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学位論文内容の要旨

  セル口ースは太陽エネルギーを効率よく変換・備蓄したグルコースポリマーであり，年間およ

そ1011トン生産されると推定され，地球上の全有機物質の2／3を占める。セル口ースを分解す

る酵素tま，セルラーゼであるが，その最も重要な役割は枯死した藻類・植物が地球上に堆積する

ことを防ぎ，自然界の炭素収支を円滑に維持することと考えられる。一方，将来における化石工

ネルギーの枯渇および食糧危機が指摘され，セル口一ス性バイオマスの有効利用に関する基礎研

究の重要性が認識されてきた。本研究はセルロース分解菌Trichoderma virideの産生するセ

ルラーゼにっいて，その各種セルラーゼの精製法の確立，酵素学的諸性質の検討を行い、天然セ

ルロ―スの酵素的分解機構を解明することを目的としてなされたものである。研究の結果は以下

のように要約される。

1．セルラーゼの多様性：糸状菌T． virideから得られた粗酵素標品（Meicelase，lot No.

CEPBー5019)を酵素精製の出発材料とし，Amberlite CG－50，DEAE―SephadexAー50，

BioーGelPー100などの各種カラムクロマトグラフィーおよび等電点電気泳動法等により，電気

泳動的に(PAGEおよびSDS―PAGE）それぞれ単一のバンドを与える10種のセルラーゼ（セ

ルラーゼI―ai，I―a2，I―bl，I―b2，n一ai，矼―b，II－c，m一ai，皿一a2，皿）お

よび1種のロ―グルコシダーゼを得た。精製セルラーゼはそれぞれ固有の物理化学的性質を示し，

セルロース性基質に対するエンド型水解度等，それぞれ特徴的な酵素化学的諸性質を示した。

2．セルラーゼの相乗作用：従来，CMCおよびアビセル糖化型セルラーゼによる天然セルロー

ス分解において相乗作用が認められることが報告されてきた。アビセル糖化型セルラーゼI一b2’

Hーal，mと他のセルラーゼの相乗作用を検討した結果，セルラーゼmと他のセルラーゼ間にの

み相乗作用がみられた。

3.ロ―グルコシダーゼの転移・縮合作用：アviride由来のロ―グルコシダーゼは，セロオリ
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ゴ糖，配糖体を水解してロ―グルコースを生成する。本酵素に高濃度のロ―グルコ二糖（セロビ

オース）を添加すると，その転移作用により，ローグルコ三糖，四糖等を生成することが明らか

となった。また，酵素・基質の高濃度下において，その縮合反応により，ロ―グルコースから特

異的にロ―グルコ二糖（ゲンチオビオース）を生成することが観察され，高温下，長時間反応に

おいてその縮合・転移作用により収率50％以上で一連のゲンチオオリゴ糖が生成された。

4．セルラーゼの転移・縮合作用：セルラーゼH―bをp―nitrophenylロ一cellobioside（ロ

―PNPGよ）に作用させると，セロトリオースの生成がみられた。これは，本酵素によルアグリ

コン結合が切断され，セロビオシル残基が他のロ―PNPG：に転移されてp―nitrophenylロ－

cellotetraosideが生成し，さらにそれが水解を受けセロトリオースとp―nitrophenyl

ロ- glucosideが生成する反応機作によると推定された。通常，セルラーゼはセロビオ―スを分

解できないがセルラーゼ皿―bを高濃度のローセロビオースに作用させると，短時間で著しいグ

ルコース生成がみられた。これは，セルラーゼ且―bが口―セロビオースと他のセ口ビオースを

特異的に縮合させ，セ口テトラオースを生成させ，これを二次的に水解することにより，セ口ト

リオースとグルコースを生成させることを示唆している。このグルコース生成を経時的に定量す

ると，シグモイド曲線を描くことから，このセ口トリオースはさらに本酵素により還元末端側の

グルコシド結合が切断され，グルコースが遊離し，一方，非還元末端側のセ口ビオシル残基憾他

のセロビオースに転移され，セロテトラオースが再生されるという経路が形成され，セロテトラ

オ ー ス 濃 度 に 比 例 し て 順 次 グ ル コ ー ス 生 成 が 行 わ れ る こ とが 推 測 され た 。

5．工キソセ口ビオヒドロラーゼ(CBH)の存在性：  Fviride由来の各セルラーゼのうち所

謂CBHの範疇に属する可能性のある酵素は，セルラーゼIーb2，II―alおよびmである。これ

らのうち前二者はCMCに対するエンド水解度が明らかに高く，CBHには分類できない。一方，

セルラーゼmは最もエンド水解度が低く，各種セルロース性基質に作用させるとセロビオースを

生成したが，その他にグルコースを生成した。また，セ口ヘキサオースに作用させると反応初期

において，セ口トリオースを優先的に生成した。さらに高濃度のセ口ビオースに作用させると10

日後には95％以上の転換率でグルコース生成が確認された。これは本酵素による縮合・転移・水

解作用により，セ口ビオースから，セロテトラオース，セ口トリオースが生成され，二，次的にグ

ルコースが生成したものと推測された。以上の結果，少なくともF virideのセルラーゼには，

非還元末端側のセ口ビオシル基のみを認識する所謂CBHは存在しないことが明らかとなった。

6．天然セル口―スの酵素的分解機構：T． virideの各種生成セルラーゼ，あるいはTr ichoder―

ma reesei, Hypocrea nigricans，Aspergillus niger，PenicilZium frequerztans由来の各種
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セルラーゼを高濃度のセ口ビオース溶液に作用させたところ，いずれもその縮合・転移・水解作

用により，著しいグルコース生成がみられた。また，セロビオースにエンドセルラ―ゼを作用さ

せる際，長鎖長のセル口ース性基質を添加すると著しいグルコース生成がみられた。これは，セ

ル口一ス性基質からセ口ビオシル基がセ口ビオースに転移され，セ口テトラオ―スが生成し，さ

らにそれが水解を受けグルコースが生成するものと推測された。

  以上の事実から，天然セル口ースの酵素的分解は次の機作に従うと推測される。即ち，エンド

型水解度を異にする各種セルラーゼの共同作用により，天然セル口ースから主としてグルコース

およびセ口ビオースが生成される。そのセ口ビオースはエンドセルラーゼの転移・縮合・水解作

用によルダルコースにまで変換される。セル口一スから生成されたセ口ビオースか声―グルコシ

ダーゼにより直接分解されずにグルコースに変換される機構の存在が明らかとなった。

学位論文審査の要旨
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  本論文は，英文148頁，図104，表11，5章からなり，ほかに参考論文3篇が付されている。

  セルロースは地球上に年間およそ1011トン生産されると推定されているグルコースポリマーで

ある。近年，セル口ース性バイオマスの有効利用に関する基礎研究の重要性が指摘されてきた。

  本研究は，セルロース分解菌Trichoderma virideの産生するセルラーゼによる天然セルロー

スの酵素的分解機構を解明することを目的としてなされたものである。研究の結果は以下のよう

に要約される。

1．セルラーゼの多様性：糸状菌丁， virideから得られた粗酵素標品（Meicelase)を材料と

し，Amberlite CG―50，DEAE―SephadexA―50，Bio―GelP一100等の各種カラムクロマ

トグラフィーおよび等電点電気泳動法等により，電気泳動的に(PAGEおよびSDS一PAGE）

それぞれ単一のバンドを与える10種のセルラーゼ（セルラーゼI―ai，I―a2，Iーb1，I―b2，

II―al，矼ーb，u―c，m―al，m―a2，m）および1種のロ―グルコシダーゼを精製した。

精製セルラーゼはそれぞれ特徴的ナょ酵素化学的諸性質を示した。
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2．セルラーゼの相乗作用：従来，CMCおよびアビセル糖化型セルラーゼによる天然セルロー

ス分解において相乗作用が認められることが報告されてきた。アビセル糖化型セルラーゼI―b2’

J－al，mと他のセルラーゼの相乗作用を検討した結果，セルラーゼmと他のセルラーゼ間にの

み相乗作用がみられた。

3．セルラーゼの転移・縮合作用：セルラーゼH－bをp－nitrophenylロ―cellobioside（ロ

ーPNPGよ）に作用させると，セ口トリオースの生成がみられた。これは本酵素によルアグリコ

ン結合が切断され，セ口ビオシル残基が他のロ- PNPGユに転移されて，p一nitrophenyl

8－cellotetraosideが生成し，さらにそれが水解を受けセロトリオースとp―nitrophenyl

ロ―glucosideが生成する現象であると推定された。通常，セルラーゼはセロビオースを分解で

きないが，セルラーゼHーbを高濃度のローセ口ビオースに作用させると著しいグルコース生成

がみられた。これはセルラーゼH―bがロ―セロビオ―スと他のセ口ビオースを特異的に縮合さ

せ，生成したセ口テトラオースをニニ次的に水解し，セロトリオースとグルコースを生成させるこ

とを示唆している。このセ口トリオースはさらに還元末端側のグルコシド結合が切断され，グル

コースが遊離する。非還元末端側のセ口ビオシル残基は他のセロビオースに転移され，セ口テト

ラオ―スが再生すると推測された。

4．工キソセ口ビオヒドロラ―ゼ(CBH)の存在性：Fviridcのセルラーゼのうち所謂CBH

の範疇に属する可能性のある酵素は，セルラーゼI―b2，IIーaiおよびmである。前二者は

CMCに対するエンド水解度が高く，CBHには分類できない。セルラーゼ皿はエンド水解度が

低く，各種セル口ース性基質に作用させるとセ口ビオースを生成するが，その他にグルコースを

生成した。セ口ヘキサオースに作用させると反応初期において，セ口トリオースを優先的に生成

した。高濃度のセ口ビオースに作用させると95％以上の転換率でグルコ―スが生成された。この

結果は，本酵素の縮合・転移・水解作用により二次的にグルコースが生成したものと推測され，

少なくともT． virideのセルラーゼには，非還元末端側のセロビオシル基のみを認識する所謂

CBHは存在しないことを示している。

5．天然セル口ースの酵素的分解機構：  F virideのセルラーゼ，あるいはFreesei,

H. nigricans，A. niger，P. frequentansの各種セルラーゼを高濃度のセロビオースに作用さ

せたところ，著しいグルコース生成がみられた。またセル口ースの存在下でセロビオースに作用

させると著しいグルコース生成がみられた。これはセル口一スからセロビオシル基がセロビオー

スに転移されセロテトラオースが生成し，それが水解を受けグルコースが生成するものと推測さ

れた。以上の結果から，天然セル口ースの酵素的分解は各種セルラーゼの相乗作用により天然セ



ルロースから主にグルコースおよびセ口ビオースが生成される。そのセ口ビオースはセルラーゼ

の転移・縮合・水解作用によルグルコースにまで変換される。セルロースから生成されたセ口ビ

オースが口―グルコシダーゼにより直接分解されずにグルコースに変換される機構の存在が明ら

かとなった。

  以上のように本研究は，セル口一スの酵素的分解機構の解明を意図してセルラーゼの反応性の

解析を行ない，新しい分解機構を見い出したものである。その成果は，学術的のみならず応用面

においても寄与するところ大きいと評価される。

  よって審査員一同は，別に行なった最終試験の結果と合わせて，本論文の提出者田中義正は博

士（農学）の学位を受けるに十分な資格があるものと認定した。
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