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　　A　number 　of　useful 　enzymes 　have　been　produced　in　industry　using 　specific

microorgan 三sms ，　To 　 c罰hance　 the　 cnzyme 　productivity，　 two 　basic　approaches 　 are

aval1 ・bl・ ・   … t・・1 ・f ・n ・i・・ nm ・nt ・l　fa・t・ rs ・u ・1・ a ・ cultivati ・n 　tempe ・at・・e，　pH ，
and 　substrate 　concentration ；  genetic 　engineering ，1．e．，　cloning 　of 　thc　enzyme 　genc
and 　 the 　optimum 　 control 　 of 　the　gene　 expression ．　Using　these　technique5 ，　 cnzyme

prQductiVity 　can 　be　enhanced ．　 The　fbllowing　examples 　are 　discussed．
（1）　Optimization　of α

一galactos五dase　production 　by　mold ．
（2） Transf｛）rmatlon 　of 　a　thermophlle ，　Bacitl‘ts　stea 厂ethermopliilus ，　wlth 　plasmid　DNA ．
（3） Molecu 】ar 　cloning 　of 　1hemlostable 　enzyme 　genes （α

一amylase ，　neutral 　Protease＞ill

　　B ・∫彪α70‘ゐe” nePhilus 　and 　Baciltus　sub ‘ilis．

（4）　Cloning　ofthe 　penici11inase言enes 　ofBaciUus ’ゴ訪 β肥茆 厂mis 　in　E ．Tcんeri‘hia　coti
，
∂，　sabtilis

，

　　β・iicゐeni わ厂mis
，　and β．　stearothermo ρhiltts．

（5〕 E ・ p1。it・ti。 n ・fpmt ・i皿 ・… eti・ n ・ ・ct 。r・ u ・i・g　th・ p ・n 三dllina・ e 　g・ ne ．

1． は じ め に

　各種 生 体 に お ける 素 反 応を触媒する酵素は数千種類

に 及び ，そ の 中の かなりの 有用酵素 が微生物培養に よ

り生産されて い る．そ の 生産性向上を目指 して 形質発

現 の 調 節を 行 うた め に は， 次の よ うな 基本的手法 が有

効 で あろ う，  培養温度，pH ，基 質濃度な どの 細胞外

環境因子を最適に 操作するこ とに より， 間接的 に形質

発現 を 諷節する方法．  遺 伝情報の 基で あ る DNA の

ク U 一ニ ン グ と そ の 形 質発現調節機構の 直接的改変を

行う，
い わ ゆ る 遺伝子工 学的手法．こ こ で は こ れ らの

手法を 用 い て ，酵素生産性 を 向上 させ た例 を順次述べ

るこ とにす る，ただ項目 が多岐 に わ た っ て い る の で ，

詳細な 背景説明は割愛 し， われわ れ の実験 デ
ー

タ を中

心 に説明させ て 頂 きた い ．

Z　糸状菌 に よる a ・ガ ラ クトシダーゼ

　　生産の 最適化
且
一3，

2．1． a 一ガラ ク トシ ダ ーゼ生産菌の 分離

　甜菜糖工 業に お い て ， 糖蜜中の ラフ ィ ノ
ース は製糖

期間中漸次増加し，ス ク ロ
ー

ス の 結晶化を妨害 し，製

品甜菜糖 の 品 質お よ び 収率を 低下 させ る．今 ， 微 生物

の 生産する α
・ガ ラ ク トシ ダ

ー
ゼ を 用 い て ラ フ ィ ノ

ー

ス を ガ ラ ク トース とス ク ロ
ー

ス に 分解す る こ と がで き

れば， 糖蜜中の ラ フ ィ ノ
ー

ス に よ る妨害作用 を除 去 で

き る ば か りで な く，ス ク ロ
ー

ス の 増収も図 る こ と が で

き，鈴木 ら
4，

が 開 発 した こ の 方法が 工 業的 に も利用 さ

れて きた．

　こ の 目的 の た め に は，α
・ガ ラ ク トシ ダ

ー
ゼ を有し，

かっ イ ン ベ ル タ
ー

ゼ を生産しない微生物が 必要で あ る．
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また，連続酵素反 応を行う場合，菌体そ の もの を固定

化酵素的 に利用 して酵素の再使用を行うの が 有利で あ

り，この見地 か ら α
一ガ ラ ク トシ ダ

ーゼ は菌体内酵素

で あ る こ とが 望ま しく，さ らに 菌体の 源別を容易 に す

るた めに糸状菌が好適で ある．

　土壌試料より ， 上記 目的 に 合致す る糸状菌 を分離

した ．顕 微鏡観察 お よ び 培養 試験 に よ り，本菌を

Uanascus 　PurPurettsの類縁菌株と判定した．また本

菌の 生産 す る α
・ガ ラク トシ ダ

ー
ゼ は そ の 反応 最適

pH が 4．5で あり，55℃ 以下で 安定で あ っ た
1），

2．2．　酵 素誘 導特性

　本菌の α
・ガ ラ ク ト シ ダーゼ は ガ ラ ク トース， メ リ

ビ オース
， ラ フ ィ ノ

ース お よ び ス タ キ オース に よ り誘

導され る菌体内酵素で ある が ，
こ れ らの 誘導物質は グ

ル コ
ー

ス に比 して 高価なの で ， グル コ
ース に よ っ て 菌

体を増殖させ ガ ラ ク トース に よ っ て 酵素の 誘導 ， 生産

を 行わせ るプロ セ ス を最適化検討の た め の モ デ ル シ ス

テ ム と して 採用 した ．

　本菌 の グル コ
ー

ス を炭素源とした 培養で は酵素は生

eeoeれず， ガ ラ ク トース を基質 とした 培養 におい て は ，

酵素は菌体増殖に 比 例的に 生産 された．また グル コ
ー

ス と ガ ラ ク トース を 同時に 炭素 源 と して 与え た 回分培

養で は，典型 的な二 段 階増殖 を示 した．すな わち，最

初グル コ
ー

ス の みが 消費され酵素は 生産されず，グル

コ
ー

ス が ほ とん ど消費された 後 ， ガ ラ ク トース の 消費

と酵素生産 が開始され，グ ル コ
ー

ス が酵素生産 を 抑制

す る こ とが示唆され た v ．

　そ こ で 酵素誘導とそ の 抑制 につ い て よ り詳細に 検討

した ．ガ ラ ク ト
ー

ス 培地 で 酵素誘導を行わせ る と80分
の lagの 後，酵素生産が始まり，酵素生産中ICO．　05％

以上 の グル コ
ー

ス を添加する と40分後に酵素生 産 は停

止 した．ガ ラ ク ト
ー

ス の 細胞膜透過 系は構成的で あ り，

グル コ ース の 添加 に よ りガ ラ ク ト
ー

ス の 細胞内へ の 取

り込みは直ちに 完全 に阻害された
2）．酵素誘導とそ の

抑制 に 長 時間 を要 す る主 因 は ， ガ ラ ク トース の 膜透 過

系 に あ る の で はな く， 細胞内で の 物質移動や リプ レ ッ

サーお よ び mRNA の 合成，分解過程に あ る と考え ら

れ る，ガ ラ ク ト
ー

ス を含む糖混合液を用 い て の 酵素生

産実験 に よ り，ガ ラ ク トース が 消費 され る 時の み酵素

が生産され る こ とが判明した．

　単
一

炭素源を用 い て 連続培養を行 っ た 結果 ， 菌体増

殖は 常 に Mon ・d の 式 に従う こ とが判明 し，同
一

温 度

で は グル コ
ー

ス の 方 が ガ ラク トース で培養した 場合 よ

り，最 大比 増 殖 速 度 （μ m ）と菌体収率 （y）は 大とな り，
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Fig・L 　　Steadygstate　relationships 　in　a 　sing1e −stage
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飽和定数 （Ks ）は小とな っ た．同じ糖を用 い た 場合で

は，30℃ の 方が 35℃ の 時よ りも 働 と y が大とな り，

− s は 同 じ （グ ル コ ース を用 い た 場 合）か また は 小

（ガ ラ ク トース を 用い た 場合）とな っ た．

　 グル コ
ー

ス と ガ ラ ク トース を 同時 に 用 い た場合，グ

ル コ ース は あ る臨界濃度以上 で ガ ラク トース の 細胞膜
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透過を完全に 阻 害 し， ガ ラ ク ト
ー

ス は グ ル コ ース の 資

化を 拮 抗的に 阻 害 した ．そ の 結果 ， 稀釈率を変化させ

て 得られ る定常状態に お い て ，菌体量 ， 糖濃度，酵素

の 比活性曲線は 不連続で あ り （Fig・1，
　2），幽 よ り低い

稀釈率 で washout が起 こ り，同一の 稀釈率で あ る に

もか か わらず shift −up 　system と shift ・d。 wn 　system で

定常状態 の異 な るい わゆる
“

ヒ ス テ リ シ ス 現象
”

が 観

察 さ れた （Fig・3）1）．

2．　3．　 酵素生 産 モ デ ル

　本菌 に よ る α
一ガ ラ ク トシ ダ

ー
ゼ 生産 の 最 適化を 行

う た め に ， 得 られ た実験データ を基 に して 菌体増殖 お

よ び細胞内で の酵素生産に 関す る 数学モ デ ル を提 唱 し

た．微生物の 特性で あ る増殖や 適応過程をモ デ ル に す

る 場合 ， 全て の 現象を素反 応 の 組合せ で 表す こ とは不

可 能で あ るか ら， 工 学的 に 有意義な因子を抽 出 し，生

物現象の 本質を失わ な い 範囲内で 可 能な 限 り簡 素 な数

式 モ デ ル を立て る こ とに 留意 した．すな わち， 本菌 に

よ る α 一ガ ラ ク トシ ダーゼ 生産の 特徴は こ の 酵素が 誘

導的に合成され る菌体内酵素 で ある こ とか ら，菌体増

殖，基質の 細胞膜透過 お よ び細胞内で の 酵素誘導機構

を有機的に 組合せ た モ デ ル をた て た．

　菌体増殖 モ デ ル 1）

　本菌の グル コ
ー

ス 消費速度 は Monod 型 を 示 し，ガ

ラ ク ト
ー

ス に よ る 拮抗 阻 害の 項を加え て （1）式で 示す．

dSAdt X 　　　　　μ mA3A

YAK
・A ＋・・＋薯 ・・

鋤 （1）

　こ こ で ，X 一
菌体濃度，3 嵩糖濃度，μ

・＝比 増 殖 速 度 ，

κ s
一飽 和 定 数 ffi　一阻害定数 y ＝収率定数．

　添字　A ＝グル コ
ー

ス
， B ＝ガ ラ ク トース，　 m ＝・fi

大値．

　 ガ ラ ク ト
ー

ス の 消費速度も Monod 型 を示 す ので

　　　書一一一去鐸豊。

一一
惣 （・）

グル コ ース とガ ラ ク トース を同時 に資化す る場合を含

めた総括菌体増殖速 度 は （3）式で 示す．

　　　夢
κ｛

。 、A ．豊蔀
・ 縞 ｝

　　　　　＝X （PA 十μB）
一

μX 　　　　　　　　　　　　　（3）

た だ し，酵素誘導を抑制す る の に 必要 な 臨界 グル コ
ー

ス 濃度を SAC とす れ ば，　 SA ≧SAC の 時，ガ ラ ク ト
ー

ス は資化さ れない の で μmB
＝0 とおくこ とが で き る．

　酵素 生産 モ デ ル D

　 α
・ガ ラ ク トシダ

ー
ゼ 生産を モ デ ル 化する に あた り，

次 の 諸点を特に 考慮 した．

ユ） 酵素生産 の 動力学モ デ ル は オ ペ ロ ン モ デ ル を 基礎

に して 誘導した．

2） 微生物の培養系に お ける菌体集団に は，完全な同

調培養 が行わ れて い な い 限 り，細胞 レ ベ ル で の 全 て の

菌令 の もの が分布 して い る と考 え られ る．しか し本菌

は糸状菌で あ り， 個 々 の細胞の 菌令分布を正 確に 把握

す る こ とが困 難なだけで な く，細胞内で の ア ミノ 酸 の

ターン オ ーバ ーも考え られ，さ らに α 一ガ ラ ク トシ ダ
ー

ゼ の 誘導 とそ の 抑制実験 に お い て ，培養経過 を菌体

集団の 平均値 と して 取り扱 っ て も支障が な い こ とか ら，

細胞内 で の 各 反 応 速 度 は実時間を基準に して 示 した．

3）　細胞内で は 各成分 の 物質移動 （分子拡散 な ど ）も

起 こ っ て い る と考え られ るが，本 モ デ ル で は，物質移

動 に要する時間を 生化学反応速度定数に総括的に 包含

させ た ，

4＞ 本菌 の α
一ガ ラ ク ト シ ダー

ゼ の 真 の 誘導物質 は定

か で はな い の で ， ガ ラ ク ト
ー

ス を誘導物質 と して モ デ

ル を た て た．

　菌体増殖 モ デ ル と細胞内諸反応を連結す る もの と し

て ， 糖の 細胞膜透過機構を考慮 した．今，単位菌体重

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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量当たりの 紐胞内 の ガ ラ ク トース 量を SBi とする．

糖の 細胞膜透過速度 は
一

般 に そ の 出入 と も Michaelis・

Menten 型 で 表され るが，本 モ デ ル は 細胞か らの 糖の

流出速度は細胞内の 糖濃度に 比例す る とした ．一
方，

細胞内の ガ ラク ト
ー

ス は 1分子反応で 消費され る と仮

定すれ ば次式 が成立 す る．

　　　圭
d（
響 一 圭｛S、・詈・ X亨 ｝

　　　　　　　　− U ｛謡轟 ，

− S・・｝− k・S・・

　　　
d
壽

i − U ｛es／iBs。

− S・・｝一・IS ・・
一

・S・・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（4）

　 こ こ で u ＝定数 CB　4 定数，　Km ＝＝定数

　添字　i＝細胞内

　SA≧SAC の時，ガ ラ ク ト
ー

ス は細胞内 に 取 り込ま

れない の で U ＝O とお くこ とがで きる．

　細胞内で の リプレ ッ サ
ー
合成速度 は

一
定 で あ る と仮

定する．単位菌体量 当た りの リプ レ ッ サ
ー
量   は

1 分子的に 分解 し， 誘導物質で ある ガ ラ ク ト
ー

ス と は

可 逆的に 結合して 不活性化 され る と考 え られ るの で ，

比 リプ レ ッ サ
ー
合成速度は，ガ ラク ト

ー
ス の 場合と同

様に

　 　 　 dR 　　　 　　　　　 　　　　　 　＿
　　　dt　

．．k2− k3R − k4RSBi 十 A5RSBi一μ刃

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（5）

こ こ で RSBi ＝リプ レ ッ サ
ーと誘導物質 （ガ ラ ク ト

ー

ス ） と の 複合体 の 量．mRNA 量 （M ）は 1 分子的に

分解される と考え られる．今，
mRNA の 合 成 を 完

全 に 抑 制す る リプ レ ッ サ
ー

の 臨 界量 を Rc とお く．

mRNA の 合成速度は リプ レ ッ サ ー量とそ の 臨界値と

の 差 に比 例す る と仮 定すれば ，
mRNA の 濃度変化は

次式で 示される．

dM
τ

一一k・（Rc − R ）
一々

・M 一
μM （6）

こ こ で re≧ Rc の 時，リプ レ ッ サ
ーが そ の 臨界濃度以

上あれ ば mRNA は合成 されな い の で ，計算上 は R ・−

Rc とお く こ とがで き る．

　酵素合成速 度 は mRNA 濃度 に 比 例す る と 考え られ

る ．本酵素 は ，こ の 実験条件下 で は安定 で あ っ た の で

酵素 の 分解は無視 し得る．した が っ て 酵素生産速度 は

次の よ う にな る．

　 　 　 dE
　　　「「

＝々
・班

一
μE 　　　　　　　　　 （7）

　ま た リプ レ ッ サ ー・ガ ラ ク トース 複合体 の 濃 度変化

速度 は次式で与 え られ る．

d
響

B’ − k
，RS 、、

− k・馬 望 轟

こ こ で kj （j− 1，2，…，8）＝反応速度定数

（8）

　菌体増殖および酵素生産 モ デ ル をもと に して ，単槽

連続培養に お ける 物質収支式をた て
，

こ れ よ り定常状

態 に お ける各物質濃度を導き，実験的ic決定で きる定

数値の 他 ， 細胞内反 応速度定数の ご と く予測不可能 な

諸定数を試行錯 誤 的に 検討す る こ と に よ り， グ ル コ ー

ス とガ ラ ク トース を同時 に与え る連続培養系の比酵素

活性の 実験値 と計算値 を一
致 させ る こ と がで きた．し

か しそ の 他の モ デル で は実験結果 を満足 に説明す る こ

とがで きな か っ た．さ らに本 モ デ ル を用 い て ， 酵素誘

導 とそ の 擲制，グル コ
ー

ス ，ガ ラ ク ト
ー

ス また は そ の

両者を炭素源とした 場合 の 回分培養，お よ び連続培養

の 定常， 非定常過程 の 実験結果をすべ て表現する こ と

が 可能な こ とを 確認 し， 本 モ デル の 妥当 性を 明白に し

た
1・2，．

2．4． 酵素生産の 最適 化

　多段連続培養 に よ る 酵素生産プ ロ セ ス の 最適培養方

式と最適条件 に つ い て 検討 した．すな わち，操作変数

を 培地 流量 ，槽容積 お よ び 培養温度と し
， 評価関数を

酵素 の 生産性 と して こ れを最大に す る操作条件を検討

した．そ の結果，30℃ で の グル コ
ー

ス に よ る菌体増殖

と 35℃ で の ガ ラ ク トース に よ る酵素生産が 有利で あ

る こ とが判明 した ．単槽，2槽 ，槽型と管型反応器を組

合 わ せ た 場合，槽型 2 つ と管型反応器を組合わせ た場

合，お よび 槽型 の 菌体再使用系 と管型 反 応器を 組合わ

せ た場合の 連続培養方式に つ い て ， 本モ デ ル を用い て

計算に よ り，最適操作条件下に おけ る酵素の 生産性を

比較検討 した （Fig・4＞・そ の 結果，菌体再使用系 に お け

る菌体循環率 を示す定数 C が 1・34以上の 場合は ， 槽

型 の 菌体再使用系 と管型の 組合わせ が最適 とな り，1≦
C ≦ 1．34 に お い て は ，完全混 合 槽 2 つ と管型 反 応 器 を

直列 に 組合わ せ た培養方式が 最適 で あ る こ とが 判明 し，

後者 の 場合 に はそ の 最適操作条件下で ，
702　units ／1・h

な る酵素生産性の値 が 得 られ た．こ れは単槽連続培養

で 得 られ る最大の 酵素生産性を25．　6％ 上 回 るもの で あ

っ た 3，． さ らに 単槽 ，
2 槽， お よ び 槽型と管型反応器

を 直列 に 接続 した連続培養を行 っ た 結果 ，
い ずれ の 実

験で も計算結果を再現 す る こ とが で きた．

　 こ の よ うに
， 糸状菌に よ る α

・ガ ラ ク ト シ ダ
ー

ゼ 生

産 を 対象 と して ，そ の 醸酵 プ ロ セ ス に 内在す る諸特性
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を生理 的，培養工 学的 観点か ら解明す る こ と に よ っ て

菌体増殖 と酵素生 産 に 関する 数学 モ デ ル を誘導す る と

ともに ，多段連続培養に お け る酵素生産の 最適条件を

求め る こ とが で きた．

3．　プラ ス ミ ド DNA に よ る Baciltus

　　stearothermOPhitUS の 形質転換

3．1．　好熱性細菌 に お け る 宿主 ・ペ クタ
ー
系 の 利点

　微生物種 の 中に は 55℃ 以上の 高温環境下 で 増殖 す

る好熱性細菌が存在す る．こ れらは
一

般 に高い 増殖速

度を示 し，かつ
， そ の生産す る各種酵索は熱 や 化学的

変性剤に対して 耐性が強い とい う特徴を示 して い る．

した が っ て ， 遺伝子操作技術 を好熱性細菌 に 適用す

る こ とが で きれ ば ， 常温菌を 宿主とす る場合 と比較

して 次 の よ うな種 々 の 利点を生 か す こ とが期待 で きよ

う
5”7｝．

（1）好熱菌由来の 耐熱酵素遺伝子を ク ロ
ー

ン 化 し， 効

率 の よい 形質発現 と遺伝子増幅に よ り ， 耐熱酵素 の生

産性を高 め る．

（2）大型 発酵槽 で の 培養に お い て，冷却費を 低減す る

こ とがで きる
8》．

（3）一般に増殖速度が大で あ り （世代時間，約 15分），

培養時間を 短 縮す る こ とが で き る．

（4）高温培養が 可能で あり， 雑菌汚染 の危険が軽減さ

れ る ．

（5）室温で は増殖 で きな い （も し くは 死 滅す る） の で
，

宿主 ・ベ ク タ
ー

系として 安全で ある．

（6）好熱菌 に お ける各種 （常温菌由来や 好熱菌由来）

遺伝子の 形 質発 現 と遺 伝 子産 物 を比較検討する こ とに

よ り， 好熱菌 に お け る耐熱機構 の分子的解明な ど基 礎

的研究が可能に な る．

　さて ，遺伝子操作技術 は，安定に複製 ・維持 される

有効なベ クタ
ー

と効率の よ い 形質転換法 が備わ っ て い

れば，好熱菌を宿主 と して 利用 す る こ と も可能 で ある，

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

168 今中　忠行
』

醗酵工学　第66巻

しか し，こ れら2 点 が相互 に 補完関係 に あ るため
， 実

際 に新 しい 宿主 ・ベ ク タ
ー

系を 開発す る場合 に は，両

者を並列的に 検討 しな ければな らな か っ た．

3．Z　 宿主菌の 選定

　あ る特定遣伝子を ク ロ
ーン 化 し，こ れ ら類縁菌相互

に そ れ ぞ れ移入 して ，常温菌と好熱菌 に お ける 形質発

現 とそ の 産物を比較す る こ と は，好熱 菌の 特性を解 明

す る ため に も重要 な方法 となろ う．ま た ， 大腸菌など

の グ ラ ム 陰性細菌 で は有用酵素な どを培地 中に分泌 し

た 例 が あまりな く，工 場規模で 有用 物質の 発 酵生産 と

分離 ・回収を 考え る場合に は ， 分泌機構を有す る Ba・

α

’
llus 属細菌が 望ま しい ，以上の 点を考慮 して ，好熱

性宿主菌 と して B ・5rearotltermoPhilus を 選択 した．

　具体的 に は ， 本菌種 の 基準菌株 で ある B ・sXearoth −

ermePhilers 　ATCC12980 を使用 した．本菌株は各種抗

生物質 （ア ン ピ シ リン ，ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ
ー

ル ，エ リ

ス ロ マ イ シ ン
，

カ ナ マ イ シ ン ， テ ト ラ サ イ ク リ ン な

ど） に 対する 感受性が高 く，薬剤耐性をマ
ーカー

とす

る形 質転換株 の 選択 が 容易で あ る と考え た．本株 は

18．3メ ガ ダル ト ン （Md ）の 潜 在 性 プ ラ ス ミ ド pBSO1

を保持 して い た．そ こ で ， 本菌の 識別を容易にす る た

め に ス トレ プ トマ イ シ ン （500μg／ml ）に 耐性 （Sm 「

）

と な っ た 自然突然変異株 S1 を 分 離 し， こ れ よ り

pBSO1 を除去した菌株 CU21 を形 質転換実験の 宿主

菌と して 用い た
9，．

3．3．　B ．stearothermOPhilus の 形質転換法
9）

　 Bacillus 属細菌を 宿主 とす る遣伝子操作技術は B ・

subtilis を 中心 と して 進展 して おり，コ ン ピ テ ン ト

セ ル （competent 　cell ）法
1°）

や プ ロ トプ ラス ト （protO−

plast）法
11）

に よる形質転換実験 に よ っ て ，プ ラ ス ミ ド

DNA の B ・szabtilis へ の 移入が 行われ て い る・Baci−

llus　lichentfermis 　ATCC 　9945A 　 FD 　O120 株な どの コ

ン ピ テ ン ト細胞は，染色体 DNA の 組換え に よ る形

質転換が 可能で あ る に もかか わ らず，プ ラス ミ ド

DNA に よ り形 質 転換さ れ る こ とは な か っ た 12），こ れ

に 対 し，B．　lichemfarmisi2），　 Bacillus　 megateriu ”ti3
，

，

Bacillus　thttringz
’
ensist

”

な ど の プ ロ トプ ラス トは，プ

ラ ス ミ ド DNA に よ り形質転換 され る．したが っ て B ．

stearOlftermOPhi7us の 形 質転換法 の 開 発 に 当た っ て は，

調製条件の 設定が困難な （あるい は不可能 か もしれ な

い ） コ ン ピ テ ン トセ ル 法で は な く，プ ロ トプ ラス ト法

に つ い て 検討を 加え た ．

　 すな わ ち，Chang と Cohen の プ ロ トプ ラ ス ト法
1v

に よ る B ．　subtilis の 形 質 転 換 法 を 基 本 と して ，プ ラ ス

ミ ド DNA に よ る B ．　 sXearotfier ？noPhilus の 形質転

換を行 っ た． しか し，B ．　 sXearotltermePhiltts 　ATCC

12980の 生育最低温度お よ び 最高温度 がそ れぞ れ 40°C

と 70℃ で あり，室温で は急激 に 死滅する こ とか ら，

操作温 度の 変更 が必 要で あ っ た．本菌は 4℃ 以下で

は 休眠状態をとり，生菌数 の 低下が あま り認められな

か っ た の で ，操作温度はすべ て 40℃ 以 上または 4℃

以下 に な る よ うに設定 した ．

　本方法はプ ロ トプ ラ ス トの 調製 ， ポ リエ チ レ ン グ リ

コ ール （PEG ）処理 に よ る プ ラ ス ミ ド DNA の 細胞内

へ の 移入，細胞壁の 再生お よ び形質転換株の 選択 か ら

成 っ て い るが ， そ の 詳細 は原報
9）

を参照して 頂 きた い ．

3．4． 好熱菌で 利用可能な ベ クター・プ ラ ス ミ ドの 選

　 　 　 定

　 ff　es　dW
’
　B ．　stearotherm 　ePfiilus 　CU21 を宿主 として 利

用可能な ベ ク タ
ー・プ ラ ス ミ ドを選択す る に 当た っ て ，

まず同属 の 常温菌 B ．subtilis を形 質転換 し得 る各種

薬剤耐性 プ ラ ス ミ ドを供与 DNA として 用い た．　 B ・

siearothermoPhilus の 形質転換株の 分離を 試 み た結果，

pUBIIO と pTB19 を 用い た 場合 にの み 形 質転換株

が 得られ，そ れぞ れ Km 「

と Km 「Tc 「
の 表現型を示

した
e ｝．pTB19i5

）
は B．　stearot ／iermoPhilus を形質転

換す る こ とが で きた が ，
B ・Stibrilis を宿主 として 分離

した pTBI9 由来の 小型プ ラ ス ミ ド （EcoRI 処理断片

の 組合わせ）pTB51 ，　pTB52 ，　pTB53 で は B ・stea7
’
o・

thermoPhilus の 形質転換株を 得 る こ とが で き なか っ

た．

　 した が っ て ， 同様 の 手法 に よ り B ・stear ・thermo ・

Pliilusの 形 質転換系を利用 して ，好熱菌内で 複製可

能な 小型 プ ラ ス ミ ド の 作成 を 試 み ， 小 型 プ ラ ス ミ ド

pTB90 を得 る こ とが で きた．こ れらを用 い て B・su −

btilisの 形 質転換を試み た 結果，　 pTB90 で は Km 「Tc「

株が 得 られ た．

　 pTB19 ，
　pTBgO ，

　pTB51 ，pTB52 お よ び pTB53 ま た，

pTB90 由来 の 各種小型 プ ラ ス ミ ドの 制限酵素切 断地

図を Fig・5，6 に 示す
16，．

　 次 に 3 種 の プ ラス ミ ド （pUBl10 ，　 pTB19 お よび

pTB90 ＞に つ い て ，好熱菌の 形質転換頻度を ま と め た

の が Table 　1 で ある
9）．　 pUB110 に よ る 形 質転換頻度

は，そ の 調製源 （B ．subtilis と B ．　 stearothermoPlti −

lus＞ が異な っ て も大差 はな く， 再生菌 当 た り 1〜6X

ユ0−3 程度で あ っ た ．こ れに 対 し，B．　 sscbtilis か ら諷製

した pTB19 や pTB90 を 用 い て 形 質 転 換 した 場合 に

は ，い ず れ も B ．siearathermoPhilus か ら調 製 した プ
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・

・nd 瓶 1 ・・e　i・ dl・飢 ・d　by　B ・
，
　Bg

，
　B ・

，
　P

，
　H

，
・ nd 　X

，

　　　respectively ．　　　　　　　　　　　　　　　Cleavage　sites 　of 　EcoRI 　are 　indicated　by　the　bars　inside　the　circles ．

8凝
H

x

Bg

瞞
・令

　　　　夢
’’Bs

x

pTB9193
．9Md

　　　　　　　＼

　　　　　　　
Ec・Rl”T4・

／ 診

・

◎
pTBgI32
・9Md 　　

丶 ケ
　　　　Ec。RI

−T4　DNA 　ligqse

c

H

　　　B5

◎
　　pTB902
　　 2．7Md

◎
x

丶

B9X

一

／
EcoRl−T4　DNA　Iigese

　　　　　　　　　　　　　　　　　　pTB931
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　pTB921
　　　　　　　　　　　　　　　　　　 3．9M 」
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 3．7Md
Fig・　 6・ R ・・t・i・ti・… d・ nud ・・se　d ・・ v・g・ m ・ p・ ・f　p！・・mid ・・ Cl・a ・ age 　si・… f 嗣 II，　B ・・Eli

，
　Hi 。dlll，

　　　and
　
Xbal

　are 　indicated　by　Bg ，　Bs ，　H ，　and 　X，　respectively ．　The　bars　inside　the 　circles　ind｛cate 　the

　　　cl・avag ・　・i… 。f　Ec ・RI・Th ・ h ・avy ユi・・ c。・・esp 。・ d・ ・。 ・h・ 1．O　Md 動 Rl　f・agm ，nt，
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Table　 1．　 Transfonnation　 of β．∫’偬 プ o跪 62
’
”tophiltts 　CU21 　 with 　plasmid　 DNA ．

Plasmid Sourcea Antibiotic
（μ9／m1 ）

b

　 　 　 　 　 　 　 　 Transformation
Transformants
　　　　　　　　 frequency　per
per μgof 　DNA
　 　 　 　 　 　 　 　 　 regenerant

pUBIIOpUBl10pTB19pTB19pTB19pTB19pTB90pTB90pTB90pTB90B ．sub ，　 MI113

B ．stearo ．　 CU21

B ．sub ，　 MI113

B ．sub 、　 MI113

B．stearo ．　CU21

B．stearo ．　 CU21
B．sub ，　MI113

B．sub ．　 Dト矼1113

B ，stearo ．　 CU21

B ，stearo ，　 CU21

Km （25）

Km （25）

Km （25）
Tc （5）

KmC25 ）

Tc （5）

Km （25）
Tc 〔5）

Km （25）
Tc （5）

1，6× los

5．9× 105

4．9× 103

9．O× 103

1．0× 105

5．5× leS

2。2× IO4

2．6× 104

1．3× 10T
2．0× 107

1．6 × 10
宦3

5．9× 10P3

4．9× 10
−5

9．OX10
−5

1．OXIO
−3

5．5× 10
−e

2，2× 10
−

‘

2．6× 10叫

1．3 × ユ0
一
筐

2．OX10
−1

a
　B ．sub ．，　Ba ‘ 彡7〜us 　 subtilis ； B．　 stearo ・，　 Ba ’2／lus　 stearotltet

’
ア’ioPhil ” s・

bKm
，
　kanamycin ； Tc，　 tetracycline・

ラ ス ミ ドを 用 い た時 よ り，そ の 頻 度 は か な り低 下 して

い た ，

　こ の原因 と して ，
B・subtilis から調製 した pTB19

や pTBgO が B ．　stearoihermoPhilus の 形質 転 換 の

際に宿主 菌の 保有 す る 制限酵素 BsxPI に よ り制限

を受け て い る た めで あり， pUB110 に は BstPIの 切

断点が存在 しな い の で ，そ の 調製源 に よ る 形質転換

頻度の 差が 生 じな か っ た こ と が 明 か で あ る．pTB90

を用 い た 場合 に は，高頻度で B ．stearothermePliilus

の 形質転換が 可能で あり，再生菌の約20％ ，
1FgDNA

当た り 2× 10，

の 形質転換株が 出現 した
9｝．こ の 値は

pCl94 や pUB110 に よ る B．　subtilis プ ロ トプ ラ ス

トの 形質転換頻度 （再生菌の 80％，1 μgDNA 当た り

4 × 107）11） と同程度 に高 い 値 で あり，pUB110 に よ る

B ．叨 咽 σ’8癩 〃 霧 の 形質転換 ．（再生菌 の 2％ ，
1 μgDNA

当たり 2× 105）lv や pBC16 に よ る B ・thuringiensis

の 形質転換 （再生菌 の 3× 10−7）1T）
と比較して 高頻度

で あ る とい え る．

3．5． Bacitlus プラ ス ミ ドの DNA 複製

　pTB19 由来の 小 型 プ ラ ス ミ ドで あ っ て も，B ・stear ・

ethermePhilus と B ．　subtilis を共に形質転換 で きる プ

ラ ス ミ ド （pTB90 など）もあれば，丑 餌 厩 跳 の み を 形

質転換 で きる プラ ス ミ ド （pTB53 な ど）も得 られ た
le》・

こ れらの DNA 複製機構を詳細に検討した 結果 ，
　pTB

90 な ど の 多 コ ピ
ー

数プ ラス ミ ド に は，rePB 遣伝 子

が LS・ig），　 pTB53 な ど の 低 コ ピー数 プ ラス ミ ドに は

rePA 　tz伝 子
2°’

が存 在する こ とが判 明 した・RepB タ ン

パ ク質 は 負 に 作用 す る 制御 因 子で あ il　19），
　 RepA は正

に 作用する 制御因子で ある
E°）

こ とも明らかに された ．

こ の 研究過 程 で 得 ら れ た 各 種 プ ラス ミ ド の 特 性 を

Table　 2 に まと め た．こ れらの コ ピ
ー
数 は 1〜214の

範囲に あり，目的 に 応 じて 最適 コ ピー
数 の プ ラ ス ミ ド

をベ ク タ
ー

と して 利用す る こ とが 可能に な っ た．

4． 耐熱性分泌酵素の 生産

　微生物起源 の 諸酵素が工 業的に 利用 さ れは じめ て 久

しい が，量的に主要な位置を占め るの は ア ミラ
ー

ゼ と

プ ロ テ ア
ー

ゼ で あろ う．そ の 用途 も広 く，α 一ア ミ ラ
ー

ゼ は デ ン プ ン 液化， 醸造工 業， 糊抜き， 消化剤 な どに
，

プ ロ テ ア
ー

ゼ （ア ル カ リ性，中牲，酸性）は醸造 工 業，

洗剤，消化剤，消炎酵素剤な ど に 利用 され て きた
2v ．

一
方，こ れ ら有用酵素の 生 産 菌 は多 様で ， そ れ ぞ れ 自

然界か ら分離後 ， 突然変異 に よ る高生産株と して 選 択

された もの とい え よ う．しか し近年，遣伝子操作技術

が広 く普及 した結果，酵素構造遺伝子の ク ロ
ー

ン 化 と

遺伝子増幅効果 に よ る生 産性増強が 報告 され る よ うに

な っ て きた．こ こで は分泌酵素で あ る ア ミ ラ
ーゼ とプ

ロ テ ア
ーゼ の 生産に つ い て 述 べ る．

4．1． 耐熱性 ア ミラーゼ遺伝子の クロ ーニ ン グ

　 Bacillus　re細菌 は ア ミ ラ
ー

ゼ やプ ロ テ ア
ー

ゼ な ど多

種 の 菌体外酵素を生産する．こ れら高分子タ ン パ ク 質

の 分泌は ， 細胞膜透過機構な どに 関す る基礎的研究の

み な らず ， 応用的立 場か ら も興味が もた れ て い る．た

と え ば有用分泌酵素遺伝子 を ク ロ
ーン 化し，そ の 生産

性向上 を はか る の み な らず ， そ の 分泌機構を利用 して

他 の 有用 タ ン パ ク質 を 効 率 よ く菌 体 外 に 分 泌，蓄 積 す
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Table　2．　Properties　of 　plasmids．

Plasmid Size
　 　 　 CharaCteristics
（kb）

　 　 　 　 1．5kb
Rep 　　fragment
　　　 of 　pBSO2

瓢  
丁

鯱灘撚 、鴇鏃麺
pTB19pTB51pTB52pTB53pRAlpRATlpRATIl

pTB90pTB914pTB916pTB913pTB919pTB931pTBgQ2pTB921pRBTlpRBHlpRBH1

・IR

pRBHC3

pRBHC3 −IR

pRBHC7

pRBHC7 ・IR

pUBIIOc

pUBIIOdBd

5982456388500272333333636。

aO
，

773Z

α

＆

＆

4

α

α

453Zaaaa242

2111　

　

　

　

　

　

　

1

Km 「
　 Tc 「

Kmr

　 　 　 Tc 「

1（m
「　 Tcr

KmrKmrKm

τ

Km 「　 Tc 「

Km 「　 Tc 「

Kmr 　 Tc τ

Km 【

Km 【

Km 「

で

　

じ

　
ア

　

ア

　

じ

　

ア

　
ア

　

じ

　

じ

mmmmmmmmmKKKKKKKKK

TcrTc

「

B

　

　

　

　

　

BBBBBBBBBBBBBBBBB

AAAAAAA

十

十

十

十

189888813553443524442485　

　

　

　

　

　

　

11121121343310145

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

1122

り白

十

　

　

　

ロ

　

み

　

　

　

　

　

ヨ

　

　

　

お

　

お
　

ヨ

　

　

　

ユ

　

む

　

オ

　

ヨ

　

こ

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

1

5 （18）

43
＿b95407TTTTTTTOT

3

　

　

6

　

NNNNNNN5N

NT ，　Not　tested．　（　），　Copy 　number 　in　the　presence 　 of 　tetrac アcline ．
aLow

　transfbrm 飢 ion 丘equency ．
bDeletion

　plasmid　 appears 丘equently ．
cOriginally

　isolated　from　Staphylococczas翩 ア
・
eus ．

dAdeletion
　derivative　of 　pUB110 ．

る こ と がで きる と考え られ るの で ある．つ まり，タ ン

パ ク質を分泌生産さ せ る ほ うが ， 細胞質内に 蓄積 させ

る よ り も，  生 産 タ ンパ ク 質の 絶対量を高 め る こ とが

で きる，  分離 ・精製 が比較的容易 で あ る ，   細胞内

プロ テ ア
ーゼ で 分解 されず ， 生産タ ン パ ク質 の 安定性

が増す ， な どの 点で 有利で ある
22）．

　以 上 の 立場から，すで に 多数の ア ミ ラ
ー

ゼ 遺 伝 子 が

ク ロ
ー

ン 化され て い る
22 ｝．われ わ れ もベ クタ

ープ ラ ス

ミ ド pTB90 や pTB53 を用い ， 好熱rk　B．　stearother −

moPltilus 　CU21 由来の 耐熱性 α
・
ア ミ ラ

ー
ゼ 遣 伝 子

をそ れ ぞ れ クー
ロ ン 化した 23，． こ れ らの 遣伝子 は B．

stearotliermoPltiius と　B．　 sabtilis い ずれの 宿主菌

で も形質 発 現 し，α
一
ア ミ ラ

ー
ゼ を 培地中に 分泌 した．

しか し，Table　3 に 示すよ うに ， 好熱菌由来の 遺伝子

は常温菌 （B．subtilis ）よ り好熱菌で 効率的に 形質発現

す る こ ともわ か っ た
2S ，．中性プ ロ テ ア

ー
ゼ 遺伝子を ク

U 一ン 化 した場合に は ， 対数増殖後期か ら減衰期 にか

けて 生産され る の に 灣 し， ア ミラ
ーゼ は主として 定常

期 に 生 産 され る点 に 特徴が あり， 各遺伝子の 形質発現

時期の 差異は Baciilus 属 細菌の 多様な σ 因子 に 起因

する と考え られ て い る．また B ．　subtilis を宿主 と した

培養後，熱処理 す る こ と に よ り宿主菌由来の タ ン パ ク

質が失活変性する た め，耐熟酵素の 精製が容易に な る

こ とが 判 明 した
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Table　3．　Production　Qf α
一am アlase　by　B ．　 stearothermaPhi ，ノu ∫ and β．　sub ！ilis．

Strain Temperature
　　（℃ ）

α ・Amylase 〔U ／mg 　of　cells）

late　log　　　stationary 24h

3．∫吻 プ o’ゐ6ア moPh ぬ ∫ CU21
B ・∫16αプ othermoPltilus 　ANI74

β．∫！earo ！hermoPhz7us　AN174 （pTB90 ＞

β．stearo ’heア moJblit7 ：‘∫ AN174 （pAT9 ）
B ．sub ！ill

’
∫ MI113

β．subtili
卩
∫ TN106

B ．srcb〃 is　TN106 （pTB53 ）

β．sublilis 　TN106 （pAT5 ）

5555777755553333 　

ヨ

6DD7DDDlLNN2NNN

α

4DD

噂

JDD3

2NN20NNO　

　

　

1

3DD

。93DD

、1

3NN200NN1

aND ，　 Not　 detectable（く 0．01　 U ／ml ），

4．2．　 ア ミ ラ
ーゼの 遺伝子構造 と ア ミ ノ酸配列

　 われわれ は B ・stearotlter 〃noPh ；7US の α
・
ア ミ ラー

ゼ 遺伝子とそ の 周辺領域の DNA 塩基配列 を決定 し

た
21⊃．GTG の 開始 コ ド ン で 始 ま る 1647塩基 （549 ア

ミノ 酸に 相 当）か らな るオ ープ ン リ
ー

デ ィ ン グフ レ
ー

ム
， そ の 上流に RNA ポリメ ラーゼ結合部位の プ ロ モ

ー
タ
ー

（
− 35領域 と一10領域 ） と リボ ソ

ー
ム 結合部位

の SD 配列 が認 め られ た．さ ら に プ ロ モ ー
タ
ー

上流と

タ ンパ ク質構造遺伝子下流に そ れぞ れ 1〜2ケ 所の逆

位繰 り返 し配列が認 め られ，こ れ らが転写終結の ター

ミ ネー
タ
ーと して 機能 して い る と考え られ る こ とか ら，

こ の α
一
ア ミラ

ー
ゼ の 発現 は モ ノ シ ス トロ ニ

ッ ク な 遺

伝子 に よ る と思 われ る ．

　且 卿 礎 o ’加 7 脚 ρ耀 μ ∫ の 培養炉液から精製 した菌体

外 α
・
ア ミラ

ーゼ の NH2 ・
末端領域 の ア ミノ 酸配列を決

定す る こ とに よ り，
34ア ミ ノ 酸 か らな る シ グナ ル 配 列

の 存在 が 明 らか に な っ た 24）．また 成熟 ア ミラ
ー

ゼ は

515ア ミノ 酸からなり， 推定分子量 は58779で あ っ た．

こ の DNA 塩 基 配 列よ り求め た α
一
ア ミ ラ

ーゼ の ア ミ

ノ 酸配 列を，他の α
一
ア ミ ラ

ー
ゼ の そ れと比較した の

が Fig．7 で ある
25）．　 eg　1段目に示 したの が シ グナ ル

配列部 で あり，Bacill” S 属 細菌 の 場合 は 比較的長 い

（31〜41ア ミ ノ 酸 ）が，高等動物 の 場合 は 短 い 配列

（12〜15ア ミノ 酸）が特徴で あ る，

　各 ア ミノ 酸配列 の 相同性 を ド ッ トプ ロ ッ トマ ト リッ

クス に よ り解析した・B ・stearoXhermoPhilus と　B ．

amyloliguefaciens の 耐熱性 α
一
ア ミ ラ

ーゼ は ， 高 い

相同性 （61％）を 示 し，ラ ッ ト，マ ゥ ス ，ブタ，ヒ ト

な どの 高 等動 物 の α
・
ア ミ ラ

ーゼ 間に も高い 相同性（約

80−−90％ ） が認 め られ た．しか し，好熱菌の 耐熱性 ア

ミ ラ
ー

ゼ は，B ．　 subXi7is の ア ミ ラ
ー

ゼ や カ ビ，高等動

植物な ど の 耐熱性 の 低 い 酵素 とはア ミノ 酸配列に ほ と

ん ど相同性が 認 め られな か っ た
25 ），

　Fig・7 に 示 し た 11種 の ア ミ ラ ーゼ に つ い て の
，

相同性解析 や ，
Matsuura ら

26 ）

に よ る AsPergillus

orygae タ カ ア ミ ラ
ーゼ A の酵素学的解析結果な どを も

と に して ，計 4 ヵ 所 の 共 通 ア ミノ 酸 配 列 領 域を 見い だ

した
2S）．こ れらの 領域は，細菌，カ ビ ，高等動植物の

い ずれ の 場合 に も保存 さ れて お り，かつ ア ミ ラ
ー

ゼ 活

性を示す とい う以 外 に 共通 点 が な い こ とか ら，
こ れら

4カ 所の 相同領域 の 存在が α 一ア ミ ラ
ー

ゼ 活性発現に

必須で あり，そ の 活性中心 と基 質 の結合部位 を 含ん で

い る もの と考え られ て い る．こ の よ うに 全 く起源の 異

な る 多種の 酵素遺伝子を ク ロ
ー一一

ニ ン グし， 塩基配列決

定 に よ り得られた ア ミ ノ 酸配列を比較して ， 酵素活性

発現 の 必須領域を 推定す る こ とは ， 酵素学に お ける 遺

伝子工 学の 新 しい 利用法を示すもの とい え よ う．

4．3． 耐 熱性 プ ロ テ ア
ーゼ選 伝子の クロ ーニ ン グ

　Bac ：71US属細菌の プ ロ テ ア
ー

ゼ 遺伝子も多数 ク ロ
ー

ン 化 さ れ て い る
2M ．わ れ われも好熱菌 B ・stearother −

m ・Philus　CU21 由来の 耐熱性中性プロ テ ア
ーゼ 構造

遺伝子を ク ロ
ーン 化 し，プ ロ テ ァ

ー
ゼ 生産量 の 増大を

確認 する こ とが で きた （Table　4）
27 ）・ま た 構造遺伝子 の

解 析
2su

と他 の プ ロ テ ア
ー

ゼ との ア ミノ 酸配 列 の比較
29 ）

を行 っ て きた．そ の方法論はア ミ ラ
ー

ゼ の 場合と 同様

で あ る か ら省略 し，プ ロ テ ア
ーゼ の 特徴 に つ い て の み

簡単 に 触 れて お きた い ．まず プ ロ テ ア
ー

ゼ 遺伝 子 の ク

ロ
ー

ン 化 に際して
， プ ロ テ ア

ーゼ 欠損変異株を宿主菌

とす る こ と が 望ま れ る の で ある が，そ の 取得はア ミ ラ

ー
ゼ の 場合 ほ ど容易で は な い ．な ぜ な らば，通 常生

N 工工
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． 7 ．　 Comparison　 ofamino 　acid　sequences 　of 　various α 一amylases ． 　Amino 　acid　residues　are 　 shown

by 　　　 　single　letters 　as　follows ：A，　 Ala弖C，　 Cys；D，　 Asp；E，　 Glu；F，　 Phe；G，　 Gly； H，　 His；1 ， 11e；K，　

s； 　　　　L ， Leu； M，　Met；N， 　Asn；P，　Pro；Q，　 Gln；R，　 Arg；S，　Ser；T，　Thr；V，　Val ；　W，　 Trp；Y，　Tyr ．　En

me 　　　　sources 　are 　abbreviated 　as：B．　 stearo ．，　Bacillus　 stearetltermOphilus ； B ．　amylo ．，　 Bac 〃 us 　amyloli

e・ 　　　ノb ‘iens ；B ．　sub ，，　Ba‘illus 　subiilis；A．　ory ．，ノ4spergx71us 　orysae ；s，　saliva ；p， 　pancreas ．　The　first 　 a

no 　　　　acid 　of 　 extracellu ］ aエamylase 　of　B． 　 stearolhermophilus ，　Ala，　is 　counted 　as 十1．　 Signal 　peptides

are　　　 　
shown 　in 　the丘rst 　rows ．　Homologous 　sequence 　 regions 　1，2， 3，　and 　4 　are 　 surrounded 　by　rectan

ls． 　　　　The 　am 加o　acid 　sequence 　described　above　the 　 rectangular 　regions 　was 　taken 　as　representative 　
o

@re・ 　　　　gions　l　 to 　4．　Active 　sites 　and 　 those 　of 　substrate 　 binding　proposed 　by 　 Matsuu 【a　et　 al．26 ）for
Taka− 　　　　amylase 　A　 fめm ．4 ．　 oryzae 　are　indicated 　by 　O

，　and 口，　respectively． 　Barle アamylase 　has 　

other　　　 　sequence 　somewhat　similar 　to 　region　2 　 as 　shown　by 　a 　broken 　underline ．＊，　Pyrrolid−2− one − 5 − car
xylic 　　

　acid ．blis ■ earethermoPhus　andPr 。ductiGn。f　extracellular　proa　●
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物に は複数 の プ ロ テ ア
ー

ゼ 遺伝子が存在 し （大腸菌の

場合少な くと も 8 種類の プ ロ テ ァ
ー

ゼ が 現 在 同定 さ れ

て い る）
3°）

， そ れ らが生体 内の 代謝調節 に 直接また は間

接的 に関 与 して い る場合が 多 い た めで ある．また ， 遺

伝子が ク ロ
ーン 化 され て ，プ ロ テ ア

ー
ゼ 活性 が異常に

増 大すれ ば，諸酵素の 分解 に つ な が る こ とも予想され

る．不必要な タ ンパ ク質分解活性を抑え る ために ， プ

ロ テ ア
ーゼ は通 常 プ レ ・プ ロ ・プ ロ テ ア

ーゼ と して生

成 され る．分泌の 過程で シ グナ ル 配列が除去さ れて ，

プ ロ
・プ ロ テ ア

ーゼ となり，そ の 後 の プ ロ セ ッ シ ン グ

に よ り NH2 一末端側 の ア ミノ 酸配列が 再度除去されて ，

成熟 プ ロ テ ア
ーゼ と して培地中に検出される．こ の よ

うな構造 は，分泌性の 中性お よび ア ル カ リ性 プ ロ テ ア

ーゼ に つ い て
一

般的 に認 め られて い る．

5．　 ペ ニ シ リナ ーゼ遺伝子の ク ロ
ー

ニ ン グと

　　タ ン パ ク質 分泌 用ベ ク ター
の 開発

5．　1． ぺ ニ シ リナ
ーゼ 遺伝子の ク ローニ ング と形質発

　　　現

　われわれは B ・lichentformis　ATCC9945A 株由来の

野生型および構成性ペ ニ シ リナ
ーゼ 遣伝子を，そ れぞ

れpMB9 をベ クタ
ー

プラ ス ミ ドと して E ・coli 内で

ク ロ
ー

ン 化 した
12 ）．pMB9 に 組 み込 ま れた 2．8Md

EcaRI 断片上 に は ペ ニ シ リナ
ーゼ 構造遺伝子 （PenP＞

とそ の リプ レ ッ サー
遺伝子 （Pen1） が 存在して い る。

なお ，構成性株由来 の DNA 断片で は Pen1遺伝子が

突然変異 した もの で あ る．こ れ らの 2．8Md 断片を，

そ れ ぞ れ B ・subtilis お よび B．　lichentfarmis内で

Table　5．　Penicillinase　activity 　of 　plasmid・carrying 　strains ．

Strain
　 　 　 　 　 　 Anti・
PenP　 Pen／ repressor

　 　 　 　 　 　 　gene
・一 臆 岬 岬 言畿 諜 llb止

欝

E ．coliC600

−1C600
−1C600
−1C600
−1

B ，subtilis

M1112MI112MI112MI112MI112MI112MI112B

・〃‘んen40rmis

FDO120
，
　R206

COlMO15

−1MO15
−1MO15
−1MO15
−1MO15
−1MO15
−lMOI5
−1R206

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

pMBgpTTEIlpTTE21

pUB110pTB53pTTB21pTTB22pTTB32pTTB42

pUB110pTB53pTTB21pTTB22pTTB32pTTB42

pTTB32

highhighhigh

highlOWhighhighlowlow

highlowhlghhighIowlowIOW

　

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

ND 。

ND

　 6．7

　 7．5

　 　 1．0

　 　 1．0

　 　 1．0

　 100

　 　 8312

，　OOO

　 　 26

　 　 7．13

，000

　 ND

　 　 O．8
　 ND

　 　 87

　 　8910

，000

　 　22
　 　84

0．3

87

20

　 9303

，200

96

　 883

，800

O．3

0．9

0，8

130

　 1．1

1．1

4．045

aHigh ，20−50　copies 　per　chromosome ；　low，8−10　copies 　per 　chromosom 巳．
bActivities

　are 　expressed 　in　units 　of 　penici11inase　per　mg 　of 　cells ．
cND ，　Not　detectable（く 0．01　 U ／mg 　 of 　cells ）．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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Table 　6．　Penicil；inase 　 activity 　of β．∫！earother7noPfiilus ．

Pla．srnid Antibiotic
（μ9／ml ）

　 Growth
temperature

　　（℃ 〉

Penicillinase　 activity

　（U ／mg 　 of　 cells ）

Total Supernatant

NonepTB90pLP21pLP21pLP21pLPllpLPIIpLP1

ユ

pLPllpLPllpLPllpLPII

NQneKm

（5＞
Km （5）
Km （5）
Km （5）

Km （5）
Km （5）

Km （5）
Km （5）十 Tc 〔1）

Km （5＞＋ Tc （2）
Km （5＞十 Tc （3）
Km （5）十 Tc （4）

888508508888444564564444 NDaND

　 90
　 120

　 173

，300

　 610

　 393

，7004

，7006

，0005

，800

＿ b

7．4

820

510680700750

aND

，
　Not 　detectable（く 0．　Ol　 U ／mg 　 of 　dry　 cell　 weight ）．

b − ，Not　tested．

サ ブ ク ロ
ーニ ン グ し，そ の 形質発現量を 比較 した の が

Table　 5 で ある・Bacilltcs属細菌内で は PenP，　Penl，

い ず れ も発現す る と共 に ，多量の ペ ニ シ リナ
ー

ゼ が分

泌生産され た が，E ．　coli で は そ の 活性が 極 めて 低 か っ

た．ま た， こ れ らの 2．8Md 　Ec ・RI 断片を pTBgO
に組み 込 ん で 得 た 組換え プ ラ ス ミ ド を そ れ ぞ れ pLP

21 （野生型）および pLPII （構成性） と した，　 pLP21

また は pLP11 を 保持す る B ・　stearothermoPhilzts 　l・こつ

い て LG 培地で の ペ ニ シ リナ
ー

ゼ 生産を比較したの

が Table　6 で ある
Stj ．プ ラ ス ミ ド非保持菌や pTB90

保持菌で は，ペ ニ シ リナーゼ 活性が全 く検出され なか

っ た．pLP21 保持株 に つ い て は，48℃ と 55°C の 培養

で 約 100U ／mg 　cell の 活性が 認め られた が，60℃ で は

17U ／mg 　cell と減少 して い た．一
方，　pLP11 保持株で

は ，
48℃ で 3

，
　300　U ／mg 　cell と比較的高活性 の ペ ニ シ

リナーゼ が 検 出 され た が ， 培養温度 の 上 昇に つ れて 急

激 に そ の 活性が低下 した．こ の 活性低下は，培養中に

お ける酵素の 熱失活な どに 起因す る もの と思 わ れ るが

詳細は明らかで はな い ，同
一

温度 で の 生産量を ， pLP

21 保持菌と pLPll 保持菌 に つ い て 比較する こ とに よ

り，構造遺伝子 PenP の みな らず リプ レ ッ サ
ー遺 伝子

Pen1もB ．　stearotheremePhilus 内で 発現 して い る こ と

は 明 らかで ある．

　 こ こ で 用 い た ベ ク タ
ー・プ ラス ミ ド pTB90 は Tc

添加 に よ り　B ・stearothermoPhilus 内 で 増幅さ れ る

が，こ の 遺伝 子 増幅現象 が ペ ニ シ リナーゼ 遺 伝子を 含

む組換 え プ ラ ス ミ ド pLP11 に お い て も期待で き る た

め
，
Tc 添加培地 で の ペ ニ シ リナーゼ 生産を検討した

（Table　6）・添加 した Tc 濃度が 上昇す るに つ れて ペ ニ

シ リナ
ー

ゼ 生産性 が 増大 し，Tc 　3 μg／m1 で 最大活性

（6，
000U ／mgcell ）を示 した．こ れ は Tc 無添加 の 場合

の 約 2倍で あり， 遺伝子投与量効果が 認め られ た．ま

た組換えプラ ス ミ ド保持株 につ い て，そ の 培養炉液中

の ペ ニ シ リナ
ーゼ 活性 も測定 した が，全酵素活性の 約

10〜20％が培地 中に分泌 さ れ て い た．本実験で 用い た

ペ ニ シ リナ
ー

ゼ 遺伝子を B ・lichenforrmisや B・Sttb−

xilis に 移入 した 場合 に は，そ れ ぞ れ全活性 の 60％お よ

び30％ が 培養炉液中に 検出された．したが っ て ， 好熱

菌と常温菌の 違い はあ っ て も これ ら BaciilttS属細菌

に おける細胞外酵素の 分泌機構は
一

部共通性があ る も

の と思 わ れ る．

5．2． 枯草菌 にお け る 分泌 ベ クターと そ の 利用

　大腸菌で は，内膜 ・外膜 と 2種 の 膜 が 存在 す るた め，

分泌タ ン パ ク とい っ て も，外膜かペ リプ ラ ズ ム に 局在

して お り，通常，培地中に蓄積される こ とは ない ．こ

れに 対し，枯草菌 は細胞質膜 が 1層 で ある た め
， 分泌

酵素 は ， 膜結合型 と して 細胞表層 に 位置する か，さ ら

に プ ロ セ ッ シ ン グを経て 培地中に蓄積される こ とに な

る，こ の 分 泌 特性 を 利用 して ，各種分泌 ベ ク タ
ーが 作

成 さ れて い る
3M ．

　B ．lichentfarmisの ペ ニ シ リナ
ー

ゼ は，膜結合型，

菌体外の exo ・Iarge型 と exo ・small 型 の 3種が あ り，
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そ れぞ れ に特異的な プ 囗 セ ッ シ ン グ部位が 存在す る．

各種分 泌 用 ベ クタ
ー

と カー
ト リ ッ ジの 組合せ に よ り，

シ グ ナ ル 配列 の 他に ，
こ れ ら 3種 の プ ロ セ ッ シ ン グ部

位 に 相当する配列 が，すべ て ベ クター
側 に 適正 な 相対

位置で 存在 しな ければ，効率 の よ い タ ン パ ク質 の 分泌

は起 こ らな い こ とが示された
33）．さ らに，タ ン パ ク 質

分泌効率は，シ グナ ル 配列と， そ れに続 く異種成熟タ

ン パ ク質部分 の 組合せ に よ っ て も大きく影響され るの

で
S4 ＞

，分泌 させ た い タ ン パ ク質 の 種類 に応 じて ，最良

の 組合せ を 検討 しな ければな らな い だ ろ う．

　　具体的 な分泌例 と して は ， PenP を 利用 した，　B ・st
−

earothermoPhilzas の α
・
ア ミラ

ーゼ
34 ）

や ヒ ト ・プ レ プ

ロ イ ン シ ュ リン お よ び ヒ ト・β・イ ン タ
ー

フ ェ ロ ン の 分

泌
35｝，B ・subtilis の α

一
ア ミラ

ーゼ 遺伝子 （am ／E ）を

利用 した マ ウ ス ・イ ン タ
ー

フ ェ ロ ン
ー
β

3M
や 大 腸

菌 pBR322 由来の β・ラ ク タ マ ーゼ
37’

の 分 泌 ，
　 B ・

pP

／

Rl

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Penicil ！inase　gene

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　AtaAta 乙yeDy8Leu乙！sLe ：‘lhrSgrPheTvpLeu ムys 宀fe亡
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 anccrcaanAAnAC 『CAAAArrTcATcAccr ℃erAfT鴇AAc2A
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 CTCCACCCTTTTTCAGTTTT 八AACTACTGAA 匚CATAATTTCATCAAA
　　　　　　 SD−360・　　 GrtGoaAaa　　　　　・　　　　　　 ・　　　　　　 ．　　　　　　 ，　　　　　　 ．　　　　　　 ．　　　　　　 ．　　　　　　 ．　　　　　　．　　　　　　 ．
ATCGTC τCCCTCCG ττ丁GMTA τ丁丁GAτTGATCGTAACCACA τ CAILOCACTCT τ

’
■
’
CCACTATCCC τ ACAGTG τTATGGCTTGAACAATCACGMACAATAATTCCTACGTACGA1LCTTTC

＿24e 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
−10　　　　　　　　　　　　　　　−35・　　　　　　　　　・　　　　　　　　…　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2宥A7AA 　　　．　　　　　　　　．　　　TAccrT．　　　　　　　　，　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

AGCCG ＾C兀 A^ ＾C＾ C幽 τCT巡 ＾^ 皿 GTCTT 　 G　 Mer ＾工塑 巡 G＾TT 畆^ TGC ＾＾CCGTTTnTCCG 八＾GG＾＾ T^G T^G＾CCTCG壬rTCCACCGCGO ＾C ＾tU、TC ＾

一120KCGG
＾  C繭 G＾・・C＾・伽 ・・＾TG・＾6・・＾CTCC ＾，e，T、＾，T，， 6^，T、、^ TTC ＾とTTCTT ＾面 、G，A 、欄 λ，M ， 、、＾、i、TT＾，、，，T纛，、、C，AT

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　−35　　　　　　　　　　　　　 −10
GATGATTAMSD

　　　　 Repτ ossor 　巳2no

1　　　　　…　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　．　　　　　　，　　　　　　，　　　　　　¶　　　　　　．　　　　　　．　　　　　　，　　　　　　！
20

AτG… ATACCTC へAATCTCTCATCCCGAATTAGAAGTGATCAAACTCA1
’
CτCGAAGCATTCTTCCATCAATACCA 血 TCACC τAATTAAACAGTTATCCAA へACCAGTACATCCACC

MetLysLyslleP 【°G1・ 11 ・ S・ ・＾・ p＾1・ C1 ・ L ・ uCl ・V ・ 1ト1・ ヒLy ・V ・ II 且・ T ・pLy ・1ほ ・S・ ・ S ・ ・11 ・A ・・Th 【^・・Gh ・V・II1 ・Ly・Gユ・L・・S・ ・Ly ・Th・ S ・・ τhrT ・ pSer

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 240

・・T・醐 ・・XTCCh… CA ＋CCTCCTCCC6CT ・・TT＾・・λ・・GGC ・CTT
’｝・、 ・， ，＾面 … 嘱 。、己，，CT，

・
，TC 面 、、＾、^ CCλ畝 ，、T＾、 ，^6、、、CT、、T，λ，、，＾、 、^、T壬

P：°Ly5Th 【 11 ・G1 ・ThrM ・ LL ・ 乢 ・u ＾・g し・uH ・LysLy ・GLy＾1・L ・ ・＾ ・・ Ili・lli・Ly・。 k・信 iy ＾・gV・IPIleV ・ 1Ty・ThrF ・ ・＾ s・ ILeA5pCl ・ S ・ ・＾ ・ pTy ・ エ1。 G】． V 。 艮

　　　　　　　9　　　　　　　．　　　　　　　．　　　　　　　．．　　　　　　　．　　　　　　　卩　　　　　　　．　　　　 P りu1 ！　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　360

＾＾C^ GτC＾C＾CTT 丁Tπ ＾AACCGGTTTT ＾C＾ T^CG ＾^ CT 匚TT ＾ATTCG へTG。T＾TT＾＾A（rrTTTTCC C^＾ T^G ムTC ＾CCTUTC C^GT。＾kCAAATTAT^6MTTCT ＾TC論 丁＾質 AG ＾λ
Ly ・Sev ］li・Se ・Ph ・L・uA ・・^・ 呂PM

’
yrA5 ・G1yT11 匸 L・ u ＾snSerM ・ ヒV ・ILeu＾・ ・ Ph ・ L・ uG1 ・ ＾・・ ＾・ pGl ・ L ・ 1・S ・ rGIVGI ・Gl。n ・ ＾・nCl ．L 。 、Ty ．Cl 。 ll 。 L 。uG1 ．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　460
GAACATAACAAC へG《AAG へAGG ムATCA へ八TGACCAGTTCTTTCTTTA τTCCCTTTTTGGT τAGτCAAATTCTATTCTCTCTCTTTITTTCTATCATCATACTCATT 八AAAAACTCCTCAG
GluHisLy8A5 “ArgLy5Ly5Glu 貞負 ☆

Fig・8・N ・・1・・tid・ ・eq ・ ・n … fpPTB60 ・ ぐ ・ nd レ，　P・。 m ・ter・ ・f 勘 P 　and 卸 4 ・ especti ・・ly．　 Th ，

　　　　position　of 　the 丘rst　nucleotide 　of 　the　coding 　region 　is　defined　as 十 L　The 　amino 　acid 　 sequence 　of

　　　　the　coding 【egion 　is　given　beneath，　The 　Shin巳
一Dalgarno　sequence 　and 　promoter （

− 35　and − 10

　　　　regions ＞are 　shown ．　The　nucleotide 　sequence ，　ami ロ o　acid 　sequence
，
　Shine・Dalgarno 　sequence

，
　and

　　　　promoter　fbr 匡he　opposite 　direction　are 　i且 三ta王ics．　Twofbld　symmetric 　regions 　 are 　 surrounded 　by

　　　　boxes・　　
一 → ← 一，　Regions　f（）r　the　inverted　repeat ．
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antyloliguefaciens の α
一
ア ミラ

ーゼ 遺伝子 （antyN ）を

利 用 し た ヒ ト。α
一イ ン タ

ー
フ ェ ロ ン の 分泌

3S ）

，　 B ・

ainyloliezaefaciens の 中牲 プ ロ テ ア
ー

ゼ 遺伝子 を 利用

したペ ニ シ リナーゼ の 分泌
39）

などが挙げられよう．し

か し，高等動植物由来遺 伝子産 物 の枯草 菌 に よ る 分泌

生産 は ， 低分子量の もの で も絶対量は少な く，
ヒ ト ・

唾 液腺 の α
・
ア ミラーゼ の よ うな高分子量の もの は ま

っ た く分泌 され な か っ た
34 ）．した が っ て ，真核 生 物由

来有 用 ペ プ チ ドの 分泌生産 に は，酵母 や 放線菌な ど，

他 の 微生物種を も含 め た幅広 い 検討 が 望まれる．

　 枯草菌染色体上 で の 変異 を 組合わせ る こ とに よ り，

α
・
ア ミ ラ

ーゼ の 分 泌 生 産性 を約 250 倍 に も増 強 す る こ

とがで きる
4M ．こ の よ うな株を宿主 と して ，

　 amyN 遺

伝子を多 コ ピ
ー

数 プ ラ ス ミ ド上 に ク ロ
ーニ ン グ した 場

合で も，元 株 （野生 型 ） に 移入 した 場合 で も， ア ミラ

ー
ゼ 生産性は ほ とん ど変 わ らな か っ た

4t ）．これ は ， 約

1，　OOO倍 に も及A α
一
ア ミ ラ

ー
ゼ の 生合成 ・分泌 に よ

り，転写 ・翻訳 あ る い は分 泌 機構 が 飽 和 状 態 に な っ て

い る可 能性があ る．大腸菌に おけ る分泌部位の 数が 1

細胞あた り約 2× 104 と試算されて い る
42 ｝

こ と も考え

合 わ せ る と，こ の 可能性が 高 い．した が っ て ，今後 さ

らに 高生産株 を育種するた め に は ， 分泌装置に 関す る

遺伝子 も同時 に ク ロ
ー

ン 化 して 増 幅す る必 要 が あ り，

そ れ に よ っ て 宿主 菌の もつ 可能性 を 最大限 に 活用 し得

ると思われ る．

5．3． ぺ ニ シ リナ ーゼ遺伝子の 発現制御

　PenP，Penf お よ び ペ ニ シ リナ
ーゼ の 誘導に 必要な ア

ン チ リプ レ ッ サ
ーとで もい え る 正 の 制御遺伝子ρ6が

を含む 5．2Kb の Hind 皿 断片を ク ロ
ー

ニ ン グ し， そ

の 塩基配 列 を 決定 した i3）・Pen1 の 位置は温度感受性変

異 リプ レ ッ サ ーの 解析 に よ り決 め る こ と がで きた
44 ，．

　ペ ニ シ リナ
ーゼ 遺伝子 （PenP）と リプ レ ッ サ

ー
遺 伝

子 （Penl）の 発現制御領 域の 塩基配列を Fig，8 に 示す．

リプ レ ッ サ
ー

結合部位 （オペ レ
ーター

） は匚コ で 囲 っ

て ある が ， 大腸菌で 調べ られ た リプ レ ッ サ
ー

や CAP

タ ン パ ク質 の 結合部位 と同様に ，逆繰返 し配列が認 め

られ る．リプ レ ッ サ
ー

遣伝子は 自己調節系を形成 して

い る と共 に，PenPは オ ペ レ
ー

タ
ーが 2 個連結 して お り，

よ り強 く抑制 が働 くよ うに な っ て い る もの と考え られ

る
44⊃．

　われわれ は ， 前述の ご と く こ の リプ レ ッ サ
ー

の 温度

感受性変異株を得て お り， 低温で は抑制がかか り，高

温で は誘導物質を 添加す る こ とな しに抑 制 が解 除 さ れ

る と い う，温度 に よ る 形質 発 現 制 御 機構を，枯草菌に

　　 OPenP

　　　t
　 　 penP 　 O ρ 　 POpen ’　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ρ e 月 」

一

　　　　　　戛レ ！
　　　　　　！ 1ぐ
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ▼ 　 Inducer

Fig・9・　SpecUlation　on 　penicil】inase　regulation 　in

　　B ・licheniformis・　P，　prometer ；　0，0perator ．

お い て 基本的に確立す る こ とがで きた．

　 こ の ペ ニ シ 1丿ナ
ー

ゼ 制御系 をま とめ た の が Fig，9

で あ る
43 ）・　Pen1 と Pen／ は 1つ の オ ペ ロ ン を形成 して

お りそ の ポ リシ ス トロ ニ
ッ クな 転写 は PenP と逆方向

に 進行す る．通常の 培養条件下 で は リプ レ ッ サ
ーPenI

が ペ ニ シ リナ
ー

ゼ PenP の 生産を抑制 して い る．ま

た，Penl 量は 自己調 節され て い る．培地 に セ フ ァ
ロ ス

ポ リン C の よ うな 誘導物質を添加す る と，
PenJ との相

互 作用 を 介 して Penl を不 活化 し，
　PenP 生産 を 開始す

る もの と考え られて い る．しか し ，
こ の 十分 な る誘導

に は 2 時間程 度を 要する こ とか ら，細胞複製過 程 も関

与 して い る と思 わ れる が，そ の 解明 に は今後 の 検討を

待た な けれ ばな らな い ．

6．　酵素生産微生物育種 の 展望

　有用酵素 の 生産菌株の 改良 に は，目 的酵素 の 合成，

修飾お よ び 分泌な どの 諸機椿を理 解 し， そ の代謝流束

を増大させ る必要が ある．また 試験管内遺伝子組換え

技術の 利用 で 酵素遺 伝子を 増幅で きれば，さ らに 生産

性 が あげ られ る と思わ れ る．しか し，菌体内に 蓄積で

きる酵素量 に は 限界があ り ， 菌体外 へ の 分泌 が 望 まれ

る．こ こ で 注意すべ きこ と は，目的遺伝子の ク ロ
ーン

の 化 み が 必 要 か つ 十分 条 件で な い こ と で あ る．た とえ

ば，同 じ遺伝 子 を異な っ た 宿主 菌 に 移入 して 形質発現

させ た 場合 ， 宿主菌に 特異的なプロ セ ッ シ ン グを受け

る こ と がある
45 ）．した が っ て ，異 種の 宿主 菌の 生 産 す

る 遺伝 子産物 は，必 要 に 応 じて そ の 構造を 検討 しな け

ればな らない ．逆 に い え ば ， 宿主菌に 特異的な 修飾酵

素や プ ロ セ ッ シ ン グ機能を付与 して お けば，ク ロ
ー

ン

化 した 遺伝子産物の 物性改変を 自動的 （同時） に行 う

こ と も可 能 にな るで あ ろう，また タ ン パ ク質 の 搆造 遺

伝子の 中で 1 塩基置換す る だ け で 耐 熱性 が 顕著 に 上 昇
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す る例 も見 い だ され て い る
46，．こ の 考え 方を 発展 させ

れば ， 設計さ れ た 合成オ リゴ ヌ ク レ オ チ ドを利用 した

部位特異的変異 に よ り，酵素の 性質を 改変す る こ と も

可 能 で あ る し29），プ ロ モ ー
タ
ーや オ ペ レ

ー
タ
ー
等の改

良を進 め るこ ともで きよ う．今後は，遺伝子操作 と タ

ンパ ク質工 学を利 用す る こ とに よ り， 有用酵素の 生産

と改 良 が積極的に 進 め られるもの と考えられ る．

　終 りに 臨み ，こ れ らの 研究 を御指導下 さい ま した ， 大阪大学名誉

教授 ・ 故 田口 久治先生および ， 大阪 大学名誉教授，合葉修一先生に

深 く感謝 致 します．また 一連 の 研究に おい て 御協力下 さい ました多
くの 共同研究者の皆様に もお礼申し上げます．
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