再生エネルギーとして注目されているバイオエタノールの効率的な

産生を実施するため，糖資源としてセルロースを用い，効率的な前処理と糖化

技術を開発することを目標とした。糖資源の代表的なものとしては，トウモロ

コシやサトウキビといった可食系の糖がある。しかしながら再生エネルギーへ

変換することを考えると，可食系糖を資源とすれば食物と競合するという問題

が発生する。セルロース由来のバイオエタノール技術は近年，環境負荷低減が

可能な石油代替エネルギーとして注目されている。そこ本研究では，非可食系

の糖資源であるセルロースに注目した。セルロースは木材やイナワラ，食用と

して利用されない茎や葉に多く含有されることから豊富に存在するが，その構

造の堅さからセルロース由来のバイオエタノール技術はいまだ発展途上にある。

その技術課題は，前処理および糖化にある。 

当該課題に対して，化学的および生化学的な手法を考案し，それぞれの手法

について検証した。化学的な手法としては，イオン液体の利用を示した。イオ

ン液体は穏和な条件でセルロースを非結晶化することが報告されており，バイ

オエタノールの製造効率を向上させる前処理および糖化技術として注目されて

いる。その一方で，イオン液体自体の製造コストが高いことや環境への影響が

未知であることが課題となっている。そこで，磁石で回収し再利用することを

目的とし，磁性を有した新規のイオン液体を作製し，その特性，非結晶化効率，

および回収効率について評価した。 

生物学的な手法としては，セルロースを非結晶化する酵素（セルラーゼ）の
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改変を試みた。具体的には，糸状菌Trichoderma reeseiに由来するセルラーゼの一

つであるCellobiohydrolases II（CBH II）のCellulose Binding Module（CBM）タン

パク質を用いて，２つの取組みを実施した。一つは，ファージディスプレイ法

によりCBM変異体タンパク質を提示したファージライブラリを作製し，バイオ

パニングによりセルロースへの結合力が向上したCBM変異体タンパク質の選択

を実施した。そして，結合力が及ぼすセルロースの非結晶化への影響について

評価した。もう一つは，遺伝子工学的な手法でCBMを２つ連結したタンデム型

のCBMを作製し，その機能について確認した。これらの結果，CBM変異体タン

パク質を提示したファージライブラリからはセルロースに対する結合力の高い

CBM変異体タンパク質が得られなかった。一方で，遺伝子工学的手法にてタン

デム化したCBMタンパク質は，アビディティ効果により単独のCBMタンパク質

に対して結合力が向上することが確認された。その結合力の向上によりセルロ

ースの非結晶化が促進することは確認できなかったが，CBMタンパク質もしく

はタンデム化CBMタンパク質を加えることによって，酵素（セルラーゼ）のセ

ルロース糖化効率を向上できることを確認した。 

さらに，セルロースの糖化を向上する取組みとして，セルラーゼの複合体を

作製し，糖化効率の向上について確認した。セルラーゼは大きく分類される三

種類の酵素が協奏的に働くことにより，セルロースを分解（糖化）し，グルコ

ースを産生することが知られている。ここでは，セルラーゼの複合体を形成す

るためにカーボンナノチューブ（CNT）を用い，CNT上へセルラーゼを吸着固

定した。CNT複合体によりセルロースを糖化したところ，複合体を形成してい

ないセルラーゼに対して糖化効率がおよそ２倍向上したことから，簡単な手法

により複合体を形成することで糖化効率を向上できることを示した。 

まとめると，磁性を有した新規のイオン液体である[cmmim]FeCl4
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（1-carboxymethyl-3-methylimidazolium FeCl4）はセルロースの非結晶能力を有し，

さらに磁性体により回収できることが確認された。また，遺伝子工学的に作製

したCBMタンパク質は連結（タンデム化）することでセルロースへの結合力を

向上することが確認された。CBMタンパク質もしくは結合力の向上したタンデ

ム化CBMタンパク質を酵素（セルラーゼ）と混合することで，セルロースの糖

化を促進できることを示した。さらには，セルラーゼを簡単な方法により複合

体化することで，糖化効率を向上できることを示した。これらの技術は産業利

用上，バイオエタノール産生コスト低減に役立つと考えられる。 
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第 １ 章 

バイオエタノール作製技術の特徴およびその技術課題 

 

1-1 小序論 

近年，CO2濃度の上昇により地球の気温の上昇や各地の熱帯化，海水面の上昇

などといった環境問題が発生している（図１）。その原因の一つとして，化石

燃料の消費が挙げられており，世界的な石油使用量の増加からも環境負荷とな

っていることが見てとれる（図２）。石油は近代化社会には必要不可欠なもの

であり，多くの国が近代化を目指す中，今後その使用量が急速に減少すること

は考えにくい。また，その用途は電気や暖房などの熱源や輸送機関などの動力

源だけでなく化成品の原料などにも広く使用されているため，代替技術を一つ

ひとつ創り出し置き換えることで使用量を減らすことは容易ではない。そこで，

   
 

 
 

 

 

 

図１．世界の平均二酸化炭素モル分率。1900 年後半から単調増加を示し，地

球温暖化の原因の一つとされている。 
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石油の化学的特長を有した化合物を産生することができれば，今までの技術を

大きく変更することなく，石油依存的な社会から開放されると考えられるが，

CO2の増加という問題はやはり解決することができない。 

このような状況の下，バイオ燃料が注目されている。バイオ燃料は，炭化水

素を主成分とする石油と同様に扱うことが可能で，石油代替として注目を集め

ている。バイオ燃料の一つの大きなメリットは，CO2を吸収する植物や植物由来

の油を原料とすることにある。石油は百万年以上の長い時間を経て，土中にお

いて自然がつくりだしたものである。そのため，一度使用してしまうと人為的

に作製することは事実上困難であり，CO2を生み出し続けることとなる。しかし

ながら，バイオ燃料はCO2を吸収する植物に由来することから，環境負荷がすく

ないエネルギー源であると考えられている。特にバイオエタノールは，石油の

代替エネルギーとして2000年代半ばからにわかに動きが活発化し，世界的に市

 

図２．世界の石油使用量。1900 年後半以降，単調増加を示す。地球温暖化が問

題視され始めて以降も，使用量が増加している。 
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場が拡大する兆しを見せている。2012年のバイオ燃料市場は数百億円の見込み

であるが，現在の自動車燃料市場が十兆円前後であることを考えると，将来は

数千億円ほどの市場に成長する可能性が十分にある。また，動力源としてだけ

ではなく，循環型の熱源や化成品としても注目され，その市場はさらに大きな

ものになると考えられる。これらのことから，バイオエタノールは環境負荷へ

配慮した石油代替品として大きな可能性を秘めている。 

 

1-2 糖を資源としたバイオエタノール技術 

バイオエタノールは，トウモロコシやサトウキビといったCO2を吸収して育つ

植物を原料とするため，CO2排出を低減できる石油代替エネルギーとして注目を

集めている。しかし，これらの植物の利用は食物との競合という新たな問題を

秘めている。 

バイオエタノールの原料のひとつであるトウモロコシでは、アメリカが主要

生産国である。アメリカのブッシュ元大統領は，2006年１月の一般教書演説で，

アメリカは石油依存からの脱却を言及した。そこで石油燃料代替としてエタノ

ールの拡大を表明したことをきっかけに，アメリカ中西部の穀倉地帯でエタノ

ールの生産工場の新設が進み，トウモロコシの作付けが高水準となった。しか

し，このようなトウモロコシの生産急拡大による他の穀物の縮小や，エタノー

ル向け需要増しに伴うトウモロコシ相場の高騰などが，社会的な問題として指

摘されるようになった。2007年初頭におけるトウモロコシの価格はそれまでの

およそ倍にまで高騰した。さらに，トウモロコシは食料としてのみならず家畜

の飼料としても大きな割合を占めるため，食肉や乳製品といった商品もトウモ

ロコシの価格の上昇と共に値上がりし，やがて小麦や米のような他の穀物の価

格へも影響すると考えられる。 
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一方でサトウキビの主要生産国であるブラジルでも同様に，バイオエタノー

ル生産量が増加している。2000年に106億リットルであったブラジルのバイオエ

タノール生産量は，2007年以降は270億リットルを超えるなど，およそ2.5倍に拡

大している。フレックス車（FFV：Flex Fuel Vehicle）といったガソリンとエタ

ノールが混合可能な車が普及し，国を挙げてバイオエタノールの生産，利用が

推し進められている。しかしながら，サトウキビも先に述べたトウモロコシと

同様に食物との競合問題は避けられない。バイオエタノール生産拡大によるサ

トウキビ栽培の作地拡大が，アマゾンの森林伐採に少なからず影響を与えてい

るとの指摘もある。 

いずれにおいても近年，石油燃料の高騰が原因となり，農産物を食料として

の価値からエネルギー資源の価値へシフトする政策によって，エタノールの生

産増大が新たな食物との競合を生み，安定した価格を維持できないといった問

題が生じている。 

 そこで近年では，木材などの非植物であるセルロース由来の糖を資源とする

次世代のバイオエタノールが注目されている。セルロースもスターチと同様に

グルコースのポリペプチドである。スターチは，αグルコースがグリコシド結

合するため，らせん状かつ所々分岐を有する構造をしている。この構造により

スターチは結晶性を有さず，水に可溶で酵素（アミラーゼ）の分解を受けやす

く，グルコースまで糖化されやすい性質を持つ。一方でセルロースは，βグル

コースがグリコシド結合しており，その構造は直鎖的なポリペプチドである。

そのため隣り合うセルロースポリペプチドは互いに水素結合し結晶性を有した

構造を形成することで，水に不溶で強固な構造となる。次世代バイオエタノー

ルでは，この結晶性を有するセルロースを原料とする。 

次世代バイオエタノール技術では、セルロースの結晶性を解す技術が重要と
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なる。すなわち，結晶セルロースの水素結合を効率的に切断し可溶性セルロー

ス（非結晶性セルロース）を生成する技術（前処理技術），および非結晶性セ

ルロースを酵素（セルラーゼ）により効率的に糖化しグルコースに変換する技

術（糖化技術）が注目されている。米国エネルギー庁のNational Renewable Energy 

Laboratory（NREL）の報告によると，生産コストの抑制に効果がある技術とし

て，糖化技術の開発（酵素開発）であり，さらに前処理技術の開発をすること

でよりバイオエタノール作製プロセスのコスト削減が可能とされている1（図3）。

他の報告においても，連続併行複発酵システムの有用性が示唆されている2,3,4。 

上述のとおり，次世代バイオエタノール技術は未だ発展途上にある。スター

チ由来の糖を原料とするバイオエタノールは現在，石油価格と同程度で販売さ

れ，技術的にも商業的にも成熟している一方で，次世代バイオエタノールが同

程度のコストで生産されるには，前述の前処理および糖化技術の向上を達成す

る必要がある。 

 

 
 
 

図 3 NREL が試算した書く要素技術開発によるコスト削減効率 
各プロセスのコスト削減効果で比較すると，前処理および酵素効率が第一目，

第二目に開発効果が高いとされている。 
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1-3 セルロース由来の糖を資源としたバイオエタノール技術 

次世代バイオエタノール技術の発達により，バイオエタノールは，真に環境

にやさしい液体燃料として注目されると考えられる。しかしながら，セルロー

ス由来の次世代バイオエタノール技術は未だ発展途上であり，トウモロコシや

サトウキビといったスターチ由来のバイオエタノール技術ほど技術的にも経済

的にも成熟していない。これは，バイオエタノールを作製する過程で必要とな

る糖への分解（前処理，糖化処理）が容易ではないことに起因する。この原因

 
 
図 4 セルロース繊維（A）とセルロース繊維間の水素結合（B）。セルロース

繊維（a），セルロース繊維のマクロフィブリル（b），マクロフィブリルを構

成するミクロフィブリル（c），ミクロフィブリルを構成するセルロース鎖（d）。 
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は，セルロースの「堅さ」にある。セルロースはβ−グルコースが1位と4位でグ

リコシド結合した直鎖を形成し，さらに直鎖が相互に水素結合することで束に

なった構造をとることで，水に不溶となりその堅さを保持する（図4）。 

セルロースの持つ堅さを解すには大きなエネルギーを投入する必要があり，

その前処理技術について表1にまとめた。その技術は大きく分類すると，物理的

方法と化学的方法に分けられる5,6。代表的な物理的方法としては，熱水法，超臨

界水法，超臨界アセトン法，マイクロ波加熱法，破砕法といったものがある。

これらの特徴として，処理時に過剰なエネルギーを投入する必要はあるが，多

くの方法が水中での処理を可能とするため，バイオエタノール作製プロセスに

おいて使用することが多い酵素や酵母といった水中で処理をする必要がある工

程への影響が少ない利点がある。一方，化学的方法には酸やアルカリ分解法が

ある。これらは製紙技術でも広く用いられる手法で，酸もしくはアルカリ触媒

による分解で水素結合やグリコシド結合を切断する。物理的な手法に比べて処

理時に投入するエネルギーは低いと考えられるが，中和するための薬剤や副産

物である塩の処理に問題がある。 

 近年技術開発が進む中，新たな方法としてイオン液体を用いた前処理・糖化

技術が注目されている。イオン液体は，塩のみで構成され常温常圧下において

液体であるという性質を持つ。その性質から水や溶媒につぐ，第3の液体とも言

われている。そのイオン液体が，比較的温和な条件下において結晶性セルロー

スを非結晶化し，さらに糖化工程におけるセルラーゼ酵素活性への影響が少な

いことが報告されている7,8。 

水溶性のイオン液体を用いると，水により希釈することで酵素活性が阻害さ

れることはない。しかし一方で，イオン液体の生産にはコストがかかることや

環境への影響が未知であることなど課題もある。このように，セルロース由来
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のバイオエタノールでは，前処理・糖化技術を中心に未だ開発途上であるが，

これら技術の課題を克服することで，石油エネルギーに依存しない環境へ配慮

したバイオエタノールを作製することが可能となる。 

- 14 - 
 



 

 

- 15 - 
 



1-4 小括 

石油の代替として，トウモロコシやサトウキビといった食物と競合する糖由

来のバイオエタノールが主流である中，食物と競合しないセルロース由来の糖

を原料とした次世代バイオエタノール作製に技術がシフトしていることを述べ

た。しかしながら，セルロース由来の糖を原料とする次世代セルロース技術で

はセルロースの堅さを解すための前処理・糖化処理が重要であることから，様々

な技術が存在していることを示した。近年注目されているイオン液体について

触れ，穏和な条件下で結晶性セルロースを非結晶化しグルコースへ糖化する技

術が，石油エネルギーに依存しない環境へ配慮したバイオエタノールを作製す

ることには必要であることに言及した。 
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第 ２ 章 

 前処理技術としての磁性イオン液体の作製と評価 

 

2-1 小序論 

前章においてセルロース由来の糖原料1から迅速かつ低コストでグルコース化

するためには，セルロースの非結晶化が必要であることを示した。非結晶化効

率を向上する取り組みは種々報告されてきているが2，本章では化学的手法によ

る非結晶化について検討を実施した。 

化学的手法の中で近年注目されているのはイオン液体を用いた方法である。

イオン液体とは，常温常圧下において液体状態で存在する塩であり，水でも有

機溶媒でもない第三の液体として注目される一連の化合物の総称である。基本

的にカチオンには，イミダゾリウム塩類･ピリジニウム塩類などのアンモニウム

系，ホスホニウム系イオンなどがあり，アニオンには塩化物イオンや臭化物イ

オン，トリフラートといったハロゲン系，ヘキサフルオロホスフェートといっ

たリン系，テトラフェニルボレートといったホウ素系などがある。これらを組

み合わせることで，多種多様な構造や性質を合成できる。これまでに種々のイ

オン液体が作製され，その特性や機能が報告されてきた。例えば，

1-alkyl-3-methylimidazolium hexafluorophosphatesや1-butyl-3-methylimidazolium 

nitrate3などがある。イオン液体に関する技術開発が行われる中，たとえば，

1-butyl-3-methylimidazolium chlorideや1-allyl-3-methylimidazolium chlorideのよう

な高機能化したイオン液体をバイオマスの前処理（セルロールの非晶化）に利

用する取り組みが注目されている4,5,6,7,14,15,16。 
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また一方で，イオン液体がセルラーゼ活性へ与える影響やエタノール発酵に

おける酵母への影響があることがわかっている。我々の評価によれば，培養液

中に 10 ％のイオン液体が存在すると，酵母の増殖が阻害されることがわかった

（第 62 回日本木材学会大会（2012/3）「蛍光標識イオン液体含有培地で育成し

た酵母細胞の観察」より）。これらの問題を解決する一つのアイデアとして，

酵素や酵母を投入する以前にイオン液体を回収し，再利用する方法が考えられ

る。たとえば，シリカゲルへの固定 8や層液分離 9などによる回収方法が研究さ

れている。しかしながら，いずれの手法も未だ開発途上にある。 

しかしながら，イオン液体は作製コストが高く実用化には未だ開発途上であ

る。 

本章では，イオン液体を回収しリユースすることで前処理コストを低減する

ことを目的とし，磁性体 10,11によって回収できる新規の磁性イオン液体を作製し，

その特性と非結晶化能力を実証した。さらには糖化能力を評価した。具体的に

は，磁性イオン液体として 1-carboxymethyl-3-methylimidazolium FeCl4 を合成し

（図 1），その構造特性と機能評価を行った。 

 

2-2 材料と方法 

 

図 1 磁性を有したイオン液体。カチオンはアルキル基を有するイミダゾリ

ウムにカルボキシメチル基を付与している。アニオンは磁性を有する FeCl4
-

である。 
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磁性イオン液体の作製 

クロロ酢酸は東京化成工業株式会社より購入した。 FeCl3·6H2O ， 

N-methylimidazole， n-chloroethanol，acetonitrile，ethyl acetate は和光純薬工業株

式会社より購入した。全ての試薬は分析用を使用し，実験時には精製せずに使

用した。原料に用いた非結晶性セルロースは，Sigma-Aldrich 社より購入した 

Avicel PH-101 を用いた。 

本研究にて報告する新規の磁性イオン液体（[cmmim]FeCl4）は，2 つのステッ

プを経て合成した 12。図 2 にその合成過程を示した。まず初めに，

1-carboxymethyl-3-methylimidazolium choride（［cmmim] Cl］）を合成した。

N-methylimidazole と monochloroacetic acid を無水アセトニトリル中で室温にて 6

時間撹拌しながら反応させた後，再結晶化することにより白色固体の［cmmim] 

Cl］を得た（収率：57.0％）。次に，合成した［cmmim] Cl と六水和塩化鉄（FeCl3・

6H2O）を，無溶媒状態で室温にて，1：1 のモル比で混合することで濃褐色液体

の[cmmim]FeCl4を得た 10。 

 

磁性イオン液体の特性評価 

 我々の作製した磁性イオン液体の構造特性について，以下 4 種類の方法を用

 
 
図 2 磁性イオン液体の作製方法。N-methylimidazole と monochloroacetic acid
を無水アセトニトリル中で反応させ，その後，再結晶化させた。さらに，６

水和塩化鉄（FeCl3・6H2O）と，無溶媒状態で室温にて混合した。 
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いて確認した。すなわち，吸収波長分析，近赤外ラマン分光測定，NMR 測定，

超伝導量子干渉素子による測定を行った。 

イオン液体の陽イオン構造を特定するために，吸収波長分析を行った。測定

装置は JASCO 社製の紫外可視分光光度計（V-630）を用いた。アセトニトリル

によって 10 倍希釈した磁性イオン液体を 1 mLに調製し，測定には光路長 10 mm

のガラス製キュベットを用いた。測定波長は 446 nm を用いた。ブランク測定と

して，アセトニトリルのみを測定した。コントロールには[cmmim]Cl を用いた。 

イオン液体の構造を特定するために，フーリエ変換赤外ラマン分光測定を行

った。測定装置は JASCO 社製の FT/IR-6000 を用いた。Q-switched Nd:YAG レー

ザーの基本波（1064 nm，10 kHz，100 ns）を励起光とし，試料への入射光に対

して 90 度方向の散乱光を分光器で波長分解し，分光器としてノッチフィルタ 

シングルモノクロメータを用いて，液体窒素冷却 1024 ch CCD 検出器を用いて

検出した。400 - 3150 cm-1範囲で測定した。コントロールには[cmmim]Cl を用い

た。 

イオン液体の陽イオン構造とその純度を測定するために，NMR（Nuclear 

Magnetic Resonance）測定を行った。測定装置にはJEOL RESONANCE社製の

ECX400を用いた。D2Oを溶媒とし，分析は1H NMRにて行った。コントロールに

は[cmmim]Clを用いた。 

 イオン液体の磁性特性を測定するために，超伝導量子干渉素子

（Superconducting quantum interference device: SQUID）を搭載した高感度磁束測

定を行った。測定装置はQuantum Design社製のMPMS-7を用いた。-10,000から

10,000 Oeの磁場を印加し，測定時の温度は273 K. とした。コントロールのサン

プルには[cmmim]Clを用いた。 

 

磁性イオン液体の回収効率 

磁石による磁性イオン液体の吸引 
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ネオジウム磁石（（半径 23 mm，中心磁束密度 0.55 T）を用いた。3 mL の純

粋が入ったガラス瓶の底に 1 mL のイオン液体を静置し，ガラス瓶の外から磁石

を近づけ，その様子をデジタルカメラにより撮影した。また，446 nm の吸収波

長を測定することにより，吸光イオン液体を水へ分散させた後，磁石により回

収した際の回収率を評価した。 

 

磁性イオン液体によるセルロースの非結晶化評価 

 イオン液体による結晶性セルロースの非晶度を測定するため，X 線回折（X-ray 

diffraction, XRD）を行った。測定装置にはリガク社製の Ultima IV を用いた。異

なる量の結晶性セルロース（0, 2, 5 and 10 mg）をイオン液体（102 mg）にて非

結晶化処理をした。処理時間は 1 時間とし，処理温度は 80℃とした。室温まで

放冷後，1 ml の 200 mM 酢酸ナトリウム緩衝液（pH 5.0）を加え，セルロース

を再生させた。結晶性セルロース及び上記の再生セルロースの結晶状態を測定

した。 

 

磁性イオン液体で非結晶化したセルロースを用いた糖化評価 

セルロースを糖化するために，セルラーゼ酵素を用いた。セルラーゼは

Trichoderma reesei ATCC 26921由来をSigma-Ardrich社(C8546)より購入した（4 

units/mg）。糖化処理の方法を以下に示す。イオン液体で処理したセルロースを，

1 mLの10 mMクエン酸バッファ（pH5.0）を用いて3回洗浄し，その後12時間凍

結乾燥した。5 mgの凍結乾燥後のセルロースを，10 mgのセルラーゼ酵素を用い

て糖化処理した。バッファは10 mMクエン酸溶液を用い，処理温度は37 ℃，処

理時間は6時間とした。処理後に上清を回収し，上清中に含まれるグルコース量

を酵素法（グルコースアッセイキット，フナコシ社）にて定量した。イオン液

体のコントロールには，一般的にセルロースを非結晶化する際に利用される
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1-ethyl-3-methylimidazolium acetate（BASF社）を用いた。 

 

2-3 結果と考察 

[cmmim]FeCl4の合成 

本研究にて合成した化合物は室温において濃褐色液体状態であり，図 3（b）

 

 
 

図 3 SQUID による磁性の評価 
SQUID による磁化率の測定（a）水中に静置したイオン液体（a）と磁石によ

り引き寄せられたイオン液体（b）。 
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で示したように磁石に引き寄せることができた。 

また，SQUID 法による磁束密度の測定から，本磁性イオン液体が磁性を有す

ることが確認された（図 3（a））。 

一方，この化合物は吸光度測定において 530 nm 付近に吸収極大を有しており

（図 4），さらにそのラマンスペクトルには 330 cm- 1 に FeCl4
-帰属されるバンド

があることから，アニオンが FeCl4
-であることを確認した（図 5）。 

また 400 - 1600 cm- 1 領域のラマンスペクトルが最初に合成した[cmmim] Cl の

液体のラマンスペクトルと比較すると非常によく似ていることからカチオンが

[cmmim]＋であることを確認した。さらに，NMR 測定(1H NMR spectrum, NMR 

sp3.78 s (3H, CH3); 4.95 s (2H, CH2); 7.34 (1H, CH); 7.35 (1H, CH); 8.46 (1H, CH))か

ら，合成物が[cmmim]FeCl4であると同定した。 

 

 
図 4 合成したイオン液体の吸光度測定。矢印はアニオンに含まれる Fe3+に
依存する 530 nm 付近。 
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[cmmim]FeCl4によるセルロース溶解性の評価 

結晶性セルロースを[cmmim]FeCl4 で溶解した後の再生セルロースの結晶性を

Ｘ線回折により解析した結果，再生セルロースでは，結晶性セルロースが有す

る特徴的なピーク(2θ = 22.6°および 19.0°)が減少していることがわかった（図 6

（b））。このことから，再生セルロースではアモルファス状態，つまり結晶性

が崩れていることを確認した。 

(a) 

(b) 

 
 

図 5  ラマンスペクトル測定によるイオン液体構造の確認。[cmmim]Cl のラマン

スペクトル（a）と，本研究にて合成した[cmmim]FeCl4（b）のラマンスペクトル。

矢印は FeCl4に特徴的な 330cm-1のピークを示す。 
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上記ピークの結晶化指数度(CI)を比較するために，イオン液体中に重量割合で

10wt%, 5wt%,2wt%の結晶性セルロースを混合し処理した 13。比較したところ，

イオン液体で処理された再生セルロース（10wt%）は，イオン液体で処理されて

いない結晶性セルロースに比べて，74%となっていた。また，再生セルロース

（5wt%）では 68%，再生セルロース（2wt%）では 31%となり，イオン液体で処

理する際に混合する結晶性セルロースの割合が低いほど CI の割合がさがる，つ

まり非結晶化度が向上することがわかった。 

  一方で，比較としてイオン液体[bmim]FeCl4 で処理した場合 77%となり，本イ

オン液体はこのイオン液体より非結晶化能力が高いことがわかった。 

 

 

 
図 6 XRD によるセルロースの非結晶化の評価。結晶セルロースの XRD（a-i）。
比較として用いた[bmim]FeCl4により非結晶化されたセルロースの XRD；セル

ロース 5 wt%を処理した場合（a-ii）と 2 wt%を処理した場合（a-iii）。本研究

で作製した[cmim]FeCl4 により非結晶化されたセルロースの XRD；セルロース

10 wt%を処理した場合（b-i）と 5 wt%を処理した場合（a-ii）と 10 wt%を処理

した場合（a-ii）。 
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非結晶化されたセルロースを用いた産生グルコースの評価 

 非結晶化したセルロースを用いることで糖化プロセスが進行することを確認

するために，セルラーゼを用いて産生されるグルコース量を測定した。測定方

  

Acetate-IL 

10% 

FeCl4-IL 

A (2%) 
FeCl4-IL 

B (5%) 
FeCl4-IL 

C (10%) 

30 時間セルラーゼ処理後の反応液 

 

 

（a） 

（b） 

 
 
図 7 イオン液体により非結晶化されたセルロースを酵素で糖化したときの

グルコース生成量（a）とセルラーゼ処理 30 時間後の反応溶液（b）。 
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法として，酵素法を用いたグルコースアッセイキット（Funakoshi 社）を用いた。

イオン液体の非結晶化能力を計測するため，イオン液体に対するセルロースの

量を 2w/v%, 5w/v%, 10w/v%として処理した。 

図 7 に示すように，[cmmim]FeCl4により非結晶化されたセルラーゼからグル

コースが産生されていることが確認された。糖化開始から６時間後のグルコー

ス量を Acetate-IL と比較すると，約４割程度の産生量であった。一方で，糖化開

始から 30 時間後では最終の生成グルコース量が変わらなかった。 

しかしながら，図 7 で示す３０時間処理後の反応溶液の写真では，イオン液

体に対するセルロースの量を 2w/v%, 5w/v%, 10w/v%とした場合，明らかにその

濁度に違いがみられた。 

濁度が低いほどセルロースが糖化されていると考えられるため，生成グルコ

ース量に違いが現れるはずである。これは，イオン液体が非結晶化する作用機

序が異なることで，我々の作製したイオン液体では最終生成物であるグルコー

スまで糖化されずに，セロビオースなど中間生成物の状態で糖化が止まってし

まっていることが考えられる。 

 

水に溶解したイオン液体の磁石による回収評価 

水に分散したイオン液体を磁石により回収できれば，イオン液体をリユース

することが可能となる。そこで，分散させたイオン液体を磁石により回収し，

その回収効率を計測した。吸収波長 466 nm のピークで比較すると，水層に残る

イオン液体の量と磁石により回収された量を比較すると，約 80% が水層に存在

することが確認された。つまり，約 20% だけが，磁石により回収されたことに

なる。この回収率は十分ではないが，今後イオン液体のさらなる構造設計によ

り改善されると考えられる。 
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2-4 小括 

 セルロースを非結晶化する一つの手法として，新規の磁性イオン液体

1-carboxymethyl-3-methylimidazolium FeCl4を作製した。吸収波長，ラマン分光，

NMRにより分析した結果，目的のイオン液体が作製されていることが確認され

た。イオン液体によるセルロースの非結晶化をX線回折により確認した結果，非

結晶化できていることが確認されたが，処理をするセルロースの量が増加する

と，非結晶化効率が下がることがわかった。 

さらに，非結晶化セルロースをセルラーゼにより糖化することでグルコースが

産生されることが確認された。 

最後に，水に溶解したイオン液体を磁石により回収し，その回収効率を確認し

たところ，約20%の回収効率であることが確認された。 
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第 ３ 章 

ファージディスプレイ法を用いた変異CBMの作製と評価 

 

3-1 小序論 

セルロースは，植物細胞壁成分中の約50%を示す多糖であり，天然で最も豊富

に存在する有機物である。地球上では年間 1010 - 1011トンが光合成によって生産

されていると報告されているが，利用されているのはごく一部であり，用途も

ほとんどが紙や建材といった繊維(fiber)としての利用にとどまっている。近年は，

CO2削減や原油高といった社会的背景を受けて，セルロース系バイオマスを利用

したバイオエタノールの生産やバイオリファイナリーといったセルロースの新

しい利用への期待が高まっている。セルロースは重合度が 103 - 104程度のグル

コース（ブドウ糖）のホモポリマーであり，その化学組成はデンプンとまった

く同じであるが，その大きな重合度のためセルロースは結晶性を示し，容易に

は加水分解が進行しない。したがって，セルロースを工業的に利用するために

は，まず結晶性セルロースを加水分解して単糖にする糖化過程が必須となる。  

本研究では，この糖化過程において利用できる，結晶性セルロースに対し高

い加水分解効率を有するセルラーゼの開発を目標に，セルラーゼの一種である

セロビオハイドロラーゼ(CBH)が有するセルロース結合モジュール（CBM）の

改変を試みる。セルラーゼは大きく分類して３つの酵素から成り立ち，協奏的

にセルロースへ働くことで糖化を行っていると考えられている。すなわち，結

晶性セルロース鎖中に存在するアモルファス状セルロースをランダムに切断す

るエンドグルカナーゼ（EG），セルロースの末端からセロビオースを遊離する

セロビオハイドロラーゼ（CBH），およびセロビオースやセロオリゴ糖の非還
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元末端からグルコースを遊離するβ-グルコシダーゼ（BGL）である。まず，EG

が結晶性セルロースのアモルファス（非結晶部）を分解し，CBHがその分解さ

れた末端からセロビオース（二糖）にまで分解する。最後にBGLがグルコース

に分解する（図１）。中でもCBHは，大きく2つの部位，即ち，触媒モジュール

(CD)とCBMからなるが，セルロースを糖化する際にまずCBMの作用によりセル

ロースへ吸着し，次に CDの活性によりセルロースを加水分解する(図2)1。 

CBMにはその構造からA，B，Cの３つのタイプに分類されている2。タイプA

は，結晶性セルロースにのみ結合し，その構造はセルロースの結晶面に結合す

 
 

図１．セルラーゼの協奏的な糖化プロセス 
セルラーゼは大きく分類して３つの酵素から成り立ち，協奏的にセルロースへ

働くことで糖化を行っていると考えられている。セルロースの末端からセロビ

オースを遊離するセロビオハイドロラーゼ（CBH），セルロース鎖をランダム

に切断するエンドグルカナーゼ（EG），およびセロビオースやセロオリゴ糖

の非還元末端からグルコースを遊離するβ-グルコシダーゼ（BGL）。 
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るため一部が平面となっている（図3（a））。タイプBは，結晶性が崩れモノマ

ーとなったセルロースの側面に結合し，その構造は鞍型となっている（図1（b））。

タイプCは，モノマーとなったセルロースの末端に結合し，その構造は一部が窪

んだキャップ型となっている（図1（c））。一般的に，糖化におけるCBMの役

割は触媒部位がセルロースによりアクセスするようにセルロースへ吸着する役

割をはたしている。高速AFMを用いた観察によると，CBMを有するCBHは結晶

性セルロースの表面を遊走していることから，結晶性セルロース表面を分解し

ながら移動していることが報告されている3。また，CBMを有するセルラーゼが

木綿の表面をほぐすこと4や，CBMを遺伝子工学的に酵素活性部位と結合するこ

とで，セルロースの糖化がより進行することが報告されている5。しかしながら，

CBMの結合力が及ぼす非結晶化への影響はわかっていない。CBM変異体ライブ

ラリーのバイオパニングにより，高結合力を有する変異体を獲得する取組みを

実施した報告があるが，非結晶性への影響ついて調べられた報告は少ない。一

方で，CBHには，CBMがN末端側に存在するCBH IとC末端側に存在するCBH II

 

Cellulose Binding Module
(約3kDa)

Catalytic Module
(約50kDa)

Linker

Cellulose
 

 
図 2 一般的な CBH の構造モデル。 
触媒部位（約 50 kDa）とセルロース結合部位（約 3 kDa）がリンカーによってつな

がっている。 
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が存在するが，既報ではそのほとんどがCBH IのCBMについてであり，本研究で

用いたCBH IIのCBMに関する報告は数が少ない。 

そこで本研究では， CBH IIのCBMのセルロースへの吸着能力と結晶性セルロ

ースの非結晶化およびそれに伴う糖化との関係性を明らかとすることを目指す。

具体的には，タイプAの構造を有するCBMの遺伝子において三次元構造を考慮

してランダムに変異を導入し，ファージディスプレイ法を用いて構築したライ

ブラリーから，バイオパニングにより高結合のCBMを選択した。 

 

3-2 材料と方法 

CBMの配列および遺伝子 

 

Type A Type B Type C

CBM

Cellulose

(PDB 1CBH)
(PDB 1GWL) (CBM9 )

Cellulose Cellulose

（a） （b） （c） 

 

 
 
図 3 CBM はその構造と機能によって 3 つのタイプに分類される。平面構造を有

し結晶性セルロース表面に結合するタイプ A（a），鞍型構造を有しセルロース鎖

の側面に結合するタイプ B（b），キャップ構造を有しセルロース鎖の末端に結合

するタイプ C（c）。 
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Trichoderma reesei（ATCC No. 56765，Trichoderm a reesei Simmons, anamorph)

は，セルラーゼを産生する糸状菌であり6，セルロースを用いたバイオマス資源

の糖化工程では頻繁に利用されている。そこで，このTrichoderma reesei由来のセ

ロビオハイドロラーゼⅡ（ CBHII：protein_id=“ AAA34210.1”）が有するCBMの

アミノ酸配列を，クローニングに用いた(図4)。 

 

ファージディスプレイ法 

1985 年の Smith らの研究 7に端を発するファージディスプレイ法は，繊維状フ

ァージの表層にペプチドやタンパク質を提示する技術である。これは，アフィ

ニティ精製の要領で固相化抗原に結合する，抗原特異的な抗体 DNA クローンを

選別（バイオパンニング）することによって，免疫系における分子進化の過程

をまねたものである。この手法では，巨大なサイズのライブラリを簡便に扱う

ことが可能であり，バイオパンニングを繰り返すことによって高親和性抗体を

 MIVGILTTLATLATLAASVPLEERQACSSVWGQCGGQNWSGPTCCASGST
CVYSNDYYSQCLPGAASSSSSTRAASTTSRVSPTTSRSSSATPPPGSTTT
RVPPVGSGTATYSGNPFVGVTPWANAYYASEVSSLAIPSLTGAMATAAAAV
AKVPSFMWLDTLDKTPLMEQTLADIRTANKNGGNYAGQFVVYDLPDRDCA
ALASNGEYSIADGGVAKYKNYIDTIRQIVVEYSDIRTLLVIEPDSLANLVTNLG
TPKCANAQSAYLECINYAVTQLNLPNVAMYLDAGHAGWLGWPANQDPAAQ
LFANVYKNASSPRALRGLATNVANYNGWNITSPPSYTQGNAVYNEKLYIHAI
GPLLANHGWSNAFFITDQGRSGKQPTGQQQWGDWCNVIGTGFGIRPSAN
TGDSLLDSFVWVKPGGECDGTSDSSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGAWF
QAYFVQLLTNANPSFL 

Red color: Cellulose Binding Module 
 

 
図 4  Trichoderma reesei 由来のセロビオハイドロラーゼⅡ（ CBHII：protein_id=

“ AAA34210.1”）が有する CBMの遺伝子。 
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選別することが可能である。動物の免疫システムに依存せずに短期間で抗原特

異的な抗体の選別ができる，得られた抗体の遺伝子操作が容易であるなどの特

徴があり，ヒト抗体を作製する技術として広く用いられている。 

ファージディスプレイ法でよく用いられる繊維状ファージ(図5)は，環状の一

本鎖ゲノムDNA（約6.4kb）をもち，それが繊維状の細長い筒状の殻（直径7nm, 

長さ900～2000nm）に覆われている。ファージ表面へ外来タンパク質を提示させ

る方法として，ほとんどのコートタンパク質上に発現するベクターが開発され

ているが，実際に発現効率が良好で最もよく用いられているのは，g3p（gene 3 

protein）あるいはg8p（gene 8 protein）のN末端に融合タンパク質として，発現提

示させる方法である。 

 

ファージディスプレイ用ベクター  

 M13 phage

       

gIIIp-fused CBM protein

 

gIIIp

 
 
図 5 繊維状ファージ 
コートタンパク質の一つである gIIIpのN末端に目的のCBMタンパク質を融合して，

提示する。 
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ファージミドベクターとして，伊東研究室所有の H7/pTVベクターを使用した。

構造の概略を図6に示す。このファージミドベクターは，導入された外来遺伝子

をファージコートタンパク質のｇIIIｐに融合した形でファージ上に発現させる

ことが可能であり，また提示される蛋白質を 1-2個に限定することができ，アビ

ディティ効果を抑えた評価が可能である。調製したファージミドベクターを 

Amber変異を持つ TG-1株に形質転換し， Helperファージの重感染により，ファ

ージを回収することで，目的の CBMと g3pとが融合した状態でファージ上に発

現することが可能である。ベクター増幅用の菌株として TOP10（インビトロジ

ェン社）を使用した。遺伝子導入クローニングコンピーテント細胞として，Z 

-Competent Cell（Funakoshi，TG-1株）を使用した。 

 

 
図 6 ファージミドベクターH7/pTV ベクターの構造。N 末端側には pelB シグ

ナル配列を有し，目的遺伝子の C 末端側には His タグおよび myc タグを有する。

また，C 末端側には g3p コートタンパク質が融合する。SfiI および NotI にて制

限酵素処理し，CBM 遺伝子を挿入した。 
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CBMファージ提示用ベクターの構築 

 ファージディスプレイ用のCBMおよびCBM変異導入遺伝子については，大

腸菌発現用にコドンを最適化し，IDT社に合成依頼を行い調製した。DNA の配

列からアミノ酸配列への翻訳における遺伝暗号コドンは，生物種によって大き

く偏っていることは知られており，これはコドンの方言ともよばれている。大

腸菌と糸状菌であるT.reesei の場合も同じアミノ酸でも，使用されるコドンが異

なっており，この違いによってたんぱく質の発現に影響を与えるとが考えられ

る。そこで，糸状菌のCBHⅡのアミノ酸配列を変えずに，DNA 配列を大腸菌型

に最適化した遺伝子を設計した。CBHⅡのCBMタンパク質の領域までの遺伝子

のコドンが最適化され，3’末端には，His タグが付加された。 

 合成遺伝子をテンプレートとし，PCR法によりDNA断片化した。図7に用いた

プライマーとPCR条件を示す。遺伝子増幅用ポリメラーゼとして，PrimeStar Max

（タカラバイオ社）を使用した。増幅した遺伝子の H7/pTVベクターへの導入は 

 

回数 Temp (℃) 時間(sec)
1 94 60
30 98 10

55 5
72 5

1 4 -

F; 5’- ctgctcctcgcGGCCCAGCCGGCCATGGCTcaagcctgtt - 3’
R; 5’- tgatgatgtgcggccgcaaggcattgtgagtaata -3’

(a) 

(b) 

 

図 7 フォワード用プライマー(F)には制限酵素サイト SfiI，リバース用プライマー

(R)には制限酵素サイト NotI を挿入した(a)。PCR の温度条件(b)。 
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制限酵素サイトSfi I，Not I（タカラバイオ社）を用い，ライゲーションは

Infusion(Clontech社)を用いて行った。制限酵素処理の条件は，ベクターおよび 

DNA断片を約200 ng，制限酵素 1 µLずつ，10x バッファーを2 µLにて総量20 uL

を37 ℃，2 時間とした。ライゲーション後， 大腸菌ホストとしてDH5α（タカ

ラバイオ社）を用い，ヒートショックにより形質転換した。ヒートショック条

件は，DH5α大腸菌45 µLに対し，Infusion混合液を5 µL混合し，5 分間氷上静置

した後，42 ℃にて45 秒間ヒートショックを施し，2 分間氷上静置した。その

後，SOC培地450 µL混合し，37 ℃にて30 分間回復培養した。回復培養後，100 µL

を100 µg/mlアンピシリン LB培地プレートへ塗布し，一晩37℃にてインキュベ

ートすることでコロニーを獲得した。 

単コロニー化した大腸菌株DH5αをコロニーPCRにより目的 CBM遺伝子断片

の挿入を確認した。図8にコロニーPCRの条件を示す，形質転換が確認された大

腸菌株DH5αを100 µg/mlアンピシリン LB培地にコロニーを移植し，一晩37 ℃

にて培養後，ミニプレップ（キアゲン社）によりプラスミド抽出した。図9に構

築したCBMファージミドベクターを示す。 

 

 回数 Temp (℃) 時間(sec)
1 94 120
30 94 30

50 30
72 60

1 4 -
 

図 8 コロニーpcr の条件。 

 

- 42 - 
 



CBMライブラリーファージ提示用ベクターの構築 

ファージディスプレイ用のCBM変異導入遺伝子を以下の方法によりデザイン

した。まずタイプAであるCBMを持つCBH（protein_id=“ AAA34210.1”）をテン

プレートとして，CBMについてBLAST検索を実施した。その結果を図10に示す。

この結果から，変異に自由度がある残基とない残基に分類した。具体的には，

図9の灰色字で示す残基に自由度がないことが確認された。また，報告によると

残基11，22，28，38ではC-C結合を形成し，残基19は平面構造を形成するのに重

要であり，残基8，34，35はセルロースを形成するグルコースと結合するのに必

要なトリプトファンとチロシンであることが知られている8。これらの報および

MOEによる三次元立体構造を考慮することにより，最終的に図11に示すデザイ

ンでCBM配列に変異を導入した。北海道システム・サイエンス社に合成依頼を

行い調製した。各遺伝子に導入する変異の割合は，元の遺伝子を70 %，残りの

遺伝子を各10 %となるように合成した。これは，変異導入箇所が多い分（全体

の60.5 ％），各遺伝子での変異は抑えることによりできる限り高確率に目的変

異体を獲得できるようにしたためである。 

 

 

       

  

Priming site
CBM

Amber
 

図 9 ファージミドベクターに挿入された CBM 配列。制限酵素サイト SfiI と NotI の
間に目的の CBM 遺伝子が挿入されている。また，アンバーストップコドンも挿入さ

れている。 
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合成した変異遺伝子群をテンプレートとし，PCR法によりDNA断片化した。図

12に使用したプライマーと条件を示した。遺伝子増幅用ポリメラーゼとして，

Gene Taq（日本ジーン社）使用した。増幅した遺伝子の H7/pTVベクターへの導

入は 制限酵素サイトSfi I，Not I（タカラバイオ社）を用い，ライゲーション反

応はInfusion HD cloning kit（タカラバイオ社）を用いた。制限酵素処理の条件は，

ベクターおよび DNA断片を約200 ng，酵素 1 µL，10x バッファーを2 uLにて総

量 20 µLを50 ℃，2 時間とした。ライゲーション条件は，50 ℃，15 分とした。

ライゲーション後，発現用大腸菌Z-Competent Cell（Funakoshi，TG-1株）を用い

エレクトロポレーション法により形質導入した。エレクトロポレーションの条

件は，DH5α大腸菌45 µLに対し，ライゲーション混合液を 5 µL混合し，2 分間

氷上静置した後，エレクトロポレーション装置（MicroPulser，BioRad社）を用

いて形質導入し，SOC培地450 µL混合した後，37 ℃にて 30 分間回復培養した。

回復培養後，全量を100 µg/mlアンピシリン LB培地プレートへ塗布し，一晩

37 ℃にてインキュベートすることでコロニーを獲得した。一回の形質導入で約

 
Ｎ末端 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 Ｃ末端

Q A C S S V W G Q C G G Q N W S G P T C C A S G S T C V Y S N D Y Y S Q C L

Yellow:  Important frame for the structure 
Red:      Mutated amino acids

赤字が変異導入箇所

CBM配列

 

図 11 CBM の立体構造と変異導入箇所。 
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107 /mlのコロニーが得られたことから，10 回のエレクトロポレーションにより，

約108 /mLのライブラリーを得た。 

 

セルロース結合性CBMファージライブラリの構築 

CBM提示ファージおよびCBM変異体提示ファージの調製 

抽出したプラスミドを発現株である，Z-Competent Cell（Funakoshi，TG-1株）

へ形質転換し，単クローン化した。前述同様，ヒートショックにより実施した。

形質転換が確認された大腸菌株TG-1を 100 µg/mlアンピシリン， 50 µg/mlカナ

マイシン 2YT培地（2YT-AK）5 mLにて一晩前培養した。100 mLの2YT-AGへ前

培養液 1mlを入れ，O.D.600 nm = 0.5になるまで30 ℃にて揺動培養し，大腸菌数

に対して 5 倍数のファージ（M13KO7）を感染させた。感染後，30 ℃にて 30 分

間静置し，さらに 30 分間揺動した。20% PEG6000，25 M NaCl溶液を体積ボリ

ュームで 1/4 量にてファージを沈降させ回収した。沈降したファージを PBSへ

 

回数 Temp (℃) 時間(sec)
1 94 120
15 94 30

58 30
72 30

1 72 5min
1 4 -

5’-TTTTTTTTGGCCCAGCCGGCCATGGCT-3’
5‘- ATGATGATGATGTGCGGCCGC -3‘

(a) 

(b) 

 

 
図 12 ファージライブラリー構築のためのプライマー（a）と pcr 条件（b）。 
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溶解し，ファージ溶液とした。濃度は，改めて大腸菌株TG-1に感染させそのタ

イターを測定することにより，2.6 x 107phage/mLと確定した。 

ファージ上への発現を確認するため，ELISA法を用いた。まず，1.0 x 1010 

phage/mlに希釈したファージ溶液 50 µl/wellを ELISAプレートへコートした。室

温にて 1時間インキュベートした後，PBS (0.05% tween20)にて3回ウォッシュし

た。次に，5% Skim Milk 50 µL/wellにてブロッキングした。室温にて 1 時間イ

ンキュベートした後，PBS (tween20)にて3回ウォッシュした。 Anti-His-tag 

monoclonal antibody HRP direct T（MBL社）を10,000 倍希釈にて反応した。室温

にて 1時間インキュベートした後，PBS (0.05% tween20)にて3回ウォッシュした。

発色には， ELISA用発色基質キット（Funakoshi社）を用い，発現を定性的に確

認した。 

 

CBM提示ファージおよびCBM変異体提示ファージのレスキュー 

CBMおよびCBM変異体が組み込まれた大腸菌株TG-1を2TYAG (2TY medium, 

100 µg/ml ampicillin, 2% glucose) 3ml に植菌・培養（30 ℃，overnight）した後，

log-phaseの菌体(O.D.600 = 0.8)に，ヘルパーファージ (M13KO7, m.o.i = 5) を重感

染させた (37 ℃, 30min stand，37 ℃, 30 min shake) 。感染後，菌体を遠心分離し，

上清を捨て，ヘルパーファージが感染した大腸菌ペレットを，2TYAK (2TY 

medium, 100 µg/ml ampicillin, 25 µg/ml kanamycin) 3ml で懸濁し，30 ℃で12 時間

培養した。培養液を遠心分離し，上清に遊離したファージ溶液を回収後，PEG / 

NaClを0.2vol%加えて，4 ℃で12 時間，沈降反応を行った。その後，遠心分離

し，ファージペレットをPBSで懸濁した。 

 

パンニング 
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一般的なバイオパニングの方法では標的タンパク質をイムノチューブもしく

 
 

図 13 一般的なバイオパニング法。ファージライブラリを構築し，標的タンパク質

をコートしたプレートで反応させる工程(a)，洗浄による非特異的なファージを除去

する工程(b)，特異的に結合したファージを溶出する工程(c)，ファージを増殖する工

程(d)，さらに特異的なファージを選別するためにバイオパニング繰り返す工程(e)
からなる。 
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はプラスチックプレートにコートするが（図13），結晶性セルロースは水に不

溶でありプラスチックプレートへコートすることができないため，1.5mLチュー

ブを用いてバイオパニングを実施した（図14）。すなわち，10mMクエン酸バッ

ファー(pH5.0)へ拡散させた1 mg/mL結晶性セルロース1 mLをチューブへ入れ，

遠心した後上清を捨てることで1 mgの結晶性セルロースをチューブ内に準備し

た。そこへ5 %  skim Milk (10 mMクエン酸バッファー)で1.0 x 1010 phage/mLに調

製したCBM変異体提示ファージライブラリを1 mL混入させ，室温にて1時間反応

させた。 

反応液からphageと反応した結晶性セルロースを遠心回収した。洗浄は0.5 % 

Tween20が入ったPBSで十分撹拌することにより実施し，phageと結合した結晶性

セルロースを遠心回収した。洗浄は５回実施した(洗浄条件は後述)。不要なphage

 

0.01 mg/ml

Cellulose; 1mg/ml

5% skim milk in 10mM Citrate, pH5

GST

CBM
or

CBM tandem

 
図 14 1.5mL チューブを用いたバイオパニング法。図 13 における工程(a)では水

に不溶な結晶性セルロースをプレートにコートすることが出来ないため，チュー

ブ中にて反応させ，遠心により Bound/Free 分離を行う。 
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を取り除いた後，特異的なphageが反応した結晶性セルロースを大腸菌TG1に感

染させ増幅した。この操作を3回行うことで結晶性セルロースに特異的なCBM変

異体提示phageを濃縮した。 

 

3-3 結果と考察 

ファージ上への CBM の提示確認 

CBM を pTV118 に導入したファージミドベクターを，大腸菌 TG1 に形質転換

後，ヘルパーファージ（ M13KO7）を重感染させ，ファージを生成させた。得

られたファージを PEG（ポエチレングリコール）沈殿によって回収し，ファー

ジ表面への CBM の提示を，CBM の C 末端側へ配置した His タグに結合する抗

His 抗体で確認した。その結果を図 15 に示す。コントロールで用いた VHH 抗体

（伊東研究室所有）を提示するファージほどは反応がなかったものの，提示し

 

0

0.02

0.04

0.06

0.08

0.1

0.12

0.14

0.16

helper phage CBM-phage

O
.D

.4
5
0

ELISA anti-His-HRP

 
図 15 His タグを用いたファージ上への CBM の提示確認用 ELISA 評価 
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ていないヘルパーファージに比べ明らかに高い反応が見られた事から，

CBM-His 分子が，ファージ表面に提示されていることが分かった。 

 

CBM 提示ファージを用いた洗浄条件の検討と評価系の構築 

CBM を提示したファージのセルロースに対する結合能評価系を構築するため

に３つの評価系を評価した。 

まず，市販の濾紙を用い，CBM 提示ファージ溶液をスポッティングし，洗浄

後，結合したファージを抗ファージ抗体で検出することを試みた。結果を図 16

に示す。図 16 は濾紙に対する CBM 提示ファージの結合評価法の試験（A）に

各スポットにアプライしたサンプル名を示す。（B）左は， WhatmanNo42 の濾

紙，右は，アドバンテック製，定性濾紙 No2 を用いた結果を示す。濾紙に（A）

で示されたファージ溶液をスポッティング後，3回 PBSにて洗浄を行い，抗 M13

ファージーHRP コンジュゲートを反応させ，化学発光試薬にて検出を行った。 

 

図 16 の結果からは， CBM 提示ファージとコントロールの VHH 提示ファー

ジ，あるいはヘルパーファージとの間に明確な違いが見られず， CBM 提示フ

ァージが濾紙に結合するということを明確に言えるものではなかった。しかし，

興味深いのは，CBM 提示ファージの場合は，スポットの中心が染色されファー

ジがスポット位置から拡散されていないのに対し，コントロールの VHH 提示フ

ァージ，あるいはヘルパーファージでは，染色が拡散した外側の領域が染色さ

れ広がっているように見える。このことは， CBM 提示ファージがセルロース

と結合することによって，外に広がりにくくなったことを示唆している。しか

しながら，本手法では明確な評価が困難であることから，このファージの結合

能に関しては，次の方法さらに検証した。 
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まず，前述の TG-1 への感染を利用したタイター測定による方法である。その

結果を図 17 に示す。CBM 提示ファージでは 3，5，10 回の洗浄でもそのタイタ

ーが減少しなかったが，コントロールとして用いた VHH 提示ファージでは洗浄

 

 
図 16 は濾紙に対する CBM 提示ファージの結合評価法の試験（A） WhatmanNo42

の濾紙（左），アドバンテック製，定性濾紙 No2（右）（B）。 
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回数に応じてタイターが減少した。5 回と 10 回においてその差が見られなくな

ったことから，洗浄回数は 5 回が妥当とした。 

次に，ELISA 評価系としてフィルタープレート（ミリポア社）を活用した。

評価系の概要を図 18 に示す。1.5mL チューブを活用した洗浄ではその数が増え

ると手間および時間がかかる。そこでまず，フィルターを 5 % Silk Milk (0.5 % 

(A) 

 
 (B) 

 
 

図 17 タイターによる CBM 結合評価方法(A)と洗浄条件の検討結果(B)。CBM
を提示したファージを結晶性セルロースと結合させた後，洗浄する(a)。洗浄回

数は 1,3,5 および 10 回とする。結合したファージは溶出作業をせず，そのまま

大腸菌へ感染し，プレート培地上でコロニーを形成させる(b)。 
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Tween20，PBS)を入れて 1 時間室温にてブロッキングをした後吸引にて液体を分

離除去した。次に，1.5mL チューブにて１時間室温にて反応した結晶性セルロー

スおよび CBM 提示ファージの混合液を入れ，液体を分離除去した。さらに，洗

浄として PBS (0.5% Tween20)を 5 倍の体積量入れ，吸引することで不要なファ

ージを分離除去した。フィルタープレート裏面をテープ（3M 社）でとめること

で穴をふさぎ，プレート上で anit-His-tag 抗体による ELISA 反応を実施した。反

応液は 8 連ピペットを使用して透明なプレートへ移した後，O.D.450nm にて吸

光測定した。 
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高結合能を有する CBM 変異体提示ファージライブラリーの獲得 

まず，CBM 変異体ライブラリーの変異導入を確認するために，TG-1 株へ感染

させコロニーを形成した後，各コロニーのシークエンスを解読した（図 19）。

ライブラリー変異を導入したCBMライブラリーからバイオパニングを 3回実施

することにより，より結合する CBM 変異体をセレクションした。図 20 に洗浄

条件を 5 回，3 回，1 回としたときの 3 度のバイオパニングによるタイターを示

す。いずれも 2 度のバイオパニングによりタイターが上がっていることが確認

されたが，3 度目のバイオパニングでは下がる結果となった。より詳細を確認す

るため各バイオパニングで得られた CBM 変異体のアミノ酸配列を解読した（図

21）。5 回の洗浄，つまりより厳しい条件でのバイオパニングでは，CBM と同

じ配列の CBM がエンリッチされた。そこで，3 回，1 回の洗浄とより緩やかな

条件にした時の配列を確認したところ，やはり多くの配列が CBM と同じもので

あることがわかった。3 度目のバイオパニングで得られた変異体についてその変

異箇所と変異アミノ酸の構造上の位置を確認した結果を図 22 に示す。N 末端か

ら 6 番のセリンがアスパラギン，14 番目のグルタミンがヒスチジン，27 番目の

セリンがトレオニン，36 番目のセリンがシステインに置き換わった変異体が得

られていることがわかった。これらの変異体 3 種類について，ファージ ELISA

法にて結晶性セルロースへの結合力を確認したところ（図 23），CBM より結合

力を保持する変異体は存在せず，構造上結合力には影響のない箇所であること

が確認された。 
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(A) 

 
 
(B) 

 

 
図 20 タイター測定によるライブラリをバイオパニングする方法(A)と洗浄条件を

5 回，3 回，1 回としたときの 3 度のバイオパニングによるタイター測定結果(B)。

洗浄回数を 5,3,1回とすることで選択条件を変更し(a)，大腸菌に感染することでタ

イターを測定した(b)。 
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図 21 洗浄条件 5 回のときの 2 回目および 3 回目のパニング時（a），洗浄条件 3
回および１回のときの 3 回目のパニング時（b）で獲得された CBM 変異体のシーク

エンス解析。 
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図 22  MOE を利用した選択された配列の 3D 構造の表示。CBM の表

面にある 14 番目のグルタミンがヒスチジン(3E，6D，7H)，27 番目の

トレオニンがセリン(6D)，6 番目のセリンがアスパラギン，36 番目の

セリンがシステイン(7H)に代わっている。 
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図 23  ELISA による結合評価。1.0 x 1010 cfu/ml に調整した CBM 変異体ファージと

CBM 提示ファージを結晶性セルロースと結合させ，anti-M13 抗体を介して，HRP の

過酸化水素の還元と色素の酸化による吸光測定を行った。 
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3-4 小括 

 CBM提示ファージを用いた洗浄回数の評価により，5回の洗浄によりその結合

能力を評価できる系を確立した。その評価系を用いて，1010乗のCBM変異体ファ

ージライブラリーをバイオパニングしたところ，5回洗浄では3回のバイオパニ

ングで得られたすべてのクローンがCBMの配列と同じであることがアミノ酸解

析から確認された。3回もしくは1回の洗浄では3度のバイオパニングにより３種

類の変異体が得られたが，いずれの変異体もCBM以上の結晶性セルロースへの

結合力を示すものが得られなかった。 
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第 ４ 章 

遺伝子工学的手法によるタンデム化CBMの作製と評価 

 

4-1 小序論 

 CBMタンパク質の結晶性セルロースへの結合力を向上するアプローチとして

は，前章での取り組みのように単独のCBMの変異体を獲得する手法の他，CBM

たんぱく質を複数連結してそのアビディティ効果を利用する方法も考えられる。

アビディティ効果は，抗体分野ではよく知られた効果である。抗体分子は 2

つの同じ結合部位をもっており（図 1），結合部位が近いことから，

抗原に対する親和性は１つの結合部位のみの場合に比べて高い。こ

のような親和性または結合力の向上をアビディティ（ avidi ty）効果

 

可変領域 

Fc 領域 

可変領域 

 

 
 
図 1 抗体 IgG1 の構造  
結合部位（可変領域）を２箇所有し，アビディティ効果により抗原に結合す

る。 
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とよぶ 1。この効果を利用して，抗体の Fc部位をタンデム化し，タ

ンデム化 Fcと Fc部に結合するたんぱく質の結合力を向上させ，抗体

の活性を向上させた報告がなされている。一方， CBMたんぱく質

の結晶性セルロースに対する結合力は 2.02 x 106乗との報告があり，

一般的な結合力に比べると非常に低い 2。そのような低い結合力で

も酵素活性を向上させた報告がされている 3。酵素を連結し複合体

化することで単体の酵素よりも活性が向上する。  

 そこで本章では，二つの CBMたんぱく質を連結したタンデム化

CBMたんぱく質を作製し，その結合力と非結晶化能力を検証した。

CBMたんぱく質の作製については，遺伝子工学的にタンデム化し

た配列を作製し，発現の容易性から大腸菌によるたんぱく質の発現

系を構築した。また，非結晶化能力は，タンデム化 CBMで結晶性

セルロースを処理した後，セルラーゼ酵素により糖化し産生したグ

ルコース量を定量することで評価した。  

 

4-2 材料と方法 

タンデム化CBMの遺伝子配列の作製 

CBMたんぱく質遺伝子は，大腸菌での組換えたんぱく質産生用に塩基配列を

最適化し，MBL社（名古屋）に依頼して合成した(図2)。CBMたんぱく質の分子

量は約5kDa，タンデム化しても約10kDaと小さい。また，2つのS-S結合が隣り合

うS-S同士の結合ではなく，クロスした構造を有することからタンパク質の折り

畳みが特殊で可溶性発現が容易ではないことが予想された4（図3）。また，CBM

たんぱく質は糸状菌由来であり，糸状菌は真核生物である。一方，発現用大腸

菌は原核生物であるため，大腸菌では発現されないことが予想される。そこで，
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可溶性確認とその確認の容易性を鑑み，可溶性タグを有する発現用ベクターを

選定した。また，CBMの結合力評価には十分な発現量が必要であるため，発現

プロモータについても考慮した。そこで発現用ベクターとしては，gIIIpタンパ

ク質をタグとしてC末端側に付与することができる伊東研究室所有のファージ

 

 
 

図 3 CBM のアミノ酸配列パターンと S-S 結合の部位 
 

 

 
 

図 2 T. ressei の CBM の DNA 配列（上段）と大腸菌発現用に最適化デザインされ

た配列（中段）ただし，CBM 領域のアミノ酸配列をピンク色で示した。 
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ミドベクター(pTV118)，タンパク質の強力な発現プロモータとして知られるT7

プロモータを有するpET15b(メルクミリポア社)，可溶性タグとして知られるGST 

(Glutathione S-transferase)-tagをN末端側に付与することができるpGEX4-3 (GEヘ

ルスケア・ジャパン社)を選定した。 

PCR法によりCBM遺伝子を発現用ベクターへ導入した。各発現用ベクターに

おけるプライマーおよびPCR条件を図3に示す。発現用ベクターへのライゲーシ

ョンにはInfusion HD Cloning kit(タカラバイオ社)を用いた。制限酵素処理の条件

は，ベクターおよび DNA断片を酵素 1µL，目的DNAを1µg，10xBuffer 2 µLを蒸

留水にて総量 20 µLに調整し，50℃，2時間とした。ライゲーションはInfusion 

Cloning kitを用い，条件は5x Infusion酵素 2 µL，線状化ベクター2 µL，インサー

ト1 µLを蒸留水にて総量 10 µLに調整し，50℃，15分とした。 

 

大腸菌によるタンデム化CBMたんぱく質の発現系の検討 

 まず，CBM遺伝子をプライマーで増殖し，増殖したDNA断片をさらにPCRに

て連結することでタンデム化されたCBMのDNAを作製した。デザインおよびプ

ライマーを図4に示す。CBMタンパク質を発現するために，発現用ベクターに適

した株を選択した。まずは，単独でのCBMの発現を確認するためにpTV118ベク

ターに対してBL21 Competent Cell (メルクミリポア社)を選択した。 

pTV118ベクターに対してはZ -Competent Cell（Funakoshi，TG-1株）を選択し

た。一般にファージミドベクターを利用した際，ストップコドンとしてアンバ

ー(TAG)がマルチクローニングサイト(MCS)の直後に挿入されているが，サプレ

ッサー変異株であるTG-1株ではアンバーストップコドンはチロシンとして読ま

れ，繊維状ファージのコートタンパク質の一つであるgIIIpタンパク質と融合し

た状態で目的タンパク質は発現する。これを利用しCBMとgIIIpタンパク質が融
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合した状態で発現させることで，CBMの発現確認および可溶性タンパク質とし

て獲得することを考えた。 

 

V: tactcccagtgtcttcaagcttgctcaagc

IV:gcttgagcaagcttgaagacactgggagta

VI: gcttgagcaagcttgtccgactggaggtac

VII: gtacctccagtcggacaagcttgctcaagc

Primers

（a） 

（b） 

CBM

CBM

CBM Linker CBM Linker

CBM

I

II

IV

V

VII

VI

 
 
図 4 タンデム化 CBM のデザイン（a）とプライマー（b） 
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pGEX4-3ベクター(GE ヘルスケア社)に対しては，Rosetta-gami 2 competent 

cell(メルクミリポア社)を選択した。当該メーカー情報によると，Rosetta-gami 2

株は，Rosetta株とOrigami株の双方の特性を有している。Rsetta株は７種のレアコ

ドン (AUA, AGG, AGA, CUA, CCC, CGG, GGA) に対応するtRNAを有し大腸菌

内でほとんど使用されないコドンをもつ真核生物タンパク質の発現を促進する

ように設計されている。一方で，Origami株はチオレドキシンリダクターゼ（trxB）

とグルタチオンリダクターゼ（gor）に変異をもち，細胞質でのジスルフィド結

合形成を大幅に向上させることができ，タンパク質フォールディングが可能と

なるように設計されている。CBMの立体構造は２つのS-S結合がクロスする構造

を有するために，大腸菌でのクローニングでは折りたたみが困難であることが

予想されることから本菌株をもちいた。 

それぞれの菌株へプラスミドベクターを形質導入するためのプライマーと

 

1 cyc; 94C; 1 min 

30 cycs; 98C; 10 sec 

 55C; 5 sec 

 72C; 10 sec 

Forward primer 
5’- ctgctcctcgcGGCCCAGCCGGCCATGGCTcaagcctgtt -  

Reverse primer 
5’- tgatgatgtgcggccgcaaggcattgtgagtaata  -3’ 

（a） 

（b） 

 

 
図 5 タンパク質発現に用いたプライマー（a）と PCR 条件（b） 
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PCR条件を図5に示す。また，形質導入方法としてヒートショック法を用いた。

ヒートショック条件は，DH5α 45uLに対し，Infusion混合液を 5uL混合し，5分間

氷上静置した後，42℃にて 45秒間ヒートショックを施し，2分間氷上静置した。

その後，SOC培地 450uµL混合し，37℃にて 30分間回復培養した。回復培養後，

100uµLを 100uµg/mlアンピシリン LB培地プレートへ塗布し，一晩37℃にてイン

キュベートすることでコロニーを獲得した。 

単コロニー化した大腸菌株をコロニーPCRにより目的 CBM遺伝子断片の挿

入を確認した図6にコロニーPCRの条件を示す。 

 

コールド・オスモティック・ショック法による発現量の確認 

発現量を確認するために，培養液のペリプラズム分画およびサイトゾル分画

をコールド・オスモティック・ショック法により回収し，各分画をウェスタン

ブロット法によりバンドを確認した（図7）。形質導入が確認された大腸菌株を 

100uµg/mlアンピシリン LB培地3 mLにコロニーを移植し，一晩３７℃にてプレ

カルチャーした。プレカルチャー(30 µL)を2YTAG (3 mL)に加え，37 ℃にて約1

時間半培養した(O.D.600 = 0.8)。次に，1 mM IPTGを加え，15分間37℃にて培養

 回数 Temp (℃) 時間(sec)
1 94 120
30 94 30

50 30
72 60

1 4 -
 

 
図 6 コロニーPCR の条件 
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した。培養時間（二日間もしくは約16時間）は，適宜培養温度(16，25，30℃)

に応じて決定した。まず，培養液を 4℃にて遠心(1500 G × 10分間)することで上

清を回収した(Sup.)。次に，1xTES buffer(30 µL)を菌体に加えてタッピングによ

り溶解し，さらに1/5×TES Buffer(49.5 µl)を加えた。十分に溶解した後，氷上：

にて30分間静置した。その後，4℃にて遠心(1500 G × 10 min)することで，上清

を回収した(periplasm)。さらに，沈殿物へPBS（150 µl）を加え溶解し，10分間

加熱処理(98 ℃)した (cytosol)。 

 

タンパク質分画の回収 

 Rosetta-gami 2 competent cellを用いたタンパク質の発現系では，細胞質でのタ

(a)                            (b) 

 
 
図 7 ウェスタンブロット法による各タンパク質の発現量の確認。pET15b ベクター

による gIIIp タンパク質と融合した CBM タンパク質およびタンデム化 CBM タンパ

ク質の His タグの検出（a）と pGEX4-3 ベクターを用いた GST タグの検出（b） 
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ンパク質フォールディングが可能であるため，超音波により大腸菌細胞膜を破

砕し，タンパク質を回収することとした。形質導入が確認された大腸菌株を 100 

µg/mlアンピシリン LB培地3 mLにコロニーを移植し，一晩37 

℃にてプレカルチャーした。プレカルチャー(30 µL)を2YTAG (1 L)に加え，

37 ℃にて約3時間培養した(O.D.600 = 0.8)。次に1 mM IPTGを加え，15分間37℃

にて培養したあと，16 ℃の温度にて2日間培養した。 

 遠心(8,000 rpm x 10分間)にて大腸菌を回収し，上清を捨てた。大腸菌体を

PBS(10 mL)3回洗浄し，最終的にPBS(10 mL)に懸濁した大腸菌体を氷上にて超音

波ホモジナイザー(日本エマソン社)を用いて破砕した。 

 

タンパク質の精製 

 タンパク質は，各タンパク質へ付与したタグを利用したビーズにて精製した。

His タグにはニッケルビーズ，GST タグには Glutathione Sepharose ビーズ(GE ヘ

ルスケア・ジャパン社)を用いた。超音波破砕した後，遠心(12,000rpm x 30 分間)

して回収した上清にビーズを入れ，室温にて 1 時間揺らしながら反応した。GST 

Bulk kit (GE ヘルスケア・ジャパン社)に添付のカラムを用い，自由落下にてカラ

ムにビーズを回収した。10 倍ボリュームの PBS(pH 7.4)によりビーズを洗浄し，

1.2mL の溶出バッファー(50 mM Tris-HCl, 10 mM reduced glutathione, pH 8.0 )を入

れゆっくり溶出した。 

タンパク質の確認 

 目的のタンパク質が産生されていることをウェスタンブロット法により確認

した（図8）。GSTタグ（約26kDa），GST-CBM単独（約31kDa），GST-タンデ

ム化CBM（約36kDa），GST-リンカーを含むタンデム化CBM（約41kDa）に相

当するサイズのバンドが検出されたことから，これらのタンパク質が産生され
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ていると判断した。図8は，ビーズを用いたアフィニティ精製後のSDS-PAGEの結

果を示す。目的のバンド以外が減少していることから，不要タンパク質の除去

が確認された。 

 精製後の溶液の吸光度を測定してそれぞれのタンパク質の産生量を定量した

ところ，GST-CBM単独が2.6 mg/mL，GST-タンデム化CBMが0.7 mg/mL，GST-

リンカーを含むタンデム化CBMが1.7 mg/mLであった。 

 

4-3 結果と考察 

セルロースへの結合力の評価 

 

 
図 8 グルタチオンビーズによる GST 融合たんぱく質の精製を示す SDS-PAGE。精

製前（左）と精製後（右）。 
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 結晶性セルロースへの結合力を評価するために，1.5mLチューブ内で各CBMと

反応させELISA法の原理を用いて450nmの波長における吸光度を測定した（図9）。

結晶性セルロースは0.1mgとした。反応させたCBM単独，タンデム化CBM，リ

ンカー付タンデム化CBMの量はそれぞれ0.1mg，0.05mg，0.05mgとした。タンデ

ム化CBMはCBMあることから，その量は二分の一とした。タンデム化CBMは

CBM単独に比べて結合量が倍以上であることから，結合力が向上していること

が確認された。また，リンカー付タンデム化CBMにつても結合力が向上してい

ることが確認された。リンカー付タンデム化CBMではタンデム化CBMに対して

結合力が低い傾向である。これは，リンカーの揺らぎが大きいため，アフィニ

ティの低いCBMのアビディティがリンカーを含まないタンデム化CBMより低

くなったことによると考えられる。 

 

タンデム化CBMのセルロース非結晶化の評価 

 
 
図 9 ELISA 法による結晶性セルロースと各 GST 融合 CBM タンパク質の相互作

用 
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 CBMの結合力の向上による非結晶化能力を評価するため，セルラーゼ（シグ

マアルドリッチ社）とCBMを混合し結晶性セルロースを糖化することによるグ

ルコースの産生量を測定した（図10）。グルコースはGlucose Assay kit（Funakoshi

社）で定量した。結晶性セルロースは0.5 mgとした。反応させたCBM単独，タ

ンデム化CBMの量はそれぞれ0.1 mg，0.05 mgとした。反応時間は24時間とした。 

Control（CBMタンパク質を含まない場合）に対して，CBMタンパク質を含む反

応液では産生されるグルコース量が増加していることから，CBMタンパク質が

結晶性セルロースへ結合することにより非結晶化が進行し，セルラーゼとセル

ロースァイバーの接触確率が増加することにより糖化が促進されたと考えられ

る。しかしながら，CBMタンパク質単独と結合力が増加したタンデム化CBMタ

ンパク質ではグルコースの産生量に違いが見られなかった。CBMタンパク質単

 
 
図 10 結晶性セルロースを各 GST 融合 CBM たんぱく質とセルラーゼの混合液に

より 24 時間糖化して産生されたグルコース量 
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独の結合力（Ka）は約106と低くセルラーゼの活性に比べて非結晶化する速度が

遅いため，非結晶化される前にセルラーゼによる糖化が進んだことが原因と考

えられた。そこで，まずCBMによる非結晶化処理を24時間実施した後，セルラ

ーゼを加えて糖化（24時間）した（図11）。前述の図10と同様にcontrolに対して

CBMタンパク質で非結晶化処理した場合は産生されるグルコース量が増加して

いたが，CBMタンパク質単独に対してタンデム化CBMタンパク質では，結合力

で認められたほどの向上がグルコース量の増加として認められなかった。この

ことから，非結晶化が結合力だけでは促進できず，触媒活性部位との協奏作用

を含むメカニズムを考える必要があると考えられる。 

以上のことから，CBMタンパク質を添加することでセルラーゼ結晶性セルロ

ースの非結晶化が進み糖化効率が向上することが示唆されたが，結合力向上に

 

 

図 11 結晶性セルロースを各 GST 融合 CBM たんぱく質と 24 時間反応した後，セ

ルラーゼで 24 時間糖化して産生されたグルコース量 
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よる糖化向上には至らなかった。 
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4-4 小括 

 CBMの結合力を向上する方法として，CBMを2つ結合したタンデム化CBMを

作製した。タンデム化CBMは，CBM単独と比較して結晶性セルロースへの結合

力が向上することが確認された。一方，CBMタンパク質を混在させた場合，セ

ルラーゼの糖化効率の向上が認められた。しかしながら，結晶性セルロースへ

の親和性が向上したタンデム化CBMにおける糖化効率の向上は認められなかっ

た。このことから，CBMタンパク質単独による非結晶化，つまり，CBMタンパ

ク質が結合することにより非結晶化されたセルロースが再び水素結合すること

なく，結晶性セルロースが糖化されるメカニズムが示唆される結果となった。 
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第 ５ 章 

CNT による複合化したセルラーゼの作製とその評価 

 

5-1 小序論 

地球温暖化の抑制策の一つとしてバイオマスの利活用が注目されている。そ

の主たる活用用途であるバイオエタノール製造方法においては，セルロースを

利用した技術が数多く報告されている。しかし，セルロースは水素結合で強固

に結合した難分解性の高分子であり，酵素による分解速度は非常に遅く，これ

がセルロース利用の大きな障壁となっている。セルロース分解酵素(セルラーゼ)

は，エンドグルカナーゼ(EG)，セロビオハイドロラーゼ(CBH)，β-グルコシダー

ゼ(BGL)に大きく分類され，これら三者が協奏的に働くことによってセルロース

が効率的に分解される。エキソグルコシダーゼがセルロース上の非結晶領域（ア

モルファス領域）を分解して末端を生成し，セロビオヒドロラーゼがその末端

からセロビオース（二糖）単位に分解する。最後に，エンドグルコシダーゼが

グルコースに分解する。近年，セルロース分解性細菌から産生されるセルロソ

ーム構造を利用した報告がなされている1,2,3,4。また，酵母表層へ酵素を提示し，

効率的に糖化を促す報告もなされている5,6。これらの報告によると，複数のセル

ラーゼが局所的に集約した構造をとり，協奏的な働きによって単独のセルラー

ゼよりも効率的にセルロースを分解することが示唆されている。 

そこで，我々はセルロソーム構造を簡易的に再現でき工業利用へ活用するこ

とを目的とし，蛋白質への吸着力と比表面積の大きさに着目することで，セル

ラーゼの担体としてカーボンナノチューブ(CNT; Carbon Nano Tube)を選択した

（図1）。セルロースの構造は直鎖上のポリマーであるため，基材もアスペクト
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比が高い構造であると反応効率も良いと考えられる。そこでCNTの特性である

高アスペクト比かつ高疎水吸着性を利用した。CNTは，直径が数ナノメートル

であり長さが数マイクロメートルとミクロに細長い高いアスペクト比を有する。

また，CNTは水と親和性を有しにくく，超疎水性を有することで知られている。

CNTを用いてセルラーゼを複合化し局所領域にて協奏作用が働けば，反応液中

にフリーで３つの酵素が存在する場合に比べて，単位時間当たりの糖化効率が

向上すると考えられる（図2）7。 

本章では，CNTへ吸着させたセルラーゼによりセルロースを分解し，産生され

    

1 - 2 nm

0.2 - 5 nm（a） （b） 

 
 
図 1 カーボンナノチューブ 
分散剤とともに水中に分散状態にある CNT（a）とその構造（b）。 
 

 

 
 
図 2 複合体形成による糖化効率向上へのアプローチ 
CNT が無い場合（a）に比べ，CNT へセルラーゼが吸着した場合（b），反応

場での近接効果により糖化効率が向上すると考えられる。 
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たグルコース量を測定することにより，その活性を評価した。 

 

5-2 材料と方法 

セルラーゼの CNT への固定法 

 セルラーゼは，C8546(Sigma-Aldrich 社)を使用した。CNT は，単層カーボンナ

ノチューブ(KH-chemicals 社)を使用した。セルラーゼは反応溶液(10 mM Citrate 

Buffer，pH 5.0)に 2 mg/mL で溶解し，0.45 µm フィルタ(ミニザルトハイフロー，

ザルトリウス社)を通した。CNT は反応溶液に 20 vol.%で攪拌溶解した。セルラ

ーゼは，一晩室温にて回転攪拌することにより CNT へ担持させた。 

 

セルラーゼ固定化 CNT によるセルロース糖化方法 

 結晶性セルロースとして，Avicel (PH-101，Sigma-Aldrich 社)を使用した。Avicel

を反応溶液に 2 mg/mL で溶解し，セルラーゼを吸着させた CNT 含有の反応溶液

と 1:1 の体積比で混合した。混合した反応溶液を，1 時間 37 度にて回転攪拌し

た。 

 攪拌後，混合溶液を 98 度，30 分間で熱処理し，セルラーゼを失活させた。熱

処理した混合溶液を遠心し，さらに上清を 0.22 µm フィルタ(ミリポア社)に通し

た。フィルタ分離した溶液を回収し測定に用いた。 

 

HPLCを用いた産生グルコース量の測定 

 高速液体クロマトグラフィ(HPLC)により産生したグルコース量を測定した。

分析カラムはTSK-GEL G-Oligo-PW (粒子径 7 µm，7.8 mmI.D. x 30 cm，東ソー社)

を用いた。HPLC装置(島津製作所)の示差屈折率検出器(RID-10A，島津製作所)

を用いて，溶液中に含まれるグルコース量を測定した。測定は，50 µLの溶液を
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用いた。溶媒はミリQ水を用いた。標準サンプルは500倍希釈した2 %グルコース

を用い，50 µLを測定した。 

 

5-3 結果と考察 

ランダムに疎水結合させたCNTにランダムに疎水結合したセルラーゼ複合体

では，基材に固定化しないセルラーゼに比べて糖化量が向上した（図3）。セル

ラーゼの複合体を形成することにより，糖化量が2.5倍向上することが確認され
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図 3 CNT 複合体セルラーゼ（a）とセルラーゼ（b）による結晶性セルロース

を糖化して産生されたグルコース量の比較 （HPLC）。0.22umol のブルコー

ス（c） 
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た。 

CNT に吸着固定しているセルラーゼ量を見積もるために，SDS-PAGE 法を実

施した（図 4）。CNT とセルラーゼの混合液から CNT 分画のみを泳動したとき

のバンド強度（（a）の I）と上清分画を泳動したときのバンド強度（（b）の I）

を 256 階調で数値化し比較したところ，CNT に吸着固定されている量は，混合

液に含まれるセルラーゼ量のおよそ 10 %しか CNT 上に存在していないことが

わかった。従って，CNT 上へのセルラーゼ固定量を増加することができれば，

より効率のよい糖化プロセスを構築できると考えられる。また，本検討では，3

種類のセルラーゼが全て混合された状態で CNT に吸着固定されている。吸着固

定されている 3 種類のセルラーゼの配列や配向，分量比を制御することができ
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A A’

A A’

A A’
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染
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強
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染
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図 4 SDS-PAGE 法による CNT に吸着固定されたセルラーゼ量の確認。 
CNTとセルラーゼの混合液からCNT分画のみを流したときのバンドとその染

色強度（a）と上清分画を流したときのバンドとその染色強度（b）。CNT と

セルラーゼ混合液（I），CNT のみ（II），セルラーゼのみ（III），0.01mg の

セルラーゼ（IV）。 
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ればより効率の高い糖化が実施できると考えられる。 

最後に複合体セルラーゼは磁石により回収できることが確認され（図5），リ

ユースできることが示唆された。しかしながら，精製されたCNTは磁性を持つ

ことはなく，磁石で回収できないはずである。CNTを大量生産する方法として，

CCVD法（chemical vapor deposition）がある。これは，高温にした金属などの触

媒粒子に，炭化水素ガスを反応させて生成する方法である。可能性としては，

触媒として用いられたマグネシウムなどの金属物質の混入により，上述のよう

な磁性を帯びたことが考えられる。 

これらのことから，セルラーゼを直線状の基材を用いて複合化することで，

セルラーゼの協奏作用が局所的に働き，直鎖上のセルロースを効率的に糖化す

ることができることが分かった。

 

 
 
図 5 磁石により CNT セルラーゼ混合溶液内の CNT の吸着 
8% CNT のみ(a)では吸着されないが，セルラーゼとの混合液(b)では吸着され

る。 
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5-4 小括 

前処理および糖化効率を向上するための技術について実施，評価した。市販

のセルラーゼの糖化効率を向上する取り組みとして，CNTを基材としたセルラ

ーゼ複合体を作製し評価した。CNTを基材としてセルラーゼ複合体を作製し，

グルコース量をHPLCにより評価したところ，糖化効率の向上が確認された。 
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第 6 章 

総括 

 

第一章では，バイオエタノール生産の経済的および技術的な背景とその主な

技術となるスターチ由来の糖を原料としたバイオエタノールの課題，セルロー

ス由来の糖を原料としたバイオエタノールの必要性とその課題，バイオエタノ

ール技術における課題について言及した。 

 CO2濃度の上昇により，地球の気温の上昇や各地の熱帯化，海水面の上昇など

といった環境問題が発生していることから，化石燃料を使用したエネルギー生

産が見直され始め，CO2排出を低減する次世代のエネルギー源の創生が火急の問

題となっている。バイオエタノールは，サトウキビやトウモロコシといったCO2

を吸収して育つ植物を原料とするため，CO2排出を低減できる石油代替エネルギ

ーとして注目を集めている。しかしながら，農作物のスターチ由来の糖資源は

食物と競合し，安定した価格の維持が困難である。 

 そこで，木材などの非食物であるセルロース由来の糖を資源とする次世代の

バイオエタノールが近年注目されている。セルロースもスターチと同様にグル

コースのポリペプチドである。スターチはαグルコースがグリコシド結合するた

め，らせん状かつ所々分岐を有する構造をしている。らせん状かつ分岐を有す

る構造のおかげで，水に可溶で酵素（アミラーゼ）の分解を受けやすく，グル

コースへ糖化されやすい性質を持つ。一方，セルロースはβグルコースがグリコ

シド結合しており，その構造は直鎖的である。直鎖性のため隣り合うセルロー

スポリペプチドは互いに水素結合し，水に溶けにくい強固な構造を有している。

セルロースを原料とする次世代バイオエタノールでは２つの技術，つまり，水
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に不溶のセルロース（結晶セルロース）の水素結合を効率的に切断し可溶性セ

ルロース（非結晶性セルロース）を生成する技術（前処理技術），および非結

晶性セルロースを酵素（セルラーゼ）により糖化し効率的にグルコースに変換

する技術（糖化技術）が注目されている。 

米国エネルギー庁の報告によると，糖化技術の開発により最も生産コストを抑

えることができ，さらに，前処理技術の開発によってより生産コストを抑える

ことができると試算されている。スターチ由来の糖を原料とするバイオエタノ

ールは現在，ブラジルや北米において多く生産されている。特にブラジルでは

石油価格と同程度で販売され，国内ではバイオエタノールを含有したガソリン

で走行可能な自動車が使用されている。しかしながら，セルロース由来の糖を

資源とするセルロースでは，同程度のコストで生産することが未だできてはい

ない。その原因は前述の前処理および糖化するプロセスの低コスト化に課題が

あるためである。 

第二章では，前述の課題である前処理技術として化学的なアプローチの一つ

として，イオン液体によるセルロースの非結晶化と磁石による回収する取組み

について検討した。その結果，磁性を有したイオン液体がセルロースを非結晶

化することができ，さらに磁石により回収できることが確認された。 

セルロース由来の糖原料から迅速かつ低コストでグルコース化するためには，

セルロースの非結晶化が必要である。その方法としては物理的に処理する方法

と化学的な方法がある。生産するエネルギー効率を鑑みると，化学的な方法が

より適していると考えられる。化学的な方法の中でも，近年注目されているの

がイオン液体である。 

しかしながら，イオン液体の課題は作製コストが高いことにある。イオン液体

を回収しリユースすることで，コストを下げられると考えた。一方で，システ
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ム全体を鑑みると，イオン液体がセルラーゼ活性へ与える影響やエタノール発

酵における酵母への影響があることがわかっている。筆者らの評価によると，

培養液中に10％のイオン液体が存在すると，酵母の増殖が阻害されることがわ

かった（第６２回日本木材学会大会（2012/3）「蛍光標識イオン液体含有培地で

育成した酵母細胞の観察」より）。 

そこで，磁石により回収できる磁性を持つイオン液体を作製し，さらにセル

ロースを非結晶化できるイオン液体の構造を作製し評価したところ，セルロー

スの非結晶化が確認され，磁石によりイオン液体を回収できることがわかった。 

これらのことから，磁性を有するイオン液体は，磁石により回収することで

イオン液体をリサイクルすること，およびイオン液体を反応溶液から除去する

ことが可能となるため，バイオエタノール生産工程における低コスト化および

バイオエタノールの生産能力の向上に寄与することが期待でき，，産業応用上

有機義であることが確認された。 

第三章では，変異を導入した CBM ライブラリーから，より結合力の強い CBM

変異体をセレクションしたところ，ネイティブと同じ配列の CBM がエンリッチ

された。ネイティブと異なる配列の CBM 変異体をファージ表層に提示させ結晶

性セルロースとの相互作用を ELISA にて評価したところ，ネイティブの CBM

より結合力が弱く，目的とした CBM 変異体ではないことがわかった。 

 前章において，セルロースに対する CBM の結合力を上げると，セルロースの

非結晶化が促進されることがわかったことから，CBM 単独での結合力を上げる

ことでより非結晶化を促進できると考えた。ファージディスプレイを利用した

パニング法は，ランダムに変異を導入した CBM をファージ表層に提示させ，セ

ルロースに結合するファージ以外を洗浄して，結合力の高い変異 CBM を提示し

たファージのみ回収することに適している。 
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 水に不溶であるセルロースがターゲットであるため，イムノチューブなどへ

の固定化が困難である。そこでまず，評価系，パニング方法とその洗浄条件に

ついて検討を行った。 

第四章では，セロビオヒドロラーゼIIが有するセルロース結合モジュール

（CBM; Cellulose Binding Module）を遺伝子工学的に連結させることでセルロ

ースへの結合力を高め，その結果，セルロースの非結晶化を促進できることを

確認した。 

CBM を有するセルラーゼが木綿の表面の非結晶化を促進することが報告され

ている。また，CBM を遺伝子工学的に酵素活性部位へ結合することで，よりセ

ルロースの非結晶化が進むという報告がある。これらのことから，CBM のセル

ロースへの結合力を強めることでセルロースの水素結合をより切断し，非結晶

化を促進することができると考えた。そこで，CBM を連結した CBM タンデム

モジュールを遺伝子工学的に作製し評価した。 

第五章では，セルラーゼの複合体化による糖化能力の向上の取組みを実施し

た。その結果，複合体化しないセルラーゼに対して，単位糖化量が2.5倍向上す

ることが確認された。 

複合体形成のためにセルラーゼを固定化するための基材が必要であるが，本

研究ではカーボンナノチューブ(CNT; Carbon Nano Tube)を用いた。セルロースの

構造は直鎖上のポリマーであるため，基材もアスペクト比が高い構造であると

反応効率も良いと考えられる。そこでCNTの特性である高アスペクト比かつ高

疎水吸着性を利用した。CNTは，直径が数ナノメートルであり長さが数マイク

ロメートルとミクロに細長い高いアスペクト比を有する。また，CNTは水と親

和性を有しにくく，超疎水性を有することで知られている。 

また，セルラーゼは主に3種類の性質が異なる酵素のカクテルであり，これら
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酵素の協奏作用によりセルロースがグルコースに糖化されていると言われてい

る。３種類の酵素とはすなわち，エキソグルコシダーゼとセロビオヒドロラー

ゼ，エンドグルコシダーゼである。エキソグルコシダーゼがセルロース上の非

結晶領域（アモルファス領域）を分解して末端を生成し，セロビオヒドロラー

ゼがその末端からセロビオース（二糖）単位に分解する。最後に，エンドグル

コシダーゼがグルコースに分解する。 

これらセルラーゼを複合化し局所領域にて協奏作用が働けば，反応液中にフ

リーで３つの酵素が存在する場合に比べて，単位時間当たりの糖化効率が向上

すると考えられる。ランダムに疎水結合させたCNTにランダムに疎水結合した

セルラーゼ複合体では，基材に固定化しないセルラーゼに比べて糖化量が向上

し，ポリスチレンビーズに比べても糖化量が向上した。このことから，セルラ

ーゼを直線状の基材を用いて複合化することで，セルラーゼの協奏作用が局所

的に働き，直鎖上のセルロースを効率的に糖化することができることが分かっ

た。 

 以上のことから，セルロース由来の糖資源を活用したバイオエタノール技術

では前処理技術および糖化技術が重要であること，CNT を用いたセルラーゼ複

合体を形成することにより糖化効率が向上すること，磁性化したイオン液体を

用いることによりセルロースの非結晶化が可能でありかつ磁石による回収が可

能であること，CBM を連結することでセルロースへの結合力を向上することが

でき非結晶化を促進できることが確認された。より強い結合力を有した CBM 変

異体を獲得するためにファージディスプレイ法およびバイオパニングを実施し

たが，ネイティブの CBM がエンリッチされることが確認された。 

- 94 - 
 



 これらの取組みにより，より低コストな前処理および糖化が可能となること

が示唆され，石油に代わる再生資源エネルギーとしてのバイオエタノール技術

に役立つと考えられる。 
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