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はしがき

日本学術振興会科学研究費補助金（基盤研究（Ｃ）（２））「バイオマスリサ

イクル用新規分解酵素系の開発」は平成１３年度に始まり、平成１４年度に継

続された。この度、終了にあたって本研究の二年間にわたる成果をここにまと

めて報告する。

バイオマスの有効利用は、２１世紀社会の資源・エネルギー不足を解消し、

環境負荷の低減、環境保全を行うためには避けて通れない道である。未利用バ

イオマス資源を有効利用するためには、新規な特徴ある分解酵素を開発する必

要がある。本研究は、そのブレークスルーとして極めてユニークなウイルスの

新規酵素数種を利用する系を開発することを目的とした。

結果として、微細藻類クロレラに感染するクロロウイルスに見出したキチナ

ーゼ、キトサナーゼ、β－１，３－グルカナーゼ等の多糖分解酵素の遺伝子の構造

と発現特性を解析するとともに、それら酵素のユニークな活性特性を明らかに

した。これら酵素はさまざまなクロレラ種の細胞壁を分解する活性を有するこ

とが明らかとなった。さらに、クロレラ以外にも多種多様な植物・・藻類細胞を

容易に溶菌する未知の酵素活性２種（Ａレ１，Ａし２）を新たに発見した。溶菌

される藻類種の細胞壁組成は、多種の中性糖、グルコサミン、ウロン酸などか

らなり、極めて不均一かつ複雑である。特にＡレ１処理した細胞壁分解産物は

ＧＩｃＡ，Ｇａｌ，Ｍａｎ，ＧＩｃＮＡｃから成るオリゴ糖である。従って、これら酵素は、

従来にない新しい基質特異性を持った新規酵素である。不均一かつ複雑な構造

をした未利用バイオマス資源の分解・低分子化と有効利用の観点から、これら

酵素のさらなる特徴付けと幅広い分解活性評価に大きな期待が寄せられる。分

解産物は種々の分野における機能性素材・原料としての利用が期待される。

平成１５年　３月

研究代表者　山　田　　隆
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２１．川崎　健、田中允博、藤江　誠、宇佐美昭二、山田　隆：藻類バイオにおけるクロロウ

イルス遺伝子の発現戦略、平成１４年度日本生物工学会大会、４７０，大阪２００２年１－０月。

２２．山田　隆、西内隆允、杉本一路、菊地数晃、坂井和男：ＣＶＫ２グルコサミン合成酵素の大

腸菌への導入と発現、平成１４年度日本生物工学会大会、４８０，大阪２００２年１０月。

２３．鬼松秀樹、杉本一路、藤江　誠、宇佐美昭二、山田　隆：クロロウイルスの宿主細胞壁吸

着タンパク質の解析、平成１４年度日本生物工学会大会、５４０，大阪２００２年１０月。

２４．西谷哲哉、河本　伸、桐沢恒一、藤江　誠、山田　隆、宇佐美昭二：微細緑藻のＭＡＰキ

ナーゼ情報伝達系の解析、平成１４年度日本生物工学会大会、６３１，大阪２００２年１０月。

２５．杉本一路、鬼松秀樹、藤江　誠、宇佐美昭二、山田　隆：クロロウイルスがコードする溶

菌酵素Ⅵｕ√１の解析、平成１４年度日本生物工学会大会、６５７，大阪２００２年１０月。

２６．田中允博、川崎　健、藤江　誠、宇佐美昭二、山田　隆：クロロウイルスにコードされた

セルロースシンターゼの解析。平成１４年度日本生物工学会大会、６５８，大阪２００２年１

０月。

２７．桐沢恒一、藤江　誠、山田　隆、宇佐美昭二：微細藻類におけるＣＤＰＫ相同遺伝子の解析

平成１４年度日本生物工学会大会、９５８，大阪２００２年１０月。
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「バイオマスリサイクル用新規分解酵素系の開発」

研究成果

バイオマスの有効利用は、２１世紀社会の資源・エネルギー不足を解消し、

環境負荷の低減、環境保全を行うためには避けて通れない道である。未利用バ

イオマス資源を有効利用するためには、新規な特徴ある分解酵素を開発する必

要がある。本研究は、そのブレークスルーとして極めてユニークなウイルスの

新規酵素数種を利用する系を開発しようとするものである。

１．まえがき

現在の地球上には、総重量で約２兆ｔものバイオマスが存在する。それらは

再生（リサイクル）可能なエネルギー資源であるが、実際に利用されているの

は約１割にすぎない。未利用バイオマス資源の大部分はセルロースやリグニン

等のセルロース系とキチン、キトサン，アルギン酸などの非セルロース系に代

表される高分子多糖物質である。これら資源を機能性素材、加工原料、燃料物

質などに変換し有効利用するための第一ステップは、低分子化（分解）である。

これまでに、種々の微生物由来セルラーゼ、キチナーゼ、キトサナーゼなどバ

イオマス分解酵素が国内外で分離され、多方面で実用化されてきた。しかしな

がら、多くの場合バイオマスは不均一かつ複雑な構造をしており、従来の酵素

系での分解は効率が悪く不完全なものであった。ここに、未利用バイオマス資

源を有効利用するためには、新規な特徴ある分解酵素を開発する必要がある。

当研究室では、微細藻類クロレラに感染する珍しいウイルスを自然界より分離

し、その遺伝子構成を解析してきた。驚くことに、このウイルスは、キチナー

ゼ、キトサナーゼ、β－１，３－グルカナーゼ等の多糖分解酵素の遺伝子を有し、

感染サイクル中にこれら酵素を利用して、固く分解されにくいことで有名なク
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ロレラ細胞壁をいとも簡単に分解することを見出した。さらに、クロレラ以外

にも多種多様な植物・藻類細胞を容易に溶菌する未知の酵素活性２種（Ａし１，

Ａレ２）を新たに発見した。溶菌される藻類種の細胞壁組成は、多種の中性糖、

グルコサミン、ウロン酸などからなり、極めて杢些二かつ塵盤である。従って、

Ａし１Ａレ２の２種の酵素は、それぞれ従来にない新しい基質特異性を持った

新規酵素（ＡＬｌはアルギン酸分解酵素）である可能性が高い。未利用バイオ

マス資渡の分解有効利用の観点から、これら酵素の特徴付けと実際の分解活性

評価に大きな期待が寄せられる。分解産物は多方面での実用化が期待される。

ウイルス酵素をバイオマスリサイクルに利用することを目的とする本研究の

骨子は、１９９７－１９９８年に行った（財）地球環境産業技術研究機構（ｍ）優

秀研究企画「産業排ガスＣＯ２利用によって生産した微細藻類細胞の有効利用

に関する研究」にあり、今回さらに実用に向けて発展させようとするものであ

る。

２．研究開発内容：

１９９０年より開始した当研究室のウイルス研究は、京都より分離したクロレ

ラウイルスＣＶＫ２を対象として進展した。ウイルスゲノム解析により約６００

もの遺伝子を推定している。その中にキチナーゼ、キトサナーゼ、β－１，３－グ

ルカナーゼの遺伝子を同定し、酵素タンパク質の発現・機能・構造解析を行っ

てきた。特にキチナーゼｖＣｈｔト１は異なる二つの活性中心を有する、従来にな

い幅広い活性を有することを明らかにした。これらの天然バイオマス基質につ

いての分解特性は未解明である。さらに、新規酵素活性ｖＡＬ－１，Ⅵｕ√２をごく

最近見出した。ＶＡＬｌは次世代医療・医科用素材として注目されているアルギ

ン酸を分解する新しい酵素の可能性がある。ＶＡＬ－２についても従来にない興味

深い活性が観察されている。これら酵素の感染サイクルにおける発現時と細胞、

ウイルス粒子における局在についての知見を表１にまとめる。

以下、微細藻類クロレラに感染するウイルスＣＶＫ２の有する酵素活性；キテ

ナーゼ、キトサナ」ゼ、ＡＬｌ，ＡＬ２等についてその実用に即した酵素学的特

徴付けとともに、実際的バイオマス分解活性についての評価を行った。
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表１　クロロウイルスが有する多糖分解酵素

遺伝子　 酵素活性　　　　 クロレラ溶菌活性　 発現時期 酵素の所在

Ⅵ軋－１ アルギン酸リアーゼ？　　 ＋＋　　　　 中期 宿主細胞質
ⅥもＬ－２　　　　 ＮＤ　　　　　　　　　 ＋＋＋　　　　　 ＮＤ ＮＤ
ＶＣぬ－１ キトサナーゼ　　　　　　 ＋　　　　　 後期 ウイルス粒子
ＶＣ旭－１ キチナーゼ　　　　　　　 ＋　　　　　 中期 宿主細胞質
Ａ２６０Ｌ　キテナーゼ　　　　　　　 ＮＤ　　　　 後期 ウイルス粒子
Ａ９４Ｌ　 β－１，３－グルカナーゼ　　　 ＮＤ　　　　 初期 宿主細胞質

ＮＤ，不明

３．研究成果

（１）豊里ナ「ゼ、キトサナーゼ、Ａし１Ａし２等酵素の酵素学的特徴付控

クロレラウイルスのゲノムにコードされている多糖類分解酵素計６種（表１）

の遺伝子を大腸菌にクローニングし酵素タンパク質を精製した。各酵素につい

てその作用形式、比活性、ならびに酵素活性に及ぼす、ｐＨ、温度、等の影響を

調べ、実際的応用に即しての酵素化学的性質を検討した。以下、各酵素につい

て得られた結果を整理する。

ａ．キチナーゼ

ウイルスＣＶＫ２は２種のキテナーゼ、ＶＣｈｔｉ－１とＡ２６０Ｒをコードする。

ＶＣｈｔ卜１は姉１８型の糖質分解酵素活性中心を２個有する珍しい構造の複

合型酵素であり、二つの活性中心はそれぞれ異なる特性を示した。第１活性中

心は（図１、ＣＯｎＳｔｒｕＣｔＩ）キトオリゴ糖３－ｍｅｒ以上に作用し、キト２－ｍｅｒ

を主に生成するエキソ型であり、第２活性中心は（図１、ＣＯｎＳｔｒｕＣｔＶ）典型

的なエンド型活性を示し、キトピアーゼ活性、Ｎ－アセテルグルコサミニダーゼ

活性も同時に有しており、最終的にＧＩｃＮＡｃユニットまで分解する。複合型と

なることによって高分子基質（キチン）に作用して効率よく分解できるように

なっている（図１、ＣＯｎＳｔｒｕＣｔｆ）。酵素活性の最適ｐＨは４－６で、最適温度は

５０℃である。１，６００ｍＵ／ｍｇタンパク質の比活性が得られた。一方、Ａ２６０Ｒ

キテナーゼは、エンド・エキソの両活性を示し、最適ｐＨ５－９，最適温度５０℃で

比活性値５，０００ｍＵ／ｍｇタンパク質を与えた。
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ＮＡｃ）４（ＧｌｄＮＡ¢５（ＧＩｃＮＡ㊥６

Ｆｉｇ．ｌ．ＴｈｉＴＩ－ｌａｙｅｒｃｂｒｏｔｎａｔｏｇｒ叩ｈｙ（ＴＬＣ）ｔｏｍｏｎｉｔｏｒｔｈｅｔｉｍｏ・ＣＯｔＩｒ＄ｅＯｆｂｙｄｒｏＩｙｓｉ＄ＰｒＯｄｕｃｔｓｂｙ

ｃｈｉｔｉｎａｓｅｒｅａｃｔｉｏｎ．ｔＪｓｅｏｆｃｈｉｔｏｏｌｉｇｏ＄＆ＣＣｈｒｉｄｅｓａ＄ｔｈｅｓｕｂｓｔｒａｔｅｆｂｒｅａｃｈｒｅａｃｔｉｏｎｉ＄ｉｎｄｉｃａｔｅｄ

ｕｎｄｅｒｔｂｅｐ乳ｎｅＩ．Ｎｕｎｂｅｒ＄ｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｒｅ＆Ｃｔｉｏｔｌｄｕｒａｄｏｎ（ｍｉｎ）・Ｔｂｅｐｏ＄ｉｔｉｏｎ＄Ｏｆｃｏｎｔｒｏｌ

Ｏｌｉｇｏ＄ａＣＣｈａｒｉｄｅ＄ａｒｅＳｈｏｗｎｏＴＬｔｈｅｒｉｇｈｔ＄ｉｄｅｗｉｔｈａｒｒｏｗｓ・

ｂ．キトサナーゼ

ＣＶＫ２キトサナーゼｖＣ比ａ－１は、糖質分解酵素血血妙４６に属する分子量
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３７ｋＤａの酵素であり、ウイルス感染後期に発現して一部ウイルス粒子に組み込

まれ、一部は溶菌液に回収される（表１）。この酵素はキトサンオリゴ糖４－ｍｅｒ

以上に作用し、４－ｍｅｒからは２－ｍｅｒ，５－ｍｅｒからは３－ｍｅｒと２－ｍｅｒ，６－ｍｅｒ

以上からは最終的に３－ｍｅｒと２－ｍｅｒを生成する（図２）。従ってこの酵素は

エンド型に作用する。酵素活性の最適最適ｐ＝は５－８で、最適温度は５０℃で

ある。３，０００ｍＵ／ｍｇタンパク質の比活性が得られた。

Ｍ¢恥ｍｅｒ－▲　　　Ｄｉｍｅｒ Ｔ血ｅｒ

Ｇｋ押　－－

（Ｇ蛸〉ヱ■
（Ｇｋ呵３ －－

（Ｇ暮ｃⅣ）４サ■－

（Ｇｋ呵さ－一

問班）石■－

Ｇｌ劇　■－

（Ｇｌ班）之■

Ｇｄり３■

（Ｇ脚）４－－
（Ｇｌ。Ｎ）言＿■－

（Ｇｋ輿石－－

Ｔｅ血ｍｅｒ　　触也ｍ併　　丑拡舶乱打　　Ｃｂｉｂ鋸

Ｆｉｇ・２・Ｔｈｉｎ－Ｉａｙｅｒｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ叫ｙ（乱Ｃ）ｔｏｍｏｎｉｔｏｒｔｈｅｔｉｎｅ・ＣＯｕｒＳｅＯｆｈｙｄｒｏＩｙ＄ｉ＄ｐｒＯｄｑｃｔｓｂｙ

ｅｂ地肌ａＳｅｒｅａｄｏｎ・ⅤきｅＯｒＣｂｉｔｏｓ旭０１ｉｇｏｓａｃｄはｒｉｄｅｓ ａ‥ｈｅ＄ｕｂｓ打油伽飴血ｒ飴ｄｏ山岳

ｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｎｄｅｒｔｈｅｐａｎｅｌ・Ｎｑｍｂｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｄｕｒａｄｏｎ（ｍｉｎ）・Ｔｈｅｐｏ＄ｉｔｉｏｎｓｏｆ
ＣＯｎｔｒ０ｌ０１ｉ００ａａ仁ｅｂ ｒｉｄｅｓａｒｅ血ｏｗｎｏｎ血ｅｌｅ魚ｓｉｄｅｗ地久ｒｒｏⅥ唱．

Ｃ．ＶＡＬ－１，ＶＡＬ－２

この酵素活性は、プレート培養したクロレラ細胞を溶菌する画分として得ら

れた仏ｋａｌＬｙｔｉｃ）。Ⅵ址√１は、感染中期（感染後９０ｍｉｎ）に発現する約３８ｋＤａ

のタンパク質であり、２つの特徴的な構造ドメインから成っている。アミノ酸

配列モチーフからのデータベース検索では、有為な相同タンパク質は見出され

ないことから新規な酵素であると予想される。この酵素はウイルス粒子に組み
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込まれず（表１）、明らかに感染最終段階での宿主細胞壁分解に作用する。ク

ロレラ（ＮＣ６４株）から調製した細胞壁標品をこの酵素で処理し、その分解物

を薄層クロマトグラフィーｍ）に展開し検出すると、酸性糖展開条件で複数

のスポットが出現した（図３）。この分解活性はｐＨ６．０～７．５で最適であり、生

理的条件と一致した。この分解物構造については現在解析中であり、この情報

によってＶＡＬ－１活性の特徴付けと同時に未知の部分の多いクロレラ細胞壁構

造についての理解が深まると期待される。Ⅵｕ√２は、Ⅵｕ√１と同様に溶菌活

性画分として検出された未知の酵素である。その遺伝子はＣＶＫ２ゲノム上で数

ｋｂｐの額域にまで特定しているが確定できていない。２種以上の酵素活性の複

合作用である可能性が高い。

１　２　　３　　４　　５　‘　７　　＄　，　１０　１１

Ｆｉｇ．３．Ｔｈｉｎ－ｈｙｅｒｃｈｒｏＪｎａｔＯｇｒ＆ＰｈｙｔｏｍｏＡｉｔｏｒｔｈｅｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅｏｆｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔ＄打ｏｍ

αねｒｅｈ ｃｅＩＩ ｗａｌｌ ｍａｔｅｒｉａｌ ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ ｖＡしｌ．Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｔＩＣｔＳ ａｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ

ａＬｒｒＯＷｈｅ＆ｄ＄．Ｌ＆ｎｅｌ，ｉｎｃｔｌｂａｔｅｄｗｉｔｈＧＳＴ－触喝ｍｅｎｔ；Ｉａｎｅ＄２一夕，ｉｎｃｕｂｔｅｄｗｉｔｈＹＡＬ・ｌｆｂｒＯ，２０，６０，

１２０，２４０，４８０，７２０，ａｎｄ１４４０ｍｉＪ），ｒｅ＄ＰｅＣｔｉｖｅｌｙ；ｌａｎｅｌＯ，ＶＡＪｒｌｐｒｏｔｅｉｎ；）ａｎｅｌｌ，ＧＳＴ・鵬ｇｍｅｎｔ．

ｄ．β－１，３－グルカナーゼ

このウイルス酵素は、糖質分解酵素ｆ由通妙１６の活性中心構造を有する約

４０ｋＤａのタンパク質である。この酵素は、β－１，３－グルカンのラミナリンによく

作用し、β－１，３－１，４－グルカンである大麦グルカンにも弱いながら作用する。最

適ｐＨ８、最適温度６５℃の条件で、酵素比活性２，０００ｍＵ／ｍｇタンパク質の値

が得られた。以上の各酵素の特徴を表２にまとめて示す。
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（Ｇｌｅ叩　」◆

（Ｇｌｅ叩　」◆

Ｓ　２０‘１１２０２４１３‘ｌ亜ｌ　血Ｓ

Ｆｉｇ・４・Ｃｈｉｔｏｓａｎ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｂｙ ｖＣｈｔａ－１ｃｈｉｔｏｓａｎａｓｅ．Ｃｈｉｔｏｓａｎ ｗａｓ

ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｅｎｚｙｍｅｆｏｒｖａｒｉｏｕｓｐｅｒｉｏｄｓａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄ（ｍｉｎ）ａｎｄｓｕｂ５ｅｃｔｅｄ

ｔｏＴＬＣａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ．Ａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅ

ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ ｏｌｉｇｏｍｅｒｓ・Ｌａｎｅ Ｓ ｃｏｎｔａｉｎｄｓ ａ　ｍｉⅩｔｕｒｅ Ｏｆ

ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅｏｌｉｇｏｍｅｒｓａｓｓｔａｎｄａｒｄｍａｒｋｅｒｓ．

１　２　３　４

■
■

Ｆｉｇ・５・Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ＣｈｌｏＴｅｌｌａ ｃｅｌｌｗａｌｌｂｙｖＡＬ－１

ｅｎｚｙｍｅ・ＶＡＬ－ト　ｔｒｅａｔｅｄ ｃｅｌｌ ｗａｌｌ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｗｅｒｅ

■　ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＴＬＣ．Ｌａｎｅｓ：１，ｇａｌａｃｔｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ ａｓ ａ

Ｓｔａｎｄａｒｄ；２，ＶＡＬ－１ｐｒｏｔｅｉｎ ａｓ ｃｏｎｔｒｏｌ；３，ＶＡＬ－２－

ｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｗａ１１；，４，ｇｌｕｃｏｎｏｌａｃｔｏｎｅａｓａｓｔａｎｄａｒｄ．

Ａｒｒｏｗｈｅａｄｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ．
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表２　クロロウイルスが有する多糖分解酵素の特性

酵素 活性型 最適 ｐＨ 最適温度　 比活性（血びｍｇ蛋白）

Ⅵｕ．＿１ エン ド型 （？） ６＿７ ５００Ｃ　　　　　　 ＮＤ

ⅥもＬｒ２ ＮＤ ＮＤ ＮＤ　　　　　　　 ＮＤ

ｖＣｈ也－ｌ エンド型 ５－Ｓ ５００　　　　　　 ３，０００

ｖＣｂｄ－１ エンド／エキソ型 ４＿６ ５００Ｃ　　　　　 ｌ，６００

Ａ２６０Ｌ エンド／エキゾ型 ５－９ ５００Ｃ　　　　　　 ５，０００

Ａ９４Ｌ ＮＤ　－ ８ ６５０Ｃ　　　　　 ２，０００

ＮＤ，不明

（２）キチナ「ゼ、キトサナーゼ、ＡＬＩＡし２等酵素の実際的バイオマス分

解評価

自然界のバイオマス物質、結晶性セルロース、ヘミセルロース、リグニン、ペ

クチン、キチン、キトサン、アルギン酸等の均一物質及びこれらの複合系によ

る天然型物質（藻類・植物細胞を含む）を基質として、精製キチナーゼ、ヰト

サナーゼ、Ａレ１，Ａし２による分解性をプレート法により定性的に検出した。

また、分解生成物の内容を明らかにし、各々の実際的応用の方途を模索する基

礎情報とした。例えば低分子化アルギン酸は医療資材として極めて有用である。

キチン・キトサンオリゴ糖は生分解性プラスチック、食品加工材料として有用

である。

市販のキチン、キトサン（生化学工業（株））を基質として用いた場合、ゲ

ルアッセイ法でウイルスキチナーゼ、キトサナーゼともに強い分解活性を示し

た。ＶＣｈｔト１では、基質のキチンはＧＩｃＮＡｃにまで最終的には分解される。反

応時間制御によって２－ｍｅｒ，３－ｍｅｒを優先的に生産できる。また、Ａ２６０Ｒで

は最終産物は２－ｍｅｒ，３－ｍｅｒとなる。両者の混合処理によってキチンは極めて

効率よくＧＩｃＮＡｃに分解される。ＶＣｈｔａ－１キトサナーゼは、キトサン基質（１００％

脱アセチル化）に対して極めて効率よく作用し、短時間に２－ｍｅｒ，３－ｍｅｒを生

産する（図４）。ＶＡＬｌは、クロレラ細胞壁標晶に直接作用し分解物を生成す

る（図３、図５）。高アルカリ条件下でアルギン酸を分解することも観察され

ている。しかしながら常温、中性条件下でポリマンヌロン酸、ポリガラクツロ

ン酸、Ⅹａｎｔｈａｎｇｕｍ，ｇｕａｒｇｕｍ等には作用しなかった。β－１，３－グルカナーゼ
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は・天然の各種β－１，３－グルカン、β－１，３－１，４－グルカンに作用したが、β－１，４．グ

ルカン（ＣＭセルロース）、α－グルカンには作用しなかった。

これらウイルス酵素は感染サイクルの中で宿主細胞の溶解に働く。クロレラ

細胞壁主要構造部分の分解に働くと予想されるｖＡし１では、その分解産物が

容易に検出された。これに比して、他の酵素では識別できる分解産物が極微量

であり検出が困難である。従って、細胞壁の不均一構造の極めて特異的な部分

の分解に働いているものと思われる。天然バイオマスの多くは生細胞であるか

らこれら酵素の生細胞に対する生育への影響も調べた。平板培養した各種藻類

細胞に対して酵素標晶を重層し、生育阻害を溶菌班（ハロー）形成性によって

判定した。その結果を表３に示す。これらウイルス酵素は、感受性株のみでな

く特にＣぬ加地ｖｌエ如グループの各棟に有効に作用した（表３）。バイオ

テクノロジー分野では、細胞が生きたままで細胞壁を溶解させるいわゆるプロ

トプラスト化の技術が重要である。これらウイルス酵素をプロトプラスト化の

ツールとして利用することが期待される。

表３．クロロウイルス酵素のクロレラ細胞溶解活性

Ｓｔｒａｉｎｓ ｃｈｉｔｏｓａｎａＳｅ Ｃｈｉ血ａｓｅ ｖＡＬ．１ｖＡＬ，２　ＣＶＫ２ａ ＳＡＧＶｂ

肋肋甲．ＮＣ６４Ａ
Ｃタ叩わおＣＪわおお∫２１１－６

Ｃｌ職卸由　　　２１１－１１ｂ

２１ｌ－１ｅ

Ｃ－２７

Ｃ－１３５

Ｃ－１５０

Ｃ－２０７

Ｃ以加肋ｓｐ．ＳＡＧ－２現一＄Ｏ

Ｚｏｏｃｕｏ代１１ａ

ＰＢ＿３

ｐＢ■

ＰＢ－５

Ｃグりわおｄｏ血２１ト７ａ

２１１－１０ｄ
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ａ ＣＶＫ２感染性．

ｂ ＳＡＧＶ（ＣｕＯｒＯｄｍｓｉｎ鎚頭ｎｇＳＡＧ－２４１－ＳＯ）感染性．
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さらに、クロレラ以外の藻類、植物等への影響に関する若干のデータも得て

いる。稲作用水田に繁茂する有害藻類（草類）アオミドロ、ヒビミドロ、ホシ

ミドロに対して、ウイルス溶菌液を添加すると有為な生育阻害が見られた。こ

れは天然微生物農薬（除草剤）としての利用の可能性を示唆するものである。

（３）ウイルス酵素大量生産・製剤化システムの開発

宿主となるクロレラは排ガスＣ０２処理などと組み合わせて、大量培養可能で

あり、ウイルス増殖は極めて効率がよい。実験室レベルでは、１リットルのク

ロレラ培養液（１０７ｃｅ皿ｓ／ｍｉ）から６～８時間で２Ⅹ１０１２ｐｆｕのウイルス粒子

が回収でき、これは２５０ｍｇのタンパク質に相当する。その中の酵素活性は例

えばキトサナーゼでは２，５００ユニットが含まれる。溶菌液からのウイルスの回

収は通常の遠心分離法（１５，０００ｒｐｍ，１５ｍｈ）で十分である。低温でウイルス

の保存性は極めて高い。また活性を保持したままセの凍結乾燥も可能である。

一方、宿主溶菌液中に残る混合酵素タンパク質は、凍結乾燥法によって粉末製

剤化できる。

４．むすび

これまで未利用資源であった難分解性不均一系バイオマスを分解する上で、

本研究で明らかにした酵素活性は効力を発揮する。酵素処理により、特に非セ

ルロース系バイオマス（キチン、キトサン、アルギン酸等）を低分子化し分離・

抽出することによって成分の分別が効率化され、その後のプロセスを有効に稼

働させることが出来る。特に、発酵産業をはじめ以下の種々の分野における新

機能性素材としての利用が期待される。

（１）一般発酵原料（アルコール、酸、水素、メタン、その他）

（２）生体活性剤、免疫賦活剤、変形性関節炎治療薬、化粧品、その他

（３）医療用織経、人工臓器素材、その他医科用資材

（４）生分解性プラスチック原料、（５）食品可塑剤、食物繊維

（６）産業廃液処理、廃液からの特殊成分回収

（７）バイオリアクター用固定化材

また、バイオテクノロジー分野において上記酵素の粗混合製剤（ウイルス溶

菌液の凍結乾燥製剤）は、クロレラは勿論のこと種々の有用藻類、植物のプロ

トプラスト化用細胞壁溶解酵素としての利用が可能である。農業分野では水田
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除草（除藻）作用が期待され微生物農薬として有望である。
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ｒｅｍａｉｎｅｄｉｎｔｈｅｈｏｓｔｃｙｔｏｐｌａｓｍｗ血ｅｒｅｔｈ甲ｍＯＳｔｌｉｋｅｌｙａｉｄｓｉｎｔｈｅｄｉｇｅｓｄｏｎｏｆｔｈｅｈｏｓｔ

Ｃｅｌｌｗｄｌ画ＯｒｔＯＶｉ血ｒｅｌｅａｓｅ（Ｆｉ８３）．

ＢｏｔｈｌａｒｇｅａｎｄｓｍａｌｌｐｒｏｔｅｉｎｓｓｈｏｗｅｄｓｔｒｏｎｇｃｈｉｔｏｓａｎａＳｅａＣｔｉｖｉｔｙｉｎｚｙｍＯｇｒａＰｈｙ

ａｓｓａｙｓ・Ｔｈｅｓｐｅｃｉ丘ｃｃｈｉｔｏｓａｎａＳｅａＣｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅ６５－ｋＤａｅｎｚｙｍｅｉｎｔｈｅＣＶＫ２ｖｉｒｉｏｎ

ＷａＳｌＯＵ血ｇｐｒｏｔｅｉｎ，ａｎｄａｔｏｔａｌｏｆ２，５００ｍｉｔｓｏｆｔｈｅｅｐｚｙｍｅａＣｔｉｖｉｔｙⅦＳｒｅＣＯＶｅｒｅｄ

伽ｍａｌ－１ｈｅｒＣ教わｒｅ肋ｃｕｋｕｒｅ・ＴｈｅｏｐｔｉｍａｌｐＨａｎｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅＯｆｖＣｈｔか１ａｃｔｉｖｉｔｙ

ｗｉｔｈｇｌｙｃｏＩｃｈｉｔｏｓａｎａＳａＳｕｂｓｔｒａｔｅａｒｅ５－＄ａｎｄ５０。ｃ，ｒｅＳＰｅＣｔｉｎｅｌｙ．ｖＣｈｔａ－１ｃａｎａＣｔＯｎ

Ｃｈｉｔｏｓａｎ－０１ｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｌａｒｇｅｒｔｈａｎｔｅｔｒａｍｅｒａｎｄｔｈｅｍｑｏｒｐｒｏｄｕｃｔｓａｒｅｄｉｍｍｅｒｓａｎｄ

ｔｒｉｍｅｒｓ・ＳｉｎｃｅｎｏＧｌｄ寸ｉｓｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙｔｈｅｅ呵ｍｅｒｅａＣｔｉｏｎ，ＶＣｈｔａ－１ｉｓａｎ

ｅｎｄｏｇｌｙｃｏｓｉ血ｓｅ．

扉山一１ＡＮＤⅥも⊥＿２

Ａｌｌｔｈｅｄ血ｉｎａｓｅａｎｄｃｈｉｔｏｓａｎａＳｅｇｅｎｅＳｍｅｎｔｉｏｎｅｄａｂｏｖｅａｒｅｗｉｄｅｌｙｃｏｎｓｅｒｖｅｄｉｎ

ＣｈｌｏｒｏｖｉｒｕＳｅＳ，ＳｕｇｇｅＳｔｉｎｇｔｈｅｐｏｓｓｉｂｌｅｉｍｐｏｒｔａｎＣｅＯｆｔｈｅｍｉｎｖｉｒａｌｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ・Ｈｏｗｅｖｅｒ，

Ｃｅｌｌｓｏｆ（乃Ｉｍ肋ｓｔｒａｉｎＮＣ６４Ａ，ａＰｒｅｄｏｍｉｎａｎｔｌａｂｏｒａｔｏｒｙｈｏｓｔｓｔｒａｉｎ，ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅ

ＶＣｈｔｉ－１ｃｈｉｔｉｎａｓｅａｎｄｈ）ｒ ＶＣｈｔａＴＩ ｃｈｉｔｏｓａｎａＳｅ ｄｉｄ ｎｏｔ ｓｈｏｗａｎｙ Ｓｌｇｍｉ鮎ａｎｔ

ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅＳ【４２］・ＴｈｅｓｅｒｅｓｕｌｔｓｓｕｇｇｅｓｔｔｈａｔｏｔｈｅｒｐｏｔｅｎｔｉａｌｅｎｚｙｍｅＳ

ｅｎｃｏｄｅｄｂｙｃｈｌｏｒｗｉｒｕＳｅＳｍｉｇｈｔｂｅｉｎｖｏＩｖｅｄｉｎｈｏｓｔｃｅ１１ｗ扇１ｄｉｇｅｓｄｏｎ．Ｔｏｄｅｔｅｃｔｓｕｃｈ

Ｃｅｌｌｗ弧ｄｅｇｒａｄｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ，ＥｃｏｌｉｌｙｓａｔｅｓｅｘｐｒｅｓｓｌｎｇＣｈｌｏｒｏｖｉｒｕＳＣＶＫ２ｇｅｎｅｓｏｎａ

ＣＯＳｍｉｄｃｏｍｉｇｗｅｒｅｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏａｈａｌかｆｏｒｍｌｎｇａＳＳａｙｗｉｔｈαね柁肋ＮＣ６４Ａｃｅｌｌｓａｓａ

Ｓｄｂｓｔｒａｔｅ・Ａｓａｒｅｓｕｌｔｔｗｏｄｉ飴ｒｅｎｔａｌｇａｌ－１ｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ（ＶＡＬ－１ａｎｄｖＡＬ－２）ｗｅｒｅ

ｆｏｕｎｄｏｎｔｈｅＣＶＫ２ｇｅｎｏｍｅ［４６］・ＴｈｅｇｅｎｅｆｏｒｖＡＬ－１，ＯｎｅＯｆｔｈｅｔｗｏａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ，

－２５－



Ｔａｂｌｅｌ．Ｐｏ取Ｓａ∝血姐か鮎許ａｄｈｇｅ岬Ｓ伐仁山Ｉｄ吋Ｃｕ肝○▼む耶傍

触 ｅ Ｅｎ野ｍｅ誠伽吋 Ｃｄｌｌｙ威ｓ Ｅ印ｒｅ＄血ｎ Ｌ血 肋 点ｏｎ

咄比」 ＮＤ　■ ＋＋ 血ｔｍ ｄねｔｅ Ｃ沖 １ａｓｍ
似ｌ上々 ＮＤ ＋＋＋ ＮＤ ＮＤ
γＣｈ血Ｊ Ｃｈ鉦○畠ａｎａｓｅ ＋ Ｌａｔｅ Ⅴ加ｓｐａｄｉｅｌｄ

Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ
γＣね路上 Ｃｈ祉ｉｎａｓｅ ＋ 血鹿ｒ叫ｄ血鹿 Ｃ舛Ｏｐｌａｓｍ

ｄ２古班 Ｃｈ肋 ａｓｅ ⅣＤ Ｌａｔｅ Ｖｉｒｂｎ

Ａタ此 針１，３－Ｇｈｃａｎａｓｅ ＮＤ Ｅａｒｌｙ Ｃ舛Ｏｐｌａｓｍ

Ｆｉｇ・３・Ａｐｒｅｄｉｃｔｅｄｎｅｃｂｎｉｓｎｆｂｒ＆Ｉｔｃｍａｔｉｖｅｅｃ［ＰｒＣ＄ＳｉｏｎｏｆｔｈｅＣＶＸ２ｖＣ取ねＪ

ｇｅｎｅ．Ｔｈｅ＄ｍａｌ１ｅｒｐｒｏｔｅｉｎＰ７ｋＤａ）既ｐｒＣ＄Ｓｅｄ打ｏｍｖＣ撫Ｌａ－）ｏｎｌｙｒｅｔａｉｎｓｉｎｔｈｅ

ｃｅｌ１１ｙｓ＆ｔｅ，Ｗｈｅｒｅ＆Ｓｔｈｅｌ＆ｒｇｅｒｐｒＯｔｅｉｎ（６５ｋＤ＆）ｆｏｎｎｅｄｂｙｒｃ９ｄ－ｔｈｒｏｔｌｇｈｉｔＬｔＯ＆ｎ

＆ｄｊａｃｅＪｌｔ ｄｏⅦ＄ｔｒｅａｎ ＯＲＦ（ＯＲＦ２４５）ｉ＄ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｅｄｉｎｔｏ ｔｈｅ ｖｉｒｉｏｚｌ・Ｉｔ

ｐｒｅｓｕｍａｂｌｙｆｕｔＬＣｔｉｏｎ＆ｔｔｈｅｂｅｇｉｔｍｉｔＬｇＯｆｉｄｂｃｔｉｏｎ・

●
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ｅｎｃｏｄｅｄａｎＯＲＦｏｆ３４９ａａ，Ｗ鮎血ｗａｓｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｗｉｔｈＰＢＣＶ－１Ａ２１５ＬａｎｄＣＶＮＩ

ＣＬ－２（ｒｅｐｏｒｔｅｄａｓａｌｇｉｎａｔｅｌｙａｓｅ［４７］｝　Ｔｈｅｒｒｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｉｄｅｎｔｉｔｙｗａｓ９７％

ｂｅｔｗｅｅｎｖＡＬ－１ａｎｄＡ２１５Ｌａｎｄ９３％ｂｅｔｗｅ飢ｖＡＬ－１ａｎｄＣＬ－２・Ｄｕｅ・ｔＯｔｈｅｍｑｏｒ

ｄｉ飴ｒｅｎｃｅｉｎｒｅｐｅｄｔｉｏｎｏｆａＰＭＫｍｏｔｉｆａ鮎ｒａｍｉｎｏａｃｉｄｐｏｓｉｔｉｏｎ５８，ｔｈｅｓｉｚｅｏｆｖＡし１，

ＣＬ２，ａｎｄＡ２１５Ｌｖａｒｉｅｓ３４９ａち３３４ａａ・ａｎｄ３２２ａａ，ｒｅＳｐｅＣｔｉｖｅｌｙ‥ａｌｔｈｏｕｇｈｉｎａｆｅｗ

ＰＯＳｉｔｉｏｎｓＰｉｓｒｅｐｌａｃｅｄｗｉｔｈＴｏｒＳ，ａＰＡⅨｍｏｄｆｒｅｉｔｅｒａｔｅｄｌＯｔｉｍｅｓ，６ｔｉｍｅｓ，ａｎｄ３

ｔｉｍｅｓｉｎｖＡＬ－１，ＣＬ２，ａｎｄＡ２１５Ｌ，ｒｅＳＰｅＣｔｉｖｅｌｙ・ＥｘｃｅｐｔｆｏｒｔｈｅＰＭＫｒｅｇ１０ｎ，ｔｈｅ

ＯＶｅｒａｌ１ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｉｓｈｉｇｈｌｙｃｏｎｓｅｒｖｅｄ（ｍｏｒｅｔｈａｎ９５％ｉｄｅｎｔｉｔｙ）ａｍＯｎｇｔｈｅ

ｔｈｒｅｅａｎｄｓｄｂｓｔｉｔｕｔｅｄｒｅｓｉｄｕｅｓａｒｅａｈｎｏｓｔａｌｗａｙｓｏｆｔｈｅｓａｎｅａｍｉｎｏａｃｉｄｆａｍｉｌｉｅｓ．Ｔｈｅ

Ⅵ互Ｌ－１ｇｅｎｅｗａｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｔｒｅｌａｔｉｖｅｌｙｅａｒｌｙｓｔａｇｅｓｏｆｔｈｅｖｉｒｕｓｌｉｆｅｃｙｃｌｅ；ｔｒａｎＳＣｎＰｔＳ

ａｎｄｔｒａｎＳｌａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓａｐｐｅａｒｅｄａｔ６０ｍｉｎｐ・１・ａｎｄ９０ｍｉｎｐ・１・，ｒｅＳＰｅＣｔｉｖｅｌｙ・Ｔｈｅ

ＶＡＬ－１ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｎｏｔｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅｖｉｒａｌｐａｒｄｃｌｅｓｂｕｔｒｅｍａｉｎｅｄｉｎｔｈｅｃｅｌｌ

ｌｙｓａｔｅ，ＳｕｇｇｅＳｔｉｎｇｉｔｓｒｏｌｅｉｎｔｈｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｅｌｌｗａｌｌｂｅｆｏｒｅｖｉｒａｌｒｅｌｅａｓｅａｔｔｈｅ血ａｌ

ＳｔａｇｅＯｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ・Ｃｅ１１ｗｄｌｍａｔｅｒｉａｌｓｉｓｏｌａｔｅｄ鮎ｍＣ７ｉｌｗｅ肋ｓｔｒａｉｎＮＣ６４Ａｗｅｒｅ

ａｃｔｔｎ１１ｙｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙｖＡＬ．１ｕｎｄｅｒｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｃｏｎｄｈｏｎｓａｎｄｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ

ＷｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｏｎＴＬＣ・ＴｈｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｃｏｕｌｄｂｅｏｎｌｙｓｅｐａｒａｔｅｄｕｎｄｅｒＴＬＣ

ＣＯｎｄｉｔｉｏｎｓｆｏｒｗｏｍｉｃａｃｉｄｓａｎｄｔｈｅｄｅｔａｉｌｅｄｎａｔｔｕｅｏｒｓｔｒｕＣｔｕｒｅＯｆｔｈｅｍｉｓｎｏｔｋｎｏｗｎ．

ＩｎａｄｄｉｔｉｏｎｔｏＣ為Ｉｂｒｅ肋ｓｔｒａｉｎＮＣ６４Ａ，ＶＡＬ－１１ｙｓｅｄｃｅ１１ｓｏｆｆｏｗＣｖｕ＆由Ｓｔｒａｉｎｓ

鮎ＷｅｌｌａｓＣ肋柁肋ｓｐ・ＳＡＧ－２４１－８０【４６，４町

ＴｈｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｖＡＬ－２ｉｓｎｏｗｕｎｄｅｒｉｎｖｅｓｄｇａｄｏｎ．

β」，３－ＧＬＵＣＡＮＡＳＥ

ＡｎＯＲＦ（Ａ９４Ｌ）ｏｆＰＢＣＶ－１ｅｎｃｏｄｅｓａｐｒｏｔｅｉｎｏｆ３６４ａａｒｅｓｉｄｕｅｓ，血ｏｓｅｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｓｈｏｗｓ２６ｔｏ３０％ａｍｉｎｏａｃｉｄｉｄｅｎｔｉｔｙｗｉｔｈｆａｍｉ１ｙ１６ｅｎｄかβ」，３－ｇｌｕｃａｎａＳｅＳ録ｏｍ

ＳｅＶｅｒａｌｂａｃｔｅｒｉａｉｎｃｌｕｄｉｎｇ＆ｃｉＨｉＬｇＣｉｆｃｕｈｍｓ［４９，５０］・Ｔｂｅｃａｔａｌｙｔｉｃｓｉｔｅｏｆｆａｍｉｌｙ１６

ｅｎｄｏ・β」，３－　ａｎｄ ｅｎｄｏ－β」，３－１，４－ｇｌｕｃａｎａＳｅＳ ＣＯｎｔａｉｎｓ　ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｅ（ＬＩＶｐ匹ⅠⅤ）端，１Ｅち（ＧＱ）（ｍ）ⅩげＳ恥）．ＴｂｅＰＢＣＶ－１Ａ９４ＬＯＲＦｃ。ｎ血ｓａ

ＥⅡ）ＩＦＥＴＰｙｃＥｒｓｅｑｕｅｎｃｅ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｃｒｉｔｉｃａｌａｍｉｎｏａｃｉｄｓＧｌｕ（２３４），Ａｓｐ（２３６），

ａｎｄＧｌｕ（２３９）・Ａ９４Ｌｉｓｃｌｅａｒｌｙｍｏｒｅｓｉｍｉ１ａｒｔｏβ」，３瑠ｌｕはｍａＳｅＳｔｈａｎｔＯ担，３－１，４－

ｇｌｕｃａｎａＳｅＳ・Ａ９４ＬｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｄｕｃｅｄｉｎＥｃｏｌｉｃｅ１１ｓｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄｔｈｅβ」，３－ｇｌｕｃａｎ

１ａｍｉｎａｒｉｎａｎｄｈａｇｓｌｉｇｈｔｌｙｌｅｓｓｈｙｄｒｏｌｙｄｃａｃｔｉｖｉｔｙｏｎＰＪ，３－１，４－ｇｌｕｃａｎ１ｉｃｈｅｎａｎａｎｄ

ｂａｒｌｅｙβ－ｇｌｕｃａｎ・ＴｈｅｈｉｇｈｅｓｔｅｎｚｙｍｅａＣｔｉｖｉｔｙｗａｓａｔｔａｉｎｅｄａｔ６５。ｃａｎｄ卵８［５１］．

ＢｏｔｈｔｈｅＡ９４ＬｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｑｐｐｅａｒｅｄ１５ｍｉｎａ鮎ｒＰＢＣＶ－１ｉｎ免ｃｔｉｏｎａｎｄ
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ｄｉｓａｐｐｅｍｄ６０－ａｎｄ１２０ｍｉｎｐ．１．，ｒｅＳＰｅＣｔｉｖｅｌ‰ｉｎｄｉｃａｔｌｎｇｔｈａｔｔｈｉｓｇｅｎｅｉａａｎｅａｒｌｙｇｅｎｅ．

Ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ５０％ｏｆｃｈｌｏｒｏｖｉｒｕＳｅＳＣＯｎｔａｉｎｅｄｔｈｅＡ９４Ｌｇｅｎｅ．
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