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Analysis of the cell-wall compositions and the growth characteristics in the 
alpha-1,3-glucan defect mutants of Aspergillus nidulans
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我々は糸状菌の細胞壁多糖 α-1,3-グルカン（AG）の機能に着目し、
Aspergillus nidulansにおいて 2種の AG合成酵素遺伝子（agsA、agsB）の機
能解析を進めてきた。これまでに、本菌の AG合成には agsAはほとんど機能
しておらず、主に agsBが機能していることを明らかにしている。今回、agsB
および agsAagsB破壊株において細胞壁の構造を解析したので、その結果に
ついて報告する。まず、これら破壊株の細胞壁からは完全に AGが欠失して
おり、この AG欠失により β-グルカナーゼとキチナーゼ活性を有する Lysing 
Enzymesや細胞壁染色剤 Congo redに対する感受性が上昇していることが明
らかになった。また、これら AG欠失株は、液体振盪培養において菌糸が培
地中に分散する特徴を示したので、その高密度培養性状についても解析した。
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【目的】バイオ燃料や物質生産のための微生物培養は、一般に目的微生物の純
粋培養を前提としており、コンタミネーションを防ぐために培地や機器の滅菌
処理、抗生物質の利用が必要である。しかし、培養のスケールが大きくなるほ
ど、投入エネルギーや薬品調達のコストが高くなり、さらに抗生物質を含む廃
液は耐性菌などの出現を助長する可能性がある。そこで、安価で安全な選択マー
カーを確立することができれば、微生物大量培養における物質生産のコスト削
減に貢献できると考えられる。本研究では亜リン酸デヒドロゲナーゼ（PtxD）
のバクテリアにおける選択マーカーとしての有効性を検討した。
【方法・結果】PtxDは亜リン酸（H3PO3）を酸化してリン酸（H3PO4）に変換
する酵素である。リンは生育に必須の元素であるため、亜リン酸を利用できな
いバクテリアに ptxDを導入することで、亜リン酸をリン源とした最少培地に
おいて選択的に増殖できると考えられる。Ralstonia sp. 4506株から取得した
亜リン酸トランスポーター遺伝子（ptxABC）および ptxDを pUCプラスミド
にクローニングし、亜リン酸を利用できない大腸菌において異種発現させ、亜
リン酸をリン源としたMOPS合成培地で増殖を調べた。その結果、ptxABCD
発現大腸菌は増殖を示した。また、ptxABCD/pUCプラスミドは選択物質とし
て亜リン酸を使用した方が、アンピシリンを使用した時よりも安定に保持され
た。さらに、他のバクテリアと競合培養を行った結果、ptxABCD発現大腸菌
が優先して増殖することが明らかになった。現在大腸菌以外のバクテリアにお
ける有効性を確認している。
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【背景と目的】日本国内における廃食用油の年間発生量は約 45万 tと推定され、
このうち、事業系から排出されるものはほぼ回収されているものの、数万 tが
再生利用困難として廃棄されている。また、一般家庭からの回収率は低く、約
10万 tがゴミや下水として廃棄されている。一方、豆腐製造における副産物
であるオカラは、中・小規模の製造所においては産業廃棄物として処分されて
いる。しかも、オカラは含水率が 80%を超える高含水率食品加工残渣であり、
保管や運送における腐敗やコストの問題が、リサイクルの大きな妨げとなって
いる。そこで我々は、廃食用油の資化による微生物の発酵熱を利用しつつオカ
ラを乾燥させることで、飼料や燃料へと再利用する新規な好気高温固体発酵シ
ステムの構築を目指している。
【方法と結果】固体発酵槽中の発酵オカラを微生物源とした集積培養により、
好熱性油脂分解菌を単離した。これを大量培養、集菌し、好気高温固体発酵シ
ステムに添加した。発酵乾燥中の脂質の含有量、含水率、pH、排気中の酸素
および二酸化炭素濃度、使用電力を経時的に測定し、廃食用油の微生物による
分解と、好熱性油脂分解菌の添加効果を評価した。
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複雑なシステムを持つタンパク質複合デバイスを構築する上では、異なる複数
種のタンパク質を同時かつ高配向に固定化する手法が必要であるが、現在、こ
のような手法に関する報告例はあまりない。本研究では、ストレプトアビジン
を介在させることで、2種類のタンパク質を同時かつ高配向に固定化する手法
を開発した。具体的には、ストレプトアビジンの C末端に Sortase Aの認識配
列である LPETGモチーフ（LP tag）を導入し、SortaseAを用いることによって、
N末端上にオリゴグリシン配列（G tag）を導入したグルコース酸化酵素を連
結した。次に、ビオチン化させた西洋わさびペルオキシダーゼ（HRP）をス
トレプトアビジン上に結合させることで、2種類の酵素を同時に固定化した。
実際に、作製した微粒子を用いることで、溶液中に存在するグルコースを検出
することに成功した。ここで、本固定化法では、目的タンパク質へオリゴグリ
シン配列あるいはビオチンを導入する必要があるが、本研究では、更に G tag
を付与したエンドグルカナーゼ（EG）、ビオチンリガーゼ（Bir A）を用いて
部位特異的にビオチン化した β-グルコシダーゼ（BGL）をそれぞれ磁性微粒
子上に固定化した。本技術を用いることで、セルラーゼの非結晶領域をランダ
ムに切断する EG、オリゴ糖をグルコースに加水分解する BGLを微粒子上で
近傍に固定化することができることから、酵素の近接効果が発揮され、可溶性
セルロースを基質とした場合、EG、BGLをそれぞれ別々の微粒子上に固定化
したものを混合した場合よりも、効率よくグルコースを分解することができた。
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