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1p−AMI　　 嫌気性細菌の 機能を駆使 したバ イオ マ ス の有効利用

　 　　 　　 　0 大宮　邦雄

　 　　 　　 　 （名城 大 ・農学 ハ イテ ク リサ
ー

チセ ン タ
ー

）

1p−AM2　　 生物磁 石の 利用に 関す る基 礎的研究

　 　　 　 　　O松 永　　是

　 　　 　 　　 〔東京農工 大院 ・工 ）

嫌 気性 細菌 を数株単離 し、1）こ れ らの セ ル ロ
ー

ス 系バ イオ マ ス 分解酵素お

よび 遺伝子 を解析 し、新規 の 酵 素や ドメイ ン の 機能 を見 い だ した。こ れ に

基づ い て 、2＞セ ル ロ ソ
ー

ム の コ ヘシ ン ・ドッ ク リン の 種特異的結合機能 を

応 用 し た酵 素の 配列 （人工 酵素 の 構築） と CO2 固定への 応用、　S）イネ植

物体に セ ル ラ
ーゼ 遺伝子を導入 しイネ藁の 消化促進、お よび 4）ヒ ドロ ゲ

ナ
ーゼ 強化組換 え菌によ る水素ガ ス 生産 を行 うための 基盤研究 を行 っ た．

1．嫌気性細菌 由来 の セ ル ラ
ーゼ 遺伝子 とそ の 酵素機能の 解析

　 セ ル ロ
ー

ス を 炭 素 源 とす る 培 地 を 用 い て、反 芻 胃 嫌 気 性 細 菌

Ruminococc’us　albtasをジ ャ
ー

フ ァ
ー

メ ン タ
ー

で嫌気培養す る条件 を確 立し て

多量の 菌体 と酵 素液 を確保 し、エ ン ドグル カ ナ
ーゼ Egl を単離精製 し、そ

の 遺伝子 6gノを ク 卩
一

ニ ン グ し解 析 した。さ らに 本菌 の eglV の 触媒 ドメイ

ン 領域を、堆肥 より単離 した Clostndium　stercora ．riumの キ シ ラナ
ーゼ 遺伝子

の セ ル ロ
ー

ス 結 合 ドメ イン 領域 に連結 しキ メ ラ の セ ル ラ
ーゼ を構築す る こ

とに より、EgIV に 不 溶性セ ル ロ
ー

ス への 吸着能 を付与 し、分解活性 を高

め た。ま た、ク イ 国 の 堆 肥 よ り 単離 し た α鰯 顧 跚 ．iosui（新 種 ｝、　C．
∫tercorarium　rsよび C．伽   昭 伽 賜 か らも 20数種 のセ ル ラ ーゼ や キ シ ラナ ー
ゼ 遺伝子 を 単離 し解 析 した 。
2．セ ル ロ ソーム 形成機構 の解析 と人 工酵素の 構築

Cヴ05痂 や G．　thermocallurtの酵 素複合体 （セル ロ ソーム ）を構 成す る骨 格 タ

ンパ ク 質 に は コ ヘ シ ンが 存 在 し、これ らは酵 素 を結 合 す るサ イ トで あ る

ド ッ ク リ ン との 結合 特 異性 が 高 い こ とを 明 らか に した．これ らの 中か ら結

合 特 性 が 異な る 3 種 の コ ヘ シ ン を選 び 、キ メ ラ の 骨 格 タ ン パ ク 質を 遺伝 子

組換 え法で 構 築 し、そ れ ぞ れ の コ ヘ シ ン に 対結 合する ドッ ク リン が 特異 的

に 結 合 す る こ と を 証明 し た．つ い で 一
種 の ドッ ク リン に ギ酸デ ヒ ド ロ ゲ

ナ ーゼ を結合 した 融合 酵 素 を生 産 し、設 計 どお ワに キ メ ラ骨格 タ ン パ ク 質

上 に配 列 で き る こ とを 確認 し、酵 素 の 逐次反応 を 効率 的に進 め GOg 固定 を

行 うた めの 人 工 酵 素 複合体 構 築 の 基 礎 を 築い た 。
S．嫌 気 性 細 菌酵素 の植 物 で の 発現 と消化性 の 促 進 　イ ネ藁の 消 化性 を 高

め飼料 化の 可 能 性 を探 るた め に 、C．　stercot ’arium の キ シ ラナ ーゼ 遺伝 子 を イ

ネカ ル ス に 導入 した 。本 遺伝 子 の シ グナ ル 配列 は イネ で も機能 した た め に、
発現 した キ シ ラ ナ ーゼ が 細 胞 外 に 分泌 され 組 換 えイ ネ は 2 週 目 に枯死 し

た 。こ の た め 、シ グナ ル 領域 を はずす と キ シ ラナ ーゼ は細胞内 に貯留 され 、
稲 の 生 育は 野生 株 と「司程度 とな っ た 。こ の 組換 えイ ネは ヤ ギ反 芻胃に お い

て 微生 物の 吸着性が 高ま り、消化性が 向上 した 。
4．遺 伝 子組 換 えに よ る嫌気 性 キ チ ン 分解細 菌の 水素生 産 能 の 改善

　 エ ビ殻や キ チ ン を分解 し水 素 ガ ス を生 産 する Clostridi” mParaPutnficum を

海 浜 土 壌 か ら 単離 した ．本 菌 は 1 モ ル の N一アセ チ ル グル コ サ ミン か ら 1．7
モ ル の 水 素 ガ ス を生 産 した 。本 菌 の 形 質転 瞑 系 を構築 し、親株 の キ チ ナ ー
ゼ や ヒ ド ロ ゲナ ーゼ活 性 を 強 化 し 、水 素 ガ ス 生 産 能 を 1．7 倍高 め る こ とに

成功 し、未 利 用 資源 か ら ク リーン な エ ネ ル ギ ー物 質 を回 収 する 基礎 を 確 立

し た。ま た 、ゴ ミ固 形燃 料 （RDF ）や 生 ゴ ミか ら水 素 生 産 能 の 高い 嫌気 性 菌

を 見 出 し、そ の 生 産 条件 を確 立 し てい る。

近 年 、バ イ オ プ ロ セ ス に よっ て 形 成 され る無 機 材 料
“
バ イ オ ミネ

ラル
”
に 関す る研 究が 注 目 され て い る。バ イ オ ミネラル の 核 形成、

結 晶成長 な ど を遺 伝 子 ・タ ン パ ク質 レ ベ ル で解 明 す る こ とで 新 た

なバ イ オ ミネ ラル 創製やバ イ オ プ ロ セ ス の 構築が 可 能 となる。筆

者 らは脂質膜で 覆わ れた マ グネ タイ ト（磁 性細菌粒子 ）を 生合 成す

る磁 性 細菌M αgnetosPirillum　ntagvzeticum 　AMB −1株 の 分離 ・純 粋培

養 に 成功 し 、磁性細菌 に お い て 初 めて 遺伝子組 み 換 え系を確 立 し

た。マ グ ネ タイ ト合 成 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 の 解 析 を 行 っ た結

果、磁性細菌粒子 膜 に 局在す る 鉄輸送タ ン パ ク質 MagA 、膜 小胞

形 成 に 関与 す る MpsA ，　Mms16 を見 い だ した。ま た、マ グネタ イ

トの 結晶化 を司る タ ン パ ク 質Mms6 を 発見 し、マ グネ タイ トの 形

態 を制御 して い る こ と を 明か に した。こ れ らの 成果 を も とに 膜小

胞 内で Mms6 を用い 、　 MagA が 輸送す る鉄イオ ン を原料 と して マ

グ ネ タ イ トが 結晶成長 す る生 物 磁石 の 形 成機構 を提 案 した。現

在、磁性細菌 の 全 ゲノ ム 解析 の デ
ー

タを基 にマ グネ タイ ト合成 に

関与 する遺伝子 及 び タ ン パ ク質の 網 羅 的 な解析を 行い 、結晶形成

の 全過 程 の 解 明 が進行 中で あるe さ らに磁性細菌 へ の 遺伝子 導入

技 術 を利用 し粒子 膜 に 有用 タ ン パ ク質 を デ ィ ス プ レ イ し た 磁性

細 菌粒 子 の 生 合成技 術 を確 立 した．こ の 技 術 を用 い て プ ロ テ イ ン

A や G タ ン パ ク質共 役 受容体 をデ ィ ス プ レイ した 磁 性 細 菌粒 子 の

作 製に成功 して い る。さ らに磁性細菌粒子 を磁性担体 と して 用い

たSNPs解析装 置、糖尿病診断装置 を構築 して い る。　 SNPs 解析装

置 に つ い て は、骨 粗鬆 症の 診断 や マ グロ の 魚種判別 などで 実証 さ

れ 、本年度 実用化 を予 定で ある。
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