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3F10−3　　シ イ タケ EST データ ベース の 構 築
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3F10−4 ク ロ ロ ウイ ル ス に よ る希少糖 フ コ ースの 生 成
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【目的】 シ イタケ （Lentinus　edodes ） は担 予 菌類に 属 し，酵母等 と近縁種で

あ る。食用キ ノコ としても 日本人で ある我 々 に非常 にな じみ 深い シ イ タケ

は こ 才iま で に抗 ガ ン 物質 や難分解性物質分解酵素 など注 目すべ き有用 物質

が 含む 事が知 ら れ て きた u 我 々 は これ ま で に シ イタケ 由来の アデニ ル酸シ

ク ラ
ー

ゼ結合 タ ン パ ク質 CAP やそれ に 結合す る 14−3・3遺伝子 の 解析など

を行 っ て きたe し か しな が らまだ まだ個 々の 遺伝 fの 解析は他の 生物種に

比べ る と あま り 進ん で い な い の が 現状 で あ る．そ こで 我 々 は cDNA ラ イブ
ラ リーを作製 し．そ こ に 含まれ る 各遺伝 子の 網羅的な 部分配列の 取得 を目

的と し た。
【方法 ・結果】シ でタ ケ の 一

核菌糸 由来の cDNA を作 製し、酵母 ツ
ー

ハ イ

ブ リ ッ ド用 ベ ク ターに組 み 込ん だ ラ イブ ラ リーに つ い て ラ ンダム に 配列決

定を行 い 、そ れ を EST （ExpreSscdi　Sequc ”cc 　Tag ）デ
ータベ ー一

ス と した。最も

頻繁に取得 され た遺伝子は ハ f ド L］フ ォ
ービ ンを コ ード して いる ク 凵

．一ン

で あ ．
⊃た 。そ の 他、代謝酵素類．リ ボゾ ー

ム タ ン バ ク 質 類 ．ユ ビ キ チ ン 関
連 タ ン パ ク 質．低分子 量 G タ ン パ ク 質な どに 相回性 が 認め られ る遺 伝チ
172個 を 含む 計 746個の シ イタ ケ FST を構築 し、さらに 継続 して 行

一
，て い

る。

【目的】ク ロ ロ ウ イル スは 330kbp〜380kbp の 直鎖 状 dsDNA をゲ ノム と し

て お り、ウ イル ス として は 最大級 の 大き さで あ る。近年 ，ゾ ウ リム シ共 生

藻 ウ イル ス PBCV −1 の ゲ ノ ム プ ロ ジ ェ グ トが 終 アし ．lxx〕種を 越 え る ORF
の 存在が 推定 され て い る。そ れ らの 中に希少 糖 フ コ

ー一
ス の 合成に 関 与す る

と患われ る 2 つ の遺 伝了の 存在が 確認 され た。ウ イル ス が フ コ
ー

ス ft成遺

伝 fを持つ こ とは 極 めて 異例で あ り、こ の 役割反び 機能に 興味が 持た れ る。
本研究で は ク ロ 卩 ウ でル ス が コ

ード して い る こ れ ら の 遺伝
．f’の 構造 ￥ 琵現

解析．大腸 菌，酵母 へ の 導人、そ して フ コ
ー

ス 生成の 解析等 を行
一
二、た ．

【方 法 ・結果】PBCIV −1 お よ び CVK2 か ら PCR 法に よ
．
コ て フ コ

ー
スA 成遺

伝 r’　GDP −D −mannosc 　4、6−dchydratase （C・MD ）と GDP ．L−fUcose　synthEtse （GFS ）

を ク ロ
ー

ニ ング し．シー・クエ ン ス解析 によ っ て 両ウ T ル ス 遺伝 了を 比 較 し

た。GMD に つ い ては 88％、　 GFS は 99％の 塩基配列相IFil性が 見 ら れ た u こ

れ らの 遺伝 子が さらに多種の ケ 卩 ロ ウ でル ス間 で 高 度に 保存 され て い る か
を ゲ ノ ム サ ザ ン 法で 調べ た．そ して Nerthcrn　b］ot 法 に よ t｝て 両遺伝

’
f’が ウ

Tル ス感染後期に 発現 して い るこ とを確認 した 。これ らの 遺伝 r一が コ
ー・ト

して い る酵素ω II⊆性を確認す るために 、大腸菌を 用 いた 発現川ヘ クタ ー
に

よ る組換 え タン パ ク質の 作 製を 行
．
った ．生成 タ冫 」、ク質は APAD

．
を 用い

た 吸光度変化に よ る酵素活性測定法で 高度な 活性を 示 した 。
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【目的】植物 バ イオマ スの 有効利用の 観点か ら担
．
チ菌 ノηpex 　laCtteusの 各種セ

ル ラ ー
ゼ遺伝子の 単離解析、異種宿 主で の 発現系の 構築を 行 っ て きた E こ

れ ま で に 、糖 質加 水分 解酵 素 Family　7 に 属す る ccl ］ebiohydrolase （Ex −1）．
Family　5 に 属す る endoglucanusc （En−1）、　 Family　6 に 属す る エ キ ソ 型 セ ル

ラ ーゼ （Ex−3）の 遺伝子を 単離 した。し かし、こ れ らの 酵素単独で の 分解能

h は 工 業的利用 と い う観点 か ら十 分な もの とは 言 い 難 く．活性の 強化が求
め られ る 。そ こ で こ れ ら の 酵素が 自然 界に お いて 圧い に 相乗的に 働 くこ と
に 着目し．単

．
分 f内に 異な る触媒 ドメイ ン を持つ キ メラ酵素の 作成を試

み た。
【方法 と結果】Ex−1およ び En−1 の 構造遺伝 子を ASIコt・rgJilius　orp’zae 用発王見ベ

ク ターpNAN
．8J42 に ク ロ

．．一
二 ） グ し ．形 質 転 換を行 っ た。目 的酵素の発現

を 活 性 測 定 と SDS ・PAGE で の ダン バ ウ 分析 に よ り 確認 で きた 。さ ら に
．
：

種 類 の セ ル ラ・一ゼ （Ex−1．En −1）の 触媒 ドメ で冫 およ びセ ル ロ ース結 合 ド メ

イ ン （CBD ）の 遺 伝 r一領 域 を．そ れ ぞ れ PCR 増 1幅芍
．
る と とも に、　N 末 端，　C

未 端 に制限 酵 素 の サ イ トを 付 加 し た 、各ド S イン を 種 々 の 組み 合わせ で連

結 し．異種宿 kで の 発 現 を 試 み た 。

【目的】poly
−3−hydroxybutyratc（PHB ）は ，様 々な 微

！t物が 蓄積する 細胞内貯

蔵物質で ある ．PHB の 合成 と細 胞 外 で の 分解 に関 し ては 、広範な研究が 為
され て い る が 、細胞 内で の 分 解 に つ い ては ．ま だ 不 明 な 点が 多い 。1’HB を

蓄積す る細 菌 Raistonia　eutropha の 細 胞 内 の PHB 分 解 酵 素 が 既 に ク Ll一ニ

ング され て い る が ．そ の 変 異株で も PHB の 分 解 が 起 こ る ため 、この 他 に も ．
分解酵素が 存 在 す る と考え らtVC　Lt た。本研究で は 、　R．eutropha の 新 規 細

胞内 PHB 分解酵 素遺伝
．
チを ク 囗

一
ニ ン グ し．そ の 発現産物の 性 質 を 調 べ た。

【方法 と結果JR　et／irt）pha と 同属の 細菌 Raistonia．soianac ．
ealum で ゲ ノム フ ロ

ジ ェ ク トが 行わ れ 、そ の 配列が発 長された ．そ の 中で 加 水 分 解 酵 素 と 推 定

された 配 列 と ，細 胞外 の PHB を 分解 す る rm　ts　Acidcworax　sp 、　SA1 の 細 胞 内

の 酵素の 遺伝 ltと の 問 に 類似惟が 見 られ た ．そ こ で 、両 者の 配列 を 元に ブ

ラ イマ
ー

を設 計 し、R．　eutropha デ ノム 巾に こ の 配 列が ft7まれ る 二 とを．
PCR ．およびサザ ンハ ィブ リ ダ fゼ・一シ ョ ンで 確 認し た．次 に ．コ 冂 二

一
ハ でブ リダ イゼ

ー
シ ョ ン を行い ．約 35kbp の DNA を ケ ロ

ー
ニ ン ゲ した．

そ の 配 列巾に ．加水分解 酵素 と推 定 された 配列 と非 常 に 近 い 配列 を 持 つ

ORF の 存在を確認 した．こ の ORF は．約 36　kDa の 夕 冫 バ ク質 を コ
．一

ドし

て い て、大腸菌を用 い て発現 させ た と ころ 、そ の細胞破砕液 に PHB 分解活

性 が確認 された tt 本研究 によ り 新た な PHB 分解酵素の 存在が確認 され た

が 、細胞 内で の 役割 は不明 で あ 1］．現 ｛E検 討中で あ る。
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