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1 . 緒言

微 生 物 の 多様 な 能力 を利 用 し て ， バ イ
オ フ ァ イ パ ー 、 バ イ オ フ ァ イ パ ー マ テ リ
ア ル を生産する試 み は バ ク テ リ ア セ ル
ロ ー ス等で 一部実用 化 さ れ 、 均 一成分か
ら な る 生分解を持 つ 素材 と し て 期 待 さ れ
て い る 。 一 方 微 生 物 の 生 産 す る バ イ オ
フ ァ イ パ ー の報告 は少 な く 、 今 後 バ イ オ
フ ァ イ パ ー 、 バ イ オ フ ァ イ パ ー マ テ リ ア
ル生産菌の検 索 と 高 生産 化 技術の 開発が
必要で ある。

本研究 テ ー マ の 下 で ， 以 下 の 3 つ の サ
ブテ ー マ を実施 し た 。 ( 1 ) 微生物の生産
する ト2， 6- フ ル ク タ ンで あ る レ パンの 高
生産 と フ ァ イ パ ー マ テ リ ア ノレ と し て の利
用 の検討、 (2) 細胞表層 工学技術を用 い た
微生物表層への タ ンパ ク 質 の人為 的 局 在
化 と 、 そ れ ら 微生 物 を用 い た バ イ オ ポ リ
マ ー の 高 生 産 法 、 バ イ オ ポ リ マ ー の改質
法 の 検 討 、 (3) 微 生 物 か ら の バ イ オ ポ リ
マ ー 生産株の分離で あ る。

2 .  実験方法
(1 ) レ パ ン 生 産 菌 と し て 枯 草 菌
327UH (his-1 smo-1 deg以J2(Hy) ) を使用 し
た 。 こ の株 は l evansucraseを過剰発現す
る株 と し て 知 ら れ て お り 、 レ パンの 生産
に 適 し て いる と 考 え た 。 培 地 は無機塩類
を多 く 含 み 、 そ こ に O . 2%の酵母 エ キ スを
加 え た C 培地 、 栄養源の豊 富 な L B 培地
を基本 に 、 そ れ に 20覧 シ ョ 糖 ま た は 10覧 グ
リ セ リンを加 え て 用 い た 。 培養 は3rc で
行 な い 、 経時的 に サンフ。ルを取 り 、 遠 心

95 

後 上澄み に 33出の終濃度 に な る よ う に エ タ
ノ ーノレを加 え 、 レ パンを沈殿 さ せた。
(2) 細胞表層 に 目 的 の酵素を局在 さ せる
技法を確立 するた め 、 枯 草 菌 細胞壁溶解
酵素の細胞壁結合 ド メ イ ン (CWB) の遺伝子
をPCRで増幅 さ せた。 一方局在化 さ せた い
タンパ ク と し て レ パンシ ュ ク ラ ー ゼ が 考
え ら れる が 、 酵素活性の測 定の容易 さ と 、
基礎 的 知 見 を確立する 目 的 で 、 本年度 は
枯 草 菌 リバ ーゼ遺伝子 lipBを用 い た 。 ク

ロ ー ニ ン グ の た め の 宿 主 と し て 大 腸 菌
JM 1 09 、 枯 草 菌 と し て lipAB欠 損株 で、 あ る
AB株 を用 い た 。 プ ラ ス ミ ド と し て は 、 大
腸 菌 ー 枯 草 菌 シ ャ ト ノレベ ク タ ー で あ る
pHY300PLKを用 い た 。
(3) バ イ オ ポ リ マ 一 生 産 株 の 分 離 に は
種 々 の培地を用 い た 。

3 .  結果 と 考察
枯 草 菌 327UH株 を C 培 地 + 20判 シ ョ 糖、

C 培地 + 20出 シ ョ 糖+ 10覧 グ リセ リン、
L B 培 地 + 20覧 シ ョ 糖 の 培 地 で 培 養 し て 、
シ ョ 糖 か ら の レ バンの生成率 を調 べ た の
が 図 1 で あ る。 C 培 地 に シ ョ 糖を加 え た
培地が最 も 高 い変 換率 (52出) を示 した。 一
方 L B 培地 + 20出シ ョ 糖を用 い た場合、 細
胞増 殖 は最 も 盛 ん で あ っ た が 、 逆 に レ パ
ンの生産率 は低い も ので あ っ た。

培養経過 中 の レ バンの性質 で は 、 菌 体
濃度 が OD= l の増殖の初 め の時期 に 、 ア ル
コ ー ル沈殿 で、 明 瞭 に レ バンが 析 出 し て き
た が 、 一 方 培 養 時 間 の 経 過 と と も ア ル
コ ー ル添加 後 の析 出 が 悪 く 、 遠 心 分離を
し な け れ ば な ら な か っ た 。 こ の結果は培
養の経過 と と も に 絶 対 量の レ パンの生産
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を用い て形質転換 し 、 そ れ ら の菌 体 よ り
表層 タ ンパ ク を 5M LiCl で 抽 出 し 、 SDS
PAGE で 分析 し た 結 果 を 図 3 A に 示 し た。
pHCB3Rを持つ菌体で、 は 、 CWB タ ンパ ク に相
当 するお よ そ 3 1 kDaの タ ンパ ク のバン ド が
認 め ら れた 。 抽 出 し た CWB タ ンパ ク を 再度
細胞壁と 吸 着 さ せ 、 吸 着 し た タ ンパ ク を
5M LiCl で再度溶 出 し た 結 果 、 CWB タ ンパ
ク が 細 胞 壁 に 再 吸 着 し た こ と が 解 っ た。
一 方 、 CWB-LipB を コ ー ド するpHCB3RLB を
持つ菌株 で、は47kDa付近 にpHCB3R に は見 ら
れ な い バン ド が 現れ、 さ ら に こ の タ ンパ
ク は 弱 し 1 な が ら も 細胞 壁 に 再 吸着する こ
と が 解 っ た ( レ ー ン 5 、 6 ) 。 一 方、
zymographyの結果 よ り 、 47kDaバン ドが リ
パ ー ゼ活性 を 示 し た 。 こ れ ら の こ と よ り
CWB-LipB融合 タ ンパ ク は細胞表層 に 局 在
化 し 、 リ バ ー ゼ活性 を 保持 し て い る も の
と 考 え ら れ る 。 そ れ ゆ え 本 方 法 は
l evansucrase遺伝 子 に も 適応 で き る と 考
え ら れる。

微生物 か ら のバ イ オ ポ リ マ 一 生産菌の
検索 は現在継続 中 で ある。

は増 え て 行 く が 、 レ バン分解酵素 で あ る
l evanase に よ り 、 分解 を 受 け 、 鎖長 が 短
く な っ て いる も のと 思われる。
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Fig. 1 Time course of levan production. 
Squares ， C medium + 20% sucrose; 
circles， C medium + 20% sucrose + 10% glycerol ; 
tri祖gles， LB medium + 20% sucrose 
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Fig. 3. Sa;-PAGE (A) 姐d Zymography (B) of cn此 and ceIl 

wall bindi.ng proteins from 168AB (lipA lipB) harboring 

pHY300PUιpHCB3R or pHCB3RLB. M， protein marker 

(BIORAD) ; l anes 1 ，  3 ， 組d 5， 5M liCl extracts ; lan巴s 2， 4， and 

6， extracts after cell wa11 bindi.ng. Lanes 1 and 2， B. subti lis 
(pHY300PLK) ; lanes 3 and 4， B. subtilis (pHCB3R) ; lanes 5 

and 6， B. subtilis (pHCB3RLB) . 
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枯草菌表層 への リ バ ー ゼ の人工 的 局 在
化のた め 、 細胞壁結合 ド メ イ ン (CWB) の遺
伝 子 を PCR 増 幅 し 、 pHY300PLK の EcoRI ，
BanMI 部位 に 挿入 し 、 pHCB3Rフ。 ラ ス ミ ド を
作製 し た 。 続 い て リ パーゼ B 遺伝子 も PCR
増 幅 し 、 こ の 増 幅断片 を 制 限酵素処理 し 、
pHCB3R の CWB 遺 伝 子 の 直 後 に 挿 入 し 、
pHCB3RLB を 作製 し た (図 2 ) 。

pHCB3RLB 
6.4 kb 

4 .  結論
52覧収 率 で は あ る が シ ョ 糖か ら レパン
を 生産する技術が確立 で き た。

2 。 細胞表層 に タ ンパ ク を 局在化する技
術 を確立 し た 。

1 。
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Fig. 2. Constructed plasmid pHCB3RLB 

枯 草菌 を pHY300PLK 、 CWB を コ ー ドする
pHCB3R 、 CWB-LipB を コ ー ド する pHCB3RLB


