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1.緒言

微生物は多様な能力を発揮して,様々

な物質を多量に,短期間に生産すること

ができる.その中には既存のバイオファ

イバーマテリアルとして重要なもの以外

に､新しい種類のバイオファイバーマテ

リアルとして期待される多糖質,高分子

蛋白質やホリエステルの素材と成るもの

などが考えられ,それゆえ微生物は潜在

能力の高いバイオファイバーマテリアル

生産の生物である.一方バイオファイ
バーとして実用化されたものは少なく,

バクテリアセルロースやポリ乳酸などに

限られるのが現状である.一般に微生物

素材のファイバーは均一素材であり,坐

分解を持つ意味からも,環境にやさしい
ファイバーとして期待されている｡一方

微生物表面を人為的に操作し,細胞表面
に特殊な機能を持つ蛋白質を局在化させ

る技術が急速に発展してきている.この

技術を使えば微生物そのものを繊維状化
Lその上に酵素を多量に,かつ安定に局

在化させることができ,種々の機能を有

するろ紙としての利用や,バイオリアク

タ--の応用も考えられる.これらのこ

とから,本年度は以下の2つのサブテー

マを実施した｡ (1)細胞表層工学技術を

用いて微生物表層に人為的に局在化させ
た酵素を表面に安定化させる技術の開発,

(2)微生物,特に化学独立栄養微生物であ

る水素細菌からバイオホリマ-として多

糖質を生産する蔚株の分離と培養条件の

検討を行なったo

2.　実験方法

(1)細胞表層に目的の酵素(枯草菌リ
--ゼ)を局在させる技法は平成1 1年

度に報告した方法を用いた.プラスミド

は細胞壁結合ドメイン(CWB)の遺伝子と枯

草菌リパ-ゼ遺伝子11pBとを融合させ

(図1) , pIⅣ300PLIくに挿入したプラスミ

ドpHCB3RLBを用いた.宿主としては.親

株である枯草菌168株または168AB株とと

もに,表層結合プロテアーゼ遺伝子

(wlulA)欠損株,表層タンパクの多くの発

現を支配するシグマD遺伝子(slgD)欠損

秩,ならびにwprA Lu'gD2重欠損株を構築

し用いた.

(2)バイオホリマ-生産性の水素細菌の

分離には液体培地として完全無機培地を
用い,気相は水素,酸素,二酸化炭素の

比率がおよそ7:2:1になるように調製し,

炭素源は二酸化炭素のみにした混合気体
を用いたo　ガス類の定量ぼrCl)検出器を持

つガスクロマト装置で行い,多糖類の定

量はフェノール硫酸法で行なった.

3.結果と考察

(1)表層局在化リ--ゼ遺伝子を持つ

pHCEL'',RLBプラスミドを168株または168AB

秩, wp1-A欠損株(W^), slgD欠損株(sr)C),

FypzIA sl'gD2重欠損抹nVASD)にSpizizenら

の方法で形質転換し,形質転換体はテト

ラサイクリンを含むLB培地で細胞増殖が

定常期初期になるまで37℃で振とう培養

を行なった.その後菌体を遠心分離で集

めた後,洗浄し,続いて表層のタン-ク
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ド)g. 2, SDS-PAGE of sllrface proteJnS From Variol19 mutants harp

borirlg PLtCB3RLBI SanpleS Were takcrl at OD = 2 0 and sllrface

prolemS Were e･tlmCted lVJth 3 M LICJ

を3 MのLiClで抽出した.抽出タンハクは

TCA沈殿で濃縮した後, SDS-PAGEで分析し

た(図2) .その結果wpzA変異株では少

量のCWB-LipB (約50kDaタンパク)の蓄積

が認められたに過ぎなかったが, sl'gD変

異株では顕著な蓄積効果が認められ,
wprA sl'gD2重欠損株では大量のリパーゼ

の細胞表層-の蓄積が認められた.一方

33kDa, 32kDaに強いタンパクバンドが認

められ,これらは融合リパーゼ遺伝子を

持たない株では認められないことより,

CWB-LipBが分解を受け, CWBのドメインの

部分が表層に吸着して残ったものと考え

られる.

そこで168AB株, slgD変異株, WPIA

s1-gD変異株を宿主として,表層局在性リ

パーゼの生産量を経時的に測定した(図

3) . 168AB株と比較してsl'gD変異株,

lVPZ･A sl'gD変異株の順に蓄積が向上してい

るのが解る.しかし定常期の中頃から顕

著な分解がすべての株で認められた.
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(2)バイオポリマー生産のためのスクリー

ニングの結果, 3-4種類の水素資化性

微生物を得ることができた.その中でM7

と名付けた菌は他の分離株および多糖類

を生産する　こ　と　が知られている

Pseudomonas j7-Vdrogenovoraと比較して菌

の生育および多糖の生産量とも明らかに

優れていた.この菌株を2　L一容ジャー･

ファーメンターにより培養を行なった.

その結果混合気体を毎分0.27　L供給し,

30℃,撹伴回転数500rpmの条件下,約60

時間の培養で培養液l L当り乾燥菌体量約

25g/し,多糖生産量2g/Lが得られた.

多糖生成パターンはP. hydrogenovoz･Bの

場合と対象的に増殖が止まると多糖の生
産も止まるように思われた.菌体量が

20g/Lを越える50時間日頃から培養液の粘

性により気相との接触が悪くなったと思

われたため115時間目に回転数を上げたと

ころ,多糖の生成量は向上した.

4.結論

1. FVPZ･A sl'gD2重欠損株を宿主に用いる

ことにより,顕著に表層局在化リ--ゼ

量を向上させることができた.

2.新たに水素資化性菌を分離し,

ジャー･ファーメンターで培養したとこ

ろ, 1 L当り2gの多糖を生産することがで

きた.


