
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

222　 酵素お よ び酵素工 学

819
キ シ ロ シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 ．独 nB の シ

ー
ク

エ ン ス の 解 明 お よ び 酵 母 に お け る 発 現

　　（阪 大 ・
工

・醗 酵 ） O 飾 　衛 忠．島 　康 文、　ト部　格、岡 田 弘 輔

1 ） 目 的 ： 当研 究 室 で は Bacillus 雌 IPO株 由 来 の xylanase ，β一
xylosidase

両 邊 伝 子 を 酵 母 に 導 入 し、xyian に 対 す る 高 効 宰 の ア ル コ ール 醐 酵 菌 の 育 種 を 目的

と し て、研 究 を 行 っ て い る。本 碩 究 で は、特 に β 蝦 ylosidase 遺 伝 子 に つ い て 検 討

し 為。

　 2 ） 方 法 及 び 結 果 ： 迦 i⊥坐 且幽 IPG 株 由 来 の B ・
xylosidase 遺転 子 KMgB は

　 dideoxy法 で 塩 基 配 列 を 決 定 し、構 造 遺 伝 子
』
は 535ア ミ ノ 酸 か ら な る こ と が わ か っ

　 海”KMnB 遺 or子 を 酵 母 で 発 現 ず る 彪め、酵 母 の GAP（glyceraldehyde ・3・phesphate

　 dehydro呂enase ）遺 伝 子 premoterrg 使 用 し た，　 GAP　 promoter と 1CMnBur伝 子 髪 連 結 す

　 る た め、pro 儒 oter 下 流 の 旦璽 恩 　site の 近 く に 開 始 コ ド ン ATG を 置 き、そ れ に 続 い

　 て 、 B −xylosidase の N 宋 端 の AAG （Lys＞が 位 置 す る 様 に linkerを作 成 し te。こ の

　 linkerは鼬 Rlsite か らllHslAI　 site （β
一
xylosidase の N 末 端 よ り 6ア ミ ノ 酸 下 流

　）ま で の 配 列 （30mer ）を 含 む も の で あ る。　 GAP　 proenaもer 。　 linker の 下流 に 厘 A 豆よ

　 り C 末 側 の KMnB 断 片 を 連 結 し た 後、酔 母 一大 腸 菌 シ ャ トル ベ ク タ
ー

に 挿 入 し た。

　得 られ 距 plasmid 　pΨXBで 酵 母 ISA11ngzgptMggsh　　　　 cerevisiae 　NA87−liA（h）を 形質 転 換

　 し た。PXY 臼保 持 菌 に つ い て 細 胞 舳 出 液 で の β
一xylosidase 活 性 を 測 定 し 海 とこ ろ、

　 0．3U！mg 　 protein の β一xylosidase が 生 産 さ れ て い る こ と が 分 か っ た。粗 酵絮 液 を

　 SbS−PAGE で 分 析 す る と 、旦鏤 IPO由 来 の 大 腸 菌 に ci Φ瞬e し た β・xylosidase と

　 同 じ 位 置 に バ ン ドが 認 め ら れ 距。
seq 目encing 　 the　 gene 　 of β 一xylosidase ，遡 B ，and 　 expression 　 it　 inyeasL

eVeizhonS
　Xu ，Vasufueni 　Shiana ，ltaru 　Urabe ．”irostlke 　Okada（DePartment　of 　Fe−

rmenLention 　Technology ，Osaka 　Univer ＄ ity，Vamada’oka ，Suita−shi ，Osaka　565）

　 820　　　 BacU　lusオ リ ゴ ー1・6・グル コ シ ダ ー−tiの 構造 と耐 熱性 の 解析

　　　　　　　
〜　Bacillus 　cereus 　ATCC7064 の 酵 索の 1 次搆造 〜

　　　　　　　（京都府 大 ・ 農化）渡部邦彦 、 ○ 北村和 久 、 伊 波莫克、鈴木　譲
【鑽獵 】酵 素蛋 白質 の 耐熱化の 機構 は様 々 な解釈が な され て い る。 当研究 室 で Bacillus属
5 種菌 株の オ リゴ ー1，6一グル コ シ ダーゼ の 耐熱性とプロ リ ン含量 の 簡 に正 の 相関 性が存 在
す る こ とが 発見 され te　t）

。 こ の 結果 を基 に 酵 素耐 熱化 に 関す る
”

プ ロ リ ン 説
”

が提案 され

た
2 ）

。 今 回は 、 申温菌 B．cereus 　ATCC7064由来 の オ リ tt− 1，6一グル コ シ ダ …　li遺伝子 の 大腸
菌 で の ク ロ ーン 化、 遺伝子 の 全塩基 配列 の 決定 、 酵 索の 1 次構造を 解明 し、 上記 の 仮説 凄
検証 しよう と した 。　【攤慧譏】 酵素遺 伝子は 、 シ ョ ッ トガ ン 法に よ り得 られ 泛約2．8kbの DNA
断 片 と して pUCI19上 に クロ ーン 化 し た 。　 DNA塩 基配列は ジデ オ キシ 法 で 決定 した。　【纓鑽 】
酵素遺 伝子 よ り大腸菌で 発現 され た酵素 は 、 元菌株 由来の 酵素 と 、 分子量、 耐熱 性 、 至 適
温度、 抗原性を 含 む性質等 で 完全 に

一
致 した 。 酵禦 の N 宋 端側 10残墓 の ア ミ ノ 酸配列 に対

応す る 酵素遺 伝子の オ ーブン リーデ ィ ン グ フ レーム を単離 DNA断片 内 に 見 出 し た。塩 基配
列 よ り決定 し 凝酵素 の ア ミノ 酸組 成 は、元 菌株 酵粟 の も の と よ く相応 しta。 絶対 好熱菌 B．
thermo　lucosidasius 　KPIOO6の 相 同酵 素

3P
は 、　 B．cereus の 酵素 と 72％の ア ミ ノ酸 配列 の 相

同性を 示 し 距。 両 酵棄の 諸性質は 近似 して い るが 30℃ に も 及ぶ 耐 熱性の 差異 が み られ る。

プ ロ リ ン の 出 現頻度 も耐熱 性 の 上昇 と共 に 増大 して い る d 中温 菌 酵絮の プ ロ リン 残基は ほ

とん ど 好熱菌酵 棄内 で 保存 され 、 コ イル ま たは ター
ン 構造内に 出現 して い る。好 熱菌酵素

で の プ ロ リン 残基 の 新 だな出現 部位 は、多 くは ターン構造内 に 存在 し た 。 1）App1 ．Mlcro ．
Biotechnol．−t， 546（i987） 2）化学 と生物 ，kt，70（1988）， Proc．Japan　Acad．Ser．B， tt5（1989）
（in　press ） 3＞」．Bac七erioi ．坦 ， 1219（1989）， 日本 農芸化 学会

’89年度 大会講演要 旨集 p371

　　　　 Stf“ytu「e　 a ・Cl　 therm ・st ・bHity 　analyses 。f 眦 。1ig 。
−1，6−gl 、，。 sidases

　　　　 Ku瞬ihiko　りatanabe ，　
oKazuhlsa

　Kitanura ，　欝idekatSU　Iha　and 　YuZUru　SUZUki
　 　 　 　 Oept・　of 　Agric 。　ChetS，，　Kyoto 　Pref．　Vaiv 。

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


