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3CaOl 界面活性剤に よるセ ル ラ
ーゼ構成 成分 の 安 定 化

○沖野 祥平，池應 真実．種 田 大介

（日揮 ・技術 開発部）
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Hy 組uronic　acid （HA ）was 　isolated　and 　characterized 　ffOrn　eggshell （membrane ）as 　an

economica150urce ．　HA 　was 　extract ¢d　by　acetic 　acid 　digestion　with 　pH
−control 　system

（about 　O．53％ ，　wet 　weight ）and 　participated　by　alcoho ］after 　purification　using 　charcoal

foLlowed　by　si巨ca　get　adsorptlon　process．　The　HA 　conoentration 　in　the　crude 　extrac 亡s

was 　deterTnined　by　the　carbazote 　assay 」FTIR，　nano 　partic］eana ］yzer，　intrinsic　viscosity

and 　agarose 　gel　electrophoresis　were 　used 　to　chamcterize 　the　derived　HA ．　The　purified
HA 　was 　ffee　of　proteins（A2ec＜ 0．OD ．　The　HA 　size　distribution　measured （average

value 　of 　523± 92　nm ）曲 owed 　a　fair　agreement 　wi 重h 重he　value 　obtained 　for　the　avemge
mo ■  ular 　weight 　O20　kDa）using　viscometer 跏 d　the　mol   ular 　weight 　distribution
determined　by　electrophoresiS　on 　agamse 　gc1．　The　FTIR　spect 皿 m 　ofHA 　was 　also 　in
accordance 　with 　the　spectmm 　ofcommercial 　one ．　Co］Lagen　precipitated　fiom　the　crude
extract 　at　its　iosel  面 c　pH 　showed 　the　oollagen 　FTIR　spec 恤 m 　as 　well 　as　two 　dif驚rent

al　anCl　e2　chains　in　SDS−potyacrytamide　eleCtrophoresis ．　The　results 　show 　the　potential
ofeggshell （membrane ）1o　be　used 　as 　a皿 economical 　source 　for　scaff （）ld　preparation　in
tissue じngineering．

【背 景 と 目的】
リ グ ノ セ ル ロ

ー
ス 系バ イ オ マ ス の セ ル ラ

ーゼ を用い た糖 化 におい て 、界面活性

剤 の 添 加に よ っ て糖化 効率 が 向上 する こ とが知 られ て い る 。界面活性剤 に よ る

セ ル ラ ーゼ構成成 分の リグ ニ ン へ の 非特異的吸着の 抑制効果が主原因 とし て挙

げ られ て い るが 、リグ ニ ン を含 まない 純粋 なセ ル ロ ース を基質 と した場合 に も、
条 件 に よ っ て は、糖化効率が 向上す る こ とが報告 されて い る 。こ の 現象 を明 ら

か にす る た め、界面活性剤 Tween80 の 存在、非存在 下に おける セ ル ラ ーゼ構 成

成 分 の 挙動 を SDS −PAGE に よ っ て 解析 した。
1実験 方法お よび 結果】
セ ル ラ ーゼ （セ ル ラ ーゼ SS｛ナガ セ ケム テ ッ クス ））を1vo］％ 含む50mM 酢酸緩

衝液 （pH5．0）100　mt を50 ℃ 、お よ び 30℃、0．1°1。　Tween80 の存在、非存在 下 に て

振 盈 （120　rprn）し、経時的 にサ ン プ リン グ した。サ ン プル をSDS−PAGE 解析 した

と ころ 、50 ℃ 、コrweenSO 非存在 下で は CBH2 の バ ン ド強度 が数時 間 の うち に低

下 した が 、50℃、Tween80存在下で は、　CBH2 のバ ン ド強度の 低下 は 抑制 され 、
TweengO が 比 較的不安定 なセ ル ラ

ーゼ構成成分 の 振 蘯ス トレス を軽減 す る こ と

が 示唆 され た 。また、Tween80 非存在下で は 、30℃ にお い て も CBH2 の バ ン ド

強度の 低下が 認め られたが、Tween80　＃ 在下 で は ほ とん ど低下 が 認 め られ な

か っ た。糸状菌に よる セ ル ラ
ー

ゼ 生産 に お い て 、Tween80 が セ ル ラーゼ 構成成

分を安定化 して い る 可能性 も示唆 され た 。
本研 究の

一
部は（独 ）新 エ ネル ギ ー産業技術 総 合 開発 機構 （NEDO ）の 委託研究 と

して 実 施 した。
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目的）深 海 は 地 球の 表面 積の 約半分 を占め 、多 くの 未知生物が存在 して い る と

考 えられ て い る 。特に 深度 7，000m を超え る超深海領域で は魚類の 存在が確認 さ

れ ず、そ の生態 系は 全 くわ か っ て い ない 。一方、深度 10，000m を超 える世界最

深部 マ リ ア ナ 海溝チ ャ レ ン ジ ャ
ー

海淵で は 、ヨ コ エ ビや ナマ コ の 存在が確認 さ

れて い るが、超 高静 水圧 ・低 温 ・
貧栄養の 環境 へ の 適応機構 は不明で あ る。そ

こ で 超深海生物 の生 態．特 に そ の 食 性 に 注 目 し、チ ャ レ ン ジ ャ
ー

海淵か ら採取

された ヨ コ エ ビ類 の消化 酵素 に つ い て検討 した 。
方法）チャ レ ン ジャ

ー
海淵 よ り採取 した 深海性 ヨ コ エ ビ （Hirondeliea　gigas　）を

破 砕 し、各種種酵素活性 の検 出 を 試 み た 。酵 素活性 の 検出は 各基質 を含む寒天

プ レ
ー

トに抽 出液 を滴下 し、ハ ロ
ー

形成 の 有無に て 行 っ た。本抽出液よ り、硫

安沈殿に て タ ンパ ク 質溶液 を調 製 し、検出で きた 酵素活性 につ い て 、検 討 を行 っ

た。
結 果〉消 化酵素 として ア ミ ラ

ー
ゼ 、セ ル ラ ーゼ、マ ン ナナ

ーゼ、キシ ラ ナ
ー

ゼ

とい う植 物性 多糖 分解酵素が 検出で き た。ア ミラ ーゼ は で ん ぷ ん 質をグ ル コ
ー

ス まで分解 した。セ ル ラ
ー

ゼ は 、カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ
ー

ス （CMC ）を分解

して 、セ ロ ビ オ
ー

ス とグ ル コ
ー

ス を生 産 した 。マ ン ナ ナ ーゼ は グ ル コ マ ン ナ ン

の み を分解 し、様 々 なオ リゴ 糖を 生 産 し た。セ ル ラーゼ の 性 質につ い て 検討 し
た と こ ろ ．CMC の み な らず、セ ル ロ ース 、お が くず、コ ピー用紙 等に も反応

し、グ ル コ
ー

ス を生 産する こ とが 分 か っ た 。以 上 の 結 果 よ り、H．　gigasの セ ル

ラ
ーゼ は 陸上 由来の い かなる 生物 とも異 なる 新 規 セ ル ラ ーゼ を持 っ て い る こ と

が 予想された 。

【背景 と 目的 】微 生物が 産生 す る キ チ ン分解酵 素を利用 したキチ ンオ リ ゴ 糖の 生

産法 は、強酸を用 い た化学分解法 に 代わ るもの として 注 目されて い る 。本研 究

室で は、新属新種 の 強力 な キ チ ン分解細 菌Chitiniphiius　shinanonensts 　SAY3 株 を

単離 同定 した。こ れ まで に SAY3 株 の ゲノ ム ラ イブラ リーよ り15個の キ チ ン 分

解酵素遺 伝子 （chin −chio ｝を 見 出 し、各遺伝子 を大腸菌 で 発現 させ た組換 え酵 素
の 性質 を調査 し てい る。この う ち chiL が コ ードす る タ ン パ ク質は．シ グ ナ ル 配

列 とfarni］y18 キチ ナ ーゼ に相 同 な活性 ドメ イ ン よ り構成 されて い た。本発 表で

は組換え酵素 ChiLが 示 した 顕 著 な糖転移活性に つ い て 綴告す る。
【方法 と結果】chiL は大 腸 菌 宿 主 （発 現 ベ ク ター　pCoLd　1）を用 い て 発現 させ た の

ち、組換 え酵素 ChiLを精製 し た。　 N −acetyl −D −glucosamine （GlcNAc）オ リ ゴ糖 に

対する 分解生成物 は TLC ま た は HPLC に よ り分析 した。組換 えChiLは 可 溶性 キ

トサ ン （脱ア セ チ ル化 度80 ％）に 有意 な分解 活性 を示 したが、不溶性の コ ロ イ ダ

ル キ チ ン に 対 して は 活性 を示 さな か った 。GlcNAc 　6量体 に対 して はエ ン ド型 の

分解 様式 を示 し、反 応初 期 に GlcNAc 　2，3．4 量体 を生成 した。しか し、　GlcNAc
3−6量体 に対す る最 終分 解生 成 物 は GlcNAc 　2 量体の みで 単量体は全 く生成 し な

か っ た 。この 結 果 は ChiLが 顕 著 な糖転移 活性 を保持 する こ とを示す もの で あ

る。種 々 の Gl。NAc オ リ ゴ 糖 を用 い た 反 応 解析結果か らChiLの 糖 転移反応機構

を推 定した。
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