
枯草菌におけるα一アミラーゼ

高生産変異株の単離およびその

制御遺伝子

一 ーー拶 和 正

   cr 一Amy］ase is one of several extracellular enzyme of Bactil'us subtilis.  Most of cr

-amylase produced is localized in eulture medium and small amount is found of cell. 

Regulatory genes for production of a 一・ amylase in Baciltus sttbtilis amorR tmr7amy

-Bam)' Sand pa・pSAC have been reported. 

  In this paper additional regulater genescslO8 and abpc 2 for production of cr-

amylase were found in D-cy.  closerine and ampicillin resistant mutant. s CSIO8 and

ABPC2 of Baciltus su・btitis 6160 respectively.  Strain CSIO8 inct'eased the production

of a-amylase about 5 times and about 80 tlmes compared to parental 6160 strain. 

Strain ABPC2 showed a nearly 6イold increasedα一amylase productior】. 

 These genetic elements displayed a synergistic・ effect Ns・ith other genetic factors in

production of extracellular (r-arnylase when these elements were transferred by

DNA mediated transformation.  By stepwise introduction of these and other genetic

elements into Bacillus s・ubtilis 6160 by transformation and mutation strains with

higher a一 amylase producing activity.  Nvere obtained.  The finally obtained strain T2N

26 produced about 15. )OO一一2000 times more ev-amylase than parental 6160 strain. 
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1.  はじめに

 細菌は種々の酵素を生成し、それらの酵素は食品工業、医薬品、飼料工業、織物産業、石油

産業、そして公害防除に利用されている。国内での酵素の生産額は30億円以上に達し、その生産

                                         ラ
額の75％、生産量の実に98％はアミラーゼおよびプロテアーゼという酵素で占められている。

特にアミラーゼは多方面の産業に利用され、. 今後も急速な発展が期待される分野となるであろ

う。枯草菌は食品である納豆に含まれる細菌で、α一アミラーゼやプロテアーゼなど多種類の

菌体外酵素を生産する。但し、従来、枯草菌α一アミラーゼとして工業的に利用されていた酵

素は液化型α一アミラーゼで、これを生産する菌は分類学的に書うBacilltts Sttbtilisとは

やや異なる菌であり、現在では B. amytoliquefacienceと命名され、ここでいう枯草菌

 (B. Subtilis)とは区別されている。 B.  a〃nyloliqttefaciensはα一アミラーゼの生産量も多

く、そのα一アミラーゼの性質も良いので、主として生化学的研究に使われていたが、この菌

株はDNAを用いる形質転換も、また接合による交雑もできないので、遺伝生化学的研究はほ

とんど行なわれていない。

 本研究に用いた枯草菌B. subtitis(Marburg strain)は糖化型のα一アミラーゼを生産す

                    ビ 
る菌で、その生産性は低いが、1958年SpizizenによりDNAによる形質転換が可能であるこ

                                  の
とを見出し、それによって形質転換を利用した遣伝子地図が作成されっっあり、遺伝生化学的

研究が可能である。ここでは形質転換能を持つB. Stebt il is 6160株を用いて、遺伝子の交換・

集中を行って、α一アミラーゼの生産性の増強を目的として研究した。

2・枯草菌のα一アミラーゼ産生に関与する種々の制御遺伝子

    のの
 Yukiらはα一アミラーゼの変異株を用いてDNAによるα一アミラーゼ構造遺伝子の解析

                                    おの
を行って、aro 116の遺伝子がα一アミラーゼとlinkしていることを示した。山口らはB. ・natto

IAM1212株のDNAが6160株のα一アミラーゼ生産性に形質転換できることを発見し、また

B. nattoのα一アミラーゼと6160株のev・一アミラーゼとが電気泳動・耐熱性などで区別がっ

くことを利用してα一アミラーゼの構造遺伝子a〃nyEと生産性を支配している制御遺伝子

anty Rとの関係を検討し、両者は染色体上の極めて近いところに位置している異なる2つの

             ゆのの
遺伝子であることを明らかにした。α一アミラーゼと同時にプロテアーゼの生産性も上がる変

     ゆ
異株が米田らによって見出され、この両酵素の制御遺伝子は染色体上でα一アミラーゼの構造

遺伝子と全く異なる位置にあるので、これをρ召ρ遺伝子と命名した。この遺伝子の作用は酵素

三生の増加以外に、鞭毛がなくなり、細胞壁溶解酵素の作用が減少し、細胞質膜蛋白質組成に

     ロのユリ
変化が見られるっ

                               エ
 また、糖化型α一アミラーゼを多量に生産する菌として、福本らは土壌中より Bacilkts

siebtilis var alny！asaccilarit iclts株を単離している。 この株は6160株の10倍以上の120～150

単位/meのα一アミラーゼを生産する。この菌株のDNAを用いて6160株に形質転換を起させ
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た実験から、この菌株には6160株のanry R 1に対立した制御遺伝子としてamy R 3、また、

amy R 3以外にPaPとよく似た遺伝子PaP'が存在していることを報告している。米田らは

B. Stt・btilis var amylosaccJtariticitsからDNAを用いた形質転換から、さらに多量のα一ア

ミラーゼを出す株を見つけ、遺伝解析の結果、anry Rとは染色体上の位置は異なるが、α一ア

ミラーゼの生産性を2倍にあげる遺伝子の存在を推定し、これをanay Sと呼んでいる。また、

    
佐々木らはッニカマイシソ抗生物質に耐性な枯草菌がcr・一アミラーゼ産生量を5倍近く多く出

す変異株を見出し、この遺伝子をt21tr 7と命名した。α一アミラーゼの生産性に影響を与える

                                 ゆ遺伝子はσ〃りR PaP PaP S A C、 anzy S、 rntr 7の5種類である。米田らにより1つの細

胞に8ηり'R2とPaPが同時1・c存在すると、α一アミラーゼの生産性が相乗的に増大することが

明らかにされた。また、これら5種類の遺伝子をDNAによる形質転換法を用いて、適当に組

合せた場合、α一アミラーゼの生産性が相乗的に増大し、α一アミラーゼ高産生変異株が得られ

          
ることが知られている。

 α一アミラーゼは菌体外酵素であるため、α一アミラーゼか菌体外に分泌されるには膜の影響

の存在が問題になってくる。事実、PaPやt〃nr 7は細胞膜又は細胞壁に何らかの影響をもつ

            わコリユゆ
ものではないかと考えられている。

 本研究においては、まず、細胞壁、細胞膜合成を阻害する抗生物質に耐性を示す変異株をさ

がし、その中から、α一アミラーゼ、プロテアーゼ等の菌体外酵素をより多く分泌するように

なった変異株の選出について記し、次いで、これらの変異と既知の制御遣伝子との組合せの効

果について研究した結果を述べ、最後に、極めて多量のα一アミラーゼを生産する新しい株

(T2N26株)を作出した経過について記述する。
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3.  実験の材料と方法

i)使用菌株

 本研究で使用した菌株とその性質及び由来は第1表にまとめて記した。親株の6160株は

B。Stsbtilis Marburg 168株に由来する株である。

第1表使用薩株
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ii)培養条件

           
 菌株の培養には門脇らのBY培地とBY培地の濃度を2倍にしたものに10％の可溶性デンプ

ンを加えたABY培地のどちらかを用いた。培養はまず試験管で定常期まで一次培養し(30℃

一夜、約t2～15時間)、その0. 1meをモノー試験管の新しい培地(5 me)に接種して、30℃、

30時間一画培養し、遠心分離によウ集菌する。上澄液は菌体外酵素(α一アミラーゼ、プロテ

アーゼ)の粗酵素画品とする。

iii)各酵素の酵素活性の測定

 L α一アミラーゼ活慌の測定
                 
 α一・アミラーゼ活性の測定は不破の変法で測定しte。酵素活性の単位は、1分間に基質とし

た可溶性デンプンの1％を消化する活性を1単位とした。

 2.  プロテアーゼ活性の測定

               ハ
 プロテアーゼ活性の測定は中村の力法を多少改変して測定した。酵素活性の単位(il 40℃、

1分間に0. OO 1の吸収増加力を示す活性を1単位とした。

iv)プレートによる酵素産生量の判定

 】.  α一ア｛ラーービ

 1％可溶性デンプンの入ったBY寒天プレートに、減菌した竹ぐしで菌を植え、一夜培養し
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てコr＝ニーを作らせる。このコロニーに12-KI溶液

をスプレーすると第1図に示すように、α一アミラーゼ

を多量に生産する菌株はそのコロニーの罫書が分泌され

たアミラーゼによってデノプンを分解しているため、

12一デソプン複合体ができず、透明なハ降一ができる。

α一アミラーゼを小量しか生産しない菌株はこのような

ハPt 一が生じない。ハr・ 一の大きさが親株より大きい菌

株にはsupと記し、また、親株と同じか、もしくは小

さいハロー｝こは(十)と記した。

 2.  プロテアーゼ

 1％カゼインの遇ったBY寒天プレートに減訂した竹

ぐしで菌を植え、一夜培養すると生育したコPニーの周

悶にハローを生じる。第2図に示すように、ハP一の大

きいコロニーはプロテアーゼ産生量が多く、またハロー

の小さいコロニーはプロテアーゼ産生量が少ない。また

α一アミラーゼと同様に、親株より大きいハローをsup

と記し、親株と同じか、小さいハr＝一を(＋)で記す。

v)SDS一ポリアクリルアミドゲル脚気泳動

 SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動はLaemmli
ゆ
らの方法で行った。粗臥梁液を1％SDS、1％メルカ

第1図α一アミラーゼのプレート判定

1:・:r)ノ・〔」一ゾ:＋'トさt守宗を十乏:'1判定し. 

トのハU一の大きい株をSUP. と判マセ』. i. る1. 

第2図プτテァーゼのプレート判定

ブ1・エタノールで100℃、5分間処理し、0. 6×10. 5cmのゲルにのせ、

温で泳動した。泳動後ゲルを0. 05％コマジーブリリアン1・ブルー・R250で一・昼夜染色し、蛋

自質以外は7％酢酸、5％メタノール混液で脱色した。

vi)形質転換に川いるDNAの調整
                
 各菌株のDNAの調整には斉藤らのpH9. Oフニノール緩衝液法に従って調整したフ＝ノー

ルで除タンパクを行い、最後にエヌノールで沈澱したDNAをク＝一ソ酸塩緩働液に溶かし粗

DNA溶液(0. 5～1. OSt9/ne)とした。

vii)形質転換

        コゆ
 形質転換は古川らの方法に従って行った。DNA受容菌の形質転換可能tg(competentな)

細菌集団は細菌の生育を550mttのODで、定常期に入る直前の状態を川いた。これ. にDNA供

翔菌のDNAを加丸て、30℃、120分培養した。培養で生育した形質転換株を選ぶプレー1・に

まいて、さらに唐船しコにニーを生育させる。

viii) NTG処理

上の・己コーの人:きい株をSupと半1！ワヒし

ドの昌ローの小さい棟を十と判電. 1. ろ

   1mA11本て:'、 糸寸13鷲号1耗1室
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各菌株のNTG(N→nethyl 一 N'一nitr・一N-nitr。s。9。anidine)処理はAd。1b。謬

の方法に従って行った。まず一次培養で12～15時間振轍培養し、その培養液(0. 1πのを新し

いBY培地(5 me)に接種し、対数増殖期の中期まで振勲培養した。この培養液を遠心分離し

て:集面し、菌体はTM緩衝液で洗浄した後、同じ緩衝液に懸濁した。この懸濁液にNTGの最:

終濃度が150μg加6になるよう加え、37℃で15分間処理した。処理菌はミリポアーフィル外目

で集回しBY培地で洗浄した後、懸濁して、新しいBY培地に10％接種し対数増殖期の中期ま

で振温培養してプレートにまいた。

4. 結  果

 1・細胞壁及び細胞膜合成系に作用する抗生物質耐性変異株のα一アミラーゼ産生について

 B・subtilis Marburg 6160画面NTG(N-methy1-N'一21ib・o-N-nitrosoguanidine)

                          処理した処理菌を抗生物質の最少
第2衷 B. subtilis 6160株の各抗生物質の最少阻止濃度

Antibiotic

Minimum inhibitory
concentration(M.  1.  C) Action site

Penieillin

Atnpicillin

D-Cycloserine

Bacitracin

Kanamycin
Rifampicin

 2Lzg/ml

 1μg/m1

200ug/m1

500stg/ml Ne inhibition

 2ttg/ml

 lng/ml

Cell wall

Ce且l wal】

Cel且wall
Cell wall

Protein

Nucelic acid

阻止濃度(第2表)になるように

加えたBY寒天プレート培地にま

き、生育したコロニーを無作為に

1％の可溶性デンプンの入った

BY寒天プレートと1％カゼイン

の入ったBY寒天プレートに竹ぐ

しでひろった。

i) サイクロセリン耐性株

 NTG処理したB.  stthtt7is 6160株をサイクロセリン200xtg/meを含むBY培地にうえて培

養し、サイクロセリン耐性株約6000株を得た。これらの株を可溶性デンプン1％を含む寒天

プレー1・に播いてα一アミラーゼ生産性を判定し、有望と思われるもの200株について液体培

養を行った。培養液についてα一アミラーゼ産生量とプロテアーゼ産生量を測定した結果、

N(). 108は親株の6160株よりα一アミラーゼで6倍、プロテアーゼで35倍の生産性が増大して

いたので、これを有高株とし、CS108株と命名した。

ii) ペニシリン耐性株

 NTG処理したB. εtebtilis 6160株を2μg海8のペニシリンを含むBY培地で培養し、耐'性

株2700株についてα一アミラーゼとプロテアーゼ産生のプレート判定を行い、その内75株を液

体培養したが、α一アミラーゼ及びプロテアーゼ産生が親株より特に増大していた変異株は得

られなかったo

iii) アンピシリン耐性株

 NTG処理したB.  sttbtilis 6160株を1ptg/ rn6のアンピシリンを含むBY培地で培養し、耐
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性株2700株をα一アミラーービ産生及びプPテアーゼ産生のプ1/・一一卜判定を行った結果、有望

株と見られる株100株について、液体培養し行い、その内No. 2の株はα一アミラーゼ産生の

み親株よりかなり高い生産性を泳していた。これを有望株とし、ABPC2株と命名した。

 2.  蛋白質・核酸合成系に作用する抗生物質耐性変異株のα一アミラーゼ産生について

 細胞壁、細胞膜合成系に作回する抗生物質と1司様に、B.  subtitis Marburg 6160株をNTG処

理した菌につき、カナマイシンとリファンピシン耐性変異株のα一アミラーゼ、プロテアーゼ生

産性を検討した。カナマイシン耐性変異株960株、リファンピシン耐性変異株3360株について、

両酵素の生産性をプレート判定で見たが、これらの中には有望と思われる株は得られなかった。

 3・ cr・一アミラーゼ高生産性株の作出

 α一アミラーゼの生産惟に関与している制御遺伝子として、現在、antyR、 PaP v PaP S A C

amyS、 tntr 7の5種類が考えられている。α〃げRにはMarburg 6160株のaJitツR 1、B、 natto型

のamyR 2、Bsecbtilils var amyiasacclrariticttsのainyR 3があり、これらは対立遺伝子で

あると考えられている。1っの細胞1・campt R 2とPaPとが同時に存在すると、α一アミラーゼ

                     のの生産性は相乗的に増大する現象が知られている。そこで、CS 108株とABPC 2株を使って

飴アミラーゼ生産性に対するその他の遺伝子との相互作用を調べた。

i) ABPC 2株の変異遺伝子とTM23株の変異  第3表

遺伝子との撫蘇     聾塑r擁細鱗塞羅の
 アンピシリン耐性変異株ABPC 2株e'kamyR 1

の遺伝子を持ち、この菌株DNAをamy R 3、

amyS、 PaP SAC、 t〃nr7の4種類の遺伝子を持つ

TM23株に入れて形質転換を行なった。形質転換

株から420個選び、プレート判定でcr・一アミラー

ゼの生産性が上っている株(20株)について液体

培養を行ってα一アミラーゼ及びプロテアーゼの

生産量を第3表に示す。形質転換株No.  515は親

株のTM23株よりα一アミラーゼ生産性が著しく

高いが、プロテアーゼは逆に減少している。また

No. 519はα一アミラーゼの生産性は約2倍に増

加しているが、プロテアーゼの生産性は親株と等

しい量である。

 今後の実験にはこのアンピシリン耐性変異株

No. 515とNo519を515株、519株と命名して用

いること｝こした。

 Plate Medium (U /m 1)

Amy Pro Amy Pro
tf.  No.  rjol

  roo2

  rJo3

  0ro4

  505
  Jro6

  507
  508
  509
  510
  511
  512
  513
  514
  51Jr

  516
  rJ17

  518
  519
  520

TM 23

十

sup

十

sup

十

十

十

suP

sup

s巳1P

sup

sup

sup

sup

十

sup

sup

sup

sup

＋
＋
叩
叩
＋
叩
＋
叩
＋
叩
＋
＋
＋
＋
＋
叩
叩
叩
叩
＋

 
 
S
S
S
S
S
 
 
S
S
S
S

2
7
1
3
1
6
4
1
9
1
9
9
5
7
6
1
2
6
0
9

7
4
5
2
2
6
6
5
1
5
7
8
4
7
3
2
0
7
3
8

0
4
8
5
0
7
0
6
3
8
3
4
4
2
7
0
7
2
8
4

1
1
 
 
1
1
 
 
1
1
1
 
 
1
1
1
1
1
1
豆
1
1
1

7
5
0
3
3
0
2
2
0
7
4
7
8
9
0
1
9
8
6
7

夢
鵬
6
8
黒
身
・
。
鴫
3
6
峯
・
。
認
携
田936 376

'XBY十40/eStarch medium 30C.  i18hrs. 

 Amy＝アミラーゼ、 Pro＝・プ1■テアーゼ
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ii) cslo8株のDNAによる515株及び519株の形質転換

 ABPC2株をTM23株へ形質転換させて得たα一アミラーゼ高生産性株515株と519株に、

第蕪米のサ。セ、醐1頻轍株の・…8株のDNA鱒入・て纐轍すれぽ・

 α一アミラーゼ・プロテアーゼの生産性＊   制御遺伝干の相乗効果により、さらに高いα一ア

 Plate  IMedium｛Units/ml)
      

Amy Pr・ Amv  Pr・

5
4
0
3
2
5
0
7
7
9
9
5
0
0

27

V8

O2

R3

S1

V6

O0

S2

P5

P
5
6
5
6
0
2
0
2

2
 
1
1
1
1
2
1
 
1
1
4
1
1

n
r
P

U

U

S
 
S

脚
＋
＋
翻
＋
翻
認
認

叩
＋
＋
叩
叩
＋
＋
叩
＋
＋
＋
＋
＋
＋

S
 
 
 
 
S
 
S
 
 
 
 
S

1
2
3
4
5
6
7
8
9
0
1
2
3
4

 
 
 
 
 
 
 
 
 
1
1

1

1
1

B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B

αNぼ

519 sup 十 1 1867

號
鵬
畿
鷹
脚
霧
捌
魏
藷
・
。
搬
一
題

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1

XBY十4‘eriStarch mediutn.  30C.  48hrs. 

 Amy＝アミラーゼ、 Pro＝プロテアーゼ

第5表 TM 23殊のサイクロセリン耐1生形質転換株のα一アミラーゼ、プロテアーゼの生産性＊

ミラーゼ産生変異株が得られると考えられ形質転

換を行った。サイクロセリン耐性になった形質転

換株についてα一アミラーゼ生産性を調べたとこ

ろ515株から得られたものでは注目すべきものは

見出されなかった。一方、519株からは600個を無

作為｝こ選びα一アミラーゼのプレート判定を行っ

た結果、その内18個が有望であったので液体培養

を行った。

 第4表に示すごとくNo.  B I2は約4 SOO u /m6の

α一アミラーゼを生産していた。このNo.  B 12を

B12株と命名した。このB12株はこれまでに得た

菌株の中で一番多量にα一アミラーゼを生産する

が、この株をさらに高い生産性を持たせるために、

例えば、プロテアーゼの合成の低い変異株を作れ

ば、これまでプロテアーゼ合成に使用されていた

tf.  No.  601

  602
  603
  604
  605
  606
  607
  608
  609
  610
  611
  61L？
  613
  614
  615
  616
  617
  618
  619

 Plaヒe

Amy Pro

 十   十

即
＋
＋
＋
即
即
＋
脚
＋
＋
柳
脚
即
＋
即
＋
＋
＋

＋
即
脚
即
＋
即
＋
脚
即
＋
脚
＋
脚
岬
＋
脚
即
＋

MediuTn (Units/ml)

 Amy Pro

 902 4(n
1872

 932

 851

 681

1 106

1.  787

 766
1 362

1 958

 510
1 575

 681
1 762

1 617

1 660

1 277

1 294

1 515

 246

 638

 496

 5M
 219

 254
 :S71

2 075

 636

 425

 383

 t123

 400
 40k4

 367

 455
1 146

 383. 

 Plate

Amy Pro

＋
四
馬
柳
即
即
＋
＋
脚
脚
即
＋
脚
＋
＋
即

Medium (Uniis/ml)

tL No.  620

  621
  622
  623
  624
  62Jr

  626
  627
  628
  629
  630
  631
  632
  633
  634
  635

CS.  108

TM.  23

即
下
即
即
＋
認
＋
脚
＋
謂
＋
謂
＋

十 sup
sup sup

Amy

 936
2 255

 979
2 213

1532

1 532

1 447

L 064

1 404

 511
2 792

 834

 723
1 549

 530
2 681

52

R6
 
9

0「P

脚
麗
澱
鑑
麗
鵬
㌫
麗
朧

 
 
 
 
 
 
 
 
1
 
 

1
1

0
ρ
0

ρ
0
7

6
3＊Culture condiiion ・t・… BY十40/oStarch medium.  30C 48hrs. 
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機構や素材をα一アミラーゼ合成に振り向けることができれぽ、α一アミラーゼ産生量はプロテ

アーゼ産生量の分だけ増加することもあり得ると考えられる。そこでB12株をNTG処理して

得た変異株董1470個の菌株からプレート判定でα一アミラーゼのハローが大きく、プロテアー

ゼのハローの小さい株(7個)を液体培養してその生産性を調べた。その結果、ブ:］テアrk一の

ハローの小さくなった株はその生産能も親株の愉～1. もへと減少しているが、反面、α・・アミラ

ーゼ生産能は増加せず、親株と同じか、叉は少し減少していて、この試みは成功しなかった。

iii) CS 108株の変異遺伝子とTM23株の変異遺伝子との相乗効果

 サイクロセリン耐性変異株CS108株はAm. yR 1の遺伝子を持ち、この菌株のDNAをTM

23株に形質転換を行い、4201固の形質転換株の中から、プレート判定でα一アミラーゼ産生が増

大していると思われる株35株を液体培養した。

 結果は第5表の如くであり、形質転換株No630とNo635は親株のTM23株より、 ce一アミ

ラーゼで約3借、プロテアーゼで約2倍の生産性が増大していた。次に、これまでに得られた

代表的な菌(ABPC2株、 CS108株、51ラ株、519株、630株、635株)及びTM23株につい

て、アクリルアくドゲル電気

泳動を行った。ゲルを1％デ

ンプソの入った寒天プレート

上に並べ37℃、一夜保温した

後、ゲルを除いて、デソブソ

寒天プレートにヨード溶液を

墳霧した。結:果は第3図に示

す如くである。ABPC2株

とCSIO81味‘ま泳動速度が遅

く、ここでは示していないが

6160株のα一アミラーゼと同

じであtつた。515株、519株、

630株、635株のα一アミ

ていた. 

〔

O.  2

cl. ‘t

()・ (s

O.  8

1. ()

第3図 各薗株のPH 9. 3一緩衝液♪ドリアγリル∵ミドゲル

   電気泳動によるα一アミラーゼの移助度

1:撚『2株1:蹴8株驕;爵鴇株4'5'9株

          ラーゼは親株であるTM23株のα. アミラーゼと同し泳動速度を示し

    したがって、これらの菌株の生産するcr 一アミラーゼ法Bacilhas Sttbtilis var ajn一

一ylosacchariticttsのα一アミラーゼと同じ構造のものと考えられる。

iv) 630T2株のNTG処理によるα一アミラーゼ高生産変異株(T2N26株)の単離

 Q・ 一アミラーゼ高生産変異株の1つである630株(2790u加1)を抗生物質ツニカマイシンの

5μ9加6を含む寒天プレート上に播き、単胞子分離を仔って得た株の中に、これまでで一番多

いα一アミラーゼ生産性(6964u！鷹のを持つ株が得られ、しかも、プ＝テアー七生産性を猟

に減少していた。この株を630T2株と命名した。この630T2株が生産するα一アミラーゼ生
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第4図 枯草菌T2N26株の作出径路
        (50. 420)

CS1｛)8

(7000200)

(amyRl CslO8)

(4080)

NTG

(IC). 5＞

 6160

(amyRl)

B.  natto IAMI212

(amyR2 nprR2)

       (200. 5)(Jr o 4)

    NTG
         B7NA64

tf
  (amyR2)

 (15020)
tf

  SAC

630T2

(i慧劃
tf

    (16000. 200)
NTG
     T2N26

(i職漁

(amyR2 tmr7)

NTG

(amyR3 papSAC)

(200. 20)

 SP38
        tf
(器畿myS)

 (703)

(120020)

ABPC2

TM 23

(欝)

  (180060)
tf

    515

(t15001100)

3Ryma

譜
面

CA

ft
B12

amyR3
amyS

      (amyRl Abpc2 )

［＝＝コ内は株名. (  〉内の前の数字は培地1me当たりのα一アミラーゼ生産量後の数字はプロテアーゼ生
産｛ま、各株が含むと想像される生産制御遺伝子を［＝＝コ下の( )内:こ示す

tf:形質転換法:こよる導入、 NTG:N-N一ニトn-N 一円トロソグアニジンi. 二よる突然変異の誘発。

papSAC

皿Abpc2
CslO8

産性をさらに増大させるため再度NTG処理を行った。処理菌はOD550mμ(島津比色計ス

ペクトロニック20)が、0. 600になるまでBY培地で培養し、1％カゼインを含む寒天プレー

トでプロテアーゼのハローが親株の630T 2株より小さくなったと思われる菌株を約6 OOO個の

中から420個選び、その中からα一アミラーゼ産生のプレート判定で増大していると思われる

菌株39個を液体培養を行い、α一アミラーゼの生産量を測定した。その結果を第6表に示す。こ

の中にはα一アミラーゼ高生産性を持つ株、1万単位以上の株が9個あった。中でもNo26は13

6eO u/meもの生産性を示し最高であった。また、プロテアーゼ生産性は親株に比べ多少増減し

ているが、α一アミラーゼ産生の増大率から見るとほとんど変化していないと考えられる。こ

のNo. 26の菌株をT2N26株と命名した。この株を数回繰り返してα一アミラーゼの生産性を

測定すると1「) OOO～20 OOO u /me生産し、その量は培地1π6にっき結晶α一アミラー七を約2πg

も生産していることになる。この生産性は親株6160株の1500～2 OOOfgも高くなっていること

になる。また、T2N26株を作出した経路を第4図に示す。

V) CV 一一アミラーゼ生産性の時間的経過と菌体外酵素蛋白質分析

 α一アミラーゼ高生産変異株の作出での主な菌株(6160株、CSIO8株、 TM23株、630T2

一28一



第6表63〔〕T2棟よりの変異株のα一アミラーゼ、プロテアーゼ生産性＊
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＊BY 十 100/o Starch medium 30℃ 48hrs. 

株、そしてT2N26株)の培養時圏とα一アミラーゼ生産性を検討した。その結果を第5図

に示すごとく、30℃、48時隅培養では親

株の6160株とCS108株のα一アミラーゼ

生産量はそれぞi't10u/meと60 u/meで顕

著に低い。一・方、一つの細胞の中にα一

アミラーゼの制御遺伝子を少なくとも6

ケ導入していると思われる変異株T2N

26殊は16000 u /meのα一アミラーゼを生

産する。また、図には示していないが

T2N26株を30℃、72時間培養すると、

25000 u /meも生産する。また、この培地

には結晶α一アミラーゼ2.  5mg/meの溶液

     ラ   う

に匹敵する。

 次に、6160株、CS108株、 TM23株、

630T 2株及びT2N26株の菌体外蛋白

質の成分をSDSディスクゲル電気泳動

で分析した。その結果を第6図に示す。

第5図

  20000

一

各菌株におけるα一アミラーゼ生産性の

時間経過と成育状態

15000
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0005
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＼
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＝
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d
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・
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o
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CSIO8
  L-6160

  ↑
   
5001
  . . 

  紹

200雪
  茎

100邑

  ε
50≧
  2
  0

6160株とCS 108tkは、 BY培地で培養した、この二つの株をABY

培地で培冒すると. α・アミラーゼ生産が少ないので、培地中のデ

ンプンによってα一アミラーゼ活性の測定が出ない. 

TM 23. 株、630T 2株、そしてT2N26株は、ABY壇地で培養した. 
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図6第

○

、

.
 
N

→
F

      . 轟灘三二1ジ田畑

P一一〉 /1・

                  …鐵諺1司噂一陽■BPB

σご∴誉1搾∵ll∵・野○

   各菌は30℃481峠間培養

    1 市販のアルカワ性プロテアーゼ.  2 616U株.  3.  CS1〔〕8株

   sl TM 23株.  5.  630T2株 6 T2N26株

    7、 精製したα一アミラーゼ

   BPB:プuム7エノー～レブ1レーのマーカー

6160株に見られるバンドの矢

印Fは分子量約36000の鞭毛
      2ej)
の蛋白質である。また矢印A

はα一アミラー・ビのノミンドで

あるが、6160株とCS108株

はその生産量が少ないため確

認できない。しかし、TM23

株ではうすいバンドとして現

われ、630T 2株とT2N26株

では濃い大ぎなパソドとして

α一アミラーゼ生産量の多い

事が認められる。また、630

T2株とT2N26株のバンド

を比較すると、ほとんど同し

ょうに見えるが、T2N26株

のみ、％量の試料で電気泳動を行ったためである。矢印Pはアルカリ性プロテアーゼでCS

108株、630T 2株とT2N26株にバンドとして現われる。

5. 考 察

 枯草菌が菌体外酵素の一つであるα一アミラーゼを合成するには、その構造遺伝子に基づき

m-RNAがリボソーム上で壷白質に翻訳され、さらに(あるいは同時に)細胞膜、細胞壁を

通過して培地に分泌される過程を経なければならないはずである。これには数多くの制御遺伝

子が関与しうるはずである。一つの細胞にα一アミラーゼ生産制御遺伝子を複数導入すること

                       ヨの
によ')てその生産性は相乗効果を示して増大している(第7表)。本研究ではBεμ6！4～冶6160

株をNTG処理して、細胞膜、細胞壁、螢白質合成および核酸合成に関与する抗生物質、ペニ

シリン、サイクロセリン、アンピシリン、カナマイシン、リファンビシン等に耐性な突然変異株を

第7表 α一アミラーゼの生産性に関係する各種遺f云子と      選択し、それらの菌株の中

    それらの相乗効果
                              でα一アミ
         Regulalory genes        Productiく川of
SIrain                       α一amylase
   amyR3 tmr7 amyS papSAC abpc2 cslO8     (U/ml)

TM23
51ro

630

B12

●
●
●
●

●
●
●
●

●
●
●
●

○
●
●
●

e

e
●
●

1 200

1 800

2 700

4 600

e :The regulator:r gene is assumed to be i］icluded it) t］ie strain. 

     ラーゼ生産性の

増大する菌株を検討した。

その結果、サイクロン耐性

菌からCSIO8株、アンピ

シリン耐性菌からABPC 2

株が生産するα一アミラー

ゼ生産性はそれぞれ親株の

一30一



6160株の5倍と7倍の生産性を示した。また、プロテアーゼ生産性はCS108株で親株6160株

の80倍の生産性を示したが、ABPC2株は親株6160株とほとんど同しであった。他の抗生物

質耐性変異株からはα一アミラーゼ生産性か親株より増大している菌株は得られなかった。そ

こで、CS108株とABPC2株でそれらの変異についてDNAによる形質転換法で変異遺伝

子の解析を試みた。CS108株ではサイクロセリン耐性とcr・一アミラーゼ、プロテアーゼ高生産

性は関係がないが、しかしα一アミラーゼとプロテアーゼの両者の高生産性は分離しないこと

かわかった。ABPC2株ではアンピシリン耐性とα一アミラーゼ高生産性とは分離すること

カ:オっカ・つた。

 CSlO8株とABPC2株のDNAを用いてTM23株へ形質転換したところ、前者からは約

3倍のα一アミラーゼ高生産変異株630株と635株の2菌株を得、後者からも約3倍のα一アミ

ラーゼ生産性を示す515株と519株の2菌株を得た。次に、この515株と519株にサイクロセリン

耐性を導入する目的でCS108株のDNAを用いて形質転換したところ、515株よりα一アミ

ラーゼ生産性が増大したB12株を得た。630株をッニカマイシン耐性かどうか確かめるため単

胞子分離したところ、α一アミラーゼの高生産を有する株、630T 2株を得たqこれらのB12

株と630T2株につき、α一アミラーゼ生産性をさらに高めるため、 NTG処理したが、 B12

株では有望変異株は得られなかった。しかし、630T 2株からはα一アミラー・ピの生産｛生が著

しく増大したT2N26株を得た。このT2N26株を作出した径路を要約すると第4図のごとくで

ある。

 T2N26株中に含まれているα一アミラーゼ生産性に関与している制御遺伝子としては、

amyR 3、bnr 7、amンS、 pap SAC、 cs 108、 n 26の6種類が存在すると考えられる。また・

T2N26株のDNAを親株の6160株に与えても、 T2N26株に比敵する程のα一アミラーゼを多

量に生産する形質転換株は今のところ得られていない。この理由は、このような多くの制御遺

伝子を同時に獲得する確率が低いためか、あるいは、何か未知の特別の理由があるのか今のと

ころ不明である。

 T2N26株の生産する糖化型α一アミラーゼの力価(15000 u 1 nt8以上)は今まで知られてい

る:福本のB. Stibtilis var amptlosacchai'tticusの生産量(約200 u /m6)をはるかに上廻るもの

であり、また、工業的に用いられているB. anりyloliquefacienceの生産するtr 一・アミラーゼ

力価にも勝るものであり、このT2N26株の応用的価値もあるものと考えられるQ
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