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525　　　 担一子菌 lrpex　lacteusエ ン ド型セ ル ラ
ーゼ遺 伝子 の 単離 と解析

　　　　　鼎愉鏃 礁讐 ，澤欝 蕭 廈筵質議製
「大 遺 伝子 ・

　　　　　 天野 良彦
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、神田鷹久
＊

、 岡崎光雄
＊ ＊

【目的】我 々 は担子 菌 1ψα lacteusの 生産す るエ ン ド型 セル ラーゼ、エ キソ型
セ ル ラ

ー ゼ の 相 乗作用 の 解 明 を 目指 して 、 遣伝子 の ク ロ ー
ニ ン グ と異 種 宿 主 に

よ る 発現 を検討 して きた 。 これ まで に 担 チ菌 f，lacteus の 生 産 す る エ キ ソ型 セ ル
ラ
ーゼ の 遺伝 r一をク ロ

ー
ニ ン グし、糸状菌 Aspergillus　oryzae にお い て 単 独発現

させ た 、　　　　
1｝そ こで 今 回 は担子 菌 Llacteus の 生産 す るエ ン ド型 セ ル ラ

ー
ゼ遺 伝 子

の ク ロ ー
ニ ン グを試みた 。

【方法 及 び結果 ］Llacteus よ り精 製 したエ ン ド型 セル ラ
ーゼ En −1 の 部分 ア ミ ノ

酸配列 よ り PCR プ ライマ
…

を設 計 した 。 炭素源 と して CMC を用 い たマ ン デル
ス 培 地で 3 日間培養 した L　 lacteus の 菌体よ り抽 出 した全 RNA に対 し RT−PCR
を行 っ た ． これ によ り増幅 した約 600bp の 断片が En −1 の 部分ア ミ ノ酸配列 を コ
…

ドして い る こ とを確認 した 。 こ の 断片 をプロ
ー

ブと して Ll αcteus の ゲ ノム ラ
イブラ リ

ー一
よ り En −1 断片 を含 む陽性 ク ロ

ー
ン をス ク リ…

ニ ン グした 。現在 En −
1 遺

．
伝 f二

の 全 長配列 の 決定 を行 っ て い る 。
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526 麹 菌 Aspergillus　oryzae キ トサ ナ ーゼ 遺伝 f’の 単離 と構造 解析
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【目的】 糸状 菌キ トサ ナ
ー

ゼ の 生理 的役割 を解明する た め に 、 酵 素学 的性質 を明 ら

か に す る と と も に 、遺 伝 r一の 単離 と構造解析 を進 め て い る ．既 に 、 麹菌 A．。ryzae
lAM2660 株 の 培 養 lt清 よ りキ トサ ナ ーゼ と β一グル コ サ ミ ニ ダー

ゼ を精製 した 。 今回 、
キ トサ ナ ーゼ遺伝子 の 1 つ をク ロ ーニ ング し、そ の 配列 を解析 した 。

〔方法 及 び 結 果】 今回単離 した キ トサ ナーゼ 遺伝子 と 当研究室で 報告 した植物病原
性糸状菌 Fusat’ium　solani 　SUF386 株 の キ トサ ナ

ー
ゼ遺伝 r一の ア ミ ノ酸 配列 にお け る

相 同性 は 45％で あ っ た 。 また 、最近 、デー タ ベ ー
ス Lに登録 さ れた 他 の 糸状菌 キ ト

サ ナ ー
ゼ配 列 に も 高 い 相同性を示 し 、 こ れ らの 糸状 菌キ トサ ナ ーゼ に 対 して 、糖質

加水分解 酵 素の 新た な 分類 で あ る family75が 提唱 され た 。　A ．oryzae 　2660 株 に は 、さ

らに 他 の キ トサ ナ ー
ゼ遺伝子 の 存在 が考 え られ た た め 、現在 、 ク ロ

ー
ニ ン グ を 試み

て い る v また 、F ．soiani 　SUF386 株の キ トサ ナ ー ゼ 遺伝子 cDNA の 大 腸菌 にお ける 発
現 系 を構築 し、糸状菌 キ トサ ナ ーゼ 問 で よ く保存 されて い る 3 個 の G ］u 残基 を点 突
然変 異 に よ り Gln 残 基 に 置換 した 。 変 異タ ンパ ク の 活性 を測定 した 結 果、　 Glu16g が
活性 中心 の 1 つ で あ る と考 え られた 。

gloning　and 　charactcrization 　of 　chitosanase 　genes　from　thc　koji　mold ，
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