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多様なエネルギー資源の利用における新展開

Iノグノセルローズ直接発酵菌の育種
BreedingofLignocellulose-DirectFermentingYeast

1．はじめに

本論説は，文部省の重点領域研究「エネルギー変換

と高効率利用」に参加した「生物燃料直接発酵菌の育

種」班の研究成果の1部を紹介したものである．昭和

62年度から平成元年度までこの研究班に参加していた

だいた先生方は

名古屋大学農学部鵜高重三教授，東京大学農学部

別府輝彦教授，大阪府立大学農学部荒井基夫教授，

名古屋大学工学部小林猛教授，大阪大学工学部

吉田敏臣教授，大阪府立大学農学部外村健三教授，

広島大学工学部宮川都吉教授と著者（大阪大学工学

部当時）であった．研究成果の詳細は成果報告書が

出版されているのでそちらに譲るとして，本稿では本

研究班が何を目標として研究を進めたか，またどの程

度目標を達成したかについて，遺伝子工学の専門でな

い方々に御理解願えるように解説するものである．

2．再生可能資源からエタノール生産の必要性

石油資源の固渇は一般に言われている程早くはない

であろうが，石油埋蔵量に限界がある以上，早晩地球

上に訪れるであろう．化学工業の原料としての石油の

代替えは難しいから，まずエネルギー資源としての石

油を他に代替えすることになるだろう．代替え資源と

しては，主として核融合反応を含む核エネルギーに仰

ぐことになると予測されるが，補助資源として，石炭

地熱や太陽エネルギーとともに再生可能資源の利用が

考えられている．再生可能資源とは毎年地球上で再生

産されている農林水産資源の総称である．再生産可能

資源の年産量は!)，

糖類（主としてしょ糖）1億トン
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リグノセルローズ1000億トン
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と推定されている．糖およびでん粉からのエタノール

生産はすでに確立されている．しかし将来の食糧問題

に悪影響をおよぼすと思われる糖やでん粉をエネルギ

ー資源に利用することは控えるべきであろう．リグノ

セルローズの年産額は（またそれがもっているエネル

ギー総量）は現在の年間石油消費量を充分賄いうるも

のである．しかし徹底利用は生態系の破壊，ひいては

環境問題を惹起するし，採集コストが高くつくことな

どから燃料への転換には量が限られるであろう．

リグノセルローズをエネルギーに転換するには必ず

しもエタノールにする必要はなく，そのまま燃料にす

ることは可能であるが，移動式のエネルギー発生装置

(例えば自動車）では液体であることが要求される．

リグノセルローズは主として，セルローズ(約40％)，

ヘミセルローズ（約20%),リグニン（約20%)から

なっている．もちろん針葉樹，広葉樹，草など植物種

によって含有量は変動する．植物細胞ではセルローズ

やヘミセルローズ繊維間をリグニンが埋めている構造

をとっており，酵素分解に対して抵抗性である．した

がってまずこの構造を破壊するような前処理が必要で

ある．前処理については別稿で越島哲夫教授から紹介

がある筈である．

3．セルローズからエタノールへの変換

原理的には，セルローズをセルラーゼなどの酵素で

加水分解すればグルコースが生じる．このグルコース

を酵母でエタノール発酵するとエタノールが生産され

る．通産省が行った新燃料研究組合が，セルロース性

資源からのエタノール生産をパイロットプラントまで

開発研究を行い，その成果が刊行されている2)．その

工程を図-1に示している．バガス（さとうきびの絞り

糟）を原料としてTr､Zc/lodeF"zαの生産するセルラー

ゼ系を糖化酵素として使い，発酵には固定化酵母をパ

ックしたカラムを用いて連続発酵を使用するという方

法でエタノールを生産している．この方法を使用した
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図－1リグノセルローズからエタノール生産のパイロットプラント，フローダイアグラム

として原価計算すると約200円/kgになった．この原

価が半分になるか，石油価格が倍以上の高騰がないと

実用化できないことになる．さらに生産原価を下げる

ために,T"c加dermαによって作らせていたセルラ

ーゼ系酵素を酵母自身に生産させることを考えた．す

なわち直接発酵菌の育種である．

4．キシランからエタノールの生産

ヘミセルローズの主成分であるキシランはキシロー

ズの縮合重合物である．したがってセルローズの場合

と同様にキシランを分解する酵素系（キシラナーゼと

β-キシロシダーゼ）によってキシローズまで分解で

きる．したがってこれらの酵素遺伝子を酵母に導入す

ると,酵母自身によってキシローズ迄分解が可能にな

る筈である．しかしアルコール酵母(SQcc加戸o77zyces

“『eひ畑αe)はキシローズを効果的に発酵することが

できない．キシラン直接発酵のためには，酵母にキシ

ローズ発酵の能力を付与する必要がある．

‐‐ ｡｡｡｡O｡O．K_>

遺伝子工学が発達した結果，特定の酵素の遺伝子を

核外遺伝子（プラスミド）中に挿入して酵母の中に導

入すること（クローン化)，その遺伝子を酵母の中で

発現させて酵素を生産させること，および遺伝子を改

良して酵素生産量を合成全蛋白質の数％ないし数十％

に達しさせることが可能になっている．この技術を使

用してセルローズまたはキシランを直接発酵する酵母

を育種するのがこの研究班の目的であり，それによっ

てリグノセルローズ資源からのエタノール生産原価を

下げるのが目標である．

5．直接発酵菌育種のための要素技術

前に述べた基本方針にしたがって直接発酵菌を育種

するために解決しなければならない技術問題点を列挙

すると，セルローズ直接発酵菌育種の場合には，図－2

に示すように，

1）適当な微生物からセルラーゼ系酵素,[Cｴセルラ

ーゼ（非結晶構造のセルローズ分子に作用して，セル

エタノール

グルコース

（キシロース）

培養液中の反応酵母細胞中の反応

図－2セルローズ（キシラン）を直接アルコール発酵する酵母の代謝経路
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ローズの低分子化を行う)，エンドグルカナーゼ（セ

ルローズ分子の末端に作用して順次グルコース分子を

切り離す)，セロビオヒドラーゼ（セルローズの非還

元未端からセロビオース単位で切り離す)，やβ-グル

コシダーゼ（セロオリゴ糖からグルコースを生成する)］

遺伝子を大腸菌にクローン化する．大腸菌を宿主とし

て使用するのは，大腸菌で遺伝子組み換え技術が一番

進んでいるからである．

2）クローン化した遺伝子を酵母に導入する．

3）導入した酵素遺伝子を酵母内で発現させ，酵素を

生産させる．

4）セルローズなどの高分子化合物は細胞内に取り込
、

まれないので，分解酵素を細胞外に分泌させ，低分子

化してから細胞内へ取り込ませること．

が必要である．セルラーゼ系酵素のセルローズに対

する作用は単独では殆んど作用せず，種々の酵素の協

同作用による相乗効果が大きい．したがって酵母によ

って複数種の酵素を生産させることが望ましく，その

組み合せを適当に選ぶ必要がある3)．

キシラン直接発酵菌の育種もセルローズの場合と共

通である．

1）キシラン分解系酵素［キシラナーゼ（キシランを

分解してキシロオリゴ糖を生じる)，β-キシロシダー

ゼ（キシロオリゴ糖からキシローズを生じる）遺伝子

を大腸菌にクローン化する．

2）上記酵素遺伝子を酵母に導入する．

3）上記酵素遺伝子を酵母の中で発現させて，これら

の酵素を生産させる．

4）キシラナーゼを酵母細胞外へ分泌させる．

その他にアルコール酵母をキシローズ発酵性にする

ために，

5）キシローズ還元酵素，またはキシローズイソメラ

ーゼ遺伝子をクローン化し，酵母に導入，発現させる

必要がある．

以上の技術要素の他に，酵母に生産させる酵素をで

きるだけ活性が高く，使い易いように改良しておくこ

とが望ましい．このためにはいわゆる蛋白質工学の技

法が応用できるであろう．

6．キシラン直接発酵菌の育種

著者らは研究班の中でキシラン直接発酵菌の育種を

担当したので，まずキシラン直接発酵菌の場合をやや

2 04060》5”

GAATTCAm.WCTTAGAGATGACAGAAr..IWAGGATGAAAAAggAEAG"ATGACGAMGMTTTG4GMAArTAAGACTGTTGTTTGTGATG
HETASNLEUARGLYSLEUARGLEULEUPHEVALHEr

IlO5120！]5150165I80

TGTATTGGACTGACG〔TTATACTGACGGCTGTA“AGCCCA『GCGAGAA“A『TACGAA『AA『GAAA『GGGTAACCA『AGC6GGrAL

CYSILEGLYLEUTHRLEUILELEUTIIRALAVALPROALAHISALAAr9ThrllerhrA$nA$nGIuHQtGIyA$nHI$SerGIyryr

l95210225240355270
GA『TATGAATTATGGAAGGA『TArGGAAACA〔CrCGATGACACにAATAACGGCGGGGCATTTAG『GCAGGC『GGAACAATA『CGGA

A"ryrGIuLeuIrpLy$A$pryr61yAmThrSerHe上ThrL@UA$nA1nGIyGIyAI&PheSerAIoGlyrroAInA3nIIQGIy

285］00313］30］45

AA『GCTTTA『TTAGAAAAGGGAAAAAG『TrGAT『CCAC『AGAACTCACCA『CAGCT『GGCAACA『AにCATCAA『「ACAACGCAAGr

A$nAI&LeuPheAr9LySGIyLy3Ly$PheASpSerThrAr9｢hrHI$HISGInLeuGlyA1nlleSerll･0A1nryrASnAI&SQr

360375390405420415

『『『AACCCAAGCGGGAA『にC『ArCTA『GTG『CTATGGC『GGACA〔AA『CTCCATTAGCAGAA『AC『ACATTG『『6A「『CATGG“C

PhqAsnProSerGlyA$nSerryrLeuCy$ValIyrGIyrrprhrGInSerProLeuA1&GIuryrryrlloV&IAspSGrrrpGIy

45016ヨ480495510魂S

ACATA『CG『CCAACAGGAGCGTA『AAAGGATCATTT『ATGCTGA『GGAGGCACA『A『GACAWT『A『GAAACAACCCG『G『CAArCAG

ThrryrAr9ProrhrGIyAlaryrLy$GIySerPheryrAI&A$pGlyGlyrhrryrAsplleryrGlurhrThrAr9V4IAmGIn

540弱ヨ570585600615

CCTにCA『TA『CGGGA『CGCAACC『TCAAGCAA『AT『GGAGTGTACG『CAAACGAAA“TACAAGCGGAACGG『CにCG『CAGCGC6

ProSerllelleGIylleAlarhrPheLy3GInryr1rPSerVaIAr9GInThrLySAr9ThrSer61yrhrValSerValSerAI&

6]064§6606ﾌ§690》O5

CA『『TTAGAAAATGGGAAAGCrTAGGGATGCCAATGGGGAAAATG『A『GAAACGGCATTTACTGTAGAAGGC『AC“AAGCAGCGGA

HISPheAr9LylrrpGIuSerLeuGIyHetProHetGlyLy$lletryrGIurhrAI4PheThrValGluGIyryrGInSerSarGIy

7207]5760780800

AGrGcAAATGTGA『GACCAA『CAGCrG『『『A『TGGCAACrAAAAAAGTCAAAG4AAAGAGCCGGGAGCAAAACrCCT“CTTT7TCTATCATAAr『

SQrAIOA9nV＆lHQtThrAsnGInLeuPhelleGlyA$n

820840860880900
TTTCAACTTC邸CTC『GCCGGGAAAGAACGTTCCGGAAAAGAACGT“CACC“CGCCCArAにTGCCAAGCGATCAGGTGTGAGGCCA1TCACCAAArGTTTTT

9 209409601801“O

TGCC『TTTTTGGTCTGCCCATAA『CCT“C『GACAACAACACCAGATAACACA『『TTGTCCGAC『GACA“A『CAGCT“CArTCTCCTCGA『6A『TCAGCACA

lOZOlO401060

FGAACCATGTCCCCATCTTCAAに『G『CTT『CTTTTGCATCTTGTTCA『TCATATGAGGC

図-3B.pI"Tz"邸slPOのキシラナーゼ遺伝子の塩基配列と，それから推定されるアミノ酸の一次配列
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詳しく説明する．

微生物のキシラナーゼがクローン化されているのは

主としてBaci"us属細菌のものである．我々はキシラ

ナーゼ高生産株B.pz"7Z"zLslPOをタイ国水田土壌か

ら分離し4)，キシラン分解に関与する酵素，キシラナー

ゼとβ-キシロシダーゼを精製し，その諸性質を検討

した4,5)．その結果キシラン分解経路は次のように決

定された．

キシラナーゼ
キシランーーーーー→キシロオリゴ糖

β-キシロヱ竺当キシローズ

（キシローズの2～6量体）

B.pUm"zJsIPOの染色体DNAからキシラナーゼ遺

伝子を，ベクタープラスミド（核外遺伝子プラスミド

から改良して，遺伝子クローン化用に便宜に作成した

プラスミド)pBR322を使って大腸菌にクローン化

し6)，その塩基配列を決定した7)．決定した塩基配列

およびそれから推定されるアミノ酸の一次配列を図－3

に示している．その結果からキシラナーゼは228個の

アミノ酸からなるプレエンザイムとして生産され，ア

ミノ末端の27アミノ酸残基は分泌のためのシグナルで

ある（このシグナルはBQcj"zLs属細菌では認識され

るが，大腸菌や酵母では認識されない)8)．分泌シグ

ナル部分はキシラナーゼが細胞外へ分泌されるときに

切除されて，残りの201アミノ酸残基が成熟型のキシ

ラナーゼになる．

上に述べたpBR322にB.pum"ILsの染色体DNAの

断片を挿入した合成プラスミド,pOXN29はキシラ

ナーゼ遺伝子をも含んでおり，そのDNAの塩基配列

を決定した決果から，β-キシロシダーゼは537アミノ

エネルギー・資源

酸残基からなるペプチド2分子からなるホモダイマー

酵素であることが判った．

シキラナーゼの機能を十分理解し，改良するために

は，その立体構造を把握し，触媒作用の機構を知って

おく必要がある．そのためにキシラナーゼのX線結晶

解析を行った．解析用の単結晶はポリエチレングリコ

ール6000溶液からマイクロディフュージョン法により

析出させた．重原子置換体はPtイオンまたはUO2/r

オンの溶液に浸し同位置換体を作成した9)．天然型お

よび重原子置換型のキシラナーゼを4軸回転型のX線

回析計を用いて解析した．30,000点以上の反射スポッ

トの密度を測定し，計算を行った．得られた電子密度

地図を解釈して立体構造を推定した．図-4Aはアミノ

酸のα位炭素の配置，図-4Bは全立体構造を2次構造

で示したものである．キシラナーゼは3つの大きなβ‐

シート構造と，1つの小さなα-ヘリックス構造から

なっている．2つのβ-シート構造は折れ曲ってV字

形を作っており，その中に基質キシランを収容するの

に十分なクレフトを形成している10)．

キシラナーゼの触媒作用に直接関与するアミノ酸残

基の推定は次のような理由からGlu93とGlu'82と推定し

た．

1）リゾチームからの類推で酸性アミノ酸が触媒基で

あろうと考えられること．

2）キシラナーゼのクレフト内に突出していること．

3）進化起源を同じくしていると考えられるキシラナ

ーゼ(B.p["γz"zJs,B.sub"es,B.cer､cIJJα"s，

Tr､Zc/zodeﾉwzα加7,zj(z"I"?z,Sc/zZzop/z"z"?zcom-

〃z皿"e)間で残基が保存されていること．

以上の条件を満足するものはAsp2',Glu93とGlul82

図－4キシラナーゼの立体構造，各アミノ酸のα位炭素仏)または二次構造(B)で示す
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存在するEcoRIサイトと，キシラナーゼ遺伝子の

中に存在するBstEⅡサイトの間を合成リンカーを用

いて連結した．リンカーはEcoRIサイトの直後に翻

約開始コドンATG,次いで成熟型キシラナーゼをコー

ドするように設計してある．したがってこのプラスミ

ドがコードしているキシラナーゼはN末端にメチオニ

ンが付加している．

pNAX2を大腸菌中で増殖し回収して酵母中に導

入した．形質転換酵母株は細胞内に大量のキシラナー

ゼを生産していたが，培地中への分泌は見られなかっ

た．また酵母によって生産されたキシラナーゼはグリ

コシール化されていなかった．pYXN3とpNAX2

の酵母中での発現を比較すると

のみである.Glu93は重原子置換体を作成するときの

UO2イオンの結合部位であり,UO2-がキシラナーゼ

1分子に対して1原子結合すると活性は完全になくな

る．また，グリシンアミドでGlu93を修飾しても活性

が完全に消失するのでGlu93は触媒活性に関与してい

ると考えられる．他の候補残基,Asp2',Glu93とGlul82

を部位特異的変異法（蛋白質のアミノ酸一次配列の中

の特定のアミノ酸を他のアミノ酸に置換する方法）で

セリンまたは他方の酸性アミノ酸に置換して変異キシ

ラナーゼを作った結果から,Glu93とGlu'82が触媒基と

決定された．

キシラナーゼ遺伝子を酵母に導入し，発現させる

ために2種類の合成プラスミドを作成した．1つは

pYXN3と命名したが,酵母の性ホルモン，α_因子の

遺伝子を利用した．α-因子のプロモーター，α-因子

の分泌シグナルの直後に成熟型キシラナーゼ遺伝子が

来るように設計した．α-因子遺伝子の分泌シグナル

をコードしている部分の末端に存在するHmdⅢサイ

トと，キシラナーゼ遺伝子の中に存在するBstEⅡサ

イトを計画に合致するように合成したオリゴヌクレオ

チドリンカーを用いて連結した．このように作成した

合成プラスミドを大腸菌中で増殖させ，回収したのち

酵母に導入した．形質転換酵母は少量のキシラナーゼ

を生産したが，細胞外へは分泌していなかった．

次に合成したpNAX2では，強力なプロモーター

の支配下に成熟型キシラナーゼ遺伝子を置くことを試

みた．強力プロモーターとしてGAP(glyceroalde-

hyde-3-phosphatedehydrogenase)のプロモー

ターを利用した．合成したプラスミドpNAX2の構

造を図-5に示している.GAPプロモーターの下流に

プラスミドプロモーターキシラナーゼ活性

8mU/A2帥

180mU/A2"

α-因子

GAP

３
２
Ｎ
Ｘ
Ｘ
Ａ
Ｙ
Ｎ
ｐ
ｐ

である.pNAX2は酵母内で十分量のキシラナーゼ

を生産していることがわかった．

B・Pz"71"ﾘslPOのβ-キシロシダーゼを酵母中で

発現させるために合成プラスミドpYXBを構築した．

プロモーターとしてはGAPのものを使用し，その下

流にβ-キシロシダーゼ遺伝子を結合するように設計

したが，原遺伝子の翻約開始コドンがTTGであった

のを，より効率のよいATGに改訂した．すなわち，

GAPプロモーターの下流にあるEcoRIサイトと酵

素遺伝子の中にあるHgjAIサイトを，設計に合致

するように合成したリンカーで結合した.pYXBはシ

ャトルベクターであり，大腸菌中では，細胞抽出液中

の蛋白質1mg当り0.8Uのβ-キシロシダーゼを，ま

た酵母中では同じく蛋白質1mg当り0.3Uの酵素を生

産していた．この酵母中での生産量は全蛋白質の1％

に相当し，キシラン直接発酵菌の育種には十分な発現

量であった．

以上キシラン直接発酵菌の育種に必要な要素技術

(キシローズ発酵性酵母の育種を除いて）は，①キシ

ラナーゼ遺伝子のクローン化，②キシラナーゼ遺伝子

の酵母への導入，③キシラナーゼ遺伝子の酵母での発

現，④キシラナーゼの分泌，⑤β-キシロシダーゼ遺

伝子のクローン化，⑥β-キシロシダーゼ遺伝子の酵

母への導入，⑦β-キシロシダーゼ遺伝子の酵母での

発現，のうち④の分泌以外はすべて達成されたことに

なる．

～
～
～
～
～
～
～

〆

一

一
〆

〆
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図-5pNAX2の構造
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7．キシローズ発酵性酵母の育種

（担当，吉田敏臣教授）

通常のアルコール酵母は，キシローズを発酵できな

い．キシローズ資化性酵母として知られるPjcﾉzjastj-

p"sはエタノール収率が悪く，嫌気性でアルコール

発酵ができないという欠点がある．予測されるキシロ

ーズからエタノールに至る代謝経路を図-6に示してい

る．アルコール酵母がキシルローズからエタノールを

生産できることは，キシローズ培地にキシローズイソ

メラーゼ（キシローズからキシルローズヘの反応を触

媒する）を添加するとエタノールを生産することから

わかる．キシローズからキシルローズに至る経路は2

つ考えられる．1つは前述のキシローズイソメラーゼ

による方法で，他はPjcﾉzj(zstjp"jsで行なわれてい

る経路'')でキシローズからキシリトールまでキシロー

ズ還元酵素が触媒し，次いでキシリトールからキシル

ローーズヘキシリトール脱水素酵素が触媒している．

P.stjp"sのキシローズ還元酵素を精製し，その情

報を利用して遺伝子をクローン化した．クローン化遺

伝子を酵母に導入した．その結果，酵母中でキシロー

ズ還元酵素のmRNAの存在が確認でき，また酵素活

性も認められるが，キシローズを炭素源として生育す

ることはできなかった．この原因は種々考えられるが，

酵素の生産量が少なすぎること，キシローズからキシ

リトールヘの還元反応とキシリトールからキシルロー

ズヘの酸化反応の共役がうまく行っていないことなど

が考えられるが，将来の検討が必要であろう．

Xylan

1%伽※
Xylooligosaccharide

lrwas｡
D-Xylose-

I
Xylitol

Xyloseiso-
merase

NADPH

(NADH)

Xylose
reductase

(NAD)N
NADP

NAD

D-Xylulose

Xylitol
dehydrogenase

エネルギー・資源

8．セルローズ直接発酵菌の育種

（担当，別府輝彦教授，荒井基夫教授，小林猛

教授，宮川都吉教授）

セルローズ直接発酵菌の育種についてはキシランの

場合と類似に考えられるので現在まで研究班が達成し

た成果についてのみ紹介する．

1）セルラーゼ系遺伝子のクローン化,B(zcj"皿s

su6""S'2'13)9好アルカリ性B(zcj""s属細胞（理化学

研究所堀越弘毅教授),Aspe増"msQcJea虹S14,15),

好熱嫌気性菌NA10'6),3B'7),腸内細菌R邸77zj"ococ-

CuSaj6ZJS18,19)のクローン化に成功した．

2）以上のうちNA10株のエンドグルカナーゼとセ

ロビオヒドラーゼ20)と,A.(zcJe"zJsのセルラーゼは

酵母に導入されて効果的に発現され酵素生産に成功し

ている．

3）β-グルコシダーゼについては,R.qj6"s由来

のもの,SQcc肋7､oﾉγzycopsjs肋座"geFα由来のもの

がクローン化された．

4)S./Z6""gerα由来のものは酵母に導入され，

発現，酵素生産に成功している．さらにこの場合は酵

母細胞外へ分泌させることができた．

しかし現在までセルラーゼを分泌させることには成

功しておらず課題として残されている．

9．セロビオース発酵性酵母の育種

（担当，宮川都吉教授）

上で述べたS.jib""geFaのβ-グルコシダーゼ遺伝

子をアルコール酵母に導入した酵母の例では，生産さ

れたβ-グルコシダーゼは細胞外に分泌される．この

－→D-Xylulose-5-phosphate
xylulokinase

↓
Pentosephosphatepathway

↓
Embden-Meyerhof-Parnas
pathway

↓
Ethanol

図－6酵母におけるキシローズ代謝経路
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酵母はセロビオースを炭素源としてエタノールを生産

することが確認された．この酵母にさらにセルラーゼ

を分泌生産させる能力を付与すれば，目的とするセル

ローズ直接発酵菌の育種が完成する筈である．

4)Panbangred,W.etal;Agric.Biol.,Chem.,47,

（1982）957．

5)Panbangred,W・etal;Mol.Gen.Genet・App1.

Microbiol.Biotechno1.,192,(1983)259.

6)Panbangred,W.etal;Eur.J.Biochem.,138,

(1984)267.

7)Fukusaki;E・etal;FEBSLett.,171(1984)197.

8)Panbangred,W.etal;Appl.Microbiol.Biotechnol

22，（1985）259．

9)Moriyama,H.etal;J.Mol.Bio1.,193,(1987)

10)Katsube,Y.,etal;ProteinEngineering(Ikehara,

M.ed)p.91,JapanScientificSoc.Press(1990).

11)Schellenberg,G.D.etal;J.Bacteriol.,259,(1983)

6826.

12)Koide,Y.etal;Agric・Biol.Chem.,50,(1986)233

13)Nakamura,A.etal;Eur.J・Biochem.,164,(1987)

317.

14)Ooi,T.etal;NucleicAcidRes.,18,(1990)5884.

15)Ooi,T.etal;Curr.Genet.,18,(1990)217.

16)Honda,H.etal;Appl.Microbiol.Biotechno1.,25,

（1987）480.

17)Kawai,S.etal;Agric.Biol.Chem.,51,(1987)59

18)Honda,H.etal;Enz.Microbial.Techno1.,10,

（1988）559.

19)Honda,H.etal;Appl.Microbial.Biotechno1.,29,

（1988）264.

20)Honda,H・etal;Appl.Microbiol.Biotechno1.,28,

（1988）57．

10.おわりに

本稿の中では研究班の成果について主として紹介し

てきた．世界の中では，本研究班のセルラーゼやキシ

ラナーゼ遺伝子のクローン化の研究，蛋白質工学的研

究は最先端に位置していると自負しているし，原核生

物の遺伝子の真核生物での発現，分泌と云った未知の

分野を開拓する必要性にも遭遇している．解決はこの

班の研究の中から生まれるかも知れないし，また世界

中のバイオテクノロジーの発展の中で生まれ，この研

究目的に利用されるかも知れない．

当初計画した成果の殆んどに成功した事を班員の先

生方の御努力に感謝します．
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