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ポ ス タ
ー

発表あ り

Clostridiumゴesui 　xy ［anase 　XynlOA 　is　a　modular 　enzyme 　cemprising 　two

famill，−22　 carboh アdraしc
−binding　 modulcs （GBMs ｝，　 a 丘amUy −10　 catalytic

mDdule （（：M ），　 a　famil）
’−9　GBM 　and 　two　S−layer　h〔｝mologous 　 m 〔｝dules，

cQnsecu 匸ively　ftlom　the 　N −terminus ．Tb　study 匸he　fUn⊂tions　of 　tlie　family−22
CBMs ，しruncated 　derivatives　ofXvnlOA 　were 　constmc 匸ed ： are 〔ombinant

cataly1ic 　 mo （tuie　 po【ンpepLide （1
．GM ），　 a　 familド

ー22　 CBM 　 pDl）
’
peptide

（rCBM ），　 and 　 a　pDlypeptide　 composed 　 of 　rhe 　family−22　CBMs 　 and 　CM

（rCBM
・CM ）．　Recombinan しprα eins 　 were 〔hara〔 〔erized 　by　 enz アme 　 and

binding　 assa ｝
’s、　rCBM −CM 　shDwed 　 the　highest　activlt ｝

・　toward 　xy ］an 　and

weak 　activity 　toward 　some 　polysaccharides　such 　as 　barley　beta−glucan　and
carbexymethl ’1−cellulose 、　Aithough　rGBM 　showed 　an 　a伍 nit アfor　insoluble
and 　soiuble 　xy ］an 　 as　 well 　as 　barley　be【a −glucan　 and 　Avi⊂el　in　qua［itative
binding　assays ，　rcmeval 　of 　the 　CBMs 　 negligibty 　af 驚 cted 　 ca しatytic 　a αivlty
and 　thcrmostabilit｝

，
　ofthc 　CM 、

Bacillus　macerans 　V230 株 由来 β一フ ラク トフ ラ ノ

　シダーゼの 精製 と性質、遺伝子 ク ロ ーニ ング
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【目的1フ ラ ク トシル 転移反応の 強い B一フ ラク トフ ラノシ ダ
ーゼ （β一FFase ）

を生産す る菌 として Bacillus　fnaceran ．c　V230 株 を土壌 より単離 した。木 酵素

の 性質及び．塩基配列 を調 べ 、特徴 を明 らか にした。【方 法】培養 液上清か

ら70％飽和硫安塩析、DEAE −、　 Butyl一トヨ パ ー
ル タ 卩 マ トグラ フ ィ

ー
に よ

り電気泳動的に 単
一

に まで 酵素 を精製 した。活性は 、ス ク ロ
ー

ス を基質 と

し、還元 力 の 増加に よ り求 めた．遺伝子は、精製酵素の リジ ル エン ドベ プ

チ ダ
ーゼ 消化 物 の ア ミ ノ酸 配列 に基づ くプ ライ マ

ー
を も とに得 られ た

PCR 法増幅DNA 断片を用い て コロ ニ
ー

ハ イブ リダイゼ ー
シ ョ ン 法 を行い 、

目的酵素遺伝子全域 を含む ク ロ
ー

ンを得た。
【結果】精製標品 は、SDS −PACコEに より分子量49kDa と算 出され た．反応 最

適pH5 ．5〜6．0、反応最適 淵度EO℃、　 pH5 ．O〜8．0の 領域に おい て 、45℃ま

で 安定 で あった．ス ク ロ
ー

ス 、T 一ル ロ
ー

ス 、ラフ ィ ノ
ー

ス に 対す る 1（m 値

は ．それぞれ7．7nlM、22．7mM 、8．7mM で あった．　 Arthrobacter　K −1株 酵素

と比 較 して 、本酵素は ラ フ ィ ノ
ー

ス に 対す る Km 値が エ ル ロ
ー

ス に 対す る

値 よ り低か っ た，また、広範な受容体 か らフ ラ ク トシル 転移物 を生成 した。
本酵素遺伝子 は 、呂 64bp か らな り、分泌 シ グナル ペ プチ ドS2残基を含む

487 ア ミ ノ酸残基を ：コ・一・ドして い た。本酵素の ア ミ ノ酸配 列 に は 、ひFFase

に共 通 の 3つ の 保 存領域が 存在 した 。
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【目的】Bac
．iu’us 　m （tcera・ns　V2soma β一フ ラ ク トフ ラ ノ シ ダー一ゼ （β一FFase ）の

受容体特異性調査 に よ り、トレ ハ ロ
ー

ス が 良い 受容 体と な る こ とが 分 か っ

た。そ こ で フ ラ ク トシ ル トレ ハ ロ
ー

ス の 構造 と機能性 を調 べ た。ラ ク トー
ス も良好な受容体で 、機能性糖質の ラク トス ク 卩

一
ス （LS ；β一D −GalP・（1→

4＞
一α ・D −Gl堕 β一D −Fruf）を生 成 した こ とか ら、LS の 生 成条件検討を 行 っ た。

【方法 】 トレ ハ v 一ス とス ク ロ
ー

ス を各 10g 含む 40 ％濃度溶 液に β一FFase を

80u 力Llえ 、　pH6 、0，55℃ ，20h 反応 させ た。転移糖 は 各種 ク ロ マ トグ ラフ ィ
ー

に よ り精製 し、IBG −NMR に よ り構造解析を行 っ た 。腸内 細菌に よる珈 謡 ro

資化 性試験を行 っ た 。ま た 、ラク ト
ー

ス とス ク ロ
ー

ス に β一FFase を作用 さ

せ LS の 生 成条件 を検討 した u糖組成は HPLG 分析 に よ り求め た。【結 果】 ト

レ ハ ロ
ー

ス への 糖転 移反応 に よ りフ ラク トシ ル トレ ハロ
ー

ス が 22．8％生 成

した c 構造解析の 結果、本糖質は B−D −Fruf−（2→6）
一α 一D −Glcp　a 　

−D −G1 〔p で

あ り、ビフ ィズ ス 菌 に選択 的に 資化 され た ．LS の 生 成条件検討で は 、各

20％ 濃度の ラク トース とス ク ロ
ー

ス を含 む溶液 に β一FFase をス ク ロ
ー

ス 当

り lu！g加 え 、　 pH5 ．0，55 ℃ ，24hJM 応 させ た とき37 ％の LS を生 成 した 。ス ク

卩
一

ス 非資化性 酵母 を 添加 して 反応 させ た場合 は 、糖 組成 と して LS を71％
生成 した ．

3Cl　1−4 　シマ ミ ミズ由来の 糖質分解酵素に つ いて

O 上 出 光宏，淺野 友彦 ，「」澤 昌美，宮武 和孝

（阪府大院 ・農生命・応生化）

【目的】 ミ ミズ は 環形 動物門貧 毛 目の 生物 で 、地球 ヒで seOo−−700D種存在

す る と い われ て い る。本研究で 用い た シ マ ミ ミズ （Eiseniaf ？tida）は 主 に 欧

米諸 国で 、食品 廃棄物 な どの 有機 ゴ ミの コ ン ポ ス ト化 に利 用 され て お り、
摂取 され た有機 ゴ ミは腸 内酵素 と微生 物群 に よ っ て 分解 され、非常に 栄養

価 の 高 い 糞 を排泄す る事 が知 られ て い る。こ れ は土 壌改良剤 と して使 用 さ

れ て い る。そこ で 、本研究 で は、コ ン ポ ス ト化 にお い て 重要な働 きをす る

と 考え られ る、シ マ ミ ミズ 由来の 加 水 分解酵素 群の ス ク リ
ーニ ン グ を行 い 、

特 に食 品廃棄物処 理 に有用 と考 え られ る、酵素 の 単離精製を行い 、その 性

質 を明 らか にす るこ とを国的とした 。【方法お よび 結果】シ マ ミミズ を凍結

乾燥 し、破砕後バ
ッ フ ァ

ーに懸濁 し、遠 心 分離 後の 上清 を粗酵 素液 と した．
本酵素 を用 い て 、デ ン プ ン 、キチ ン 、セ ル ロ

ー
ス 、β一1，S一グ ル カ ン 、キ シ

ラン 等 の 分解活性 を調 べ た とこ ろ、キ チナ ーゼ 、セ ル ラ
ーゼ 、β一1，3一グル

カナ ーゼ 、キ シ ラナ ーゼ 活性 は極 わず か で あ る が活性 は認 め られ たeま た、
ア ミラ

ーゼ は非常に 高い 活性 をもつ こ とが 分か っ た e そ こ で 、現在 シ マ ミ

ミズ 由来 の ア ミラ
ーゼ の 単離

・
精製 を行 っ て い る。
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