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Anacidophilicheterotrophicbacterium,Acidocellafacilissp.AIU409producesan

extracellularacidesterasewhengrowninamediumcontainingsorbitanmonoester,

Tween80.TheestAgeneencodingfortheacidesterasewasisolatedfromthe

genomiclibraryofA.facilisAIU409,clonedintoEscherichiacoliMV1184,andthe

nucleotidesequenceofthegenewasdetermined.ThestructuralgeneofestAwas

foundtobe1881bp.TheopenreadingframeofestAencodes627aminoacid

residues(calculatedmolecularmass,64,140 daltons).A rho-independentter-

minatorwaspresentjustdownstreamoftheterminationcodon,TGA.Thededuced

N-terminalaminoacidshowedthattheprecursoroftheacidesterasehadasignal

peptide composed of23 amino acidsand a consensussequence oflipase,

G-X-S-X-S.Themolecularmassexcludingthesignalpeptidecalculatedfromthe

deducedaminoacidsequenceoftheacidesteraseis61,846.Thisislowerthanthe

molecularmass,64kDaestimatedbygelelectrophoresis.Thepredictedaminoacid

sequenceoftheacidesterasehashighsimilaritytotheacyltransferasefrom

AeromonashydrophilaandthelipasefromXenorhabdusluminescens.

Keywords:acidesterase,extracellularenzyme,Acidocellafacilis,Acidophiles,

signalpeptide

緒 論

好酸性細菌は，生育至適pH3.0-6.5の酸性条件下

を好んで生育する極限環境微生物である.当研究室で

研究されているAcidiphilium属細菌や，Acidocella

属細菌は，好酸性細菌の代表的な菌である．1981年

Harrisonは，酸性鉱山排水から分離した好酸性従属

栄養細菌について，新たに Acidiphilium 属を提唱

し，A.cryptumの１属１種を報告した．Wichlacz

らも酸性鉱山排水から多数の好酸性従属栄養細菌を

分離し，有機物の資化性，遺伝的，形態的特徴から

これらを３群に分け，そのうち３種を新種とし，A.

angustum，A.facilis，A.rubrumとして報告した．

また，Lobosらも同じ頃，数年にわたって独立栄養
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的に生育している鉄酸化細菌 Thiobacillusferroox-

idansの培養液から好酸性従属栄養細菌を分離し，

A.organovorum として報告している．それ以降，

1995年まで Acidiphilium 属は，A.aminolytica，

A.angustum，A.cryptum，A.facilis，A.multivor-

um，A.organovorum，A.rubrum の７種で構成

されていた．しかし，1995年のKishimotoらの提案

により，これまで Acidiphilium 属細菌として一括

して分類されてきた Acidiphilium aminolytica，

Acidiphilium facilis２種を新属の Acidocella属と

して分類することとなった ．

エステラーゼ（EC３.１.１.１）は，脂肪酸エステ

ルの加水分解を触媒する酵素である．同様の反応を

触媒する酵素によく知られているリパーゼ（C３.１.

１.３）がある．その応用としては，食品における新

たな香味料の開発，もしくは有機溶媒中での酵素触

媒反応を利用したエステル合成などが考えられる．

エステラーゼについては Tweenを基質として用い

たスクリーニングが行われており，いくつかの微生

物から活性が報告されている．しかしながらTween

加水分解エステラーゼの詳細な研究報告例は比較的

少ない ．我々は，好酸性細菌の生理，生化学的な

研究を行っている過程で Acidocellafacilisの生産

する菌体外酸性エステラーゼの存在を見出し，諸性

質を明らかにした（Table１） ．本酵素はAcidocella

facilisの菌体外に大量に分泌される酵素であり，同

じ好酸性細菌である Acidiphilium 属細菌には活性

が検出されないことから，これら２属の分類の指標

となり得ることも明らかとなっている（Table２）．

本酵素は，培地に添加したソルビタンモノエステル

Tween80により誘導される酵素であり，同じエステ

ラーゼであるリパーゼとは異なりトリグリセリドを

加水分解することはできない．このエステラーゼは，

菌対外に分泌される菌対外酵素である．また，

Pseudomonasaeruginosa や Mycobacteriumsmeg-
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Table1 DistributionofesteraseactivityinthegenusAcidocella&Acidiphilium

Strain

Culturebroth

pH
Growth

(OD )

Esteraseactivity

Supernatant Cells

(U/100mlbroth) (U/cellof100mlbroth)

Aciocellafacilis ATCC35904 2.8 2.5 64.2 47.0

〃 AIU409 2.8 2.5 24.7 48.5

〃 aminolytica JCM8796 3.3 1.5 ＜ 1 3.8

Acidiphilium cryptum ATCC43141 3.2 2.3 ＜ 1 ＜ 1

〃 organovorum DSM2389 4.0 1.4 ＜ 1 ＜ 1

〃 multivorum JCM8867 3.7 1.9 ＜ 1 ＜ 1

〃 angustum ATCC35903 3.9 ＜0.5 ＜ 1 ＜ 1

〃 rubrum ATCC34905 3.9 ＜0.5 ＜ 1 ＜ 1

Table2 Properties ofextracellular esterase from

AcidocellafacilisAIU409

Molecularweight

SDS-PAGE 64,000

pI 5.25

OptimumpH(pH,37℃)

p-NPlaurate 5.0

Optimumtemp.(℃,pH4.0)

p-NPlaurate 70

pH-Stability(pH,90%)

(50℃,2days) 3.0-6.5

Thermostability(℃)

(pH4.0,60min.) 80

Substratespecificity

p-NPester C8：0-C18：0＞＞C2：0-C6：0

Relativeact.(%) Km(mM)

C2：0-C6：0 0-9 -

C8：0 47 1.32

C10：0 100 1.51

C12：0 58 1.55

C14：0 58 1.59

C16：0 64 1.30

C18：0 36 1.45

Sorbitanester Tween＞Span

Triglyceride Nohydrolysis

Inhibitor PMSF,SDS,

Monohydricalcohol
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matis のエステラーゼの至適pHが8.3および8.5で

あるのに対して，Acidocellafacilisの本酵素の至適

pHは5.0であり，更に pH安定性も3.0-6.5と酸性

側に偏っており，好酸性細菌の特徴を顕著に示すも

のである.また至適温度は70℃であり，80℃で１時

間の熱処理後も90 近い残存活性を示し，常温菌由

来の酵素としては，極めて安定な酵素である．これ

らの諸性質から，将来的にその応用性が広がるもの

と期待される．本研究の目的は，本酵素の遺伝子レ

ベルからの解明，大量発現系の構築，さらにAcidocel-

la属の菌対外酵素分泌機構の解明にある．

材料と方法

使用菌株，プラスミド，及び培地

DNA供与菌としてAcidocellafacilisAIU409を，

また宿主菌として Escherichia coli JM109及び

MV1184を使用した．クローニングベクターには，

pUC18，pUC19，pUC118，pUC119（日本ジーン）

を用いた．Acidocella 属細菌用の HGYE 培地

｛（NH）SO 0.3 ，KSO 0.01 ，KHPO 0.01

，MgSO・７HO0.05 ，TrypticaseSoyBroth

0.1 ，glucose0.4 ，YeastExtract0.05 ，pH

3.5｝を使用し，30℃で培養を行った．大腸菌の培養

はLB培地を使用し，37℃で好気的に行った．大腸

菌の培地には必要に応じてアンピシリン（50 / ）

を添加した.

エステラーゼ遺伝子のクローニング

AcidocellafacilisAIU409の染色体 DNAを単離

精製し，現在までに明らかになっているＮ末端アミ

ノ酸配列をもとにプライマーを作成し，PCR法によ

り目的遺伝子を増幅した．さらに，得られた塩基配

列をもとに，カセット PCR法を用いて，エステラ

ーゼ遺伝子を増幅した．これにより得られたEcoR

カセットの1.4kb断片を［α-Ｐ］dCTPで標識し

たものをプローブとして使用し，コロニーハイブリ

ダイゼーション法により，目的の遺伝子をもつ組換

え大腸菌のスクリーニングを行った．

酵素活性測定法

エステラーゼ遺伝子を保有する大腸菌の培養には，

LB培地（pH5.0）を用い，１晩培養後，必要に応

じ0.3mMIPTGを添加後２～12時間誘導をかけた．

また，コントロールとして用いたA.facilisAIU409

株の培養にはHGYE液体培地，HGYE液体培地＋

１ Tween80を用い，10日間培養した．酵素液（菌

体破砕液または培養液上清）0.1 に対し，2.78mM

p-nitrophenyllaurate（p-NPL）と2.2 TritonＸ

-100を含む50mM クエン酸ナトリウム緩衝液（pH

4.0）を0.9 添加し，37℃で30分間インキュベート

した．0.5M Tris-HCl緩衝液（pH 8.5）を0.5

添加し，さらにアセトン２ を添加して反応を停止

した．この反応液を遠心分離し（3,000rpm，５min

４℃），410nmでの吸光度を測定した．

酵素１Unitは，37℃で１分間に p-NPLから１

μmolのp-nitrophenolを与える酵素量と定義した．

結果と考察

エステラーゼ遺伝子のクローニング

既に判明している本酵素のＮ末端アミノ酸配列

｛GNLYVFGDSLSDDGNLYKLGL-PP｝をもとに

プライマーをデザインした．センスプライマーとし

て22mer，64通り｛５’-cgggatccgg（tgca）aa（tc）

ct（tgac）ta（tc）gt-３’｝，アンチセンスプライマー

としては21mer，128通り｛５’-ggaattcgg（gc）gg

（tgac）gt-３’｝．それぞれのプライマーの５’末端部

分には制限酵素サイトを導入した．これらのプライ

マーを作成後，A.facilisAIU409株のゲノム DNA

を鋳型として PCRを行い，86bpの DNA断片を

得ることができた．86bpはプライマーをデザインし

たときに予想された断片の大きさと完全に一致した．

また，この配列から予想されるアミノ酸配列は本酵

素のＮ末端配列と完全に一致した．

得られたDNA断片をプローブとして用いて，A.

facilisAIU409株のゲノム DNAのサザンブロット

解析を行った．その結果，EcoR で切断した3.5kb

断片，Pstで切断した4.4kb断片にこのプローブが

強くハイブリダイズすることが判明した（Datanot

Shown）．次に，この得られた配列の周辺領域をカセ

ット PCR法を用いて解析した．Fig.１の配列中に

矢印で示したプライマーを用いて，上流域方向に約

400bp，下流域方向に1.4kbクローニングすること

に成功した．

それにより得られた EcoR カセットの1.4kb断

片をプローブとして，AcidocellafacilisのゲノムDNA

のサザンハイブリダイゼーション解析を行った．す

べてのレーンにシグナルが確認され，目的遺伝子を

すべて含まれると考えられるBamH 切断の６kb断
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片を本酵素遺伝子のクローニングターゲットとした．

（Fig.２）

ゲノム DNAの BamH 切断の６kb断片を電気

泳動後のゲルより回収し，ベクター pUC119にライ

ゲーション，E.coliMV1184を形質転換させた．こ

のプラスミドをpAET３とし，カラーセレクション

によってホワイトコロニーを約3,500株得ることがで

きた．得られた3500株のホワイトコロニーを先程と

同じ EcoR カセットの1.4kb断片をプローブに用

いて，コロニーハイブリダイゼーション法によるス

クリーニングを行った．シグナルの得られたコロニ

ーからプラスミド抽出し，制限酵素地図を作製した

結果が Fig.３⒜である．インサート DNAの矢印

部分にエステラーゼ遺伝子が含まれていることが明

らかになり，Fig.３⒝に示すシークエンス戦略によ

って，エステラーゼ遺伝子の塩基配列の決定を行っ

た．

エステラーゼ遺伝子の塩基配列の決定

今回，本酵素の完全な ORF（1881bp）がクロー

ニングされ，全塩基配列が決定された．Fig.４にそ

の全塩基配列と予想アミノ酸配列を示す．さらに，

上流域にプロモーター配列と考えられる－35位の

TCGCCAと，－10位の TATAAのコンセンサス配

列や，翻訳開始点と考えられる Shine-Dalgarno配

列（SD配列）のGGAGAの配列が確認された．ま

た開始コドンは ATGであった．本酵素の下流域に

は終止コドン TGAと，GCを多く含むパリンドロ

ーム配列が存在し，この部分でステム・ループ構造

を形成し，転写終結シグナルとなっている．また，

このステム・ループ構造のすぐ後に連続Ｔ構造が見

られることから，本酵素遺伝子の転写終結シグナル

はロー因子非依存性であると考えられる．各アミノ

酸をコードしているコドンは，第３塩基が，Ａ，Ｔ

よりもＧ，Ｃの方が多く，シークエンスから解析し

Fig.1 Cloningstrategyofacidesterasegene(estA)of

A.facilisAIU409.

Theboldarrowsindicatethepositionanddirec-

tionoftranscriptionofgene.Thenucleotide

sequenceandtheaminoacidsequenceindicated

withboldlineisN-terminalsequenceofthe

esterase.Theshortarrowsindicatetheposition

anddirectionofthePCRprimers

Fig.2 SouthernblothybridizationanalysisofA.facilis

AIU409 chromosomalDNA withamplifiedN-

terminalprobebyPCR.

Agarosegelelectrophoresis;Chromosomal

DNAwasdigestedbytherestrictionenzymeof

lane2to6.Lane2,BamHI;lane3,EcoRI;lane4,

PstI;lane5,SalI;lane6,SmaI;andlane1molecu-

larweightstandards(λHind )

Autoradiogram

Fig.3 RestrictionmapofBamHIfragmentofpAET3

containingtheestAgene andthesequencing

strategyfortheestAgeneofA.facilisAIU409.

Thepositionsanddirectionsoftranscriptionof

theestAgenesareindicatedbytheboldarrows.

TheboldlinesareBamHIfragmentofgenome

DNAofA.facilisAIU409.

10 高橋 竜也 他 名 岡山大学農学部学術報告 Vol.



た GC含量は，62.5 と比較的高かった.

本酵素は，627アミノ酸からなり，Ｎ末端の23アミ

ノ酸残基はシグナルペプチドと考えられる．その証

拠にシグナルペプチダーゼの認識配列であるA-X-A

の配列が観察される．本酵素の予想アミノ酸配列よ

り分子量を計算したところ，シグナルペプチドを含

めた大きさは64,140であり，シグナルペプチドを除

いた部分の大きさは，61,846であった．

リパーゼのコンセンサス配列には，G-X-S-X-Sと

G-X-S-X-Gの２種類の配列が存在する.本酵素遺伝

子上には，G-D-S-L-Sが存在し，リパーゼやエステ

ラーゼ，さらに，大腸菌のチオエステラーゼに共通

して存在している保存領域のG-X-S-X-Sと一致す

る配列であった．この保存領域の周辺アミノ酸配列

は，Aeromonashydrophilaのアシルランスフェラ

ーゼや，Xenorhabdusluminescensのリパーゼ及び，

Viblioparahaemolyticusのホスホリパーゼなどの，

他の脂肪分解酵素と相同性が高く，高度に保存され

Fig.4 ThenucleotidesequenceofestAgeneandthepredictedaminoacidsequence.

TheShine-Dalgarnosequenceisshownbythewavyline.Theputative-35and-10regionsareunderlined.The

aminoacidsequenceoftheN-terminalandthepeptideobtainedwiththedirectN-terminalaminoacid

sequencingisdouble-underlined.Theboxsequencerepresentsthelipaseconsensusmotif“G-X-S-X-S”andthe

signalpeptidaseconsensussequencemotif“A-X-A”.Thelocationofapotentialterminatorstructureismarked

byfacingarrows.
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た領域であった．また，このコンセンサス配列はＮ

末端付近に存在するという特徴を持っており，この

モチーフは，本酵素の触媒ドメインの活性部位を構

成している配列と考えられる．このモチーフのＮ末

端側のセリン残基は活性中心を形成していると示唆

されている．大腸菌のクローン株を用いてエステラ

ーゼ活性の測定を行ったが，活性を確認することは

できていない．今後，発現ベクターの構築など更な

る研究が期待される．

要 約

好酸性従属栄養細菌 AcidocellafacilisAIU409株

は，基質としてソルビタンモノエステルであるTween

を含む培地中で培養された時に，菌体外に熱安定性

の高い酸性エステラーゼを生産する．エステラーゼ

をコードする遺伝子（estA）をA.facilisAIU409株

のゲノムライブラリーから単離し，大腸菌MV1184

にクローニングし，その遺伝子の全塩基配列を決定

した．その結果，estAの構造遺伝子が，1881塩基対

であることが明らかになった．酸性エステラーゼ遺

伝子のオープンリーディングフレーム（ORF）は，

627アミノ酸残基（計算された分子量は64,140ダルト

ン）をコードしていた．ロー因子非依存性の転写終

結シグナルが終止コドンである TGAのすぐ下流に

存在していた．そのＮ末端予想アミノ酸配列より，

酸性エステラーゼの前駆体は，Ｎ末端に23個のアミ

ノ酸残基から成るシグナルペプチドを有していた．

また，リパーゼのコンセンサス配列であるG-X-S-X-S

の配列が存在することが明らかとなった．酸性エス

テラーゼの予想アミノ酸配列から計算された分子量

は61,486であり，これはSDS-PAGEによって予想

されていた分子量より，やや低い値であった．また，

Acidocellafacilis酸性エステラーゼの予想アミノ酸

配列は，Aeromonashydrophila由来の acyltrans-

ferase やXenorhabdusluminescens由来のリパ

ーゼ と高い相同性を示した．
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