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724 パ ン酵母 の 解糖 系を利用 す るグル コ
ース か らの 2一デ

オ キ シ リボース 5 リ ン 酸 （DRsP ）の 効率生 産
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【目的】木質系セ ル ロ
ー

ス 資 源の エ ネル ギ ー
原 料や 化学原料 と して の 利 用

は 、エネル ギ ー
問題や環境問題 を解決す る手段の

一
つ と して 注 目 され て い

る．木質系セ ル ロ ース 資源はセ ル ロ ース 以外 に もヘミ セ ル ロ ース や リ グ ニ

ン な どの 様 々 な成分 を 含んで お り、木質系セ ル ロ ース 資源 を分 解利 用 す る

際 にはこ れ らの 分解 も必 要と なる．そ こ で 本研究 で は ヘミセ ル ロ
ー一

ス の 主

成分 で ある キシ ラ ン に注 目し 、こ れ を分解す る酵素 を酵母の 細胞表層 に提

示 す る こ とで キ シ ラ ン の 分解 が可能 な酵母 の 創製 を試み た．
【方法 及び 結果】Tfichode　ma 　rt／es‘／i 由来の キシ ラナ

ーゼ II（XYNII ）及 び

AsPe・rgittzts 　otl’vae 由来の β
一キ シ ロ シ ダ

ーゼ （Xy 臥 ）を細胞表層に 提示 す るプ

ラ ス ミ ドpWCSx7・nlI と pUCSxyth を構築 し た ．得 られた 発現ベ クタ ーを

酵 母 Saccharom）ces　cet
’
evisiae　NIT8 ．1 に 導入 し、　 XYNII 及び XyH を共 発現

させ た （MT8 −1〆［pWGSxynll ，　pUG9．　xy ！Al）、．　XYNII ・X ｝
・叭 共猛示酵 母 の プ

レ
ー

トア ッ セ イ及 び キ シ ラン 加 水 分解活性 の 測定 に よ り、共提示酵母 は キ

シ ラ ン 分解能を賦 与 され た こ とが確 認され、また TLC に よ る キ ン ラ ン 加

水 分解産物の 分析 に よ L）．主 な分解産物 は キ シ ロ
ー

ス で ある こ とが 確認 さ

れ た 、，

【目的 】2・デ オ キ シ リボヌ ク レ オ シ ドは 〔dNS．　）は PCR の 普及、ア ン チセ ン

ス 医 薬や 抗 ウイル ス 剤 の 開 発 に伴 い 、そ の 需 要 の 拡大が 期待 され て い る 。
我 々 は dNS 生産 の 鍵とな る 5一デオ キ シ リホ

・一
ス 5 リン 酸 （DR5P ） を安

価 な原 料 か ら酵 素合成 する プ ロ セ ス を検討 してお り、目的 にか な う酵 素ア

ル ドラ ーゼ （2−deoxyribosc　5−phosphat．e　aldolase ；DERA ） を 高発 現す る

大 腸菌 （pTS　8　noB5 株 〉 を 構築 して い る。本 研 究 で は DERA 反 応 の 基

質 とな る ト リオ ー
ス リン 酸 を 酵丹解糖系を 用い て 供給 し、アセ トア ル デヒ

ドとの ア ル ドール 縮合反応 に よ り DR5P を 経済的か つ 効率 的に合成す る こ

とを 検討 した ．
【方法

・
結果】フ ル ク トース 1，6−2 リン 酸 （FDP ） や トリオ

ー
ス リン酸 な ど

の 解糖系の 中間体は DERA 高発現大 腸 菌の 解糖 系 を 経 て DERA 反 応 の 某

質で ある D 一グ リセル ア ル デ ヒ ド 9．リ ン 酸 へと変換され た。：れ ら解糖 系

中間体の 供給に 、パ ン 酵 母 の 発 酵 エ ネ ル ギ ーを利 用す る こ とを検討 し、反

応条件の 至 適 化を 試 み た。トル エ ン 処 理 パ ン酵 母 菌 体 を 用 い る 至適条 件下

で は 、触 媒量 の AMP 添加 の も と、高 濃度 の グル コ
ー

ス 1．2　M と リン 酸緩

衝液 〔〕．75M か ら約 6eo　mM の FDP を含む グル コ ー
ス 発 酵液を調製す る こ

とが で きた 。こ の グル コ ー
ス 発 酵液 と ア セ トア ル デ ヒ ドを基 質 とし た

DERA 反応 に よ り約 2D （j　mM の DR5P を 生 産 す るこ とが で き た。
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【日的1セ ル ロ
ー

ス 系バ イ オ マ ス 資源 は 、地 球上 に 最 も多量 に 存在 する 再 生

産可能 なバ イオ マ ス 変換 エ ネル ギ ー一と して 脚光を 浴び て お り、中で も発酵

法 に よ り得 られ る エ タ ノ
ー

ル は ク リ
ー

ン なエ ネル ギ ーと して 注 目 され て い

る。本研 究で は 、酵 母細胞表層 にセ ル ラ
ーゼ を共発現 させ るこ とに よ り、

不溶性 で あ るセ ル ロ
ー

ス を効率 よ く分解で き る酵母 菌体触 媒の 開発を 試 み

た。
【方法及び結果】糸状菌

’
1
’
richede・rma 　t’eesei　di来エ ン ドグル カナ ーゼ II （F．GII 〕

とセ ロ ビ オ ヒ ドロ ラ
ーゼ 11 （CBIIII ） をそれぞれ α ．ア グル チ ニ ン との 融

合 タン パ ク質 と して酵母 Sα・ccha・）’otn）ces　cerevts・ine　 MT8 −1 の 細胞表層に 共 発

現させ た．蛍 光抗体 染色 した 酵母 細 胞 を蛍光顕微鏡に よ る観 察 や フ ロ ーサ

イ トメ トリ
ー

に よ り、EGII と CBHII の 表層提示 を 確認 した s リ ン 酸膨 潤
セ ル 卩

一一
ス に対す る活性測定 を行 っ たとこ ろ、EGI1 −GBHI1 共発現酵母 は 、

EGII 発現酵母 に比 べ て非常 に高い 活性 を示 した。また 、　 CBHII 発現酵母
で は 還元糖が 検山 され ない が 、EGII との 共 発現 に よ り相 乗的 に 分解 能 が

向上 し た。以上 の 結 果か ら、EGII −GBHII 共 発現 に よ リイ・溶性セ ル ロ ース

に対 し て 分解活性 の 向上 した 高機能酵母 を創製で きる こ とが 明 らか とな っ

た。

【凵的 】近年 、地球 環 境 問題 等 に対 応 したバ イ オ マ ス 変換 ヱ ネル ギ
ーが 注 目

を浴 び て い るが 、中 で も 発酵 法 に よ り生 産 され るバ イ オーT一タ ノ
ー

ル の 開発

が 早 急 に 望 まれ て い る。本 研 究 で は 、デ ン プ ン分 解酵 素で あ る ア ミ ラ
ーゼ

を酵母 の 細胞 表層も しく は 分泌 発現す る ア
ー

ミン グ酵 母を育種 し、無蒸煮

デン プ ン か らの 高効 率 エ タ ノ ール 生産 プ ロ セ ス の 構築 を 目的 とし た．
【方 法 及 び 結 果 】生デ ン プ ン に 対 し卓越 した 分 解能 力を も つ StrePt・ococcas
bovisl48出来 α

一ア ミラ ーゼ と R傭 妙 協 の z砌 由 来 グル コ ア ミラ
ーゼ を細

胞 表 層 も し くは分泌 発現する ア
ー

1 ン グ酵母 を構築 し、エ タノ
ー

ル 発酵実

験を 行 っ た ．そ の 結果、α
一ア ミラ

ーゼ を 分泌発現、グル コア ミ ラ
ーゼ を

表 層 発 班 させ た酵 母 で は 、無蒸煮 デン プン よ 1〕高効率 に エ タ ノ
ー

ル を生産

で き る こ とが 明 らか とな っ た ．
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