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論文内容の要旨

澱粉糖化工業においては高濃度の澱粉液を高い収率で糖化し，副産物を最低限に低下させる必要があ

る o 本論文では望ましくない副産物，イソマルトース等を分解する新しい酵素を探索し，その工業的応

用を図ったものである。

第 I 部では菌体内にイソマルトース加水分解型α- グルコシダーゼを生産する好アルカリ性の細菌を

分離している。同酵素はマルトースや可溶性澱粉により強く誘導されるO 精製した酵素は分子量60 ， 000，

最適 pH6.0--6.5，最適反応温度45
0

Cである O イソマルトオリゴ糖に対する基質特異性から， オリゴ-

1, 6- 夕、、ルコシダーゼに属すると同定されたが， α- 1， 4-マルトオリゴ糖に対する作用から新し

いタイプの酵素であると判定しているo

第 E部では本オリゴ-1， 6-グルコシダーゼ遺伝子を大腸菌へクローン化している。 3.1kb の EcoRV­

Pvull 断片中にこの酵素遺伝子はコードされており，この断片を挿入した合成プラスミド pMC21を保

持する大腸菌は原株， F 5 株に対し培養液当り 8 倍，菌体量当り 14倍の酵素を生産した。挿入断片を分

泌ベクター pEAP2 に組み換え発現させると酵素生産はさらに 3 倍に上昇したが分泌していなし、。大腸

菌で生産させた酵素はF5 株の生産する酵素と一致している。

オリゴ-α ーし 6 ーク守ルコシダーゼ遺伝子を含む3.1kbDN A断片の塩基配列を決定し，その中に

1 ， 500bp の読み取り開放枠の存在を認め，そのN一末端の10アミノ酸配列がF5 株の生産する酵素のそ

れと一致すること，および全アミノ酸組成が一致することからこの1 ， 500bp がオリゴ-α- 1 ， 6- グ

ルコシダーゼの構造遺伝子であると決定している。また SD配列とターミネーター配列の存在を認めて

いる。

-646-



第E部ではグルコースの工業生産において，現行の仕込澱粉濃度が30%から36%まで上昇させるため，

Rhizopω 由来のグルコアミラーゼ， α ーアミラーゼにオリゴー α- 1， 6 ークやルコシダーゼを添加する

と無添加対照に比べて0.5%以上クゃルコース含有量が高く保たれる。さらに生コンスターチの糖化にお

いても本酵素の添加効果を認めている O

論文の審査結果の要旨

澱粉糖化工業においては可能な限り高濃度の澱粉液をできるだけ副産物を少量に抑えて糖化するかが

問題になっている O 本研究はこの問題を解決するためにイソマルトース等の副産物を分解する酵素を検

索し，その応用を図ったもので次のような重要な結論を得ているO

1 )好アルカリ性細菌 Bαcillus sp. を天然から分離し，その生産するイソマルトース加水分解型の α ー

グルコシダーゼを精製し，その性質を調べているO その結果本酵素は α-1 ， 4- マルトオリゴ糖に

作用せず， α ーし 6 ークールコシド結合にのみ作用し，オリゴ-1， 6-α- グルコシダーゼと呼ぶべ

き新しいタイプの酵素であることを明らかにしているO

2) オリゴーし 6 ーグルコシダーゼ遺伝子を大腸菌中にクーロン化し， pBR322をべ、クターとして使用

すると菌体量当り生産性は原株の14倍に増加し，さらに分泌ベクタ- pEAP 2 に組み換えると原株の

40倍以上の生産性を得ているO

3) オリゴ-1， 6- グルコシダーゼ遺伝子のDNA塩基配列を決定し， 1 ， 527bp の読み取り可能枠の

存在を認めているO これのコードする蛋白質は509アミノ酸残基からなるものであるO

4) 液化澱粉液の仕込み濃度を現在使用されている濃度30%から36%に上昇させるために，従来使用さ

れている酵素混合物に本酵素を添加すると0.5%以上グルコース含有率が高くなり，収率が増加する。

5 )生コーンスターチ糖化においても従来使用されている酵素混合物に本酵素を添加すると良好な結果

が得られる O

以上の成果は，食品工学ならびに酵素工学の発展に寄与するところが大きい。よって本論文は博士論

文として価値あるものと認める。
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