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　 347　　　　　偏性嫌気性糸状aSNeocalfirrrastix　frontaiisによる

　　　　　　　　　cellutolytic　enzyraes の生藤 （広大院 ・工 ・分子生命）

　　　　　　　　　○村上誠 、 申矗田豊 、 柿薗俊英 、 西羅尚道

　　【目的】 Neocaglimastix　rrontalistatSU食動物の ル ーメ ン内に 生息する偏性嫌気性糸状薗で

　 あり、 植物バ イオ マ ス 由来の 高分子 を分 解資化する能力を腐して いる 。 そ こ で塞研窕に

　　おい て は植物バ イオマ ス の 主饗構成成分を基質と し、ホ菌によるcellulo騨 c　enzyme の 生

　 産につ い て 検射 した 。

　　【方法］ 供試蠹株 として はMfrontafis（ATCC76100 ）を期い た 。培地 は ceMul  se を基質

　　とした複合培地を絹い 、 培養は完全嫌気条俳下 、 39 ℃ 、 pH6 ，9で 行 っ た 。 薗体増殖は水

　　素生産量か ら見積も り、酵藁活性 （Avicelase，
　CMCase ，　Xylanase， β一giucosidase）はDNS

　　法 によ り 、 発酵生蘆物はGC 、　HPしCに よ りそれぞれ測定 した 。

　　【結剰 　まず 、 樋物バ イオマ ス を構成する種々 の 物質 につ い て 、 その 分解活性を検討 し

　　た ところ 、 ceSluloseにおい て鍛も高い 酵蠹（CMCase ，
　Xylanase）濡牲が得 られた 。 次に、

　　種々 の celluiose 濃度で 本菌 を培養 した ところ 、 4．0（g／1）以上で 高い 堪殖 、 酵索活性が得

　　られ たが、それ以土 の 濫度で はpHが 大き く低下 し 、　 celluiose の 残存がみ られた 。 そ こ で

　　pH を本菌 における至適領域（6．9）に制御し 、 その 酵素生 産 につ い て検討で ある。

　　Pr◎duction。f・ceilul◎tytic　enzymes 　by　anaer   bic　fungus，　Neocatlimastix　th・ntalis

　　OMakoセo　Murakami，　Kitaka　Nakashimada ，　Toshihide　Kakizon◎　and 　Naomichi　Nishio

　　｛Dept．Mol，Biotechnol．，　Grad．Sch・Eng ・，卜｛iroshima　Univ・）
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【呂的Σ我々 は既に rrichoderma　reesei が生藤す る低分子量 エ ン ドグル カナ ーゼ （EGL ）の選伝

子の ク ロ ーニ ン グ、大脇菌および酵碍 で の 髭規 を行っ て い る
t）

。 今回は EGL の 部位轉異的変異

体を構造と機能の研兜 に薦 い るため に、大腸顴 を宿主として EGL の最羶な斃規粂件を検討した 。

匿方法およ び結果］登瑤ベ クター一；：挿入する 臼創 構造選伝子 はシグナ ル配粥を取 り除 い た成熟

EGL の もの を用い る こ ととし、　 T．　reeseiQM94i4 櫞の cDNA を鋳型とした POR 爛輻に よ っ て

取得 した 。 増幅産物をtac プロ モ ーターまた は T7 プロ モ ーター下流 に配置 した 3種類の プラス

ミ ド壷作成 した 。 得 られたプラス ミ ドを鵝 い て 5種類の大嬲菌 を形質転換 した 。

　大腸菌形質転換体 を液体培地で IPTG を添笳 して培養 した後 、 菌体破砕液に つ い て CMCase

活性 を測定した結果 、 tac プ籔モ
ーター使馬の 齒コ ピー数プラ ス ミ ドと大腸菌 JM 粉 9 橡の組合

せ で最大濡性 56mU ／rnL −culture を得た 。 しか し 、
こ の 条件下 で 矇GL は正 鴬 な折り畳み がな さ

れた活惟型が少な く、 大量の封入体 を形成 して い た 。 封入 体を可溶化 。 冓生 す る条件 を検討 し

たとこ ろ、尿素で可溶化 した後に 尿篥濃渡を低下 させ りフ t 一ル ディ ン グさせ るこ とによ っ て、

524mU ！mL −culture の 活性 を得るこ とがで きた 。
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