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論 文 内 容 要 旨

序論

現 在 、 世 界 中 で様 々 な 種 類 の 石 油 を原 料 と した 合 成 高 分 子 ポ リマ ー が お よそ1

億4000万 トン/年 の割 合 で生 産 され て い る。 そ して大 量 の合 成 高分 子 ポ リマ ー が

産 業 廃 棄 物 と して 自然 環 境 中に 遺 棄 され て い る。 近 年 、 こ の 問題 を解 決 す る た め

に 生 分 解 性 プ ラス チ ッ ク が次 々 と作 り出 され て き た 。 そ の な か で もpolybutylene

succinate(PBS)及 びpolybutylenesuccinate-co-adipate(PBSA)は 主 にsuccinate、1,4-

butandiolが 重 合 され て で き た生 分解 性 ポ リマ ー で あ り、 コ ン ポ ス ト、 湿 土壌 、 活

性 汚 泥 、海 水 中で 生 分 解 され る。 現在 生 分解 性 プ ラス チ ック の ほ とん どが 他 の 廃

棄 物 と と もに 消 却 され るか 、 も し くは コ ンポ ス トや 土 壌 中で 生 分解 され て い る。

この た め生 分 解 性 プ ラス チ ック を構 成 して い るモ ンマ ー や オ リゴエ ス テ ル を 回収

す る こ とは不 可 能 で あ る。 そ こ で我 々は麹 菌 ハ躍θr8'〃〃50り 翅 θ を宿 主 と して用 い

たPBSAの リサイ クル シス テ ム の構 築 を 目指 した 。

A.oワZα8は 古 来 よ り清 酒 、 味 噌 、 醤 油 な ど の発 酵 産 業 に 用 い られgenerally

regardedassafe(GRSA)と してそ の安 全 性が認 知 され て い る。 また 、λ.oり2zα8は 優

れ た タ ンパ ク質 生 産 の 宿 主 で あ り、 ア ミラー ゼ や プ ロテ ア ー ゼ の 高 生 産 や 異 種 タ

ンパ ク質 の生 産 に用 い られ て い る。 この λ.oり7zαθ の有 用性 か らA.oり7zα8の ゲ ノ

ム解 析 が行 われ 、 そ の全 ゲ ノム配 列 が明 らか とな った。

《.oワzα ε はPBSAを 唯 一 の 炭 素源 と して 用 い た 最 少 培 地 に てPBSAを 分 解 資

化 す る。このPBSA分 解 酵 素 と してeste職seの 一 種 で あ るCutL1が 単 離 され た。

ま たA.oワzα ε はPBSA分 解 時 にhydorophobinの 一 種 で あ るRo1Aを 強 力 に発

現 して い る こ とが 明 らか とな った。RolAは 両親 媒 性 タ ンパ ク質 で あ り、PBSAの

疎水 表 面 に対 して 吸着 す る。PBSA-表 面 に 吸着 したRo1AはCutLlと 相 互 作 用 す

る こ とに よっ てCutL1をPBSA表 面 に濃縮 し、PBSAの 分 解 を促 進 す る。 これ

ま でA.oワzα θ のPBSA分 解 に 関わ る タ ンパ ク質 と してCutLlとRdAが 見 出

され 、 これ らは疎 水 表 面 に対 して非 常 に強 い相 互 作 用 を示 す こ とが 明 らか とな っ

て い る。 そ こで 、み.oワzαε がPBSA分 解 時 に 産生 す る疎 水 表 面 吸 着 タ ンパ ク質 を
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分離することによって、新たなPBSA分 解促 進 タンパ ク質 を見出す ことができる

と考えた。そこで本研究はA.o胆 αθが産 生す る疎水表 面吸着 タンパ ク質を単離 し、

そのPBSA分 解促進効果 を検証 す るこ とを 目的 とした。

第1章Aoηz麗 が産生する疎水表面吸着タンパク質の分離及び同定

A.oワzα ε がPBSA分 解 時 に産 生 す る タ ンパ ク質 か ら疎 水 表 面 吸着 タ ンパ ク質 の

分 離 を試 み た。 疎 水 性 担 体 と してOctyl-cellu1面netype-Sカ ラム を用 い 、A.oワzα ε

に よるPBSA分 解 濾 液 か らこ の カ ラム と強 い相 互 作 用 を示 す タ ンパ ク質 の 分 離 を

行 っ た。PBSA分 解 濾 液 を30%硫 安 で 飽 和 させ カ ラ ム にア プ ライ した 後 、 タ ン

パ ク質 を硫 安 濃度30-0%の 直 線 勾配 で 溶 出 した(Fig.IA)。 そ して硫 安 濃 度0%

付 近 で 溶 出 した14.5kDaの タ ンパ ク質 のN末 端 を解 析 した 結 果DASAVLAと

い う配 列 が得 られ た。 この配 列 に つ い て 五.oワzαεgenomedatabaseに てBLAST検

索 を行 った結 果 、14.5kDaタ ンパ ク質 の推 定 ア ミノ酸 配 列 を取 得 す る こ とが で き

た。 そ して この14.5kDaタ ンパ ク質 の 相 同 配 列 を検 索 した結 果 、 全 く新 規 タ ンパ

ク質 で あ る こ とが 明 らか に な り、 この タ ンパ ク 質 をHydrophobic旦ur£acehinding

proteinA(HsbA)と 名 付 け た。

さ らに強 力 な疎 水 表 面 吸 着 タ ンパ ク質 を分 離 す るた め に 、HsbAを 溶 出 した後 の

カ ラム を精 製 水 で洗 浄 後 、0-70%のEt-OH直 線 勾 配 で タ ンパ ク質 の分 離 を行 っ

た。 そ の結 果 、16、20、100kDaに 溶 出 タ ンパ ク質 が 見 られ た(Fig.lB)。

16kDaタ ンパ ク質 のN末 端 を解 析 した 結 果 、AKSVPGNNPLと い う配 列 が 得

られ た。 この配 列 につ い てblast解 析 を行 っ た とこ ろ、A.oワzα θ で既 に 報告 され

て い るphosphatidylglycerol/phosphatidylinositoltransferprotein(PGIPI-TRaccession

numberAAGI3652)で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。PGIPI-TPは 細 胞 内 膜 の

phosphatidylglycero1とphosphatidylinosito1の 輸 送 を仲 介 して い る タ ンパ ク質 で あ

り、菌 体 内 タ ンパ ク質 で あ る こ とが 報 告 され て い る。 また 、PGIPI-TPの ア ミノ酸

配 列 内 に は1ipidの 結 合 に 関 与 して い る と 考 え られ て い るMD-2-relatedlipid一
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recognition(ML)ド メ イ ンが含 まれ て い る。

20kDaタ ンパ ク 質 に つ い て はN末 端 を解 析 す る こ とが で き な か っ た が 、抗

CutLl抗 体 を 用 い たWbstemblot解 析 に よ りCutL1で あ る こ とが 明 らか とな っ た。

100kDaタ ン パ ク 質 のN末 端 はASDDSVFLLGで あ り、A.oワzα θgenome

databaseに 対 してBLAST検 索 を行 い100kDaタ ンパ ク質 の推 定 ア ミノ酸 配 列 を

取 得 す る こ とが で き た。 こ の推 定 ア ミ ノ酸 配 列 の相 同配 列 を 検 索 した 結果 、 キ イ

ロ シ ョ ウジ ョ ウバ エ の 中性ceramidaseと36%の 相 同性 を示 した こ とか ら100

kDaタ ンパ ク 質 はceramide分 解 酵 素 で あ るceramidaseで あ る こ とが 示 唆 され た 。

以 後 、 こ の100kDaタ ンパ ク質 をAOceramidaseと 呼ぶ 。

CutLlに つ い て はPBSA分:解 機 構 につ い て既 に調 べ られ て い る。 ま た 、PGIPI-

TPは 菌 体 内 タ ンパ ク質 で あ る と報 告 され てお り、PBSA分 解 に 関与 して い る可能

性 は低 い と考 え られ た。 そ こ でHsbAとAOceramidaseに っ い て 、そ のPBSA分

解 へ の 関与 を検 証 す る こ とに した。

第2章 新規疎水表面吸着タンパク質HsbAのPBSA分 解促進機構

HsbAの 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 に っ い てBLAST解 析 を 行 っ た 結 果 、HsbAは

細 ρεr8∫伽3ル 〃3∫8伽∫ とA甲 θrg∫〃〃3〃漉 伽 ∫ の機 能 未 知 タ ンパ ク質 と28-44%の

相 同性 を示 し 昆 虫感 染 糸 状 菌 で あ る 愉'αz厩 ∫〃〃3απ'30p1'α8が 産生 す る4MeSと

31%の 相 同 性 を 示 した 。4MeSは 全 く機 能 未 知 で あ っ た が 、NCBIのprotein

databaseを 参 照 す る こ とに よ り 砿 απ'∫ρρ〃αε が 天 然 の 疎 水 性 物質 で あ る昆 虫 クチ

ク ラ上 で 生 育 す る際 に発 現す る こ とが 明 らか とな った。そ こでHsbAはA.oワzα β

がPBSAの 疎 水 表 面 上 で 生 育 す る 際 に必 要 で あ るタ ンパ ク質 で あ る こ とが 考 え ら

れ た 。A.oワzα ε のHsbA高 発 現 株 を作 成 し、疎 水 性 物 質 で あ るPBSAと ポ リウ レ

タ ン上 で の生 育 を観 察 した と ころ 、HsbA高 発 現株 は空 ベ クタ ー株 と比較 して非 常

に 旺盛 な 生 育 を示 した(Fig.2)。 そ こ でHsbAは 疎 水 表 面 に 吸着 し、A.oり,Zα ε の

生 育 を促 して い る と考 え られ た。PBSA分 解 時 にお け るHsbAの 局 在 を調 べ た結
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果 、HsbAは 細胞 外 に分 泌 され て お り、細 胞 壁 、細 胞膜 、 細胞 質 に は 局 在 して い な

か っ た(Fig.3A)。HsbAの 発 現 条 件 を調 べ た と ころ、HsbAはA.oワzα ε をPBsA

で培 養 した 場 合 に のみ 発 現 して お り、そ の モ ノマ ー成 分 で あ るsuccinateと1,4-

butandio1で 培 養 した場 合 は発 現 しな か った(Fig.3B)。 ・

HsbA高 発 現 株 の培 養 上 清 か らHsbAを 精 製 し、 ∫πv'〃り にお け るPBSAへ の

吸着 を観 察 した。精 製HsbA溶 液 とPBSAペ レ,ッ トを混 合 し、溶 液 中のHsbAの

減 少 を観 察 した が 、HsbAはPBSAに 吸着 しな か っ た。 そ こ で溶 液 中 に様 々 な 塩

を 添加 した とこ ろ 、NaClとCaCl2を 添加 した 場 合 にお いてHsbAがPBSAペ レ

ッ トに強 く吸着 した(Fig.4A)。 次 にHsbAがPBSAペ レ ッ トに結 合 した 状 態 に

お け る溶 出条 件 を検 討 した。 そ の結 果 、PBSAペ レ ッ トに結 合 して い るHsbAは

Tween80やT而tonX-100な どの 非 イ オ ン性 界 面 活性 剤 を 添加 した場 合 に溶 出 した

(Fig.4B)。 この こ とよ りHsbAは 疎 水 的 相 互 作用 に よ ってPBSAペ レ ッ トに結

合 して い る こ とが示 唆 され た。 そ して 、Caα2を 用 い てHsbAをPBSAペ レ ッ ト

に結 合 させ た場 合 に お い て はEDTAを 添加 す る とHsbAが 溶 出 した(Fig.4B)。

こ の こ とか ら塩 化 物 イ オ ンで は な く、Ca2+がHsbAの 吸着 に 関与 して い る こ と明

らか とな っ た。

HsbAをPBSA表 面 に コー テ ィ ン グ し、CutLlに よ るPBSA分 解 促 進 効 果 を確

か め た 。HsbAにCaC12を 添加 す る こ とに よ っ てPBSAマ イ ク ロパ ー テ ィ クル を

HsbAで コー テ ィ ン グ した。 こ のPBSAマ イ ク ロパ ー テ ィ ク ル を 洗 浄 した 後 に

CutLlを 加 え 、 経 時 的 に そ の 濁 度 の減 少 を観i察 した 。HsbAコ ー テ ィ ン グ した

PBSAマ イ ク ロパ ー テ ィ クル はHsbAノ ン コー テ ィ ン グのPBSAマ イ ク ロパ ー テ

ィ クル と比 較 して最 大 で約24%の 分 解 促 進 を受 け た(Fig.5)。 ま た 、PBSAに

対 してHsbAコ ー テ ィ ン グ を行 わ ず 、CutL1とHsbAを 同 時 に添加 した場 合 は分

解 が 促 進 され な か っ た(Fig.5)。 この分 解 促 進 機 構 を解 明 す るた め にPBSAフ ィ

ル ム 上 にHsbAを 固 定 化 し、精 製CutL1を 含 ん だ水 溶 液 に浸 した 。 この フ ィ ル

ム を洗 浄 後 、 抗CutLl抗 体 を 用 い て フ ィ ル ム上 にお け るCutLlの 局 在 を観 察 し

た。 そ の 結 果 、CutLlはHsbAを 固定化 した ス ポ ッ ト上 に 濃 縮 され て 存 在 す る こ
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とが 明 らか とな った(Fig.6)。 こ のCutLl濃 縮 効 果 がHsbAとCutLlの 相 互 作

用 で あ る と考 え、Ωuartz£rystal奥icrobalance(QCM)解 析 を行 っ た。CutL1を リガ

ン ドと した場 合 はア ナ ライ トと して 用 い たHsbAと の 相 互 作 用 は 見 られ な か った

が(Fig.7A,curvel)、HsbAを リガ ン ドと して用 い た場 合 はCutL1と の強 い 相 互

作 用 が 見 られ た(Fig.7B,curve4)。 した が っ て 、CutL1は 疎 水 表 面 に 固定化 され

たHsbAと 相 互 作 用 を示 す こ とが 明 らか とな っ た。HsbAに よ るPBSA分 解 促 進

モ デ ル をFlg.8に 示 す 。PBSA・ 表 面 に 吸着 したHsbAはCutLlと 相 互 作 用 し、

素 早 くCutLlをPBSA表 面 に リク ル ー トし濃 縮 す る。PBSA表 面 に濃 縮 され た

CutL1に よっ てPBSAは 効 率 よ く分 解 され る と考 え られ た。

第3章Ao'y膨 が産 生す るAOcemmidbseのPBSA分 解 促進機構

AOcerainidaseの 性 質 を調 べ る た め に 、A.oワzα ρ のAOceramidase高 発 現 株 を

造成 した。 そ して この高 発 現株 の 培 養 上清 よ りAOceramidaseを 精製 した(Fig.9)。

この精 製 酵 素 に対 してEndoHを 添加 しAOceramidaseの 糖 鎖 分 解 を試 み た。 そ

の 結 果AOceramidaseの バ ン ドは91kDaに シ フ ト した 。 した が っ てAO

ceramidaseは 糖 タ ン パ ク 質 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。AOceramidaseの

ceramidase活 性 をceramideの 蛍 光 基 質 で あ るC6-NBD-ceramideとCl2-NBD-

ceramideを 用 い て調 べ た。 各 基 質 とAOceramidaseを 混 合 し、 イ ン キ ュベ ー トし

た 後 、TLCで 各 基 質 の 分解 物 を検 出 した。C6-NBD-ceramideで は分 解 物 は 全 く見

られ な か っ た が 、Cl2-NBD-ceramideに お い て 分 解 物 が 見 られ た(Fig.10)。 この

こ とか ら、AOceramidaseは 実 際 にceramide分 解 活 性 を持 つceramidaseで あ る

こ とが 確 認 され た。 ま た 、 この 結 果 よ りAOceramidaseは 炭 素 鎖 の 長 い基 質 を好

む傾 向 が あ る こ とが示 唆 され た。 次 にC12-NBD-ceramideを 用 い てAOceramidase

の 基本 性 質 を調 べ た 。 そ して そ の 最 適pHは6で あ り、広 いpHに お い て安 定

で あ る こ とが 明 らか とな っ た(Fig.lIA)。 ま た 、そ の最 適 温度 は65℃ で あ り、40

℃ まで は安定 で80℃ に お い て完 全 に失 活 した(Fig.11B)。
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Ceramidaseは そ の 最 適pHで アル カ リ型 と 中性 型 に 分 け られ 、一 般 的 にバ ク テ

リア の もの は アル カ リ型 で あ り粘 菌 を除 い た真核 生物 の もの は 中性 型 で あ る(Table

1)。AOceramidaseは 最 適pHを6に 持 つ こ とか ら中性 型 で あ っ た。 高 等真 核 生

物 のceramidaseは 主 に 菌 体 内 酵 素 で あ る の に 対 し 、 バ ク テ リア 及 び 粘 菌 の

ceramidaseは 分 泌 型 で あ る(Tablel)。AOceramidaseも 分 泌 型 で あ り、菌 体 外

ceramideを 基 質 に して い る と考 え られ た。 ま たAOceramidaseの 相 同配 列 を糸 状

菌A.ル 〃2恕伽 ∫、Aπ ∫4〃'α鰐、Nθκm叩orαcrα ∬0、物8㎎ ρo肋 θ8r∫∫θ8、そ して 、梅5α7加2

8ハα而 〃εαrκ〃2の ゲ ノ ム デ ー タベ ー ス で 検 索 した と ころ 全 て の デ ー タベ ー ス 中 で 相

同 配 列 が 認 め られ た(Table2)。 一 方 、 酵 母 で あ る5αco加 眉o〃2ycθ308ハ2爵∫αθ、

∫厩05αcc加 ハo〃2yc83ρo〃めθ、 そ してCα 屈 ∫4αα伽c傭 のデ ー タベ ー ス 中には 相 同 配

列 は 見 られ な か っ た こ とか ら(Table2)、ceramidaseは 糸 状 菌 に 特有 で あ る こ とが

明 らか に な っ た。

AOceramidaseのPBSA分 解 へ の 関 与 を確 か め る た め に、PBSAマ イ ク ロパ ー

テ ィ ク ル と 精 製AOceramidaseを 混 合 、 イ ン キ ュベ ー ト した 。 しか し、AO

ceramldaseに よ るPBSAマ イ ク ロパ ー テ ィ クル の分 解 は見 られ なか った(Fig.12)。

次 に、AOceramidaseとCutL1を 混 合 し、PBSAマ イ ク ロパ ー テ ィ クル の分解 を

観 察 した。 そ の結 果 、PBSAマ イ ク ロパ ー テ ィ クル をCutLl単 独 で分 解 した 場 合

と比較 して 、CutLlとAOceramidaseを 混 合 した場 合 に最 大 で50%近 くのPBSA

分 解 促 進 が観 察 され た(Fig.12)。AOceram孟daseのPBSA分 解 促 進機 構 を解 明 す

るた め に 、CutLIに よ るPBS分 解 物 に対 してAOceramidaseを 加 え てPBS分 解

物 の組 成 の 変 化 を見 た。 そ の 結 果AOceramidaseを 加 え た場 合 にお い て1分 子 の

succinate、2分 子 の1,4-butandiol、 そ してL6-hexamethylenediisocyanateか らな る

エ ス テル 化 合 物(以 下SBHBと す る)が68%ま で減 少 した(Fig.13)。SBHB分

子 内 に は2つ の ウ レタ ン結 合 が含 ま れ て い る(Fig.14)。 ウ レ タ ン結 合 とセ ラ ミ

ド結 合 は構 造 的 に類 似 して い る た め 、AOceramldaseはPBSA分 子 内 の ウ レタ ン

結 合 を分 解 して い る と考 え られ た。CutLlは 高分 子 のPBSAに 対 して低 分子 の オ

リ ゴ マ ー の 単 位 で しか 切 り出 す こ と が で きずexo型 的 に 働 く。 そ こ でAO
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ceramidaseがPBSA分 子 内 の ウ レタ ン結 合 を分解 す る こ とに よ り、CutLlが 基 質

と して利 用 で き るPBSAオ リゴマ ー の遊 離末 端 が 増 え る と考 え られ た 。 した が っ

てAOceramidaseは 高分 子 のPBSAに 対 してendo型 的 に働 く と考 え られ た。 こ

のCutLlとAOceramidaseを 混 合 す る こ とに よ り、exo型 とendo型 の酵 素 分

解 に よっ て 高 分 子 のPBSAが 協 調 的 に 分解 され る と考 え られ た(Fig.15)。

総合考察 ∂

孟.01yzα8がPBSA分 解 時に産生す るタンパ ク質 か ら特に疎水性基質 と強い相

互作用 を示すタンパク質 を選抜 し同定を行った。その結果、新規疎水表面吸着 タ

ンパク質であるHsbA、PG/PI-TP、CutL1、 そ してAOceramidaseを 取得す るこ と

が できた。 その 中か らHsbAとAOceramidaseに ついてPBSA分 解へ の 関与 を

検 証 し、 この両 タンパク質がCutL1に よるPBSみ 分解 を促進 す る効果が あ る こ

とを明 らかにした。HsbAはPBSA表 面 に吸着す る とCutLlと 相互作用 し、PBSA

表 面 にCutL1を 濃縮 す る ことに よ りPBSA分 解 を促進 す る効果 が る と考 え られ

た(Fig.8)。 またAOceramidaseはPBSA分 子 内の ウレタン結合 を分解す ること

によりCutLlと'協 調的 にPBSAを 分解す る働 きがあるこ と考 え られた(Fig.15)。

CutL1は 疎水的なエ ステル物質 を基 質 とし、AOceramidaseは 疎水 的 なceramide

を基質 とす る酵素であ る。 そ して、PGIPI-TPは 疎水 的な脂 質の認 識 に関与 して い

るMLdomainを 持つ タンパ ク質 であ る。 したが って、これ らのタンパク質は全て

疎水性基質 と強 く相互作用すると考えられ、本研究で確立 された疎水表面吸着 タ

ンパ ク質分離法は非常に有効な方法であると考えられた。またPGIPI-TPは 菌体

内タンパ ク質で ある と報告 されてい るにも関わ らず菌体外よ り分離 された。そこ

でPG!PI-TPが 菌体外 の基質 を輸送 す るよ うな未知の機 構が存在 してい る可能性

が考え られた。

現在まで糸状菌が産生する両親媒性 タンパク質 としてhydrophobinの みが知 ら

れ てお り、詳 しく解析 が行われきた。 しか し本研究によって新規 の両親媒性 タン
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バ ク質であるHsbAフ ァ ミリータ ンパ ク質が発 見 され 、その性質が明 らか となっ

た。 このことにより、糸状菌は様々な種類の両親媒性 タンパ ク質 を巧みに用い、

自然環境 中に存在する疎水性基質上で展開 し、その疎水性基質 を分解資化 してい

ると考えられた。

現在まで真核生物か らバクテ リアまで様 々なceramidaseに つ いてそ の性質 が調

べ られ て きた。 しか しceramidaseがceramide以 外 の基 質 を加 水 分解す る とい う

報告 は無 く、ceramidaseが 生分解性 プ ラス チ ックの分 解 を促進す ることは全 く新

しい発見である。AOceramidaseのPBSA分 解促進 効果 を説 明す る一 つのモデル

としてAOceramidaseがPBSA分 子 内の ウレタン結合 を分解 す る とい うモデルを

提唱 した(Fig.15)。 しか しなが ら、本研 究においてAOceramidaseが 直接的 に ウ

レタン結 合 を分解 していることを証明することができなかった。 したがって、AO

ceramidaseが 別 の機構 でPBSAの 分解 を促進 してい る可能性 も考 えられ、今後

AOceramidaseの 詳細 なPBSA分 解促進機構 の解 明が期待 され る。

五.oぴzαθ がPBSAを 分解す る際 に両親 媒性 タンパ ク質であるHsbAと 加水分

解酵素 であ るCutLlとAOceramidaseは 協調的 に働 き、PBSAを 分解 してい ると

考え られ る。 そのモデルをFig.16に 示す。PBSAの 疎水表 面はA.oワzα εの生育

を妨 げる(Fig.16-1)。 しか しA.oワzα εは両親媒性 タンパ ク質で あるHsbAを 産

生 し、そ の疎水 表面 を コーテ ィングすることによって疎水表面上で菌糸を展開 さ

せる(Fig.16-2)。 疎水表 面上で展開 したA.07yzα θ はCutL1とceramidaseを 産

生 し、協調 的にPBSAを 分解資化 してい く(Fig.16-3,4)。

現在 まで糸状 菌 が産生す る疎水表面吸着 タンパ ク質 を特異的に標的 とし、研究

が行われた例はほとんどない。本研究においてA.oワzα8が 産生す る疎水表 面吸着

タンパ ク質の機能を明らかにすることによ り、糸状菌の疎水性基質に対す る新た

な生物学的な側面を明らかにすることができた。今後 も糸状菌の新たな疎水表面

吸着タンパク質について研究が行われ、糸状菌 と疎水性基質の特異な世界の解明

されることが期待 される。
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要約

1)A.oηzα θ がPBSA分 解 時 に産 生 す る疎 水 表 面 吸 着 タ ンパ ク 質 と してHsbA、

PG/PI-TP、CutL1、 そ してAOceramidaseを 分 離 した。

2)HsbAとAOceramldaseはCutllに よるPBSA分 解 を促進 す る効 果 が あ る こ と

を明 らか に した。

3)PBSA表 面 に吸 着 したHsbAはCutLlと 相 互作 用 し、そ の 表 面 にCutL1を 濃

縮 す る こ とに よっ てPBSAの 分 解 を促 進 す るこ とが示 唆 され た。

4)AOceramidaseはPBSA分 子 内の ウ レタ ン結 合 を分解 す る こ とに よ り、CutL1

に よ るPBSAの 分 解 を促 進 して い る と考 え られ た。
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Fig.3.Expressionandlocalizationofl3sbA.
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InteractionofsolubleBSA(curve3)orCutLl(curve4)

withHsbAcoatedonaQCMelectrode.Curve1:HsbA

(18-90nMf1n訓concent田 血ons)orwasi司ectedstepwise

intoananalysischamberinwhichaCutLl-coatedelectrode
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concentrations)wasinjectedstepwiseintoaanalysischam-

berinwhichaCutLl-coatedelectrodewasimmersed.Curve

3:BSA(10-48nMfinalconcentration)wasinjectedstep-

wiseintotheanalysischamberinwhichHsbA-coatedelec-

t舳wasi㎜e盤ed.Cuwe4:Cu止1(1醐IM舳l

concentration)wasinjectedstepwiseintotheanalysischam-

berinwhichHsbA-coatedelectrodewasimmersed.

一172一



(A)● ●6 .c岨

⇒ ● ● ● ⇒

勲1藻婆灘縫議簿蜜1叢i慧霧灘欝灘撚鰹 翼1,.

● ● ●
.ミ:媛:磐驚零鑓}1

」く=び 与冨 、ラ ㍗r

6)● ● 色仙

擁議暴撫 繋鷲り響 瓢
Fig.8.Theschematicmodelofl3sbAandCatLlcombiningtodegradePBSA.(A)CutLldegradesPBSA
withoutanycondensationbyamphiphilicproteins.(B)CutLlmoleculesarecondensedonthePBSAsurfaceby
interactionbetweenCutLlmoleculesandHsbAmoleculesadsorbedonthePBSAsurface.Consequently,CutLl

moleculesrapidlyaccumulateonthePBSAsurfaceandenzymaticdegradationofPBSAcouldbestimulated.

〆露 鍵
AOり 伽 θ

ceramidease

'4.σ脚 θ

ceramidease

課

瀧
野

(

2

1
]

1二.「

躍

・

糠

.

蝋

レ

レ

レ

66

56

聡

37レ.,

27レ ・鱒

『麟鞍

轍 (曜91kDa

ぐEndoH(29kDa)

Fig。9.P四rifioa髄ona1塾ddeg濯ycosyla髄onof∠4.

oryzaeceramidase.PurifiedAOceramidasewas

deglycosylatedbyEndoH.PurifiedAOceramidase

anddeglycosy童atedAOce1翻dasewercsu切ected

toSDS-PAGEandstainedwithCBB.

(A)izo

too

別

60

恥

§
ζ
葦
ヨ
器
ξ
碧
出
20

覇
■ 履

璽

十

C6・NBD・

cera耐de

署

十

雌 』

Ci2-NBD-

ceramide

C12-NBD卿

dodecanoicacid

Fig.10.Ceramideby曲rolys酌byAα ワz麗ceramidase.

Reactionmixturecontained275pmolC6-NBD-cerainideor

C12-NBD-ceramideandanappropriateamountoftheenzyme

in20ｵlof50mMMES-NaOHbuffer(pH6.0).Following

incubationat37ｰCfor30min,thesampleswereevaporated,

dissolvedin20μlofchlorofbrmlmethanol(211vlv),andapPiid

toaTLCplatewhichwasdevelopedwiththesolvent

(chloroform/methanoU25%ammonia,90/20/0.5,v/v).

(B)星 ⑳

置OD

鋤

ノ

田

ω

⑳

(
ま
)
き
一
》
唱
O
"
O
》
唱
縄
[⑪
出

⑳

00

2345678910ti1213010ZO30405060708090

pHTcmpe鳳 加re(℃)

F鱈 」11.Ef艶c重sofpH(A)a皿dtempemture(3)ontheceram伽eactMtyoft』e∠4.o脚6cemmidase.(A)Theopti-

malpH(circles)oftheenzymewasmeasuredat37ｰCusingC12-NBD-ceramideasthesubstrate.Ceramidaseactivities

wereassayedatthepHvaluesindicated,andareshownrelativetotheactivityatpH6.0.pHstability(squares)wasmea-

su!edwithCl2-NBD・ceramideasthesubs飽teat37。CandpH6.0,afterincuba廿ngtheenzymein100mMBCPbu飾ra£

eachpHvaluefbr30minat37。C.Residualce㎜idascac雌vitieswereassayedatpH6.0.(B)Theop匝maltempe驚 血 鵬

(circles)wasevaluatedbymeasuringtheceramidaseactivitywithC12-NBD-ceramideasthesubstrateatdifferenttemper-

atures(20-SOｰC)andpH6.0.Thermostability(squares)oftheenzymewasmeasuredat37ｰCandpH6.OusingC12-

NBD-ceramideasthesubstrate,afterincubatingtheenzymefor10minatvarioustemperatures(200ｰC)atpH6.0.
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Fig.12.A.oryzaecermidasepromotesdegradationofPBSA

microparticlesbyCutLl.PBSAmicroparticlesweredegraded

bylOμg!miofCutLl(▲),10μglmiof㏄ramidase(■),mixtu顧eof

CutL1.(10μg/mDandce㎜idase(10μglm1)(●),a紅dnoenzyme

(◆).ThePBSAmicropa㎡cleswereincubatedat37℃a登dturbidi-

tyofthePBSAmic竃opardcleswe爬monitoredatOD630evelylO

min.Thepercentdegradation(Pa)wascalculatedasPa=(1-

Ca/Cy)x100,whereCaistheconcentrationofthePBSA

microparticlesafterdegradationandCbistheconcentrationofthe

PBSAmicmpar亡iclesbefbredeg!ada匝on.Thedataa㎎themean圭

SDfor6measurements.

Fig.13.HydrolysisofPBSoligomersbyA.

oryzaeceramidase.S,B,andHindicate

succinate,1,4butandiot,and1,6一_hexametltylene

diisoocyanate.TopreparePBSolygomers,PBS

pelletswerehydrolizedbyCutL]andthen

ultrafltratedtoremoveCutLl.Theceramidase

(300}cU)wasaddedtoPBSolygomersandincu-

batedat45ｰCfor6hours.Thesamplewas

ultrafiltratedtoremoveceramidaseandanalyzed

byreverse-phasechromatography.Therelative

quantityofPBSolygomers(Rq)wascalcロ1atedas

Rq=Qa/Qbx100,whereQaisthequantityofthe

PBSolygomersafterincubationwiththe

ce㎜i伽 ㎝d魅is山eq㎜tityofPBS

olygomersafterincubationwithoutthe

㏄ ㎜ 量(㎞ 認con轄01.
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Fig.14.ThestractareofPBSoligomerscon-

ta血 ㎞gロrethanebond。S,B,andHdenote

succinate,1,4_butandiol,and1,6-hexamethylene

diisoocyanate.Thetwourethanebondsweremade

b}ｰcondensationreactionbetween1,4butandiol

and1,6-hexamethylenediisoocyanateinBHBand

SBHBmolecule.

Fig.15.Theshematicmodelofcooperativehydrolysisof

PBSAbyCutLlandA.oryzaeceramidase.Because

CutLlhydrolyzesonlylow-moleculaz-massPBSA

oligomers,CutLlseemstoactlikeexo-enzymeagainst

PBSApolymers.CutLlonlyhydrolyzesfreeterminalsof

PBSApolymers.Theceramidaseseemstohydrolyzeure-

tbanebondsinPBSApolymersandact1三keendo-en御e

againstPBSApolymers.Thiscooperativehydrolysisof

PBSApolymerbytheendo-enzyme(ceramidase)andexa

enzyme(CutLl)enableseffectivedegradationofPBSA.
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F鱈.16.Tbeshematicmode盈ofP矧3Adegradationby・4.oσ 加8.1;ThehydmphobicityofPBSAinhibitsfungal

growthonthesurfaceofPBSA.2;HsbAadsorbedonthePBSAsurfaceenablesfungalgrowthonthehydrophobicsur-f

aceofPBSA.3;ThefungalhyphaproduceCutLlandceramidaseonPBSAsurfaceandPBSAiseffectivelydegraded

bycooperativeactionofHsbA,CutL,landceramidase.4;ThefungalhyphaenterinPBSAbyhydrolyzingandassimi-

latingPBSAmonomers.
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論 文 審 査 結 果 要 旨

近 年,環 境 へ の配 慮 の高 ま りに よ り,生 分 解性 プ ラス チ ックが注 目を集 めて い る。Polybutylene

succinate-co-adipate(PBSA)はsuccinate,1,4-butandiol,そ してadipateが 重合 されてで きた生分解性

プラスチ ックで あ り,農 業用 の フィル ムな どの用途 に使 われてい る。近年AΨ θr8ε伽50ワzα εを用 いて

PBSAを 積極 的 に分解 し,そ のモ ノマーやオ リゴマー を回収,リ サイ クルす る試みが行 われ てい る。

現在 までPBSA分 解酵素 のCutL1が 単離 され,そ の性 質が詳 しく調べ られ ている。また,Aoり,zα8

は両親 媒性 タ ンパ ク質 の一種 で あるRolAを 高発現 させ,疎 水性 の高いPBSAを 効率 よく生分解 して

い る こと力期 らか にされ てい る。そ して,こ れ らPBSA分 解促進 タンパ ク質 で あるCutLIとRolAは

非常 に疎水 的な素材 に対 して強い相互作用 を示す 。 この こ とか らA.oぴzα8が 産生す るタ ンパ ク質 か ら

疎水 的な素材 に対 して強い相互作用 を示す タ ンパ ク質 を分離す るこ とができれ ば,PBSA分 解 に関 与

す る新規 のタンパ ク質 を取得す るこ とができ ると考え られ た。そ こで候補者はA,o駅 αθがPBSA分 解

時 に産生す るタンパ ク質 か ら疎水表面 吸着 タンパ ク質 を分離 し,そ れ らのPBSA分 解促進効果 を検証

す るこ とを 目的 として本研究 に着手 した。

候補 者 は新 規 疎水 表 面 吸着 タ ンパ ク質 としてHsbA,AOceramidaseの 単離 に成 功 した。HsbAは

PRSA表 面 に吸着 した状態 でCutL1に よる分解 を促進 す る。疎永 表面 に吸着 したHsbAはCutL1と 相

互作用 を した こ とか らPBSA表 面 に吸着 したHsbAはCutLlと 相 互作用す ることに よってPBSA表 面

にCutLlを 濃縮 し,PBSA分 解 を促進 してい る と考 え られ た。 また,AOceramidaseは それ 自体 で は

PBSA分 解 効果 を示 さなか った が,CutL1と 混 合す る と非常 に有効 なPBSA分 解促進 効果 を示 した。

PBSAオ リゴマー を用いた分解実験 によ り,AOceramidaseがPBSA分 子 内に存在 してい るウ レタン結

合 を分解 し,PBSA分 解 を促進 ているこ とが示唆 され た。

以上,候 補者 の研究 は世界で初 めて糸状菌 が産生 す る疎水表面 吸着 タ ンパ ク質に着 目し,そ の分離

法 を確立 した とい う点 で非常 に画期的 である。また さらに,単 離 され た新規疎水表 面吸着 タンパ ク質

が生分解性 プラスチ ック分解 を促進す る効果 があ るこ とを証 明 した点 において,審 査 員一同,候 補 者

は博士(農 学)の 学位 を授与 され るに充分 な資格 を有す る と認定 した。
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