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論 文 の 内 容 の 要 旨

1)野蚕の一種であるレビドプテラン科の幼虫(蝕血呵鵬吋印面)の腸管内容物から

キシランを加水分解する通性嫌気性グラム陰性梓菌を分離､Aem仰おCa血｡と同

定､M81株と命名した｡本菌のキシラナーゼはβ-1,4-キシランにより誘導され､グ

ルコースやキシロースでは抑制された｡N源としてはポリペプトンが有効であり､

本酵素生産の最適pHは9.0であった｡本菌のキシラナーゼはカラス麦精製キシラン

を加水分解し､Dキシロースとキシロオリゴ糖を生成した｡

2)本菌のキシラナーゼの利用方法として各種キシランを対象に検討したところ､ピ

ーナッツ殻キシランが有効であった｡即ち､ピーナッツ殻からアルカリ処理とエタ

ノール沈澱によって得られたキシランを本菌の粗製キシラナーゼにより消化させる

と､21･7%の収率で主にキシロオリゴ糖が得られた｡得られたキシロオリゴ糖は

10%硫酸(100Oc,2br)の加水分解でDキシロースのみが生成された｡

3)本菌は複数のキシラナーゼを生産する｡そのうちキシラナーゼⅠ,ⅠⅤ,Ⅴを単離精製

したoI(エンド型キシラナーゼ)が11倍､9.3%の収率で精製された｡PAGE,SDS_

PAGEおよびIEF上で単一となり､質量分析の結果20,186±56の分子量を有し､Km値

は9･4mghnl､見かけのVmax値は4330pmoID-Xyloseequivalentmin･1･mgprOtein-1であっ

た｡最適温度､pHはそれぞれ500c､7.0であり､pH6.5から8.0の範囲で60%以上の
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活性が保持され､pI値は7.1であった｡本酵素はキシランからキシロトリオース､キ

シロテトラオース､キシロペンタオースと､より高分子量のオリゴ糖を生産した｡

キシロビオース､キシロテトラオース､澱粉､セルロース､CM-セルロース､ラミ

ナリン､β-1,3-キシラン等を加水分解せず､またトランスフエラーゼ活性も示さな

かった｡

4)カラス麦キシランからキシロテトラオースのみを生産する新規キシラナーゼⅠⅤを

本菌の培養液より単離した｡IVは硫安沈殿､ゲルろ過クロマトグラフィーとイオン

交換クロマトグラフィーで収率1.9%､25倍に精製された｡SDS_PAGEによる分子量

は約41,0(粕であり､カラス麦キシランに作用しキシロテトラオースのみを生成した｡

分解生成物の酸加水分解でDキシロースが得られた｡本酵素はp-ニトロフユニールー

β一Dキシロシドやキシロビオース､キシロテトラオース､澱粉､セルロース､CM-

セルロース､ラミナリン､β-1,3一キシラン等を加水分解せず､トランスキシロシダ

ーゼ活性も全くなかった｡

5)カラス麦キシランと樺キシランからキシロビオースのみを生産するキシラナーゼ

Ⅴを本菌の培養液から単離した｡Vは硫安沈殿､疎水性クロマトグラフィー､イオン

交換クロマトグラフィー､ゲルろ過クロマトグラフィーで精製され､SDS●PAGEと

アガロースゲル電気泳動で単一であった｡Ⅴの分子量は46K肋､pI値は5.4､pH6.8､

30-370cで最大活性を示した｡PH5.0-8.6､25-370cで安定であり､樺キシランを基質

とした際のKm値は2mghnl,見かけのVmax値は182pmoID-Xyloseequivalentmin'.･mg

pro血~lであった｡Ⅴは､β-キシロシターゼ､α一L-アラピノフラノシターゼ､セルラ

ーゼ､β-1,3-キシラナーゼ活性を有せず､最小基質はキシロトリオースであった｡
このことよりⅤはユキソ型キシラナーゼであることが示唆された｡

6)ショットガンクローニング法により得られたキシラナーゼ生成且cdfJM109形質
転換株は､A.caYjaeのゲノムDNAの4.Okb断片をpB322に挿入したプラスミド

佃POCⅥl)を保有していた｡本挿入断片はlのN末端アミノ酸配列のオリゴヌクレオ

チドプローブとハイプリダイズしたので､この断片にキシラナーゼⅠ遺伝子がコード

されていることがわかった｡且co〟(pPOCHl)はキシラナーゼを細胞内外に構成的に

生成した｡LB培地及びキシラン培地から得られたキシラナーゼ活性は各々

0.808Uhngcellprotein,0.941U/mgcellproteinであった｡

以上の実験結果から申請者は､大学院連合農学研究科博士課程修了者としての学

力並びに識見を有するものと認め､博士(農学)の学位を与えるに十分な資格を持

つものと判定した｡

宇 土 結 果 の 要 旨

本論文は､現在又は将来全世界で共通する大きな問題である農産廃棄

物の有効利用を目的とした研究である｡即ち､未だ世界的に解決されて

おらず､しかも膨大な量に及ぶ農産廃棄物の一つであるヘミセルロース

の有効利用に着目し､特に微生物酵素を利用した処理法を研究したもの
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である｡ヘミセルロースの主成分であるキシランについて微生物分解を

行った｡キシランの分解効率が高く､しかも付加価値の高い生産物生産

を目的とし､キシラン分解菌のスクリーニングからスタートした｡特に

採取対象として､自然界でヘミセルロースを栄養として生育している昆

虫の腸管微生物に対象を絞り､スクリーニングした結果､野蚕の一種で

あるレビドプテラン科の幼虫(ぶam血叩】班ね〝γe所の腸管内容物からキシラ

ンを加水分解する微生物を分離､同定し､Ae御伽a5CaVfaeME-1株と命名

した｡引き続きキシランを基質として本細菌を大量培養し､菌体外酵素

であるキシラナーゼについて分離､精製したところ本細菌には少なくと

も5種のキシラナーゼが存在することが確認された｡そこでまずそのう

ちで生産量が最も多く､精製されやすいキシラナーゼVについて分離､精

製､単一蛋白とした｡ついでその酵素化学的諸性質を明らかにした｡そ

の結果､キシラナーゼⅠはキシランを基質とした際にキシロトリオース､

キシロテトラオース､キシロペンタオースといったキシロオリゴ糖のみ

を生産するエンド型であることを明らかにした｡現在まで特にオリゴ糖

のみを生産するキシラナーゼについては報告がなく､大変ユニークなキ

シラナーゼであることが明らかにされた｡

次にキシラナーゼⅠ以外のキシラナーゼについても検討した結果､特に

キシロテトラオースのみを生産する新規ユキソ型キシラナーゼIVを分離

精製することに成功した｡本酵素は特にカラス麦キシランを基質とした

場合に簡単にキシロテトラオースのみを生産する｡この発見は世界で初

めてでその利用性はすこぶる高い｡さらに他のキシラナーゼについても

検討した結果､前2者と全く異なったカラス麦キシランからキシロビオ

ースのみを生産するエキソ型キシラナーゼVを分･離精製することにも成功
した｡このようなユキソ型キシラナーゼについても未だ報告をみていな

い｡

以上､本論文のキシラナーゼⅠ､Ⅳ及びVはいずれをとってみてもキシ

ランの利用について大きな貢献をすると共にこれらの酵素は学問的にも

キシランの構造解析に有効な試薬として利用できる道を開いたものであ

る｡

他方またキシラナーゼⅠについてはその遺伝子を且coJfにクローニング

する遺伝子工学的な研究についても成功､今後キシラナーゼⅠの大量生産

基礎技術の開発の道を開いたことも高く評価できる｡

以上の結果を総合的に考察して､審査委貞全員は博士論文としてその

内容は十分･なものと判定した｡
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