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1pD15−5　　Paecllemyces の 生 産する新 規 beta・1
，
s・マ ン ナ ナ

ー

　　　　　　　ゼ大量発現系の 構築

　　　　　　0 中嶋　弘康
1，和 田 千代了

．2，杉野 　浩幸
2，藤 井　隆夫
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1
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1pD16−1　 PeniCillium　chtlysogenum の生 産す る エ キ ソ ア ラビ

　　　　　　　ナ ナ
ーゼに よ る ア ラ ビノ ビオ

ー
ス 転移活 性

　　　　　　 ○阪 本 　龍司
1，居 原 　　秀

2，藤 田　智之
1，川 崎 　東 彦
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〈 目的〉 赤色 酵母の Rhodotorula菌 は特殊な細胞壁構造 を持ち、市販 の 溶菌

酵 素で は溶菌で きない こ とが わか っ て い る。こ の た め 、Rhodotvnila 菌 の 遺

伝 学解析 等が 遅 れて い る。しか し、村尾 らに よ っ て 、カ ビの
一

種 で ある

Paecilom）
’ces　li．tacintks　tht、この 細胞壁の β一1，3一マン ノ シ ド結合 を切断す る新

規 の β一1，3一マン ナナ
ーゼ 〔MAN5G ） を産生す るこ とが報告 されて い る。

我 々 は 、この 酵素 をコードす る mRNA か ら調製 した cDNA （MAN5C ）を

す で に ク ロ ーニン グ し、報告 した．本研 究では、本 cDNA を大腸菌 で発現

させ 、MANsC の 大量調製法 を確立 す るこ とを目的 とした。
＜ 方法 と結果＞ MAN5C 大 量発現系 は宿主大腸 菌、　BL21 と発現 プラス ミ

ド、pET28a を用 い て構 築 した．こ の 系にお い て発現 タン パ ク質 は不溶性

の 封 入体 とな り酵 素活性 を持 た なか っ た。そ こ で 、塩酸 グアニジ ン で可溶

化後、人工 シ ャ
ペ ロ ン （beta一シ ク ロ デキス トリン ）を用い て タン パ ク質の

立 体構造 を正 常に巻 き戻す リフ ォ
ー

ル ディ ン グを試み た。再構成 にお ける

最 適条件 を検討 した とこ ろ、150ml の 培養ス ケ
ー

ル で 10mg の 活性型の

MAN5C を得 るこ とに成 功 した。現在、さらにス ケ
ー

ル ア シプ を行 うと同

時に、各種酵 素学 的性質 につ い て も調 べ て い る。

（目的）R 　cho ：sogenum 　SIB 株 の 生産す る エ キ ソア ラ ビナ ナ
ー

ゼ （Abnx）は

α
一1，5−L一ア ラ ビナ ン を非還元 末端 よ リ ビ オ

ー
ス 単位 で切 断す る酵 素で あ

る
1）．本酵素遺伝子の 解析結果 より、Abnx は既報の ア ラ ビナ ン分解酵素

とは構造的 に 全 く類似性 がない こ とを明 らか に して い る
2）．本研 究で は

Abnx の 詳細な酵素学的性 質を検討 した。
（方法 と結果〉本研究 で は 大腸菌で発現 させ た組換型 Ab 【lx を用い 、また 反

応生 成物の 定量は 高性能 陰イオン 交換ク 卩 マ トグラ フ ィ
ー

に よ り行 っ た。
重合度 （DP ＞3−7 の ア ラ ビ ノオ リゴ 糖に 対す る特異性を調 べ た結果、本酵素

は DP6 に最大活性を示 し 、　 DPS に 対 して は微 弱で あ っ た、，　 DP7 を基質 と

して 、酵 素反応 産物の 経 時変 化を分析す る こ とに よ り、本酵素 が
1「
multi −

chain 　attack　m 〔，de11で 基質に 作用す る こ とを明 らか に した．，種 々 の ア ル コ
ー

ル 、糖 の 存在下で 直鎖型 ア ラ ビ ナ ンに Abnx を作用 させ る と、本酵素は ア

クセ プタ
ー

特異性は ある もの の 殆 どの 化合物 に対 して ア ラ ビ ノ ビオ
ー

ス 転

移能 を有 した．グリセ リン に対 して 最大 ¢ ）転移活 性を 示 した こ とか ら、そ

の主要転移産物を単離 し 、そ の構造を NMR に よ り 0一α 一L −arabinosyl −（1−
＞5）−0−・

−L．arabin ・ syl−（1−＞ 1）
．
gl＞
・c… 1と決定 した

s｝．
1） Sakamoto ，　 Thibault （200 り Appl 　 Environ 　 MicrDbiol 　 67 ：3319 、2）

Sakamote　et ユL （2004） FEBS 　I．ett　5601199 ，3）Sakamuto 　et　 al．　 BBA −Gen
Sub ！in　press．
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Transgl
ア
cosyla 匝on 　ca血1yzed　by　a 　Penicillium 　ch 町P

’sogenum 　exo −
arabinanaseO

尸
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1pD16−2Alteromonas （Cellvibrio）sp ．　E ・1由来の 成熟型 β一ア
　ガラ

ー
ゼ をコ

ー
ドす る遺伝子 （agal ・m ）の 大腸菌に

　お け る発現

O 高橋　 　啓，石 井　義孝，木野　邦器，桐村光太郎
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応化）

1pD16−3　 Paenibacillus　fukuinensis　IK．5 キ トサ ナ
ーゼ遺伝

　　　　　　　子 に 見 出 された キ トサ ン結 合 ドメ イ ン

　　　　　　　金井 　　元
1，木 元 　　久

2，0 草桶 　秀 夫
1

　　　　　　　（
1
福井

．．
1次 ・」：・環境 生命，2福井 大学 ・医 ・生 化 学 1）

【目的】演者 らは 、AlterovaOttas（Cetlvibriの sp．　E−1 に 新規な菌体内 β
．ア ガ

ラ
ーゼ （AgaI ）を見出 し 、ア ガ ロ

ー
ス か ら選択的に ネオ ア ガ ロ ビ オ

ー
ス を 生

産可能 なこ とを確認 した
1）。既に 当該酵素を コ

ー
ドする 遺伝 子 〔agal ）の 全

長 を大腸菌内で 発現 させ る こ とに 成功 して い るが
2｝、本研 究で は成 熟型の

β一ア ガラ
ーゼ を コ

ー
ドして い る領 域 （agal

−m ）を大腸 菌 内で高発 現 させ 、
組換 え酵素の 機能に つ い て検討 した。
【方法および結果 】遺伝子 aga・1 よ り推定 され る ア ミ ノ酸配 列 は 、Alte・romonas
sp．　E −1 か ら精製 した Agal よ りN 末 端側 が 3e ア ミ ノ酸残 基分長 い もの で

あ っ た．そ こ で 、成熟型酵素 として の Agal に相 当す る遺伝子 aga ノーm を

PGR を利用 して ク 卩
一

ニ ン グし、高発現 ベ ク タ
ー

pET21
−a 〔＋）に挿 入 した

プ ラス ミ ドpEAGAI −M を作成 した。　pEAGAI −M を保 待す る Esche・］ichia　coli
BL21 〔DES ）の 無細胞 抽出液の ネオア ガ ロ ビ オ

ー
ス 生産活性 は 25．l　U〆mg

で あ り、aga ヱ を pE
．
1
’
21 −a（＋）に 挿入 し たプ ラ ス ミ ドpEAGAI を保持 した 大

腸菌 の 22、4 倍、原 株 E−1 の 395 倍に 達 した。また、組換 え Agal−M に よ

るア ガ ロ
ー

ス か らの ネオ ア ガ ロ ビ オ ー
ス 生産を確認 した。
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【目 的】我 々 は 土壌細 菌か ら分離 し た Pa．en，ibaciitus／ithuinensds　由来 の キ ト

サ ナ
ー

ゼ遺伝子 の 構 造 と機 能 との 関係 を 明 らか に して き た．そ の 結 果．キ

トサ ナ
ー

ゼ遺伝子 は 、797 個の ア ミ ノ酸 残 基 か らな る推 定 分 」
一
量 8561e を

コ
ー

ドす る 2391bp の オ
ー

ブ ン リ
ー

ディ ン グ フ レーム で 構 成 され て い た ．
ま た 、キ トサ ナ

ー
ゼ遺伝 子 は 、N 末 端 領城 に は フ ァ ミ リ

ー
8 糖質分解酵素

ドメ イン お よ び G 末端 領域 に は デ ィス コ イ ジ ン ドメ イ ン を もつ フ ァ ミ リー
8 グル カ ナ

ー一
ゼで あ っ たtt木 研 究 で は 、キ トサ ナ

ー
ゼ 遺伝 子 中の デ ィ ス コ

イ ジ ン ドメイ ン の キ トサ ン に 対 す る結 合 能 にっ い て検討 した。
【方法 と結果 】9．　9　Ob　p と S93bp の 2 つ の デ ィ ス コ イ ジン ドメ イ ン は GST （

グル タチ オ ン ・S一トラ ン ス フ ェ ラ
ー

ゼ ）融合 タ ン パ ク 質を コ ードす る プ ラ

ス ミ ドpGEX4T −1に 連 結 し、E．cvti　BL −21 に よ っ て 形 質転 換 した ．次 に BL −
21 に よ っ て産 生 され た デ ィ ス コ イ ジ ン タ ン パ ク質 を ア フ ィ ＝一テ ィ

ーカ ラ

ム に よ り精製 した。その 結 果 、キ トサ ンは N 末 端 側 の 390bp か ら な るデ ィ

ス コ イ ジン ドメ イ ン か ら得 られ る 40kDa の融 合 タ ン パ ク質 に 80％ 以上 吸

着 した。この こ と は 、ディ ス コ イ ジ ン ドメイ ン が キ トサ ン との 結 合 に 関与

して い る こ とが示 唆 され た．
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