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2Da14 　ア ル ギン酸 リア
ー

ゼ vAL −1（S）は反応 pH に よ り異

　な る作 用 様 式 （エ ン ド ／エ キソ 型） を示 す
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【背景 と目的】クロ レ ラ ウイ ル ス 由来 vAL −1は ク ロ レ ラ細胞壁構成 糖中の グ
ル ク ロ ン 酸 を認識 し、β

一脱離反 応 に よ リ グリ コ シ ド結合 を切断する。vAL 一
正は、N 末端側 nkDa の細胞 壁 吸着 ドメ イ ン と C 末端側26kDa の触 媒 ドメ イ

ン か ら成 る。C 末端触媒 ドメ イ ン （vAL ．1（S））は、細胞壁 分解活性 を失 うが 、
アル ギン 酸 リア

ーゼ 活性 を示 す 。本 研究は 、ア ル ギ ン 酸 リア
ー

ゼ vAL −1〔S）
の 構造 ・機能相関を 解析 した 。【方 怯 と結果】pH 　7に お い てvAL 一亅〔S＞は 、反

応開始 直後に 種 々 の 鎖長の ア ル ギ ン 酸不飽和 オ リゴ糖 を産生 した。一方、
pHlO では反応時間に 拘わ らずア ル ギ ン 酸か ら不飽 和 2塘の み を遊離した ．
従 っ て 、本酵素は反 応 pH に よ り異な る作用様式 （pH　7、エ ン ド型 ；pH
lD、エ キ ソ型） を示 す こ とが 明らか になった。こ の特 異な作用様式に 関わ

る構造要因 を解析す る た め、pH 　7に お ける vAL −1（S）とグル ク ロ ン酸 との複
合体の 立体構造 を決 定 した。βサ ン ドイ ッ チ構造 を某本骨格とする vAL −1（S）
は、活性部 位に お け る 分子表 面に は 塩基 性残基 を 配置 し、酸性多糖 との結
合を容易に す る こ とが 考え られ t 。シ ミュレ

ー
シ ョン に よ り示 され kpH ア

とpH　10 に お け る 活 性部 位 の 荷電 変化が 、作用様式 の決定に 関与する こ と

が示 唆 され た ．尚 、本 研 究は 生研 セ ン タ ープ ロ ジ ェク トの
一

環と して 行わ

れた。

Alginate　lyase　vAL −1（S）shows 　different　modes 　of 　action （endo ／exo ．
type｝in　neutral 　and 　alka 艮ine　pH．
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【団的】β一キシ ロ シ ダ
ー・
ゼ （ECS ．2．37）は、キ シ ラナ ーゼ と共 に未利用 バ イ

オ マ ス 資源 としての キシ ラン へ の応 用 が 期待 さ れ て い る。既 に 真菌 A．
ク醐 廡 η∫ 訂 （：C20524 株 か ら 2 種の キシ ラ ナーゼ遺伝子 をク ロ

ー
ニ ン グし

た。木報 では同菌株 の キシ ラン 分解 酵素 系に つ い て考察する た め、β
一キシ

ロ シ ダ
ーゼ を精製し、コ

ー
ドする遺 伝予 を明 らか に した。

【方法 お よび結果】カラス 麦製 キ シラン を炭素源 とした A．Ptt・Uut（srtsの 菌体 か
ら細胞破 砕液を調製 し、各種 ク ロ マ トグラ フ ィ

…を用 い て分子量88．5kDa
のβ一キシ ロ シ ダ

ーゼ を電 気泳勤的に単
一

に精製し た。精製酵素の N 末端、お

よび V8 プロ テア
ー

ゼ処理 に よ り得られ たべ ブチ ド断片 につ い て決定 した

ア ミノ酸 配列 とGH 亀 mily 　3に属する β
一キ シ ロ シ ダーゼ の 保存領域 を基 に

縮重 プライ マ
ー一

を作製 し、染色体DNA を鋳型 と して PCR を行った．　DIG 標

識 した 700bp の増幅断片を プロ
ーブと して 、サザ ン

・
ハ イブ リダイ ゼ

ー
シ ョ ン を行 っ た結果、β

・キ シ ロ シダーゼ遺伝 子．g・tiは同菌株の 染色体上 に 1
コ ピ ー一

存在 する事が 示 唆 され た。ク ロ
ーニ ン グ した5．Skbp の b：coRI−Xba．1断

片 を用 い て、甥 ∫の 完全長ORF と周辺 の 塩某配列 を決定 した。20ア ミノ酸

残墓 の分 泌シ グナル と 785 ア ミノ酸残基 の 成熟 酵素 （推定 分 子量 84993
Da 〕の Xyllに は 16箇所の N 型糖鎖付加の た め の コ ン セ ン サス 配列が 認め ら

れた。x｝
，Uの ORF は2415　bpか ら成 り、2箇所で イ ン トロ ン を含む こ とを 特

徴 とした。
なお、本研究 は文 部科学省特別教育研究経費研究推進事業の

一
環 として 行

われた もの であ る。
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［目 的】セ ル ロ
ース 系バ イオ マ ス資源は、そ の 存在 量が極 め て 多 く、持続的

で 再生可能な資源 である。木 質バ イオ マ ス 中の セ ル ロ
ー

ス は結 晶領域 と非

結晶領域か ら構成されてお り、特 に結 晶領域 で は、複数 の セル ロ
ー

ス 鎖が

水素結合に よ っ て強固に 束ね られて い る。こ の よ う な セル ロ
ー

ス の 復雑な

構造は 、セ ル ラ
ーゼ に よる酵 素糖化 に と っ て大き な障害 とな っ て い る。既

存の セ ル ラ ーゼ が 有するセル ロ
ー一

ス 分解活性で は、産業的 な利用 に 十分で

ある とは 言え ない ため、セル ロ
ー．・

ス をよ り効率良 く糖化す るセ ル ラ
ー．一ゼが

必 要 とさ れ て い る。そこ で本 研究 で は、無細胞蛋 自質合成系 を用 い たハ イ
ス ル ーア ッ トなセ ル ラ

ーゼ変 異体 の 合成及 び酵素活性 の評価 を行 っ た。
［実験方法及 び結果 1糸状 菌ノ

）hanev’echaele 　t／ltD，．yosPotium 　L・f・1来の セ ロ ビオ ヒ ド
ロ ラ ーゼ （CBH ）の ホモ ロ ジ

ー
モ デル か ら、セ ル ロ

ース鎖 と相 彑作 用す る

と予 測 さ れ る ア ミ ノ酸24 残基 に対 して 、オ
ー

バ ーラ ッ プPCR に よ り部位特
異的 変異 を導入 した。これ を鋳型 DNA として 、無細胞蛋 自質合成系を用い

て セ ル ラ ーゼ変異体 を発現 し．酵素活性 を測定 した．ア ラ ニ ン ス キ ャ ニ ン

グ及び飽和変異導入 に よ り得 られた各種 ク ロ ー
ン の解析の 結果、野 生型

CBH に 対して 最大で 酵素活 性が約9．倍 1句上 したセ ル ラーゼ変異 体 を獲得す
る こ とに成功 した 。

【目的 】植 物 の細 胞擘 の 主 要構成成分で あるセ ル ロ
ー

ス や ヘ ミセル ロ ースを

分解 す る酵 素 を含む セル ロ ソ ームの 研究 は嫌気性菌で あ る Clostritih｛．trt属 細

菌で よ く行わ れて い る c 好気性菌で あ る 6a・c・itttts　lichstt・ijbtm．isにお い て 多 く

の セ ル ラ ーゼ や ヘ ミセ ル ラ ーゼ が 今 まで に 見つ か っ て い る。し か し、
Baci］lus属が セ ル ロ ソーム の ような酵索複舎体を作 っ て い る とい う報 告 は

少な い 。本 研究で は、南ア フ リカで 分離 された B．舵舵麗勧漁 冠 SVDI 株を

様々 な基質で 培養 した と き に見 られる セ ル ロ
ー

ス 分解系酵素に つ い て 報 告

す る。
【方法 と結果 】B、ti‘・腕 珈 7廊 SVDI 株をア ビセ ル 、セ ロ ビ オース、バ ーチ

ウ ッ ドキ シ ラ ン 、バ ガ ス お よ び イ ナ ゴ豆 ガ ム を基質 として それ ぞれ 培 養 し、
培養上 清 をSephar〔，se　4B カ ラ ム で分画 した rp約2，000kDaの 画分 を用 い て 、
バ
ー

チ ウ ッ ドキシ ラ ン お よび カ ル ボ キシ ル メ チル セ ル ロ
ー

ス （CMG ）に対

す る活性 を ザイ モ グ ラム に よ り分析 し、粗 酵素液 と比較 した。そ の 結果、
約2，0eOkDa の 溶 出 画 分 に は 、複数 の タ ン パ ク 質が 含まれて お り これ ら が酵

素複 合 体を 溝成 して い る可 能性が 示 さ れ た 。酵素複合 体で は 21 お よび
45kDa の タ ン パ ク質 が キ シ ラ ナ ー．ゼ 活性 を示 し、また、25お よびBOkDa の

タン パ ク質が セ ル ラ ーゼ活 性 を示 した。この こ とか ら、酵素複 合体 に は少

な くとも 2 種の キ シ ラ ナ ーゼ と 2 種の セ ル ラ ーゼ が含 まれる と推定 され

た。

Direeted　evolution 　ofce 亘屋ulase 　with 　ce 旦鼠一free　protein　synthesis

　g玉 ）mohiro 　SUGAHARA ，　Hideki 　MATS しrDA ，　Takaaki　KqiIMA ，
　 Hideo　NAKANO

　（Dep 亡．　BiDeng、，Grad．　Sch．　Bioagr．　Sci．，Na 募oya 　Uniの

Analアsis 　of 　Xylanolytic　and 　Cellulolytic　M 山 ienz
アme 　Gomplex 　of

Ba σillus　lichentfvrmis　SVDl

　OSatoshi烈 chino1 ，Makiko 　Sakka1，Tetsuya　Kimurai，　Kazuo　Sakkai，
　JSusan　van 　D アk2，　Bre しt　I　PIc 匸s⊂hke2
　（

1Grad ．　Sch、　Bioresourc（・s，MieUniv ．，2Rh 〔，d（：s　Univ 〕

Key 　words 　⊂ellulase ，　ccl ］−fre巳 pro1ein　synthesis ，
i・ ・it… L・ni ・ e　SC跚 ni ・・9，　in・it・・ satur ・ti。・m ・ tagencsis

Key 　words 　liucillus【ichenifbrmis，　xylanase ，　celtulase ，
multicnzyme 匸omplex

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


