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第1章 緒論

リグニンは､セルロースやヘミセルロースとともに樹木および木化植物を構成

する主要な成分の一つであり､針葉樹には25～30%､広葉樹には20～25%､草

本植物には15～25%程度含有されている｡植物体内では､ヘミセルロースととも

にセルロースミクロフィブリルを充填して細胞壁を強固にし､細胞同士を膠着さ

せて機械的強度を付与する機能を有している｡また､リグニンはその分子内でフ

ェニルプロパン単位の大部分が化学的に安定なエーテル結合および炭素一炭素結

合で結合しているために､加水分解され難い化合物であり､同時に複維な三次元

網目状構造をとるフェノーノレ性の高分子であることから､微生物による分解を受

け難くする｢天然の防腐剤｣としての役割も果たしている｡

しかしながら､リグニンも自然界においては木材腐朽菌の作用で長い期間をか

けて分解され､最終的には二酸化炭素と水にまで変換されている｡木材腐朽菌は

木材に対する腐朽のタイプにより､腐朽が進むと外見を白く変化させる白色腐朽

菌(9,32)と褐色に変化させる褐色腐朽菌(38,39)に大別される｡自然界にお

けるリグニン分解は主として白色腐朽菌によってなされており､褐色腐朽菌には

リグニン分解能力はほとんどないとされている｡

白色腐朽菌のリグニン分解においては､菌体外酵素が先ず高分子のプロトリグ

ニンを攻撃し､次いで､ある程度低分子化(水可溶化)されたリグニンを菌体内

に取り込み､菌体内酵素で二酸化炭素と水にまで分解すると考えられている｡現

在のところ､研究の焦点は菌体外酵素に当てられており､リグニンペルオキシダ

ーゼ(LiP)､マンガンペルオキシダーゼ(MnP)､ラッカーゼなどの菌体外酵

素がリグニン分解に関与していると提案されている(12,19,21,28,43,57,58)｡

LiPとMnPは､ともにヘムを含有する糖タンパクであり､複数のアイソザイム

の存在が知られている(21,57-59)｡LiPの触媒サイクルは､先ず電子受容体で
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ある過酸化水素によって休止状態のLiPが2電子酸化されて活性化状態の

Compound-Ⅰになり､これが基質から1電子を引き抜きCompound-IIとなる｡

Compound-IIは､基質からさらに1電子を引き抜いて休止状態のLiPに戻るが､

このような二度にわたるリグニン(基質)からの1電子引き抜き(1電子酸化)

でカチオンラジカルおよびフエノキシラジカル中間体が形成され､これらの中間

体に分子状酸素が非酵素的に付加し側鎖炭素Cα-Cβ間の開裂､芳香環の開裂､

脱メチルおよび側鎖炭素Cα位の酸化などが起こり､リグニンを低分子化するとさ

れている(59,64)｡MnPについても､過酸化水素により2電子酸化されて活性

化状態のCopmound-Ⅰとなり､Mn(II)をMn(Ⅲ)に酸化してCompound-Ⅱになる｡

そして､生成したMn(Ⅲ)は不安定なため､フェノール性の基質を1電子酸化して

安定なMn(Ⅱ)へと復帰する｡さらに､Compound-Ⅱが休止状態のMnPに戻る過

程でも同様の反応が生じる｡このように､MnPはMnイオンを一種のメディェ一

夕ーとしてリグニンを分解する点に特徴があるが､リグニン分解においては､

MnP触媒サイクルで生じたMn(Ⅲ)がリグニンのフェノール部位を酸化してフエ

ノキシラジカルを形成し､LiPの場合と同様に分子状酸素による非酵素的な反応

で低分子化が生じると考えられている(65)｡一方､ラッカーゼは銅を含有する

糖タンパク質であり､複数のアイソザイムが知られている｡LiPおよびMnPは過

酸化水素を還元して基質を2電子酸化するのに対して､ラッカーゼは分子状酸素

を2分子の水にまで還元する間に､フェノール性基質(リグニン)を4電子酸化

し､フエノキシラジカルの形成を経てリグニンを分解すると提案されている(24)｡

これまでに､白色腐朽菌および白色腐朽菌の産生するリグニン分解酵素を応用

しようとする研究は種々なされており､その成果は､

①省資源･省エネルギー･低公害でのパルプ化および漂白､例えばバイオパルビ

ング(2,34,55)､バイオブリーチング(35,36,40,53,62)

②木質資源の脱リグニンによる有用成分への生化学的変換､例えば木材糖化のた
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めの前処理(25,47)､木質資源の粗飼料化(29)

③環境汚染物質の除去､例えばパルプ漂白廃液(5)､繊維染色廃液の脱色(50)､

環境ホルモン類(ダイオキシン､ビスフェノールA､ノニルフェノールなど)

の分解(5,63)および合成高分子(ナイロン､ポリエチレン)の分解(10,11,

26)

などの広い分野に応用が可能であるとされている｡

①に記したバイオブリーチングとは､未晒クラフトパルプ中に残留するリグニ

ンを白色腐朽菌あるいはその酵素で分解してパルプを漂白しようとする考えに基

づくものであり､塩素系漂白剤の使用量および有機塩素系化合物の排出を減少で

きることから､環境保全型のパルプ漂白法として注目されている｡バイオブリー

チングの先駆的な研究はⅨ正kらによってなされ､既知の代表的なリグニン分解菌

(白色腐朽菌)であるf惣a刀αりdae由成り鶴野血で針葉樹未晒クラフトパル

プ(SWⅨP)中の残留リグニンを部分的に分解できることを報告している(40)｡

なお､その後のP由ceらの研究では､カワラタケ(肋皿eお陀指奴〕ゐゎによっ

て広葉樹未晒クラフトパルプ(HWI(P)の白色化(漂白)は認められるが､SⅦ

への漂白効果は認められないとしている(53)｡これらの研究成果は､供試菌株

によってパルプの白色化における挙動は異なるものの､白色腐朽菌が未晒クラフ

トパルプを漂白しうる可能性を持つことを示唆している｡しかしながら､これら

の菌株はリグニン分解能力が低いためパルプ白色度の向上は僅かであり､塩素系

漂白剤の使用量を大幅に低減するには物足りないものであった｡また､パルプ残

留リグニンの分解に伴ってセルロースも分解するため､パルプ収率や粘度が顕著

に低下するという難点もあった｡

NishdaらはP血糊α血やrl血血J･よりもリグニン分解能力に優れ､

しかもセルロースの分解が少ない高活性･高選択性のリグニン分解菌IZU･154株

を分離し(48,49)､本菌株を用いたHⅦおよびSWⅨPのバイオブリーチン
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グを試みている(17,18,46)｡その結果､Pd桝α五〃刀やカワラタケと比

べると高白色度のパルプが高収率で得られ､IZU-154株でHWKPおよびSWXP

を処理した後に軽度の塩素系薬品処理(C-E-D)を適用すると､全晒パルプを得

るに必要な塩素系薬品量を従来の塩素系多段漂白プロセス(C-E-D-E-D)と比べ､

70%以上削減しうることを報告している｡しかしながら､生菌を用いるバイオブ

リーチング(生菌法)では､一般に白色腐朽菌がリグニン分解酵素を産生し始め

るまでにラグタイムがあることから処理に長期間(日単位)を要し､さらにはパ

ルプ残留リグニンの分解に伴ってセルロース系多糖類も分解されることからパル

プ収率や強度の低下を回避できないという難点がある｡このため､白色腐朽菌を

別途液体培養してリグニン分解酵素を産生させ､その酵素を用いて未晒クラフト

パルプ中の残留リグニンを短時間で分解し､かつセルロースの損失がないバイオ

ブリーチング(酵素法)が試みられるようになった｡

前述したように､白色腐朽菌のリグニン分解には､LiP､MnPおよびラッカー

ゼが関与すると考えられている｡そこでEatag由らは､これらの酵素とパルプ白

色化との関係を明確にする目的で､P由り働p血およびカワラタケを用いて

mのバイオブリーチングを行い､パルプ白色化と累積酵素活性との関係から､

パルプ白色化(脱リグニン)にはMnPが最も重要な役割を果たす鍵酵素である

ことを報告している(35)｡次いでEharaらは､IZU-154株由来のMnPを用い

たmおよびSWI(Pのバイオブリーチングを試み､MnP処理によっても全

晒パルプを得るに必要な塩素系薬品量を大幅に削減しうることを実証している

(15)｡

以上のように､IZU-154株を用いる生菌法およびIZU･154株由来のMnPを用

いる酵素法のバイオブリーチングは､環境保全型のパルプ漂白法として注目され

るが､実用的なバイオブリーチングプロセスを構築するためには､生菌および酵

素法ともに解決すべき技術課題が残っている｡すなわち生菌法では､リグニン分
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解酵素の産生速度や産生量を高めて処理時間を短縮することや､セルロース分解

を抑制してパル:刊又率や強度を向上させることが必要となる｡また､MnPを用い

る酵素法では､白色腐朽菌にMnPを効率的かつ大量に産生させる液体培養技術

を確立して､MnPを安価にする必要がある｡

本論文は､以上のような背景のもと､実用的なバイオブリーチングプロセスの

確立を図ることを目的とし､変異処理によってIZU-154株のリグニン分解活性お

よび選択性をさらに高める育種改良および､IZU-154株による効率的なMnP大

量産生を可能とする培養方法について検討した結果をとりまとめたものである｡

まず､第2章では､菌糸体が2核性であり胞子も形成しないIZU-154株におい

て､変異は生じ難いことが予想されたため､菌糸をプロトプラスト化し､その再

生株から単核性菌株を分離することを試み､以降の変異処理に用いる親株として

IZU-154-22株(単核性株)を取得した｡

第3章では､IZU-154株のリグニン分解選択性をさらに高めてバイオブリーチ

ング時のセルロース分解を抑制することを目的に､第2章で取得した単核性株で

あるIZU-154-22株のプロトプラストに変異処理(紫外線照射)を行い､得られ

た再生株からセルラーゼ低産生株(Cel-139株)を分離した｡続いて､Cel-139株

を用いてバイオブリーチングを行い､この株はIZU-154株(野性株)のリグニン

分解活性を保持しながら､セルロース分解活性が抑制された変異株であることを

確認した｡

第4章では､バイオブリーチング時の菌処理期間の短縮を目的に､Cel-139株

のバイオブリーチング(リグニン分解)能をさらに向上させる試みを行った｡ま

ず､Cel-139株をコルヒチン処理して同質倍数体化し､次いでベンズイミグゾー

ル処理によって半数体化して染色体レベルでの組換えを誘導することで､リグニ

ン分解活性に優れ､かつセルロース分解活性が抑制された菌株(M215-13株)を

分離した｡
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第5章では､IZU-154株は､未晒クラフトパルプ残留リグニンの分解に関与す

る鍵酵素であるMnPを窒素制限下でのMnGI)添加によって効率的に産生するこ

とを明らかにした｡また､ジャーファーメンターによるMnP大量生産を試み､

酸化還元電位とpHがMnP産生の指標(培養パラメーター)となりうることを見

いだした｡続いて､連続的な｢培地の注入｣と｢濾液の引き抜き｣による濾過連

続培養を行い､MnP生産性の向上を可能とした｡

第6章では､IZU-154株からMnP高産生株の分離を試みた｡変異処理を施し

たIZU-154-22株(単核性株)のプロトプラスト再生株から､メラニン脱色能を

指標として高窒素条件下でのMnP高産生株IZU-882株を分離した｡

最後に第7章では､第2章から第6章までで得た成果を総括した｡
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第2章IZU-154株からの単核性菌株の分離

第1節 序

微生物の持つ有用形質を向上させるために､変異株の選抜による育種が従来か

ら行われてきた｡既知の代表的な白色腐朽菌であるPdヱ:坪野血皿においては､

胞子に変異処理を施し､セルラーゼ欠損株やリグニン分解酵素高産生株などの変

異株を選抜した研究が報告されている(4,16,30,42,60)｡よって､高活性･高

選択性のリグニン分解菌(白色腐朽菌)IZU-154株においても､同様の育種改良

を行なえば有用菌株を選抜しうるものと期待される｡しかしながら､IZU-154株

においては有性世代が観察されず胞子を形成しないという難点がある｡また､栄

養菌糸の破砕菌体を対象にして変異処理を行っても､担子菌類は2核性であるこ

とから変異を相補的に補ってしまう可能性が高く､変異株の効率的な選抜の実施

は困難なことが予想される｡

そこで本章では､胞子を形成せずしかも2核性であるという難点を解決するた

めに､IZU-154株をプロトプラスト化し､その再生株から単核性菌株を分離する

ことで､変異処理を行う際の親株を取得することにした｡
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第2節 プロトプラスト再生株からの単核性菌株の分離

2.1実験

2.1.1供試菌株および培地

供試菌としてIZU-154株を用いた｡プロトプラスト調製用の菌体培養にはポテ

トデキストロース(PD)培地(DIFCO社製)を､栄養菌体の継体培養にはポテ

トデキストロース寒天(PDA)培地(DIFCO社製)を用いた｡

2.1.2 プロトプラストの調製および再生

Schemelに示すKakezawaらの方法(31)に従ってプロトプラストの調製お

よび再生を行った｡50mlのPD培地を含む100ml容三角フラスコにIZU-154

株を接種し､28℃で3日間培養した菌体をガラスフィルター(3Gl)で分離した

後､0.6M硫酸マグネシウム(浸透圧調節剤)を含む50mMマレイン酸緩衝液(pH

5.6)で洗浄した｡次いで､2%Novozym234(細胞壁溶解酵素)および0･6M硫

酸マグネシウムを含む50mMマレイン酸緩衝液(pH5.6)を､孔雇0.45トtmの

フィルター(MimporeFilterHA､Millipore社製)で濾過し､その1mlを上記

洗浄菌体(湿潤重量で0.1g)に添加して､37℃､120rpmで3時間振塗した｡菌

体の細胞壁を溶解させた後､ガラスフィルター(3G2)で濾過し､その濾液を700G

で5分間､遠心分離した｡得られた沈澱物を0.6Mソルビトール溶液3mlに懸濁

し､同様の遠心洗浄処理を3回線り返した後､沈殿物を1mlの0.6Mソルビトー

/憾夜に再懸濁し､精製プロトプラストを得た｡なお､プロトプラスト数は希釈

した後､トーマ氏血球計測板を使用して顕微鏡観察で計測した｡

次いで､0.6Mサッカロース(浸透圧調節剤)を含むPDA培地(1.5%寒天)
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に0.1mlのプロトプラスト希釈液(約200個/ml)を塗布した後､10mlのPDA

培地(0.8%寒天)を重層し､28℃で5日間培養してプロトプラストの再生を行っ

た｡また対照実験として､浸透圧調節剤を添加しないPDA培地を用いプロトプ

ラストを同様に再生させた(31)｡なお､プロトプラスト再生率は下式により算

出した｡

再生率(%)=((A-B)÷C)×100

A:サッカロース添加培地における再生コロニー数

B:サッカロース無添加培地における再生コロニー数

C:プロトプラスト希釈液中のプロトプラスト数
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2.1.3 核染色

菌糸の核のギムザ染色はColoteloらの変法■(7)によって行った｡PDA培地上

に生育する菌糸の一白金耳を蒸留水で懸濁した後､スライドグラス上で風乾し火

炎固定した｡次いで､スライドグラスをSingleton,sfiⅩative固定液(12.5ml酢

酸､12.5ml乳酸､80mlエタノール)に10分間浸漬した後､95%エタノール､

75%エタノールおよび蒸留水で各々10秒間洗浄し､60℃の1N塩酸に6分間浸

漬した｡その後､スライドグラスを蒸留水で5回洗浄し､20mMリン酸緩衝液(pH

7.2)に5分間浸漬した｡次いで､20mMリン酸緩衝液(pH7.2)で20倍に希釈

したギムザ液(WAI(0社製)によって60分間染色した後､蒸留水により軽く洗

浄した｡

4,6-Diamidino-2-Phenylmdole(DAPI)染色はKuroiwaらの方法(41)に準

じて行った｡ギムザ染色の場合と同様に菌糸体をスライドグラス上に火炎固定し､

固定液(50mlエタノール､10mlホルムアルデヒド､5ml酢酸､35ml蒸留水)

に30分間浸漬した後､十分量の0.7MNaClで3回洗浄した｡その後､25トg/ml

DAPIによって15分間染色した後､0.7MNaClを用いて余剰のDAPIを除去し

た｡

2.1.4 DNA含有量の測定

DNA含有量はZolanらの方法に従って測定した(67)｡PD培地で3日間静置

培養した菌体を集菌し､イオン交換水で数回洗浄した菌体を液体窒素で急速凍結

した後､凍結乾燥し､乳鉢で磨砕した｡磨砕菌体400mgを1.5ml容エツペンド

ルチューブにとり､600直のDNA抽出用緩衝液[1%hexadecyltrimethyl-

ammmomium bromide､0.7M塩化ナトリウム､10mMEDTAおよび1%2-

mercaptethanolを含む50mMTris緩衝液(pH8.0)]に懸濁し､60℃で30分

間放置した｡これに､等量のクロロホルム･イソアミルアルコール混液(24:1､
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Ⅴル)を加え､激しく摸拝した後､遠心分離(12,000rpm､4℃､5分間)を行っ

た｡次いで､上清を回収し､等量のイソプロパノールを加えて緩やかに擾絆した

後､再び遠心分離(12,000rpm､4℃､5分間)を行った｡得られた沈殿物を300

LLlのTE緩衝液[1mMEDTAを含有する10mMTris緩衝液(pH8･0)]に懸

濁した後､RNaseA(100LLg/ml)を添加し､37℃で30分間放置した｡次いで､

等量のクロロホルム･イソアミルアルコール混液(24:1､Ⅴル)を加え､激しく

摸拝した後､遠心分離(12,000rpm､4℃､5分間)を行い､水相画分を回収した｡

これに2倍量のエタノールを加え､生じた沈殿物を50ト止TEbu飴rに懸濁して

DNAサンプルとした｡DNAの定量は260nmにおける吸光度から算出し､吸光

度1.0の場合のDNA量を50帽几とした｡

2.1.5 プロトプラスト再生株のリグニン分解能評価

50ml容三角フラスコにブナ脱脂木粉(60～80メッシュ)1.Ogと蒸留水2.5ml

を加え､直径5mmのコルクポーラーでPDA培地から打ち抜いた菌体を1個接

種し､28℃で30日間培養した｡培養前後の木粉についてクラーソンリグニンを

定量し(48)､クラーソンリグニン減少率を算出した｡
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2.2 結果および考察

2.2.1プロトプラストの調製および再生

Schemelに示す条件で､IZU-154株のプロトプラストを調製した結果､0.1g

の湿潤菌体から1×107個/ml以上の個数でプロトプラストが得られ､再生率は

10%以上を示した｡なお､Sunagawaらはアカキクラゲのプロトプラスト再生を

試みており､IZU-154株の場合と同様に細胞壁溶解酵素としてNovozym234を､

浸透圧調節剤としてサッカロースを用いているが､0.1gの湿潤菌体当たり1.5～

2.2×107個/mlの個数でプロトプラストが得られ､再生率は4～8%であると報

告している(56)｡よって､IZU-154株のプロトプラスト化およびその再生効率

は､アカキクラゲの場合と同程度であったといえる｡なお､IZU-154株の菌糸お

よび調製プロトプラストの顕微鏡写真をFig.1に示すが､プロトプラストの大き

さは5～15けm程度であった｡
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2.2.2 単核性菌株の取得

担子菌の多くは､その無性世代を2核性菌糸体の状態で生存している｡IZU-154

株の菌糸も同様に2核を有しており､その2核性が変異を相補的に補うことで変

異株の作製を困難にすることが予想される｡よって､効率的に変異株を取得する

には単核性菌株を得る必要があると考え､プロトプラスト再生株から単核性菌株

の分離を試みた｡

IZU-154株由来のプロトプラスト再生株50株を分離し､ギムザおよびDAPI

染色によって核数を確認した結果､6株が単核､22株が2核であった(残りの22

株の核数については不明)｡そこで､単核性菌株と判定された6株について菌体

重量当たりのDNA含有量を測定した｡その結果､IZU-154-11株とIZU-154-22

株のDNA含有量は､IZU-154株(野生株)の約半分であったことに(Tablel)､

先のギムザおよびDAPI染色(Fig.2)の結果を合わせて､これら2株は単核性

菌株であると判断した｡なお､リグニン分解能はIZU-154-22株の方がIZU-154-11

株よりも高く､IZU-154株の分解能と同程度であったことから(Tablel)､次章

では､IZU-154-22株を親株としてセルラーゼ低産生株を育種することにした｡
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TablelNumberofnucleiandDNAcontentsofprotoplastregenerantsofIZU-154

Strain
Numberofnuclei

Giemsa DAPI

DNAcontent Iqason

(mg血gmycelialweight)1igninloss(%)

IZU-154(Wildtype) 2

IZU_154-5

IZU-154-7

IZU-154-11

IZU-154-22

IZU-154-29

IZU-154-43

0.031

0.025

0.039

0.013

0.012

n.d.

n.d.

16



Fig･2 MicrophotographBOfnudearstainingofIZU-154-22-

AGiemusastaining;B,DAPIstaining.
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第3節 小括

P血押収5pα血刀においては､胞子を変異処理することによってリグニン分解

酵素の高産生株やセルラーゼ欠損株の分離がなされている｡しかしながら､IZU-

154株は胞子を形成せず､しかも菌糸体は2核性を有するため､変異処理を施し

ても相補性から変異は生じ難いことが懸念される｡そこで､本章ではIZU-154株

を変異処理する際の親株として単核性株を取得することにした｡

IZU-154株の栄養菌糸体をプロトプラスト化し､50株のプロトプラスト再生株

について核染色およびDNA含有量測定を行った結果､6株の単核性株が分離され

た｡次いで､これらの菌株のリグニン分解浄性を比較したところ､IZU-154-22株

がIZU-154株(野生株)と同等の活性を有していた｡よって次章では､IZU-154-22

株のプロトプラストを変異処理することでセルラーゼ産生が抑制された変異株を

育種することにした｡
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第3章IZU-154-22株からのセルラーゼ低産生株の育種

第1節 序

白色腐朽菌を用いた生菌法による未晒クラフトパルプの漂白(バイオブリーチ

ング)については多くの報告がなされているが､代表的な白色腐朽菌であるP

血:脚光p血やカワラタケ(乃詔皿eお陀融などは､パルプ中のリグニ

ンのみでなく､共存するセルロースをも分解するという難点がある(1)｡この点

を克服するために､これらの菌株においてはセルラーゼ欠損株の分離が行われ(1,

16)､それらによるバイオブリーチングも試みられている(52)｡しかしながら､

得られた分離株では親株本来のリグニン分解能が低いことから､パルプの有為な

白色度の上昇が認められるには至っていない｡

一方､IZU-154株は選択的にリグニンを分解しうるため､リグニン分解に伴う

セルロースの分解も少なく､高収率でのバイオブリーチング(17,18,46)や効率

的な木材糖化前処理(4ウ)を行えることが示されている｡しかしながら､さらに

実用性の高いプロセスを構築するには､IZU-154株においてもリグニン分解能を

維持したままでセルロース分解を抑制することが望まれるため､本章では前章で

分離した単核性菌株(IZU-154-22株)のプロトプラストに変異処理を施し､セル

ラーゼ低産生株の育種を試みた｡
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第2節 セルラーゼ低産生変異株の選抜

本節では､前章で分離した単核性菌株(IZU-154-22株)の菌糸体プロトプラス

トに､紫外線照射処理およびNmethyl-Nnitro-Nnitrosoguamidine(NTG)処

理を行い､両処理の効果､変異効率を比較した｡次いで､紫外線照射処理した再

生株からセルラーゼ産生能の低い菌株を分離することを目的とした｡

2.1 実験

2.1.1.変異処理

第2章第2節2.1.2の方法(Schemel)に準じてIZU-154-22株のプロトプラ

ストを調製した後､1×107個/mlとなるよう0.■6Mサッカロースを含有する50

mMマレイン酸緩衝液(pH5.6)に懸濁し､紫外線照射またはNTG処理による

変異処理を行った｡

紫外線照射の場合は､シャーレ(直径90mm)内にプロトプラスト懸濁液10ml

を加え､これを緩やかに横枠しながら4.8JTm2の強度で紫外線(260nm)を所定

時間照射した｡

mG処理については､プロトプラスト懸濁液1叫にmG20帽を加え､20℃

で処理した後､0.6M硫酸マグネシウムを含む50mMマレイン酸緩衝液(pH5.6)

で遠心洗浄した｡

2.1.2 セルラーゼ低産生株の選抜

本章2.1.1に準じて調製したプロトプラスト懸濁液に対して､死滅率が99%と

なる程度の紫外線照射処理を行い､PDA培地上で培養して再生株を得た｡次いで､
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NS寒天培地[即H4)H2PO44g瓜､K2HPO42g瓜､ZnSO4･7H205･Omg瓜､

MnSO4･4H201･Omg瓜､CuSO4･5H201･Omg几､ferriccitrate5･Omg瓜､

thiamineO.1mg瓜､CaC1220.Omg瓜､MgSO｡･7H200.89g瓜､寒天15g瓜]に､

2%Walsethセルロース(WC)､0.5%カルポキシメチルセルロース(CMC)

または0.5%キシランを加え､これらの培地上にメンプレンフィルター(孔径0.45

pm､DuraporeFnter､Millipore社製)を置き､PDA培地上の再生株を5mm

径のコルクポーラーで打ち抜いて接種した｡30℃で3～5日間培養した後､メン

プレンフィルターを除き､WC及びキシラン添加培地では分角㌢＼ロー形成の有無､

CMC添加培地ではコンゴレッド染色後のハロー形成の有無を観察し､ハロー形

成が認められない再生株をセルラーゼ低産生株として選抜した｡

2.1.3 バイオブリーチング

本章2.1.2で選抜したセルラーゼ低産生株および野生株(IZU-154株)の各々

をPDA培地に接種し､30℃で5日間前培養した後､滅菌ナイフを用いて菌体マ

ット(1cmXIcm)を小片化(1mmXlmm)した｡これを､50mlのコーンス

テイープリカー･グルコース(CG)培地[13gコーンステイープリカー(CSり､

18gグルコース､1000ml蒸留水､PH4.5]を含む300ml容三角フラスコに加

え､30℃､180rpmにおいて3日間振塗培養した｡遠心分離(3000rpm､5分間)

にて菌体を分離し､蒸留水50mlに再懸濁した後､オーステライザーで30秒間破

砕して菌液を得た｡次いで､300ml容三角フラスコに10gの広葉樹未晒クラフ

トパルプ(HW:白色度33%､kappa価13.9)と10mlの蒸留水を加えて滅

菌処理し､これに60mgの乾燥重量菌体を含む菌液と蒸留水を加えてパルプ濃度

を25%とし､十分に混合した後､30℃で所定期間静置培養した｡

なお､白色度はKata如iらの方法(35)に従って測定し､パルプ収率は処理後

パルプの105℃における乾燥重量から算出した｡
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2.1.4 木粉処理時の成分変化

50ml容三角フラスコにブナ脱脂木粉(60～80メッシュ)1.Ogと蒸留水2.5ml

を加え､これにPDA培地であらかじめ培養(30℃､5日間)した菌体マットから

5mm径コルクポーラーで打ち抜いた菌体を接種し30℃で2週間培養した｡培養

前後の木粉について105℃で乾燥後の重量､クラーソンリグニンおよび酸可溶性

リグニン含有量を測定し､重量減少率およびクラーソンリグニン減少率を算出し

た｡なお､ホロセルロース含有量は木粉重量からクラーソンリグニンと酸可溶性

リグニン含有量を差し引いて算出した(49)｡

2.2 結果および考察

2.2.1変異処理法の比較

IZU-154-22株のプロトプラストについて紫外線照射処理あるいはmG処理を

行った結果､両処理ともに処理時間が延びるに伴って生存率が低下し､紫外線照

射処理では3分間で死滅率99%､mG処理では120分間で97%の死滅率となっ

た(Fig.3)｡

このことから､紫外線照射の方が効率的な変異処理を行えると判断し､以降の

IZU-154-22株プロトプラストの変異処理には紫外線照射を適用することにした｡
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2.2.2 紫外線照射によるセルラーゼ低産生株の育種

IZU_154_22株のプロトプラストを紫外線照射(3分間)し､再生株から単菌分

離して2,700株を得た｡これらの菌株を0.5%WCを含むNS寒天培地に接種し､

30℃で所定期間培養した｡その結果､野生株(IZU-154株)では3日目でハロー

形成が観察されたのに対し､Table2に示す10株は5日間培養後においてもハロ

ーを形成しなかった｡そこで､これら10株をセルラーゼ低産生株として選抜し､

CMC分解能､キシラン分解能およびmバイオブリーチング時のパルプ白色

化能について比較した｡

上記のように､選抜した10株はWC活性(exoglucanase活性)を欠損してい

たが､CMCase活性(endoglucanase活性)は有しており､キシラナーゼ浄性に

ついては7株で欠損していた(Table2)｡しかしながら､キシラナーゼ欠損株の

いずれもがパルプ白色化能を有していないことから(Table2)､パルプ残留リグ

ニンを分解して白色化をもたらすにはキシラン分解能を伴う必要があるものと判

断された｡

白色腐朽菌は一般にシュウ酸などの有機酸を生産すること(54)､さらには木

材およびパルプ中のマンガンはMnO2[Mn(IV)]として存在することが知られて

いる(22)｡一方､MnPはその触媒サイクル中でMn(Ⅱ)をMn(Ⅲ)に酸化し､生

成したMn(Ⅲ)がリグニンを酸化分解するので(21)､MnPによるリグニン分解

にはMn(II)の共存が必須となるが､Harazonoら(22)やKatagiriら(36)は､

血血系でのMnPによるバイオブリーチングにおいてmにシュウ酸を添

加するとMnO2の還元が生じ､Mn(Ⅱ)を反応系内に供給する必要がないことを報

告している｡これらの結果は､キシラン分解に伴って生成するシュウ酸などの有

機酸が肥や木材中に含有されるMnO2を還元してMnP触媒サイクルに必

要なMn(Ⅱ)を供給している可能性を示唆しており､キシラン分解能を有する再生

株のみがパルプ白色化をもたらすというTable2の結果もこのことに起因してい
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るものと考えられる｡

なおTable2に示したように､WC分解活性(exoglucanase活性)を欠損して

いた10株の中で､Cel-139株は野生株(IZU-154株)に匹敵するパルプ白色化能

を有しており､CMCaseおよびキシラナーゼ活性は有しているものの､バイオブ

リーチング後のパルプ収率は1.3%高くなった｡さらに､Cel-139株を用いてブナ

木粉を処理した際にもクラーソンリグニン減少率はIZU-154株より若干劣るもの

の､ホロセルロースの分解は少ないという結果が得られた｡また､この株は既知

の代表的なリグニン分解菌であるカワラタケ(幻笥皿e鹿野適う の場合と比

べると､リグニン分解能は2.3倍向上し､ホロセルロース分解能は約1/2に抑制

されていた(Table3)｡
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Table2 PhenotypeofselectedcellulolyticmutantsofIZU-154

Activity Pulpbleaching

IsolationNo.(Strain)
CMCasea Xylanaseb Brightnessincrease pulpyield

(ISOpoinり (%)

4-1･80

4･7-133

5･18･26

5･18･32

5-22･5

5･22-139(Cel･139)
6･1･13

6･1･24

6-1-31

6･1･37

Wildtさ甲e(IZU･154)

+
H
･
･
H
+
+
+
+
･

+

一
+
一
一
+
+

l
一
一
一

+ 28.0

N.D.c

93.7

N.D.

N.D.

94.6

95.7

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

aCMCaseactivitywasdeterminedfromtheCongoredstaininghaloonNSagarplate

containingO.5%CMCa氏er5daysincubation.-,nOreaCtion;+,0･20mm;++,20-40mm;

+++,4Q-60mm.

bxylanaseactivitywasdeterminedfromthediameterofclearzoneonNSagarplate

containingO.5%xylana氏er5daysincubation.-,nOreaCtion;+,0･20mm;++,20-40mm;

+++,40-60mm.

CN.D.meansnotdetermined.

Table3 Degradationofbeechwoodpowderwithisolates

Content(%)a IJOSS(%)b

Strain

IQasonligmin Addsolul]1elignin Hd∝ellulose Weight masonligmin Hol∝emulose

IZU_154 13.5

Cel_139 14.4

rァぼ官あdα･ 18.3

ControIc 21.3

4.5

4.6

3.8

3.8

12.2 36.6 6.8

9.6 32.4 4.7

10.1 14.2 9.5

aDataaremeanOfthreereplicates.

bBasedonuntreatedbeechwoodpowder.

CUntreatedbeedlW00dpowder,
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第3節 Cel-139株のセルラーゼおよびMnP産生

前節で分離されたCel-139株をバイオブリーチング実験に供した結果､この株

はセルロース系多糖類の分解能が低下していた｡よって､本節ではCel-139株の

リグニン分解酵素(MnP)およびセルロース分解酵素(セルラーゼ)の産生挙動

を野生株(IZU-154株)と比較した｡

3.1実験

3.1.1酵素産生条件

MnP産生は以下の培養方法で行った｡PDAプレートにIZU-154株または

Cel-139株を接種し､30℃で5日間培養した菌体マット(1cmXIcm)を滅菌ナ

イフを用いて小片化(1mmXlmm)した｡これを､50mlのCG培地を含有す

る300ml容三角フラスコに接種し､30℃､180rpmにおいて3日間振塗培養し

た｡次いで､培養液を30秒間ホモジナイズした後､菌体量が0.6%(wt.付01.)と

なるように､50mlの低窒素含有(LN)培地(Table4)を含む300ml容三角フ

ラスコに接種し､30℃､180rpmで振塗培養した｡

セルラーゼ産生は､試験管(12mm径)に分注した2%アビセルを唯一の炭

素源とするNS培地(4ml)に､菌体量が0.6%(wt.ル01.)となるように接種し､

30℃において振畳培養した｡
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Table4 CompositionofLNmedium

Component Amountofin:

Ammoniumtartrate(g)

Ghcose(由

Tween80(g)

KH2PO4(由

MgSO4･H20(由

CaCk･H20(由

MnSO4･H20(m由

Tiamine･HCl(m由

Sodiummitroacetate(いg)

NaCl山由

FeSO4･7H20(ト由

ZnSO4(い由

20mMSodiumtartrate(pH4.5)

Distrinedwaterl.0liter

2.0

0.5

0.1

33.8

1.0

1.5

1.0

0.1

0.1
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3.1.2 MnP活性の測定

MnP活性は2,6-dimetoxyphenol(2,6-DMP)酸化活性(65)により測定した｡

反応液には､1mM2,6-DMP､0.1mMH202､0.5mMMnSO4を含む0.5M酒

石酸ナトリウム緩衝液(pH4.5)を使用し､469nmの吸光度により測定した｡こ

の際､30℃において1molのキノンニ量体(E469=49,600M-1･Cm~1)を1秒当

たりに生成する酵素量を1katal(kat)と定義した｡

3.1.3 セルラーゼ活性の測定

セルラーゼ活性はYamanobeらの方法(66)に従い､酵素処理によって基質(ア

ビセル､CMCおよびサリシン)から生成する還元糖を定量することで求めた｡

アビセルをアビセラーゼ､CMCをCMCase､サリシンをβ-グルコシダーゼ活性

測定用の基質とし､50℃において1匹mOlの還元糖を1秒当たりに生成する酵素量

を1unit(りと定義した｡また､タンパク量はproteinassaykit(Bio-Rad社製)

により測定した｡

3.2 結果および考察

IZU-154株の産生するリグニン分解酵素に関してはMatsubaraらの報告があ

り､この菌は主としてMnPを産生し､LiPやラッカーゼなどは殆ど産生しないこ

とが報告されている(45)｡そこで､IZU-154株およびCel-139株を液体培養し､

MnPの産生挙動を比較した｡両菌株ともに培養1日目でM正Pが産生されており､

2日目に最大活性の約5nkat/mlとなり､3日目には低下するという類似した挙動

を示した(Fig.4)｡Katagiriらは､Pchmozihnおよびカワラタケによる

mのバイオブリーチングを行い､パルプ残留リグニンの分解にはMnPが最
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も重要な役割を果たしていると報告している(35)｡よって､Cel-139株とIZU-154

株のパルプ白色化能が同レベルであったのは､両菌株間でMnP産生能に大差が

なかったことに起因するものと考えられる｡

一方､セルラーゼ活性については､培養3日目では両菌株に大差は認められな

かったが､6日目ではCel-139株のセルラーゼ活性がIZU-154株と比べて顕著に

低下していた｡アビセラーゼ(exoglucanase)､CMCase(endoglucanase)お

よびβ-グルコシダーゼ活性についてはそれぞれ､86%､39%および65%抑制さ

れ､特にアビセラーゼ活性の低下が顕著であった(TAble5)｡Cel-139株は､野

生株(IZU-154株)よりもバイオブリーチング時のパルプ収率(T濾1e2)および

ブナ木粉を処理した際のホロセルロース収率(Table3)が高いことを先に述べた

が､これはセルロースの非還元末端部位から作用してセロオリゴ糖を生成する

exoglucanaseの産生が､Cel-139株では顕著に抑制されたことによるものと考え

られる｡
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Table5PrductionofcellulolyticenzymeSbyCel･139andIZU-154

stmin
Cultivation proteinconcentrationa

Cellulolyticactivity(IU/mi)a

PeriodOl) (mg/ml) Avicelase

IZU-154 3 61.5±5.7 0.8±0.5

(wildtyp¢
6 67.4±5.5 8.5±1.2

CMCase｣針Glucosidase

6.4±1.3 0.7±0.2

21.4±1.9 8.8±1.3

5.6±1.5 0.4±0.2

13.0±1.8 3.1±0.5

Cd･139 3 59.0±5.1 0.6±0.3

6 72.7±3.4 1.2±0.3

aDataaremeanofthreereplicates.
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第4節 Cel-139株を用いるバイオブリーチング

本節では､セルラーゼ低産生株Cel-139株を用いてHWl(Pのバイオブリーチ

ングを行い､白色度及びKappa価とパルプ収率の関係を詳細に検討し､リグニン

分解に伴うセルロース系多糖類の分角覇呈度をIZU-154株の場合と比較した｡

4.1実験

4.1.1バイオブリーチング

本章2.1.3に準じて､聞のバイオブリーチングを行った｡

4.1.2 Kappa価の測定

Kappa価の測定は､TAPPISTAmARDS236に従い､絶乾重量1gのパルプ

が消費する0.1N過マンガン酸カリウム溶液のml数から求めた｡

4.2 結果および考察

Cel-139株と野生株(IZU-154株)を用いてバイオブリーチングを行い､白色

度､kappa価および収率を経時的に測定した｡その結果､HWl仔の白色化挙動

には両菌株で差がなく､1日目以降から白色度が急激に上昇し､3日目で約20ポ

イント､5日目で約30ポイントの白色度上昇を示した(Fig.5)｡白色度上昇ポ

イントと収率の関係をFig.6Aに､kappa価と収率の関係をFig.6Bに示すが､

同レベルの白色度の上昇ポイントおよびkappa価でパルプ収率を比較すると､
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Cel-139株の方がIZU-154株よりも収率は約1ポイント高く､Cel-139株がパル

プ中のリグニンを選択的に分解していることが再確認された｡

なお､Table3に示したように､ブナ木粉を処理した際にはCel-139株の方が

IZU-154株よりも若干ではあるがリグニン分解活性が劣っていた｡しかしながら､

mのバイオブリーチングにおいては両菌株が同様なリグニン分解活性(白色

化およびkappa価減少)を示し､ブナ木粉の場合とは矛盾する結果となった｡こ

の理由としては､ブナ木粉とHWIくPとではリグニン含有量およびその構成単位

が異なることが挙げられよう｡すなわち､ブナ木粉中には約25%のリグニンが

含有されているのに対し､HWⅨP中には数%しか含有されておらず､両者には量

的な差異がある｡また､ブナをはじめとする広葉樹中にはシリンギルおよびグア

イアシルリグニンがほぼ同じ割合で含有されるのに対し､Ⅰ‡WKPのリグニンは主

としてグアイアシルリグニンのみで構成されるという質的な差異もあり､さらに

はグアイアシルリグニンの方がシリンギルリグニンよりも白色腐朽菌で分解され

難いことも知られている｡このように､HWKPはブナ木粉と比べるとリグニン含

有量が極めて少なく､さらには白色腐朽菌で分解を受け難いグアイアシルリグニ

ンで構成されているため､ブナ木粉処理で認められたCel-139株とIZU-154株の

リグニン分解活性の差異がmのリグニン分解の場合には認められなかった

ものと考えられる｡
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第5節 小括

第2章で分離した単核性IZU-154-22株のプロトプラストを紫外線照射および

mG処理した結果､前者の方法おいてより効率的な変異が生じた｡よって､

IZU-154-22株のプロトプラストを紫外線照射し､再生株の中からセルラーゼ低産

生株の選抜を試みた｡

選抜したCel-139株は､野生株(IZU-154株)と同程度のMnP活性を保持し

たまま､アビセラーゼ活性が86%､CMCase活性が39%､β-ガラクトシダーゼ

活性が65%抑制されていた｡さらに､栄養源を無添加とした固体培養条件下で､

Cel-139株によるmのバイオブリーチングを行った結果､5日間の処理で約

30ポイントの白色度上昇を示し､野生株IZU-154株と同等の白色度上昇が得ら

れた｡また､処理パルプの白色度上昇及びkappa価とパルプ収率の関係を解析し

たところ､同レベルの白色度および脱リグニン度におけるパルプ収率は､Cel-139

株の方が野生株よりも約1%高いという結果を得た｡よって､Cel-139株は

IZU-154株のリグニン分解活性(MnP活性)を保持しながら､セルロース分解活

性が抑制された変異株であり､特に､アビセラーゼ(exoglucanase)活性の低下

がセルロース分解を抑制したものであると考えられた｡
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第4章 セルラーゼ低産生株(Cel-139株)の育種によるパルプ白色化能の向上

第1節 序

白色腐朽菌のリグニンの分解には､単一の遺伝子ではなく複数の遺伝子に支配

される酵素群が関与している可能性がある｡そこで､紫外線等による遺伝子レベ

ルでの変異処理よりもさらに大きな形質変化を期待できる染色体レベルでの変異

処理として､コルヒチンによる同質倍数体化と､それに続くベンゾイミダゾール

による単数体化を取り上げ､第3章で育種したIZU-154株由来のセルラーゼ低産

生株Cel-139株をコルヒチンーベンゾイミダゾール処理することによって､バイ

オブリーチング時のパルプ白色化能(リグニン分解能)に優れた菌株を育種する

ことを目的とした｡
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第2節 セクター形成株誘導条件の検討

コルヒチンは細胞中の微小管形成に作用する有糸分裂阻害剤の一種であり(14)､

この阻害剤による同質倍数体化は動物細胞(8)や植物細胞(6)において報告さ

れている｡例えば､微生物では､(為刀血由sp.のコルヒチン処理によって細胞径

の大型化が生じるとともに生育速度およびアルコール資化活性が向上すると報告

されている(27)｡また､紬0血月j℃甜ぉのコルヒチン処理ではセルラーゼ

生産性の向上した菌株が分離されており(61)､コルヒチンによる同質倍数体化

処理が多形質変異の誘導をもたらすことになるので､優良菌株の育種に有効であ

ることが示されている｡一方､ベンゾイミダゾールは二倍体菌株を単数体化して

扇状体(セクター)形成を誘導することが知られており､本処理では染色体数の

異なる異数体核が生成し､様々な染色体レベルでの変異が起こると報告されてい

る(23)｡

そこで本節では､Cel-139株のコルヒチンーベンゾイミダゾール処理に注目し､

この処理のセクター形成に最適な処理条件を検索した｡

2.1実験

2.1.1供試菌株

IZU-154株由来の単核性菌株IZU-154-22株から分離したセルラーゼ低産生変

異株Cel-139株を用いた｡

2.1.2 コルヒチン処理

コルヒチンによる同質倍数体化処理はToyamaらの方法(61)を参考にして行
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った｡即H4)2SO41.4g瓜､KH2PO4 2.OgnJ､尿素 0.3g几､CaC120･3g/L､

MgSO4･H20 0･3gnJ､FeSO4･7H20 0･005gnJ､MnSO4･H20 0･0016gnJ､

ZnSO4･H200.0014gnJ､CoCk O.002g几､IJ-arginine O.08gnJ､glucose20･O

g瓜から構成されるNa血k培地10mlに､コルヒチン(0･5%)およびサッカロ

ース(0.6M)を添加し､NaOHでpH9.0に調整した｡この溶液に､第2章第2

節2.1.2に準じて調製したCeト139株由来のプロトプラストを懸濁し(1×107個

/ml)､30℃において静置培養した｡所定期間培養後､第2章第2節2.1.2に準

じてプロトプラストの再生を行い､同質倍数体化した再生株を得た｡

2.1.3 ベンゾイミダゾール処理

0.05%ベンゾイミダゾールを含む各種寒天培地(Table7)に､コルヒチン処理

後の再生株を接種し､Fig.7に示すような扇状のセクター形成部位より単数体化

した菌株を分離した｡

Fig.7 Sectorformationbybenzimidazoletreatment.
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2.2 結果および考察

ベンゾイミダゾール処理後のセクター形成に及ぼすコルヒチン処理時間の影響

について検討した｡なお､コルヒチン処理は2.1.2に準じて行い､セクター形成の

誘導にはベンゾイミダゾール0.05%を含むPDA培地を用いた｡

コルヒチン処理時間を変化させ､得られたプロトプラスト再生株100株につい

てベンゾイミダゾール処理(7日間)を行い､セクター形成株の割合からセクタ

ー形成率を求めた｡その結果をFig.8に示しているが､コルヒチン未処理では0%､

3日間処理では23.5%､5日間処理では29.1%､7日間処理では1.8%のセクター

形成率となり､5日間のコルヒチン処理がセクター形成にとって最適であると判

断した｡
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次いで､コルヒチン処理を5日間とし､単数体化を誘導するベンゾイミダゾー

ルの濃度を0.005%～0.2%に変化させたPDA培地を用いてセクター形成への影

響について検討した(Table6)｡その結果､0.05%の条件で､最も高いセクター

形成率が得られ､それ以下の濃度ではセクターが形成されず､それ以上の濃度で

は菌体の生育が阻害されることが判明した｡

なお､ベンゾイミダゾール濃度を0.05%とした時のセクター形成に及ぼす培地

成分の影響を検討したが､PDA培地で最も高いセクター形成率が得られた(Table

7)｡

Table6 Effbctofbenzimidazoleconcentrationonsector払rmationofCel-139

Concentrationof Myceliumdiameter Sectorformation

benzimidazole(%) (mm) rate(%)

0.2

0.1

0.05

0.005

0

50

85

85

85

1.1

24.4

0

0

PDAmediumcontaimingbenzimidazolewasinoculatedwithcoIchicine･

treatedCel-139andincubatedat30℃for7days.
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以上の結果から､0.5%コルヒチンを含有するNatick培地での5日間処理と､

0.05%ベンズイミダゾールを含有するPDA培地での7日間処理がセクター形成

に最適である判断した(Scheme2)｡そこで次に､Cel-139株のプロトプラスト

をコルヒチン処理し､再生した900株をベンゾイミダゾール処理に供した結果､

260株のセクター形成株が得られた｡よって､次節ではこれらのセクター形成株

を用いてバイオブリーチングを行い､パルプ白色化能に優れた菌株を選抜するこ

とにした｡

Table7E鮎ctofmediumcomponentforbenzimidazoletreatmentsonsector

formationofCel-139

Medium pDAa) YeastEx.b)YeastEx.c)CSLd) CSLe)NSD
COmpOnent +WC +CMC +WC +CMC +WC

Sector

払rmation 29.0 16.0 15.0 8.0 8.0 2.2

rate(%)

a)PDA;pOtatOdextroseagar,b)YeastEx.+WC;10g几yeastextractandlOg几WCbH4.5),

C)YeastEx.+CMC;10g几yeastextractandlOg/LCMC(pH4.5),d)CSL+WC;10g瓜CSL

andlOg瓜WCbH4.5),e)CSL+CMC;10g几CSLandlOg几CMC(pH4.5),f)NS+WC;NS
mediumcontainlnglOg几WC.
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Scheme2Isolationofsector-formingstrainfromCel-139.

43



第3節 高パルプ白色化能を有する菌株の選抜

本節では､Cel-139株から誘導したセクター形成株を用いてHⅦのバイオブ

リーチングを行い､セルラーゼ低産生性を保持したままパルプ白色化能(リグニ

ン分解能)が向上した菌株の選抜を試みた｡

3.1実験

3.1.1セルラーゼ活性の検出

第3章第2節2.1.2の方法に準じ､2%WCを唯一の炭素源とするNS寒天培

地を用いてセクター形成株のセルラーゼ活性の有無を検出した｡なお､液体培養

時のセルラーゼの産生および活性測定は､それぞれ第3章第3節3.1.1および

3.1.3の方法に準じて行った｡

3.1.2 バイオブリーチング

第3章第2節2.1.3の方法に準じて､mのバイオブリーチングを行い､

パルプ白色度および収率を測定した｡

3.2 結果および考察

3.2.1高パルプ白色化能を有するセクター形成株の選抜

Cel-139株のプロトプラストをコルヒチン処理し､再生株をベンゾイミダゾー

ル処理して得られた260株のセクター形成株をWC含有NS寒天培地に接種･培
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養し､ハロー形成を指標としてセルラーゼ活性がCel-139株のそれと比べて同等

もしくは低い菌株を選抜した｡次いで､選抜された30株についてバイオブリーチ

ングを行ったところ､野生株(IZU-154株)と比べ､パルプ白色化能(リグニン

分解能)に優れた菌株(M215株)が分離された｡

なお､M215株は菌体マット上に形成されたセクターから分離した菌株である

ため遺伝子的には単一ではない可能性があった｡よって､再度､プロトプラスト

再生による菌株分離を行い､得られた20株を用いてバイオブリーチングを行った

結果､再分離株のいずれもが野生株よりもパルプ白色化能に優れていた(Fig.9)｡

次いで､再分離株の中で､最もパルプ白色化能の高かったNo.13株をM215-13

株として選抜し､本菌株のバイオブリーチング特性について詳細に検討した｡
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3.2.2 M215-13株のバイオブリーチング特性

M215-13株を用いてバイオブリーチングを行った際の白色度の変化をFig.10

に示す｡M215-13株は全処理期間(5日間)を通してIZU-154株(野生株)より

も白色度上昇が大きく､特に処理3日目までの白色化能に優れていた｡なお､処

理終盤(5 日目)においては両菌株間で白色度上昇に大差は認められなくなった

がこの時においてもM215-13株の方が白色度は1.7ポイント高く､パルプ収率も

0.9ポイント高いという結果が得られた(Table8)｡さらに､M215-13株の親株

であるCel-139株と比較すると､同レベルのパルプ収率を示しながら白色度は2.2

ポイント向上していた(Table8)｡また､M215-13株を液体培養した際に産生

されるセルラーゼ系酵素の活性を測定したところ､いずれの活性もIZU-154株よ

りは低く､Cel-139株と同レベルであった(Table9)｡この結果は､バイオブリ

ーチング時のパルプ収率がIZU-154株よりも高く､Cel-139株と同レベルである

というTable8の結果とよく符合した｡

以上のことから､M215-13株はセルラーゼ低産生株であるというCel-139株

の長所を保持しながら､HWIくP中のリグニン分解能が向上した菌株であると結論

され､バイオブリーチングへの適用やセルロース系多糖類を含む木質系資源の有

効利用を図る上で有用な菌株であると考える｡
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Table8 BiobleachingofHWEPbyisolatesandIZU-154

strain Brig宗岩諾aSeaPulて芸ミelda
M215-13 32.5±0.5 95.5±0.1

IZU-154(wi1dtype) 30･8±1･2 94･6±0･1

Cel-139 30.3±0.8 95.3±0.2

aDataaret･hemeanofthreereplicat虐HWKPstreatedfor5days.

Table9ProductionofcenulolyticenzymeSbyisolatesandIZU-154

Strain
Proteinconcentrationa

(〟g血lり

Ce11ulolyticactivity(IU/mi)a

Avicelase CMCase β･Glucosidase

M215･13 37.6 0.2 4.5 0.2

IZU･154¢vildtype) 42.5

Cel-139 35.2

1.2 8.1 0.6

0.3 3.9 0.3

aDataarethemeanofthreereplicates.
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第4節 小括

本章では､セルラーゼ低産生株Cel-139株からバイオブリーチング時のパルプ

白色化能が高い菌株を育種することを目的とし､コルヒチンーベンゾイミダゾー

ル処理による同質倍数体化と､倍数体株からの単数体化による染色体レベルでの

変異を誘導した｡

Cel-139株由来のプロトプラストをコルヒチン処理した後に再生した900株を

ベンゾイミダゾールで処理し､260株のセクター形成株を得た｡セクター形成株

について､寒天培地上でのWCセルロースの分解およびバイオブリーチング時の

パルプ白色化を指標として選抜を行った結果､Cel-139株の有していたセルロー

ス分解が少くパルプ収率が高いという特長を維持しながら､Cel-139株および

IZU-154株よりもパルプ白色化能に優れたM215-13株が分離された｡
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第5章 IZU-154株によるMIげ産生

第1節 序

バイオブリーチングは､リグニン分解能を有する白色腐朽菌を用いる生菌法と

白色腐朽菌の産生するリグニン分解酵素を用いる酵素法とに大別される｡生菌法

においては､白色腐朽菌をパルプに接種してからリグニン分解酵素が産生される

までにラグタイムがあり､産生畳も低いことから処理に長期間(日単位)を要し､

さらにはパルプ残留リグニンの分解に伴ってセルロース系多糖類も分解されるこ

とから､パルプの収率や強度の低下を回避できないという難点がある｡そこで前

章までの検討では､実用的な生菌法によるバイオブリーチングを指向してIZU-

154株の変異処理を行い､本菌株が本来有する高度でかつ選択的なリグニン分解

活性をさらに強化した菌株の育種を試みた｡

一方､予め白色腐朽菌に産生させたリグニン分解酵素を用いる酵素法において

は､リグニン分解酵素が産生されるまでのラグタイムは問題としなくても良く､

セルロース系多糖類の分解も生じないため､生菌法と比べると処理期間が短縮さ

れ､パルプ収率や強度低下を防止しうることが期待される｡このような観点から､

EharaらはIZU-154株由来のMnPを用いるバイオブリーチングを試みており､

生菌法よりも短時間の処理で全晒パルプを得ることができ､化学的漂白に必要な

塩素系漂白剤を大幅に削減でき､さらに､パルプ収率の低下もないことを明らか

にしている(15)｡

そこで本章では､MnPバイオブリーチングを指向して､IZU･154株のMnP産

生に及ぼす窒素源および二価マンガン【Mn(Ⅱ)]の影響を検討した｡さらには､ジ

ャーファーメンターでのMnP大量産生を可能とする培養パラメーターを検索し､

濾過連続培養によるMnP生産性の向上を試みた｡
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第2節IZU-154株のMnP産生に及ぼす培養条件の検討

白色腐朽菌は､培地中の窒素源が制限された培養条件でMnPを産生し､さらに

は培地中にMn(II)を添加するとMnP産生を誘導することが知られている(21)｡

そこで本節では､IZU-154株のMnP産生へ及ぼす窒素濃度及びMn(II)添加の影

響について検討し､さらには､培地に添加したMn(Ⅱ)がMn(Ⅲ)へ酸化されるこ

とに伴う2,6-ジメトキシフェノール(2,6-DMP)の酸化とMnP産生の関係およ

び菌体量変化とMnP産生の関係を解析した｡

2.1実験

2.1.1供試菌株および培地

第3章第3節の3.1.1に準じて､PDAプレート上に生育したIZU-154株をCG

培地にて前培養した｡次いで､オーステライザーでホモジナイズした前培養液1ml

を､200一皿4のMn(II)(33.8mg瓜MnSO4･H20)を含有する低窒素(LN)およ

び高窒素(HN)培地(50ml)に加えて培養し､窒素濃度がMnP産生に及ぼす

影響について検討した｡なお､上述のMn(Ⅱ)添加LN培地からMn(Ⅱ)を除去し

た培地を用いて同様に培養し､MnP産生に及ぼすMn(Ⅱ)の影響についても検討

した(TablelO)｡

2.1.2 MnP活性の測定

第3章第3節の3.1.2に準じて､MnP活性を測定した｡
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TablelO CompositionofLNandHNmedium

Component Amountofcomponentin:

LN HN

Ammoniumtartrate(g) 2.4

Ghcose(由

Tween80(g)

KH2PO4(由

MgSO4･H20(由

CaC12･H20(g)

MnSO4･H20(mg)

Tiamine･HCl(mg)

Sodiumnitroacetate山g)

NaCl(ト由

FeSO4･7H20山由

ZnSO4(け由

20mMSodiumtartrate(pH4.5)

Distrinedwaterl.0liter

2.0

0.5

0.1

33.8

1.0

1.5

1.0

0.1

0.1

2.0

0.5

0.1

33.8

1.0

1.5

1.0

0.1

0.1
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2.1.3 培養液中のMn(Ⅲ)濃度の測定

1mM2,6-DMPおよび1mMアジ化ナトリウムを含有する400直の0.5M酒

石酸ナトリウム緩衝液(pH4.5)に100直の培養液を加え､60秒間擾絆した後､

2,6-DMPの酸化に基づく469nmにおける吸光度上昇を測定した｡なお本反応は､

H202を無添加とし､ヘム酵素の阻害剤であるアジ化ナトリウムを添加した条件下

で行うことから､MnP触媒サイクル上でのMnPの活性化とMn(II)の酸化

[Mn(Ⅲ)の生成]は起こらない｡よって､本反応条件下での2,6-DMP酸化は､

培養液中に存在するMn(Ⅲ)によって生じる非酵素的な酸化(nonenzymatic2,6-

DMPoxidation)に基づくことから､469nmにおける吸光度を｢NEOXレベル｣

として表示した｡

なお､培養液の代わりに酢酸マンガン[Mn(Ⅲ)]濃度を種々に変化させた溶液

100ト止を加え､同様に吸光度(469nm)を測定した｡次いで､Mn(Ⅲ)濃度と吸

光度(NEOXレベル)の関係から検量線を作成し､その検量線から培養液中に存

在するMn(Ⅲ)濃度を算出した｡

2.1.4 菌体量の測定

LNおよびHN培地で培養した5mlの培養液をガラスフィルターを用いて濾

過し､105℃で一晩乾燥した後の重量を菌体量とした｡

2.2 結果および考察

2.2.1NEOXレベルとMn(Ⅲ)濃度との関係

MnPはH202存在下で活性化され､Mn(Ⅱ)をMn(Ⅲ)に酸化するため(21)､

IZU-154株が培養液中にMnPおよびH202を産生すると､培養液中に添加された

Mn(Ⅱ)はMn(Ⅲ)に酸化されることになる｡そこで､NEOXレベルから培養液中
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のMn(Ⅲ)濃度を求め､Mn(Ⅲ)濃度がMnP産生の指標になり得るのかについて検

討した｡

IZU-154株を三角フラスコ内で2日間培養し､得られた培養液を2,6-DMPと

反応させ､NEOXレベル仏469)を経時的に測定した(Fig.11)｡その結果､

NEOXレベルは約30秒間の反応で平衡に達したことから､以降の実験では60秒

間反応させた後の吸光度を測定してNEOXレベルとすることにした｡一方､酢酸

マンガンを用いて2,6-DMPとの反応(60秒間)を行ったところ､Mn(Ⅲ)濃度と

NEOXレベルには良好な相関関係が認められた(Fig.12)｡そこでFig.12に､

培養液のNEOXレベル値(0.43)を外挿してMn(Ⅲ)濃度を求めた結果､培養液

中のMn(Ⅲ)濃度は206トIMに相当し､この濃度は培養液中に予め添加したMn(Ⅱ)

濃度(200一朗)とほぼ一致した｡以上の結果から､培養液中に産生されたMIげ

によって､添加したMn(Ⅱ)の全量がMn(Ⅲ)へ酸化されていることが明らかとな

り､NEOXレベルをMnP産生の指標としうる可能性が示唆された｡
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2.2.2IZU-154株のMnP産生へ及ぼす窒素およびMn(Ⅱ)濃度の影響

代表的な白色腐朽菌であるP盛り鶴野α血皿やカワラタケにおけるMnP産生

には､窒素源の制限とMn(Ⅱ)の添加が必須とされている(21)｡そこで､IZU-

154株のMnP産生に対する両因子の影響を明らかにする目的で､窒素源および

Mn(Ⅱ)の濃度を変化させた系でIZU-154株を培養し､MnP活性､菌体量および

NEOXレベルの挙動を追跡した｡

その結果､IZU-154株においてもMn(Ⅱ)を添加したLN条件下でMnPは効率

的に産生されたが､Mn(Ⅱ)添加HNおよびMn(Ⅱ)無添加LN条件下でのMnP

産生はほとんど認められなかった(Fig.13A)｡よって､IZU-154株においても

他の白色腐朽菌の場合と同様に､窒素源を制限したLN条件下でのMn(Ⅱ)添加に

よってMIげ産生は誘導されることが判明した｡
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NEOXレベル､すなわち培養液中でのMn(Ⅲ)生成についても､Mn(Ⅲ)添加LN

条件下で検出され､MnP産生の開始と連動して培養20時間付近からNEOXレ

ベルも上昇し始めた(Fig.13B)｡なお､培養24時間では約0.4のNEOXレベ

ルを示し､このレベルについてFig.12よりMn(Ⅲ)濃度を求めたところ約200いM

に相当した｡このことから､LN培地へ添加されたMn(II)(200トLM)の全量が

24時間後にはMn(Ⅲ)へ酸化されていることが示された｡しかしながら､MnP活

性とNEOXレベルを対比すると､MnP活性は培養45時間以降から減少するの

に対し､NEOXレベルは24時間以降ほぼ一定となり､MnP活性とNEOXレベ

ルの変化は必ずしも一致しないという結果となった｡よって､NEOXレベルは

MnP産生挙動の全体を反映するものではなく､MIげ産生の開始時期を示す指標

であると判断された｡

一方､培養に伴う菌体の増殖はHN条件下の方がLN条件下よ●りも優れており､

LN条件下におけるMn(Ⅱ)の添加は菌体増殖に影響を及ぼさなかった(Fig.13C)｡

また､MnP活性(Fig.13A)と菌体量(Fig.13C)の変化を対比すると､Mn(II)

添加LN条件下においては菌体増殖が定常期に達した直後にMnP活性が最大と

なり､その後､速やかに低下するという傾向を示した｡よって､菌体の増殖挙動

を追跡すれば､MnPが最大に産生される培養時期(ハーベスト時期)をある程度

管理しうる可能性が示唆された｡
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第3節 ジャーファーメンターでの回分培養によるMnP産生と培養パラメー

ターの関係

本節では､IZU-154株でのMnP大量産生技術の確立を目的として､ジャーフ

ァーメンターを用いる回分培養によってMnP産生を試み､同時にMnP産生をモ

ニタリングできる培養パラメーターに関する検索を行った｡

3.1実験

回分培養でのMnP産生は､1800ml容のジャーファーメンター(B.E.

Marubishi社製)を用いて行った｡第3章第3節の3.1.1に準じて､ホモジナイ

ズした前培養液(MnP産生用の接種菌液)を調製し､その20mlを1000mlの

LNまたはHN培地に接種して､30℃､2vvm､150rpmで所定期間培養した｡

また､PHおよびORP電極(B.E.Marubishi社製)を挿入し､PHと酸化還元電

位をオンラインで測定した｡なお､MnP活性､NEOXレベルおよび菌体量は本

章の前節に準じて測定した｡

3.2結果および考察

ジャーファーメンターを用いてIZU-154株の大量培養を行い､培養パラメータ

ーとしてpHおよび酸化還元電位をオンラインで測定し､MIげ活性との関係にっ

いて検討した｡さらに､NEOXレベルおよび菌体量とMnP活性との関係につい

ても検討した｡なお､このための実験系として､Mn(Ⅱ)を200一朗添加したLN

培地で培養する系(Runl)と､Mn(Ⅱ)無添加のLN培地で培養を開始し､45時

間後にMn(Ⅱ)を200LLM添加して培養する系(Run2)を設定した｡
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Fig.14Aに示すように､培養開始時からMn(II)を添加したRunlでは､MnP

活性は20時間培養後から検出され､44時間培養後には最大活性値(9.7nkat/ml)

を示した｡MnP産生挙動はフラスコ培養の場合(Fig.13A)と類似していたが､

フラスコ培養でのMnPの最大活性値は4.7nkat/mlであったことから､ジャーフ

ァーメンター培養のMnP浄性のほうが約2倍高い値を示した｡なお､Runl(Fig.

14E)とフラスコ培養(Fig.13C)において菌体量には差がなかったことから､

ジャーファーメンター培養時の強制通気と擾拝による溶存酸素量の増大がMnP

産生を促進したものと推察される｡RunlにおけるNEOXレベルについては､

MnP活性に連動して培養20時間目から検出され始め､24時間目以降はレベルオ

フするというフラスコ培養の場合と同様の挙動を示した(Fig.14B)｡また､酸

化還元電位はM山)産生が開始される培養15時間付近から急激に上昇し､MnP

活性が検出された20時間以降では徐々に低下した(Fig.14C)｡よって､酸化還

元電位変動のレス､ポンスはMnP活性のそれより鋭敏といえる｡なお､PHは一端

低下した後､MnP活性が検出される20時間以降から上昇に転じ､MnP活性が最

大に達する直前からpH上昇が緩やかになるという傾向を示し(Fig.14D)､PH

変化はある程度MnP活性の変化と連動していた｡菌体量については､28時間後

に最大の3.2g几となり､その後は漸減したが(Fig.14E)､定常期に達した後に

MnP活性が最大となっており､この点は定常期になるとMnP活性が低下すると

いうフラスコ培養の場合とは異なっていた｡

一方､Mn(II)を無添加として培養を開始し､45時間後にMn(II)を添加したRun

2においては､Mn(II)添加前までのMnP産生は僅かであり､Mn(Ⅱ)を添加して

さらに17時間培養した62時間目から産生され始めた(Fig.14A)｡なお､NEOX

レベル､酸化還元電位およびpHについては､Mn(Ⅱ)添加によるMnP産生の誘

導に呼応した変化を示しており､それぞれがRunlの場合と同様にMnP産生に

伴って増加した｡しかしながら､RunlとRun2では菌体量に差はないものの､
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Run2のMnP産生効率はRunlの場合よりも明らかに劣っていた｡これは､

Mn(Ⅱ)添加時の菌齢が高いことや培地中のグルコースなどの栄養源が消費され

て枯渇したことに起因するものと推察される｡
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第4節 ジャーファーメンターでの濾過連続培養によるM山7生産性の向上

IZU-154株によるMnP産生は定常期に達すると､速やかに低下する傾向にあ

る｡その原因として､培養液中に添加したMn(Ⅱ)の枯渇やプロテアーゼ産生によ

るMnPの失活などが考えられている(13)｡そこで､新たな培養液をジャーフ

ァーメンター内に連続的に注入し､同時に注入した培養液と同量の培養濾液を系

外へ排出することによって､菌体の代謝ステージをMnP産生に好ましい状態に

保つことを指向した濾過連続培養によるMnP産生を試みた｡

4.1実験

濾過連続培養によるMnP産生も､本章第3節の3.1と同様にジャーファーメン

ターを用いて行った｡LN培地を一定の滞留時間となるよう添加し､ケラミフィ

ルター(Iuch社製)で菌体をジャーファーメンター内に保持しながら､添加する

LN培地と同量の培養濾液をジャーファーメンター外へ排出した｡また､LN培地

の添加量を変化させることによって､希釈率(一日当たりのLN添加量/槽内培

養液容量)を制御した｡なお､培養濾液についてはフラクションコレクターで5ml

毎に分取した後､各フラクションを希釈率に応じて混合し､1時間毎の排出量に

相当する量を調製した｡次いで､MnP活性を測定し､これをジャーファーメンタ

ー内部に滞留する培養液のMnP活性とした｡その他の培養条件については､回

分培養の場合と同一とした｡
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4.2.結果および考察

4.2.1希釈率とMnP活性の関係

LN培地の添加速度によって制御される希釈率を変化させて濾過連続培養を行

い､MnP産生へ及ぼす希釈率の影響を検討した｡その結果をTablellに示すが､

希釈率が高くなるにつれてMnP浄性が低くなり､希釈率2.88ではMnP産生が

ほとんど認められなくなった｡この理由は､希釈率が高い条件では新しい培地が

順次注入されるためジャーファーメンター中の窒素源濃度が高まり､MnP産生に

必須である窒素制限状態に維持できなかったことによるものと考えられる｡なお､

検討した範囲内では､希釈率0.88がMnP産生に最適であり､培養21時間で8･1

nkat/mlの最大活性値が得られた(Tablell)｡

F短.15に､希釈率0.88での濾過連続培養におけるMnP活性の経時変化を示

すが､MnP活性は培養13時間目から検出され始め､21時間目には最大(8.1

nknuml)となり､その後は緩やかに低下した｡回分培養(Fig.14A)においては､

培養44時間で最大活性値(9.7nka〟ml)を示したが､これと比べると､濾過連

続培養では最大活性値に達する培養時間を約1/2に短縮できることから､MnP産

生効率は濾過連続培養の方が回分培養よりも優れていることと考察した｡そこで

次項の4.2.2では､濾過連続培養と回分培養におけるMnP生産性を比較した｡
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4.2.2 濾過連続培養と回分培養におけるMnP生産性の比較

希釈率0.88の連続濾過培養においては､21時間培養で最大のMnP活性(8.1

nkat/ml)を示したが(TablellおよびFig.15)､21時間培養時におけるTotal

MnP産生量は､次式によって求められる｡

【前提】

希釈率:0.88

ジャーファーメンター内の培養液量:1,020ml

ジャーファーメンター内から排出される培養濾液量:1,020/(0.88×24)=48.3mMl

培養21時間目における培養濾液のM五P活性:8.1nkat血11

【計算式】

培養21時間目における

仏)培養液のMhP産生量=1,020mlx8.1nkatJml=8,262nkat

田)培養濾液中のMnP産生量

=(培養21時間目までの1時間毎のMhP字引生わkatJmDの総和)×48.3mⅢ1

(C)TotalM五P産生量(nkat)

=培養液中のMnP産生量仏)+培養濾液中のMhP産生量田)

そこで､各培養時間における培養液(A)と培養濾液(B)のMnP産生量およ

び両者(A十B)を合計したTotalMnP産生量(C)を算出し､経時的にプロット

した(Fig.16)｡また､回分培養時(Fig.14A)に産生されたTotalMnP産生畳

もFig.16にプロットし､濾過連続培養と回分培養のMnP生産性を比較した結果､

最大のTotalMnP産生量には両者で差異は認められなかった｡しかしながら､最

大のTotalMnP産生量を得るに要する培養時間は､回分培養では44時間を必要

としたのに対して､濾過連続培養では21時間でよく､濾過連続培養によってMnP

産生速度は約2倍向上し､MnP産生の効率化を図りうることが再確認された｡
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第5節 小括

本章では先ず､三角フラスコによる培養でIZU-154株のMnP産生に及ぼす培

地中の窒素およびMn(Ⅱ)濃度の影響について検討し､既知の白色腐朽菌の場合と

同様に窒素制限条件下でのMn(Ⅱ)添加によってMnP産生が誘導されることを確

認した｡

次いで､IZU-154株でのMnP大量産生技術を確立する目的でジャーファーメ

ンターを用いる回分培養によってMnP産生を試みるとともに､MnP産生と相関

のある培養パラメーターを検索した｡その結果､ジャーファーメンター培養では､

最大で9.7nkat/mlのMnP活性を示し､三角フラスコ培養による場合よりも約2

倍高い活性が得られた｡また､IZU-154株培養中の培養液のNEOXレベル､酸化

還元電位およびpHについては､MnP産生の誘導と呼応した変化を示しており､

これらはMnP産生の培養パラメーターとなりうる可能性が示唆された｡

さらに､Md7生産性の向上を目的として､濾過連続培養によるMnP産生を行

った結果､この培養法ではMnP産生効率を回分培養の場合の2倍に高めること

が明らかとなった｡
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第6章IZU-154株からのMnP高産生株の育種

第1節 序

白色腐朽菌のリグニン分解は､一般に｢二次代謝｣すなわちセルロースなどの

炭水化物を分解し､一次成長が完了した後に発現する代謝活性であること､さら

には窒素源や炭素源の濃度が分解活性に影響を及ぼし､低窒素あるいは低炭素濃

度条件下において活性発現は大きくなることが知られている(37,57)｡このこ

とから､合成培地によるリグニン分解酵素の産生のための培養においても､二次

代謝を誘導するために窒素または炭素源を制限した培地が用いられており､菌体

増殖およびタンパク生産にとって不利な条件下で培養がなされている｡この欠点

を克服するためにP輌血 においては､窒素源を制限しない高窒素

(HN)条件でもリグニン分解酵素を産生する変異株を分離し､MnP産生能の向

上した株が分離されている(16,30,42,51,60)｡

前章では､IZU-154株のMnP産生に及ぼす窒素濃度の影響について検討し､

この株は､一般的な白色腐朽菌と同様に低窒素条件下でMnPを産生することを

確認した｡そこで本章では､第2章で分離した単核性菌株であるIZU-154-22株

の変異処理を行い､高窒素条件下でMnPを産生し､しかも低窒素条件下より産

生能に優れた菌株を育種することを目的とした｡
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第2節 高窒素条件下でのメラニン脱色菌株の分離

従来､寒天平板培地上でのリグニン分解活性はグアヤコールや没食子酸の酸化

重合による着色､PoレーR478やRemazoIBrilliantBlueRなどの色素の分解によ

る脱色を利用して検出されてきた(3,44)｡しかしながら､窒素や炭素源を高濃度

に含有する合成培地においては､これらの方法がリグニン分解活性の検出には不

完全なものであることがNishidaらにより報告されている(49)｡また､Kashino

らは合成メラニンを含有する低窒素(LN)寒天培地にIZU-154株を接種して培

養すると､メラニンの分解に伴う脱色ハローが生じ､その分解にはMnPが関与

することを明らかにしている(33)｡そこで本節では､メラニン脱色を指標にし

て高窒素(HN)条件下で､MnPを産生できる株を選抜することにした｡

2.1実験

2.1.1供試菌株

第2章で分離した単核性菌株IZU-154-22株および野生株(IZU-154株)を供

試した｡

2.1.2メラニン脱色によるMnP産生株の選抜

第2章第2節2.1.2に準じてIZU-154-22株の菌糸体から10mlのプロトプラ

スト懸濁液(1×107個/ml)を調製し､第3章第2節2.1.1に準じて紫外線およ

びmGを用い､95%以上の死滅率になるよう変異処理を施した｡これを､40ml

の液体再生培地(0.6Mサッカロースを浸透圧調節剤として添加したPD培地)

に加え､30℃で2日間再生させた｡再生した菌糸体をオーステライザーで30秒

間破砕した後､ガラスフィルター(3Gl)で濾過して微細化された菌体の懸濁液
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を得た｡この菌体懸濁液を所定濃度(1枚の寒天培地に約100株が再生する濃度)

に希釈した後､燻小化コロニーの誘導剤(4%ソルポースおよび10mg几デオキシ

コーレート)(20)および0.3g几の合成メラニン(SIGMA社製)を含有する寒

天培地に塗布し､30℃で培養した後､脱色ハローの形成を観察した｡なお､培地

中の窒素源[酒石酸アンモニウム(AT)]は3段階に濃度を変化させた(T濾k12)｡

Table12 Com ositionofculturemedia

Component Am0untOfcomponentin:

N-O LN HN

Amoniumtartrate州 0 2.4 48.0

Md血皿(由

Sod)OSe(由

Sodiumdeoxydldate桓1g)

Agar(由

Ghcose(由

Tween80(由

EH2PO4(由

MgSO4･H20(由

CaC12･H20(g)

MhSO4･H20匝1由

TiaJnine･HCl(nlg)

Sodiummitroacetate(いg)

NaCl山由

FeSO4･7H20山由

ZnSO4(い由

20mMSodiumTartratebH4.5)

DistrinedWaterl.0liter

0.3

40.0

10.0

1.5

10.0

0.5

2.0

0.5

0.1

33.8

1.0

1.5

1.0

0.1

0.1

0.3 0.3

40.0 40.0

10.0 10.0

1.5 1.5

10.0 10.0

0.5 0.5

2.0 2.0

0.5 0.5

0.1 0.1

33.8 33.8

1.0 1.0

1.5 1.5

1.0 1.0

0.1 0.1

0.1 0.1
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2.2結果および考察

2.2.1メラニン脱色へ及ぼす窒素濃度の影響

予備実験として､変異処理を施さないIZU-154-22株の破砕菌液を用い､その

再生株のハロー形成に及ぼす窒素濃度の影響を検討した｡その結果､窒素源(AT)

を除去したメラニン含有寒天培地(N-0培地)では､3日培養後に再生株の13%

がハローを形成した｡一方､メラニンを含有するLN寒天培地(2.4mMAT)で

は5日目から､また､メラニン含有HN寒天培地(48mMAT)では6日目から

ハローを形成する再生株が得られた(Table13)｡以上の結果をふまえ､メラニ

ン含有HN寒天培地において培養3日間でハローを形成する株を選抜することに

した｡

Table13EfEbctofammoniumtartrateconcentrationonmelanindecolorizationbyIZU-154-22

Melanindecolorizationfrequency(%)
Ammoniumtartrate

OnM) 3day 4day 5day 6day

0(N-Omedium)

2.4(LNmedium)

48(HNmedium)

2.2.2 HN条件下でのメラニン脱色菌株の選抜

紫外線照射またはmG処理後に再生した90,000株をメラニン含有HN寒天

培地に接種培養し､脱色ハロー形成の有無を観察した｡Fig.17にハロー形成の様

子を示すが､培養3日間で脱色ハローを形成する107株を選抜した(Table14)｡
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続いて､これら107株をHN液体培地で2日間培養し､培養液中のMnP活性

を測定したところ､97株は1nb〟ml以下の活性を､7株が1～2nb〟mlの活性

を､そして､3株が野生株(IZU-154株)をLN液体培地で培養した場合と同等

以上のMIげ活性を示した(Table15)｡よって次節では､活性の高かった3菌

株(IZU-811株､IZU-881株､IZU･882株)のMnP産生能について､さらに詳

細に検討した｡

Flg.17 Melanln-decolori2mg mut皿t OfIZU･154･22.Black pointsindicatethe cokmies of

mutantsa鮎r3daysofincuba伽n at･30℃.Theamwshowsamubntcapableof

d既0】血ngsynthebcmelannunderanIiNconditnn(48mMAT).
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Table14Isolationofmelamin-decolorizingmutantsfromIZU-154-22

UVirradiation NTGexposure

Survivalrate(%)

No.ofcoloniesscreened(A)

No.ofmelanindecolorizingmutants(B)

Mutantrate(%,B/A)

Table15 ProductionofMnPbymelanin-decolorizingmutantS under

anHNcondition

MnPactivity(nkat/ml) No.ofmutantS

～ 1

1～ 2

2～
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第3節 選抜株のMnP産生能

前節において､HN培養条件下でMnPを産生できる株として3菌株(IZU-811､

IZU-881およびIZU-882株)を選抜した｡そこで､これらのHNおよびLN培養

条件下におけるMnP産生能を詳細に検討し､野生株(IZU-154株)のLN条件

下でのMIげ産生能と比較した｡

3.1実験

3.1.1供試菌株

供試菌として変異株(IZU-811､IZU-881､IZU-882株)と野生株(IZU-154

株)を用いた｡

3.1.2 培養およびMnP活性の測定

第3章第3節の3.1.1および3.1.2に準じて供試菌株を培養し､培養液中の

MnP活性を測定した｡なお､培養にはTable12に示す培地からメラニン､ソル

ポース､デオキシコーレートおよび寒天を除いたHNおよびLN液体培地を用い

た｡

3.1.3菌体量の測定

第5章第2節2.1.4に準じた｡

3.2結果および考察

変異株および野生株のMnP産生能を比較した結果､野生株(IZU-154株)は
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LN条件下においてMnPを産生し､HN条件下では産生しなかった｡これに対し

て､変異株3菌株は両条件下でMnPを産生し､IZU-881およびIZU-882株の2

菌株はLNよりもHN条件下でのMnP産生能に優れていた｡特に､IZU-882株

はHN条件下での2日間培養によって､9.7nkat/mlの最大MnP活性値を示し､

これはLN条件下における野生株のそれ(4.7nkat/ml)よりも約2倍高い活性値

に相当した(F短.18AB)｡
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Fig.18MnPproduc血bymutintS andthe wild-tyPeIZU-154underIJN伍)andHN(B)

COnditions.Ea血datumistheaverageofthreeexperiments.●,IZU･154;□,IZU･811;△,

IZU-881;○,IZU･882.
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次いで､HN条件下においてIZU-882株が産生したMnPの総和量(累積MnP

活性)を求めた結果をFig.19Aに示すが､LN条件下における野生株よりも高い

累積MnP活性を示し､変異株はHN条件下においてMnPを持続的に産生しう

る菌株であることがわかる｡

なお､菌体生育量と累積MnP活性の関係に着目すると､HN条件下でのIZU-

882株は24時間培養で3.2g几､48時間で5.2g几の菌体量を示し､48時間以降は

ほぼ一定となった｡一方､累積MnP活性については定常期に達した48時間以降

から上昇が緩やかになり､MnP産生は菌の増殖期に生じ､定常期になると低下す

るという挙動を示した(Fig.19Aおよび19B)｡OrthらはP chmozliml

BKM-F-1767からHN条件下でもMnPを産生する変異株PSBL-1を分離してい

るが､IZU-882株の場合と同様にHN条件下での増殖期にMnPが産生されるこ

とを認めている(51)｡なお､LN条件下におけるIZU-154株(野生株)の培養

でも､定常期に達した24時間以降からMnP産生速度が次第に緩やかになるとい

う挙動を示し(Fig.19Aおよび19B)､この挙動はHN条件下におけるIZU-882

株の場合と類似していた｡よって､IZU-882株も野生株と同様に一次成長が完了

した後にMIIPを産生するものと判断される｡
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第4節 小括

本章では､IZU-154株からの高MnP産生株の取得を目的とし､高窒素条件で

のMnP産生制御が解除された菌株の育種を試みた｡第2章で分離した単核性

IZU-154-22株のプロトプラストを変異処理し､その再生株(90,000株)からHN

条件下でのメラニン脱色を指標として選抜した結果､HN条件下でもMnPを産

生する3種の変異株が得られた｡中でも､IZU-822株は他の変異株よりもHN条

件下でのMnP産生能に優れており､さらにはLN条件下よりもHN条件下で多

量のMnPを産生した｡これに対して､野生株はHN条件下においてMnPを全

く産生しないことから､変異株IZU-822株と野生株IZU-154株の窒素源に対する

レスポンスは対照をなすものであった｡
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第7章 総括

未晒クラフトパルプ中に残留するリグニンを､白色腐朽菌あるいはその酵素で

分解してパルプを漂白しようとする｢バイオブリーチング｣は､化学的漂白にお

ける塩素系漂白剤の使用量を低減しうる環境保全型のパルプ漂白法として注目さ

れている｡Nishidaらは､maDeZVChaetechzmoziLunやカワラタケ(n72meぬs

l商うよりもリグニン分解能力に優れ､しかもセルロース分解が少ない高活

性･高選択性のリグニン分解菌IZU-154株を自然界から分離し､同菌株を用いた

バイオブリーチングによって､全晒パルプを得るに必要な塩素系薬品量を70%以

上削減しうることを明らかにしている｡しかしながら､生菌を用いるバイオブリ

ーチングでは､白色腐朽菌がリグニン分解酵素を産生し始めるまでにラグタイム

があることから処理に長期間(日単位)を要し､さらにはパルプ残留リグニンの

分解に伴ってセルロース系多糖類も分解されパルプ収率や強度の低下を回避でき

ないという欠点がある｡このような観点から､白色腐朽菌の産生するリグニン分

解酵素を用いて未晒クラフトパルプ中の残留リグニンを短時間で分解し､かつセ

ルロースの損失なくパルプを漂白しようとする酵素法のバイオブリーチングが試

みられるようになり､IZU-154株由来のマンガンペルオキシダーゼ(MnP)処理

によっても塩素系薬品量を70%以上削減しうることが示されている｡

以上のように､IZU-154株を用いる生菌法およびIZU-154株由来のMnPを用

いる酵素法のバイオブリーチングは､環境保全の点で極めて有用なパルプ漂白法

であるが､実用的なバイオブリーチングプロセスを構築するためには､生菌およ

び酵素法ともにまだ解決すべき技術課題が残っている｡すなわち生菌法では､リ

グニン分解酵素の産生速度や産生量を高めて処理時間を短縮することや､セルロ

ース分解を抑制してパルプ収率や強度を向上させることである｡また､MnPを用

いる酵素法では､白色腐朽菌にMnPを効率的かつ大量に産生させる液体培養技
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術を確立して､MnP価格を安価にすることが必要がある｡

本論文は､以上のような背景に基づいて､実用的なバイオブリーチングプロセ

スの確立を図ることを目的とし､変異処理によってIZU-154株のリグニン分解活

性および選択性をさらに高める育種改良およびIZU-154株による効率的なMnP

大量産生を可能とする培養技術について検討した｡

まず第2章では､IZU-154株の栄養菌糸体をプロトプラスト化し､その再生株

から単核性菌株を分離し､変異処理用の親菌株を取得した｡

従来から多くの研究が行われている白色腐朽菌Pd印画では､その胞

子を変異処理することによって種々の変異株が分離されている｡しかしながら､

IZU-154株は胞子を形成せず､栄養菌糸も2核性であることから変異を受けにく

いという難点がある｡そこで､IZU-154株の栄養菌糸体をプロトプラスト化し､

その再生株から変異処理を施し易い単核性菌株を取得することにした｡その結果､

リグニン分解活性および生育力がIZU-154株と同等の単核性菌株(IZU-154-22

株)を分離するに至り､IZU-154･22株のプロトプラストは紫外線照射処理によっ

て効率的に変異を受けることも明らかにした｡

第3章では､前章で分離したIZU-154-22株のプロトプラストに紫外線照射を

行い､その再生株からセルラーゼ低産生株を取得した｡

2,700株の再生株から､Walsethセルロース分解能が欠損した10株をセルラ

ーゼ低産生株として一次選抜し､バイオブリーチング時のパルプ白色化能および

パルプ収率を指標として二次選抜を行った｡その結果､野生株(IZU-154株)の

パルプ白色化能を保持しながら､パルプ収率を向上させうる菌株としてCel-139

株が得られた｡なお､本変異株のセルラーゼ系酵素産生能およびMnP産生能を

野生株と比べたところ､アビセラーゼ､CMCaseおよびβ-ガラクトシダーゼ産生

能が､各々86%､39%および65%抑制されていた｡一方､この変異株のMnP産

生能は野生株と同程度であることが確認された｡
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次いで第4章では､セルラーゼ低産生株Cel-139株のリグニン分解能をさらに

向上させる目的で､Cel-139株をコルヒチンーベンゾイミダゾール処理し､同質

倍数体化と単数体化による染色体レベルでの変異を誘導した｡

Cel-139株のプロトプラストをコルヒチン処理し､再生した900株を引き続き

ベンゾイミダゾール処理することで260株のセクター形成株を得た｡セクター形

成部から菌糸体を分離し､セルラーゼ系酵素の活性がCel-139株と同等もしくは

抑制された30株の中から､パルプ白色化能の高いM215株を選抜した｡次に､

遺伝子的に単一な変異株を得る目的で､M215株を再度プロトプラスト化し､再

生した20株の中から野生株(IZU-154株)よりもパルプ白色化能に優れた

M215-13株を分離した｡本変異株はCel-139株と同等のパルプ収率を示したこと

から､Cel-139株のセルラーゼ低産生性を保持しながら､リグニン分解活性が

IZU-154株およびCel-139株よりも向上した菌株であった｡

第5章では､野生株(IZU-154株)がMnPを効率的に産生しうる培養技術を

確立した｡

MnP産生に及ぼす窒素源およびMn(Ⅱ)濃度の影響をフラスコ培養により検討

したところ､既知の代表的な白色腐朽菌である書物α京〟刀の場合と同様に､

窒素制限下でのMn(Ⅱ)添加によってMnP産生が誘導されることを確認した｡ま

た､ジャーファーメンターを用いる回分培養において､MnP活性の発現は酸化還

元電位およびpHの上昇と連動することを見いだし､これらはMnP産生挙動をモ●

ニタリングする際の培養パラメーターとなりうる可能性を指摘した｡さらに､ジ

ャーファーメンターを用いる濾過連続培養についての検討から､この培養法が回

分培養よりも効率的なMnP産生を可能とすることも見いだした｡

第6章では､第2章で分離したIZU-154-22株のプロトプラストを変異処理し､

高窒素条件下でのMnP産生能に優れた変異株の取得を試みた｡

変異処理プロトプラストからの再生株(90,000株)から､高窒素(HN)条件
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でのメラニン脱色を指標として一次選抜を行い､得られた107株に対してHN条

件下におけるMnP産生能を指標として二次選抜を行った｡その結果､HN条件

下でMnP産生能に優れた3菌株が得られ､中でも､IZU-822株が最も高いMnP

産生能を示した｡野生株(IZU-154株)は低窒素(LN)条件下ではMnPを産生

するもののHN条件下ではMnPを全く産生できない｡これに対し､IZU-822株

はLN条件下よりもHN条件下で多量のMnPを産生したことから､本変異株は

HN条件下でのMnP産生制御が完全に解除された菌株であることを確認した｡

以上のように､本論文では白色腐朽菌IZU-154株の育種によるリグニン分解活

性および選択性の向上と､IZU-154株によるMnP大量産生技術の確立について

検討し成果を上げた｡白色腐朽菌およびリグニン分解酵素による効率的なリグニ

ン生分解技術が開発されれば､再生可能な木質資源の省資源･省エネルギー･低

環境負荷型の有効利用が可能となることから､本研究のような白色腐朽菌の育種

や大量培養技術について考究することは今後ますます重要な研究課題になるもの

と考える｡
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