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論 文 の 内 容 の 要 旨

30年後には石油が枯渇し､地球上に残された唯一の量的な工業資源がバイオマスとなるムさら

に､バイオマスは､カーボンニュートラルであるため､地球温暖化を促進しないエネルギー渡として

も期待されてV.､る｡本論文は､バイオマ大の資源としての価値を高めるために､バイオマス中に含ま

れる5単糖をエネルギー低消費型の微生物及び酵素を用いて取り出し､バイオマスを新たな工業

用糖渡として利用することを目指した研究である｡

現在､植物中に約40%含まれる5単糖の重合物.(ヘミセルロース)はほとんどの場合､焼却､コン

ポストもしくは廃棄されて､あまり効率的に利用されていない｡ヘミセルロース.の主たる5単糖である

D一キシロースやL-アラピノースは､安価に取り出せれば有効な工業用資源となる｡本研究では､特

に､リグノセルロースのアラピノキシラン(5単糖のDヰシロースとL-アラピノース重合物)からこれら

構成糖の酵素加水分解による抽出方法を検討した｡用いたキシラン分解酵素群の生産菌は､

Fbnjtmtm属AHT-1株及び戯jiomucorpusLmLSHHT-1株である｡

融属AHT-1株は､キシラナーゼ､α-レアラビノフラノシダーゼ､βキシロシダーゼを生

産する｡i､モデルヘミセルロースであるカラス麦キシラン分解へのこれらの酵素の作用順序を検討し

た｡これらの酵素の培養液中への分泌は30℃､初発pH7.0で6日間で最大となった｡これらの酵素

を硫安沈殿､陰イオン交換樹脂であるDEAEToyopear1650Sで部分精製し､性質を検討した｡キシ
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ラナーゼの分子量は21kDaで､エンド型であり､糖転移活性も有していた｡これらの酵素群によるカ

ラス麦キ㌢ランの分解臥協調的かつ連続的に作用し､α-Lプラピノフラノシダーゼ､キシラナー

ゼ､βキシロシダーゼの順に作用させると一番高い分解効率61%を示した｡この結臭から､キシラン

の側鎖であるレアラビノースを先に加水分解すれば､主鎖めキシランが効率よく分解されることが

明らかとなった｡さらに､これら3種類の酵素の温度､pH､培養時間に対する最適条件は同じで､こ

の菌単独で十分にキシランを分解できることがわかった｡

α-L-アラピノフラノシダーゼがキシラン分解の初期反応に重要であることが判り､αサーアラピノ

フラノシダーゼの役割の詳細検討を計画した｡しかし､肋属AHT-1株のα-L-アラピノフラ

ノシダーゼ生産量は少なく､また､精製も困難であった｡そこで､α-L-アラピノフラノシダーゼゐ高

生産株である彪彪omucwpusLhHHT-1株を選択して以降の実験を行った｡L-アラピノースを炭

素渡とし､α-レアラビノフラノシダーゼを生産した｡その後､硫安沈殿､ゲルろ過､陰イオン交換樹

脂で酵素を精製した｡分子量は88kDaの単量体でpI4.2､至適pHとpH安定性は各々､4.0と

7･0-10･0､至適温度と温度安定性は両者とも､60℃であった｡ダニトロフユニールα一L一アラピノフラ

ノシドに対するKmとV甲は各々､0.59mMと387pM/min/proteinであった｡活性は金属イオンによ

って促進されなかった｡N末端アミノ酸配列では他のα-L-アラピノフラノシダーゼとめ相同性はな

かった｡この酵素は広い範囲のアラピノキシラン多糖類や少糖類に作用した｡

次に､この酵素による各種アラビナンへの分解機革を検討した｡砂療ダイコンアラビナンやデブラ

ンチアラビナンを同じ効率で加水分解した｡α⊥(1→3)結合残基と末端のα-(1→5)結合残基を

切断した｡アラビナンとα-L-アラピノフラノシダーゼによ皐カロ水分解アラビナンのメチル化分析では､

(1→5)一年a∫T一心af(1→3,5)一Araf(1→3ト心a′結合の比率は各々2:2:2:1と3:1:2:1であっ

た｡α-L一アラピノフラノシダーゼ処理した結呆､(1→5)一心a′の比率が増え､T一心a′が減少した｡

本酵素は､アラビナンのαイ1→5)結合残基を切断すると理解できた｡IHと13cNMRによる解析

では､アラピノフラノシルのシグナルが優占し､アラピノピラノシル部分のシグナルは検出されなか

った｡これらの結果から､本酵素は､アラビナンのアラピノフラノシル残基のみを加水分解できるこ

とが明らかとならた｡

以上､■α-L-アラピノフラノシダーゼ､キシラナーゼ､βキシロシダーゼの順に作用させるとバイオ

マスから酵素によってDヰシロースとL-アラピノースを効率的に加水分解抽出出来ることを明らか

にした｡

審 査 結 果 の 要 旨

本論文は､リグノセルロースであるアラピノキシランの酵素分解による利用方法を研究したもの

である｡キシラン分解酵素群は､バイオマスの工業的利用という観点から重要な酵素群で､本研

究では､月助属JuiT-1及び勉00TWPuSLnLS==T-1をキシラン分解酵素の生産棟とし

て利用した｡

用地属AHT-1は､キシラナーゼ､α-レアラビノフラノシダーゼ､βキシロシダーゼを生

産する｡モデルヘミセルロースであるカラス麦キシラン分解へのこれらの酵素の作用順序を検討

したこれらの酵素の培養液中への分泌は30℃､初発pH7.0で6日間で最大となったこれらの

酵素を硫安沈殿､陰イオン交換樹脂であるDEAE.Toyopear1650Sで部分精製し､性質を検討した

キシラナーゼの分子量は21kDaで､エンド型であり､糖転移活性も有していたこれらの酵素群に
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よるカラス麦キシランの分解は､協調的かつ連続的に作用し､α-レアラビノフラノシダーゼ､キシ

ラナーゼ､βキシロシダーゼの順に作用させると一番高い分解効率を示した｡これら3種類の酵

素の温度､p軋培養時間に対する最適条件は同じで､この菌単独で十分にキシランを完全分解

できることがわかった｡

甲-L-アラピノフラノシダーゼがキシラン分解の初期反応に重要であることが判り､α-レアラビ

ノフラノシダーゼの役割の詳細検討を計画した｡しかし､肋属AHT-1のα-レアラビノフ

ラノシダーゼ生産量は少なく､また､精製も困難であづた｡そこで､α-L-アラピノフラノシダーゼ

の高生産株である肋uw如鋤HHT-1を選択して以降の実験を行った｡Lアラピノースを

炭素源とし､α-レアラビノフラノシダーゼを隼産したその後､硫安沈殿､ゲルろ過､陰イオン交
換樹脂で酔素を精製した｡分子量は88kDaの単量体でpI4.2､至適pHとpH安定性は各々､4.0

と7･0-10･0､至適温度と温度安定性は両者とも､60℃であった｡ダニトロフェニールα-L-アラピノ

フラノシドに卸するKmとVmは各々､0.59mMと38旬M/min/proteinであった｡活性は金属イオン

によって促進されなかった｡N末端アミノ酸配列では他のα-Lプラピノフラノシダーゼとの相同

性はなかった｡この酵素は広い範囲のアラピノキシラン多糖類や少糖類に作用した｡

次に､この酵素による各種アラビナンヘの分解機構を検討した｡砂糖ダイコンアラビナンやデ

ブランチアラビナンを同じ効率で加水分解した｡α11→亭)結合残基と末端のα11→5)結合残

基を切断した｡アラビナンとα-Lワラビノフラノシダーゼによる加水分解アラビナンのメ≠ル化分
析では､(1→5)TjkaET-Amf(1→3,5)-Araf(1→3)-Araf'結合の比率は各々2:2:2:1と3:1:2:1

であった｡α-L一アラピノフラノシダーゼ処理した結果､(1→5)-Araf-の比率が増え､T-AraFが減

少した｡本酵素は､アラビナンのα<1→5)結合残基を切断すると理解できた｡LHと13c NMR

による解析では､アラピノフラノシルのシグナルが優占し､アラピノピラノシル部分のシグナルは

検出されなかった｡これらの結果から､本酵素は､アラビナンのアラピノフラノシル残基のみを加

水分解できることが明らかとなった｡

以上､本研究は石油枯渇後の唯一の資源と考えられるバイオマスの分解及び有用糖類の抽

出方法として酵素分解方法が有効であることを示した｡特に､アラピノキシランの側鎖であるアラ

ピノースを遊離するα1ニアラピノフラノシダーゼの役割が大きいことを明ら声､にした｡さらに､こ
の酵素によるアラピノキシラン分解機構の一部を明らかにしたことは学問及び応用上大きいと考
えられる｡

審査垂員会は､本論文について､研究の進め方､論文の構成､内容､図表並びに引用女献
などにつレ.て慎重に審議すると共に､公表されている論文についても検討した｡その結果､審

査委貞一同は､本論文を岐阜大学大学院連合農学研究科の博士論文として価値あるものと認

め､｢合格｣と判定した｡
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