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オマスの分解可溶化が種々試みられている。しかし，こ  

れらの多くは難分解性であるため，その効率化が模索さ  

れている。とりわけ，分解能の高いセルラーゼの探索と  

それらの効率的な生産法の改良が今lヨでも常々と続けら  

れ，新しい静紫の特性が次々と明らかにされている。こ  

れに加えて，政近ではこれら繊維分解酵素の聯来迎伝子  

が250種以上もクローニングされ，これを利用して酵来  

蛋白質や微生物の機能改良が遺伝子粗換え技術を用いて  

種々試みられており，この学問分野の進展にはl∃を見張   

炭酸ガスと水から光合成される植物繊維成分は太陽エ  

ネルギーの貯蔵塵とも考えられる。したがって、植物繊  

維成分の有効利用が将来の食資源やエネルギー不足の一  

助になることば、これら繊維を低分子化すればグルコー  

スその他の槻が得られることからも十分理解できる。こ  

の観点に基づいてセルラーゼ関連酵素による未利用パイ  
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るものがある卜望｝。それにも関わらず，十分満屈できる  

バイオマス利用法が確立されているとはいいがたい。こ  

の飼犬の原因は，植物組織の構造的な堅固さにある。こ  

の点へのアプロ㍉－チは．強酸による溶解，ボールミルの  

磨砕，高温高とl三による爆砕などが検討され，かなりの成  

果が得られている。これとは別に，戯近，この植物組織  

のl－ゆるみ」をめざし梢物繊維分解酵素遺伝子の植物体  

への組込みに関する研究がされ始めたので2，3紹介す  

る。これらの研究を通じて，バイオマスの「生合成の過  

程」に粍i三分解蛍‡蓋1（セルラーゼ関越静紫）」を導入す  

ることにより堅固な植物組織に「ゆるみ」を引奮起こさ  

せ，これがバイオマスの可溶化利用の効率化に繋がる可  

能性を論議したい。  

1．タバコ細胞におけるキシラナ…ゼの発現   

生食成機能を持つすべての生命体（バイオマス）は生  

分解機能をも欄えており，この2つの撥能がどちらに偏っ  

ているかによって，生暫ま臥 成熟徽 及び褒退期に見ら  

れるごとき生野曲線を描く。個々のバイオマスによって  

その曲線のかたちは異なるので，異質のバイオマスが存  

在する。もし，生合成機能の盛んな時期に幾分解機能を  

高めるような楳作を加えたらバイオマスの特性はどのよ  

うに変化するのか？この様な変異の導入をバイオマス利  

用上の観点から検討している例はあまり見られない。   

Ch油壷触潤〃脚Ⅶ肌混血m珪慄のキシラナーゼ遮   

伝子（℃肌£〉 をタバコ植物体（Ⅳico£Zα托α£αbαC混m  

CV．Samsun NN）にAgroわαC£ピ㍗£㍑mと比mqわc£e乃ぶ  

の組換え系を用いて粗込んだ研究をまず紹介する㌔ こ  

のキシラナーゼ（旦yJtZ）は特異的にキシランを分解す  

る酵兼で，セルラーゼ活性を全く有していない耐熱酵素  

である4）。したがって，木簡衆で処理すれば，植物繊維  

のセルロース含駿を高めることができる。また，70℃付  

近で放大活性を示すので常温での相対活性は1／4以下  

と低い。このため，植物体内でこの適伝子を発現させて  

もそのキシラン分解活性はさほど高くなく，その発現腰  

が多くても植物体の珪督には影轡しないことが期待され  

る。この判断に基づいて，ⅩynZの遺伝子（£ツ花Z）の  

タバコでの発現が紋みられている。ズツ乃Zは2500塩基  

対（bp）からなり，90kDの蛋白質をコードしている  

（Fig．1）5）。このうちC栄城側の1000bpが活性発現に  

必要であることがトランケーション解析で判明したので，  

この領域のみをPCR法で増幅した。これ（£エツ花Z）を  

カリフラワーモザイクウイルスの35Sプロモータの下  

流に，またA．払m娩c；e花ぶ由来のオクトピン合成酵  

素遺伝子のターミネータの上流につないだ。さらに，プ  

ロテアーゼインヒビターⅡ蛋白のシグナルペプチド（31  

アミノ酸）をキシラナーゼのN米側に融合することに  

より細り泡間隙に分泌する機能を与え，プロテアーゼの多  

い細胞内環境から細川包間隙に移行させ，外来蛋‡ヨ質の安  

定発現を目的とする遺伝子構築を行った。この構築遮伝  
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子をアグロバクテリウム法6）でタバコ植物体に導入した。  

形質転換植物体申に確かにェッ花gが転写されているこ  

とを，放射線ラベルしたズツ花gDNA断片をプローブと  

してタバコより抽出したmRNAにハイプリダイズさ  

せることにより確認している。こうして得られたタバコ  

形質転換体の薬をpH5．4の酢酸緩衝液に授し，減圧下  

に置くとⅩynZが浸出してくるので目的静紫を安定簡  

便に抽出できる。この酵素はキシランを良く分解し，  

SI）S－ポリアクリルアミドゲル篭気泳動パターンに基づ  

く軌ヨ漉庶測定によると，この生成蛋白蜃は全蛋白の約  

4％をおめていることが判明した。この様な大恩ヰシラ  

ナーゼの発現にも関わらず，形質転換植物体から抽出し  

たヘミセルロースの穐組成や含既には有意差は認められ  

なかった。その原因としては，1）植物体が生育する温  

度はⅩynZの段通温度とはかけ離れて低いために作用  

しないのか，2）本酵素が，基質に接触できないような  

構造上の難しさが植物細胞の単に見られるのか，3）キ  

シランは分解されているのかも知れないが，双子紫檀物  

であるタバコにおけるキシラン含盛が極めて少ないため  

に，変化として検出できないのかも知れない。この点に  

ついては，イネ科単子葉植物のキシラン含餞がキシログ  

リカンに比べて17倍も多いのに対して，双子基植物で  

はヘミセルロースの20％に過ぎ庵い7）ことを考えれば，  

双子輩植物に属するタバコでズツ乃Zを発現させても直  

接的な影轡が現れないことば当然なことかも知れない。   

著者ら畠）も，C．ぶ£ビデcorαr王比m由来のキシラナーゼ  

逝伝子（ェッ花β）をカリフラワーモザイクウイルス35S  

プロモータとノバリン合成静東通伝予のターミネータに  

はさみ，エレクトロボレーション法によりタバコ培螢細  

胞（Ⅳico山花α£αわαC㍑J乃ム cvBrighもYellow2：B  

Y2細胞）に導入し発現させた。形質転換処理後のタバ  

コのプロトプラストをビーズ型寒天培巷放で培蒸し，形  

質転換組胞由来のカルスをカナマイシンで血次選抜し，  

さらにその中よりヰシラナーゼ活性の高いカルスを2次  

選抜し，活性を測定したところでablel．に示すような  

商い活性を持つ形質転換株Bl…11を得ることができた。  

超音波処理により培黎細胞から油津した生成酵素  

（ⅩynB）の幾は上記のSDS・ポリアクリルアミド電気  

泳動凌による計算では，やはり全蛋白の4～5％に及ぶ  

大恩発現となった。この抽出処理による上酒個分である  

粗酵紫液を洗浄した沈殿画分（基質）と再混合し60℃  

で15時間反応することにより，自己消化活性を確認し  

た。その活性は弱く，かなりの長時間にわたる反応時間  

を必繋とした（Fig．2）。しかし，タバコ培寒細胞に組  
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込まれた微生物由来の遺伝子魔物が臓物細胞壁成分を分  

解可溶北することをインビトロ実験ではあるが碓認でき  

たことから，細蘭キシラナーゼ遺伝学の植物への導入が，  

その生育に決定的な悪影響を与えることなしに，植物組  

鰍こ緩みを統起できる手がかりが得られたものと考えて  

いる。もしそうだとすれば，栽培中は野妓株と同程度の  

構造強度巷持ち，かつ消化性を商めた牧翠の督椰に応用  

できよう。  

2．タバコ細胞におけるセルラーぜの発現   

上記旦叩β遺伝子の場合と同様の方法で，属！ユタ乃£花0－  

COCC比ざα～わ昆ざのセルラーゼ遺伝子（egJ）をタバコ発  

現ベクターに組込み（Fig．3），エレクトロボレーショ  

ン法でタ バコBY2細胞を形質転換した9〉。形質転換に  

使用した導入遺伝子のうち，シグナルペプチドよりさら  

にN末端側の15偶のアミノ酸相当を切り取ったCe－de～  

遺伝子1鋸がもっとも強くBY2細胞で発現した。この碑  

銘ま自質はそのほとんどが細胞内にとどまっていたが，  

分子数的変化は認められず，タバコプロテアーゼによる  

分解は受けていないと考えている。発現蛋白蔑は全曇【ヨ  

の0．1％で，前述のキシラナーゼに比べると1／40以下  

という低濃度ではあったが，この活性は非形質転機細胞  

（対照細胞）の持っセルラーゼ活性の30倍にも相当した。  

また，BY2細胞壁に対するこのセルラーゼの分解活性  

はキシラナーゼの場合の3倍以上も高い分解能を発揮し  

た。これらの結果は，セルラーゼ遺伝子をタバコ培寒舶  

胞で発現させることにより，細胞壁の主成分であるセル  

ロ㌧－スを分解するチャンスが高まったことを示唆する。  

換言すればl針己消化鰭が嵩まったことを示唆している。  

ところで，本実験で用いたセルラーゼ遺伝子には分泌シ  

グナルを付けていないので細胞質外への輸送機能を持た  

ないため，生成された遺伝子産物は紺泡膜内にとどまる  

可能憮が商い。しかし，実掛こ形質転換細胞を寒天上に  

増強してみるとカルスから血▲郎セルラーゼが漏出してい  

る。したがって，発現したセルラーゼが全く細胞壁から  

隔離されているとはいいがたい結果となっている。この  

ため，細胞壁形成がセルラーゼの彩轡を受けていると貰  

わざるを碍ない。形質転換細胞の生育は対照細胞よりも  

わずかに遅いように患える。（Fig．4）。また，この遵伝  

子を持つ培番組胞に，プロトプラスト形成用セルラーゼ  

その他の酵素を作用させる（ぎig．5）と．対j馴Ⅰ】他に比  

べて明らかにプロトプラスト形成速度が大きくなってい  

斗、ミ、くニミ丁 ∫  

C且MY  

35Spro．  
〝0ぶpoly（A） 〃0∫po研A）  

pI壬Gl（∧k∂Ⅰ）   

7．8kb  

Ceヱrragment   

Celrragment   

Ce・delrr墓場ment  
◆l‘  

Jヽ■亡01＝llktr  

〟♪／Itllnk一丁  

Fまg．3．Sもructuresoftheinもroduced egJandits derivatives．TlleShad¢dboxes representthe reglOn  

encoding・軌emaもureenzymeandthQdotもedboxesもhereglOnenCOdingthe‡壬g‡slgnalsequenc色  
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yig．6．Time course of protoplast rormation  

rromacellulasepositivQtra‡1SrOrmant．  

Control：IlOn－tranSrOl≠m（∋d tabacco  

suspension ce11s．Ce－del：もhe cells  

pヱ、Oducing Eglwithout15amino acids  

atN－t（汀minal．  

慶した＝。このキメラ酵粟をタバコ培巷轟椚包壁画分に作  

用させたところ，Fig．7に示すとおりEGⅣの約5倍  

糾、活性を示した。このことは義⊆質結合領域CBI〕を触  

媒領域に導入することにより，触媒ドメインが不溶性基  

質との接触頻度が高まり，分解速度が上がったものと考  

えられ，糸賀磯度が高い状態下で酵粟反応を進めること  

になり，この種の遺伝子組換えに基づくドメインシャツ  

プリンダにより，不溶性為栗に作用する膵霧機能を督し  

く高めることに成功した－2）。   

さらにA．£㍑m擁cまe几ぶを用いる形質転換系（yig．  

8）でタバコ輩のディスクに月．α～む昆ぶのeg・Ⅰを導入し，  

形質転換タバコ植物体を督種した。外来セルラーゼの発   

Fig．5．CreatiollOf cellulase－pOSitive tl・anSrOr－  

mantsrromtobaccosuspensioncells．  

ることがわかる（Fig．6）。これらのことは，細胞腰に  

何らかの「綬み」が生じた結果，細胞壁形成に時間がか  

かるのか，あるいほ細泡壁構成ユニットが細胞膜を通過  

する以前に細胞贋l如こ蓄積された発現セルラーゼにより  

分解の危険に噸されるために増殖が遅くなったり，ある  

いは，酵賂附羽を受けやすい細胞壁構造に変化している  

ことが考えられる。   

これとは別に，月．α～わ昆β由来の別のエンドグルカナー  

ゼ遺伝子（egJりにC．£ん椚乃0ぐeZ～昆m由来のキシラ  

ナーゼ遺伝子のCBO（セルロース結合ドメイン）をコー  

ドしている領域を導入したキメラ遺伝子（曙Ⅳ－Cβガ）  

を大腸菌で発現させてキメラ砂嚢 柑GIV－CBI））を生  
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いることが碓認されている。この場合の発現蛋白督は数  

倍として示されてはいないが，ウエスタンプロッティン  

グで検出しているところから推定すると，我々が示した  

約0．1％付近の低い発現頗であろう。やはり，セルラー  

ゼはキシラナーゼに比べて格段に発現駿が少ないようで  

ある。言い換えれば，発現蒐の多い形質転換細胞は増殖  

で垂ず，スクリーニングできないのかも知れない。この  

ためか，セルラーゼの植物体での発現に関する報告は極  

めて少ない。叫方，使用コドンを小変のそれに合わせな  

かった場合には，遺伝子の存凝はPCR法で確認できて  

も蛋白への㈲訳は行われていなかった。宿主萎ま三物の使用  

コドンに導入遺伝子のそれを合わせることが如何に蛋婁  

かを示している。これらの結果から，′ト変種子の水没潰  

に続く発芽の過程でこの耐熱性酵索が発現し，変芽の培  

煎時にも宍活せずに胚芽細胞壁を分頗できれば，ビール  

製造収率の改善にも繋がることを本論文Ⅲの著者らは期  

待している。   

上記のように，微生物由来の植物繊維分解酵素の植物  

体への導入実験例はまだ少ないが，これらの組換えタバ  

コの商機によって，（Dキシラナーゼの大恩発現が見られ  

たことから，植物による他の酵素の生産の可能挽が開け，  

②キシランの分解除去によりlヨ色皮の商いパルプ生産が  

可能になる。⑧発現セルラーゼによるタバコ細胞壁分解  

の碓認により，分解されやすいバイオマスの育種の可能  

性が大きくなり，牧輩に応用できれば，その経済効果は  

極めて大きい。④しかし．セルラーゼの発現腰がキシラ  

ナーゼのそれに比べて少ないことば植物細胞壁の合成と  

関連があるのか？⑤バイオマス収鰭後に，これら分解系  

遺伝子を発現させうるか？ など，新たなる問題と夢が  

湧きでている。  

現による植物体の姓督その他の見かけ上の変化は認めら  

れなかった。この形質檻腰タバコの輩茎を偽つけた至る  

所で発現蛋白セルラーゼがにじみでてくることを確認し  

ている。このことば，組織あるいは細胞の破壊によって，  

閉じこめられていた導入遺伝子産物が漏出することを意  

味している。この手法を牧草や飼料月調獲物などのバイオ  

マスに応用すれば，バイオマス妻∃身に多一ぬのセルラーゼ  

を細胞内に俳じこめられることになる。そしてこれが反  

翳動物の阻将によって，あるいはサイレージ用に細切断  

片化されるとセルラーゼが漏出することになり，植物体  

の外部からもセルロース成分が分解される機会を持っこ  

とになる。難分解性の繊維質の可溶化促進にとって極め  

て効果的な手法であると患っている。これによって粗飼  

料消化速度が高まり，家畜の肥爾期間を短縮したり．未  

利用バイオマスの飼料化が進めば，畜産米における経覇  

効果は計り知れないものがある。  

3．小麦（bar沌y）における（1，3・1，4）β－グルカ   

ナーゼの発現13）   

小変（ガorde昆mU㍑～gαreL）に含まれる（1，3－1，  

4）β酬グルカンは胚芽細胞腰に時に多く含まれ，発射こ  

必要な貯磯成分のスムースな移動のために分解可溶化さ  

れる必要がある。さらに，飼料の消化性を高め，醸造用  

変芽の調鰻にも，この分解が大きく影喝する。そこで  

劫溺‰川明由頗御舟壷触 と及 mαCerα托ぶのハ  

イブリッド耐熱性（1，3－1，4）β鵬グルカナーゼ遺伝  

子を構築し，さらに小変での遺伝子翻訳効率を考慮して，  

その66％のコドーンを改変して導入遺伝子を相磯した。  

この改変グルカナーゼ遮伝子をPI；G法でビール小変ア  

リユーロン（粒状タンパク質）細胞にぬ来するプロトプ  

ラストに導入したところ，大腸蘭における魔物に比べ3  

偶の観劇による修飾を受ける酵来としで」励姓発親した。  

…mけ・方，形質転換植物体の作成に当たっては，未成熟胚に  

目的遺伝子をパーティクルガンで打ち込んだ。選抜され  

たカルスは，サイトカイエンを含む植物体誘導用培地に  

おいて約2週間噌所で生育させた後，ホルモン・フリー  

培地の明所に移植した。さらに再分化した植物体が血定  

の大きさに適したところで路地に移砥した。   

この形質転灘小変では，外観は野生株に比べ特に変化  

が認められなかったが，活性染色法やウエスタンプロッ  

ティング法でやばり糖鎖の付いた臥的酵塞が生成されて  
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