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Penicillium p甜ゆ銘rogenumP－26のセルラーゼ誘導機構に関する研究

学位論文内容の要旨

  セルロースは太陽エネルギーによる地球上最も豊富で再生可能なバイオマス資源であ
るが、その利用はまだ限定されている。これを一般生物が利用しやすいグルコースに効

率よく変換することは、まだ解決されていない技術課題である。そこでセルラーゼ生産
菌として分離されたPenicillium purpurogenumについて、セルラーゼ誘導機構を解明す
るため、誘導物質の探索、セルロースから誘導物質までの経路とそこに関与する酵素に
ついて研究した。また、セルラーゼ生産向上を目的としたカタボライトリプレッション
耐性株の取得もあわせて試みた。
1．  Penicillium purpurogenum P-26の セ ル ラ ー ゼ 誘 導 物 質 の 探 索
  本菌は構成的にp-グルコシダーゼを分泌するためセロオリゴ糖を与えても速やかに
加水分解され、誘導が観察されない。そこでセルラーゼ誘導物質の探索を行うに先立
ち、ノジリマイシンを用いて誘導物質のp-グルコシダーゼによる加水分解抑制を試
み、10メg/mlの濃度でセロピオースを誘導物質とした場合、セ少ラーゼ活性が検出で
きた。この条件で各種糖類を誘導物質として誘導実験を行ったところ、これまでセルラ
ーゼ誘導物質として報告のなかったゲンチオピオースが顕著な誘導効果を持っているこ
とが明らかとなった。また、水溶性セロオ1Jゴ糖は、ノジリマイシンが存在しなくても
ある程度の誘導能を持ち、ノジリマイシンの存在でCMCアーゼをさらに誘導すること
がわかった。ゲンチオピオースが本菌の誘導物質であることが明らかになったので、ゲ
ンチオピオースのアナログであるチオゲンチオピオースを合成し、そのセルラーゼ誘導
効果を調べたところ、ノジリマイシンの存在に関わりなく、顕著な効果を示し、それは
ゲンチオピオースの効果（ノジリマイシン存在下）を上回るものであった。また、その
消費が極めて遅く、菌の増殖がほとんど見られないことから、その誘導が無利益誘導で
ある可能性が示された。
2． Trichoderma reesei QM9414およぴSporotrichum thermophileによるノジリマイシン
存在下でのセルラーゼ誘導
  P・ purpuro．齶numでは、ノジリマイシンの添加により初めて各種糖類のセルラーゼ誘
導能が評価できるようになったので、p．1→2結合のソホロースが誘導物質であるF
reesejとp゚ 1→4結合のセロピオースが誘導物質であるS．曲em9pカjたの2株についても同

様の誘導実験を行い、P．purpurp齶nUmとの比較を行った。その結果、Freesejにおい
ては、セロピオース、ソホロース、およびモノアセチルセロピオースを誘導物質とした
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場合、ノジリマイシン添加により、セルラーゼ生成が顕著に促進された。それに対し、

S． thermophileにおいては、セロピオースを誘導物質とした場合、ノジリマイシン添加

は阻害的に作用した。この結果から、これらの菌はいずれもP． purpurogenumのセルラ

ーゼ誘導機構とは異なった機構を有していることが示された。

3．  Penicillium purpurogenum P-26の 菌 体 内 酵 素 に よ る 糖 転 移 反 応

  誘導物質であることが明らかとなったゲンチオピオースが、セルロースの結合様式で

はないp-l→6結合を持つことに着目し、この物質が糖転移によって生成すると考え、

この糖転移反応を触媒する酵素の局在と、粗酵素液レベルでの解析を行った。その結

果、Penicillium purpurogenum P-26の菌体内に糖転移反応を触媒する酵素が存在し、そ

の酵素はp・グ’レコシダーゼであると考えられた。菌体内粗酵素の糖転移反応により、

セロピオースからラミナ1Jピオースとゲンチオピオースが、また、ラミナリピオース

からゲンチオピオースが生成し、一旦生成したゲンチオピオースは比較的安定に保た

れることが明らかとなった。なお、菌体外およぴ菌体結合性の酵素は糖転移反応を行

わなかった。

4．菌体内p-グルコシダーゼの精製、諸性質およびセルラーゼ誘導における役割

  本菌の誘導物質であるゲンチオビオ．ースヘの変換を菌体内戸・グ´レコシダーゼが行っ

ていると考え、その精製、諸性質、およびセルラーゼ誘導における役割を検討した。

その結果、本菌の菌体内p．グルコシダーゼは、セロピオース、アピセルSFおよぴアピ

セルSFにセロピオースオクタアセテートを加えて培養したときに生産される誘導酵素

であった。この酵素の生産は、アピセルSFにセロピオースオクタアセテートを加えた

培地で5日間培養したときに最大となった。次に、本酵素を精製し、セロピオースを基

質として糖転移反応を検討した結果、ゲンチオピオースを生成することが確認され

た。この酵素の反応の至適pHは6.5、pH 6.0～8.0で安定、反応の至適温度は40℃で、

35℃以下で安定、分子量56，000の単量体であった。セ口ピオースに対するKm値は

0.71 mM、セロピオースを基質としたときのノジリマイシンによるKi値は3.67 mMで

あった。セロオリゴ糖や各種のp-結合を持つ糖類と反応したが、アピセ)USFやCMCに

は作用しなかった。また、この酵素の基質特異性およぴKm値からゲンチオピオースが

セロピオースおよびラミナリピオースと比較した場合、最も分解を受けにくい糖類で

あることが明らかになった。本酵素のこのような特性は、真の誘導物質であるゲンチ

オピオースを安定に存在させられるとぃう点で、本菌のセルラニゼ誘導において有利

であると推察された。

5．セルラーゼ生産向上を目的としたカタボライトリプレッション耐性変異株の取得

  グルコースによるカタボライトリプレッションが解除された変異株の取得を目的と

し、2・デオキシ-D-グルコース耐性を指標とし検討したところ、NTG処理と紫外線照射

の組み合わせで8株、紫外線照射のみで11株、NTG処理のみで6株をそれぞれ取得し

た。次にこれらの変異株を10～50 g/lのグリセロー少またはグルコースを含むWalseth

セルロース培地でクリアーゾーン形成能を調ベ、50 g/lのグリセロールまたはグルコー

ス存在下でもクリアーゾーンを形成する株4株をさらに選抜した。このうちNTUV-45-

4株が最も大きいクリアーゾーン比を示した。次にNTUV-45-4株と親株を1％アピセ´レ

のみを炭素源とする液体培養9日目で比較したところ、NTUV-45-4株はアピセラーゼ



で23Y0、CMCアーゼで15Y0、p-グルコシダーゼで25%親株より高いセルラーゼ生産能
を示した。また、1%アピセルに3％グルコースを加えた培地の場合は、親株ではグルコ
ースの添加により、9日後のセルラーゼ生産が、アピセラーゼで58%，CMCアーゼで
68%，p-グルコシダーゼで67％と、いずれも大きく抑制されていた。一方、NTUV-
45-4株では、アピセラーゼで3.4%、CMCアーゼで43%、ロ・グルコシダーゼで17％の減
少であり、アビセラーゼとp’グルコシダーゼのカタボライトリプレッションが解除さ
れていた。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名

Penicillium p甜ゆ甜rogenumP―26のセルラーゼ誘導機構に関する研究

  本論文は、和文120頁、図30、表22、引用文献90、11章からなり、ほかに参考論文
11編が付されている。

  セルラーゼ生産菌として分離されたPenicillium purpurogenumについて、セルラーゼ
誘導機構を解明するため、誘導物質の探索，セル口ースから誘導物質までの経路とそこ
に関与する酵素について研究した。また、セルラーゼ生産向上を目的としたカタボライ
トリプレッション耐性株の取得もあわせて試みた。

  本菌は構成的にp．グルコシダーゼを分泌するためセロオリゴ糖を与えても速やかに
加水分解され、誘導が観察されない。そこでセルラーゼ誘導物質の探索を行うに先立
ち、ノジリマイシンを用いて誘導物質のp．グルコシダーゼによる加水分解抑制を試
み、10メg/mlの濃度で、セロビオースを誘導物質とした場合セルラーゼ活性が検出で

きた。この条件で各種糖類を誘導物質として誘導実験を行ったところ、これまでセ少ラ
ーゼ誘導物質として報告のなかったゲンチオピオースが顕著な誘導効果を持っているこ
とが明らかとなった。また，水溶性セロオリゴ糖は、ノジ1Jマイシンが存在しなくて
も、ある程度の誘導能を持つことがわかった。次にゲンチオピオースのアナログである
チオゲンチオピオースを合成し、そのセルラーゼ誘導効果を調べたところ、ノジリマイ

シンの存在に関わりなく、顕著な効果を示し、それはゲンチオピオースの効果（ノジ1J
マイシン存在下）を上回るものであった。また、その消費が極めて遅く、菌の増殖がほ
とんど見られないことから、その誘導が無利益誘導である可能性が示された。
  P・ purpurogenumでは，ノジリマイシンの添加により初めて各種糖類のセルラーゼ誘
導能が評価できるようになったので、p-l→2結合のソホロースが誘導物質である
Trichoderma reeseiとロ．1→4結合のセロビオースが誘導物質であるSporotrichum
thermophileの2株についても同様の誘導実験を行い、P．purpurogenumとの比較を行つ
た。その結果、アreeseiにおいては，セロピオース、ソホロース、およぴモノアセチル
セロピオースを誘導物質とした場合、ノジリマイシン添加により、セルラーゼ生成が顕
著に促進された。それに対し、S． thermophileにおいては、セロピオースを誘導物質と

男
哉
守

房
誠

田
葉
間

冨
千
本

授
授
授

教
教
教

査
査
査

主
副
副



した場合、ノジリマイシン添加は阻害的に作用した。この結果から、これらの菌はいず

れもP． purpurogenumのセ’レラーゼ誘導機構とは異なった機構を有していることが示さ

れた。

  誘導物質であることが明らかとなったゲンチオピオースが、セルロースの結合様式で

はないp-l→6結合を持っことに着目し、この物質が糖転移によって生成すると考え、

この糖転移反応を触媒する酵素の局在と、粗酵素液レベルでの解析を行った。その結

果、P． purpurogenumの菌体内に糖転移反応を触媒する酵素が存在し、その酵素は卩・グ

ルコシダーゼであると考えられた。菌体内粗酵素の糖転移反応により、セ口ピオース

からラミナリピオースとゲンチオピオースが、また、ラミナリビオースからゲンチオ

ビオースが生成し、一旦生成したゲンチオビオースは比較的安定に保たれることが明

らかとなった。

  本菌の誘導物質であるゲンチオピオースヘの変換を菌体内p-グルコシダーゼが行っ

ていると考え、その精製、諸性質、およびセルラーゼ誘導における役割を検討した。

本酵素を精製し、セロピオースを基質として糖転移反応を検討した結果、ゲンチオビ

オースを生成することが確認された。この酵素の反応の至適pHは6.5、pH 6.0～8.0で

安定、反応の至適温度は40℃で、35℃以下で安定、分子量56．000の単量体であった。

セ口ピオースに対するKm値は0.71 mM、セロビオースを基質としたときのノジ1Jマイ

シンによるKi値は3.67 mMであった。また，この酵素の基質特異性およびKm値からゲ

ンチオピオースがセロビオースおよびラミナリビオースと比較した場合、最も分解を

受けにくい糖類であることが明かとなった。本酵素のこのような特性は、真の誘導物

質であるゲンチオピオースを安定に存在させるとぃうことができる点で、本菌のセル

ラーゼ誘導において有利であると推察された。

  グルコースによるカタボライトリプレッションが解除された変異株の取得を目的と

し、2．デオキシ-D-グルコース耐性を指標とし検討したところ、NTG処理と紫外線照射

の組み合わせによって変異株NTUV-45-4を取得した。本変異株と親株を液体培養で比

較したところ、1%アピセルのみを炭素源とする培養では、NTUV-45-4株はいずれのセ

ルラーゼも親株より高い生産能を示した。また、親株では、グルコースの添加によ

り、いずれのセルラーゼ生産も大きく抑制されていたのに対し、NTUV-45-4株ではア

ピセラーゼとp-グルコシダーゼのカタボライトリプレッションが解除されていた。

  以上、P・ purpurogenumにつレゝでそのセルラーゼ誘導機構を解明するため、誘導物質

の探索，セルロースから誘導物質までの経路とそこに関与する酵素について研究し、

これらに関する基礎的知見を得た。これらはセルロースの高度利用の分野において基

礎的及び産業的な貢献を果たすものである。

  よって、審査員一同は別に行った学力確認試験の結果と併せて、本論文の提出者

須藤学は博士（農学）の学位を受けるのに充分な資格があるものと認定した。


