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IE16−5 イオ ン 性液体 中に お け るセ ル ロ ース の 酵素分解
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（目的） cellobiose 　phosphorylasc（EG 　2．4．］．2U）は セ ロ ビオ ー
ス を加 リン

酸分解 し、g且ucosc 　l−phosphateお よび g］ucose を 生 成す る反応を触媒する、
同 時に 逆反応 に よ って ヘ テ ロ オ リゴ 糖が生 成す る こ と が知 られ てい る．本

酵素は 、細菌Cettviinie　gttvzasの 菌体内に存在 し、その 菌体抽 出液か ら得 ら

れ る が 、酵素生 産 性が 低い た め 、酵素の 大量生産な らびに安定化が 望 まれ

て い る．本研 究で は 、本酵 素を各種の 不溶性担 体に固定化 し．酵素 の 安定

性、酵素化 学的 性 質 を 検 討 し たu （方 法 と結 果）細 菌 Cetlvibtio　sntvus
ATGC 　l3127の ゲノ ムDNA か らcellobiose 　phosphorylase（CBPasc）遺伝チ

をク ロ ーニ ン グ し、大腸菌 発現 ベ ク タ
ー
pET3d に組み込み、組換 えプラス

ミ ドpETSd ・GBP を作成 した．本 組換 えプ
．
ラス ミ ドによ り形質転換株 を取

得 し、大腸 菌に よ るCBPasc生 産系 を構築 した．菌体抽 川液 か ら硫安沈 殿に

よ り粗酵 素 を調製 し、得 られた粗酵 素 を CNBr 活性化 アガ ロ
ー

ス 担体、
Epuxy活性化ア ガ ロ ース 担 体、　ThioprDp ＞

・1re性化 担体等の 不溶性固定化担

体に 結合 させ た。こ の うち、Thiopropyl 活性化担体 に結合 させた もの は 、
蛋 白質の 約7D％が 結合 し、活性保持率 は約2％で あった。こ れは渚性発 現に

必要な一SH 基が結合反応 によ っ て ブ ロ ッ クされ活性低 下が起こ るた め と考

えられたc 得 られた固定化 酵素に つ い て 温度安 定性．酵素化学 的性質を検
討 して い る．なお、本研究は 生研 セ ン タ

ー
異分 野 融合研 究事業の 支援を受

けた もの で あ る．

【緒言】近年新規 な溶媒 と して注 目されてい るイオ ン 性液体は、常温付近で

液体 状態 にあ る溶融塩 であ り、カチオ ン 種 とア ニオン 種か ら構成 され る。
イ オン 性液体 は、蒸気圧 を持 たず、有機物や無機物、高分子な ど多様 な物

質 を溶解 させ るため、有機反応や難溶性物質 の 酵素反応の 溶媒 と して の利

用 も期待 され て い る．酵 素に よるセ ル ロ
ー

ス 分解 は、バ イオ マ ス の 有効利

用法 の
一

つ で あるが、反応速 度が非常 に遅い こ とが問題 となって い るc こ

の
一

因 として 、セ ル ロ
ー

ス 分 解酵泰が水溶性 で ある の に対 し、基質で ある

セ ル ロ
ー

ス が水に不溶 で ある こ とが挙 げ られ る。本研究で は、セ ル ロ
ー

ス

がイオン 性液体 に溶解す る とい う報告
1〕に基づ き、これ を溶媒 と したセ ル

ロ
ー

ス の 酵素分解実験 を試 み た。【実験 と結果 】まず、ア ニ オン種 の 異 なる

数種 の イオ ン性液体 に 対す るセ ル ロ
ー

ス の溶解性を比較 した。そ の 結果、
セ ル ロ

ー
ス を溶解させ る には ア ニ オンサイ ズ が小 さい イオ ン性液体が適 し

て い る こ とが分 か っ た．次に 、セ ル ロ
ー

ス を溶解させ たイ オン性液体 中で

酵 素分解を行 い 、分解に及 ぼすイ オン性液体 の ア ニ オ ン種や酵素種、初期
基質 濃度お よび酵 素濃度 の影 響に つ い て検討 した。そ して 、分解速度 を向

一ヒさせ るた め に は 、ア ニ オ ン の 求核性が 低い イ オ ン 性液体を用 い る こ と、
結晶性 セ ル ロ ー

ス に対する活性が 高い セ ル ラ ーゼ を用 い る こ と、反応系に

添加 する総酵 素濃 度を増加 させ るこ と、が 有効で あ る こ とを明 らか に した ．
D　R ．PSwatl   ski 　eし a 且．」．Am ．Chem 、Sec．，124，4974 （2002）
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【目的 】酵 母 は 様 々 な 物 質変換反応 を 行 うこ とが で きる生 体触媒 とし て 有用

で あ るが 、有機溶媒 には 弱 い 。そ こ で 、我々 は 有機溶媒下、す なわち野生

株 で は 生 育 で きな い 環 境 で も通 常通 り生 育す る出芽酵 母 Saccha，romvces
cerevisia ．e を用 い て そ の 特徴 に つ い て 調 べ た u バ ク テ リア に おける有機 溶媒

耐性機 構の 1 つ と して 細胞 表層の 変化が 報告 されて い るが 、こ の 有機 溶媒

耐性酵母 にお い て も野生株 と比 べ て 細胞表層の 有機溶媒に 対す る親 和性の

変化が 見 られて い る 〔D 。しか し、耐性機構 の 詳細な分子メ カ ニ ズ ム に っ

い て はま だ 分か っ て い な い た め ．本研究で は DNA チ ッ プ を用い た転 写 レ ベ

ル で の 網羅的解析を行い 、有機溶媒耐性獲得機 構を明 らか に しよ うと試み

た ．【方法と結 果】通常の 培地で 生 育 させ た野生株、通常の 培地で 生育 させ

た 有機溶媒耐性株、有機溶 媒 を含む培地で 生育 させ た有機 溶媒 耐性株 を用

い て ．DNA チ ッ プ に よ り遣伝子発現プ ロ フ ァ イル の 比 較を行い 、野 生株の

耐性化に よ る遺伝子発現の 変化 と耐性株に おける 有
．
機溶媒に よる遺伝 子発

現への 影響を検出 した 、今 圏は 、転写 レ ベ ル の 変化をま とめ、耐性 を もた

らす と考 え られ る 14 個の 遺伝子の 特定 とその 翻訳産物の 特性 に つ い て ま

と め る と と もに．耐性 の 再構 築戦 略につ い て 遺伝 ア レ ベ ル で 考察 を行 っ た。
ω Miura 　et　al．　Appl ．　Environ 、　Biotechnol ．66，4883 −4889 〔20UO）

【目的 】近年、有機溶媒一水二 相系を利 用 した微 生物の 発酵技術 を、医薬 品

合成 な どの 反 応プ ロ セ ス に 利用す る研 究が進 んで い る。こ の プ 卩 セ ス で は

微 生物が有機 溶媒 に 対 して 耐性を持 つ こ とが重要 となる。われ われは微生

物 の 有機 溶媒耐性機構 の 解明を 目指 して 、DNA マ イ ク ロ ア レイ で 大腸 菌の

有 機 溶 媒 接 触 後 の 時 系 列 遺 伝 子 発 現 デ
ー

タ を と り．こ れ ま で に

glPC，PurRgiik4な どの 遺伝子 が有機溶 媒耐性 の 獲得に 関連 して い る こ とを

発 見 した。これ らは い ずれ も糖の 代謝 反応 の
一

部に 関連 した遺伝 子で あ っ

たため 、木研究 で は？hosphOtransferase　syStem を担 う遺伝子 に焦点を絞 り、
そ の 中で も発 現 量変化 の 著 しか った monXYZ に注 目 して 評価 を行 っ た 。【方

法お よび 結果1 大腸菌JA30eesに 遺伝 子 導入 し、ヘキ サン 重層 に よ る コ ロ

ニ
ー

形成法で 耐性 度を 評価 した。manX ．nmnY ，manZ をそれ ぞれ 単独で 導入

した 揚 合は 耐性度に 変化 は なか った が 、tuanxrz を 共 発現 させ た 揚 合は耐

性 度が向上 した．炭素源 を グル コ ース か らマ ン ノ ース に代 えて も同等 の 耐

性 度の 向上が認 め られ た。こ れらの こ とか ら、ManXYZ の 働 きが有機 溶媒

耐性度に 関連 して い る こ とが示 唆 され た．続い てヘキ サ ン 援触30分後の 細

胞内ヘキ サ ン 濃度を測定 したが、lnan ，X ｝／Z 導入に よる ヘキサン 取 り込 み 量

の 減少は 見 られなか っ た。引 き続き、鯣砌 X7Z 導入 に よ る有機溶 媒耐性度

向．Lの 機構に つ い て検 討中で ある 。

Analysis 　of 　genes　involved　in　organic 　solvent 　telerance 　in　Sacc加 ro −
m りces 　ce 「eVtStae

　QKouichi 　KUROD 氏 Ken 　MAIISUI ，　Shinya 　TERANISHI ，
　Takashi 　HIRANYtXMA ，　M 玉tsuyoshi 　UEDA

　（Dix，．　App1．1．ife　Sci．，　Grad、　Sch、Agric．，　Kyoto　Uniの

Increase　of 　organic 　solvent 　tolerance 　by 　overexpression 　ofmanXTZ

in　Escherichia 　co 麗．
　OMasaki 　KURIMOTO ，　K としzunori 　SHIMIZU ，　M　 ina　OKOCHI ，
　Hiroyuki 　HONDA

　〔Dept ．　Biotech．，　Grad ．　S⊂h．　Eng ．，　NagDya 　Univ ．）

Key 　words 　org 〜mi 匸 solvellt 　tolerance ，　DNA 〔hip，　profiling，
SaccharomFces　cerew

’
slae

Key　words 　 Eschen
’
chia　coli，　organic　solvent　t．olerance，　vntnX ｝7

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


