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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。

のー

ゐ0

0

(
α
の
窟
)

魯

の
8

2
>

Q
沼

8

α
の

・ミ＼

＼

O>CellulaseI

●,OellulaseI

0.2550層

Reducingpowerasglucose

(ug/mi

Fig1.Relationshipbetweenincreasesin

fluidityandreducingpowerduring

thehydrolysisofCMCbycellulases

I.and豆

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)
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E
O
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1

り
白

0

0

2.72

4.11

0

0

1
↓

亡
0

1

1
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FD
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9
畠
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7
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0
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5

5

5
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9
白
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σ
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0

0
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8.49
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1
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1

0

0
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OO
l

nj

1

1

0

0

0

1.63

12.3

31.3

0.87

11.6

16.9
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9
自
0
σ

6.13

0.20

-

Q

1

8

1

1
1.75
1.85
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7

1
且
1

0.36
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0.56

2.01
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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。
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