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下等シロアリの消化管内でのセルラーゼ系

酵素の分布とそれら酵素の部分精製

板倉修司,田中裕美,榎 章郎
近故大学EaLJ学部段芸化学科 
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緒 岩 '-ロア リに吸収されエネルギー源 1･6)やアミノ酸合

成の前駆体 71として使われる｡この代謝機構は, 

下等シロアリのセルロース代謝機構は次のように (1)下等シロアリの唾液腺からはエソ ト14,サグ

ルカナーゼが分泌されるが,結晶性セルロースの分I報告されている IJ) 

り微粉砕された木材が,後腸内に達 し共生原生動物 解に必要不可欠なエキソー1,4サグルカナーゼの大部

の体内に取 り込まれる｡(2)木材細胞壁の主要な 分は後腸内に生息する共生原生動物の体内に存在 し

構成成分であるセルロースが,原生動物により嫌気 ているという結果8･9),および (2)下等シロアリ

(I)シロア リの阻噴によ
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的に酢酸,水素 と二酸化炭素に変換される｡(3) Aと高等シロアリには,解糖系とT 回路の全酵素

原生動物により分泌された酢酸が後腸壁を通ってシ が存在 しているが,これら 2つの代謝経路を結ぶ重
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要な働きをするピルビン酸デヒドロゲナーゼ複合体

が不活性化あるいは欠損しているので,解糖系で生

じたピルビン酸はアセチル-CoAに変換されないと

いう知見10)に基づいて提案されている｡

紙 ･綿などの天然セルロースや,約50%のセル

ロースより成る木材を餌とするシロアリが,セル

ロースの加水分解により生成するグルコースを直接

吸収 .消化できず,共生原生動物の分泌する酢酸を

利用するという機構は極めて非効率的である｡最近

我々は後腸を除去 したイエシロアリ (CoptoteTmeS 

foL･mOSanuS)- 原生動物は後腸内に存在するの

で,この試料は原生動物を含まない- の抽出液が 

NAD+の存在下でピルビン酸をアセチル-CoAへ変

換することを兄いだした｡すなわちイエシロアリ体

内でピルビン酸デヒドロゲナーゼ複合体によりピル

ビン酸がアセチル･CoAへ直接変換されることを明

らかにした11㌔セルロースの加水分解により生成し

たグルコ-スを中腸で吸収できれば,シロアリは共

生原生動物の助けを借 りずに解糖系とTCA回路に

よってグルコースを直接酸化 しエネルギーを得るこ

とが可能となる｡

本研究では,セルロースの加水分解が原生動物の

生息する後腸内で起こるのか,あるいは前腸や中腸

においても起こるのかを明らかにするために,シロ

アリの消化管内におけるエキソ-1,4-β-グルカナー

ゼ,エン ドー1,4サ グルカナーゼおよびβ-D-グルコシ

ダーゼ活性の分布を検討 した｡また,シロアリがグ

ルコースあるいは酢酸のいずれをエネルギー源や炭

素源として利用 しているのかを明らかにするため

に,中腸,後腸とシロアリ組織におけるグルコース,

トレハロース (グルコースから合成され,昆虫のエ

ネルギー源や貯蔵炭水化物として重要な役割を果た

している)と酢酸の存在丑を測定した｡さらに,原

生動物体内およびシロアリの消化管内に存在するセ

ルラーゼ成分を比較するために,陰イオン交換クロ

マ トグラフィーとゲル破過クロマ トグラフィーによ

り,後腸を取り除いたシロアリの体組織と後腸に存

在するセルラーゼ系酵素 (エキソ-1,4サ グルカナー

ゼ,エン ド11,41p-グルカナーゼ,β･D-グルコシダー

ゼおよびセロビオヒドロラーゼ)をそれぞれ精製し

た ｡

なお,シロアリ体内に存在するセルラーゼ成分の

セルロース分解における作用機構がまだ十分に解明

されていないため,以下ではエキソ-1,4サ グルカ

ナーゼを結晶性セルロースであるアビセルを分解す

る酵素という意味でアビセラーゼ,エソ ト1,4サ グ

ルカナーゼを非晶性セルロースであるカルボキシメ

チルセルロース (CMC)を分解する酵素という意

他

味でCMCア-ゼと称する｡

材料および方法 

1.シロアリ

研究室で約 13年間維持 した巣からイエシロアリ 

(C.fotmosanus)の職蟻を採集した｡アカマツ (P血us 

desLLoaSe.tucc)を餌として飼育したシロn -7T ibeZ .

アリを,採集日から 1週間以内に解剖した｡ 

2.消化管からの租酵素液の調製

職蟻 7頭を解剖 し唾液腺と腸を摘出した｡腸を前

腸,中腸と後腸に切断した｡唾液腺をピンセットで

前腸から分離するときに乗車の内容物が胸部へ漏出

したので,前腸とその内容物は腸を除いた体組織と


混合 した｡ 7頭の職蟻より得た各組織を700FLbの


生理的塩類溶液 (43mM NaCl,22mM KCl,3.7
 

mM Ca1,1mM MgO4 ,mM KHP ,1
C2 4 S ,86 2 O4 5 
mM K2HPO4) に浸殺し,ポッグ一 ･エルベージュ

ムホモジナイザーにより破砕した｡各ホモジェネ-

トを11,500×gで 3分間遠心分離した上澄み液を,

唾液腺,中腸,後腸,および前腸プラス腸を除いた

体組織の粗酵素液とした｡全ての操作は 0-4℃で

行った｡ 

3.休全体からの部分精製酵素の調製

職蟻500頭からピンセットで腸を引き抜き,中腸

と後腸に分割した｡腸を除いた体と中腸を混合した 

(以後,この混合物をシロアリ組織 と称する)｡シ

ロアリ組織および後腸をそれぞれ蒸留水 (5m旦)に

浸放しホモジナイズした｡ホモジェネ- トを19,500 

×gで20分間遠心分離 し,上澄み液を回収した｡上

澄み液を硫安分画し30-60%飽和で沈殿 した画分を

再び19,500×gで30分間遠心分離し,沈殿物を蒸留

水 (5m旦)に溶解した｡この辞累液をSephadexG-
15 (ファルマシア)で脱塩 し,凍結乾燥 した｡再

び蒸留水 (5mA)あるいは1.2m且の20mM トリス-塩

酸緩衝液 (pH 8.5)に溶解 し,シロアリ組織 と後

腸の部分精製酵素液とした｡全ての操作は 0-4℃

で行った｡ 

4.酵素活性の測定

アビセラーゼ活性 ;各粗酵素液 (400pQ)を 1m且

の 2% (W/v)アビセル (フナセルSF帝層クロマ

トグラフィー用,フナコシ)-0.1M 酢酸緩衝液 

(pH 5.0)とともに30℃で 6時間振とうした｡遠心

分離によりアビセルを取り除いた上澄み液中に含ま

れる還元糖をSoMOGYI法12)により定丑した｡また,

カラムクロマ トグラフィー後の活性測定時には,画
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分 (250FLQ)と 2%アビセルー酢酸緩衝液 (250FLb)

の混合物を30℃で20時間振 とうし,生成 した還元糖

を定見 した｡ 

CMCアーゼ活性 ;各粗辞素液 (0fb)を lmの40L h

2% (W/v)CMC (CMCナ トリウム,ナカライテ

スク)一酢酸緩衝液とともに30℃で30分間振 とうし,

生成 した還元糖をSoMOGYI法 12)により定立 した｡

カラムクロマ トグラフィーで分画 した画分 (50FLb)

と 2%CMC一酢酸緩衝液 (450FLb)の混合物を30℃

で 3時間振 とうし,CMC7-ゼ活性を測定 した｡ 

β･D-グルコシダーゼ活性 ;各粗酵素液 (400FLb)を 

1m且の35mM D-サ リシン (キシダ化学)一酢酸緩衝

液 とともに30℃で 1時間反応させ,生成 した還元糖

をSoMOGYl法 12)により定立 した｡またカラムクロ

マ トグラフィーにより分画 した画分の活性は,画分 

(50FL且) と33mM p-ニ トロフェニルIP-D-グルコ

ビラノシ ド (シグマ)一酢酸緩衝液 (50FL旦)を混合

し,30℃で 3時間反応させ生成 したp-ニ トロフェ

ノールを定立 し13)測定 した｡

セロビオヒ ドロラーゼ活性 ;カラムクロマ トグラフ

ィーによる画分 (50FLh)を22mM p-ニ トロフェニ

ルーβ-D-セロビオシ ド(シグマ)-酢酸緩衝液 (50FLb)

とともに30℃で 3時間反応させ生成 したp-ニ トロ

フェノールを定孟 した13)｡ 

1分間に lffモルのグルコースに相当する還元糖

あるいはp-ニ トロフェノールを生成する酔素見を 

1Un【itとした｡標準誤差の推定 と測定値間の有意性

の検定は,スチューデン トのト検定 14)に従い行った｡ 

5.カラムクロマ トグラフィー

トリスー塩酸緩衝液に溶解 したシロア リ組織 と後

腸の部分精製酵素液 (500FLa)を20mM トリスー塩

酸緩衝液 (pH 8.5)で平衡化 したMonoQ HR 5/5 

(ファルマシア)陰イオン交換カラムに注入 した｡ 

0- 1Mの塩化ナ トリウムの濃度勾配 (Fig.1,2)

をかけ,流速 In且/分で溶出し,lmAずつ分取 した｡

セルラーゼ活性の検出された画分を集めSephadex 

G-15で脱塩 し,凍結乾燥 した｡これをMilliQ水 (100 

FL且)に溶解 し,塩化ナ トリウム (150mM)を添加

した50mM リン酸緩衝液 (pH 7.0)で平衡化 した 

Superdex75HR 10/30(ファルマシア)カラムク

ロマ トグラフィーを行った｡溶出条件は注入体毛等50 

FL且,流速 500FLb/分 ,分画体節500FLbで行った｡

セルラーゼ活性の検出された画分をSephadexG-15

で脱塩 し,凍結乾燥 した｡凍結乾燥は室温で行い,

その他の操作は 4℃で行った｡ 

6.電気泳動

精製 したセルラーゼ成分の分子丑をLAEMMLI法 

)5)に従いSDS-PAGE (ドデシル硫酸ナ トリウムーポ

リアクリルアミド電気泳動)で推定 した｡すなわち,

凍結乾燥 した精製セルラーゼを20FLbの変性用緩衝

液 (50mM トリス一塩酸接衝液 (pH 6.8), 8%グリ

セロール,I.6%SDS,0.001%ブロモフェノールブ

ルーと0.04%β-メルカプ トエタノール)に溶解 した｡ 

100℃で 5分間変性 した試料 (10FL且) と標準タン

パク (低分子丑キャリブレーションキット,ファル

マシア)を12%あるいは15% (W/v)アクリルアミ

ドゲルを用いて30mAで泳動 した｡泳動後,タンパ

ク質を銀染色キット (バイオラッド)で染色 した｡ 

7.シロ7リ体内における結晶性セルロース加水分


解率


蒸留水に溶解 したシロアリ組織 と後腸の部分精製

酵素液 (I.5m色)を 1.5m且の 2% (W/V)アビセルー

酢酸緩衝液 と混合 し,30℃で 6時間振 とうした｡遠

心分離により上澄み液を回収 した｡

グルコース,セロビオースの定見 ;上澄み液に含ま

れるグルコースとセロビオースを トリメチルシリル 

(TMS)化 し,ガスクロマ トグラフィー (GC)に

より定丑 した｡TMS化糖の分析は,SiliconSE-30

充填カラムを用い,130℃から230℃への昇温分析 (罪

温速度 5℃/分)で行った｡ 

8.シロアリ体内に存在するグルコース.トレハロー


スと酢酸の定量


職蟻 100頭を解剖 し,腸を摘出 した｡腸に付着 し

ている血 リンパを洗い流 し,中腸 と後腸に分離 した｡

各組織のホモジェネ- トを11,500×gで 3分間遠心

分離 し,上澄み液を回収 した｡全ての操作は 0-4

℃で行った｡

グルコース, トレハロースの定立 ;各上澄み液に含

まれるグルコースとトレハロースをTMS化 しGCで

定立 した｡TMS化糖の分析はグルコース,セロビ

オースの定立 と同じ条件で行った｡

酢酸の定立 ;各上澄み液を塩酸酸性にし酢酸塩を酢

酸へ変換 した後に,酢酸をGCで定温 した｡ UnisoI 

Fl200 (ジーエルサイエンス)を充填 したカラムを

用い,140℃から180℃への昇温分析 (昇温速度 10℃ 

/分)で分析 した｡

結 果

イエシロアリの消化管から調製 した抽出液中に検

出されたアビセラーゼ活性 ,CMCア-ゼ活性 とβ-



反応させた場合に,後腸を除いたシロアリ組織の部

分精製酵素により生成されたグルコース丑は,後腸

板倉修司 他 
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出液に含まれるセルラーゼ成分の陰イオン交換クロ

と2に示 し

ラーゼ成分が,また後腸からの抽出液からは 2種類

す成分 -15とT 4機構の成分 

1

ー1 

D-19

)9

-8


8


(

5,画分2-2 ,CMC7-ゼ活性のみを示す成分 )仁はβ
T3,画分1 ),および,β

およびセロビオヒ ドロラーゼの両活性を示す成分 陰イオン交換クロマ トグラフィーにより分離され

離された｡この中の 1成分 (画分2

-グルコシJ/-ゼ コシダーゼ活性も検出された｡
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考 察

唾液腺 と中腸に相当立のアビセラーゼ活性 と 

CMC7-ゼ活性が検出された｡この結果は他の下

等シロアリに関する結果)61171とはば一致 している

が,イエシロアリ体内のアビセラーゼの大部分 (約 

87%)は後腸内に存在するという吉村らの結果 91

とは異なっている｡吉村らは,下等シロアリに摂取

されたセルロースは前腸や中腸ではほとんど分解さ

れずに後腸に達 し,後腸内で共生原生動物の体内に

取り込まれ,原生動物の生成するアビセラーゼとシ

ロアリが分泌 したCMC7-ゼの作用により,原生

動物の体内において初めて完全に分解されると報告

している｡本研究では,後腸内だけで天然セルロー

スが分解されるのかどうか検討するために,後賜を

除いたシロアリ組織と後腸から得た抽出液と結晶性

セルロースを反応させて,生成するグルコースとセ

ロビオースを定立した｡その結果,シロアリ組織抽

出液でのグルコースとセロビオースの生成率は,倭

腸抽出液での生成率よりも高いことが見出された｡

これらの結果はシロアリの体のアビセラーゼ活性と 

CMC7-ゼ活性の50%以上が組織に検出された事

実と一致している｡

シロアリ体内に存在するβ-D-グルコシダーゼの大

部分が中腸 (約75%)で検出された｡また腸内に存

在するグルコースの約66%が中腸で検出された｡こ

れらの結果はシロアリに取り込まれたセルロースが

前腸と中腸でセロオリゴ糖まで加水分解され,主と

して中腸でβ--Dグルコシダーゼの作用でグルコース

へ分解されることを示唆している｡前腸と中腸でシ

ロアリの代謝に十分な丑のグルコースが生成される

という同様な結果が,下等シロアリであるヤマ トシ

ロアリ (RtIuLtre ptau)7eLcJ'emsse･tS1)と高等シロア

リであるNauJtT SWleJ))において報告さst'eme akT'8

れている｡一般に,昆虫においては中腸が栄饗累の

吸収組織であるので19),セルロースの加水分解によ

って生成したグルコースは中腸壁を通ってシロ7リ

体内に吸収されるものと考えられる｡また,シロア

リ体内に存在する トレハロースの約87%が腸以外の

組織中に検出されたことから,グルコースは組織中

では トレハロースとして蓄えられ,必要に応 じてグ

ルコースへ再転換されて利用されるものと推測され

る｡

下等シロアリは共生原生動物を除去されるとセル

ロースを単一の飼料として生存できないことが指摘

されており201,共生原生動物が下等シロアリのセル

ロースの資化に直接関与 していると考えられてい

る｡ しかし,本研究で明らかにしたように,後腸に 

は共生する原生動物とシロアリの双方に由来するア

ピセラーゼ,CMC7-ゼ,β-D-グルコシダーゼが

混在すると考えられることから,共生原生動物はシ

ロアリの生存においてセルロースの分解以外の重要

な役目を果たしていることが示唆される｡

陰イオン交換クロマ トグラフィーにより,シロア

リ組織には少なくとも5種頬のセルラーゼ成分が,

また後腸には少なくとも2種頬のセルラーゼ成分が

含まれていることが明らかとなった｡約350mM塩

化ナ トリウムで溶出された成分T5とHG2は,ど

ちらも強いアビセラーゼ活性とCMC7-ゼ活性を

示すが,その分子左とはゲル破過によりそれぞれ36.3, 

31.6kDa,またSDS-PAGEによりそれぞれ53.2, 

31.5kDaと測定された｡これらの結果により,後腸

から分離されたセルラーゼ成分HG2は,シロアリ

組織には存在 しないことが明らかとなった｡HG2

は原生動物体内で生成された酵素か,あるいはシロ

アリ腸内のセルラーゼが原生動物の体内で何らかの

修飾を受けた酵素であると思われる｡また,HG2

に関 してはゲル磁過 とSDSIPAGEで測定された分

子丑がほぼ一致していた｡シロアリ組織からは,級

腸には存在 しないセルラーゼ成分 (T2,T3)が

分離された｡これは後腸よりもシロアリ組織に高い

アピセラーゼ,CMC7-ゼ活性が検出された事実

と一致する｡ヤマ トシロアリでは,CMC7-ゼが

唾液腺から分泌されると報告されており21),T2や 

T3もイエシロアリ自身が生成し消化管内へ分泌し

ている可能性が高い｡

シロアリ組織と後腸抽出液のどちらにも,陰イオ

ン交換体のカラムに陳持されずに溶出された画分 

(T l,HGl)にアピセラーゼとCMC7-ゼ活性

が検出された｡これらの画分を再度MonoQ陰イオ

ン交換カラムクロマ トグラフィー (pH 8.5に緩衝

化)を行ったが,カラムに吸着されなかった｡この

ことからT l,HGlの等電点はpH 9よりもアル

カリ側にあると推測される｡

シロアリ組織 (T l,T2,T5)と後賜 (HGl)

より分離されたアビセラーゼ活性を示す画分には,

セロビオヒ ドロラーゼ活性が検出されなかった｡エ

キソ-1,4サグルカナーゼすなわちセロビオヒ ドロ

ラーゼは,結晶性セルロースに単独で作用し非還元

末端からセロビオース単位でセルロース鎖を加水分

解する酵素と定義されている｡シロアリから分離さ

れたこれら 4種のセルラーゼ成分は,結晶性セル

ロースであるアビセルをそれぞれ単独で分解できる

にも関わらず,p-ニ トロフェニルーβ-D-セロビオシ

ドをセロビオースとp-ニ トロフェノールに分解で

きなかったので,エキソ-1,4サ グルカナーゼとは異
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なった作用で結晶性セルロースを分解しているもの

と考えられる｡

後腸抽出液から強いセロビオヒドロラーゼ活性を

示す 4機構の成分が分離された｡ しかしこれらの画

分によって結晶性セルロースであるアビセルは全 く

分解されなかった｡セロビオヒ ドロラーゼは,結晶

性セルロースの非還元末端に作用しセロビオース単

位で糖鎖を切断する酵素を指すもので,これらの 4

他

天然セルロースが前腸と中腸でセロオリゴ糖まで加

水分解され,このセロオリゴ糖が主として中腸でグ

ルコースまで分解され,中腸壁を通ってシロアリ体

内に吸収されることを示している｡

陰イオン交換クロマ トグラフィーにより,シロア

リ組織から5種頬のセルラーゼ成分が,また後腸 (原

生動物を含む)から 2種類のセルラーゼ成分が分離

された｡シロアリ組織抽出液には,アビセラーゼと 

MC7-ゼの両活性を示すセルラーゼ成分C (3種成分はセロビオヒ ドロラーゼではない｡

-D-

類)
 

種頬),および主としてβ グルコシダーゼ活性を


C,MC7-ゼ活性のみを示すセルラーゼ成分 (1以上の結果が示すように,シロアリ体内に存在す

るアビセラーゼ活性を示す成分は,従来一般に言わ

れてきたエキソー1,4-β-グルカナーゼとはセルロース 示すセルラーゼ成分 (1種頬)が存在 していた｡後

に対する作用機構が異なっている｡不完全菌である 腸抽出液には,アビセラーゼおよびCMCア-ゼの

maree では結晶性のセルロースを非ise･
ihdtcoe
･tT 両活性を示すセルラーゼ成分 (l種棟)と,7ビセ

還元末端から順次セロビオース単位で切断する酵素 

(エキソー1,4才グルカナーゼ)と,非結晶性セルロー

スをランダムに切断する酵素 (エソ ト1,4サ グルカ

ナーゼ)との相乗作用によってセルロースが効率的

に分解されるという (エソ トエキソ説)｡ しかし,

本研究で用いた下等シロアリでは,これとは異なっ

たメカニズムによってセルロースが効率的に分解さ

れていることが明らかになった｡近年,セルラーゼ

ラーゼ活性,CMC7-ゼ活性およびセロビオヒ ド

ロラーゼ活性を示すセルラーゼ成分 (l種棟)が見

出された｡これらの結果から,原生動物体内のセル

ラーゼ成分とは異なるセルラーゼ成分がシロアリの

消化管内に存在 していることが明らかとなった｡
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