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3P・1033　　 BaCillus 属由来重合酵素 に よ る PHA 分 子 量 変

　　　　　　　化 メ 力 ニ ズ ム の 解析

　　　　　　○ 百 武 真 奈美 ，斉 藤 雄 太 ，富 澤 哲 ，柘 植 丈治

　 　　 　　 　 （東 工大 院 ・総 理 工〉

3P・1034　　 多糖 類 分解 活 性 を 有す る 中等度好熱菌の 分 離と

　　　　　　　解析

　　　　　　○上 出 純子 ，渡邉 啓子 ，山本 修一，黒 沢 則 夫

　　　　　　 （創価大院 ・環境）

【緒言】 生体 内高分f の
一

つ で あるポ リヒ ドロ キ シ ア ル カ ン酸（PIIA ）の 分

予量は 、その 合成を 触媒す る PHA 重 合酵素の 種類に よ って 様 」？ で あ る。一
般的 に、これ らの 酵素を PHA 合成

・
分解能を 持た な い 大腸菌株内で 機能 さ

せ て 得 られ る PHA の 分子量 は 、合 成が 終 r した培 養tk・　
’
tt一で は 変化 し ない 。

しか し
一

部の Raciltus属on生物 由来 のPHA 重 合酵素 を用 い た場 含に 、培養時

間 の 経 過 に 伴 う 分 子 量 変化 が 確 認 さ れ た 。こ の 分 子量 変化 に っ い て 詳細

な 機構は 明 らか に な 一
t て い な い．そ こで 本 研 究 で はBaciUus　ccreus　YB 一抽 来

PHA 重合 酵 素
1
を 用 い て、こ の 分 子 景 変化 に っ い て新 た な 知 見 を 得 る こ と

を 目的と した．
【方 法】 B．vereus 　YB −4E』来PHA 重合酵素 の 活性 中心 で あ る シ ス テ イ ン

残 基 を 置襖す るこ と で 重合不 活 性 の 酵素 を作 製 し、こ れ と 他 の 活性 型

PHA 重 合酵 素が 共 発現す る大 腸菌株 を構 築 した．こ の 遺伝 子組換 え 大腸

菌を 、炭 素源 と して グ ル コ ー
ス （20g 〆L）を 含む LB 培地 下 で培 養 し、蓄積

さ れ る PHA の 解析を 行った 。　 PHA の 蓄積量 を ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ り、分 子量 を ゲル 浸透 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（GPC ）に よ り測 定 した 。
【結果 ・考察】 GPC 分析 の 結果、　 PHA 重合酵 素を共 発現 させ た大腸 菌株が

蓄 積する PHA の 分子量 は 、培養時 間の 経 過に 伴い 低 下するこ とが確認され

た。一
方、共発現に 用い た 活性型の PIIA 車合酵素 のみ を 機能させ て 得 られ

たPHA は 高い 分 子量 を 有 して い た ．これ らの 結果 よ り、　 B、　cereu ．r　YB −4由来

PHA 重合酵素 によ り分子 吊：低下 が引 き起こ されて い る可能性が 示唆 された 。
1Mizuno　ct　al．，窃少瓰．　Dagrad．5抛6．　in　press．

Study 　on 　molecular 　weight 　change 　of 　PHA 　synthesized 　by
Bacitlus　cereus 　YB −4　PHA 　sylltllase

　 OManamiHYAKUTAKE ，　Yu 匸a　SAITO 、　SatQshi　TOM 】ZAWA ，
　 Takeharu　TSUGE

　（Dept．　lmlov．　Eng．　Mat ，Tokyo 【nst．「」捻d 】no ！．〕

多糖 類 は、地 球上 で も っと も 大 量 に 生 産 され るバ イ オ マ ス で あ り、最 人

の未 利用 資源で もある 。今 回 わ れ わ れ は 、セ ル ロ ース 分解活性 を 指標 に

剪定 枝堆 肥か ら分離 した新規 な 中等 度好熱菌 TC22 −2b株 に つ い て 、16S
rDNA 塩基配列 に基 づ く進化系統解析、生理 学的 お よ び 化学 分 類 学 的性 質
の 解析 を 行うとともに 、微結晶セ ル ロ

ー
ス 、カ ルボ キ シ メチ ルセ ル ロ ース

（CMC ）、コ ロ イダル キ チ ン 、キ シ ラ ン 、デ ン プ ン 分 解活性 を調 べ た ．
TC22 −2b株は 、麁 囲 う囲 妣 f　8継 に 最 も近縁で あ tt たが、そ れ らの 16S　rDNA

の 相 同 性 は 93％で あった こ と か ら、本株はPaenibacittus属 の 新種 また は新 属

のBacillaceae科 細 菌 で ある と推定 された 。　 TC22 −2b株は芽胞形成 および運

動 性 を 示 す 好 気 性 桿 菌 で あ り、至 適 生 育温度 は 50
’
55 ℃、至適生 育pH は

7
’
8で あ っ たeNaCl濃 度3．5％ まで 増殖 す る こ と が で き、また 炭素源 と して

セ ロビオ
ー

ス 、フ ル ク ト
ー

ス 、ガラ ク ト・一ス 、グル コ ース 、ラ ク トース 、
マ ル ト

ー
ス 、マ ン ノ

ー
ス 、メ リ ビオ

ー
ス 、ソ ル ビ トール 、ス ク ロ ー

ス 、ト

レ ハ ロ ー一
ス 、キシ ロ ー

ス を利用で き る。主要脂 肪 酸はiso−Cl6：0 〔28．6％）、
n −Cl6 ：0 （21．8％）、　 anteiso −Cl5 ：0 〔18．1％ ）で あ っ た c 微結 晶セ ル ロ ー

ス の 分

解活 性は 検出さ れ なか った が 、その他 の 多糖 類すなわ ち¢ MC 、コ ロ イ ダ

ル キ チ ン 、キ シ ラ ン 、デ ン プ ン の 分解活性を示 した。現在 これ ら の 多糖 類

分解特性 に っ いて よ り詳 し く調べ て い る。

Isolation　and 　characterization 　ofmoderately 　therrnophilic

91ycolytic　bacterium

　QTullko　UEDA ，　Kelko　WATANABE ，　Shuiohi　VAMAMOTO ，　Norio
　 KUROS ず“ VA

　 〔Grad、　Scl1．　Env．，Univ．　Sokal’

Key 　words 　po 且yhydrDxya ［kanDa 亡ヒ，PHA 〜￥
nthase ，BaciUus　cereus ，sitc−direcLed

　 　　 　　 muLage1Lesis

Ke ア words 　thcrmophilic 　bacterium，glyco ［ytic　cnzymc ，1｝aenibaciliu 」，novcl
　 　 　 　 　 sp ：CICs

3P−1035　　 環 境 DNA か ら の 1，3・1，4一β 一グル カナ ーゼ 遺

　　　　　　 伝子 clO3 の ク ロ
ー

ニ ン グ と大 腸菌で の 発現

　　　　　　0 米光 裕
1
，竹中 翔大

z
，稲葉 慧

2
，隅澤 杏介

2
，西岡 美幸

1t

　　　　　　　関本 文音
1t
玉 置 光佳 單

1

　　　　　　 （
1
和歌 山高 専 ・物質 ，

2
和歌 山 高専 ・専攻 科）

（目 的） 1，3−1，4一β一グ ル カ ナ
ー一

ゼ は ビ
ー

ル 製 造 工 程 等 で 使 用 さ れ る が ，
熱 に よる失活 が問題 で あ り，耐熱 性 の高 い酵 素 が必 要 と な る ．我 々 は ，培
養 系 を 経ず に ，直接 土 壌 や堆 肥か ら 得た環 境DNA を鋳型 に PCR 法 を用

い て 1β一1．4一β一グ ル カ ナ ーゼ 遺伝子 の ク ロ
ー

ニ ン グ を試 み，複数 の 新規

／，3−1，4一β一グ ル カナ ーゼ 遺伝子断片 （ORF の
一

部〕を 得 た
D．本研究で は，

そ れ ら遺 伝子 断片の 中で ，比 較的耐熱性の 高い Bacititi」 maceran ∫の 1．3−1，4一β一
グル カナ ーゼ遺伝 子 と相 同 性の 高 い 〔66％ ）げ 03に っ い て ，ORF の 全長鎖

を取 得後，大腸菌で 発現させ ，Cle3 の特性 を調べ た．
（方法 と結果） 遺伝 子 eJO ／tのORF 全長鎖 はTAIL −PCR 法 に よ り得 た．次

い で，clOS をpBluscript に サ ブ ク ロ
ー

ニ ング した後，　Esciteric’itia　［oti　DH5 α

株 中 にて IPTG 誘 導に よ り発現 させ た．こ の 菌体 よ りの ClO3 粗抽 出液 を

用 い て 至 適温 度お よ び至適 pH を調 べ た．なお，酵 素活 性は，基質 リケ ナ

ン か ら の遊 離還 元糖 量を ジ ニ トロ サ リチル 酸法 を用 い て 測定す る こ と

よ り求め た ．その 結 果．ClO3 の 至 適 潟度 は 50℃付近，至適pH は7付近 と

わ か り，こ れ ら はB．macerans の 1．3−1，4一β一グ ル カ ナ ーゼ と ほ ぼ 同等で あ っ
た．現在，CIO3 を糒製 し，熱 安定性や 基質特異 性な ど にっ い て 調べ て い る ．
1）米光他，日本農芸化学会2006 年度大会講演要 旨集，p309

3P−1036　　A” reobaSidiump ”llutans由来キ シ ラナ
ー

ゼの シ グ

　　　　　　　ナル ・ペ プ チ ドは大腸菌 に よる 糸状菌 キ シ ラナ
ー

　　　　　　　ゼ の細胞外生産を可 能に する

　　　　　　○ 太 田
．・
良 ，田巾 秀 典 ，山 川 大輔 ，浜砂 裕則 ，

　 　　 　　 　 　藤 本 仁 寿

　 　　 　　 　 （宮 崎大
・
農
・
応 生科 ）

【目的】二 形性真菌A．putlrtlans　ATCC 　20524 株 由 来キ シ ラナ ーゼ Xynlの シ

グナ ル ・ペ プチ ドは 大腸 菌シ グ ナ ル ・ペ プ チ ダ
ーゼ 1の 認識部位 モ チ ー

フ

Ala（−3）−X−A且a（
−1）を連 続 して3回 の 繰 り返 した 配 列を持 っ 。本報で は、こ の

シグナ ル ・ペ プチ ドを 糸状 菌 キ ン ラ ナ ーゼ と 融合さ せ 、融合 タ ン パ ク質 の

大腸菌で の 発現量 と 分 泌 量 を 評 価 した 。
【方法お よび結 果】 X

／
nf遺 伝子 の シ グ ナ ル ・ペ プ チ ドの コ ード領域 と糸状

菌Penicitiiuth　cderinUmde 来キ シ ラ ナ
ー

ゼ 遺伝子 x）
・nA の成 熟 酵 素 コ ード領域の 融

合遺伝子掣斌 L4 を大腸菌用発現 プラ ス ミ ドpET
−26b（＋）に挿入 し、　 pEXP401

を 構築 した 。こ の プ ラ ス ミ ドを大腸菌 BL21 〔DE3 ）に 導人 した 形 質転 換 体
E．colr：（pEXP401 ）を M9 培 地（4eO 　mD に 接種 し、30

°
Cで 振 と う 培 養 （120

1pm ） した 。培養液の OD （66e 　nm ）が O．6 に 達 した時点で 、発現 を 誘 導す る

ため IPTG を添加 し、さ ら に 12時間培養 した。培養液1　ml 当た りの キ シ ラ

ナ
ー

ゼ活性は、細 胞抽 出 液画 分で 4．29U 、．ヒ清 画分で はその 4倍高 い 】6、8U
であ っ た。また、培 養液．E清か ら精製 した菌体外キ シ ラ ナ ーゼ の N 末端 ア

ミノ 酸配列か ら、Xynlの シ グナ ル ・ペ プチ ドは 4 ヶ 所で 切 断された こ とが

示 唆 され、その 内2 ヶ 所はAla−X−Alaモ チ ー
フ に 合 致 した v 各組換え酵素 は

5〔」6〜652U 〆mg の高 い比活性 を示 した、

Cloning 　and 　expression 　of 　l，3−1，4rbeta 帽91ucanase 　gene 　clO3

from 　environmental 　DNA まn 　Escherichia 　coli

　OHiroshi　YONEMITSU1 ，Syoしa　TAKENAKAE ，Satoshi　INAB バ ，　Kyosukc
　SUMIZAWA

ソ
，　Miyu 比iN 】SH 艮OKA

且，Ayaiie　SEKIMOTO ’，
　 HikariTAMAKI1
　〔

LDept 、　Materia且Sci．，Waka ｝
・alna 　Nad．　Gnl．　Tcch、，2Adv ．　Eng．　Fac．，

　 Wakayama 　NatL　G り1．　T じじh．）
Key 　words 　lβ

一1，4−bcla−glucanase，en 、
・ironm巳nta 且DNA ，cloning ，cxprcssion

Signal 　peptide 　ofAureobasidi ” m 　puUu 〜α ns 　xylanase 　allows

extracellular 　producti ・ n ・f 負mgal 　xylanase 　by　Ese んerichia ・ ・ti

　OKazuyoshi　OHTA ，Hidenori　TANAKA ，　Daisuke 　YAMAKAWA ，
　 Hironor ｝HAMASUNA ，　HirohLsa　F疋JJIMOTO

　 I：Dヒpt．　Bめ ohcm 、Appl 、　Biosd ．，MiyazakiUniv ．｝
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