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石油 に大 き く依 存 した産業構造 によ り、水、大気 、土壌 な ど地球規模 の環境

破壊 が 問題 となってい る。 この問題解 決 には、炭素 資源 が循環 で き る持 続型 の

産 業構 造 を形成 す るこ とが強 く求め られ てい るが 、その ためには食糧 以外 のバ

イオマスか らのエネル ギー生産 が不可欠 であ る。 本研 究で は、地球上 に多量 に

存在す るセル ロー ス資源 か らバイ オエネル ギー を生産す るために有効 な微 生物

の探索 を 目的 として 、セル ロー ス代謝 に関わ る酵 素の生物化学的研究 を行 った。

まず 、セル ロー スか らバイオエ タ ノール を生産す るた めに必要 な微生物 を探

索 した。 牛ルー メ ン液 か ら、カル ボキシ メチルセ ル ロー ス を炭素源 とす る培 地

を用 いてセル ロース分解菌 のス ク リー ニ ングを行 った ところ、 これ ま でセル ロ

ースの分解活性 が一番 良い と報告 されてい るTrichodermareesei株 よ りも、高い

セル ラーゼ活性 を有す る耐熱性及 び微好 気性のBacilluslicheniformis株 を発 見 し

た。 また、本株 の育種 に よ りセル ロースか ら1ス テ ップでエ タノール を生産 で

きる可能性 を示 した。

つ ぎに、セ ル ロー スの分解 に よって得 られ るグル コー スを燃料 に用 い るバイ

オ燃料 電池 の陽極 で作用す るグル コース脱水 素酵素 の機 能 に着 目して検討 を行

った。 ピロロキノ リンキノン依存性 の膜結合型 グル コー ス脱水素酵素 （mGDH）

を水溶性酵 素 （cGDH） に改変す る ことが、バイオ燃 料電池 の開発 に有 効で ある

との視点 か ら、大腸 菌のス ク リーニ ング結果 に もとついて、mGDHの 変異体 を

い くっ か作製 して、それ らの機 能 を評価 した。 その結 果、mGDHのN末 端側 の

膜貫通領 域 にあ るシステイ ンをア ラニ ンに置換 した変 異体 （mGDHC23A） と、

mGDHの 膜貫通領域 と触媒領域の 間にシグナルペ プチ ダーゼ認識配列 を挿 入 し

た 変 異 体 （mGDH4aa） の 両 者 の 構 造 的 特 徴 を 併 せ も つ 二 重 変 異 体

（mGDH4aaC23A） におい て、cGDHが 発 現す るこ とを見出 した。 一方 、cGDH

の活性 を持続 させ るため に、大腸 菌の膜画分 やペ リプ ラズム画分 ではた らくプ



ロテアーゼ及びペプ チダーゼ をコー ドす る遺伝子 の内で、40の 遺伝子 が分解 に

寄与す る ことを明 らかに した。 これ らの遺伝子 を一つず つ破 壊 した株 にお いて

cGDHの 発現状態 を評価 した ところ、6種 類 の遺伝子破壊株 の細胞抽 出液 にお

いてcGDHの 分解が抑制 され る ことを見出 した。 これ らの知見 を もとに、 グル

コー ス脱水素酵 素の安 定発 現にはcGDHの 分解 に関わ るプ ロテ アーゼ遺伝子 の

破 壊 が有効 であ り、それ を宿主 と してmGDH4aaC23A変 異体を発 現 させ る こと

で、バイ オ燃料電池 の構成 要素 と して適 したcGDHが 得 られ る可能性 を提示 し

た。

以上 の よ うに、本研 究で はバイ オエネル ギー生産 を 目指 して、セル ロース代

謝 に 関わ る酵素 の生物化 学的研究 を行 い、セル ロー スの分解 に有 効 な耐熱性 及

び微 好気性 の微 生物 の単離 に成功す る と共 に、水溶性 グル コー ス脱 水素酵 素の

安 定発 現 のための指針 を提示で きた。 これ らの成果 は、バ イオエネル ギー 生産

のための システム構 築 に有用な基礎 的知 見である。1
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（論文審査結 果の要 旨）

本論文 は、セル ロー ス資源 か らバイオエネル ギーを生産す るために有効 な微

生物 の探 索 を 目的 として、セル ロース代謝 に関わ る酵 素の生物化学 的研 究 を行

った成果 につ いて述べてい る。得られた結果 は以下のとお りである。

1． セル ロー スか らバイ オエ タノール を生産す6た めに必 要 な微 生物 を探 索す

るために、牛ル ー メン液 か ら、カル ボ キシメチルセル ロース を炭 素源 とす る培

地 を用 いてセル ロー ス分解 菌のス ク リー ニン グを行 った。 そ の結果 、 これ まで

セル ロー スの分解活1生が一番 良い と報告 され てい るTrichoder〃lareesei株 よ りも、

高いセル ラーゼ活性 を有す る耐熱性及び微好気性 のBacilluslicheniformis株 を発

見 した。 また、本株 の育種 によ りセル ロー スか ら1ス テ ップでエタ ノール を生

産で きる可能性 を示 した。

2． 一セル ロー スの分解 に よって得 られ るグル コース を燃料 に用 い るバイ オ燃 料

電池 の陽極 で作用 す るグル コー ス脱水 素酵素 の機 能 向上 を 目指 して 、 ピロロキ

ノ リンキ ノン依 存性 の膜 結合型 グル コース脱水 素酵素 （mGDH） を水溶性酵 素

（cGDH） に改 変す る検討 を行 った。大腸菌 のス ク リーニ ング結果 に もとついて、

mGDHの 変異体 をい くつ か作製 してそれ らの機能 を評価 した ところ、mGDHの

N末 端側 の膜貫通領域 にあ るシステイ ンをアラニ ンに置換 した変異体 と、mGDH’

の膜貫通領 域 と触 媒領域 の間 にシ グナルペ プチダーゼ認識 配列 を挿 入 した変 異

体 の両者 の構造 的特徴 を併せ もつ二重変異体 において、cGDHが 発現す ることを

見 出 した。一方 、cGDHの 活性 を持続 させ るために、大腸菌 の膜画分やペ リプ ラ

ズム画 分で はた ら くプ ロテアーゼ及 びペ プチ ダーゼ を コー ドす る遺伝子 の内で 、

40の 遺伝 子が分解 に寄与す る ことを明 らか に した。 また、 これ らの遺伝子 を一

つずつ破壊 した株 においてcGDHの 発 現状 態 を評価 した ところ、6種 類 の遺伝

子破 壊株 の細胞抽 出液 においてcGDHの 分解 が抑制 され る ことを見 出 した。

以上 の よ うに、本論文 ではバイ オエネル ギー生産 を 目指 して、セル ロース代

謝 に関わ る酵素 の生物化 学的研 究 を行 い 、セル ロー スの分解 に有効 な耐熱性及

び微好気性 の微 生物 の単離 に成功す る と共 に、水溶性 グル コース脱水 素酵素 の

、安定発 現の ための指針 を提 示 してい る。本研 究 の成果 は、バ イオエネル ギー生

産 システム構築 のた めの重 要 な設計 指針 を与 える もので あ り、学術 的価 値 は高

い。よって審査委員一 同は、本論文 は博士 （理学 ）論 文として認 定できると判断した。


