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【目的】 ，近年イタ リアで単離された超高度好熱菌伽   写 加
’
鰯 は 、 嫌気条件

下で 100℃を至適温度と して増殖する。 本歯の特徴は菌体外へ の耐熱性酵素の 分泌生産

能にあり、 本研究で はこ れらの 中か らα
一ア ミラーゼ、 プル ラナ ーゼ 、 セ ル ラーゼ 、 お

よ びプ ロ テ アーゼの 4種をターゲッ トと し、 その高濃度連続生産系の 構築を目抬 した。

【方法】　ノr伽
野
鰯 、mSM　3638株をバ イアル瓶、 および四 ッ ロフ ラス コ を用い た リア

クターにおいて 95℃で嫌気培養 した。 増殖はODs7eおよび生細胞数によ っ て 追跡 し、 培
養系の 酢酸濃度は GC に よ っ て 、 また残糖濃度はフ ェ ノールー硫酸法に よ っ て ぞれそれ

分析した。 上記 4積の 酵素活性はそれぞれ ス ターチ 、 プル ラ ン
、 CM 一セ ル ロ ー

ス 、 お
よびアゾカゼインを基質とし、 その 酵素反応物の生成量を基準と して 算出した。

【結果】　 まずバ イアル レベ ル で One−at −a−time法 による培地の 最適化を行い 、 ミネラ

；ルや増殖困子などの 濃度を改変 し、 約25％の菌体量の増加をみた。 次に 、 この 改変培地
を用いた開放系回分培養に おい て 、 ス タ ッ トpH の変動が発酵バ ラ ンス と酵素活性に及

，ぼす影響を調べ た。 菌体収率Yx／s は至適 pH の 7 で最大（0，27）で あっ たが、 これ より
、酸性卸で は代謝が異化側に シ フ トして 酢酸収率，YHAc／s が高 く（0．5．）な り、 同時に糖質

野譱靉誇畠黎礫狸劣彎暑享弊鞍韓灘毬糖吸解赱耄懿螽繦
があり、 こ の とき総タ ンパ ク分解活牲 325U／ 1を得た 。 現在 、 ケモ ス タ ッ ト連続培養
における各穂の操作パ ラメータ （D 、 Sなど）の 影響に っ い て検討中で ある 。
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【目的】 イ ネα
一amylase 　isozyme の

一
つ で ある Amy1A に は 糖鎖結 合部位が 一カ所 存在

し て お り ． 糖鎖の 酵簔活性 に及ぼす影響を研究する の に適 し七い る 。そ こ で 、部位 特異
性変 異によ り 、 糖鎖結合部位 を改変 した変 異酵 素 を作製 し、両 者 の 熱宏定 性、反応動力
学定数 を比較検M する こ とによ り糖鎖の 酵素反応 におけ る機能 につ い て 明 らかにす る こ

とを目的と した ．

｛方法及び結果 】部位 特異牲変異によ りAmylA の 糖鎖結合部位 NGT をQGTに改変 し
た 。 酵 紊は酵母 によ り分泌生産 し 、 免疫ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ トグラ フ ィ によ り精製 し
た ・ SDS “PAGE により精製標品が単一・・バ ン ドで ある こ と、変異酵 素は糖鎖を持たな い こ
と 、 糖鎖の分子 量は約3000 で あるこ とを確翻 した 。 変異体で は 熱安定性かs低下 す る こ
とを明 らiかに した他 、 変異体酵素 と野生型酵素で は可溶性デン プンに 対する動力 学定数
の 温度依霧性が著し く異なる こ とを見いだ した 。 こ の こ とは糖鎖の 存在が酵累の 基質認
識特性．加永分解効率 に大きな影 響を持 っ こ とを示 して い る 。立体 構造の 明 らか にな っ

て い るダ カア ミ ラー
ゼ との 比較 によ りA 而y等Aの糠鎖は 活性ク レフ ト近傍の 酵素表面 に結

合 して いiると示唆され 、 糖鎖 の 基質で ある 可溶性デ ンプ ンとの 相 互 作用 （tよ りこ の よ う
な影響が覲れたと考える こ とがで きた 。
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