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高 度 好 熱 性 嫌．気 性 細 繭 由 来 の 耐 熱 性 セ ル ラ

ー
ゼ の 精 製 と そ の 性 質

〔名 大 ・
工 ） ○ 曽 田 裕 行 　 本 多 裕 之

・
飯 島 信 司

・
小 林 　猛

　 1 ） 緒 言 　 　 我 々 が 先 に 温 泉 土 壌 中 よ り単 離 し た 高 度 好 熱 性 嫌 気 性 細 菌 NAIO 株 tlFO　 144

35 ） は 75 ℃ に 至 適 生 育 温 度 を 持 つ ク ラ ム 陰 性 細 菌 で あ る e ま た 、NAIO 株 は 多 種 の セ ル ラ
ー

ゼ を 生 産 し て 、 セ ル ロ ー
ス を 分 解 す る 能 力 を 有 す る 。既 に 我 々 は 、そ の う ち 数 種 の セ ル ラ

ーゼ 遺 伝 子 を 大 腸 菌 に ク ロ
ー

ン 化 し て い る
： ） 。今 回 、 こ の NAIO 株 が 生 産 す る 耐 熱 性 セ ル ラ

ー ゼ 〔B 一グ ル カ ナ ーゼ 1 〕 を 精 製 し て 、そ の 性 質 を 調 べ た の で 報 告 す る 、t

　 2 ） 実 験 方 法 　 　 NAIOUt の 培 養 上 清 を 濃 縮 し 、硫 安 分 画 、イ 才 ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー、疎 水 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー、 ゲ ル 瀘 過 を 行 な っ て SDS −PAGE で 単

一
な β

一
グ ル カ ナ

ー
ゼ

1 の 精 製 標 品 を 得 た 。 ま た 、 β
一

グ ル カ ナ
ーゼ 、セ ロ ビ オ ヒ ド ロ ラ

ー
ゼ 活 性 の 測 定 に は 、

そ れ ぞ れ カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ース 〔CMC ｝ 、p
一
二 ト ロ フ ェ ニ ル

ーB −D一 セ ロ ビ オ シ ド 〔P

NPC ［を 基 質 と し て 用 い た 。

　 3 ） 結 果 　 　 稠 製 さ れ た β
一

グ ル カ ナ
ー

ゼ 1 の 最 終 比 活 性 は 、 2，45 〔U／mg
−
prDtein 】で あ

っ た ． ま た CMC に 対 す る 至 適 反 応 温 度 は 約 85 ℃ に あ り 、 80 ℃ 、 3 時 間 の 処 理 後 も 約 8G ％ の

残 存 活 性 を 維 持 す る 耐 熱 性 の 酵 素 で あ る こ と が わ か っ た 。 ま た 分 子 量 は 、 165 ．ODO 〔Sepha −

cryl 　 S−300HR ｝ 、185 ，000 〔SDS −PAGE ） で あ っ た 。SDS −PAGE の 結 果 か ら は 、 6 一グ ル カ ナ ー

ゼ 1 は 、NAIO 株 が 菌 体 外 に 分 泌 す る セ ル ラ
ー ゼ の な か で は 、最 も 大 量 に 存 在 す る も の の

一

っ で あ る こ と も わ か っ た ． さ ら に SDS −PAGE に 引 き 続 い て 、 フ ク シ ン
ー

過 ヨ ウ 素 酸 法 に よ り

糖 染 色 を 施 し た と こ ろ 、 β
一グ ル カ ナ

ー
ゼ エ は 糖 タ ン パ ク 質 で あ る こ と が わ か っ た 。
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1 ．目的 ：　 結 晶性 セ ル ロ ース （ア ビ セ ル ）凄 分解利用 し 、 工 タノ
…一

ル と酢 酸を生 成 で き

る微好温 性嫌気性細菌を コ ンボ ス トよ り単離 しta　Vq 本 菌 の 諸性 質 を 調 ぺ 拒
’
と こ ろ ク ロ ス

トリジ ウム に 属 す る新種 と 断定 し、 Clostridium　josuiと命 名 した 。 本菌 は 、ア ビセ ル の

他 に ボ ール ミル で 磨 砕 し た純粋 セ ル ロ v ス （BMC）、 粉末 に した稲わ らや ホ テ イア オ イ等 を

分解 し、強 い池 ル ラ ーゼ活性を有す るこ とが 判 明 し海。 しか し、 そ の セ ル ラ ーゼ の 特性に

つ い て は 、 全 く不 明で ある 。 そ こ で 、 今回は 、 本菌の カ ル ボ キ シ メ チル セ ル ロ ー
ス 分 解酵

素 （C鬥Case）を精 製 し 、 そ の 性質 を検討 し海 。

2 ．方法お よび 結 果 ：　 C．jbsuiを セ ロ ビ オ w ス を 説炭素 源 とす る イ ース トエ キス 含 有培

地 に培 養 し＊a とこ ろ、45
“

C、 pH　6．8の 嫌気条件で 最大増殖速度 0．22　h−trg
得 k 。 こ の 条件

下で は、4．5g ／Lの ア ビ セル お よび 闘 Cは 2 〜 3 日で分解 され 艶 。　 BMCが ほ ぼ分解 さ れ te培

養 3 日後に 上清 を分 離 し、 1000倍容 の リ ン
’
酸緩 衝液（pH　 7．5、 0．Ol　 M）lt透析 しta後 、　 DEAE

Bio−Cel　 A に 吸 着さ せ 、 そ の 後 に 6　 M 尿 素含 有 の 上 紀緩 衝液で 平衡化 しだ 。 6M 尿素 存在

下 で HaC膿 度 を 直線的に 増加 し 、蛋 白 を溶 出 した 。 そ の 結果 CMCaselao。23　 M　 NaCl で 溶出

され ね 。 こ の 活性画分 ig　Me　no　Qカ ラ ム に 吸 着 させ 、 上紀 と同様 の 条件 で 溶 出 し た と こ ろ 、

G．05MNaC 　1画分に CMCase活 性 が検 出され
・
た 。

　 SgSボ リア ク リル ア ミ ドゲル 電気泳動で こ の

活性 画分が 単一の 蛋 白成分に ま で 精製 されて い るこ とを確 認 した 。 比 活 性は 68倍 に 上 が っ

て い た 。精 製 CMCaseの 分子 童は 約 45kd で 、 至 適 の pH お よび 温度 は 6．8お よび 60 °

Cで あ っ te。

本 酵素 の N 末端 ア ミ ノ酸配列 は Tyr・Asp・Ala・Ser−Leu−Lys−Pro−Asn一しeu ・Gtn−11e−Pro−Gln一

しys・Asn− lle・Pro−Asn−Asn−Aspで あ っ 抱 。
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