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第田回日本生物工学会大会 トピックス集 (2)各種リパーゼ高生産株の取帯

前述の高発現ベクターに各種リハーゼ遺伝子を導入

し、薗苗を形質転換聾、得られた形質転換体より高生

直桂のスクリーニングを行った.pNPBを基賓とした、

リパーゼ加水分解括性による唖光度の霊化率四大きさ

により評価を行った.
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BDF生産用各種リバーゼの高生産
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パイオマス由利用に圃し、省エネルギで生産でき..!lつ高曲率白バイオディ ゼル (BDF)が量目されている.

その製造法として.副生物ゲリセリンの汚染がない固定化酵素法が環境問和型プロセスとして注目されているが.

酵素の個格出高〈、活性出量用レベルに遣していないことが課題となっている.華々は.BDF生産に有用とされる

'gIA. mdlB (共に，崎"Jergi11，四 oryz8t1由来)、 FHL(白'S8ri，岬 heterosporllll由来)、 C位B (白'nd;品副t8rcti，回由

来]の4種のリパーゼについて麹菌タンパク置高鎗現システムを用い.生産性の向上を鼠みた.また、得られたり

パーゼ高生産轟に対しγ掴照射による寓線量異導入を試み、買に生産性の向上した韓を取得した.

唱 はじめに

温暖化ガス排出量の増大に基づく地球温暖化の防止

に向け、パイオマスを利用したエネルギー開発は社会

的に強〈求められている畳楕である.パイオエネルギ

ーに闘L、H本ではパイオエタノールの注目度が商い

が、パイオエタノールより省エネルギーで生産でき、

且つ高エネルギー効率のパイオディーゼル但.DF)もグ

ローパルなパイオエネルギー供給の観点から重要であ

る.ヨ}ロッパでは BDF製造が措発に行われており、

全世界の 90%以上を占めている.BDF製造では原料の

前 1明也のグリセリンが副生するが、現在最も普及して

いる均相アルカリ法によるBDF生産で副生するグリセ

Hンは汚染されているため、有抽な用途が無く、廃棄

方桂やその費用が問題化している.

そこで、均相アルカロ法以外の BDF製造法として、

固定化酵素法が環境調和聖プロセスとして注目されて

いる。この方法では副生物グリセHンの汚換が無く、

三次和J用が可能となる.更に種和な反応条件、遊離脂

肪醒の除去処理が不要な点でも均相アルカロ桂より恒

れるが、反応速度の低さから実用化には至っていない。

これは固定化酵素が高価であり、その活性が実用化レ

ベルにまで達していないことに起因する.

このような背景から、今後の BDF製造においては固

定化酵素桂の技術を向上させ、実用レベルでBDF製造

できる商悟性固定化酵素を開発することが必要である。

そこで本研究では、 BDF製造に有用とされる

(3)γ韓照射による費棋聖異導入

取得したHパーゼ高発現株のうち、特に有用性の高

いH乱且びCALB高生産棟に対して白60韓源を用い

たγ韓周射を行うことで、更なる生産能が付与された

樟のスクリーニングを行った.

3，結果と考察

血戸申11，凶町四e由来回ocylgyoerolli戸凪(泡，1A)、

.4..01)閣官由来 m血。-，diacy単ly'聞は lipa鎚(mdlB)、

Fw師醐 hetu四戸-由来均醐但町、。刷出

antarr:tica由来u胆seB(CALB)の4種のリノレゼについ

て誼商高発現システムを用いて生産性の向上を試みた.

。}ジパーゼ高生産株の選撞

市置転換体を各リパーゼにつき判0棟以上取得し、

スクリーニングを行った輯呆得られた高生産株町生産

性のー倒を以下に示す(固 2、困 3~ なお、導入コピー

散は日アルタイムPCRにより推定した.
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2，解析デ一事および方法
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 (1)麹菌高発現システム

転写活性化因子である AMYRや HAP-eo，司，Ioxが結

合する転写措性化因子結合常時曲卵m)を誼菌の解

桔系酵素であるエノラ}ゼのプロモ}夕}領壇に檀量

個導入した発現ベクターを佳用することで、転写抽皐

を大きく向上させた.また 5'非翻訳領域を H関.tSh即 k

軒。出血のものに賓更することで、mRNAからタンパタ

質への翻訳効率も高めた(図Il.

回

Z叫 4蜘
“・・-，
阿 4

tU7-1 
~，...， 

.411-1 
t回申

図2.mdlB高生産株活性測定結果
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"・a
培養上清 10μl/1I'ell
M サイズマーカー

#2 (1 =tピー噂入揖]
2 将137-2 (4コピー導入牒J
3 刷 18-2 (6コピー導入欄
4 採469-1 (7コピー導入線J

園中の矢印がmdlBのバンドを示す
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ヰ望書 図3、mdlB高生産樟生産性

結呆、4置のHパーゼについていずれも多コピー噂入

株を取得し、その括性値は各 1コピー導入昧と比べ、 4

倍以上もの高い活性を示した.また、 SDS-PAGEの精

巣、生産量も梧性値に比例して増加しており、各種目

パーゼが麹菌により高生産されることを確認した.図 1、麹菌高発現システムの棋聖

。}ロパーゼ高生産!l'J毛株の還抜

日-IL&'VCALB高生直栃噛子にγ揖照射を行い、生

育してきた樟よりスクリーニングを行った結果FIll.、

CALBともに既存の高生産株の措性を上回る壷具樟を

取帯した園得られた霊異棋の生産性のー倒を以下に示

す.(図 4、図的
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一園4、FIll.高生産変異樟活性測定結果
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培養上清10μ1/wll11
M サイズマーカー
1 抱 (1コピー株)
2: ;11206 (1'lIL高生産抹)
3: F2Fll師乱高生産変易機)

圏中の矢印が民自Lのパンドを示す.
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図5、FHL高生産置具韓生産性

結呆、 FHL&び CALBいずれにおいても、形質転換

により持られた各Eパ}ゼ高生産株を超える生直性

(1.4悟-)を示す喪具株の取得に成功した.

4 今後の展望

今回、4置のリバーゼについて高生産麹菌の育置を世

みた結果、多いものでは嗣3.泊Lもの高い生産性を示す

棟を取骨することができた.これら 4種の高生産麹菌

を全細胞生体触媒あるいは分掛Pパーゼ固定化酵素と

して BDF生産E応に棋したところ、いずれも従来品よ

り晴嵐的に高い反応速度を示した。特に CALB生産株

に関しては、磨貴用油からの高品質なBDF製造に有抽

であるこkが分かった。今桂、培聾条件を検言寸するこ

とで更なる生産能の向上を目指す。このことから BDF

製造における大きなロストダウンが期持される。

また、酵素桂でのBDF製造に伴い副生する汚染の輯

いグリセ日ンの利用として開発が進んでいる、パイオ

プラスチック用加盟剤なEにも大きな期待がかかる。

なお、本研究は近酷経済産業局「由。-21年度地境J
ノベーション創出研間開発事業』の一環として実施L

た.


