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3CIO−2 　好 熱性 BacillUS属 細菌由 来の ク ロ
ー

ン化 α ・cyc 且0・
dextrinaseの精 製と性 質
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3C10−3PaenibaciUus 　sp ．　KM21 が 産 生す る 2 種類の キ シ ロ

グル カ ン 特異的 エ ン ド・β・1，4・グル カ ナーゼ に つ い

て

○ 矢追 克郎，日吉 あや 子，三 石 安

（産総研
・生 物機能）

【目的】好熱性細菌Bacillzas　stearotherin ．oPhilus 　K−12481株 よ りク m 一ン 化 した

α一シ ク ロ デキ ス トリナーゼ の 精製 と諸性質の 解 析 を目的 とした。【方法 と

結果】B．．stevarothermophilzas 　K −L2481 株 由来 の a 一シ ク 卩 デ キ ス トリナ
ーゼ 遺

伝子を ヒ ス チジ ン タ グベ ク タ
ー
pQESO に組 み込 み 、大腸菌JMIO9に形質転

換 した 。こ の 組換 え 大腸菌の 培養液 を遠 心分離後、上清 を超音波破砕 し、
さらに 遠心 分離 を行い 、その 上清を粗酵 素液 とした。粗酵 素液 を固定金属

ア フ ィ ニ テ ィ
ー

ク ロ マ トグ ラフ ィ
ー

とゲル 濾過 ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

に よ り

SDS −PAGE 上で 単
一
バ ン ドに な るまで精製した。本精製酵素の最適温 度は

45℃、最適pH は 4．5 （5emM の グリシ ン 塩 酸パ フ ァ
ー）で あ り、熱安定性

は 40℃ で 10分加熱 して も80％以 上の 高い 残 存活性 を示 した 。この結果、精

製酵素は 粗酵素 と比 べ 、少 し熱に 対 して 弱 くな っ て い る こ とが 明 らか と

な っ た 。次に 、本 酵素が基質で あ る α 一シ ク ロ デキ ス トリン を加水分解す る

際の 反応機構を 解析する た め に 、薄層ク ロ マ トグ ラフ ィ
ー
及 びペ ーパ ーク

ロ マ トグラ フ ィ
ーを 行い 、酵素分解産物 を調 べ た 。その 結果、最終的 には

グル コ ース と マ ル トース に ま で 分解するが 、酵素反応 の初期段階 では、マ
ル トテ トラ オース や マ ル トペ ン タ オ ー一ス が 分解産物 と して 多く現れて い る

こ とが 明 らか とな っ た。

（目的）キ シ ロ グル カ ン は、植物細胞 の
一
次細胞壁に 普遍的に 存在し、セル

ロ
ー

ス と同様 な構造 を主鎖に 、高頻度に キ シ ロ ース が分岐結合したヘテ ロ

多糖 で、植物細胞の 伸長や形態分化 に重要な役割を 担って い るも の と 考え

られ て い る．こ の よ うなキ シ ロ グル カ ン の 役割を 解明 するた め に 、キ シ ロ

グル カ ン を特異的に 分解する こ との で き る各種グ リ コ シ ダーゼは 、極 め て

有用 な分析手段 であ る．今回 我々 は 、キ シ ロ グル カ ン に 特異的に 作用 する

2種類の エ ン ドーβ一1，4一グル カ ナ ーゼ 〔XEG5 お よび XEG74 ）を単離し、そ
の 性 状解析 お よび 遺伝子 ク ロ ーニ ン グを 行っ た。（方法 と結果）土 壌よ り単

離 した Paenibacill’u，
’
　sp ．　KM21 の 培養液か ら、各種ク ロ マ トグラフ ィ

ー
に よ

り2種類 の XEG を 精製 し、　 N 末端ア ミ ノ酸配列お よび 内部ア ミノ 酸配 列を

決定 し、得 られ たア ミノ酸配列 をもとに遺伝子ク ロ
ーニン グを行 っ た。そ

の 結果、XEG5 とXEG ラ4はそれぞれ糖質加水分解酵素 フ ァ ミ リ
ー5 と74に

属す る酵素 で あるこ とが 明 らか にな っ た。これ らの 基質特異性に っ い て検

討 を行 っ たとこ ろ、セ ル ロ
ー

ス は分解せ ず、キシ ロ グル カン に対 して高い

特異的 を有 して い た．また、XEG5 は エ ン ド型の 活性 を、　 XEG74 はエン ド
ープ ロ セ ッ シ ブ な溏性 を示す こ とが示唆 された。さらに、様 々 な構 造の キ シ

ロ グル カ ン オ リゴ 糖 を用い て基質特異性の 検討を行 っ た とこ ろ、XEG74 は

従来 の キ シ ロ グル カ ン 分解酵素 とは異な る部位で の 分解活性 を有するこ と

が明 らか にな っ た。
参考文献 ： Yaoi　e しa1．2005　Appl．　Environ．　Microbiol．　in　press
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ニ ン グ
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【目的 】前報
D

ま で に β・グル カ ン高 含有 糸 状 菌 の 検 索 を 目的 と して 、自然

界分離株 よ りス ク リ
ー

ニ ン グを行 い Ctadospvrium　sp ，　S・9を 選 抜 した。ま た 、
糸状 菌の 細胞 壁の 構成成 分 と して 存在す る β一J，S−glucan に は免 疫 賦 活 化

に 関 す る活性 と りわ け抗 唾瘍 活性 が認 め られ てお り、本 株 の熱 水 抽 出 画 分

に お い て も Sar⊂Dmal80 に対 し対 照 と した ア ガ リク ス よ り高 い抑 制 効 果 を

示 した 。本報で は 、β一1，5−glucan 生合成経路 の Key　enz アme で あ る β一1，3−
glucan　syn1hase の ス ク リ

ー
ニ ン グお よび ク ロ

ー
ニ ングを 目的 と した。【方

法お よ び 結 果】CladeSPorium　sp ．由来 β
一1，S−glucan 　synthase は Protein

Databasc に 報 告 が な い た め 、　Degenerate　PGR 法 に よ り 約 800bp の

Fragmentを得 た。こ の Fragmentを解析 した 結果 、近 縁種 由来 β一1，3−glucan
synthase と高 い 相 同 性 を示 した た め 、さら に GenomeWaLking を 行 い

Promoter領 域を含 む 酵素遺伝
．
子推 定領 域の全長 を決 定 した。また 、翻 訳 タ

ン パ ク 質 は 近 縁 で あ る 糸状 菌 AsPergillusfitmigatus、　AsPergiltus　nidulans 、
Mag 卿 orthe 　grisea、　Neuro．吻 ra ・crassa ．　Schizosaceharom）

，cesPombe 由 来 β一し3−
glucan　synthase と40〜6〔）「f・の相 1司性 を示 した 。さ らに大 腸 菌 で発 現 させ た

の で 併せ て 報 告す る 。
1）原 川広 野 ： 2005年 度農芸 化 学会大 会講 演要 旨集．p257
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一

次構造の 解

　析
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【目的 】我 々 は、自然界 よ り低 温性 B一ガ ラ ク トシ ダ ーゼ （β一GAL ） を 生産

す る 低 温 菌 の 単 離 を 行 っ て き た （1，2） 。こ れ ら 低 温 菌 の うち 、A．
p，）
，chrelactoPhilus 　F2株 由来 低 温 性 β一GAL は 最 適 温 度 が 10℃ で あ り、そ の 利

用 が 期 待 され る酵 素 の
一

つ で あ る。本 研 究 で は F2株 由 来 の 低 温性 β一GAL
の諸 性 質 と利 用 、さ らに は そ の

・・
次構 造を 明 らか に した。【方法 及 び 結果 】

F2株 由 来低 温 性 β一GAL は 至 適pH 　8．0、最適温 度 10℃ で 、45℃ 以 上 で 急速

に失活 す る性 質 を有 して い た 。また 、10U の 本酵素 は生乳 lml 中の 乳糖 の

約 8e％を 24時間 にて 分 解す る能 力 を 有 して い た。一
方、本 酵 素の

一
次 構 造

を部 分 的 に 明 らか に した と こ ろ、Bg1Apは Arthrobacter　s，p．　C2−2株 お よ びA．
p，sychrelactePhilus　B−7株 由来 β一GAL とは そ れ ぞ れ 79％、75％の 相同性 を 示 し

た。ま た 、BglApは 前半 部分 に はGlア匚oside 　Hydrolase　Familア2 （GH2 ）に

関す る モ チ
ー

フが 、配 列 後 半 に は GH42 に 関 す る モ チ
ー

フ が 見 られ た。以

上 の 結果 は F2株 由 来 β一GAL が 低 温 下 で の 生 乳 処 理 に 適 して お り、新 規低

温 性 産 業 用 酵 素 と して の 利 用 が 可 能 で あ るこ とを 示 して い る 。
1）Nakagawa ，　T．　et　al、20e3、Lett．　Appt、　iVricrobiot 、37：154−157．
2）Nakagawa ，　T．　et　at．2006．iViCTobiei ．　Re5．161；Inpress．
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