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　コンポスト原料を高速に処理するためには，難分解性有機物の1つである

セルロースの分解を如何に促進させるかが課題となる。コンポスト中ではセ

ルロース自身が難分解性であることに加え，コンポスト化のような高温条件

下ではセルラーゼを生産する微生物が生育しにくいために，コンポスト中に

セルロースが残存しコンポストの熟成に時間を要する理由の1つにとなっ

ている。そこで，本研究ではコンポストから高温で生育できる、増殖速度の

速い好熱性Bacillus属細菌A8株を単離し，その菌にセルラーゼ遺伝子を導

入することでセルラーゼ活性を持つ組換え菌を作成することを試みた。
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結合性セルラーゼを生産する繊え好熱性細菌を用いた高速コンポスト化

静岡大学工学部　中崎清彦

1．　緒言

　コンポスト化は自然環境中の微生物の働きを利用して有機質廃棄物を堆

肥に変え土壌に還元することのできる，優れたリサイクル技術の1つである。

有機質廃棄物をコンポスト化処理することは循環型社会を構築する上で有

効と考えられるが，現在までのところ普及には程遠い状況が続いている。こ

の原因の1つにコンポストを製造するには長い時間がかかることが挙げられ

る。このため短時間でコンポストを製造する高速コンポスト化の方法が期待

を集めている。従来から高速コンポスト化が達成できていない原因としてコ

ンポスト化反応が十分に解明されていないこと，有機質廃棄物中にセルロー

スなどの難分解性の有機物が多く混入していることがある。著者はコンポス

ト化反応の解明に取り組み，高速コンポスト化を達成するための操作因子に

ついての知見を見出してきているが，さらに，高速にコンポスト化を進行さ

せるにはセルロースの高速分解が不可欠である。

　市販されているコンポストの原料として最も多く利用されているバーク

（樹皮），木の葉・刈り草などの庭ごみ，稲藁などの敷料と混合排出された

家畜糞・食品加工廃棄物のうちの植物残渣，下水汚泥や生ごみのコンポスト

化に通気性改良材として加えられる木材チップやおがくずなどには，セルロ

ース成分が高濃度に含まれており，迅速なコンポスト化処理のためにはセル

ロース成分の分解を高速化することが不可欠である。セルロースを高速で分

解するのためには以下の2つの問題を解決する必要がある。1．これまで知

られているセルロース分解菌は増殖速度が遅くコンポスト化後半にしか増

殖しない。2・セルu－一スが原料中に散在しているために分解菌の生成する

セルラーゼとセルロースの接触が不十分でセルラーゼが有効に作用しない。

本研究ではセルラーゼを生成しないがコンポスト化の昇温期に増殖速度が
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大きく高温段階の初期からコンポスト中で高濃度を達成することができる

好熱性のBacillus属細菌に，セルロース結合性のセルラーゼを生成する性

質を付与した組み換え体を創製し，これをコンポスト化の種菌として利用す

ることを計画している。コンポスト原料に組み換え菌を接種することでセル

ラーゼの生成時期を速め，同時に生成したセルラーゼを原料中のセルロース

に結合させて作用させることでセルn－一スの分解を促進し，高速コンポスト

化を達成することを目的とする。コンポスト化において組み換え菌の使用と，

対象とする有機物を絞ってそれに対する微生物の作用のクリアボックス化

を目指した取り組みは従来までに報告がみられない。

　コンポスト化においては従来から微生物を接種することが有機物分解の

促進に有効か否かについて検討が行われてきたが，どのような微生物のどん

な効果を期待して接種するのかについての明確な戦略がなく，また，接種し

た微生物のコンポスト化過程での増殖の確認もおこなわれずに，いわば，コ

ンポスト化過程をブラックボックスとして扱って，漠然とコンポスト化が速

くなることを期待していた。本研究では，高速コンポスト化を考える上で欠

くことのできないセルロース成分の分解促進に対象を絞り，高速コンポスト

化を達成しようとする点に特色がある。

　本研究では一次発酵の過程で作成したコンポスト中から高温で生育でき

る，増殖速度の大きい好熱性微生物を単離し，遺伝子組換え技術を用いてセ

ルラーゼ遺伝子を好熱性微生物に導入することで，セルラーゼ活性を持っ組

換え菌を創製することを目的とした。

2．コンポストの作成，および微生物の単離

2－1　コンポスト原料

　コンポスト原料は家庭から排出される生ごみにかわるものとして・性状が

均質で再現性のあるデータを得ることができるという利点を考慮して市販

のドッグフード（NEW　VITA－ONE　SOFT；日本ペットフード株式会社）を用い

た。ドッグフードの炭素および窒素の元素分析値は・それぞれ・47・0％と

5．28％でC／N比は8．91であった。実験に際してはドッグフードを挽肉機で磨

砕し，通気性改良材であるおがくずと，市販の種菌を乾燥重量比で10：9：
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1に混合し，消石灰を用いてpHを8．5付近に調整した後，蒸留水を加えて

含水率を約55％に合わせたe

2－2　コンポスト化操作

　本研究で用いたコンポスト化実験装置の概略をFig．1に示す1）。反応器

は容積約272の円筒型で耐熱性塩化ビニル製のものを用いた。反応器は周

囲にリボンヒータを巻き，発泡スチロールの断熱材に埋め込んでいる。コン

ポスト原料を反応器中に投入し，基本通気量を302／hとして底部より通気

した。室温から設定温度まで，できるだけ昇温速度が同じになるように補助

的に加熱し，その後は電磁弁の開閉による通気量の増減と実験装置に巻いた

リボンヒータによる加熱によって設定温度を維持した。反応器からの排気ガ

スは硫酸水溶液の入ったアンモニアトラップに導き，アンモニアを取り除い

た後に，炭酸ガスメー一タ（MODEL：RI－550A，理研株式会社）を用いて排気ガ

ス中の炭酸ガス濃度を連続的に測定した。また，通気速度も連続的に測定し，

排気ガス中の炭酸ガス濃度と通気速度とから，炭酸ガスの累積発生量を計算

するとともにコンポスト化物単位乾燥重量当り，単位時間当りの炭酸ガス発

生モル数と定義した炭酸ガス発生速度を計算したeまた，原料有機物の分解

程度は元素分析により求めたドッグフード中の全炭素量に対する反応中に

炭酸ガスとして揮散した炭素量の比と定義した炭素変化率で定量した。

　コンポスト化に伴い一日に一度反応器の蓋を開け，均一な反応進行を目的

として固相を切り返した。同時に，約20gのサンプルをi採取して，　pH，およ

び含水率の変化を測定した。pHはサンプル3gを蒸留水27　m2に懸濁させ

104rpmで10分間ホモジナイズしたものを，　pH電極を用いて測定した。含水

率は，105℃に設定した乾燥器を用いてサンプルを乾燥させ，減少した重量

をサンプルに含まれていた水分量として求めた。なお，含水率を最適値であ

る45～55％の範囲2）に維持するために，サンプルを採取した後に適当量の

蒸留水を加えて含水率を調整した。

2－3　コンポストビの1時・IJN　L

　ドッグフードを原料としたときの温度，炭酸ガス発生速度，炭素変化率，

およびpHの経時変化をFig．2～5に示す。コンポスト化温度は，コンポス

トの切り返し時の温度低下を除いて，ほぼ設定値の50℃一定に維持された。

3



また，切り返し後の温度は速やかに再上昇した（Fig．2参照）。炭酸ガス発

生速度は切り返しに伴って一時的に大きくなる切り返しの効果が確認され

た。また，炭酸ガス発生速度はコンポスト化前半に大きいことから，原料中

有機物の分解はコンポスト化前半に活発であることがわかる（Fig．3参照）。

炭素変化率の傾きはコンポスト化進行に伴って次第に緩やかになるが，最終

的には91％付近に達した（Fig．4参照）。また，　pHは反応初期に一旦低下す

るが，コンポスト化24時間を過ぎる頃から再び上昇し，その後約9で一定

となった（Fig．5参照）。これは，コンポスト化初期には有機酸が生成，蓄

積し，pHは低下するが，反応が進行してタンパク質の分解が起こるとアン

モニアの生成によって反応物のpHが上昇するためと考えられた。

　以上のことから，作成されたコンポストはドッグフード中の有機物が良好

に分解されたコンポストであることが確認された。

　なお，ここでは詳細を示さないが，本研究でのコンポスト化装置を用いて

同一条件のコンポスト化をおこなった場合には，よい再現性が得られること

を確かめている3）。

2－4　彿生物の単離

　コンポスト中は多種多様な微生物が存在する混合系であるため，ある特定

の微生物がそれ以外の他の微生物との基質の獲得競争に打ち勝ち，優先的に

増殖することができるためには，できるだけ増殖速度の速い微生物を選択す

ることが有利である。

　そこで，上述のように作成したコンポスト製品から増殖の速い微生物を単

離することを試みた。コンポスト製品を適宜希釈してTable　1に組成を示す

Trypticase－－soy寒天培地（以下，　TS寒天培地）上に塗沫して微生物を単離

し，常法に従って純粋培養を確立した4）。単離した微生物はTS液体培地を

用いて増殖速度を測定し，単離した全40株のうち，増殖の速い微生物とし

てA1～A8株が選択された。　なお，増殖速度は0．43～1・　38h’1の範囲にあっ

た。これらの菌株のうちA8株は16S　rDNA領域の塩基配列のシークエンスか

らBacillus　lichenifoxmisと決定された。

3．　セルラーゼ遺伝子組換え菌の作成
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　セルラーゼ遺伝子はCl　os　tri　di　um　th　ermoce11　um由来のもの（以下，　CelA

遺伝子）5）を用いた（Fig．6参照）。CelA遺伝子にはCellulose　Binding　Domein

（以下，CBD）の領域があるので，　Cel　A遺伝子によって発現されたセルラ

ーゼはセルロースに特異的に吸着することができる。よって，セルラーゼが

菌体外に分泌されれば，コンポスト原料中のセルロースに特異的に吸着し，

高速に分解できる可能性が期待された。

　Cel　A遺伝子はpBluescript］I　SK一のプラスミドに導入され，　E．　co2’t

JM109にクローン化されていることから，　Cel　A遺伝子の回収のためにクロ

ーン化されたJM109を培養した。　JM109の培養にはLB培地（Table　2参照）

を用い，培養温度は37℃，培養期間は12時間とした。培養後は培養液を

15000rpm，30　sの条件で遠心分離し菌体を回収した。回収した菌体にドデ

シル硫酸ナトリウム（SDS），および水酸化ナトリウム，酢酸ナトリウムを順

次添加して溶菌処理をおこなった後，15000rpm，2minで遠心分離して細胞

の破砕物を取り除いた。遠心分離後，回収した上清に99・5％のエタノール

を加えて遺伝子を沈殿させた。その後，RibonucleaseによってRNAを分解・

除去し，Trisで飽和させたフェノール，およびクロロホルムでタンパク質

を変性・除去した後，最終的に99．5％のエタノールでDNAを沈殿させ回収

した。方法の詳細についてはMolecular　cloning6）を参照のこと。

　回収したCel　A遺伝子を含むpBluescript　ll　SK一を鋳型としてCel　A遺

伝子領域をLA　Taq　Polymerase（Takara　LA　Taq，宝酒造株式会社）を用いて

PCRにより増幅させ，　Cel　A遺伝子を得た。　PCRの反応条件は98℃一一30秒，

50℃－30秒，72℃－90秒で，サイクル数は30とした。

　PCRにより得られた増幅産物（Cel　A遺伝子領域）をPst　IおよびSac　I

で37℃，1時間処理した後，アガロー一スゲルO．8％，電圧100V，30minの

条件で電気泳動をおこない，切断したCelA遺伝子を精製・回収した・なお，

Cel　A遺伝子の精製・回収には市販のDNA精製キット（GENE　CLEAN　KIT　IL

フナコシ株式会社）を用いた。このキットはNalのアガロース融点効果作用，

GLASS　MILK（シリカマトリックス）のDNA特異吸着性能・
NEW（NaCl／EtOH／Water）洗浄液の不純物除去作用を組み合わせて・DNA溶液の

脱塩，精製，アガロースゲルからのDNA抽出が簡単に行えるというものであ
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る。

　また，本研究ではBaeilius属細菌で複製できるプラスミドとしてpGDV1

を用いた。pGDv1の制限酵素地図をFig．7に示す。これは全長2571　bpで

クロラムフェニコール耐性遺伝子マーカーを持ち，複製方式はローリングサ

ークル複製である。このプラスミドはB．subtilis　ISWにクローン化されて

いることから，pGDV1を回収するためにクローン化されたB，　subtilis　ISW

を大量に培養し，pGDV1を得ることとした。先に示したE．　oo五のプラスミ

ド抽出方法をそのままグラム陽性細菌であるBaciilus属細菌に適用すると

プラスミドの回収率が悪くなるため，溶菌過程の前に，リゾチームを加えて

細胞壁を破砕する手順を加えた方法に変更した。なお，リゾチームは細胞の

懸濁液に約30mg／m2となるように添加した後，40min氷中に放置した。　pGDV1

も先と同様に，制限酵素Pst　1およびSac工で切断し，アガロースゲルの電

気泳動をおこなった後，先と同様に市販のDNA精製キット（GENE　CLEAN　K工T

II，フナコシ株式会社）を用いてpGDV1を回収した・

3－2　B．s　ub　tt7is　ISW（標準株）を用いた形　転

　上述で回収したプラスミド（pGDV1）およびセルラーゼ遺伝子（Cel　A）を

T4－DNA　Ligaseを用いて，ライゲーション反応をおこなった。ライゲーショ

ン反応の条件は16℃，約12時間とした。次に，このライゲーション後のサ

ンプルを用いて，B．　subtilis工SWを形質転換することを試みた。　Bacilius

属細菌をはじめとするグラム陽性細菌はグラム陰性細菌に比べて細胞壁が

堅いので，E．　coiiで用いられるエレクトロポレーション法を適用するのが

困難であることが予備的な検討により明らかとなった。

　そこで，本研究では細胞壁を破壊してプロトプラストを作成し，プロトプ

ラストの状態で形質転換する方法7）を適用した。本来ならば，B．

1i　ch　en　iformis　A8株に直接形質転換するのが望ましいが，形質転換の効率

が極めて悪く，容易に形質転換できないと予測されたことから，ここでは一

旦B．subtilis　ISWに形質転換させることとした。

　形質転換で用いるB．subtilis　ISWのプロトプラストは以下の方法で調整

した。まず，工SW株を1％（w／w）グルコースを添加したLB培地を用いて1晩培

養し，培養液1m2をPenassay　broth（Table　3参照）に接種し・さらに37℃

でOD，，。≒0．5となるまで振塗培養した。この培養液40　m2を採取して4℃，
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12000rpm，2mil1の条件で遠心分離をおこない，得られた菌体を4mOのSMMP

培地（Tab］e　4参照）に再懸濁した後，20　mg／m2のリゾチーム溶液を添加して

1時間振塗培養した。なお，培養後，プロトプラストになっていることを光

学顕微鏡により確認した。プロトプラストはSMMP培地でさらに洗菌して，

10μgのプラスミド（pGDV1）および40％（w／w）のPolyethylene　glyco1を加え，

3200rpm，10minの条件で遠心分離した。それを再度SMMP培地に懸濁させ，

その懸濁液をクロラムフェニコールを添加したDM3寒天培地（Table　5参照）

に塗沫し，46℃で5日間培養した。

　培養後，プレート上にコロニーが形成された。そのコロニーをLB培地で

37℃，12時間培養しプラスミドの抽出を試みたところ，プラスミドが確認

された。さらにそれを制限酵素PstIおよびSacIで切断したところ，ここ

には詳細は示さないが，pGDV1，およびCel　Aを示す2本のバンドが確認さ

れ，B，　sub・tilis　ISWに形質転換されたことが確かめられた。

3－3B．　ii　ch　eni　formis　A8株を用いた形　転

　上述で形転換されたB．subtiiis　1SWからプラスミドを大量に抽出し，　B．

五砧θ加王o抽ゴ5A8での形質転換の効率を高めることとした。形質転換の方

法としては上述と同様に宿主のプロトプラストを作成し，導入したいプラス

ミドDNAと混合して宿主にDNAを取り込ませる方法を用いた。

　その結果，プレート当り3～4個のコロニーが形成され，それらからプラ

スミドを抽出することができた。さらに，抽出されたプラスミドを制限酵素

Pst　I，　Sac　Iで切断したところ，　Cel　A遺伝子とpGDVIのバンドが確認さ

れた（Fig．8参照）ことから，　B．1icheniformis　A8は形質転換されたこと

が確かめられたe

3－4組　え菌におけるセルラーゼ発王の確認

　セルラーゼ遺伝子を導入したB．五〇加加τoτ加sA8株についてセルラーゼ

が発現されているかをタンパク質の電気泳動（SDS－PAGE：
SDS－polyacrylamide　gel　e1ectrophoresis）により確認することを試みた。

分離ゲルの濃度は6％，電気泳動の条件は電圧100V，泳動時間は90minと

した。セルラーゼ遺伝子導入の有無を変えたB．1　i’　ch　eniformis　A8株をそれ

ぞれ培養し，その培養液から得た菌体にリゾチームを添加し，37℃，1時間
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反応させることによって溶菌処理した後，超音波破砕装置を用いて菌体を破

砕し・遠心分離によって上清を回収した。さらに，この上清にボールミルで

磨砕したセルロース（以下，3％BMC）を混合・撹持し，3～4時間氷中に放

置してセルラーゼをBMCに吸着させた後，15000rpm，2minの条件で遠心分

離して上清を取り除いた。沈殿したBMCを100mMリン酸バッファで洗浄し，

さらに遠心分離をおこなってBMCを回収した。　BMCを添加することで，発現

したセルラーゼはBMCに特異的に吸着することから，もしCBDをもつセルラ

ーゼが発現すれば，セルラーゼ遺伝子導入の有無を変えたB．五〇力聞汀旺加s

A8株の抽出液を電気泳動することで電気泳動パタL－一一一ンに違いがみられるは

ずである。

　このようにして得られた抽出液，およびタンパク質の分子量マーカー（Low

molecular　weight　calibration　kit　for　SDS　electrophoresis　，　Amersham

Pharmacia　Biotech）についてゲル電気泳動をおこない，　BMCに吸着したセ

ルラーゼタンパクの分子量を推定した。

　sDs－PAGEにおけるゲル写真をFig．9に示す。　BMcを用いてcBDをもつセ

ルロースを濃縮したが，組換え菌と組換えをおこなわない宿主菌とで，電気

泳動写真に顕著な差が見られなかった。このことから，組換え菌においてセ

ルラーゼの発現量が少なかったと考えられる。次に，このように調整した

SDS－PAGEをコンゴーレッドで活性染色したときの写真をFig．10に示す。

もしセルラーゼの発現量が少なくても，　CBDをもったセルラーゼが発現さ

れていればBMCに吸着するので，活性染色によりその発現が確認されると期

待された。その結果，活性染色では組換え菌のサンプルについてだけ一本の

クリアゾーンが70kDa付近にみられる（Fig．10参照）ことからCBDを持っ

セルラーゼが組換え菌にだけ存在することが確認された。また，分子量の大

きさからこのタンパクはCel　A遺伝子由来のセルラーゼであるという考えを

指示した。

　したがって，コンポスト中で増殖の速い好熱性細菌B．1ichenifoirmゴs　A8

株においてorostridium　th　e2rmo　c　e　1　Z　um由来のセルラーゼ遺伝子Cel　Aを組

み換えることに成功した。また，組換え菌はさらにセルラーゼを発現するこ

とを確認した。
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　　　1　ATG’I　rl’AGAA　ACACCAATAA　AAGAAT　rCTT　GCT：v：「『G　ETA　TTGTTGTTGC　AATGTrAATG

　　　61TATIrTCArTC（コAACAATGAC　TTTCGCAGTA　GAAGAGGATA　G〔コ℃T㎝〔コ‘CATTACCAAT

　　121　CAGGCI：…、　AGC㎝㎝C　T鍋へGO　CG㏄㎝｛：Au“，（M’C　TA．tVLCAAGAA　CGGAGTITAAA

　　181ACA苫TATGCG　ACAAAGATGG　GAACCCTATA（：AGCτrCGTG　GTAT｛］AGTAC　CCACGGT㎝

　　241CAGTGGTITC　CrGAAATAA，T　TAv，tCAATAAT　GCCrπGCGG　crCrCTCCAA　GGATτ口GGGC

　　301AGCAATGTTA　TCCGTTrAGC　AATGTACGTT　GCT〔IAAGGCG　GATATE’CA、AA　AGACCCTGAA

　　361ATAATTAAGAんへAGAGTAAT　TGATGGAArr　GATTrAGC℃A　TrGCAAATGA　TATGTACGTr

　　421ATTGTAGACT　GGCATGTAcT　TACACCAGGT　GACCCAAA斑（：AGAr口TATA　TAA｛ヨGGTGCA

　　481ATGGATITCr　TCAAGGAAAT　ATCCCAAAAG　TACCC（：AATA　ATCCrCATAT　AAITATA’r（｝AA

　　5口TrGG｛πAATG　AGC　CAAGCCC　CAACGATCCG　GGTGTrACCA　ACGACGCAGC△GGTTGGGCA

　　601AAAGTAAAAAαrTACGCA6A　AC㎝TAATA　AAAATACTrC　GTGAC乱G亡G〔；　TAATAAGAALT

　　661C冗ATAATCG　rTGGAAGTCC　AA．tNC’TGGAGC　CA，GCGCCCT’G　ATITGGCτGC　TGAAAATCCA

　　？21ATAAACGACA　A｛ンSAi工ACAGCATATI’1’｛　ALTrrT（　AC’！rl’rATA　GTGGAACGCA　TAAAA㎝CA

　　7且1ACTGATAGCA㎝ACAGAGG　CAAiTATAAT｛｝AGTAATGCAA　GATACGCTCr　TGAAC　ATGGT

　　841G工AGC乱GTrr　TITGCTCrGA　ATG｛｝G〔1乱A、CT　AGTGAAGCAA　GCGGAAALC　AA　CGGACCAiTAC

　　9田1TTGAAAGAAG　CAGATGAGTG　O㎝GAATrT　CTCAATGCCA　ACAAIATCA、G　TrGGATτAAC

　　妬1TGGTcr㎝A…TAAGAA　TG，tWLCATCA　GGATCGTT’iA　TAC（　rrrCAIT　ATCCGGCAAA

　　1021TCAGAT〔ヨCC“t　CAAACCrGAA．　TCCCGGAGAT　GATCAGG’1’1T　G口TCATTAAA　AGAA（汀GAGπ

　　108ユ｛｝TATCC6GAG　AAiTATGCCCG　TGCCAGAATA　AAAGGTATAA　AATAOGAACC　TATTGAGCGT

　　1141TCCGAAAAAG　AAGAGτrrAC　AACAAATGTA　TGGGAT　r’rCA　ATGATGGAAC　GACrCAAGGC

l201　TrCGGTATAA、　ATGGTGA鋼TCC醐T船㏄r〔緯G“TユCC㎝GC榔m…
　　1261AATGCT｛コTA　AAATCACCGG〔TrAAA工AAC　AG〔：AAT（ヨATC　TrACAGAA｛〕〔i　AAACTA〔汀GG

　　1321GCAAAT〔〕τTC　OTCrlT〔：AGC　TGATGGTACA　AGC乱ATAAAC　CrAACATrrr　TGGTGCAGAA

　　1381AAACτAACAA　TGGATGTTAT　TACAGCrGCT亡CrGCQACAG　TATC，M　TTAGC　TGCGAT’rCCA

　　1441CAGAGTrCAA　CCCATGGTT｛｝GGCGAATCCオACACGTGCCA　TrGCrGTAAA　ACCA㏄TGAC

　　1501TrrGTAAAAC　AAGAAG」へTGG　TACATATAAA　GCA｛3τAτ工AA　CAATAACA㏄GGCTGATTCA

IS61　OCGAArmG　ATT⊇GC、…蝕口GC榔蹴A6枯㎝TGA工≡㎜G
　　1621TrrGTrG（ヨT口CGGATACA‘GA　TGT’rATTTCA　CπGATAATA　TAA（rCGTATC　AGGA．AACCt　IT

　　16Sl　GCTGTGGTAG　AAGCACCTGT　TGAA鎮TGCT　CCMT乱GGAA　AGGC乱ACTCT　rCCrrCAAOC

　　1741Tr『GAAGATT　CAA｛：CCGACA　GGAT’TGGGCT　TGGGA『C　CCTrA　m㎜G｛｝AGr　TCA，GAGTGCC

1801　TTGACAAiTAA　AAG，AITGCCAA　CGAAT＝A㏄砿m㎝鰯枯G耽M鯉㎜繊
　　1861GTCAAGoCAG　TA，GACGGATG　GGCX　r口aGC乱CCTCGTATALA　T｛〕CrTGGTAA，　TGTAAATACA

1921　AerCGTGGG⌒C⌒T㎝A緬GAT”M－rATC　T（IAAGCcrAC　ACAGCrc　AAGC
　　1981AAGGGTTCrC　TτACAATAAG　TCT｛｝GCT　rr　GCTCCACCAA、　GCCrTCSG’rTr㎝端CGC乱G

　　2041GC，A．ACA〔｝GTG　ATGTAAA工AT　AC（汀TTATCA　AGTTTAAGCA　AAATGAAAAA　AACCACAGAT

　　21｛｝1GG6TTATACC　ACτTCCAGGT＝TACGAT　TTGGATAAAA　TAAATGACGG　AA且AGTACTr
　　2161ACrGCCA．ATA　CrGTC〔：rOC6　TGATAT工ACA、　ArrGτrG丁TG　CAGACGGTAA　CAGTGATTTT

　　2221CCCGGTACTA　TGTACrrGGA　TMTATCAGG　TrrGAAんへTG　ACAGC乱AAAC　TGAAL㎝AAT

箆81納πC㎝蛤㎝TGπG6T舐…AG位舐㎝（MTA　ACG蹴ATGT　TAAAAAAATC
2S41　AArmAATA　GTAGCATrrc　AAGAGGCGAG　TrrrrAATGT　GOATTG’rTAA　AACrr1TAGAT

　　2401丁丁GAATGCAA　AATTTAGCrC　AAATrrCAGC　GAT｛3T’rAATA　AA，MA口GCAG（　TACTATAAT

2461　TCAGTGGGTA、πGC－GC　A㎝GO脳πA㎝GCGGCG　TCGG…肱A　T榔π㎝T
　　2521CCTAATAAGG　CAATAAGC㏄℃GAAGATATG　TT6GTATrAA　CCrATAAAGC　TCTGAAA．A，TA

　　2581GTAAATAAAA　ATnGGCTAA　AGGTAATGCr　AACGATITAA　AACAATrrAC　TGATGCTTCA

　　2641AAGGTrrCAA　AAAATGCTOT　TGAAAGTOTA　UCCACTATrG　TAAAGAACOG　A」rmATI’CA

　　2701GGTGATGCAA　AAAAACオGAA　TCCAAAAGCA　T（：『GTrGCA、A　AGTCrGAGGC　TGCATrAATG

　　2761〔汀TTATAAAA　TATACTCTAG　TrrA（ATAAG　TAA　　　　　　　　　　　　　・　　　　　　　　　　　　　・

〃

Fig　6　Cel　Aの塩基配列
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7．74■■■

6．22■■■

4．26■■■

3．47■■■

1．88■■■

1 2 3

　M：Marker　6
Lane1：組換えA8
Lane2二組換えA8－Pst　I、　Sac　I切断

　　　（①：pGDV1由来、②：Cel　A由来）
Lane3：組換えA8－Bam　HI、　Xba　I切断

Fig．　8　Cel　AおよびpGDVIのゲル電気泳動写真
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Fig．9SDS－PAGEを用いたタンパク質

　　　，の電気泳動写真

分子量マーカー一はphosphorylase　b（94，000），　bovine

serum　albumin（67，000），　ovalbmine（43，000），

carbonic　anhydrase（30，000），　soybean　trypsin

Inhibitor（20，1　OO），α一lactoalbmin（14，400）
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Fig．10　SDS－PAGEの活性染色による
　　　　　　セルラーゼ活性の確認

分子量マーカーはphosphorylase　b（94，000），　bovine

serum　albumin（67，000），　ovalbmine（43，000），

carbonic　anhydrase（30，000），　soybean　trypsin

Inhibitor（20，100），α一lactoabmh（14，400）



Table　l　TryPticase　soy　brothの組成

Tr　ticase　so　broth

Trypticase　Peptone

Phytone　Peptone

NaCl

K2HPO4

Gtucose

Agar

pH＝7．3

179∫1

39／1

59／1

2．59／1

2．59／1

20g／1

20



　　　　　Table　2　LB　brothの組成

LB　broth

　　Polypeptene　　　　　　　　　l　Og／l

　　Yeast　Extract　　　　　　　　59／l

　　NaCI　　　　　　　　　　　　　5911

　　Agar　　　　　　　　　　　　　　　　159／l

　　pH＝ZO



　　Table　3　Penassay　brothの組成

1PE1enass　broth

　　Difco　nutrient　broth　　　　49／l

　　Peptone　　　　　　　　　　　2・59／l

　　Yeast　Extract　　　　　　　1　．5g∫1

　　NaCl　　　　　　　　　　　　3．59／1

　　　KH2PO4　　　1　・329／1

　　　K2HPO4　　　3・689／1



Table　4　SMMPの組成

・2”xSMM

Sucrose

Maleic　acid

MgCl2

・4　xPenassa　broth

　　IM

O．04M

O．04M



Table　5　DM3　brothの組成

DM3　broth

　Sodium　Succinate｛pH7．3）

　Casamino　Acid

　Yeast　Extract

　K2HPO4

　KH2PO4

　GIucose

　MgCl2

　Bovine　serum　albumin

　Agar

　1M

5％｛w∫v）

10％｛w∫v）

3．5％（w∫v）

1．5％《wlv）

20％（w∫v）

　1M
　2％（w∫v》

　4％｛wlv）


