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論 文 内 容 要 旨

第1章 緒 論

微 生 物 に よ る セ ル ロ ー ス の分 野 は 主 に木 材 腐 朽 菌を 用い て 研 究 が な され,1950年,Reeseら に

よ るC1-Cx酵 素 説,あ るい は1958年,Whltakerら に よ る単 一 酵 素 説 に よ り説 明 され て 来 た。 し

か し.1972年,セ ロ ビオ ー ス単 位 に セ ル ロー ス鎖 を 水解 す るexo一 セ ロ ビオ ヒ ドロ ラー ゼ の 発 見

を期 に新 た にendo一,exo一 セ ル ラー ゼ に よ り セ ル ロー ス が水 解 され る とす る考 え が 生 じた 。

一 方 ,こ れ まで の セ ル ロー ス分 解 機 構 の研 究 で は,常 に β 一 グル コ シ ダー ゼ の 誘 導 を 認 めて いた

に もか か わ らず,そ れ 自体 セ ル ロ ー ス 分解 能 を有 して いな か っ た こ と か ら,β 一 グル コ シ ダー ゼ に

つ い て の詳 細 な研 究 は な されず,単 に セ ロ ビア ー ゼ と して の み推 察 され た にす ぎ なか った 。

しか しなが ら,前 述 の様 なexo一 セ ル ラー ゼ の発 見 と,そ の 活 性 が セ ロ ビオ ー ス に よ り 阻害 され,

1θ一 グル コ シダ ー ゼ の添 加 に よ り活 性 化 され る と い う最 近 の報 告 及 び著 者 が認 めた,endo一 セル ラ

ー ゼ も また セ ロ ビオ ー ス に よ り阻害 され る とい う結 果 は,俄 に セル ロ ー ス分 解 に於 け るβ 一 グル コ

シ ダ ー ゼ の重 要 性 と研 究 の必 要 性 を 強調 して きた が,セ ル ロ ー ス分 解 時 に誘 導 され る β 一 グル コ シ

ダ ー ゼ に 関す る報 告 は 今 日ま で著 者 の報 告L2)以 外 に2報 あ る にす ぎず,完 全 な究 明 は な され て い

な い。

一 方
,植 物 病 原 菌が 宿 主 に侵 入 す る際 に セ ル ラーゼ が重 要 な役 割 を 担 う とす る報 告 が あ り,須 藤

らは 稲 い も ち病 菌Pyriculariaoryzaeの 病 原性 の 強 さ と セル ロー ス分 解 能 と に相 関性 の あ る こと

を指 摘 した 。

そ こで本研究で はセルロース分解菌のβ 一 グル コ シ ダ ー ゼの 研 究 の 必 要性 に基 づ き,し か も死 組 織 を

崩 壊 す る木 材 腐 朽 菌 と は異 な り セ ル ロ ー ス分 解 機 構 の 研 究 の ほ とん どな い 植 物 病 原 菌,ζ りわ け

Pyrlculariaoryzaeの セ ル ロ ー ス 分解 機 構 の解 明 を 目的 と した 。

第2章Pyriculariaoryzaeの 産 生 す る セ ル ラ ー ゼ

第1節 セ ル ラ ー ゼ の 精 製 と 性 質

ま ず初 め に 本 菌の 産 生 す る セ ル ラー ゼ を精 製 し,そ の性 質 を 究 明 した 。

本 菌を 結 晶性 セル ロ ー ス で あ るAvicelを 炭 素 源 と した 完 全 合成 培 地 で 培 養 す る と,セ ル ラー ゼ 活

性 は19日 目頃,β 一 グル コシ ダ ー ゼ 活性 は14日 目頃,最 大 に達 した 。 そ こで14日 間 培 養 した 培 養 濾

液 を 用 い,DEAE-SephadexA-50,SephadexG200,DEAE-SepharoseCL6B,

SephadexG100な ど の カ ラ ム ク ロマ トに よ りセル ラ ーゼ の 単 離 ・精 製 を 行 った 。

本 菌の 培養 濾液 中 に は,2種 の セ ル ラー ゼ,即 ち,セ ル ラー ゼ1(M.W.108,000)と セ ル ラー

ゼH(M.W.58,000)が 存 在 し,い ず れ もendo一 セ ル ラ ー ゼ で あ り,木 材腐 朽 菌Trichoderma

属 やIrpex属 な どに 認 あ られ た結 晶性 セ ル ロー ス分 解 能 に富 むexo一 セ ロ ビオ ヒ ドロ ラー ゼ の 活性
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は非 常 に低 い か,全 く存 在 しない こ とが 指

摘 され た 。

これ らのendo一 セル ラーゼ に 関 して は,

セ ル ラ ー ゼHは1に 比 べ,ラ ンダ ム 度 が 低

く(Fig1),リ ン酸 膨 潤 セル ロー スp

Avicelと い っ た不 溶 性 セ ル ロー ス 水 解 能 が

高 い こ とが 特 微 で あ った(TableI)。

しか し,こ れ らの酵 素 は 至適pH,至 適 温

度,化 学 試 薬 の 影 響 な どの 点 で 酷 似 し,セ

ロ トリオ ー ス,セ ロテ トラオ ー ス に対 す る

反 応 動 力 学 に も差 は 認 め られ な か った 。 従

って,こ れ らの 酵 素 が 果 して ア イ.ソザ ィ ム

か 否 か と い.う重 大 な 疑 問 を 生 じた。
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TableISubstratespecificityofcellulasesIandII
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*lncubationwascarriedoutfor5hwiththeenzymeofwhich

concentrationwas4foldofthatusedinotherreactions.

一 方,ア イ ソ ザ イ ム 以 外 の セ ル ラ ー ゼ 成 分 の 存 在 を 指 摘 す る 報 告 が あ り ,こ の よ う な 多 成 分 化 の

原 因 と してErikssonら は 非 酵 素 的,機 械 的 原 因 を 提 唱 して 居 り,更 に,著 者 の 酵 素 的 に生 ず る と

す る 報 告3)と 時 を 同 じ く し て1976年,中 山 ら に よ りTricbodermavirideの セル ラー ゼ の 多 分 化
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の原 因 は ラoロテア ーゼ で あ る とす る報 告 が な され た。

そ こで,こ の"ア イ ソザ イ ムか 否 か"と い う問 題 を 究 明 した。

第2節 セル ラーゼ成分の相互 関係一 プロテアーゼ によ る変換 一

まず,菌 体外,菌 体内に於けるセルラーゼの数的比較を行らた。その結果,前 者はセル ラーゼ1

と 皿か ら成 って い た の に対 し,後 者 は セ ル

ラー ゼ1の み か ら成 り,菌 体 の 内外 で 明 瞭

な差 が 認 め られ た(Fig.2)。 従 って,菌 体

外 に於 け るセ ル ラー ゼ 皿へ の変 換 が推 察 さ

れ,そ のFactorと して 中 山 らが 指 摘 した

様 な プ ロテ ア ー ゼ の'可能性 を 考 えた 。 しか

し著者 は,プ ロテ アー ゼ の 調 製 に際 して は,

中 山 らの ア プ ロー チ とは 異 な り,直 接,セ

ル ラー ゼ を精 製 した 培 養 濾 液 か ら調 整 す る

こ とに した。 そ の 結 果,Avicelを 炭 素 源

と した完 全 合 成 培 地 で 本 菌 を生 育 させ た 培

養 濾 液 か ら3種 の プ ロ テ ア ー ゼ(P-1,

P一 皿・P一 皿)を 分 離 で き・ そ の 中 で,

β 一 グル コ シダ ー ゼ 活 性,セ ル ラー ゼ活 性

いず れ と も完 全 に 分 離 で きたP一 皿 を セ ル

ラー ゼ1へ 作 用 させ,セ ル ラー ゼの 変 換 を

観 察 した。 セ ル ラー ゼ1に プ ロ テ ア ー ・ゼP

一 皿 を作 用 させ た結 果
,反 応 液 中 に は セ ル

ラ ー ゼ1以 外 の新 た な セ ル ラー ゼ が 出現 し,
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Disc電 気 泳 動 で の 移 動 度 は セル ラーゼ 皿の そ れ と一 致 し,そ の 量 は経 時 的 に 増 加 す る こ とが確 認 さ

れ た(Fig.3)。

従 って,菌 体 外 に の み 検 出 され た セ ル ラー ゼ ∬は セ ル ラー ゼ1が 菌体 外 に於 い て,プ ロテ ア ー ゼ

P一 皿 の作 用 を受 け 出 現 す る こ とが 明 らか とな った。

以 上 の事 か ら,P.oryzaeの セル ラー ゼ に 認 め た 多様 性 はendo一 セル ラーゼ の 多成 分 化 に起 因す

る も の で あ り,こ の セ ル ラー ゼ の 変 擁 に よ り不 溶性 セ ル ロー ス 分解 活 性 が活 性 化 を受 け る こ と.は,

本 菌 の培 養 濾液 中 に結 晶性 セル ロ ー ス 分解 能 に富 むexo一 セ ロ ビオ ヒ ドロ ラー ゼ が検 出 され な か っ

た こ とを考 慮 す る と,本 菌 の セル ロ ー ス 分解 に大 きな利 点 とな る こ とが 理解 され る。
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第3章Pyriculariaoryzaeの 産 生 す る!9一 グ ル コ シ ダ ーゼ

次にセル ラーゼ以外に,本 菌のセルロース分解に際 して,重 要な役割を担うと考えた,β 一グル

コシダーゼについて検討した。

第1節 β 一 グ ル コ シ ダ ー ゼ の 誘 導 と そ の 成 分

まず 初 め に,β 一 グル コ シダ ー ゼ は単 に セ ル ロー ス だ け で な く,β 一1,4結 合 や そ れ 以 外 の β 一結

合 を 有 す るオ リゴ糖 で も誘 導 され る こ とが 考 え られ た の で,種 々の炭 素 源 を用 い て,誘 導 され る β

一 グル コ シダ ー ゼ の質 的,量 的 違 い を検 討 した。

β一 グル コ シ ダ「 ゼ活 性 は,β 一結 合 を 有 す る グル コ シ ドや オ リゴ糖,及 び セル ロー スを 炭 素 源

とす る。 完 全合 成 培 地,Yeastextract添 加 培地 で検 出 され,中 で もAvicelを 炭 素 源 とす る,完

全 合成 培 地 とYeastextract添 加 培地(Avicel-YE培 地)で 顕 著 で あ った。 次 い で,β 一 グル コ

シ ダ ーゼ の誘 導 を 認 め た培 養 濾液 中 の β一 グル コシ ダ ー ゼの質 的 相違 をDEAE-celluloseカ ラ ム

ク ロマ トに よ り検 討 した。 そ の結 果(Table皿),明 らか に用 い た 培地 で質 的相 違 が確i認され,10

mMacetatebufferpH5.5で 吸 着 さ れ な い成 分GAはY6astextract添 加 培地 で,OMか ら03

MNaO1ま で のlineargradient溶 出 に よ り0.15MNaCl付 近 に 溶 出 され るGB-1は 用い た 全 て

の 培 地 で,0.2MNaG1付 近 に溶 出 され る(}B-2は セ ロ ビオ ー スや ゲ ンチ オ ビオ ー ス以 外 の培 地 で

検 出 され た。

従 って,β 一グ

ル コ シダ ー ゼGB

-1とGB-2と

は 互 い に 誘導 性 を

異 にす る と結 論 し

た 。 更 に,GAは

セ ル ロー ス を炭 素

源 とす る完 全合 成

培 地 で は検 出 さ れ

な か った こと か ら,

本 菌の セル ロー ス

分 解 に際 して は

GB-1とGB-

2の み が関 与 す る

も の と考 え,GB

Table皿.β 一G且ucosidaseactivitiesoftheculturesonvarious

carbonsourcesatdifferentgrowthstages.

Carbon

source

Culture
time
(day)

GAGB一1GB-2

(x10-3u直its/hlofbroth)

MG
E
O
5

1

り
白

0

0

2.72

4.11

0

0

1
↓

亡
0

1

1

Cellobiose
FD

F
O

1

9
畠

0

(U

3

7
1

1

7

3

5

0

0

Gentiobiose 1.5 0 1.31 0

HEC

5

5

5

1

9
白
0
σ

0

0

0

1.80

5.99

8.49

1

2

4

1

4

1

0

0

1

Avicel
OO
l

nj

1

1

0

0

0

1.63

12.3

31.3

0.87

11.6

16.9

HEC-YE
0

0

9
自
0
σ

6.13

0.20

-

Q

1

8

1

1
1.75
1.85

Avicel-YE
7

1
且

1

0.36
0s2

20.3

26.4

0.56

2.01

一831一



一1とGB-2を 精 製 し性 質 を検 討 した。

第2節 β 一 グ ル コ シ ダ ー ゼ の 精 製 及 び そ の 性 輩

GB-1の 精 製 は,、β一 グ ル コ シダ ー ゼ 活性 が 強 く,し か もGB-2の 比 較 的 少 な いAvicel-

YE培 地 を用 い,6日 間 培養 を行 った 培 養 濾 液 か ら,DEAE-SephadexA-50,SephadexG

200,DEAE-cellulose,焦 点 電 気 泳 動,Bio-GelAO.5mカ ラ ム ク ロマ トな どの操 作 に よ り

SDS電 気 泳動 で単 一 なバ ン ドが 得 られ る まで精 製 した。

一 方 ,GB-2の 精 製 は,β 一 グル コ シダ ーゼ 活性 が 強 く,GB-2の 活性 を顕 著 に 認 あ た

Avicel完 全 合 成 培地 を 用 い,14日 間 培 養 を行 った 培養 濾 液 か ら,DEAE-SephadexA-50,

SephadexG200,DEAE-cdMose,Blo-GelAo.5mな ど の カ ラム ク ロ マ トに よ りSDS

電 気 泳動 で単 一 と な る まで精 製 した。

こ れ らの β 一 グ ル コ シダ ー ゼ の 分子 量 を 庶 糖密 度 勾 配遠 心 に よ り求 め る と,共 に205,000で あ っ

た。 しか し,SDS電 気 泳 動 に よ り求 あ た値 は,GB-1240,000,GB-2120,000で あった。

従 っ て,GB-1は 分子 量 約240,000の シ ング ル ポ リペ プ チ ドで あ り,GB-2は 分 子 量 約120,

000の サ ブユ ニ ッ ト2個 か らな る もの と推 察 し,四 次構 造 の有 無 及 び誘 導 性 の違 い か らこ れ ら2種

の β 一 グ ル コ シダ ー ゼ は ア イ ソザ イ ム と結 論 した。

ア ミノ 酸組 成 は共 に 酸性 ア ミノ酸 に富 み,マ ンノ ー ス,グ ル コー ス を含 む糖 蛋 白 で あ っ たが,

Threonineの 占 め る割 合 がGB-2で 少 な か った。

酵素 化 学 的 性 質 は,共 に一 致 した 至適pHを 示 したが,温 度 に対 し,GB-2はGB-1よ り不 安

定 で あ った。 ま た,い ず れ の 酵 素 もPCMBに よ り顕 著 に 阻害 を受 けた 。

第3節 β 一 グ ル コ シ ダ ー ゼ の 反 応 動 力 学 的 特 徴

一 方
,GB-1とGB-2の 反 応 動 力 学 には 明確 な 相違 が 認 め られ た。GB-1の セ ロオ リゴ糖

に対 す るLineweaver-Burkプ ロ ッ トはMichaelis-Menten型 を示 し,1mM付 近 で顕 著 な 基質

阻害 が観 察 さ れ るの が特 徴 で あ った(Fig.4)。 更 に,GB-1の 種 々オ リゴ 糖 に対 す るKmは 鎖 長

の長 い もの程 親 和 性 の高 い こ とを 示 し,■aminaran,Zeagallan,Pustulan,CMCな ど の β 一

グ ル カ ンに対 して も作 用 を示 した。

従 って,(}B-1は,CMCに 対 す る作 用 を有 しな い と報 告 され たTrichodermavirideの β一

グル コ シダ ー ゼ とは 明 らか に異 な って い た。 しか も,本 酵素 は,こ れ ま で報 告 され たexo一 β 一 グ

ル カ ナ ー ゼ と ほ ぼ 同程 度 のKmでLaminaranに 作用 し,こ れ らのexo-19一 グル カ ナ ーゼ では 水 解

で き な い セ ロオ リゴ糖 な どを も 水解 す る こと か ら,新 しい タ イ プの グル カ ナ ー ゼ と考 え られ た。

しか し,Avicelへ の 作 用 は ほ とん ど認 め られ な か っ た。
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一方 ,GB-2の セ ロオ リゴ糖 に対 す るLine癖ea-

ver-Burkプ ロ ッ トはGB-1の それ と異 な り,2

相性 を示 し(Fig.5),そ の2相 性 は 基質 に よ り異 な

って い た こと か ら,SchemeIの よ うな2つ の基 質

結 合 部位 を想 定 した 反応 機 構 を考 え,基 質 が 互 い に

影 響 を 及 ぼす ア ロス テ リッ ク酵素 と結 論 した。

、GB-2の セ ロオ リゴ糖 に対 す るKmはGB-1の

それ と は逆 に鎖 長 の短 い もの程 親 和 性 の 高 い とい う

特 徴 を 示 した。 また,GB-2はGB-1の7倍 の

KmでLaminaranに 作 用 した が,GMGやPustul-

anへ の作 用.は認 め られ なか った。

次 に,こ れ らの 酵素 に対 す るグル コ ー ス の 阻害 を

検 討 した 結 果,GB-1は 拮 抗 阻害,GB-21ま 非
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拮 抗 阻害 を受 け る こ とが 明 らか とな り,GB-2に は生 成 物 で あ ると 同時 に 阻害 剤 と も な り うる グ

ル コ ー ス のbindlngsiteの 存 在 が考 え られ た。

以 上 で 得 た 本 菌 の セ ル ラ ーゼ 系 酵素 に 関 す る知見 に 基 づ き,本 菌 の セル ロ ー ス分 解 機 構 を 次 の よ

う に理 解 した。

まず,本 菌 は セ ル ロー ス 培 地 中に セ ル ラー ゼ1と β 一 グル コ ミダ ー ゼGB-1,GB-2を 分 泌

す る。 そ して セ ル ラー ゼ1は プ ロ テア ー ゼP一 皿 に よ り作 用 を受 け,不 溶 性 セル ロー ス水 解 能 に富

む セ ル ラ ーゼHへ 変 換す る。 次 に,こ れ らのセ ル ラー ゼはendo一 型 の作 用 様 式 で セル ロ ー ス の非 結
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晶部 あ るい は結 晶部 に作 用 し,セ ロオ リゴ糖 を生 ず る。 この よ うに して生成 した セロオ リコ糖 はただち

.
に,鎖 長の長 いもの程 親和性 の高い β 一 グル コ 壕 ダー ゼGB-1に よ り水解 され,グ ル コー ス とよ り鎖

長 の短 い セ ロオ リゴ糖 に 分解 され る。 次 い で,生 じた鎖 長 の 短 い セ ロオ リゴ糖 はGB-2に よ りグ

ル コー ス に 水解 され る とす るス キ ー ム で あ る。

一 方 ,1θ 一 グ ル コ シダ ー ゼGB-1..,GB-2は,前 者 が 基質 阻害,後 者 は ホ モ トロ ピ ックな 効

果 に よ り,更 に生 成 物 で あ るグ ル コー ス によ り,そ の 水 解 速 度 に 変 化 を受 け る こ と が明 らか とな っ

た 。 従 って著 者 は,β 一 グ ル コ シ ダー ゼ の セ ル ラー ゼ 系 に於 け る役割 を 単 にendo一 セル ラーゼ の 作

用 に よ り生 じた セ ロオ リゴ糖 を無 秩 序 に 水 解 す る もの で は な く,調 節 的 役 割 を もつ と考 え た 。

なお,こ の よ うに1 .菌種 の セ ル ラー ゼ 系 の 全 貌 が 把握 され た の は 本 論 文 が 初 め て で あ る。
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審 査 結 果 の 要 旨

微 生物 にお け るセ ル ロース 分解酵 素 の研 究 は 主 とし て木材 腐 朽 菌につ いて行 なわれ,植 物病 原菌 に

つ いて の 研究 は 極 めて 少 な い。 また,こ れ らセル ロース 分 解酵 素 に 関す る研 究 は大 部 分 高分 子基 質 に

作用 して オ リゴ糖 を生 成 す るendo一 ま たはexo一 セ ル ラーゼ に 関す る もの で あ り,最 終分 解 産 物

で あ る グル コース の生 成 に関 与 す るβ 一グル コ シダー ゼにつ い て の 研究 は乏 し く,そ の性 質 も部 分 的

に解 明 され てい るにす ぎ ない。

本 論文 は病 原性 の強 さ とセル ロース 分解 能 との 間 に相 関 性の あ る ことの 指摘 され た イネ イモチ 病 菌

(Pyncu豆ariaoryzae)の セ ル ロース分 解酵 素系 を 詳 細rこ究 明 し よ うと試 み た もの であ る。 著 者

は,本 菌 の セル ロース を 炭素 源 とす る培 養 液中 に セル ラーゼ,β 一グル コシダ ーゼ が 夫 々2成 分分 泌

され る こ とを認 め,こ れ らの酵 素 を精 製 して 夫 々の酵 素化 学 的性 質を 明 らか にする と ともに,多 成分

系 と して現 われ る酵 素 の相 互 関係 を も 明 らかに し よ うと試み た。

2種 の セル ラ'一ゼは 何れ もendo一 型 の 作用 形式 を示 し ,exo一,end・ 一 両 型 の セル ラー ゼか ら

成 る木 材腐 朽 菌の セル ラ ーゼ とは 明 らか に異 なっ て いた 。 さ ら に,こ れ ら2つ の セ ル ラ・一ゼ は ラ ソ ダ

ム度,不 溶性 基 質 水 解能 に 差が 認 め られ た 以外 ,他 の諸 性質 は著 しく類 似 して いた 。そ こで,こ れ ら

の セ ル ラーゼ が真 の アイ ソザ イ ムであ るか 否 かを検 討 した 結果,低 分 子量 の ラソ ダム度 が 低 く,不 溶

性基 質 水解 能 に富 む セ ル ラー ゼ ∬は 高分 子量 の セル ラ ーゼ1が 菌体 か ら分 泌 され た後,プ ロテ アー ゼ

に より部分 的修 飾 を 受け て二 次 的 に生 成 した もので ある こ とが判 明 した 。一 方,β 一 グル コシ ダー ゼ

(GB1,GB2)に つ い て は 誘導性 の 違 い,四 次 構造 の有 無 か ら,こ れ らは ア イ ソザ イ ムで あ る と結

論 した 。GB1は 糖 鎖の 長 い セ ロオ リ ゴ糖 に対 して よ り高 い 親 和性を 示 し,逆 にGB2は 基質 の糖 鎖

が短 いほ ど親 和 性 が高 か った 。 なお,GB1は β一1,3グ ル カソであ る ラ ミナ ラ ソな どの 高分 子 基

質 に対 して も優 れ た 分解 活性 を 示 し,β 一グル コ シダー ゼで あ る と同時 に,従 来 報告 され たex・ 一

β一グ ル カナ ーゼ よ り も広 い基 質特 異 性 を有 す る新 しい型 の β 一グル カナー ゼで あ る と考 え た。GB2

は高 分 子基 質 に対 して 活 性を 示 さず,反 応速 度 論 的解 析 か らア ロス テ リツク酵 素 と結 論 され た 。GB1,

GB2と も高濃 度 の 基質 の存 在 下 で,前 者 は基 質阻 害 に よ り,後 者 はホ モ トμピ ック な効果 に よ り水

解速 度が 抑え られ るこ とか ら,こ れ らβ 一グ ル コ シダー ゼは セル ロー ス分 解系 に お いて調 節的 役 割 を

果す もの と椎 論 した。

以上,本 論文 は,イ モチ病 菌 の セル ロー ス分 解 酵 素 系の全 貌 を明 らかに した もの で幾つ か の新 しい

知 見を含 ん で いる 。 よって,著 者 は農学 博 士 の学 位 を 授与 され る資格 を有 す る もの と判定 した 。

一835一


