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Cryptococcus　 flavus の カル ボ キシ メ チ ル セ ル ラ ーゼ を コ

ー ドする cDNA の グ

ロ
ー

ニ ン グと 大腸 菌に おけ る発現 （
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°
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　 （目 的）我 々 は、セ ル ロ
ー

ス か ら 直接 エ タ ノ
ール を 生産 する Saccharoen　ces 　cerevisiae

の 分 子遺伝 学的手法 に よる育 種 を行 っ て い る 。こ れ まで に m aS　 h　　　　　 l唾 胆

由来 の β一グル コ シ ダ ー
ゼ 遺 伝 子 で S．cerevisiae を形 質転 換す る こ とに よ り、セ ロ ビ オ ー

ス または セ ロ オ リゴ 糖 を唯 一炭 素源 と して増殖 し 、 エ タ ノ
ール を生 産す る酵 母の 育種に成

功 して い る
1
。こ の 酵 母 に 対 し、 さらに エ ン ドグル カナ ーゼ を導 入 する 際の 遺伝子 供与体 と

する たど）に、カル ボキ シ メチ ル セル ロ ース ｛CMC〕を資化す る酵 母 〔　 flavus）

を分離 し、同薗が生 産 す るカ ル ボキ シメ チ ル セ ル ラ ーゼ ｛CMCase）を精製 して その 性質 を明

らか に した 礼同酵粢 の cONA お よ びゲ ノム 遺伝子 の ク ロ ーニ ン グと その 解析 を行 っ た。

　 （方法 ・結 果 ）C、Mavus 培 養液 よ リ精 製 した CMCaseを用、い て うさぎを免疫 し、抗体 を得

た。CMC 培地 で 培養 した C．flavus　 mRNA か ら、発現 ベ グタ ー入 ZAP に よ VJ　cDNA ラ イ ブ ラ リ

ー
を作 戒 した ．ラ イ ブラ リ

ー
を抗体 を用 い て ス ク リ

ー
ニ ン グ し、約 5 万 個 プラ ークよ り 3

個 の ポ ジ テ ィ ブ グ ロ ーン を得 た 。入 ZAP か らin　 vivo で の 切 り出 しによ リpBluescript 組

み 換 え プ ラ ス ミ ドを 作 成 し、 cDNA の塩 基 配 列 を決 定 した。　 N 末 端 に 分 泌 シ グ ナ ル と予 想 さ

れる配 列 を もち 、3轟2 個 ア ミ ノ酸 か らな る蛋 白 質 を コ
ー ドす るORF を見 い だ した。大腸 菌

で こ の 遺伝 子 か らCUCaseが 生 産 され る こ と を酵 紫活性 およ び抗体 を用 い たウ エ ス タ ン ・プ

ロ ッ テ ィ ン グに よ り確認 した 。 ゲ ノム 遺伝 子 もグ m 一ン 化 しその 塩 基配 列 を決 定 した 。
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