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リグ ノセ ル ロ ース の 酵素糖化発酵で は、糖化酵素の 使用量 を抑 える こ とが 必 要

で あ り、この ため に酵素の 基質への ア クセ シビ リテ ィ
ー

を高め る と同時 に、酵

素の 前処理物 へ の 非生産的吸着 を抑え るこ とが重要で ある。しか し なが ら、セ

ル ラ ーゼ の リ グ ニ ン へ の 吸着挙動 は十分解明 されて い ない 。そ こで 、本研究で

は ．セ ル ラ
ー
ゼ とリグニ ン の相互作用の 解明 をH的 と し 、以下 の研究 を行 っ た 。

まず、リ グ ニ ン とセ ル ロ
ー

ス 、そ れぞれ に吸着 させ た セ ル ラーゼ の ど ち らが 新

たに 添加 した基質 に対 して 反応性 に富 むか を分析 した。セ ル ラーゼ を広葉樹酵

素糖化残滓か ら抽出 した リグ ニ ン とセ ル ロ
ー

ス にそれ ぞれ加 えて 所定の 時 間イ

ン キ ュ ベ ートし、反応後沈殿 を回収 して 酵素の 吸着量 を測定 した 。次 に、等濃

度の セ ル ラーゼ が吸着 した リグニ ン とセ ル ロ
ー

ス の 残滓 に新 しい セ ル ロ ース を

加え、糖化率を測定 した t．そ の結果、リグニン に吸着 した 酵素の 方が 新 し い 基

質に 対して 低い 活性 を示す こ とを見出 した。
次に 構造 の 異な るモ ノ コ ン ポ

ー
ネ ン トセ ル ラ

ーゼ と リグ ニ ン と の 親和 性の 違

い を調べ るため に 、糖 質結合モ ジ ュ
ー

ル （CBM ）を除い た触媒モ ジ ュ
ールの みか

らなる セ ル ラ
ー

ゼ を大腸菌で 異種発現 させ、それぞれ糖化残渣 リグ ニ ン との結

合 を解析した。その 結果、酵素 に よ っ て リグニ ン への 親和性の 違い が 観察され

た こ とか ら、リ グ ニ ンに 吸着 しに くい 酵素 の 構造が存在する こ とが示 唆 され た 。
さ らに 、パ ル プ中の リ グ ニ ン に よる糖化の 阻害の 影響 をみ るため 、セ ル ロ ース

に 、抽出法の 異なる リ グ ニ ン を添加 して、糖化の 聞害 を比較 した と こ ろ、リグ

ニ ン の 構造 に よ り阻害の 影響が 異なる こ とが示 された。
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勺 　 　 〉 ポ リ ヒ ド ロ キ シァルカン酸 （PHA ）は ，再 生可 能 な 植 物 資源や 二酸

炭素か ら微 生 物に よっ て 合 成 さ れ る バ イ オ ポ リ エ ス テ ルのひ と つ で あ り，生
解性に加え ， 生体 適合性 ・ 熱可 塑性を示 すこと か ら、 環 境負 荷 の 小さい プ

スチ ック材 料と して幅 広い 用途 へ の 応 用が 期待さ れ て い る ．遺 伝 子 組 換え

腸菌に よって合成 さ れる重量 平均分子量が 300 万副 mol を超 える超高 分子 量

A は ， 高強 度 な 繊 維や フィ ルムに加工 できる点か ら「PHA 用 途 拡大 に 貢 献

る 材 料 として注目さ れて いる が、現 状で は超高分 子量 PHA を 効 率的 に生産

るこ と は難し い、 こ れ ま で の研 究 で， 我々 は大 腸菌にPHA 合成菌であるRaistonia 　 eu
opha の PHA合成 関 連遺

伝
子〔 phaABC ） をコ ー ドす るプラ ス ミド を

入する際 に 、そ の遺 伝 子 順序を 様 々 に変 える こ
とで ， PHA の生 産 母 と 分 T 一

が 様々 に 変化する こ とを 見 出し ている ． そ こで，今回 こ れら 生 産性 が 異なる

伝子組換え大腸 菌株のPHA 生 合成酵素 活性 を 解 析する こ と によ り，活性 レ

ルが PHA 生産に 与える影響を 評 価し， 高生 産化 と 高 分子 量 化を 同 時 に達

する 指針と な
情報を得るこ と

目的とした、 〈 方法と
結果 ＞ PHA 生合 成 酵 素であ るチオラー ゼ（PhaA ）

レ ダクターゼ（PhaB ）「ポリメラー ゼ 〔PhaC ）の 活性は ， 各遺 伝 子 組

え大腸 菌株の粗 酵素液を 用 い
て

分光学的 に 測定し た ． その 結果 ， モ ノマー 供 給 系

ある PhaAB の 活性レベルがPHA 生産性 に与 える 影響 は 低
く
，
PhaC 活 性が P

生 産性 の律速となる困 ．f ’ で あ るこ とが示 唆さ れた． PhaC の 活性 レベ ル と生

量
は
正
の 相関を 、　 PhaC の

性レベルと分一f．量 は負の相 関 を示 し
た
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1 ポリヒドロ キシ ア ル カ ン 酸 CPHA ）は、細菌 の細 胞 内で 生 合 成 、 貯蔵 さ

る生 分解性プ ラ スチック の1 種で ある。PHA 合成
の

う ち 重合に 関 与 す る 合 成

y素PhaC の 新 規 探索を行う こ とが新規 なポリマ ーの物性発 見へと つ なが ると

期 待できる。そこ で、未 知種 が多く 、新規 なPHA 合成 酵素を有 す るこ とが 期待

でき
海洋性 細菌を分離 して 、 そのPHA 合成 遺伝子を取得 すること を 目的 と す る 。 【

法 ・ 結果】脂溶性の 蛍光 物質で あるNile − Red の 細 胞 内 蓄積を指標とし て、海
  謔 鎹HA合 成細菌の分離を 行 った 結果 、 　 PHA 含 成分 離 株0 − 1 を取得した。分

株O − 1の且6S　rRNA 遺伝
ア
の全長配 列解析を行い、菌 種の遺 伝子 同定を行った 結果

、 Ilatomona
@sp 、（AM945668 ）と 98 ％（ Hア3 〜TT85bp）の相同性を得られたた め、Halo
nas 属 であ る と考え た。 　 Hatomonas 　sp ，0 −1 は、グ ラム陰性桿菌で運

性を有 してお り、生育至適 条 件 は、30℃、pH6 〜8で、　E5wt ％NaCl ま で生育 可能であった 。糖資化 性試験より，G
cerol、Galactose 、G ］ucose、Fruct 。 se、Maltose 、 Su 。 rose 、　 Trehat

se 、 　 Turanose 、　 D −Fucose を資 化 すること が分かった。次にIIPL
を用いて 、菌体内 蓄 積 P （ 3HB ） 含景 を 測 定した結 果、 少 量のP （3 ｝｛B）

を
蓄積し

い た。また、助 αC 遺伝 子断 片を ク ローニ ン
グ
し 、 解析

行っ た
果、 HeiongataDSM 　2581 のPhaC と 相同 性 が62 ％で．あっ

。 L 緒 司 ポリ ヒ ド ロキシアルカン 酸〔 PHA ） の・種 に 3 一 ヒ ド ロ
キシブタ

ン 酸C

B〕と 3 一ヒドロキシヘキサ ン 酸（3HHx ）の 共重合体が ある 。この 共 重合 体 は．

． 一 般的な PHA であるP（3HB ）とは異なり柔軟な性質を 示し、3HHx 分 率 の増 加に 伴い 柔

性が向上する。土 壌 細 eW 　
Aeromonas

　 caviae は ．卜記共重合体の合成能を有 し

お り、A．　caviaeよリクローニングされ た PHA 合 成 系遺 伝 子 群〔 phaPCJ ．t 。

を 導入 し た組換 え Eschet ’ ichia 　eoii においても上記共 重 合 体の 合

が 可能 であ る。先 行 所究 に よっ て PHA の物 性 改善を 目指 し た PHA 重
酵素（PCA

。） への変異 導入
が様々行 わ れ 、 野生型とは異なる性質を 示 す 改変 型 酵 素が取得されて き

。 ［目的 1 先 行 研 究 で 改 変 型PhaCA ， を 作 製す る 際、 　 PhaC ，

B の変 異 効果以 上 に、 3HHx 分率 およびPHA 収量が顕 著に 向上する 組換え大 腸菌 が

得 された 。そこ で 本研 究で は、 こ の 大腸菌 か ら プ ラス ミド を単離し
A．　 eavi
山 来 PHA 合成 遺伝子 群 の変 異点を特定する と ともに、その 変 異 効果を 検証す る こと を

的 とした。
［方法 と 結果 1 塩 基配 列 を 解 析 した 結果 、PhaC ．A ，． 以外 に

、PHA グ ラニュ ー ル結合 性 タンパク 質（PhuP ，x 。 ）に変異がある こ とがわかっ

。 そこで、それ ぞ れの 変異 点 を分 離 して変 異効 果を検 証 し た結果． 　PhaPA 。 へ

単 独 変異 でも PHA 収量 およ び PHA 中 の311Hx 分

を共に 増加 させる ことを 確 認した t ．これらの 知見は、　PHAの生 産 性向ヒ およびモノマー組成制御において極め て有 用であ る 。 Cha

cterization 　of　a　 PHA 　producing 　 modera

　halotoleran重bacIeriumHalo 脚ηαεsp ・
0・l　 is ・lated 　fr ・

m
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