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IBp14　 バ ク テ リァ セ ル ロ
ー

ス と他の 結 贔性 セル ロ
ー

ス と して の
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【背 景及 び 目的】セ ル ロ
ー

ス は、自然 界に 最 も豊 富 に存在 し、天 然で は数十か ら

数 自本の セ ル ロ
ー

ス 分 子鎖が 集 ま っ て微小繊維 を形成 し て い る。その 分子鎖 の

数が セ ル ロ
ー

ス の 結晶化度 に大 き く影響す るが 、特 に結 晶化 度の 高い セ ル ロ
ー

ス 微結品は 高強度が 期待で き る と さ れ、樹脂や バ イ オ プ ラ ス チ ッ ク等 の 材料分

野等で 注 目 され て い る。我 々 は これ まで にマ ボヤ 、シ オ グサ の セ ル ロ
ー

ス 微結

晶に つ い て 研究 して きた が 、本研究 で は、新 た に酢酸 菌由来 の バ ク テ リ ア セ ル

ロ
ー

ス （BC ） の 結品化度、水分散性、酵素糖 化性 等 を調 べ 、他 の セ ル ロ
ー

ス 微

結品 と比 較 した c

【方法及 び 結果】BC を透過 型 電 r一顕 微鏡像 に よ っ て観 察 した と こ ろ、網 目状 の

微小 繊維構造 が 観察 され た‡マ ボ ヤ の 外 套膜、シ オ グ サ の 細胞壁 、木 質 （ア ビ

セ ル ）の セ ル ロ
ー

ス 微結晶 と比 較 して 長時 間水 中に 分散 し続けた 。F丁一IR ス ペ

ク トル 解析 に よ り1α 構造 の ピークが 検出 され 、X 線結 晶構造解析 に よ リア ビ セ

ル の 1．3 倍以 上 の 結晶化度が 得 られ 、結晶性セ ル ロ
ー

ス と して の 物性 を示 した。
子嚢 菌 Trichoderma 　“z．e．sei 由来の 精 製セ ル ラ

ーゼ を用 い て 糖化処理 を した と こ

ろ．よ り結晶化 度の 高い マ ボ ヤ やシ オ グ サの セ ル ロ
ー

ス 微結 晶に 近い 分解 曲線

を得 た。ま た、シ ロ ア リ腸 内微生 物 の 粗 酵素 液を用い た とこ ろ 、マ ボ ヤ 及び シ

オ グサ 由来の セ ル ロ
ー

ス 微結 晶の 分解は 一
定の 分解率 で 止まる の に 対 し、BC は

100％分 解 され た 。
これ ら の 結 果か ら、BC は 高い 結晶性 を有 しか つ 生 分解性 に優 れ 、環 境負荷の

小 さ い ポ リマ
ー
材料 等の 候補 に な り得る と考え られた 。

【目 的】リグ ノセ ル ロ
ー

ス パ イオ マ ス の 酵素糖化技 術 の 実 用化 に は 、製 品 単 価 に

占め る酵素原単位の 低減が 不可 欠 で あ り、そ の 対策 と して 使用 酵 素量 の 削減 が

考 え られ る。しか し酵素糖化 にお い て 酵素使用 量 を低減す る と、糖 化 速 度 だけ

で な く最終 グ ル コ ー
ス 濃 度〔糖化率）も低下 す る 問題点 が あ る。当社 は これ まで

に、一般 的な振撮 条件下 の 酵素糖化反 応 を静 置条件下 にて 行 うこ と に よ り、酵

素使用量 を低減 して も高糖化率が 得 られ る 現象 を見出 した 。本報告で は、この

現象 を解 明す る た め、静置条件下 の セ ル ラーゼ 挙動 を解析 した ．
【方法 と結果】セ ル ラ

ーゼ （セ ル ラ
ーゼ SS（（ナ ガ セ ケ ム テ ッ ク ス ））を 0．S　VDI °fd添

加 し た 50mM 酢酸緩衝液 〔pll5、0）100mt を 、50 ℃ で静 置、及び 振盪 （120rpm ）した 。
SDS ・PAGE 解析 の 結果、振憑条件で は cxoglucalase の

．一
つ の CBHII の バ ン ド強度

が 数 時問の うち に初期 の 約 2e，f，ま で低下 し、該酵 素の 失活が 示唆 さ れ た。一方

で 静 置条件の CBHII バ ン ド強度は 且00 時 間以 上 経過後 も初期の 約 6D％ を示 した

こ と か ら、該酵素活性が 維持 され て い る こ とが 静 置条件 に て高糖化率 の 得 られ

る 原因と 考え られ た。そこ で CBHII の 糖化 へ の 寄与 を探 るた め 、　 CB 田 1 を 主 に

含 む セ ル ラ
ーゼ溶 液、及び もう

一
つ の exogiuca   se で ある CBHI を 主 に含 む セ ル

ラ
ーゼ 溶液 を分画調 製 し、それ ら を種 々 混合比 で 混合 して ろ紙糖化 を 試み た 。

その 結果、CBHITirv 単独、及 び CBHI 主 液単独 の 系 と比 較 し て、両液 の 混合系

で は 相乗効果が現 れ、高い 糖 化率 が示 され た 。従 来の
一
般 的な振盪 を伴 う糖化

反応 で は 、相 乗効 果が 正 しく評価 され て い ない 問題点 が示唆 され た。本研 究は

（独 ）新 エ ネル ギ
ー・

産業技術 総合 開発機構 （NEDO ）委託研究 と して 実施 した 。
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グル タチ オ ンは 、抗酸化 作用 、解 毒作用 な ど の機 能 を持 つ トリペ プ チ ドで、医

療 、食品 産 業 等、様 々 な分 野 で需 要 が 高 ま っ て い る 。現 在、グ ル タ チ オ ンは 主

に酵 母 を用 い た 発 酵 法 で 生 産 さ れ て い る。本 研 究 で は 、安 価 で再 生 可 能資源 で

あ る バ イ オ マ ス か ら直 接 的 に グ ル タ チ オ ン を発 酵 生 産す る プ ロ セ ス の 開 発 を 目

的 と し た。
酵ttftSaccharom）

’
ces 　cerevisiae を宿 主 と し、ア ミラ

ー
ゼ ま た は プ ロ テ ァ

ー
ゼ を細

胞外分泌発現 あるい は細胞 表層 発現 させ た。ア ミラ
ー

ゼ発現 酵母 は 、デ ン プ ン

を単
・
炭素源 とす る培地 に て デ ン プ ン を直接 資化 し、グ ル タチ オ ン を生産 した。

また 、そ の 生産性 は グ ル コ
ー

ス を炭素 源 とする よ りも高ま っ た 。本結果か ら 、
デ ン プン をア ミラ

ー
ゼ発現 酵母に よ っ て 分解 しなが らの 同 時糖化 発酵で は 、グ

ル コ
ー

スが 徐 々 に供給 さ れ る ため に 、高濃度の グ ル コ
ー

ス 存在
．
ドで 酵母の 生育

に悪影響 を与 える ク ラ ブ ト リ
ー

効果が抑 制 され た と考えて い る。
一

方、プロ テ ア
ー

ゼ発現酵 母を用 い て タ ンパ ク 質系 バ イオ マ ス を分解 し、グ ル

タチ オ ン の 生産性 を向 ヒさ せ た 。本結果か ら、プロ テ ア
ー

ゼ 発現酵母が タ ン パ

ク質系 バ イ オ マ ス を ペ プチ ドまたは ア ミ ノ 酸に 分解 し、こ れ らを取 り込む こ と

で、グ ル タ チ オ ン の 基質 となる ア ミ ノ 酸が 供給 され 、グル タチ オ ン の 生合成活

性が 向上 した と考えて い る 、，
ア ミ ラ

ー
ゼ発 現酵母 お よ び プ ロ テ ア

ー
ゼ発 現酵 母 を用 い れ ば、デ ン プ ン 質系バ

イオ マ ス お よび タ ン パ ク質系バ イオ マ ス か ら有用 な グル タチ オ ン を高生莚す る

こ とが 可 能で あ る 。

海藻 ・植物 プ ラ ン ク トン等 は生 産 最 が 多 く第三 世 代 の バ イ オ マ ス と して注 目 さ

れ、利 用 法の 開発 が 急 務で あ る。海 藻セ ル ロ
ー

ス は糖化 を阻 害す る リグ ニ ン を

含 ま な い ため リ グ ノ セル ロ
ー

ス に比 べ そ の分 解 は容易 で あ る と考 え られ る。し

か し 、こ れ らは 木材系バ イ オ マ ス と比 較 して セ ル ロ
ー

ス 以 外 に複雑 な多糖類 を

有す る ため 酵素分 解 に は セ ル ラ
ー

ゼ に 加 えて 多 くの 多糖 分解 酵素が 必要で あ

る。本研 究で は 高機能セ ル ラ
ー

ゼ 開 発の 第
一

歩 と して 海藻 を圭食 とす る ア メ フ

ラ シ 消化液 に含 まれ る セ ル ラ
ー

ゼ を精製 し動 物セ ル ラ
ーゼ の ユ ニ ー

クな セ ル

ロ
ー

ス 分解 シス テ ム につ い て検討 した。
ア メ フ ラシ消 化液よ り各種 カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ／

一
に よ リセ ル ラ

ーゼ を精製

した。結 果、消化 液中に は 20、45、65、95kDa の 4 種類の セ ル ラ
ーゼ と 160　kDa

の β
一グ ル コ シ ダ

ーゼ が存在す る こ とが判明 した 。それぞれ の N 末端 及び 内部ア

ミノ 配列 を決定 し既 報の もの と比 較 した とこ ろ 、ア ワ ビ やタ ニ シ の もの と高い

相同性が見 られた 。酵 素の 特性解 析で は至 適温 度、至適pH の 測定、粘 度測 定に

よる 酵 素の セ ル ロ ー
ス 鎖 切断様式の 解析、TLC に よ る オ リ ゴ 糖 分解能解析、5

種類の 酵素の 組み 合わせ に よる セ ル ロ ース 分解機構 の 解析を 行 っ た ，CMC に 対

する 比活性 は4 種類 の セ ル ラ
ーゼ で 異 な っ て い た が、全 て エ ン ド タイ プ の セ ル

ラ
ーゼ で あ る と考え られる。また 、オ リゴ 糖 分解 能解析、繊 維セ ル ロ ース に 対

する 相乗効果の 解析 よ り、こ れ らの 酵素は相 乗的に セ ル ロ ース に 作用 して セ ロ

ビオ
ー

ス を産生 し、最後 に 6一グ ル コ シダ ーゼ で グ ル コ ース に 分解され る と推定

された 。
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