
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Soolety 　for 　Blosolenoe 　and 　Bloenglneerlng 厂　Japan

721

酵素 ・酵素工学　211

Aspergi／fus　acufeatu＄　N◎．F − 50由来の Fla一 キ シ ラナー ゼ

遺伝子 の 酵母に よ る発現
（大阪府大 ・ 農 ・ 応生化 、

＊

北大 ・工 ・ 分子化 学）　　 0 小森賢二
、 炭谷順

一
、

川 口剛司 、 大井俊彦
＊

、 木下晋一＊

、 荒井基夫

（目的】　 AacuteatUS か らは 9種類の セ ル ラーゼ と4種 類のキ シラナ ーゼが 既 に 単離精

製されて お り、 その 諸性質が 明 らか に されて い る 。 それ らの 酵素群の うち FI 一 カル ボ

キ シ メチ ル セ ル ラ ーゼ 、 fl　一グル コ シダーゼ 1、そ して Fla一キシ ラ ナーゼ は、すで に

cDNA 及びゲノ ム DNA か ら遺伝子が取得 されて い る 。 その 中で Fla…キ シラ ナーゼ遺伝

子に つ い て は 、 大腸菌に おい て大量発現 され、発現 産物の 性質が確認 されて い る
1）

。 本

研究 で は 酵母 に おけ る発現 に つ い て 報告する 。

【方法及び結果】　 酵母の ベ クタ
ー Y £ Up3 に pYPHO5222 −△ 10 由来の GAP プ ロ モ ー

タ
ー

を組 み込み 、 その 下流 に Fla一キ シ ラ ナ
ーゼ 遺伝子全．長を コ

ー ドする cDNA （1．3　kb）を

挿入 し構築 した発現ベ クター
を 、

Saccharomyces　cerevisiae　CG3 ．79 に導入 した 。 培養
の 結果 、 菌体外に キ シ ラ ナーゼ 活性が 認 め られ た 。 そこ で 、

YEPD 培地で 7 日間 、
30 ℃

で培養 し、 培養上 清を硫安 塩析後 、 各種カ ラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

に よ り電 気泳動的

に単
一

なキ シラ ナ
ーゼ の 精製標品を得た 。 電気泳動の 結果か ら推定 され る分子量は　33

m ）a で あ り、 オ
ー

セ ン テ ィ ッ クな酵素の 32　KDa よ りも若干大 き くな っ た 。 比活性は 特

に 変化は無か っ た。 至適濃度 は 、 大腸菌で発現 させ た 際には 45℃ だ っ たが 、 酵母 で は

オーセ ン テ ィ ッ クな酵素と等 しく55℃で あ っ た。
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陷 鰯 好酸性細菌 A 卿 5μ傭 斟 試． 靆 鱒 を酸性側 に9 する種々 の籍質関連酵素を生

産 してい る 。 義々 は本菌中にセ ル ラ ーせ活性を冕い だ し，同遺伝子を大腸菌中 にク W − ：：

ング しだ
｝

。 同遺伝子 は ，
405 ア ミノ酸をコ ー ドする 1

，
215 節 の open 　reaCtlng 　frameか

らな っ て お り， その推定ア ミノ 酸配夢ilは，　 Celiuias鬱 。 Xyla陥 舗 Fa 師 lyドに属する酵素

と高 い相同性を承 し掩 。 今回は，ク W ・一．ン株よ リ本酵緊を精禦 し， 諸性質の検討 を行 っ た。

ζ方 濁 大腸菌ク麟 一 ン株の培養は2 × 「解 培地を用い ，
37 ℃で好気的に行 っ た。 薦体を

25mM クエ ン酸 リ ン酸緩衝液lpH5．5》に懸濁後 s 超音波破砕 し、 粗酵素溶液を驪懿 した 。

これをCM −Toyopeari，　Butya−Toyopearfiの各ク獵 マ トグ汐フ ィ
ーを用い て靉気泳動的に

均一 に精製 した 。 酵紊活牲は，O縄S浩を用い．525nm の吸光慶の増湘によ り測 定した 。

【結果）ク O 一 ン株か ら精製 した串シ rラナ ーゼは ， 分子蠶41 ，
  00 のee−一一の求りペ プチ ド

か らなるモ ノ マ
ー一酵紫で あるこ とが 明 らかに な っ た 。 反応S 適pHは 5，0

， 翌 適温度は 60 ℃

で あっ た 。 また本酵絮は ， PM　2．5 −7 ．5 の酸性領域で蜜定で あ り・等電点はア・3 で あ っ た 。

さ らに本酵紊は，セ 彎 諸 リゴ塘 を塞質に 稱い た場含、エ ン ド型の切断パ ター ン を示 した 。
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