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Cellvibrio 　 gi ］vus の β

一グ ル コ シ ダ
ーゼ 遺 伝 子 の 搆 造

農 水 省 　 食 総 研 　 ○ 柏 木 豊、青 柳 千 佳、佐 々 木 堯、 谷 口 肇

（目 的 ） セ ル ロ ース 資 化 性 菌 Cellvi6rio 　 gilvus は 菌 体 外 に 多 種 類 の セ ル ラ ーゼ を 生 産 し、
こ の セ ル ラ

ー
ゼ 系 は セ ル ロ ース を 分 解 し て セ ロ ビ オ ース を 効 率 的 に 生 産 す る 特 徴 を 持 つ

。

す で に 演 者 ら は 本 菌 の セ ル ラ
ー

ゼ 系 に 属 す る 　β
一

グ ル コ シ ダ ー
ゼ 遺 伝 子 の ひ と つ を ク ロ ー

ニ ン グ し、 大 腸 菌 に よ っ て 生 産 し た 酵 素 を 糟 製 し て そ の 特 性 を 明 ら か に し た
（D 。　本 研 究

で は 本 菌 の 　β 一グ ル コ シ ダ ーゼ 遺 伝 子 の 全 塩 基 配 列 を 決 定 し 、 遺 伝 子 の 構 造 を 解 明 す る こ

と を 目 的 と し た 。

（方 法 及 び 結 果 ） C．gilvus の B 一グ ル コ シ ダ ーゼ 遺 伝 子 を 持 つ 組 換 え フ ァ
ー

ジ λ CG23 は 既

に 得 ら れ て い る が 、 こ れ の 挿 入 断 片 を pT7T318U に サ ブ ク ロ ー
ニ ン グ し て 活 性 を 発 現 す る 組

換 え プ ラ ス ミ ド pCG5 を 取 得 し た 。 そ こ で 、　 pCG5 の 挿 入 断 片 の 塩 基 配 列 を デ ア ザ dGTP を 鯛 い

た dideoxy 法 で 決 定 し た 。決 定 し た 3工77bp 中 に 全 長 2565bp の ORF が 存 在 し 、 翻 訳 開 始 点 ATG
の 5

’
上 流 域 に SD 配 列 お よ び プ ロ モ ー タ ーと 考 え ら れ る 配 列 を 見 い だ し た 。 本 ORF の G ＋ 儲 は

69 ．4％で あ リ コ ド ン の 各 位 置 の G ＋ C・X・は そ れ ぞ れ 76，50 ．72X で あ っ た 。　 ORF か ら 推 定 さ れ る 854
ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 に は 、32 ア ミ ノ 酸 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 と 精 製 酵 素 の 到末 端

ア ミ ノ 酸 11残 基 に 相 当 す る 配 列 が 確 認 さ れ た 。 さ ら に 本 酵 粢 の ア ミ ノ 酸 配 列 は す で に 知 ら

れ て レ
｝る い く つ か の β

一
グ ル コ シ ダ ーゼ と 高 い 相 同 性 を 示 す 領 域 を 持 ち、　Legler ら が 示 し

た 艇…pergillus 　 wentii β
一

グ ル コ シ ダ
ー

ゼ A3 の 活 性 部 位 に 相 当 す る 配 列
（2 ，

を 含 む こ と が

明 か と な っ た 。

〔1｝　Y．Kashiwagi 　et ．al ，，　Agric ．　Bioi ．　Chem 、，　55、　2553 　｛1991 ）

【2｝　G．Legler 　et ．al 、、　Evr ．　J ．　Bioche 皿．，　101 ，　85　〔ユ979 ）

Nucieotide 　 sequenoe 　 of 　 the 　β
一91ucosidase 　 gene 　 from ⊆一

〇 Yutaka 　Kashiwagi ，　Chika 　Aoyagi ，　Takashi 　Sasaki ，　and 　Haji 皿 e 　Tanlguchi

〔　Natio 冖 a1 　Food 　Research 　Institute ，　闘二

’
At
．
／F．F．　｝

356
メ タ ン 　生成細霞継ethanobacteriu 国 thermofor 面 cicu 皿 SF−4 の ア ス パ ラ ギ ン 酸 トラ ン ス

ア ミナ ーゼ 遺伝子 の 解析　　 （大阪市大・理） び大阪医大・医化）
o

大井 進 、田 中俊雄 、守屋達樹 、 山本知史、谷口 誠」林 秀行 ご鏡山博行

【目的】 メ タ ン生成細菌は CO2か ら炭素同化を行 い
、 ケ ト酸を経て トラ ン ス ア ミナ ーゼ 作用

』

に よ りア ラ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 を生 成す る 。 M．　thermoformicicum 　 SF−4の

ア ス パ ラギ ン 酸 トラ ン ス ア ミナ ーゼ （AspAT）は通常 43KDの サブ ユ ニ ッ ト4分子か らな る会合

体 と し て 存在 し 、 通 電 処理 で 容 易に 単量体 へ と解離す る 。 他 種起源 の AspATとか な り異な る

構 造を 有 し て い る もの と思 わ れ る の で g そ の 一炊 構造 を明 らか に しょ う と した 。

【方法お よび結果】 SF−4の 染色体 DNAの 精製 は暴 wolfei の 自己溶菌液を用 い 嫌気 条件下で 溶

菌 処理 し、 Marmur法に 準 じて 行 つ た 。 得 られ た DM 中に AspCが存在す る こ とは 、 プ ロ ーブ 1−5

を用い て サザ ン ハ イブ リダイゼ イ シ ョ ン に て確認 した 。 ク m 一ニ ン グに は 、EcoR　 Iに よ る D

M 断片 を用 い た 。 まずAsp八T遺伝子を保有す る猛 q磁 ク m 一ン を選択 した 。 当ク ロ
ー

ン よ り

調製 された プ ラ ス ミ ッ ドpSYE5 は pUC18 の EcoR　 Iサ イ トに 全長 3．4Kbの 挿 入断片を有 し て お

り、 そ の 断片 中には ATGで 始ま る
一

つ の ORF（1．2Kb）が 存在 して い た 。 そ の 塩基配列中に は

AspATの N一末端お よび プ ロ テ ア
ーゼ消化で え られ た各 ペ プ チ ドの ア ミ ノ 酸配 列 を コ ー ドす

る領域の 存在が 確認 された 。 また、翻訳開始点 の 上 流 に メ タ ン 生成細菌の 遺伝子 に特 有の

リボ ゾーム 結合領域 およ び転写開始領域 と考え られ る配列が 存在 した 。 SF−4株 の AspATの

一次構造 は§ulfolobus を含 め た他種起源の もの とか な り異な っ て い た 。
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