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IG6

1G7

1MTD

加亡dgene

IPCR

IM（｝

kb

LB

ORF

PCR

pNPG

略号および語句の定義

alnpicillin

ammonium　persulfate

bis－acrylamide

base　pair

chloramphenicol

Disodium　3一（4－methoxyspiro｛1，2－dioxetane－3，2一（5’一

chloro）tricyclo［3　．　3　，　1　．　1　．　3’7］　decan｝一4－yl）phenyl　phospate

digoxigenin

glucose

maltose

maltotriose

maltotetraose

high　performance　liquid　chromatography

isomaltose

isomaltotriose

isomaltotetraose

isomaltopentaose

isomaltohexaose

isomaltoheptaose

isomalt　otrio－dextranase

isomaユtotrio－dextranase　gene

inverse　polymerase　chain　reaction

isopropyl　thiogalactoside

kilo　base　pair

Luria－Bertani　medium

open　reading　frame

polymerase　chain　reaction

p－nitrophenyl　ot－D－glucopyranoside
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PV　DF　polyvinylidene　difluoride

SDS　sodium　dodecyl　sulfate

SDS－PAGE　sodium　dodecyl　sulfate－polyacrylamide　gel　electrophoresis

TE

TEMED
TIris

UV
X－ga1

10　mM　Tris－HCI　buffer　（pH　8．0）　一一　1　mM　EDTA　（pH8．0）

N，N，　N，N－tetramethy1ethylenediamine

hydroxymethyl　aminomethane

ultraviolet

5－bromo－4－chrolo－3－indolyl　P－D－galactoside

5’偵il、　3’イ則

　　本論文ではすべて二本鎖DNAを取り扱っているため、両鎖についてそれぞれ

　　5’側、3’側が存在するが、便宜上本論文ではイソマルトトリオデキストラナー

　　ゼ遺伝子のセンス鎖についてのみ適用する。

fragment　BH

　　probe　CRを用いてクロー一・‘ニングされたゲノムDNA断片。4506bp。

fragment　BX

　　PCRにより増幅したim　td遺伝子の5’末端側上流域。3378bp。

fragment　SK

　　probe　BX　730を用いてクローニングされたゲノムDNA断片。3391bp。

dexA、　dexC、　d「exD、　dexE、　dexRおよびαρA

　　それぞれim　td遺伝子の周辺に見いだされた遺伝子の名称

DexA、　DexC、　DexD、　DexE、　DexRおよびTrpA

　　dexA、　dexC、　dexD、　dexE、　dexRおよびtrpAの発現産物の名称

plasmid　BH，　plasmid　SK，　plasmid　BX

　　それぞれfragment　BH、　fragment　SH、　fragment　BXを大腸菌ブラスミドベ

　　クターpBluescript　II　KS（＋）に導入して作製したプラスミド。

probe　AF，　probe　BF，　probe　CR，　probe　IT－1

　　イソマルトトリオデキストラナーゼの部分アミノ酸配列をもとに合成したオリ

　　ゴヌクレオチドプローブ。DIGによりラベルされている。
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probe　BX　730

　　fragment　BHのBamHI－Xhol断片（730bp）を用いて作製したプローブ。　imtd

　　遺伝子の5’側上流域のクロs・・‘・・ニングに用いた。

probe　HCII602

　　fragment　SKのHh’ncll断片（602bp）を用いて作製したプローブ。

position

　　クローニングおよびPCRで得られた各fragment（BH，　SK，　BX）において、それ

　　ぞれの5’側末端の塩基をposition　1として表されるDNAの位置。
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第1章　序論

第1節　デキストラナーゼに関する研究について

　デキストラン分解酵素（デキストラナーゼ）の研究は、第2次世界大戦中から戦

後にかけて、デキストランと呼ばれる多糖類の工業的な生産が確立されるにいたっ

て始められた1）。デキストランはグラム陽性菌であるLeuconostoO）やStrepto－

coccugy）などが生産する多糖類であり、グルコシルトランスフェラ七生の作用によ

りシュクロースからのグルコース転移反応により合成される。デキストランはグル

コ…一一ス残基がα一1，6結合で連なった主鎖と、α一1，2、α一1，3およびor・一1，4などの分

岐を有するα一グルカンであるが1）、その部分分解物が代用血漿として利用できるこ

とが確認されたのをきっかけに4）、デキストラン部分分解物の酵素的調製を目的とし

たデキストラナーゼの研究が急速に進められるようになった1）。1948年lngelmanは

Cellv：ibrio　fulv：aが生産する酵素がデキストランを分解しうることを報告し5）、これ

と同年にPenicilk’um属の菌の培養液中にデキストランを分解する活性物質が見いだ

され6）、初めてデキストラナーゼという言葉が使用されるようになった。それ以降、

デキストラナーゼは、かび7“9）、放線菌10・11）、細菌12・13）、植物14）、動物15）、ヒト16）など

様々な起源より単離されるようになり、医療、工業への利用が研究されるようになっ

た。特に製糖工場においてパイプのつまりの原因となるデキストランの除去や口腔

内でのう蝕形成の阻害を目的として、Chaetomium　glacileが生産するデキストラ

ナーゼが歯磨剤17・18）や製糖工場19）で使用されている。

　さらに天然界より様々なデキストラナーゼが単離されるに伴い、作用形式の相異

によりデキストラナーゼの分類がなされるようになった。エンド型デキストラナー

ゼ（1，6一　or　一D－Glucan　6－glucanohydrolase：EC　3．2．1．11）はさまざまな起源よ

り単離され、作用するα一1，6結合を特定せず、ランダムな分解を行う6）。分解物と

して最終的にグルコースを生産するものが多いが、Cellvibrio　fUlva由来のデキスト

ラナーゼなど比較的分子量の大きいイソマルトオリゴ糖までしか分解を行わない種

類も存在する4）。

　一方、デキストランの非還元末端から順次加水分解を行うエキソ型のデキストラ

ナーゼは、これまでグルコデキストラナーゼ（1，6一　a　一D－Glucan　glucohydrolase；

［1］
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EC　3．2．1．70）20）、イソマルトデキストラナーゼ（1，6一α一D－Glucan

isomaltohydrolase：EC　3．2．1．94）21）、およびイソマルトトリオデキストラナーゼ

（1，6一　or　一一D－Glucan　isomaユtotrioハhydrolase：EC　3．2．1．95）22）の3種類が報告されて

いる。グルコデキストラナーゼはArthrobacter　globifonv’sおよびBaciUus　sp．より、

イソマルトデキストラナーゼlzLArthrobacter　globiform’s　T6株より、イソマルトト

リオデキストラナーゼはBreVibacterium　fuscum　var．　dextranlyticum　0407株よ

りそれぞれ単離されているが、そのなかでもイソマルトデキストラナーゼに関して

はIwaiらによる全遺伝子配列の決定および大腸菌での高レベル発現23）、高柳らによ

るデキストランからのイソマルトース調製法の確立24）、Kimらによる転移反応を用

いた特殊なオリゴ糖の生産2㊦など、イソマルトース、および各種オリゴ糖の工業的

生産に向けた様々な予備的実験が行われている。

　興味深いことにエンド型およびすべてのエキソ型デキストラナーゼにおいて、

Arthrobacter属およびそれと分類上非常に近い菌種であるBreVゴbacterium属

（Arthrobacter属およびBreVibacterium属はいずれもコリネ型細菌に分類）が生産

菌として報告されている。酵素の一次配列を比較する場合、一般的に近い種が起源

となっている酵素ほど配列の類似性が高く、酵素的な特徴も近くなる傾向があるが、

BaciUus　stearotherm（）philusが生産するα一アミラーゼ26）、マルトジェニックα一

アミラーゼ26）、プルラナーゼ27）およびネオプルラナー…一ゼ27）のように、同一の起源を

持ち、配列も高い類似性を有する酵素でも、その基質認識や分解様式が異なる場合

が存在する。このうちネオプルラナーゼの一次構造を決定したKurikiら28”30）は、ネ

オプルラナーゼがα一1，4およびα一1，6結合の両方を水解することから、これらの

酵素間には単なる保存領域の存在だけでなく、触媒部位および基質結合部位の共通

性が存在することを仮定し、触媒部位と推定されるアミノ酸残基の置換によりネオ

プルラナーゼがα一1，4およびα一1，6結合の加水分解活性を同時に失うこと、およ

び基質結合に関与すると推定した部分の置換により、両結合に対するネオプルラナー

ゼの特異性が変化することを明らかにしている。同様にArthrobacter属　（および

Brev：ibacterium属）由来のデキストラナーゼ間においても、その一次配列上にデキ

ストランという共通の基質に対する結合領域、および加水分解を触媒する領域が保

存されているのではないかと考えられたが、1990年にOkushimaら3・）により

Arthrobacter属のエンド型デキストラナーゼの一一次構造が解明されたのに続き、

［2］
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1994年にlwaiらによりイソマルトデキストラナーゼ24）、1996年忌はOguma32）らに

よりグルコデキストラナーゼ遺伝子のクローニングと配列の決定がなされた結果、

エンド型デキストラナーゼはPe血。翅um　m加ゴ（）luteum由来のエンド型デキストラ

ナーゼ33）、およびAspergillus　niger由来のイソプルラナーゼ34＞と、グルコデキス

トラナーゼはClostridium属細菌由来のグルコアミラーゼ35）とそれぞれ相同性を示す

ものの、Arthrobacter属由来のデキストラナーゼ間で相同性は認められず、特にイ

ソマルトデキストラナ・一・…ゼは他のいずれの糖質関連酵素と相同性を示していない。

相同性を示す配列が少ないこと、さらには結晶化酵素のX線解析による立体構造の

解明が進んでいないことなどにより、現在デキストラナーゼの構造と機能の関係は

ほとんど解明されていない状態にある。これらの解析を行うためには、新たにデキ

ストラン分解酵素の配列決定を行い、比較の対象を広げていくことが重要であり、

その視点からも、これまで見いだされたエキソ型のデキストラナーゼで唯一一次構

造の解明がなされていないイソマルトトリオデキストラナーゼの構造解析が急務な

課題と考えた。

第2節　本研究の目的および概要

　本研究はB．fuscum　var．　deXtranlYtゴcum　0407株が生産するイソマルトトリオ

デキストラナーゼの一次構造を他のエンド型および各種のエキソ型デキストラナー

ゼ、および糖質関連酵素と比較し、エキソおよびエンドのデキストラナーゼ活性、

イソプルラナーゼ活性などの諸性質を決定づける一次配列、ドメイン、立体構造な

どを探索することを目的としている。従って、本研究は配列が未だ決定されいない

唯一のエキソ型デキストラナーゼであるイソマルトトリオデキストラナーゼをコー

ドする遺伝子（imtd）のクローニングを行い、一次配列を決定することを第一の目

的とした。さらに一次配列と機能の相関を明らかにするために必要な大腸菌での発

現系の確立を行った。また、本酵素生産菌におけるデキストラン代謝系、すなわち

イソマルトトリオデキストラナーゼによって菌体外に生成したイソマルトトリオー

スのその後の代謝経路についての解明を行った。本論文では、第2章においてイソ

マルトトリオデキストラナーゼの酵素的な諸性質および部分アミノ酸配列を解析し

［3］
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た結果について記述した。第3章ではイソマルトトリオデキストラナーゼ遺伝子のク

ローニングと一次配列、他の糖質分解酵素との相同性、周辺遺伝子構造の特徴につ

いて記載した。第4章ではイソマルトトリオデキストラナーゼ遺伝子を大腸菌におい

て発現した結果と発現酵素を精製し、諸性質を検討した結果を示した。第5章ではイ

ソマルトトリオデキストラナーゼ遺伝子の発現を行うプロモーター領域、およびそ

の周辺に見いだされたデキストラン代謝に関わると考えられる遺伝子群について述

べ、さらにそこに見いだされたα一グルコシダs－t一一ゼ遺伝子が実際に発現し、機能して

いることを第6章で報告する。

［4］
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第2章　イソマルトトリオデキストラナ山隠の精製および諸性質

第1節　緒言

　Brev：ibacterium．　fuscum　var．　dextranlYtfcum　0407株が培地上清に生産するイ

ソマルトトリオデキストラナ目安はYamaguchiら22・36・37）によってその生産菌の単離

といくつかの酵素的な諸性質が報告されて以来、研究報告がいっさいなされておら

ず、他の起源より同酵素が生産されたという報告も存在しなかった。今回イソマル

トトリオデキストラナーゼ遺伝子のクロ・・・…一ニングおよび発現を試み、一次配列上や

酵素的な性質について他のエンド、エキソ型のデキストラナ日誌と比較検討を行っ

ていくには不十分な情報量であると言わざるを得ない。本章では、イソマルトトリ

オデキストラナーゼを精製し、諸性質の再検討を行ったほか、Km、　Vの測定、およ

びN末端と部分アミノ酸配列の決定を行った。

第2節　実験材料および方法

1．菌体および培地

　1）使用菌株

B．　fuscum　var。　dex　tran1Yticurn　0407株はYamaguchiら22）により土壌中より単離

されたものである。本研究で用いた菌株は旭化成工業株式会社ライフサイエンス総

合研究所、高田正樹博士により恵与されたものを用いた。

　2）使用培地

酵素精製に用いた本菌培養のための液体培地は、Yamaguchiら22）により報告され

た培地組成のうち、Polypeptonを2倍量にしたものである。　DeXtran　T－2000、10

g；　ethanol．　20　mi；Polypepton，　20　g；　yeast　extract，　O．5　g；　KH　2PO4，

1・Og；　K2HPO4，　1．O　g；　MgSO4・6H20，　1，0　g；　MnSO4・4tv5H20，　O．05

9；CaCl　2・2H20、0．020　gを脱塩水1．01に溶解したものを使用した。菌体保存用

のスラントは上記の液体培地に粉末寒天を1．5％になるように加えたものとした。

［5］



　3）保存菌株

　B．　fuscum　var、　dextran1：y・tiCttm　0407株は1カ月ごとに新鮮なスラントに植え

継ぎ、30℃で48時間培養後、4℃で保存した。

2．酵素精製

1）菌の培養

酵素精製のための図体培養は2段階に分けて行った。前培養として12本の試験管

に2m1つつ液体培地を取り、菌保存用のスラントから1白金耳分の菌体を摂種した。

24時間、37℃で振塗（200rpm、　Bio－Shaker，　BR一一一30LF型式．　Taitec）で培養した

後、それぞれの試験管から100m1の液体培地を入れた12本の500m1容の坂ロフラ

スコにそれぞれ1m1の培養液を加え、本培養とした。培養は96時間、37℃、200

rpmで行った。

　2）カラムクロマトグラフィー

Dextran　T－2000およびDEAE－Sepharose　CL一一6BはPharrnacia　Biotechより購

入した。Bio－Gel　P－100はBio－Lad　Laboratoryより購入した。　GIGAPITE

（Hydroxylapatite）は東亜化学工業株式会社により恵与された。それぞれのカラム

クロマトグラフィーは常法に従い行った。DEAE－Sepharose　CL－6Bは10　mMリン

酸緩衝液（pH　7．5）、　Bio一一Ge1　P－100は0．2　MのNaC1を含む10　mMリン酸緩衝液

（pH　7．5）、　GIGAPITEは10　mMリン酸緩衝液（pH　7．0）でそれぞれ緩衝化を行った

後に使用した。

3）酵素活性の測定および単位

　イソマルトトリオデキストラナーゼ活性は、Somogyi－Nelson法38’39）を用いて

反応溶液の還元力を測定し、これを本酵素がデキストランを分解することにより遊

離したイソマルトトリオv一・…“ス量に換算することによって決定した。反応液の組成は、

1％deXtran　T－2000、0．125　m1；100　mMリン酸ナトリウム緩衝液：（pH　7．5）、

0・25m1；酵素溶液、0．125　m1（約0．09　unit）の計0．5　m1とし、37℃で5分間の反

応を行った。活性測定用の酵素溶液は各精製段階の酵素溶液を脱塩水で適当に希釈

したものを用い、以後、特別に記載のないものはこの組成を標準反応組成とした。
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酵素単位は上記の反応条件で、1分間に1μmo1のイソマルトトリオv・一…一スに相当する

還元力を与える酵素量を1unitとした。

4）タンパク質の定量

DEAE・一Sepharoseカラム（2回目）までの精製段階のタンパク質濃度は比吸光係
　　ユあ
数E1。m＝＝10として計算した。　IMTD－1および一IIの比吸光係数決定のため、得られた

酵素三品の一部を凍結乾燥し、精密に重量を測定した後10mMリン酸ナトリウム緩

衝液（pH　7．5）に溶解して比吸光係数を求めた。

3．SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS－PAGE）

1）泳動

　SDS－PAGEはLaemmliの方法40）に準じて行い、泳動装置にはBio－Rad　ミニプロ

ティアンIIを用いた。12％のゲル（13x13xO．1cm）を使用して25　mAの定電流で泳

動を行った。分子量マーカーとしてボスフォリラーゼb（97，400）、牛血清アルブミ

ン（66，200）、オポアルブミン（45，000）、カーボニックアンヒドラーゼ（31，000）、大

豆トリプシンインヒビタs・…一一（21，500）およびリゾチーム（14，000）を用いた。

　2）CBB染色

　泳動後、ゲルを12。5％のトリク二二酢酸を含むCoomassie　Brilliant　Blue　G－250

で固定、染色した。脱色には8％酢酸を用いた。

　3）PAS染色41）

　SDS－PAGE後のゲルを40％エタノール、7％酢酸に浸し、2時間以上振盈してタ

ンパク質を固定した。7％酢酸、1％過ヨウ素酸で4℃、暗所で1時間富盛し酸化し

た・7％酢酸で洗浄後、Shiff試薬で一晩、4℃で振恭し染色した。5％K2H205、40

％エタノール、5％酢酸で1時間、55℃で浸透した後、40％エタノール、5％酢酸で

脱色した。

4．薄層クロマトグラフィv一・・一・h（TLC）

IMTD一一1およびIIによるデキストラン分解生成物を薄層プレート（Merck　Keisel　ge1

　　　　　　　　　　　　　　　　［7］

鰻・’e「：∩ D雛演麟灘1・」’灘、碧・’1 燃，灘灘灘
　　　　　　　蛾懸白白　譲縞・ …

翻

・
鍵



60；10x10cm）を用いて分析した。標準混合液としてグルコース、マルトース、

マルトテトラオース（各10μ9／μ1）、およびイソマルトース、イソマルトトリオー

ス・イソマルトテトラオース（各10μ9／μ1）を使用した。標準組成で反応を行い、

0、1、5、10および20分間で100μ1つつ採取し、3分間煮沸することにより反応を

停止させた・これに少量のイオン交換樹脂（Amberlite、オルガノ株式会社）を加

えて脱塩し、上澄液に2倍量の冷エタノールを加え、12，000　rpmで5分間遠心分

離し、未分解のデキストランを除いた。この上澄液をTLC用の試料とした。

展開プレートの下から1cmの箇所に、各標準溶液は1μ1、各試料は10μ1つつス

ポットした。展開溶媒にはイソプロパノール：n一ブタノール：H20＝12；3：4（v／

V）を用い、アニスアルデヒド発色剤42）により糖を発色した。

5．至適pHの決定

標準反応組成における緩衝液をBritton－Robinsonの広域緩衝液43＞に代え、5～11

までのpH条件下におけるIMTD活性を測定し、至適pHを決定した。

6．pH安定領域の決定

　pH5～11までのBritton－Robinson緩衝液43）50μ1に酵素溶液10μ1を加え、15時

間、4℃で保持した。315μ1の0．1M　リン酸ナトリウム緩衝液（pH　7．5）、125μ1

の1％dextranを加え、37℃で5分間反応させて残存活性を測定し、　pHに対するイ

ソマルトトリオデキストラナーゼ活性の安定領域を決定した。

7．温度安定領域の決定

　氷上で混合した酵素溶液10μ1、H20　115　pt1、10　mMリン酸ナトリウム緩衝液

（pH　7．5）250μ1を37～75℃までの各温度で15分間保持した後、すばやく氷上に戻

した・1％デキストラン125μ1を加え残存活性を測定することにより、温度に対す

るイソマルトトリオデキストラナ・・・…一一ゼ活性の安定領域を決定した。

8・デキストラン分解における．iis　i，，およびVの決定

デキストラン分解における獅直および髄を決定するため、0。125～2．5㎎／mlの

基質濃度でのイソマルトトリオデキストラナーゼ活性を測定した。各基質濃度にお

［8］

難騨難懸灘騨灘灘灘灘醗1．．



ける反応速度を両逆数プロットし（Lineweaver－Burk　plots）44）、　Km、　Vを決定した。

計算：には最小二乗法45）を用いた。

9．IMTD－1によるデキストラン分解率

　精製IMTD－1を用いて、デキストランの最終分解率をデキストラン濃度が2．5

mg／m1（標混成）と10㎎／mi、50　mMリン酸ナトリウム雛液（pH　7．5）の2

種類の反応液により測定した。37℃での反応開始後15分～48時間で1m1ず

つサンプリングを行い、10分間100℃で加熱し反応を停止させた。遊離したイソマ

ルトトリオース量をSomogyi－Nelson法38・39）で決定し、各時間での加水分解率を決

定した。

10．N末端アミノ酸配列の決定

N末端配列の決定のために、ProSpin　カートリッジ（Applied　Biosystems）中の

ProblotM　polyvinylidene　difluoride（PVDF）膜に精製酵素500　pmo1（0．035

㎎）を転写し、アミノ酸配列をモデル477Aプロテインシーケンサー（Applied

Biosystems）により分析した。　PVDF膜への試料の転写は本カートリッジのプロト

コールに従った。

11．逆相HPLCによるIMTD一一1の分離

　IMTD－1の分離にはTRI－ROTAR－VI　HPLC　System（日本分光）を、検出器には

UVIDEC－100－VI　Spectrometer（日本分光）を使用した。また、カラムは

Finepak　SIL　C8P　（日本分光、4．6x50mm）を用い、0．1％トリフル血豆酢酸一ア

セトニトリル溶媒系により、70℃で1m1／minの流速で分離溶出した。得られた

IMTD－1は550℃・8時間以上加熱処理したピダール試験管に分取後、エバボレーター

により濃縮乾固し、アミノ酸組成およびアミノ酸配列の解析に供した。

12．アミノ酸組成

逆相HPLCを通して鶴れた綴酵素0．5　nmo1（0．035㎎）に粉末尿素を最終的に

4Mになるように加え・全体で300μ1になるように少しつつ0．2　M　Tris一一HCI緩衝液

（pH　9・3）を加え試料を完全に溶解させた。1μ1の2一メルカプトエタノールを加えて
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窒素充填した後、室温で16時間放置した。さらに4一ビニルピリジン1．5μ1を加え、

窒素充填下で28℃、4時間処理した。逆相HPLCで単、離後、3回分に分け、組成を

モデル420Aデリバタイザー（ApPlied　Biosystems）により分析した。

13。IMTD一一1の部分アミノ酸配列の決定

　1）Lysyl　endopeptidase消イヒ

逆相HPLCを通して得られた精難素1　nmol（0．07㎎）を4　M尿素を含む0．2　M

の「lt’is－Hc1緩衝液（pH　9．3）300μ1に溶解し、1μ1の2一メルカプトエタノールを加

えて窒素充填した後室温で16時間放置した。さらに4一ビニルピリジン1．5μ1を加え、

窒素充填後暗所で28℃、4時間処理した後1μ1の90％ギ酸を添加して反応を停止さ

せた。再び逆相HPLCに供して修飾されたタンパク質を回収し、エバボレー一・・ターに

より乾固した後、再び4M尿素を含む0．2　M　Tris－HC1緩衝液（pH　9．3）300μ1に溶

解した。得られた試料に対し約1／100（mo1／mol）量のLysyl　endopeptidase（和光

純薬）を加え、37℃で8時間消化した。

　2）ペプチドの分取

　Lysyl　endopeptidase消化により得られたペプチドの回収には、逆相HPLCによ

り、Asahipac　ShOdex　C8P一一50カラム（4．6x200mm）を用いた。流速0．8　m1／min、

50℃の条件下で、216㎜および280　nm｝こおける吸光度を測定して検出を行った。

溶出した各ペプチドは未使用の小型遠心チューブに分取したのち、遠心分離濃縮機

を用いて濃縮乾固した。

3）アミノ酸配列の決定

　アミノ酸配列の決定は、モデル477Aプロテイン・ペプチドシーケンサー／120A

MHアナライザーシスデムを用いて行った。乾固した試料は100％TFA　30μ1に溶

解して分析に供した。
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第3節　実験結果

第1項生産条件の確立

酵素生産菌であるB．　fuscum　var。　dextranly’ticumの培地組成については、菌の単

離・炭素源および窒素源等とともにすでにYamaguchi22）らによって報告されている

が、今回試験的にPolypeptonとyeast　extractそれぞれの濃度を2倍にした培地を

用いて・Yamaguchiらの培地と菌の増殖、および遠心分離により菌体を取り除いた

培養上清1ml当たりの酵素活性および培地のpHを比較した（Figure　2－1）。　その結

果、オリジナルの培地において、培養開始後36時間で既報とほぼ同じ最大活性

（0．68unit／m1）を示し、その後ほとんど変化しなかったのに対し、　Polypeptonを2

倍にした培地では既報の約3．7倍（2．54unit／ml、培養96時間後）、yeast　extract

を2倍にした場合では約2．9倍（1．96unit／m1、培養108時間後）に活性が増大し

た。

第2項　精製

1．粗酵素液の調製および硫安分画

　酵素の精製はすべて4℃で行った。96時間後の培養液を12，000xgで30分遠心分

離し、得られた上澄液を精製のための粗酵素液とした。イソマルトトリオデキスト

ラナーゼは2，400unit回収され、比活性は1．4　unit／mgであった。事前に乳鉢でよ

くすりつぶした硫酸アンモニウムを加え60％飽和とし、4℃で一晩静置した。

12，000　xg，30分の遠心分離により得られた上澄液にさらに80％飽和になるまで硫

酸アンモニウムを加え、4℃でさらに一晩静置した。遠心分離により得られた沈澱

を10mMリン酸ナトリウム緩衝液（pH　7．5）に溶解し、同緩衝液に対し、数回透析外

液を取り替えながら24時間透析した。硫安を用いた分画により、イソマルトトリオ

デキストラナーゼを50％の回収率（1，200伽t）で3．6倍（比活性5．0面t／㎎）にま

で精製した。

2・DEAE－Sepharose　CL－6Bカラムクロマトグラフィー（1回目）

　酵素溶液を10mMリン酸ナトリウム緩衝液（pH　7．5）で緩衝化したDEAE－

Sepharose　CL－6Bカラム（1．9　x　28．5cm、81m1）に添加し、100　m1の同緩衝液でカ
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ラムを洗浄後・吸着タンパク質を0から1Mまでの塩化ナトリウム直線濃度勾配によ

り溶出させた・溶出は10m1／hrの流速、3．5cm／hrの線流速で行った。クロマト

パターンをFigure　2－2に示した。得られた活性画分（Fraction　Nos．39～42）を集

め・コロジオンバックを用いて同緩衝液に透析しながら約4m1にまで濃縮した。こ

れらの操作により・イソマルトトリオデキストラナーゼを46％の回収率（1，110

unit）で13倍（比活性18　unit／mg）にまで精製した。

3．Bio一一Gel　P－100カラムクロマトグラフィー

　濃縮酵素溶液を0．2M塩化ナトリウムを含む10　mMリン酸ナトリウム緩衝液（pH

7．5）で緩衝化したBio－Gel　P－100カラム（2．6x86cm、457　m1）に添加した。溶出は

5m1／hrの流速・0．94　cm／hrの線流速で上記の緩衝液を用いて行い、5m1つつ露

分を回収した。クロマトパターンをFigure　2－3に示した。得られた活性画分

（Fraction　Nos．27～31）を10　mMリン酸ナトリウム緩衝液（pH　7．5）に対して24時

間、数回緩衝液を取り替えて透析した。本過程でイソマルトトリオデキストラナー

ゼを35％の回収率（840　unit）で15倍（比活性22面t／㎎）にまで精製した。

4．　DEAE一一Sepharose　CL－6Bカラムクロマトグラフィー（2回目）

　回収した活性三分を2回目のDEAE－Sepharose　CL－6Bカラムクロマトグラ

フィー（1．8x33cm、84　m1）に添加した。10　mMリン酸ナトリウム緩衝：液（pH　7．5）

で洗浄した後、吸着タンパク質を0から0．5Mまでの塩化ナトリウムを用いた直線濃

度勾配により溶出させた。溶出は8ml／hrの流速、3．1cm／hrの線流速で行った。

クロマトパターンをFigure　2－4に示した。得られた活性画分（Fraction　Nos．127～

131）を集め、10mMリン酸ナトリウム緩衝液（pH　7．0）に対して透析を行った。こ

れらの操作により、イソマルトトリオデキストラナーゼを24％の回収率（580unit）

で21倍（比活性29unit／mg）にまで精製した。

5・Hydroxylapatiteカラムクロマトグラフィー

　透析した酵素溶液を10mMリン酸ナトリウム緩衝・液（pH　7．0）で緩衝化した

Hydroxylapatiteカラムクロマトグラフィー（1．4　x　6．5cm、10　m1）に添加した。カ

ラムは40m1の同緩衝液により洗浄し、吸着したイソマルトトリオデキストラナ一一
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ゼを10mMから200　mMまでのリン酸緩衝液始線濃度勾配により回収した。溶出は

1・5m1／hrの流速・1cm／hrの線流速で行った。　Figure　2－5に示したように、

IMTDの活性ピークは大きく2つに分かれ、先に溶出したフラクションNos．66～68

の二分をIMTD－1・次のフラクションNos．74、75の画分をIMTD－IIとした。以後、1

とIしそれぞれについて諸性質を調べ、比較、検討を行った。

　　得られた精製酵素の一部を一50℃で凍結乾燥し、比吸光係数を求めたところ、

IMTD－1は16．O、　IMTD－IIは13．4であった。したがって、最終的に得られた活性およ

び比活性は1、54．7unit／mg、　IIが42．4unit／㎎となった。

　精製の手法はFigure　2－6に、および精製の過程はTable　2－1にまとめた。

第3項　諸性質

1．SDS－PAGEおよび分子量の決定、　PAS染色

　精製により得られた各酵素をSDS－PAGEで泳動し、　CBB染色を行った（Figure

2－7）。1、IIともに単一なバンドを示し、泳動距離から算出した分子量は、どちらも

約70，000であった。また泳動した各IMTDにPAS染色を行ったが、　L　IIともに染色

されず、糖鎖に由来する発色が認められなかった。

2．薄層クロマトグラフィー

　IMTD－1およびIIによるデキストラン分解生成物にはどちらもイソマルトトリオー

スのみが認められ、その生成量は時間とともに増加した（Figure　2－8）。またIMTD－1

を用いて、酵素量を10倍、反応時間を30～120倍にしてプルラン分解能を調べた

が、薄層プレート上に明確な分解反応物を認めることはできなかった（データは示

していない）。

3．至適pH

　IMTD－1とIIの至適pHを求めた結果をFigure　2－9に示した。両酵素とも典型的な

ベル型の活性曲線を示し、至適pHはどちらも7．5であった。

4，pH安定性

　各pHに対して15時間、4℃で保持した後のIMTD活性をFigure　2－10にまとめた。
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■■圏L一＿．．一

pH　7．5で残存活性を測定したところ、　IMTD－1でpH　5．5から9．0まで、　IMTD－IIでは

pH　6．5から9．5まで安定であることが判明した。

5．温度安定性

　各温度で15分間保持した後のIMTD活性を求めたところ（Figure　2－11）、　IMTD－1

では55℃まで、IMTD－IIでは50℃まで安定であることが判明した。また、1では65

℃、IIでは60℃を越えると活性は半分以下となり、両酵素とも70℃を越えると活性

は10％以下となった。

6．デキストラン分解におけるK払、▽の決定

反応溶液中のデキストラン灘に対して、酵素1㎎当りの反応生成物イソマルト

トリオースの遊離速度をそれぞれ逆数でプロットした（Figure　2－12）。　IMTD－1、　II

ともにほぼ一直線上に乗り、おのおのについてKmおよびVを最小二乗法を用いて計

算した。その結果Km値は両酵素でほとんどかわらず、1で0．26　mg／m1、　IIで0．27

㎎／m1であった。またVは1で59．6、　IIで42．8　pt　mol　of　isomaltotriose／mg／minで

あった。

7．IMTD－1によるデキストラン分解率

基質濃度の違いにより分解速度に差がみられたものの、どちらの場合においても反

応開始後24時間にほぼ95％近くまで分解された（Figure　2－13）。

8．IMTD－1による最終デキストラン分解物の確認

　IMTD－1によるデキストラン分解物を薄層クロマトグラフィーにより確認した。経

時的に採取した反応溶液中に含まれるデキストラン分解物を調べた結果、反応初期

にはイソマルトトリオ・・・…スのみが確認されたが、反応が進行するにつれイソマルト

トリオース以外のオリゴ糖も確認されるようになった（Figure　2－14）。これらは標

準糖として用いたグルコース、マルトース、マルトトリオース、およびイソマルトー

ス・イソマルトトリオース、イソマルトテトラオースとは異なる泳動距離を示した。
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9．アミノ酸組成

アミノ酸組成分析の結果はTable2一一2にまとめた。両酵素の組成に明確な差は認め

られなかった。また、この結果より両酵素とも1mo1あたり30　mo1程度のリジン残

基が存在することが確認されたため、Lysyl　endopeptidaseを用いて限定分解する

ことにより、配列決定に適度な鎖長を有するペプチドが得られることが期待された。

第4項N末端および部分アミノ酸配列の決定

1．N末端アミノ酸配列の決定

IMTD－1とII・ともに約500　pmo1をProSpinに供して配列解析を行ったところ、両

酵素とも9残基まで解読でき、どちらもAsn－Pro－Thr－Lys－Pro－Val－Glu一一Asp－

Ala一という全く同じ配列を示した。1とIIともにこれをN末端配列と推定するととも

に、酵素のN末端側においてプロテアーゼによる切断などの修飾を受けていないも

のと判断した。

2．IMTD一一1のアミノ酸部分配列の決定

　1）Lysyl　endopeptidase消イヒ

　IMTD－1とIIおいて、　SDS－PAGEによる分子量の推定や、　N末端配列、アミノ酸組

成の結果より、両酵素が異なる遺伝子の産物である考えにくい。そこでこれ以降の

配列決定はIMTD－1にのみについて行い、まずピリジルエチル化した試料のLysyl

endopeptidaseによる消化条件を検討するため、経時的に逆相HPLCで分解により

得られたペプチドを回収した。その結果、消化開始後2時間でほぼ分解が完了する

ことが確認された。

　2）ペプチドの分離

　ペプチドの単離は37℃で8時間消化した後に行い、逆相HPLCにより33種類のペ

プチドを分離した（Figure　2－15）。回収したペプチドにはLEIT一の接頭語を付け、溶

出順に番号を付けて命名した。

3）アミノ酸配列の決定

Figure　2－15に示した各ペプチドのうち、　LEIT－5、　LEIT－9、　LEIT－12、　LEIT一一

［15］
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13、LEIT－17、　LEIT－18、　LEIT－21、　LEIT－32、およびLEIT－33のg種類について

アミノ酸配列を解析した。結果をTable　2－3に示した。

第4節，考察

1．　菌の培養

　本酵素生産菌であるB．　fuscum　var．　deXtran！yticumの培養条件については、土

壌中からの菌の単離とともに、培養条件について報告がなされている22）。このうち、

至適炭素源とされるエタノールについては、至適濃度についてもかな調査が行われ

ているのに対し、窒素源であるPolypepton、およびビタミン源であるyeast

extractについては、その至適濃度の解明はなされていない。そこで今回、窒素源お

よびビタミン含有量が高い培地ではさらに菌が増殖し酵素生産量が伸びるのではな

いかという仮定のもとに、既報の培地に比べPolypepton、およびyeast　extractの

含量を2倍にしたものを用い、酵素生産量を比較してみた。その結果、菌増殖の増

加に比べ、どちらの場合においても酵素生産量が増加し、yeast　extractを2倍に

した培地ではさらに菌の増殖や酵素生産量が増加する傾向を示した。しかし、菌の

培養に時間がかかりすぎることから、最も活性の高かったPolypeptonを2倍にし

た培地で96時間培養したものを酵素精製のための培養条件とした。この結果より菌

培養の規模を小さくすることが可能となった。その一方、窒素源の増加による來雑

タンパク質の増加もあり、さらに本酵素が菌体外に生産されることから、精製が容

易な無機塩を用いた合成培地の作製も検討すべきであろう。

2。　イソマルトトリオデキストラナーゼの精製

　得られた粗酵素液からのイソマルトトリオデキストラナーゼの精製には、アセト

ン分画・硫安画分、Bio－Gel　P－30、およびDEAE－celluloseを用いたYamaguchi22）

らとかなり異なる手法を用いた。SDS－PAGEで確認したところイソマルトトリオデ

キストラナーゼは培養上清の段階ですでにメインバンドであり、Bio－Gel　P・一100の

ゲル濾過後で分子量が若干異なる爽雑タンパク質がわずかに残るのみであった。し

かし・この爽雑タンパク質は疎水クロマト担体であるButy1－Toyopearlを用いて取
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り除くことができなかった。陽イオン交換作用およびカルシウム結合の差違で分離

を行うHydroxylapatiteのカラムを通したところ、爽雑タンパク質を取り除くこと

に成功した。しかし、イソマルトトリオデキストラナーゼの活性ピークは大きく：二

つに分かれた。よって、それぞれのピークに含まれるIMTDをIMTD－1、および一IIと

した。以後、両者について諸性質を調べ、比較、検討することにより、この二つの

酵素が同じものなのか、異なる場合はその相違点を明確にしょうと試みた。数多く

報告されているエンド型デキストラナーゼについては、Chaetomiurn　glacileの生

産する酵素46）のように精製の最初の段階で二つに別れるもの（CD－1およびCD－2）、

およびAspergillus　carn　e　us由来の酵素6）のように精製後pIの差により二つに分けら

れたものなどが報告されているが、エキソ型のデキストラナV・・・…ぜについてはこれが

最初の報告となる。しかしながら、部分アミノ酸配列をもとに作製したオリゴヌク

レオチドプローブを用いたサザン解析の結果、B。　fuscum　var．　deXtranlYticum

O407株の染色体上にはイソマルトトリオデキストラナーゼをコードする遺伝子は1

コピーしか存在しないことが確認されたことより（第3章）、IMTD－1およびIIは同

一の遺伝子の産物であることが示唆された。

3．PAS染色

　一般的に菌由来の酵素については糖が付加しているものは少ない。今回、細菌由

来の酵素である二つのIMTDに対してPAS染色を行ったのは、精製の過程において

分子量の違いでタンパク質を分離するBio－Gel　P－100を通した場合、予想していた

よりもかなり分子量の大きなタンパク質が得られる二分にイソマルトトリオデキス

トラナーゼ活性が若干認められたため、糖によるタンパク質溶出への影響が考えら

れたためである。しかしIMTD－1、　IIともに三山の存在は認められず、高分子画分の

ものが精製過程における酸化重合などで生じたオリゴマータンパク質である可能性

が示唆された。

4・イソマルトトリオデキストラナーゼ活性に対するpHおよび温度の影響

　pHによるイソマルトトリオデキストラナーゼ活性への影響を調べたところ二二

素がきれいなベル型曲線を描いて重なり、どちらも至適pHは7．5であった。これに

対し・pHおよび温度安定性を調べた結果1とIIの間にわずかに差が見られた。まず
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pHに対する安定領域は、　I　MTD－1に比べIIがややアルカリ側に安定領域を有し、範

囲も1に比べやや狭いという結果が得られた。さらに温度に対する安定性を比較した

場合おいても、IIは1よりも温度に対して不安定であった。これらの安定性の差が1と

IIの比活性の差からIIに含まれる爽雑タンパク質の影響であることが考えられたが、

明確な理由はわからなかった。また両酵素のLineweaver－Burkの式より、1とIIの

Km値はほとんど変わらないものの、　Vの値に差が見られた。これは両者の比活性の

差によるが、この比活性の差が酵素の純度によると仮定し、比活性の低いIMTD－II

（42．4unit／㎎）を仮に54．7unit／㎎として計算を行うと、　Vは1とIIでほぼ一致

する。

5．IMTD－1によるデキストラン分解率

　イソマルトトリオデキストラナーゼによるデキストランの分解率については、

Yamaguchiら22）が基質濃度10％の条件で反応開始後記2時間で分：解があまり進ま

なくなり、最終分解率は35％であると報告したのに対し36）、今回、遊離したイソマ

ルトトリオース量より計算した最終分解率は95％近くにまで達していた。イソマル

トデキストラナーゼでは0．1％のデキストラン濃度で約35％まで分解する24）。これ

に対しイソマルトトリオデキストラナーゼが95％まで分解することにより、本酵素

はデキストランの非還元末端からの分解がα一1，3やα一1，4結合などの枝分かれ構

造にまで達した場合でもその部分を飛び越えてさらに進行することが推定された。

6．薄層クロマトグラフィーによる生成物の分析

　　Figure　2－8で示したとおり、　IMTD一一1とII両方において反応時間が20分以内

（デキストランの分解率はどちらも5％以下）の場合デキストラン分解生成物とし

て認められたのはイソマルトトリオースのみであり、エンド型デキストラナーゼに

特有の多数のオリゴ糖は認められなかった。また、イソマルトデキストラナーゼに

認められたプルラン分解能24）は本酵素では認められなかった。同様の結果として

Pem’cillium　luteum由来のエンド型デキストラナーゼがプルランを分解できない

ことが報告されているが47）、同じデキストラナs・・一…ぜにおいても、異なる基質に対し

て様々な反応を示すことは大変興味深く思われた。

次にデキストランが95％まで分解された標準反応混合液中の生成物を再び薄層ク
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ロマトグラフィーを用いて確認した結果、反応初期（15分後）では確かにイソマル

トトリオースのスポットのみが認められたものの、分解が進むにつれて反応初期で

は認められなかった幾種類かのオリゴ糖の生成が認められるようになった（Figure

2－14）。エンド型デキストラナーゼをデキストランに作用させた場合、分解初期の

段階では基質であるデキストランに作用して得られた各種のイソマルトオリゴ糖の

スポットがほぼ同じ量で検出され、分解が進むにつれほとんどグルコース、もしく

は最終分解産物のスポットが認められるようになるのに対し（デs・・・…タは示していな

い）これらのスポットはエンド型デキストラナーゼが示すパターンとは明らかに異

なり、主として形成されるイソマルトトリオースのスポットに比べ非常に薄く、量

的にも少ないものであった。これらのマイナースポットが得られた原因については、

次の3つに要約し考える。

1）デキストランの分岐部分分解物

イソマルトトリオデキストラナーゼがデキストランをほぼ完全に分解することが

可能なことから、次のように考える。デキストラン分解初期においては非還元末端

付近の分解によりイソマルトトリオースのみを遊離するものの、反応が進行するに

つれデキストランの分岐部分の分解も行われるようになると思われる。α一1，2、α

一1，3およびor　一一1，4などの結合をもつデキストラン分岐部分（もしくはその分岐部

分を超えた形で）の分解により、様々な結合様式をもつ二、三、三糖類が生産され

る・ただし、基質に用いているデキストランT－2000は95％以上がα一1，6結合から

なる直鎖構造を取っており、分岐構造を有する分解産物が占める割合は5％以下で

ある。

2）イソマルトトリオデキストラナーゼによる糖転移反応産物

　デキストラン分解酵素による糖転移反応の報告としては、Arthrobacter

globiformis　T6株が生産するイソマルトデキストラナーゼがグルコースおよびマル

トs・・…一スを受容体として、非還元末端のC－4もしくはC－6の部位にα一イソマルトシル

基を転移することが報告されている25）。これまでイソマルトトリオデキストラナー

ゼの糖転移能についての報告はなされていないが、反応溶液中で転移反応も行われ

ているとするならば、イソマルトトリオデキストラナーゼによるデキストラン分解

産物であるイソマルトトリオース（αイソマルトトリオシル基）の転移が行われ

ると考えられる。
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3）イソマルトトリオデキストラナーゼのエンド型活性

　イソマルトトリオデキストラナーゼによるデキストランの分解反応は、Sugiura

ら36）によってエキソ型に進行することがすでに報告されている。本研究においても、

デキストラン分解の反応の初期にイソマルトトリオースのみ生成していることは、

本酵素がエキソ型であることを示す。しかしながら、エキソ型の反応に対し、極め

てわずかのエンド型の分解活性がある場合、TLC解析においてエキソ型の活性によ

るデキストラン分解産物であるイソマルトトリオースに対し、マイナースポットと

して他のイソマルトオリゴ糖が確認される。

　このうち3）については、イソマルトトリオv・・一・・ス以外の生成物のスポットがイソ

マルトテトラオース、およびイソマルトペン二二ースなどの移動度と一致せず、単

純にα一1，6結合からなるイソマルトオリゴ糖とは考えられなかったことから妥当

ではないと判断した。残りの1）、2）については、マイナースポットを示す糖の

同定をTLCによって断定することが難しいため、　HPLCなどによる生成物の検討を

考えている。また、酸による処理で枝を落としたデキストランに作用させた場合に

ついても検討したいと考えている。さらにこのオリゴ糖が分離しきれなかったわず

かな爽雑蛋白質による生成物であることも考えられるので、IMTD遺伝子の配列決

定後、大腸菌で発現したIMTDによって同様の試験を行い、明確な答えを得たいと

考えている。

7．N末端配列およびアミノ酸配列の決定

　N末端配列の解析に用いた試料についてはHPLCによる精製は行わなかった。そ

の結果両酵素とも9残基程度までしか解読できなかったが、どちらも全く同じ配列

を示した。Table　2－2に示した両酵素のアミノ酸組成がほぼ同じことからも、この

二つの酵素が異なる遺伝子より発現しているとは考えにくい。いかなる理由でこの

酵素がHydroxylapatiteのカラムを通した際に二つに分離したのかは現段階では不

明である。

8・アミノ酸部分配列の決定および他の多糖類分解酵素との相同性

　HPLCで精製・単離したIMTD－1のLysyl　endoPeptidaseによる分解は非常に効

率良く行われ、ほぼ2時間で完全に分解されることが分かった。実際の分解には未
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分解を防ぐために8時間消化を行い、33のペプチドを得ることができた。得られた

ペプチドの単離は逆相HPLCで行ったが、最初アセトニトリルの比率を1分間当た

り1％の割合で上昇させたが、単独のペプチドとして配列を読むことができるまで

分離することができず、最終的に0．5％／分の濃度勾配で各ペプチドを得た。ペプ

チドにはLEIT一一の接頭語をつけ、配列の決定を行った。

　解析したイソマルトトリオデキストラナーゼの部分配列と相同性を持つ配列を検

索した結果、各ペプチドがすべてArthrobacter　sp．の細菌が生産するエンド型デキ

ストラナーゼ31）の一次配列上に見いだされる結果となった（Figure　2－16）。ペプチ

ドの解析により明らかになった部分のみを比較すると、イソマルトトリオデキスト

ラナーゼとArthrobacter　sp．エンド型デキストラナーゼとの相同性は86％という

非常に高い相同性を示した。両酵素の推定分子量がさほど変わらないこと（約

70，000）、解析した部分配列が全配列の1／4を占めていること、さらに相同性が見い

だされた領域がArthrobacter　sp．由来エンド型デキストラナーゼのほぼ全域にわ

たっていることからも、両酵素が全域にわたって非常に類似した配列を有している

ことが予想された。これらについては、次章においてイソマルトトリオデキストラ

ナーゼ遺伝子の配列が決定された後に考察することにする。
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Figure　2－2．　Chromatography　of　isomaltotrio－dextranase　on　a　DEAE－Sepharose

CL－6B　（lst）　column．

　　　The　enzyme　solution　was　put　on　a　DEAE－Sepharose　CL－6B　column　（1．9　x

28．5　cm，　81ml）．　Fractions　of　8　ml　each　were　collected　at　a　flow　rate　of　10　ml　／

hr（35cm／hr）．◆，absorbance　at　280nm；回，　isomaltotrio－dextranase　activity

（unit　／　ml）；　一一一　，　NaCl　concentration　（rvD．
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Figure　2－3．　Chromatography　of　isomal　totrio－dextranase　on　a　Bio－Gel

P－100　column．

The　enzyme　solution　was　put　on　a　B　io－Gel　P－100　column　（2．6　x　86　cm，　45

7mi）．　Fractions　of　5　mi　each　were　collected　at　5ml　／　hr　（O．9　cm　／　hr）．

回，absorbance　at　280㎜；◆，　isomaltoUio－dextranase　activity（uni　timi）．
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Figure　2－4．　Chromatography　of　isomaltotrio－dextranase　on　a　DEAE－Sepharose

CL－6B　（2nd）　column．

　　The　enzyme　solution　was　put　on　a　DEAE－Sepharose　CL－6B　column

（1・8　x　33　cm，　84ml）．　Fractions　of　3　ml　each　were　collected　at　a　flow　rate　of

8ml／hr（3cm／hr）．ロ，abs・rbance　at　280nm；◆，is。malt。tri。一dextranase

acUvity　（unit　／ml）；　一一一，　NaCl　concentration　（M）．
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Figure　2－5．　Chromatography　of　isomaltotrio一一dextranase　on　a　Hydroxylapatite

column．

　　The　enzyme　solution　was　put　on　a　Hydroxylapatite　column　（1．4　x　6．5　cm，　10ml）．

Fractions　of　2　ml　each　were　collected　at　a　flow　rate　of　1．5　ml　／　hr　（lcm　／　hr）．

臼・absorbance　at　280nm：◆，　isomaltotrio－dextranase　activity（unit／m1）：

一一一 C　phosphate　buffer　（pH7．0）　concentration　（M）．
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Cells，　ofBrevibacteriumjuscum　var．　dextranlyticum　strain　0407

　　　　cultured　at　30℃，　200rpm，　96hr．

　　　　　centrifuged

Supernatant　of　culutre　broth

　　　solid　（NH4hSO4　（O．6　satn．）

　　　centrifuged

S

　　　solid　（NH4hSO4　（O．8　satn．）

　　　centrifuged

Ppt．

dialyzed　against

gydroxyapati　te

Active　fractions　I

　　l

IMTD－1

　　　　dialyzed　against　10mM　sodium　phosphate　buffer　（pH7．5）

　　　　DEAE－Sepharose　CL－6B　（lst）　absorbed　fruction

Active　fractions

　　　　dialyzed　against　10mM　sodium　phosphate　buffer　（pH7．5）

　　　　concentrated

　　　　Bio－Gel　P－100

Active　fractions

　　　　dialyzed　against　10mM　sodium　phosphate　buffer　（pH7．5）

　　　　DEAE－Sepharose　CL－6B　（2nd）　absorbed　fruction

Active　fractions

　　　　dialyzed　against　10mM　sodium　phosphate　buffer　（pH7．5）

Active　fractions　II
　　I

IMTDell

Figure　2－6．　Purification　procedure　of　isomaltotrio－dextranases

from　Brevibacteriumjuscum　var．　dextranlyticum．
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Figure　2－7．　SDS一一　polyacrylamide　gel　electrophoresis　of

purified　IMTD－1　and　一II．
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Figure　2－8．　TLC　for　hydrolysis　products　of　dextran　by　IMTD－1　and　IMTD－II．

　　　Samples　were　boiled　to　stop　reaction　at　each　reaction　time．　Stds；　standards

9－1，　glucose；　G2，　maltose；　G3，　maltotriose；　G4，　maltotetraose；　IG2，　isomaltose；

IG3，　isomaltotriose；　IG4，　isomaltotetraose；　1，　IIVrl’D－1；　II，　IMTD－II．
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Figure　2－9　．　Effects　of　pH　on　the　activities　of　IMTD－1　and　IMTD一一II．

The　enzyme　activity　was　measured　in　the　standard　reaction　except

that　the　Britton　一　Robinson　buffer　of　each　pH　was　used．

一，　IMTD－1；　O，　IMTD－II．
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Figure　2－10．　Effects　of　pH　on　the　stabilities　of　IMTD－1　and　IMTD－II．

　　The　purified　enzyme　was　incubated　at　4℃　for　15hr　in　Britton　一

Robinson　buffer　of　each　pH．　After　pH　of　enzyme　solution　was

adjusted　to　7．5　with　O．IM　sodium　phosphate　buffer，　the　remaining

activity　was　measured．　一，IMTD－1；　O，　IMTD－II．
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Figure　2－11．　Effects　of　temperature　on　the　stabilities　of

IMTD－1　and　IMTD－II．

The　purified　enzyme　was　incubated　for　15　min　at　each

temperature．　The　remaining　activity　was　measured

under　the　standard　condition．　1，　IMTD－1；　O，　IMTD－II．
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Figure　2－12．　Lineweaver　一　Burk　plots　of　IMTD－1　and　IMTD－II．

The　reciprocal　values　of　the　dextran－hydrolytic　velocity　and　substrate

concentration　were　plotted．　For　calculation　of　the　Krm　and　Vof　each　enzyme，

the　least　squares　methods4S　were　used．　一，　IMTD－1；　O，　IMTD－II．
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Figure　2－13．　Time　courses　of　dextran　digestion　by　IMTD－1．

　　　Using　standard　reaction　mixture　（O．25　90　dextran）　and　reaction　mixture　of　high

substrate　concentration　（1　90　dextran），　hydrolysis　degree　of　dextran　by　IMTD－1　was

measured．　To　determine　the　amount　of　free　isomaltotriose　by　Somogyi－Nelson

method，　each　reaction　mixture　without　enzyme　was　used　for　dilution　of　each

samples．　O，　O．2590　dextran；A，　l　qo　dextran．
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Tabl　e　2－2． Amino　Acid　Compositions　of　IMTD－1 and－II

1

Residues（mo1／mol）
Amino　acid

IMTD－1 IMTD－II
1

Asx 94．5 94．1
Glx 76．0 73．5
Ser 60．5 62．8
Gly 62．2 58．6
His 15．4 15．3

1 Arg 19．0 18．3
き Thr 30．2 30．3

Ala 37．7 39．0
～ Pro 33．1 32．0
1

1
Tyr 32．6 32．8
Va1 41．6 37．4
Met 20．1 20．4
Cysa 8．3 5．5

；
11e

21．4 19．4
「

：Leu 26．8 24．8
： Phe 21．1 23．1

Trpb 5．4 7．1

：Lys 30．1 31．3

｝

1
乱Cys　residue　was　measured　as　a，pyridyletylated　cys．b・F・rpreventing　Trp　desαupti・n，1－d。decanti。1　was　used

asa scavenger．
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Figure　2－14．　TLC　for　final　hydrolysis　products　of　dextran　by

IMTD一一1．
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　　　Standard　reaction　mixture　（　O．25％　dextran）　was　used．

Samples　were　boiled　to　stop　reaction　at　each　reaction　time．

Stds，　standards；　G　l，　glucose；　G2，　maltose；　G3，　maltotriose；

G4，maltotetraose；　IG2，　isomaltose；　IG3，　isomaltotriose；

IG4，　isomaltotetraose；　IG5，　isomaltopentaose．
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Figure　2－15．　HPLC　of　peptides　from　IMTD－1　digested

by　Lysyl　endopeptidase．

Peptide　separation　was　performed　as　follows．　Column．

Asahipak　C8P－50；　Column　temperature，　500C：Flow　rate，

O．8ml／min：　CH3CN　gradient，　O％’一g’35％　（0590／min）：

Detection，　Absorbance　at　280　nm．

o
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1囲GTGLGRLAK脳TAA船VFFエSTSAVLPAQAATAI）AAAPPGVPAA］，KAERA1TMVDNGNZL，HTWwrlDNGV
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NPTKPVEDAIPV11rADXGNI，H

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　N－terrnina1

71FSPATPTQSSEvRRSSFYDvΩvAQANQpQKLYDAFS蹴SエPRSGKGKIGYTEEDGAEFSSDARLTMSwsS
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　SFAYms：PRSGK

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　LEZT一一21b

141　FEYAKDVWVEVSZjRTGgTrSSADQVgrRPSSYNIPEKQLVDADIVRrKVPYSDAGYRFSVEFEPQLYTAYN
　　　　　　　　VWVDVSLKTGΩT工SSASEVΩ工RPSS7DFKK
　　　　　　　　　LE工丁一13　LE工丁一9

211D鵬GDSGKLTTEAAGNRPIHTEPRNS㎜FAEPKLRGEΩKERLVPTEESGSIHYPEPGEVRNbNSVSEEエ

281エYFRPGTYS胚GPDYHAVLPAN照VYZ，IU）GAYVKGAFRIF’LHI）TΩSgYKV！1！GエGVLSGEΩYVπ訓）TNNSY

WVYIL，APGA】mGAFRFFHDNΩAΩエKVコ！GエGVLSGEΩエV翌lEA：D禦A闘

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　LEIT一ユ8　1、E工T・一5　　　　　　　　　LE工丁一21a

351　HHLSGASNCHSSCVKrC，QFASADAEQKLDZ，QGVTFVAEPPYHSEWYGNEQTFHI！llNrVENYKQVGSWYWQTD

421GエELYKGSTMKNTFFNANDDVLKMYHSDVT：DN11！V：WKNENGPVIΩWGWTPRNIDNVI　VANTTVエHNR！！IY
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　YHSD「四工DNTV：：：「阿翼

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　LEZT－17

491　WKDVKYN！1C　XFNSSSHWEDMGSTTKADPNTTVKNMRFENTAVEGM！rNCAIRVIrALSDTENrHエKNFMGA
　　　　　　　　】【柵C工LNSSSHWEDMG　　　　　　　　　　　NMRFENICIVEGM！r！NCAMRIYAZ，

　　　　　　　　LETCV’e12　LEZT“一32，33
561　WNGLEWTSgVSHLKRYTNSAGEKVTrGNEVPDGNGIALENYSV（1K　9VrEKT（IK］NSSDYQLGRLGFDGENW

631　ENWNAWK　SAP
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Figure2－16．AminoacidsequencebetweenArthrobacter　sp．endo－dextranase（whole　sequence）

and　IMTD－1　（sequence　of　peptide　fragments　and　N－terminal　region）．

Under　the　primary　structure　of　endo－dextranase　from　Arthrobacter　sp．，　the　sequence

Optained　from　N－terminal　region　and　peptide　of　IMTD－1　are　shown　with　the　names　of　pebtides．

The　blue　letters　donate　the　overlapping　amino　acids・

［40］

羅騨購蕪灘＿灘難驚難灘犠灘 tt’tll，￥i；’劇論懸i欝f、”、亟



翻…傾’融”　月齢r　’…“；『 貌tJj．．

圏■一一
u■圏■一一■一一一一一一一

第5節　要約

　B．　fuscum　var．　dextranlyticum　0407株が菌体外に生産するイソマルトトリオデ

キストラナーゼの精製を行った。　培地中の窒素源濃度の増加により酵素の生産量

が向上した・硫安沈殿・および各種カラムクロマトグラフィ・一・一・・一を用いた一連の操作

により・電気泳動的に均一になるまで精製した。精製酵素に関する物理化学的およ

び速度論的な解析を行った・本酵素はデキストランを95％まで分解し、最終分解物

にはイソマルトトリオース以外のオリゴ糖が含まれていた。N末端および部分アミ

ノ酸配列を解析した結果、イソマルトトリオデキストラナーゼのアミノ酸配列は

Arthrobacterfntの細菌が生産するエンド型デキストラナーゼと高い相同性を持つこ

とが判明した。

［41］
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第3章　イソマルトトリオデキストラナーゼをコードする遺伝子の

　　　　クローニングと構造

第1節　緒言

　第1章および前章で述べたとおり、今日まで様々な起源よりデキストラナーゼの

単離がなされ・その酵素的な性質について研究されてきたが、1980団体に入り、遺

伝子研究の技術的発展とともにデキストラナーゼの一次構造の解析が進むようになっ

た・まず・う蝕形成の阻害を目的として、口内に生息するう蝕形成菌が生産するエ

ンド型デキストラナーゼの配列が決定され48”50）、継いでPenicillium

minioluteum33）、　Arthrobacte’i）などのカビや細菌よりエンド型デキストラナーゼ

の配列が報告された。

　一方、3種類が報告されているエキソ型のデキストラナ陣場については、まず

1995年にlwaiら23）によってイソマルトデキストラナーゼの一次配列が報告され、つ

いで1996年にOgumaら32）によってグルコデキストラナ一洗の配列が決定された。

これら2つのエキソ型デキストラナーゼはArthrobacter　globiformi’sという同種の菌

より生産されているものの、これらの酵素には互いに、さらにはArt：hrobacter　sp．

が生産するエンド型デキストラナーゼにも配列上の類似性が認められなかった。さ

らに・デキストラナーゼにおいてはいまだ結晶化およびX線解析が成功しておらず、

これらのことより・現時点ではデキストラン分解酵素における構造と機能の関係を

明らかにするまでには至っていないといえる。

　前章で示したとおり、イソマルトトリオデキストラナ小槍はその部分アミノ酸配

列から・これまで見いだされたエキソ型デキストラナ一躍の中で唯一エンド型デキ

ストラナーゼと類似の配列を持つ酵素である。その一次構造の決定はデキストラン

分解酵素の基質認識および触媒部位の推定を行う上で、もしくはグルコデキストラ

ナーゼとイソマルトデキストラナーゼの比較では見いだされなかったエキソ型にデ

キストランを分解するための顯認灘概糊するため｝こ必要不可欠な情報とな

りうる。

本章ではBrev：ゴbacterium　fUscum　v：ar．dextran1Yticum　0407株のゲノムDNAか

［42］
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らイソマルトトリオデキストラナーゼをコードする遺伝子を単離し、その配列と特

徴を述べるとともに・イソマルトトリオデキストラナ・・一・Fゼの推定アミノ酸配列を他

の類似配列と比較した。

第2節　実験材料および方法

1．菌株および培養条件

　大腸菌JM109［recA1△lac－pr（⊇AB　endAl　thi1．hsdR17　s　u：pEa4　F’［　traD36

prcAB＋laclqlacZ△M15］51）は、形質転換の宿主株として用いた。大腸菌コンピテン

トセルはHanahanの方法52）に従い調製した。ベクターにはpBluescript　II　KS（＋）も

しくはpBluescript　II　SK（＋）（いずれもStrategene）を用いた。プラスミドDNAの

調製はアルカリ／SDS法53）で行った。大腸菌の培地はLuria－Bertani（LB）sc）培地を用

いた。Ampを培地に添加する場合は、終濃度100μg／m1になるように添加した。

2，オリゴヌクレオチドプローブの作製

　前章に記載したイソマルトトリオデキストラナ…一…ゼの部分アミノ酸配列をもとに、

4種類の合成オリゴヌクレオチドを購入した（北海道システムサイエンス）。各オ

リゴヌクレオチドをBoehringer　Mannheim社のDIG　Oligonucleotide　Tailing　Kit

を用いて5’末端を標識し、これをサザンハイブリダイ出向ションおよびスクリーニ

ングの際にプローブとして用いた。

3．ゲノムDNAの単離

　B・fuscum　var．　deXtranlYticum　O407株の培養は第2章で述べた条件で行った。

30回忌振塗（200rpm、　Bio一一Shaker，　BR一一30LF型式．　Taitec）し24時間経過した培

養液100m1を4℃、16，000xgで遠心分離し、菌体を回収した。ゲノムDNAを

Ausube153）らの方法に従って調製し、終濃度1㎎／mlになるようにTEに溶轍、一

20℃で保存した。

4・サザンハイブリダイゼーションM）

［43］
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本酵素生産菌のゲノムDNA　5μ9を種々の制限酵素で完全消化し、1％アガロース

ゲルを用いて電気泳動した後、ナイロン膜（Amersham）に転写した。転写後のナ

イロン膜をハイブリダイゼーション用緩衝液｛Rapid　hyb　buffer（Amersham）にポ

リ（A）を終濃度0・1mg／m1になるように添加したもの｝で密封し、室温で1時間放

置した後・前述のDIG標i識オリゴヌクレオチドをプローブとして終濃度1　pmol／m1

になるように添加した。ハイブリダイゼーションは42℃で6時間行った。ナイロン

膜の洗浄は室温で行い、2xSSC／0．1％SDS溶液中で5分間、0．1　x　SSC／0．1％

SDS溶液中で15分、それぞれ2回ずつ行った。　DIG検出キット（Boehringer

Ma：㎜heim）のプロトコー・一・ルに従い、アルカリホスファターゼ標識抗DIG抗体と

CSPDの反応による発光反応を用い、　X線フィルムを感光させることにより陽性バン

ドの検出を行った。

5．限定ゲノミックライブラリーの構築

　BamHI消化したゲノムDNAを1％アガロー・…ス電気泳動で分離した後、ゲルより4

～5kbの断片を抽出した。得られた断片を大腸菌プラスミドpBluescript　II　KS（＋）

の同制限酵素切断サイトに挿入した。さらに組換えプラスミド溶液を大腸菌JM109

のコンピテントセルと混合し、氷中で約30分静置後42℃で1分間処理することに

より導入させた。混合液をSOC培地54）に接種し、37℃で約1時間振登培養した後、

0．1MIPTGおよび2％X－galを各50μ1ずつ塗布したLB／Amp（直径8cm）培地上で

一晩37℃で培養した後、得られた約500個の白色コロニーを新しい培地に移し換え、

37℃で培養したものを限定デノミツクライブラリ…一・として以後のスクリーニングに

用いた。

6・限定ゲノミックライブラリー一一一のスクリーニングM）

　約500個の詰換え大腸菌コロニーからなるB，　fuscum　var．　dextraniYticum

O407菌株の限定ゲノミックライブラリーをナイロン膜に移し、前述したDIG標識オ

リゴヌクレオチドのうちの一つ（CR）をプローブとしてハイブリダイ吉川ションを行

い・イソマルトトリオデキストラナーゼ遺伝子を持つ陽性クローンのスクリ＿ニン

グを行った・プレハイブリダイゼーション、ハイブリダイゼーションおよび陽性ク

ロv一’”ンの検出は全て前述したサザンハイブリダイ塩出ションと同じ条件で行った。
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、t・． C亘罐lT
雛． ．購灘　・　翻蕪　　“　　・・　、，議、、　鱗灘ド．



．iii．iD）iiii－ii一一i一一一一一．一

7，塩基配列の決定

　塩基配列はSangerらのジデオキシ法55）を用いて決定した。種々の制限酵素断片を

pBluescript　II　KS（＋）もしくはpBluescript　II　SK（＋）ベクターの適当な部位に導入

し、配列解析反応の鋳型に用いた。配列決定は蛍光標識されたユニバーサルプライ

マー（一21M13およびReverse　primers、　ApPlied　Biosystems　lnc．）およびThermo

sequenase　fluorescent　labelled　primer　cycle　sequencing　kit（Arnersham）を用い

て行った。塩基配列およびアミノ酸配列の解析は、DNAid＋ver．1．8および

DNASIS　ver．2．0（Hitachi）を用いて行った。

8，核酸電気泳動

　DNAの電気泳動にはサブマリン型電気泳動槽（Mupid－2、コスモバイオ社）を用

い、0．8～1．2％アガロースを担体とした。泳動用の緩衝液にはTAE［0．04　M　Tris－

acetate　buffer（pH　8．0）、1mM　EDTA（pH　8．0）を含む］を用いた。　DNA溶液に色

素溶液（0．25％bromophenol　blueを含む30％glycero1）を1／6容加え、泳動用試

料とした。ゲル中からDNA断片の回収する場合、必要な部分を切り出した後、

Bandprep　kit（Pharmacia　Biotech）を用いて精製した。

9．DNAシーケンス用電気泳動

DNAの塩基配列決定に用いたゲルはSuper　Reading　DNA　Sequence　Solution

（東洋紡）を用いて作製し、48cm　WTRプレ一直ト用Super　Reading　DNA　Sequence

Solution　Ge1作製用のプロトコールに従って行った。電気泳動は373　S　DNA

Sequence　System（Applied　Biosystem）を用い、泳動時間16hr、2800　V、40　mA、

42Wの条件で行った。

10．類似配列の検索

　相同性配列の検にはDDBJ　Homology　Search　System（address　，　http：／／

www・ddbj・nig．ac　．jp／E－mai1／homology．htm1）を用いた。解析プログラムは

Blast　ver．1．4．9、データベースはPIRをそれぞれ用いた56）。

［45］
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11．複数のDNA配列の比較

　相同性を持つ配列の比較にはClustal　W　1．5解析ソフト（address，http：／／

www．bio1・tsukuba．ac．j　p／～d　oi／cwwww／cwwww．htm1）を用いた。パラメーター

はすべてプログラム上の既定値で行った57）。

第3節実験結果

第1回忌イソマルトトリオデキストラナーゼ遺伝子のクローニング

1．プロs・一・・一回忌調製

　前章において報告したとおり、イソマルトトリオデキストラナーゼの部分アミノ

酸配列と相同性を持つタンパク質をEMBLデータベー一…Lスより検索した結果、イソマ

ルトトリオデキストラナーゼより得られた部分配列がすべてArthrobacter属由来の

エンド型デキストラナー・・…一点の推定アミノ酸配列に見いだされた。この結果より、4

種類の部分アミノ酸配列をもとにセンス側の配列で3種類（AF，　BF，　IT－1）、アンチ

センス側で1種類のオリゴヌクレオチド（CR）を合成した（Table　3－1）。これらを

をDIGでラベルし（probe　AF，　BF，　CR，　IT－1）、各種制限酵素で消化したB．　fuscum

var，　dextranlyticurn　0407菌株のゲノムDNAを用いたサザンハイブリダイゼー一・・…ショ

ンを行った。probeAF、　BF、およびIT－1を用いた場合では複数の弱いシグナルが、

probeCRを用いた場合において強いシングルのバンドが得られた（Figure　3－1）。こ

のことによりprobeCRを用いることによりイソマルトトリオデキストラナv・・ptゼ遺伝

子の単離が行えるものと判断し、以後の実験に用いた。

2・イソマルトトリオデキストラナーゼ遺伝子のクロー・一・一一・ニング

probe　CRを用たサザン解析の結果、イソマルトトリオデキストラナーゼ遺伝子は

BamHI消化により得られる約4．5kbのDNA断片上に全長ないしは一部が存在する

ことが確認された（Figure　3－2）。これより、この断片をクローニングすることを目

的として・この大きさのゲノムDNAのBamHI断片を大腸菌プラスミドpBluescript

II　KS（＋）に導入後、大腸菌JM109を形質転換し、限定ゲノミックライブラリ．一．．．一の作

製を行った．ク・一三ングの手順をFigure・3－3に示した．スクリーニングの結果、

［46］
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　　　　　約500個の組換え体大腸菌のコロニーより一つの陽性クローンが得られた。

　　　　　　本形質転換体よりプラスミドを抽出し、pBHと命名した。　pBHを種々の制限酵素

により処理し・制限酵素地図を作製したところ、本組換え体は4．5kbのBamHI断片

を含み、この中にサザンハイブリダイ二一ションで陽性バンドとして得られたsal

およびXhoI断片（どちらも3．2kb）が確認された。

第2項　塩基配列および推定アミノ酸配列

　pBHのインサート部位の詳細な制限酵素地図をもとに配列決定用のサブクローニ

ングを行った・得られたインサートは各種制限酵素によっていずれも約650bp以下

に消化されたため・制限酵素消化によって得られた断片の塩基配列を決定すること

により、pBH中のインサ・・・・・…Lト全長の解析を行った（Figure　3－4）。

　クローン化したゲノムDNAは全長4，506　bpのBamHI断片であり、サザンハイブ

リダイゼーションで確認された陽性クローンの大きさと一致した。本断片のほぼ中

央に1，923bpのオープンリs・一一・一ディングフレーム（ORF）が存在し（Figure　3－5）、塩基

配列を解析した結果、イソマルトトリオデキストラナーゼのN末端および解析され

た7種類の部分アミノ酸配列はすべてこのORFがコードする推定アミノ酸配列中に

見いだされた。このことより、本ORFがイソマルトトリオデキストラナ門々をコー

ドしているものと確認した。イソマルトトリオデキストラナーゼの全DNA配列、お

よび推定アミノ酸配列はFigure　3－6に示した。精製イソマルトトリオデキストラ

ナーゼで解析したN末端配列は本ORFの開始コドンから38アミノ酸残基目から始まっ

ており・開始コドンから37アミノ酸残基まではイソマルトトリオデキストラナーゼ

が菌体外に分泌される際に除かれるシグナル配列であると推定された。本遺伝子の

開始コドンの7から11塩基上流には、リボゾーム結合部位と考えられている

Shine－Da玉gamo（SD）配列が存在していた。また、終始コドンはAMberであり、こ

れより25から55塩基下流には、自立ターミネーションシグナルと考えられる回文

（パリンドローム）配列が存在していた。

次にイソマルトトリオデキストラナ一己遺伝子におけるGC含量および使用されて

いるコドン頻度についてまとめた（Table　3－2）。　ORFにおけるGC含量は57．1％で

あり・これまで報告されているBreVibacterium」SZのGC含量（60～67％）58）に比べ

やや低めの値であったが、使用されているコドンの3塩基目に関しては、Cのみで
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全体の53．2％、G＋Cでは80％に達していた。

第3項　他の糖質関連酵素とのアミノ酸配列の相同性

　イソマルトトリオデキストラナーゼの推定アミノ酸配列と相同性を持つ配列を検

索した結果・部分アミノ酸配列の相同性検索と同じくOkusima　31）らが報告した

Arthrobacter，属が菌体外に生産するエンド型のデキストラナーゼと最も高い相同性

を示した（Figure　3－7）。イソマルトトリオデキストラナーゼの推定アミノ酸に対し

相同性を示した部分は79％、さらに両者の成熟酵素部分で重なる（ギャップとなら

なかった）範囲（591アミノ酸残基）の相同性は81％に達した。Arthrobacter属

由来のエンド型デキストラナーゼと相同性を示す糖質分解酵素はこれまで

Pe漉鎧㎜曲ゴ01u亡e㎜が生産するエンド型デキストラナーゼ33）と、　AspergiZlus

nigerが生産するイソプルラナーゼ3t4，）が報告されており、さらに酵素的な諸性質は検

討されていないものの、Arthrobacter　globiformis　T－3044菌株が生産するグルコ

デキストラナーゼの下流に見いだされた遺伝子にコードされるエンド型デキストラ

ナs・…一思32）とも高い相同性を示した（Figure　3－8）。それぞれの配列に対するイソマル

トトリオデキストラナーゼの相同性はそれぞれ33％、32％、67％であった。

第4節　考察

1・イソマルトトリオデキストラナ山畑遺伝子のクローニング．

　前章で述べたとおり、イソマルトトリオデキストラナーゼ遺伝子がArthrobacter

のエンド型デキストラナーゼと高い相同性と類似していること、およびプローブと

して用いたオリゴヌクレオチドをプライマーとし、イソマルトトリオデキストラナ＿

ゼ生産菌のゲノムDNAを鋳型としてPCRを行った場合でもArthrobacterのエンド

型デキストラナーゼで予想された大きさのバンドが得られたことにより、各種オリ

ゴヌクレオチドはイソマルトトリオデキストラナ…一・一廉遺伝子上においてもほぼ

A「throbacterのエンド型デキストラナ山嶽と同じ場所に位置するものと判断した。

これを踏まえ・オリゴヌクレオチドプローブを用いたサザン解析により、イソマル

トトリオデキストラナゼ遺伝子上の繊酵素サイト欄べた．サザ瑠析をN末

［t18］
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端配列を基に作製したオリゴヌクレオチドAFと、エンド型デキストラナーゼとの相

同性で最もC末端側に配列が認められたオリゴヌクレオチドCRを用いて行った場合、

BamHI・Smal・S副・XhoIで？肖化した場合どちらもほぼ同サイズのバンドが認め

られた・よって・いずれの制限酵素で消化した場合においてもイソマルトトリオデ

キストラナーゼをコードするORFのほぼ全長が各種制限酵素消化で得られた陽性ク

ローンに含まれていると判断し、コ一一一二イブリダイ一口ションにはこれらのい

ずれかの制限酵素で消化した断片を用いることにした。

　改めてプローブCRを用いたサザンハイブリダイ血目ションを行った結果、

BamHI消化した場合約4・5kb、　Smalで約6．5　kb、　S副とXholで消化した場合約3．2

kbの陽性シグナルを示すバンドが得られた。陽性シグナルはいずれの制限酵素で消

化した場合においてもシングルのバンドとして得られたため、本酵素をコードする

遺伝子は染色体上に1コピーだけ存在していることが示された。このことより、第

2章で精製の最終段階でイソマルトトリオデキストラナーゼの活性ピークが2つに分

かれたことは、一方が合成時に何らかの修飾を受けて生じたものと考えられる。

　コロニー．一tハイブリダイゼーションはまずSma　I消化で得られた約6，5kbのゲノム

DNA断片を用いて行ったが、スクリーニングの結果1，200個のライブラリーから陽

性クローンを得ることができなかった。同様にしてBamHIで消化したもので約500

個の組換え大腸菌コロニーをスクリーニングした結果、一つの陽性クローンを得る

ことができた・このライブラリー作製する前の段階でIPTGおよびX－ga1を塗布した

プレートにおいて組換え体の選択を行ったが、6，500bpのSmal断片を2956　bpの

pBluescript　II　KS（＋）に導入した場合、ベクターの自己連結を防ぐためにアルカリ

性フォスファターゼ処理54）を行ったにも関わらず、組換え体は非常に低比率でしか

得られなかった。これに対し、4，500bpのBamHI断片を用いた場合、約1／3が組み

換え体として得られた。λファージを用いたプラークハイブリダイゼーションに比

べ・プラスミドを用いるコロニーハイブリダイゼーションでは導入できるDNA断片

の大きさが制限されることから、一種類の制限酵素で消化した断片でクロ＿ニング

を行う際には導入できる断片をなるべく小さく抑えることが必要であり、さら1こ切

断したベクターが自己醗（selfligati・n）を起こさぬよう、2種類の切断面の異な

る制限酵素を用いたクローニングを行うことが重要である。
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2．他の多糖類分解酵素との相同性

　部分アミノ酸配列の相同性から予想されたとおり、単離されたイソマルトトリオ

デキストラナーゼ遺伝子の配列はArthrobacter属の細菌が生産するエンド型のデキ

ストラナーゼ31）と非常に高い相同性を示した。これまで報告された3種類のエキソ

型デキストラナーゼのなかで唯一他のデキストラナーゼと相同性を示したが、

Arthrobacter属のエンド型デキストラナv・・一一ゼとの相同性の高さから、この2つの配

列の相異を中心に解析を行うことで・エキソ型とエンド型の分解様式の解明を進め

ていくことが可能であると判断された。

　グルコデキストラナーゼ32）はブルランを分解しグルコースを遊離するグルコアミ

ラーゼ35）と・イソマルトトリオデキストラナーゼはプルラン分解によりイソバノ＿

スを遊離するイソプルラナーゼ34）と配列上の類似性を有している。また、イソマル

トデキストラナーゼは他の配列と相同性を示していないが、デキストラン分解活性

の1／500程度のプルラン分解活性を有しており、主にイソバノースを遊離すること

が報告されている・イソマルトデキストラナーゼがプルランを基質としてイソバノー

スを生成することは、プルランのα一1，6結合している二糖単位を認識し、その還元

末端側のα一1，4結合を切断しているはずである。イソマルトトリオデキストラナー

ゼがプルランを切らない理由をこれに応用すると、本酵素はプルラン中のパノ…一・一ス

単位を認識することになる。しかしパノース中には実際にはα一1，4結合が存在し、

これが基質認識上の問題になっている可能性がある。エキソ様式にデキストランを

分解する酵素がこのようにプルラン分解酵素と相同性を示したり、それ自身がプル

ランを分解することができることより、デキストラナーゼの機i能、特に基質認識と

配列の関係を解明するためにプルラン分解酵素を取り上げるのは有用であろう。し

かし・配列上の類似品があるが、イソマルトトリオデキストラナーゼはプルラン分

締性高しておらず（データは示してし〉ない）、反対に細e㎎伽s礎e曲来の

イソプルラナーゼはデキストラン分解能を有していない34）。類似した配列がいかに

してデキストランとプルランを区別しているかにつv・ては、今後の研究で解明され

ていくことを期待する。

Aspergillus　nigerのイソプルラナーゼの配列を決定したAokiら59）はイソプルラナ＿

ゼの醐とArthr・bactePi）、およびPenicillium　mini。1uteumが生産するエン陞

デキストラナーゼ33）の一次配列を比較検討し、これらの醐には7カ所の保鞭
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域が存在すると指摘した。さらにそのひとつ（region　III）が疎水性アミノ酸から構

成されており、イソプルラナーゼの立体構造において、疎水的なコアを形成してい

ると報告している。この保存領域はイソマルトトリオデキストラナーゼでも認めら

れており（Figure　3－9）、デキストランもしくはプルランのようなα一1，6結合を認識

するような配列が存在する可能性がある。また、高橋ら60）が精製イソマルトトリオ

デキストラナーゼの活性解離基を解離基のpKe値、解離熱、電導率変化によるpKe

値の変化から解離基1がカルボキシル基と推定している。ただし解離基2を推定する

ことはできなかった。Figure　3　一9で示した保存領域の内、　II，　rVF，　V，　VIの各領域で

すべての酵素で保存されているカルボキシル基を持つアミノ酸［アスパラギン酸（D）

もしくはグルタミン酸（E）］が存在しており、デキストラン、もしくはプルランの分

解に関与していることが考えられる。これについては化学修飾による速度論的解析、

親和標識試薬の合成とそれを作用させた場合の結合アミノ酸の同定の他、大腸菌で

の発現系を確立した後部分変異等による活性の変化などから推定することが可能で

あろう。

3．デキストラン代謝に関わる遺伝子群の存在

　今回得られたfragment　BHにおいて、　imtdの3’末端側下流に独自のプロモーター

を有したORF（trpA）が存在した（Figure　3－10）。本遺伝子の推定アミノ酸配列

（TrpA）はArthrobacter　nicotinovoransのトランスポサーゼ（トランスポゾンが転移

する際のDNA組み換え反応を触媒する酵素）61）と高い相同性（65％）および類似

性（70％）を示したが（Figure　3－11）、特にデキストランの代謝に関与していると

は考えにくい。一方イソマルトトリオデキストラナーゼ遺伝子の開始コドンから96

塩基上流よりBacillus　thermoglucosidasiusが生産するオリゴ1，　6一グルコシダーゼ

62）と高い相同性（53％）を示すORF（dexA）が存在することが確認された（Figure

3“”11）・相同性が確認されたオリゴ1，6一グルコシダ一画はイソマルトース、イソマ

ルトトリオースなどの比較的短いイソマルトオリゴ糖に作用し、グルコースを遊離

するほか・pNPG分解活性を示すことが報告されているが62）、　dexAの発現産物が同

様の作用を有している場合、dexAとイソマルトトリオデキストラナーゼ遺伝子は同

じプロモーターで発現している（ポリシスト面面ックに転写される）遺伝子であり、

デキストラン代謝におけるオペロンを形成していることが予想された。本曲におい

［51］



繍繊灘羅懸難懸篠懸灘灘翁

圃L一u一一一一一一一一

てはim　td上流にはイソマルトトリオデキストラナーゼ遺伝子の発現に関わるような

プロモーター領域と考えられる配列は見いだされなかったことからも、この2つの遺

伝子がポリシストロニックな発現をしていることを裏付けている。さらに本酵素生

産菌であるB．　fuscum　var．　dextran1Yticumをデキストラン存在下で培養し、菌体

を超音波破砕した後遠心分離して得られた無細胞抽出液を用いてα一グルコシダーゼ

活性を測定したところ・イソマルトース、イソマルトトリオースおよびpNPGの分

解活性が認められた（データは示していない）。このことより、本菌中にα一グルコ

シダ・・一…ゼが作られ・デキストラン分解産物であるイソマルトトリオースが菌体内に

運ばれ・代謝を受けていることが推測された。このことは菌体の外でイソマルトト

リオデキストラナーゼの作用により生産されたイソマルトトリオースを菌体膜を通

して菌体内に輸送する経路が存在することも同時に暗示している。これらについて

は・イソマルトトリオデキストラナーゼ遺伝子上流域のクローニングと構造解析を

行った第5章、さらに菌体内のα一グルコシダーゼについて検討した第6章において

詳しく報告する。

［52］
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（A）
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（c）
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　　　嚢

麟

（B）

　1　23456789　1011　12

（D）

　123456789　101112

習癖

Figure　3一一1．　Southern　blot　analysis　of　genomic　DNA　fragments　from

Brevibacterium　fuscum　var．　dextranl．yticum　using　various　probes．

　　　Genomic　DNA　（5ptg）　was　digested　with　BamHI　（lane　1），　Bglll　（lane

2）．　EcoRI　（lane　3）．　EcoRV　（lane　4），　Hincll　（lane　5），　Hindlll　（lane　6）．

Pstl　（lane　7），　Pvull　（lane　8），　Saa　（lane　9），　Smal　（lane　10），　Xbal　（lane　1

1），　Xhol　（lane　12），　and　then　fractionated　on　a　O．890　agarose　gel．

The　separated　DNA　fragments　were　transferred　te　nylon　membranes

and　probed　with　four　kinds　of　DIG一一Iabeled　oligonucleotide．

（A），　probe　AF；　（B）　probe　BF；　（C），　probe　CR；　（D），　probe　rr－1．

Each　×一ray　film　was　exposed　for　8　hr　at　room　temperature．
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鱈

　　　　駒
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Flgure　3－2・S・uthern　b1・t　analysis・f　Brevibacterium加“m

var．　dextranlyticum　genomic　DNA　using　the　CR　probe．

　　Genmic　DNA　（5ptg）　was　digested　with　BamHI　（lane　1），

EcoRI　（lane　2），　EcoRV　（lane　3），　SaA　（lane　4），　Smal　（lane　5），

Xhol　（lane　6），　and　then　fractionated　on　a　O．8％　agarose　gel．

The　DNA　fragments　were　transferred　to　a　nylon　membrane

and　probed　with　DIG－labeled　oligonucleotide　CR．

An　X－ray　film　was　exposed　for　5h　at　room　temperature．

畦
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Figuer　3一一3．　Schematic　outline　of　the　cloning　procedure．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Details　are　descri　bed　in　Materials　and　Methods．
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Figure．　3－5．　lsomaltotrio－dextranase　gene　in　plasmid　BH．

The　location　and　direction　of　isomaltotrio－dextranase　gene

are　shown　with　an　arrow．國，signal　sequence　region；國，mature

protein　region．
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縫顔面難

　p　D　R　K4mpt　　T　K　　P　V　　E　D　A”P　V　　T　A　　D　V　　G　53

AAcCTGCACACCTGGTGGCACGACAACGCTGTTTACAACACTGACTCGCCCACCGAGAAC　300

GGTGAAGTCCGCCGCTqCTCCTTCTACGACGTGCAGGTCGCGCAGGCGCACCAACCGGAC　360

AAGTTCTTCGACTCATTCGCCTACATGAGCATTCCCCGCAGCGGCAAAGGAAAGGTCGGC　420

　KFFDwwt　A　Y　M　S　r　P．RSGKGKVG　113
TACACCAAGGAGGACGGCGCAGAGTTCTCCTCCGAAGCAAACCTCTCGATGAGCTGGTCC　480

AGCTTCGAGTACGCGAAGGACGTGTGGGTTGACGTCAGCCTGAAGACAGGGCAGACCATC　540

AGCTCAGCGGATGAGGTTCAGATCCGTCCCAGCAGTTATGACTTCGAGAAGAAGCTCGTC　600
　wwt　A　D　E　V　Q　r　R　P．＄．一SYDFEKKLV　173
GATGAGGACACCATCAGGATCAAGGTTCCCTACTCGGACGCCGGATACCGTTTCTCCGTC　660

GAATTCGACCCCCAGCTGTATACGTCTTACAACGATATGTCCGGTAACAGCGGGAAACTC　720

AgCACTGTCGCTGAGGGGAACCGGCCTATTCACACCGAGCCGATGAACTCGATGATGATC　780

T1CGgCGAGCCGAAGCTCCAGGGCGAAGAGGAGAAGCGCCTGATCCCGAACCCCTCGTCA　840

GgCAgCATCCACTACCCCGAAGAAGGGGAAGTGAAGGACCTCAACACCGTCACCGAAGAG　900

ATCA－TTTACTTCAAGCCCGGCACCTACCACATGGGCTCGGACTATCATGCGGTACTTCCG　960

C；C悟CG霧G姿GT冨G鰐CT垂CC置丁解GC旨丁警G牌G蘭G警G㍗C間C㍗C・9ig

T害CC含CG台C悟CCεGG宝AC台GT委C璽G望G聖C讐C聖C讐G望G望C讐C曽C曾G号G・瑠

eg＆li311p－TC．C－C－G．GgGgEFgCC．es’CACAAGGAAGTGTGCGGCCCACCCCACGGAGCCGTcTcA　60

cGcAACGAGA．ewtGAACCATCATGCCCAC　TACAGGGCTGAGGCAAC　T　TGCACGAACcAT’c’一126

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MPTTGLRQLART工　13
AccATCGCCGTCGCGGCCACGCTGATTGGTACCGGTGCCGCAATACCGGCACAAGCCGGC
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　180

cccGACCGGusTCCCACCAAACCTGTTGAAGACGCCCCGGTCACC（1；CGGACGTTGGA　240
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C霊GC伊GεCG写CA岳CA呈C悟CG野CεG望C摯CC盆C讐CワC望C望C聖C解C豊C野・1ξl

GεCG鰹G倉GA呈AGεCG竪GG書G悟C望C讐C誓G轡雪G轡蘭G号G解C・ぎ釜

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［59］
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Figure　3－6．　Nucleotide　and　deduced　amino　acid　sequences　of　the　isomaltotrio－dextranase

gene．

The　deduced　amino　acid　sequence　of　isomaltotrio－dextranase　gene　is　described　below

t．he　nucleotide　sequence　in　one　letter　notation．　The　putative　ribosome－binding　site　is

double　underlined．　The　palindrome　sequence　of　putative　terrninator　is　represe’
獅狽?ｄ　by

reVersal　letters．　The　amino　acid　sequences　underlined　are　peptides　that　were　determined

rvit－h　a　protein　sequencer．　The　arrow　indicates　the　site　cleavaged　by　the　signal　peptidase

m8「鋤acteriumfusCum　var．　dextr・伽cum．
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Table　3－2．　Codon　usage　of　the　isomaltotrio－dextranase　gene　from　Brevibacterium．fuscum

var．　dextranlyticum

codon count 亀 codon count 審 codon coun’ヒ 暑 c◎don count 亀

Phe　TTT 0 0．O Leu C？TI 4 13．3 Ile ATT 6 18．2 Val　GTT 6 12．8
Phe　TTC 21 100．0 ：Leu CTC 16 53．3 1ユe ATC 24 72．7 Val　GTC 26 55．3
Leu　TITA 0 0．0 ：Leu CTA 0 0．0 工le ATA 3 9．1 ▽aユGTA 2 4．3
Leu　TTG 1 3．3 ：Leu CTG 9 30．0 巡et ATG 17 鱒　一　簡　一　一 VaユGTG 13 27．7

Ser　TCΨ 2 2．0 Pro CCT 3 10．0 Thr ACT 8 17．4 Ala　GCT 2 5．1
Ser　TCC 15 30．6 Pro CCC 17 56．7 Thr ACC 27 58．7 Ala　GCC 16 41．0
Ser　TCA 6 12．2 Pro CCA 0 0．0 Thr ACA 7 15．2 Ala　GCA 8 20．5
Ser　TCG 9 18．4 Pro CCG 10 33．3 Thr ACG 4 8．7 Ala　GCG 13 33．3

田yr　TAT 5 15．2 His CAT 1 6．3 Asn AAT 5 9．8 ASP　GAT 5 8．0
町rワeAC 28 84．8 His CAC 15 93．8 Asn AAC 46 90．2 ASP　GAC 35 92．0
Och　TAA 0 一　一　一　一　一 Gユn CAA 5 23．8 Lys ㎜

11 31．4 Glu　GAA 19 44．2
Amb田AG 0 ロ　一　一　一　一 Gln CAG 16 76．2 Lys AAG 24 68．6 Glu　GAG 24 55．8

Cys①GT
bys↑GC
npa　TGA

srP　T㏄

　0

@4

@0
P8

　　0．0

P00．〇

黶@繭　一　一　一

黶@晒　一　一　一

Arg
`rg
`rg
`rg

CGT
bGC
bGA
bGG

2
8
2
5

10．5

S2．1

P0．5

Q6．3

Ser
rer
`rg
`rg

AG1巨

`GC
`GA
`GG

　1

P6
@0
@2

2．0

R2．7

O．0

P0．5

GユyGGT
fly　GGC
fly　GGA
fIy　GGG

　6

Q7
@9
@7

12．2

T5．1

P8．4

P4．3

［90；　codon　usage　／　each　amino　acid（90）］
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Figure　3－9．　Conversed　regions　of　dextranases　and　isopullulanase．

　　The　alignment　was　generated　by　clustal　W　program．　The　identical　and　similar　amino　acid

residues　in　each　column　are　represented　by　white　letters　in　bl　ue　and　bl　ack　l　etters　in　red，

respectively．　The　seven　conserved　regions　（1－VII）　reported　by　Aoki　et　al．　59）　are　indicated

with　al　low．　IMI’D，　Brevibacterium　fuscum　v　ar．　dextranlyticum　isomaltotri　o－dextraiiase：

Arthro，　Arthrobacter　sp．　endo－dextranase　3　i）　；　Arthro2，　Arthrobacter　globiformis　T－3044　endo－

dextranase　32）；　Penicillium，　Penicillium　mi．nioluteum　endo－dextranase　33）；　lsopullul　anase，

Aspergillus　niger　i　sopullulanase　34）　．
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Figure　3－1　1．　Multiple　al　ignment　of　Brevibacterium　fascum　var．　dextranlyticum

TrpA　and　transposase　of　Arthrobacter　nicotinovorans　TnpA．

　　The　identical　and　similar　amino　acid　residues　in　each　column　are　represented

by　white　letters　in　blue　（A　and　B），　and　black　letters　in　red　（B），　respectively．
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第5節　要約

　イソマルトトリオデキストラナーゼの部分アミノ酸配列を基に合成したオリゴヌ

クレオチドプローブを用い、イソマルトトリオデキストラナーゼ遺伝子（imtd）の

クロ・…一・ニングを行った。約500個の組換え大腸菌をスクリーニングした結果、一一っ

の陽性クローンを得た。imtdは全長1，923　bpであり、37アミノ酸残基からなるシ

グナル配列部分と604アミノ酸残基からなる成熟酵素をコードする部分より成り立っ

ていた。イソマルトトリオデキストラナーゼはArthrobacterRの細菌由来のエンド

型デキストラナーゼと高い相同性を示し、Penicillium　m加ioluteum由来のエンド

型デキストラナーゼおよびAsperg：illus　niger由来のイソプルラナーゼと配列の相同

性が認められた。これらの配列間には高度に保存された領域が存在した。加亡dを発

現するプロモーター配列はクローニングにより得られたゲノムDNA断片上に見いだ

されず、imtdの96　bp上流よりα一グルコシダーゼをコードしていると考えられる

ORF（dexA）が存在した。

［69］
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寸4章　イソマルトトリオデキストラナーゼ遺伝子の大腸菌におけ

　　　　る発現

第1節　緒言

　ネオプルラナーゼ、α一アミラーゼ、α一グルコシダーゼ、サイクロデキストリン

グルカノトランスフェラーゼなどの糖質関連酵素が4つの高度に保存された領域を

有しており、これら酵素間の類似性と触媒機構の共通性より、　「α一アミラーゼファ

ミリー」というグループにまとめられることが報告されいるがas）、この酵素スーパー

ファミリーを提唱したKurikiら30）により、ネオプルラナーゼの保存領域に存在する

アミノ酸の変異により、加水分解と転移反応の割合が逆転したことが報告されてい

る。このことは、類似の配列を持ち、しかし働きが異なる酵素群において、それら

の配列中に保存されている領域に酵素の作用様式を決定する因子が含まれているこ

とを示唆している。一方、前章で示したように、BreVibacterium　fUscum。　var，

deXtranlyticum　　　O407菌株の生産するイソマルトトリオデキストラナーゼは

Arthrobacter　sp．31）およびPeniCiUium　minioJu　te　umが生産するエンド型デキスト

ラナ一心33）、およびAspe」rgiUus　nigerが生産するイソプルラナーゼ3‘1）とアミノ酸配

列に相同性を示した。イソプルラナーゼの一次構造を決定したAokiら59）によって、

これらの糖質関連酵素の配列には触媒ドメインと想定される共通の保存配列が存在

していることが報告されており、イソマルトトリオデキストラナーゼについてもこ

れらの領域はよく保存されていた。今後、デキストラン分解酵素群においても基質

認識や触媒反応に関わる領域やアミノ酸残基などを解明していくために、結晶化お

よびX線解析などにより立体構造を推定することや、アミノ酸の変異による活性、

もしくは作用様式や基質特異性の変化を比較することが重要である。しかしながら、

変異酵素を獲得する場合、クローン化した各種デキストラナーゼ遺伝子を安定に発

現し、アミノ酸置換を行った酵素を簡便に生産でする系を確立することが最低限必

要となる。

　本章では、イソマルトトリオデキストラナーゼ遺伝子の大腸菌における安定かつ

大量の発現を目的として行った。すなわち、発現用プラスミドの構築と発現条件の

［70］
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検討、さらに発現イソマルトトリオデキストラナーゼの精製およびオリジナルの酵

素との諸性質の比較結果について報告する。

第2節　実験材料および方法

1．菌株および培養条件

　大腸菌JM109［recA1△1ac－proAB　　endAI　thil　hsdR17　supE44　F’［traD36

pr（）AB＋laclqlacZ△M15ユ51）は、形質転換の宿主株として、大腸菌BL21（DE3）［hsdS

gal（λ　cl　ts　857　indl　Sam7．n加51acUV　5－T7　gene1）］およびBL21（DE3）pLys　S

［hsdS　ga1（λd古s857加dl　Sam　7η加51acUV　5－T7　geηe　1）pLys　S，　Cm「］64“66）は発現

用の宿主株として用いた。大腸菌コンピテントセルはHanahan　52）の方法に従い調

製した。発現用のベクターにはpETI　l　aもしくはpET23d（いずれもNovagen社）を

用いた。プラスミドDNAの調製はアルカリ／SDS法で行った。大腸菌の培地は

Luria－Bertani（LB）培地を用いた。　Ampを培地に添加する場合は、終濃度100μg／

m1になるように、　Cmを添加する場合は同じく34μg／m1になるようにそれぞれ加

えた。

2．イソマルトトリオデキストラナーゼ発現用プラスミドの構築

1）plTD一一Nの構築

イソマルトトリオデキストラナーゼ遺伝子上に成熟酵素のN末端に相当する配列

に制限酵素Ndel（認識配列：CATATG）により消化できるように、変異導入用プライ

マーITD－N（CCCGACCATATGAATCCCACCAAACCTG）を作製した。　B．血scum

var・deXtrani：yticum　0407菌株のゲノムDNAを鋳型とし、プライマ“一一ITD－Nをセ

ンス、第3章において作製したプライマーCRをアンチセンス側のプライマーとして

PCRを行った。得られたPCR産物（1514bP）をNdelとEcoRIで消化し、イソマルト

トリオデキストラナーゼ遺伝子の5’末端側（475bp）を一度大腸菌プラスミド

PBluescript　II　KS（＋）に導入した。　DNA配列を解析し、　PCRによる目的以外の変異

が入っていないことを確認したのち、さらにイソマルトトリオデキストラナーゼ遺

伝子の3’末端側（EcoRI－SaA，1586bp）を導入した。組換えプラスミドを制限酵素

［71］
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NdeJおよびsalで消化し、得られたイソマルトトリオデキストラナーゼ遺伝子を含

む断片を発現用ベクター一pETl　laの1＞del－BamHIサイトに導入し、発現用プラスミ

ドplTD一一Nを構i築した（Figure　4－1）。

2）plTD－Sの構築

イソマルトトリオデキストラナーゼ遺伝子を開始コドン部位より発現用ベクター

に導入するために、開始コドン部位に制限酵素Ncol（CCATGG）サイトをPCRにより

導入した。変異導入にプライマーITD－S（GGAACCACCATGGCCACTACAG－

GGCTG）をセンス側、プライマーCRをアンチセンス側のプライマーとして用いた。

　得られたPCR産物（1631　bp）はNcolとEcoRIで消化し、イソマルトトリオデキス

トラナーゼ遺伝子の5’末端側（592bp）を一度大腸菌プラスミドpBluescript　II　KS

（＋）に導入した。DNA配列を解析し、　PCRによる目的以外の変異が入っていないこ

とを確認した後、さらにイソマルトトリオデキストラナーゼ遺伝子の3’末端側

（EcoRI一一Sall，1586　bp）を導入した。得られた組み換えプラスミドを制限酵素Ncolと

Sal　lで消化し、得られたイソマルトトリオデキストラナ一跡遺伝子を含む断片を発

現用ベクターpET23dのNcol－Sa11サイトに導入し、発現用プラスミドplTD－Sを構

築した（Figure　4－2）。

3，不溶性となった発現イソマルトトリオデキストラナーゼの抽出

急激な発現により大腸菌内で不溶性となった発現イソマルトトリオデキストラナー

ゼは、Kane67）らの方法に従って抽出した。9，000　rpm、1分間の遠心分離により20

m1の培養液から菌体を回収した。750μ1の10　mMリン酸緩衝液（pH　7．5）に懸濁後、

超音波処理により菌体を破砕した。9，000rpm、1分間の遠心分離により得られた沈

殿を緩衝液［100mM　Tris－HC1（pH　7．0）、5mM　EDTA、5mM　DTr、2M尿素、

2％Mton　X－100］を用いて3回洗浄した後、遠心分離により得られた沈殿をさら

にTriton　X－100を含まない同緩衝液で洗浄した。8，000rpm、5分間の遠心分離

により得られた沈殿を不溶性画分として回収した。

4、活性測定

　大腸菌発現したイソマルトトリオデキストラナーゼの活性測定は、Somogyi一

［72］
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Nelson法38・39）によって生成イソマルトトリオースを定量することにより測定した。

酵素単位は1分間に1μmo1のイソマルトトリオースに相当する還元力を示すのに要

する酵素量を1unitsとした。

5，SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS一一PAGE）

SDS一一PAGEはLaemmliの方法40）に準じて行い、泳動装置はBIO－RADミニプロティ

アンIIを用いた。10％の分離ゲルを使用し、泳動は濃縮ゲル部分で18mA、分離ゲ

ル部分で24mAの定電流で行った。

　分子量マーカーとしてミオシンH鎖（200，000）、ボスフォリラーゼb（97，400）、牛

血清アルブミン（66，200）、オボアルブミン（45，000）、カ・・・・…ボニックアンヒドラーゼ

（31，000）、大豆トリプシンインヒビター　（21，500）およびリゾチーム（14，000）を用

いた。

6．カラムクロマトグラフィ・一

　DEAE－Sepharose　CL－6B、　Bio一一Ge1　P－100の各カラムクロマトグラフィーは常

法に従い行った。DEAE－Sepharose　CL－6Bは10　mM　リン酸ナトリウム緩衝液

（pH　7．5）、　Bio－Gel　P－100は0．2　M塩化ナトリウムを含む同緩衝液で緩衝：化を行っ

た後に使用した。

7．N末端配列の解析

大腸菌発現したIMTDのN末端解析は、　Ikeuchi　67）らの方法に準じて行った。　E．

co班TD－Nおよび一Sの無細胞抽出液をSDS一一PAGEに供し、分離ゲル部分を転写用

緩衝液（30mM　Tris，17　mM　boric　acid，0．055％SDS，　20％methano1）で処理し

たPVDF膜およびろ紙（Wattman　17chr　4枚x2セット）で挟み、8Vの定電圧でタ

ンパク質の膜転写を行った。転写後のPVDF膜を染色液（0．1％CBB　R－250／

methanol）および脱色液（50％methano1）で処理後、発現IMTDのバンド部分の膜

をを切り出し、モデル477Aプロテイン・ペプチドシーケンサー／120A：prHアナ

ライザーシステムに供して配列の決定を行った。
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Figure　4－1．　Construction　and　structure　of　an　expression　plasmid　plTD－N．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　Mature　protein　region　of　IMTD　is

shown　with　blue　stripe，　and　signal　peptide　region　is　denoted　with　red．
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Figure　4－2．　Construction　and　structure　of　an　expression　plasmid　plTD－S．

　　Details　are　described　in　the　text．　Mature　protein　region　of　IMTD　is

shown　with　blue　stripe，　and　signal　peptide　region　is　denoted　with　red．
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第3節　実験結果

第1項　発現プラスミドの構築

　前章で述べたとおり、イソマルトトリオデキストラナーゼをコードする遺伝子は

シグナル配列を有しており、その大腸菌内における機能の解析を目的として、シグ

ナル配列を含むプレ酵素を発現するプラスミド（plTD一一S）および成熟酵素を発現す

るもの（plTD－N）を構築した。

　得られたプラスミドは最初両プラスミドとも発現用大腸菌BL21（DE3）に導入した。

plTD一一NをBL21（DE3）コンピテントセルに導入した場合、37℃で一晩培養すること

により形質転換体（E．　coli　1’ID－N）を得ることができたが、　plTD－Sを導入した場合

はプレート上にコロニーを得ることができなかった。そのため、用いた宿主大腸菌

を未誘導時に目的タンパク質の発現を抑制するT》7リゾチームをコードしたプラスミ

ドpLysSを持つ大腸菌BL21（DE3）pLysSに換え、コンピテントセルに導入した後の

培養i温度を30℃にする事により、目的のプラスミドを有する組み換え大腸菌（E．　coli

ITD－S）を得ることができた。

第2項　発現条件の検討

1．E．　coli　ITD－Sによるイソマルトトリオデキストラナs・・・・…ゼの発現

　組換え大腸菌Ecdf　ITD－Sの培養は、すべてLB／Amp一一Cm（Luria－Bertani

rnedium、100μg／m1　Ampおよび34μg／ml　Cmを含む）培地中で30℃および

200rpmの条件で行った。一晩培養したE．　coli　ITD－S培養液1　m1を100　m1のしB／

Amp－Cm培地に接種した。3．5時間後培養液の600　nmでの吸光度が0．6に達してい

ることを確認した時点で終濃度1mMになるようにIPTGを添加し、発現の誘導を行っ

た。IPTG添加後1、3、6時間後に培養液の一部を取り出し、遠心分離により得られ

た面体を超音波破砕し、イソマルトトリオデキストラナ一心の活性を測定した。そ

の結果、イソマルトトリオデキストラナ・・…一直活性は3時間で最大値（0．10　unit／ml

of　culture　broth）となり、6時間経過した時点で最大値の約1／3にまで活性が減少

した（データは示していない）。さらに各サンプルの発現酵素量をSDS－PAGEによ

り確認したが、発現の誘導を行ってから3時間以降ではイソマルトトリオデキスト

ラナーゼの増加は認められなかった（Figure　4－3），
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2．E，　coli　ITD－Nによるイソマルトトリオデキストラナーゼの発現

　組み換え大腸菌E．　coli　ITD一一Nの培養にはLB／Ampを用いた。最初培養温度を37

℃に設定し、200rpmで培養を行った。　E．　coli　ITD－Sと同様に前培養、　II7rGによ

る発現を行い、発現誘導から3、6、18時間経過した時点で培養液の一部を取り、イ

ソマルトトリオデキストラナーゼ活性とタンパク質量を測定した。その結果誘導6

時問目において活性が最大値（0．0165　unit／ml　of　culture　broth）に達したが、そ

の後低下していった。さらにSDS一一PAGEで発現酵素量の解析を行ったが、6時問目

以後の発現酵素の増加は認められなかった（Figure　4－4A）。一方発現誘導後6時間

目の菌体を回収し、Kaneら68）の方法に準じて不溶性画分の調製を行った。　plTD一一一N

の発現産物と考えられる不溶性タンパク質が、精製イソマルトトリオデキストラナー

ゼと同じ分子量で検出された（Figure　4－4B）。

　次にE．　coli　ITD一一Nの培養温度を37℃から18℃、発現誘導時のIPTG濃度を1mM

から0．5mMに代え、同様に発現試験を行った結果、増殖速度が遅いものの可溶性画

分のイソマルトトリオデキストラナN・…一一ゼ活性は経時的に増加し、発現誘導後36時間

で培養液1m1あたり5．84　unitの活性が得られた（Table　4－1）。　SDS－PAGEによる解

析でも発現タンパク質は可溶性面分に蓄積されており（Figure　4－5B）、不溶性画品

にはほとんど認められなかった（Figure　4－5C）。

第3項　大腸菌で発現させたイソマルトトリオデキストラナーゼの精製

1．培養条件

　プラスミドpITD一一Nは常法に従い発現用大腸菌BL21（DE3）に導入した。　LB／Amp

プレート上に得られた組み換え大腸菌を単一コロニーから滅菌済みの爪楊枝を用い

て10m1のしB／Amp培地に接種した。37℃、200　rpmで一晩振盈培養し、1m1つつ

4本の100ml　LB／Amp培地に接種した。18℃、200　rpmで24時間培養後、終濃度

0・5mMになるようにIPTGを添加し、イソマルトトリオデキストラナーゼの発現を

誘導した。IPrG添加後さらに48時間培養した後、8，000　rpmで5分間遠心分離し、

菌体を回収した。

2・粗酵素液の調製

得られた組換え大腸菌は10mMのリン酸緩衝液（pH　7．5）で一度洗浄した後、20
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m1の同緩衝液に懸濁した。氷中に保持した状態で益体を超音波により破砕した後、

15，000xgで10分間遠心分離し、得られた上清を粗酵素液とした。この操作により

790unit（比活性8．88　unit／㎎）のイソマルトトリオデキストラナーゼを得た。

3，DEAE－Sepharose　CL一一6Bカラムクロマトグラフィー（1回目）

　酵素溶液を10mMのリン酸ナトリウム緩衝液（pH　7．5）で緩衝化したDEAE一一

Sepharose　CL－6Bカラム（3．3　x　35　cm、299m1）に添加し、300　m1の同緩衝液でカ

ラムを洗浄後、吸着タンパク質を0から1Mまでの塩化ナトリウムを用いた直線濃度

勾配により溶出した（Figure　4－6）。分画操作は10　m1／hrの流速、1．2　cm／hrの線

流速で行った。得られた活性画分（Fraction　Nos．55～58）を集め、コロジオンバッ

クを用いて同緩衝液に透析しながら約4mlにまで濃縮した。これらの操作により、

イソマルトトリオデキストラナーゼを87％の回収率（210unit）で3．3倍（比活性2．9

unit／㎎）にまで精製した。

4，Bio一一Gel　P－100カラムクロマトグラフィー一…一

濃縮酵素溶液を0．2M塩化ナトリウムを含む10　mMリン酸ナトリウム緩衝液（pH

7．5）で緩衝化したBio－Ge1　P－100カラム（2．6x78　cm、414【n1）に添加した。溶出は

5m1／hrの流速、0．94　cm／hrの線流速で上記の緩衝液を用いて行った（Figure

2－7）。得られた活性画竜（Fraction　Nos，23～25）を10　mMリン酸ナトリウム緩

衝液（pH　7．5）に対して24時間、数回緩衝液を取り替えて透析した。これらの操作に

より、イソマルトトリオデキストラナーゼを38％の回収率（83unit）で3．6倍（比活

性3．2　unit／mg）にまで精製した。

5．　DEAE－Sepharoseカラムクロマトグラフィー（2回目）

　回収した活性面分を2回目のDEAE一一Sepharose　カラム（1．8x33　cm、84m1）

に通した。100m1の10　mMリン酸ナトリウム緩衝液（pH　7．5＞で洗浄した後、吸着

タンパク質を0から0．5Mまでの塩化ナトリウムを用いた直線濃度勾配により溶出し

た（Figure　4－8）。分画操作は5　m1／hrの流速、2cm／hrの線流速で行った。得ら

れた活性画分（Fraction　Nos．107～110）を集め、10　mMリン酸ナトリウム緩衝液

（PH　7．0）に対して透析を行った。この精製段階の酵素凝霜をSDS－PAGEに供した
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結果、E．　coliで発現させたplTD－N由来のイソマルトトリオデキストラナーゼは単

一なバンドを示した。（Figure　4一一9）。よってこの段階のサンプルを精製酵素とし諸

性質の検討を行った。精製の過程はTable　4－2に示した。

第4項　大腸菌で発現させたイソマルトトリオデキストラナーゼの諸性質

1．至適pH

E．　coli　ITD－N由来イソマルトトリオデキストラナーゼの至適pHを求めた結果を

Figure　4一　10に示した。　pH　7．7において活性が最大値を示した。

2，デキストラン分：解におけるKL、　Vの測定

反応溶液中のデキストラン灘に対して、酵素1㎎当りの反応生成物、イソマル

トトリオースの遊離速度をそれぞれ逆数でプロットした（Figure　4－11）。その結果

Km値は0．72㎎／mi、　Vは27．5　nc　mo1　of　isomaltotriose／㎎／minであった。

3，薄層クロマトグラフィー

E，coli　ITD－N由来イソマルトトリオデキストラナーゼによるデキストラン分解産

物を薄層クロマトグラフィー・・・・…により確認した（Figure　4－12）。分解初期にはイソマ

ルトトリオースのみが確認されたが、デキストランの分解が進行するにつれ（分解

率は示していない）イソマルトトリオースより移動度が小さいマイナースポットが

確認されるようになった。ただし、オリジナルのイソマルトトリオデキストラナー

ゼで同実験を行った場合、イソマルトトリオースより移動度が大きいスポットが確

認されたが、大腸菌組換え体からの精製酵素を用いた結果では、いずれの段階にお

いても認められなかった。

第4節　考察

1・イソマルトトリオデキストラナーゼ発現系の構築

　E．　coli　ITD－Sにおいて不溶化されていないにも関わらず、活性を持つ酵素量が

少なかった原因としては、本菌に導入したイソマルトトリオデキストラナーゼ遺伝

［79］
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子が有するシグナル配列が大腸菌で認識され、細胞内膜を通過しペリプラズム画分

に輸送されたことが考えられた。ペリプラズム部位に蓄積されるタンパク質量が細

胞質画意に比べ制限されること69）から、発現の段階で制御されていることが推測さ

れる。E．　coli　plTD－S由来のイソマルトトリオデキストラナ・N一…一ゼをSDS－PAGEに供

し、PVDF膜ヘブロッテイングしたのち、　N末端配列の解析をそれぞれ10残基目ま

で行った結果、発現していたイソマルトトリオデキストラナーゼはネイティブの酵

素と同じN末端配列を有していた。　B．　fuscum　var．　dextranlYticum　040　7株で菌

体外に酵素を生産するために使用されるシグナル配列が大腸菌でも認識されている

ことは、本酵素が大腸菌においては成熟酵素の状態でペリプラズム七分に輸送され

ていることを示す。ただし、E．　coli　plTD－Sについては18℃での培養や発現の誘導

に用いたIIγrGの濃度を低下するなどの処理を行っていないため、弱い誘導条件下で

の発現についても検討する必要：がある。

　　E．coli　ITD－Nを用いたイソマルトトリオデキストラナ門戸の発現は、当初培養

温度およびlprG濃度をプロトコールで設定されている条件で行ったが、発現した酵

素はほとんど不溶性となり、活性を有する状態では得ることができなかった。これ

は目的酵素の合成が急激に行われたため、タンパク質の折り畳み（foldi㎎）が追いつ

かないためではないかと考えた。そこで発現誘導を緩やかな条件にするために一般

的に行われている低温での培養、および発現誘導剤であるIPTG濃度を下げることに

より、発現酵素を可溶性の状態で得ることを試みた。その結果、菌の増殖速度が極

度に低下し、18℃で培養を行った場合、発現誘導を行う培地濁度であるOD600＝

0．6に達するまでに約24時間（37℃で行った場合約2時間）必要であったが、発現

した酵素は大腸菌タンパク質の約18％を占めるまでに蓄積された。これらのことよ

り、大腸菌におけるイソマルトトリオデキストラナーゼの発現は、急激な誘導を行

わず、かつシグナル配列を除いた成熟酵素が細胞質に蓄積されるように設定するこ

とにより、菌体内における大量の蓄積が可能であることが示唆された。

2・大腸菌発現イソマルトトリオデキストラナーゼの精製。

　大容量培地で大腸菌を培養し、得られた菌体を超音波破砕した結果、無細胞抽出

純計に、予備実験から予想された酵素量に比べ約1／3程度の活性しか回収できなかっ

た・これは予備実験で少量の菌体を小型遠心チュー…一ブで行っていたのに比べ、超音

［80］



懸鍛鰐　側燦綴弱鍼撫F’s㊥　箭だ繍難難　

■」陛一、＿～

　　　rl悪顔ゴレー一一一…

波処理の辮が悪く、破砕が不＋分であったことや・長時間の破砕により熱失活が

起こっていることなどによるのだろう・今後アミノ酸変異株からのイソマルトトリ

オデキストラナーゼの精製を行う場合は・小容量で破砕を行い破砕時間を極力短く

するか、フレンチプレスなど熱が発生しないような条件での菌体破砕法を用いると

良いかもしれない。

　　得られた無細胞抽出液からの発現酵素の精製は・3回のクロマトグラフィーによっ

てSDS－PAGEでバンドが単一になった。しかしながら精製酵素の比活性はオリジナ

ルの精製酵素に比べ半分以下という値となった・またオリジナルの酵素と諸性質を

比較した結果、至適pHはほとんど変化しなかったが・Km・V値を測定した結果オリ

ジナルの値と大きく異なる結果となった。特にKmが精製したオリジナル酵素の約3

倍になった。このことより、今回の精製で得られた大腸菌由来のイソマルトトリオ

デキストラナ目下の比活性が低い原因として、精製が不十分であることよりも発現

酵素自体の活性が低いことになる。この原因としては超音波破砕時の失活か、もし

くは大腸菌で急激な発現が行われているために酵素が活性を持つ立体構造を取るよ

うに折り畳まれない（misfolding）状態のイソマルトトリオデキストラナーゼ分子

が存在していることが考えられる。特に今回の大量発現に用いたプラスミドはイソ

マルトトリオデキストラナ一州遺伝子のシグナル配列部分を持たない成熟酵素をコー

ドしている部分のみを用いて構築されている。よって折り畳みが行われる前の段階

で既にシグナル配列が存在せず、そのためにオリジナルの酵素と異なる折り畳みを

する可能性がある。また、ペプチドシーケンサーによるN末端解析の結果・E・　coli

ITD一一N由来のイソマルトトリオデキストラナーゼはN末端に開始コドンであるメチ

オニンが付加したままとなっており、このこともオリジナルの酵素に比べ活性が低

い原因となっているのかもしれない。これらについては、E．　coli　ITD－N程度の活性

を得ることが難しいが、シグナル配列を有したイソマルトトリオデキストラナーゼ

遺伝子を有するプラスミドplTD－Sを用いて発現を行い、精製を行うことにより明

　らかにしたいと考えている。

3．大腸菌発現イソマルトトリオデキストラナ日曝によるデキストラン分解産物

発現イソマルトトリオデキストラナーゼでデキストランを分解した場合に得られ

る生成産物を薄層クロマトグラフィーにより確認した。その結果オリジナルの酵素

［81］
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と同様スタンダードとして展開したオリゴ糖と展開距離が一一一H一致しない数種類のマイ

ナv・・一一・・スポットが確認された。これに対し酸処理により分岐部分を除いたデキストラ

ンにオリジナルの酵素を作用させた場合、イソマルトテトラオース（IG4）以上のスポッ

トが認められなくなった（Figure　4－13）。　IG4はデキストランの酸分解により遊離し

たものであると考えられることから、脱枝処理によりマイナースポットが認められ

なくなったことにより、イソマルトトリオース以外のスポットはデキストランの分

解により遊離した分岐部分であると考えられた。しかしながら・分岐部分を構成す

るα一1，2、α一1，3、or　一1，4などの結合を持つオリゴ糖に対し選択的に転移反応を

行う可能性も残されていることより、本酵素による転移反応試験・もしくは

HPLC、マススペクトル等を用いた分解産物の特定等を行って解明したいと考えて

いる。さらにB．fuscum　var．　dextranlyticumをブルーデキストランを含むプレーー

ト上で生育した場合、ハローを形成することを確認しているが（デ・一．．一一．タは示してい

ない）、これがイソマルトトリオデキストラナーゼによるものであることをE．　coli

ITD一・一Nのハロー形成能により確認した（Figure　4－14）。これまでエキソ型の酵素は

デキストランの分岐部分を分解できないことよりハローを形成することができない

と考えられてきたが、本酵素によって分岐部分を超えて分解ができるようなエキソ

型デキストラナーゼではブルーデキストラン培地上にハローを形成することが可能

であることが判明した。よって、エンド型デキストラナーゼをブルーデキストラン

分解能でスクリーニングする場合には、イソマルトトリオースよりも大きな単位で

分解を行うエキソ型のデキストラナーゼである可能性があることを考慮に入れるべ

きである。
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Figure　4一　3．　．　SDS一・polyacrylamide　gel　electrophoresis　of　cell－free　extract　from

E・　coli　rrD－vS．

　　Details　are　described　i　n　Materials　and　Methods．　E．　coli　rrD－S　was

cultured　at　3．　00C　and　200rpm．　IMTD　expression　was　introduced　by　l　mM　IPTG

addition．　Number　of　each　lane　shows　the　hours　from　expression　induction．
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Figure　4－4．　SDS－polyacrylamide　gel　electrophoresis　of　isomaltotrio－dextranase

from　Brevibacteri〃〃z　jUsc〃〃z・var．　dextranlylic〃〃z　and　E．　coli　lrlrD－N．

　　E・co1∫ITD－N　was　cultured　at　37℃and　200rpm．　IMTD　expression　was

lnduced　by　l　mM　IPrG　addition．　Number　of　each　Iane　shows　the　hours　from

IPTG　addltion．（A），　cell　free　extract；（B），　inclusion　body　fraction　of　6hr

り

tnduced　E　coli　ITD．N；E，　Escherたhia．　col／BL21（DE3）cell　free　extract．
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Figure　4－5．　SDS－polyacrylamide　gel　electrophoresis　of　isomaltotriodextranase

from　Brevibacterium　juscum　var．　dextran！yticum　and　E　coli　ITD－N．

　　Details　are　described　i　n　Materials　and　Methods．　E．　coli　ITD－N　was　cultured

at　18℃and　200rpm，　IMTD　expression　was　induced　by　O5mM　I町G　add1tion・

Number　of　each　lane　shows　the　hours　from　IPTG　addition．　（A），Cell－free　extract

Of　E・　coli　ITD－N　cultured　with　OmM　IIYrG；　（B），Cell－free　extract　of　E．　coli　ITD－

N　cultured　with　O．5mM　IPTG；　（C），　lnclusion　body　fraction　of　E．　coli　ITD－N

cultured　with　O．5mM　IFrrG．
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Figure　4－6．　Chromatography　of　isomaltotrio－dextranase　from　E．　coli

ITD－N　on　a　DEAE－Sepharose　CL－6B　column．

　　The　enzyme　solution　was　put　on　a　DEAESepharose　CL－6B

column　（3．3　x　35　cm，　299ml）．　Fractions　of　10　ml　each　were

collected　at　a　fiow　rate　of　10　ml　／　hr　（1．2　cm　／　hr）．　m，　absorbance　at　2

80nm；　e　，　isomaltotrio－dextranase　activity　（unit　／　ml）；　一一一　，　NaCl

concentration　（M）．
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Figure　4－7．　Chromatography　of　i　somaltotrio－dextranase　from　E．　coli　ITD－N

on　a　Bio－Gel　P－100　column．

　　The　enzyme　solution　was　put　on　a　Bio－Gel　P・一100　column　（2．6　x　78　cm，　4

14　ml）．　Fractions　of　5　ml　each　were　collected　at　a　flow　rate　of　5ml　／　hr　（O．9

cm／hr）．回，absorbance　at　280nm；◆，isomaltotrio－dextranase　activity（unit

／ml）．
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Figure　4－8．　Chromatography　of　isomaltotrio－dextranase　from　E．　coli

ITD－N　on　a　DEAE－Sepharose　CL－6B　（2nd）　column．

　　The　enzyme　solution　was　put　on　a　DEAE－Sepharose　CL一一6B　column

（1．8　x　33cm，　84　ml）．　Fractions　of　2　ml　each　were　collected　at　a　flow

rate　of　5ml　／　hr　（2　cm　／　hr）．　N　，　absorbance　at　280　nm；　e　，　isomaltotrio－

dextranase　activity　（unit　／ml）g一一　，　NaCl　concentration　（M）．
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Figure　4－9．　SDS一・polyacrylamide　gel　electrophoresis　of　purified　i　somaltotriodb

dextranase　from　E．　coli　ITD－N．
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Figure　4－10　．　Effects　of　pH　on　the　activity　of　isomaltotrio－dextranase

expressed　in　E．　coli　ITD－N．

　　The　enzyme　activity　was　measured　in　the　standard　reaction　except

that　Britton　一　Robinson　buffer　of　each　pH　was　used．
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Figure　4－11．　Lineweaver　一　Burk　plots　of　hydrolysis　of　dextran　by　isomaltotrio－

dextranase　expressed　in　E．　coli　rrD一一N・

　　　The　reciprocal　values　of　the　dextran－hydrolytic　velocity　and　substrate

concentration　were　plotted．　For　calculation　of　the　Km　and　V，　the　least　squares

method　4s）　was　used．
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Figure　4－12．　TLC　for　hydrolysis　products　of　dextran　by　isomaltotrio－

dextranase　expressed　in　E．　coli　ITD－N．

　Reaction　mixture　was　boiled　to　inactivate　the　enzyme　at　indicated

ti　mes．　Development　was　done　with　a　solvent　system　of　isopropanol：

n－butanol：H20＝12：3：4　（v　／　v）．

S，　standards：　Glu，　glucose；　G2，　maltose；　G3，　maltotriose；　IG2，

isomaltose；　IG3，　isomaltotriose；　IG4，　isomaltotetraose；　IG5，

isomaltopentaose；　IG6，　isomaltohexaose；　IG7，　isomaltoheptaose．
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Figure　4－13　．　Thin　layer　chromatography　of　debranched　dextran　and　its

products　by　isomaltotrio－dextranase，

　　Dextran　was　treated　with　O－O．4N　HCI　for　4　hr　and　neutralized　with　NaOH．

Debranched　dextran　was　hydrolyzed　with　i　somaltotrio－dextranase　at　370C　and

for　48　hr．　S，　standards　（glucose，　IG2JG3，　IG4，IG5，　IG6，　and　IG　7）．　Dextran

was　debranched　with　HCI　of　ON　（lane　1），　O．05N　（lane　2），　O，　IN　（lane　3），　O．15N

（lane　4），O．2N　（lane　5），　O．25N　（lane　6），　O．3N　（lane　7），　O．35N　（lane　8），　O．4N　（lane

9）・　After　neutralizati　on，　each　acid－treated　dextran　was　hydrolyzed　w　ith

isomaltotrio・一dextranase　（lane　1　’一9’）．　Development　was　done　with　a　solvent

SYstem　of　acetonitryl：ethyl　acetate：1－propanol：H20　＝　85：20：50：100　（v／v）．
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Figure　4－14．　Detection　of　isomaltotrio一一dextranase　activity　through　halo　formation　on

blue－dextran　plate．

　　The　medium　used　for　blue－dextran　plate　was　the　same　one　of　Brevibacterium

ル∫α〃n・var．　dexかanlyが。〃π、　slunt　with　O．2％Blue　dextran　2000（Pharmacia）．

Before　incubation　，　50ptl　of　O．1M　IPTG　was　spread　on　the　surface．

A，Brev／bacterium．fascum　var．　dex1rα履y≠た媚ηstrai　n　O407：B，　E．　coli　B　L21（DE3）：

C，　E．　coli　ITD－N．
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第5節　要約

　　B，fuscum　var．　deXtraniYticum　0407株のゲノムDNAより単離したイソマル

トトリオデキズトラナーゼ遺伝子（imtd）の大腸菌での発現を行った・

1㎞亡d断片は成熟酵素をコー…一・ドする部分のみとシグナル配列をコードする部分も含め

た領域の2種類を調製し、それぞれ発現用プラスミドのT7ファージプロモータs一一…L下

流に導入した。IPTGによる発現誘導を行った結果・シグナル配列部位を有する場合

オリジナルの酵素と同じようにシグナル配列の切断が行われていたが、発現量は低

く抑えられた。これは、シグナル配列が大腸菌においても分泌シグナルとして機能

し、酵素がペリプラズム画分に蓄積するからであろう。一方成熟酵素部分のみを導

入した場合、37℃での培養および1mM　IPTGによる発現誘導条件では発現タンパ

ク質：が不溶性となり、活性が得られなかった。培養温度を18℃に設定し、IPTG添加

量を0．5mMにまで下げることにより、発現酵素が可溶性となり、最終的に発現酵素

は菌体タンパク質の約18％にまで達した。培養液あたりのイソマルトトリオデキス

トラナ…一一Lゼ活性は、B．　fUscurn　var．　deXtran1Ytfcumと培養上清と比較して約2．9

倍となった。大腸菌組換え体の無細胞抽出液よりイソマルトトリオデキストラナー

ゼの精製を行い、諸性質についてオリジナルの酵素と比較したが、比活性はオリジ

ナルに比べ半分以下となり、Kmの増加、　Vの減少が確認された・

［97］
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第5章　Brev：ibacterium加scum　var．　deXtraniYticum　O407株にお

　　　　けるデキストラン代謝機構

第1節緒言

　デキストランをはじめプルラン71）、キシラン72）などの多糖類を代謝する細菌より、

これらの分解酵素をコードする遺伝子が単離、解析されている。その遺伝子の周辺

には分解生産物の菌体内への取り込みや、その分解産物よりエネルギーを得る経路

の酵素をコードする遺伝子群が存在し、オペロンを形成していると報告されている。

71，72）プルラナーゼおよびα一アミラーゼ活性を有するThermoanaerobacten’um

thermosulfrt’genesが、その染色体上にプルラナ西域をコードする遺伝子の3’下

流に、マルトース輸送タンパク質およびα一アミラーゼをコードする遺伝子群が存在

している71・73・74）。またエンド型デキストラナーゼ生産菌として知られる

Sreptococcus　m　u　tansの染色体には、デキストラングルコシダーゼ遺伝子の上流に

α一ガラクトシダーゼ、糖質輸送タンパク質、ATP結合タンパク質などをコードする

一連の遺伝子群が存在し、またこれらの遺伝子群のアンチセンス側に、多糖類代謝

菌に見いだされている代謝制御タンパク質をコードする遺伝子も報告されている

75）o

第3章において、イソマルトトリオデキストラナーゼ遺伝子（im　td）の上流域には

or・一グルコシダーゼのC末端領域をコードしていると思われるORFの存在が明らかと

なった。さらにfragment　BHにおいてイソマルトトリオデキストラナーゼ遺伝子の

上流域にプロモーター領域が存在せず、イソマルトトリオデキストラナ戸畑は本

ORFとポリシストロニックな発現を行っていることが示唆さた。これらのことは、

B・　fuscum　var．　deXtranlyticum　0407株の染色体上において、　imtd上流に他の多

糖類分解酵素生産菌で見いだされているような糖質代謝に関わる遺伝子群が存在し

ている可能性を示している。

本章では、第3章で単離した断片をもとにim　tdの5’末端側上流域への遺伝子歩

行を行い、その結果見いだされたデキストラン代謝に関わる一連の酵素、タンパク

質をコードする遺伝子群について報告する。さらに、第3章において見いだされなかっ

たイソマルトトリオデキストラナーゼ遺伝子の発現に関わるプロモーター領域の推

［98］
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定についてあわせて報告する。

第2節　実験材料および方法

1．使用菌株

　クローニングおよび塩基配列の決定に用いた大腸菌、プラスミドおよびこれらの

取り扱いについては第3章に記載した。

2．im　td上流域のクローニング

基本操作は第3章で示したゲノミックDNAライブラリーのスクリーニングと同様

の方法を用いた。クローニング用のプローブには第3章で単離したBamHI断片

（4，506pb）より、　BamHI－Xhol断片（730　bp）を調製し、　DIGでラベルしたものを使

用した。DIGラベリングはDIG一一High　Prime（Boeringer　mannheim）を用いて行っ

た。ハイブリダーゼーションおよび洗浄は68℃で行った。

3　ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）53）

　PCRにはGeneAmp　PCR　System　2400（Perkin　Elmer）を用いて行った。　IMTD

遺伝子上流域のクローニングにより得られたSmal－Kpnl断片（3391　bp）の配列

を基にオリゴヌクレオチドプライマーBam1898（TCCCAAACGGGATrGGTACA＿

TCTG，24　mer）およびXba476（CCTCTAGAAGTTGGAAAAGGAGAAGTACGCG，

31mer）を合成した。　PCR反応はTaKaRa　Ex　Taq（宝酒造）を用いた。　PCRの反応組

成100μ1は10ng鋳型DNA、60　pmol　Bam　1898プライマー、60　pmol　Xba476プラ

イマー一、0．2mM　dNTP混合物、2．5　unit　Ex　Taqを含むTaq緩衝液［10　mM　Tris－

HC1（PH　8．3）、50　mM　KC1、1．5　mM　MgC12］からなり、94℃、1分間（DNA変

性）一55℃、2分間（プライマーのアニール）一72℃、3分間（プライマーの伸長）の

反応を25サイクル行った。PCR産物はBamHIおよびXbalで消化した後、1％アガ

ロ』ス電気泳動に供した。ゲルより回収したDNA断片は大腸菌プラスミド

PBluescript　II　KS（＋）のBamHIおよびXbaIサイトにLigation　kit（宝酒造）を用い

て連結した後大腸菌JM109に導入し、その後の解析に用いた。

［99］
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4．　塩基配列の決定

　核酸電気泳動・DNAシーケンス用電気泳動、塩基配列およびアミノ酸配列の解

析で用いた装置および基本操作についてはすべて第3章に記載した方法で行った。

5，類似配列の検索および比較

　相同性配列の検索および配列の比較はすべて第3章に記載したプログラムを用いて

行った。

6．プロモータ■一・・一一・領域の検索

DNA配列上に存在するプロモーター領域の検索はインタs・・一・dhネットのプログラム76）

（Promoter　Prediction　by　Neural　Network，　address：　http：／／www一

㎏c．1b1．gov／proj　ects／promoter．html）を用いておこなった。

［100］
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第3節　実験結果

第1項　イソマルトトリオデキストラナーゼ遺伝子（im　td）上流域の解析

1．サザンハイブリダイゼーション（1回目）

　第3章で作製したpBHの制限酵素地図、およびサザンハイブリダイゼーションの

結果から・得られたfragment　BHの5’末端側上流よりさらに2，000　bp上流にSmaI

による認識部位が存在することが明らかになっている（Figure　3－2参照）。一方、

fragment　BHの5’末端側BamHI－Xhol（730　bp）を用いてプローブ（probe　BX）を

作製し、ゲノミックサザンハイブリダイゼーションを行った（Figure　5－1）。その結

果・EcoRI・EcoRI一一　Smal、　Kpnl、およびKpnl－Smalの各制限酵素で消化したB，

fuscum　var。　deXtranl：yticum　0407株のゲノム断片で、それぞれ約4，600、3，900、

3，950、および3，400bpに陽性シグナルを得た（Apalでの消化は不十分）。これら

の結果より、ゲノムDNAをSmalとKpnlで消化し、約3，4　kbのSmal－Kρni断片をク

ロー・ニングすることにより、pBHに含まれるBamHI断片よりさらに2　kbほど上流の

解析が可能であると判断した。

2，コロニv一・…ハイブリダイゼーション

　B．　fuscum　var．　deXtrani：yticum　0407菌株のゲノムDNAをSmalおよびKpnlで完

全に消化し・0．8％アガロースゲル電気泳動に供した。ゲルより3－4kbのDNA断片

を抽出し、Sma　IおよびKpn　Iで消化した大腸菌プラスミドpBluescript　II　KS（＋）に

導入後、大腸菌JM109の形質転換を行った。これをIPTGおよびX－Ga1を塗布した

LB／Ampプレートに播種することにより、約1，200個の組み換え体コロニーを得

た（200　colonies／Plate、組み換え体は全体の2／3）。プローブBXを用いたコロニー

ハイブリダイゼーションによるスクリーニングの結果、4個のコ心様・・・・…において陽

性シグナルが確認された。各大腸菌が持つプラスミドについてそれぞれ制限酵素地

図を作成した結果、3個のコロニーにおいて同じ制限酵素認識部位を有しており、か

つpBHと重複する部分では同じ制限酵素地図を示した。従って得られた3個の陽性

コロニーより一つを選択し、プラスミドpSKとして解析を行った。
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3．fragment　SKの解析

　　プラスミドpSKが有する約3・4　kbのSmal－Kpn　l断片（fragment　SK）に関して

詳細な制限酵素地図を作製し、配列の決定を行った（Figure　5－2）．　Fragment　SK

は全長3・391bpであり・このうち3’側1，412　bpは先にクローニングしたfragment

BHのBam　HI－Kpn　l領域の配列と完全に一致した。本DNA断片には5’末端がとぎ

れているORF（dexD）・867　bpからなるORF（dexC）、全dexA、　imtdの5・末端が

存在していた（Figure　5－3）・プロモーター配列の検索の結果、本DNA断片上にプロ

モーター領域と思われる配列は見いだされなかった。

4．サザンハイブリダイゼーション　（2回目）

　Fragment　SKより制限酵素HinclIを用いて602　bpの断片を調製し、　DIGでラベル

したプローブ（probe　HCII602）を作製した。　BamHI、　Xhol、　S訓、およびそれら

と各種制限酵素で消化したB．　fuscum　var．　deXtran1Yticum　0407株のゲノムDNA

断片に対するサザン解析の結果、fragment　SKの5’末端より約3　kb上流にBamHI

認識部位が、同じく2．5kb上流にsalの認識部位が存在することが確認された

（Figure　5一一4）．

5．IPCR77）によるfragment　SKの5’末端側上流域の増幅

　Fragment　SKの5’末端側面流域の解析を行うため、サザンハイブリダイ攣目ショ

ンで確認されたfragment　SKの5’末端側上流にあるS瓠認識部位からfragment

SK中のBamHI部位までの約4．5　kbのクローニングを試みたが、プローブHCII602

を用いたコロニーハイブリダイゼーションの結果、目的の断片を含んだポジティブ

クローンを得ることができなかった。そこでfragment　SK上流域のクローニングに

代わりに・B．　fUscum　var．　dextran1YticumゲノムDNAのBamHI断片（約5　kb）を

用いたIPCRを行い、得られたfragment　SKの5’末端側上流の増幅断片の解析を行っ

た（Figure　5－5参照）。fragment　SKの部分配列を基にして作製したプライマー

（Bam　1898およびXba　476）を用いたPCRの結果、　fragment　SKの5・末端上流域約

3kbを含む3．5kbのDNA断片の増幅が確認された（Figure　5－6）。本増幅断片を

BamHIおよびXbaIで消化し、大腸菌プラスミドpBluescript　II　KS（＋）の同制限酵素

認識部位に導入した結果、fragment　SKの上流域約3　kbを持つプラスミドpBXを得

［102］
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6．fragment　BXの解析

　プラスミドpBXに含まれるBamHI－Xbal断片（fragment　BX）について詳細な制

限酵素地図を作製し・配列を決定した（Figure　5－7）。　fragment　BXは全長3378　bp

からなり・3’末端側末端の474bpはfragment　SKの5’末端の配列と完全に一致し

ていた・本断片にはfragment　SKで確認されたdexDの5’末端部位、765　bpからな

るORF（dexE）・および5’末端から1072　bpまでの領域において、相補鎖側（相補

鎖の3’末端1072bp）にさらに一つのORF部分（dexR）が存在していた。プロモータ＿

配列の検索の結果、本DNA断片上においてセンス側に2箇所（position　1101－1146

およびposition　2668－2713）、相補鎖側において1箇所（position　2204－2159）にお

いてプロモ・・・・・…夕一と考えられる配列が存在した。Fragment　BH、　SK、およびBXの

配列決定により判明したtmtd周辺のORFの位置、大きさおよび方向、プロモーター

の位置および方向についてはFigure　5－8に、解析した全DNA配列については

Figure　5－9に示した。

第2項　各ORFと糖質関連酵素およびタンパク質との相同性

1．　dexA

　Fragment　BHにおいて3’末端側領域のみが確認されていたα　一一グルコシダ川蝉

と相同性の高い配列（dexA）は、　fragment　SHのクローニングにより全長が解析さ

れた・dexAのDNA配列・および推定アミノ酸配列についてはFigure　5－10に示した。

本遺伝子の全長は1725bpであり、開始コドンから8～11bp上流にShine－

Dalgarno（SD）配列が、終始コドンから1～18　bp下流には自立ターミネーターと考

えられる回文配列が存在していた。本遺伝子におけるGC含量および使用されている

コドン頻度についてTable　5－1にまとめた。　ORFにおけるGC含量は59．4％、使用さ

れているコドンの3塩基目については、Cが全体の47．5％、　G＋Cで72％を占めてい

た。

　類似配列の検索を行った結果、本ORFはBaciJlus　thrernoglucosidasius62）および

Bac・cereus78）が生産するオリゴ1，　6一一グルコシダーゼ、およびStreptococcus

mutansが生産するデキストラングルコシダーゼ75＞と相同性を示した（Figure　5一

［103］
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11）・これらの配列に対し本遺伝子の推定アミノ酸配列はいずれも約50％以上アミ

ノ酸配列が一致した・さらに・相同性を示した配列はいずれも、α一アミラーゼファ

ミリーという（β／α）8一一バレル構造を持つ糖質関連酵素ファミリーに属しており63）、そ

の特徴として・触媒部位あるいは基質結合部位と考えられている高度に保存された4

っの領域（consensus　regions）を有している63）。本遺伝子の推定アミノ酸配列もこ

の領域を高度に保持している（Figure　5－12）。

2．dexC、　dexDおよびdexE

　or・一グルコシダーゼ遺伝子の5’末端側臥流域に見いだされた3つのORFは、類似

配列の検索の結果、いずれも糖質分解酵素をコードする遺伝子の周辺に見いだされ

た糖質の膜輸送に関わるタンパク質と類似性を示した71・79）。このうちdexC（864

bp）とdexD（942　bp）は細菌の細胞膜輸送タンパク質ファミリー（ABC輸送体スV一・一・・Lパー

ファミリー・一一）に属する輸送タンパク質71）、dexE（765　bp）は糖質結合タンパク質79＞

と類似性が見いだされた。各ORFの推定アミノ酸配列と他の糖質膜輸送タンパク質

問で配列を比較した結果はFigures　5－13、5－14およびFigure　5一一15に示した。

DexCおよびDexDに対する相同域の比較にはには、　Thermoanaerobacterium

亡he㎜osu1血zfgenges　EM1株由来の膜輸送タンパク質（AmyCおよびAmyD）71）を、

DexEとの配列比較にはStreptococcus　pneum　oniaeで見いだされた膜輸送タンパ

ク質（Ma1X）79）をそれぞれコードする遺伝子の推定アミノ酸配列を用いた。　DexC、

DexD、　DexEそれぞれの類似配列に対して一致および類似するアミノ酸残基は、

DexC一・AmyCでそれぞれ26％および44％、　DexD－AmyDで27％および46％、

DexE一一MalXで25％および35％となった。

3．　dexR

　　類似配列の検索の結果、dexRの推定アミノ酸配列（DexR）はキシロ・・…m一スの代謝

を行う乳酸桿菌Lactobacillus　pentosusのキシロース代謝制御タンパク質（キシロ＿一

ス代謝に関与する遺伝子群の発現を抑制する）であるXy1RのC末端側配列80）と類似

した配列を有していることが判明した。DexRのXy1Rに対する配列の比較結果を

Figure　5－16に示した。　Dex　RとXy1Rの配列保存領域および両配列の類似性は、そ

れぞれ24％および40％となった。
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第4節　考察

1．B．　fuscum　var．　deXtranl：yrticum　0407株におけるデキストラン代謝オペロンの

　　存在

　　第2章で報告したとおり、イソマルトトリオデキストラナーゼはシグナル配列

の切断を伴って菌対外に分泌され・培地中に蓄積する。このことはイソマルトトリ

オデキストラナーゼによるデキストランの分解が躯体の外で行われていることを示

している・イソマルトトリオデキストラナーゼ生産菌であるB．fusCurn　var．

dextranlYticum　0407株がデキストラン分解物をエネルギー源として利用するため

には、分解産物であるイソマルトトリオースを菌体内へ輸送するタンパク質、さら

にイソマルトトリ心肺スをグルコースにまで分解する酵素（α一グルコシダーゼ）が

必要となる。本直におけるデキストラン代謝を解明するためには、これらのタンパ

ク質の解明を行う必要があると考えていたが、第3章においてimtdを含むBamHI

断片を解析した結果、イソマルトトリオデキストラナーゼ遺伝子の上流には推定ア

ミノ酸配列がBa（rillus属の細菌が生産するオリゴ1，　6一グルコシダーゼ（α一グルコ

シダーゼ）62）と相同性を持つORFのC末端側の一部が存在していることが確認され

た。そこでイソマルトトリオデキストラナ下国活性が最大に達した培養96時間目に

おいて、培養上清と菌体内におけるα一グルコシダーゼ活性を測定した結果、培養上

清には活性は認められず、超音波破砕した母体の無細胞抽出賢相において活性が認

められた。このor・一一グルコシダーゼは至適pHが中性付近にあり、マルトオリゴ糖よ

りもイソマルトオリゴ糖により高い分解活性を示した（データは示していない）。

一方、多糖類分解能を有する細菌では、分解する糖からグルコースを生産し、解糖

系においてエネルギ・…一・・Fを得るために必要なタンパク質をコードする遺伝子群が染色

体上の一箇所に集中し、カタ：ボライト抑制などの調節機構がその遺伝子群の複数の

箇所において同時に行われている例がいくつか報告されている。　例えば、

Th　ermαanaerobacteriurn　th　erm　os　ulfrigenes　EM1株は菌体外にα一アミラーゼ

73）・細胞膜の外側において膜に結合する形でブルラナーゼを生産し74）、菌体内にα

、グルコシダ日面を生産する高熱菌であるが。）、染色体上にα一アミラV一…ゼ遺伝子

（amyA）とプルラナーゼ遺伝子（amyB）に挟まれる形で膜輸送タンパク質（amyCお

よびamyD）、および糖質結合タンパク質（amyE）が存在している7・〉。　amyAおよび
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dinyBがそれぞれ独自の・amyC・D・EはamyEの5’末端側上流にあるプロモ＿タ＿

を有しているが・それぞれのプロモーターによる発現制御以外にも、その5・末端側

に存在するORFのプロモーターによっても転写が行われていることがノーザン解析

により明らかにされており・多糖類分解酵素と糖質の膜輸送に関わるタンパク質の

発現が協調的に行われていることが報告されている。B，　fuscum　var，

dextran1Yticum　0407株においても同様にα一グルコシダーゼおよび糖質の膜輸送に

関わるタンパク質が存在する場合・fragment　BHの解析結果よりイソマルトトリオ

デキストラナーゼ遺伝子の3’末端側自己のプロモーター領域を有するトランスポサ＿

ゼ遺伝子が存在し、これが糖質の代謝に関わらないものと推定されることから、他

の糖質関連タンパク質が存在するのは全てイソマルトトリオデキストラナーゼ遺伝

子の5’末端側上流域であることが推測された。これらのことを解明すべく、さらに

イソマルトトリオデキストラナ日誌の発現に関わるプロモータS…一・一領域の検索を行う

ために、5’末端計上流域の解析をおこなった。

　2，　各ORFの相同性

1）DexA、およびDexCDE

　クローニングおよびIPCRによりイソマルトトリオデキストラナーゼ遺伝子上流域

を解析した結果・imtdの上流約6　kbにおいて5個のORF（dexACDER）が存在し、

いずれも糖質の代謝に関わるタンパク質および酵素と相同性を示した。特にDexA

はイソマルトオリゴ糖に高い活性を示す酵素群（オリゴ1，6一グルコシダーゼおよび

デキストラングルコシダーゼ）と高い相同性を示し、菌体においてこれらの酵素と

同様の活性が確認され、さらにFigure　5－1に示したサザン解析の結果から本遺伝子

が染色体上に1コピーしか存在していないことからも、本ORFの発現産物がα一グル

コシダーゼであることが推定された。これらについては第6章において詳しく報告す

る。

　g方、さらに上流域に見いだされたORFはそれぞれ膜輸送タンパク質および糖質

結合タンパク質と低いながらも相同性を示した。相同性を示したタンパク質

（ArnyC、　AmyD、およびMalX）はいずれも糖質分解酵素の周辺に見いだされたもの

であるが・いずれも大腸菌のABC（ATP－binding　casette）トランスポーターと呼ば

れる一連のATP依存型膜輸送タンパク質と相同性を持つものとして見いだされてい
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るが・AmyC・AmyDのようにATPに依存しない種類も存在する。本菌におけるイ

ソマルトトリオデキストラナーゼとα一グルコシダーゼの存在位置より、糖質の膜輸

送はデキストラン代謝の重要な位置を占めており、本菌においても他の多糖類分解

酵素同様に糖質分解酵素遺伝子の周辺に存在し、それらと連動する状態で発現する

ことは当然のことと考えられる。本論文では相同性により各ORFの役割を推定する

にとどまり・実際の働きについての情報は、プライマv一・…伸長法を用いて各ORFの転

写開始点を決定する他・各ORFの配列を基に作製したプローブを用い、培地中の炭

素源（デキストラン・イソマルトトリオース、グルコv・・一一スなど）と転写産物の関係を

ノーザン解析により解明することにより解明されることを期待する。

2）　DexR

DexRと相同性を示したキシロース代謝抑制タンパク質Xy1R80）は、キシロース資

化菌であるLactobacillus　pen　tsusの染色体上において、2種の膜輸送タンパク質

（Xy1PおよびXy1Q）・とキシロース代謝の第一反応を司るキシロースイソメラーゼ

（Xy1A）に挟まれる状態で存在している。キシロースの代謝抑制はXylRとCcpAと

いう2種類のタンパク質で行われているが81）、CcpAがキシロースイソメラ一一．一．ゼのプ

ロモーター領域に存在するコンセンサスな結合領域（7herm　oanaerobacterium

thermosulfrigenesのamyABEの各プロモータ…一一・・一周辺にも存在）と結合し、代謝産

物による転写抑制（カタボライト抑制）をおこなうのに対し、Xy1Rはカタポライト

抑制とは異なる経路で下流のXy1AおよびXy1B（キシルロースキナーゼ）の転写を

抑制している81）。B．　fαscum　var．　deXtran1Yticurnで見いだされたDexRによるα＿

グルコシダーゼやイソマルトトリオデキストラナーゼの転写抑制の有無については

さらにDexR変異株を用いたノーザンハイブリダイゼーションなどを行う必要があ

るが・プロモーター領域の200bp前後にあると言われる代謝抑制タンパク質の結合

領域は、今回解析した配列上に見いだされたプロモーター領域の周辺には見いださ

れず・Xy1R同様DexRによる転写抑制もグルコースなどにより誘導されない非カタ

ポライト抑制型であることが推測された。

3・プロモーター領域

解析したB．　fuscum　var．　dextran1Ytゴ。　um　0407株の染色体DNA断片（9，500
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bp）には4箇所のプロモーター領域が見いだされ（Figure　5－8）、それぞれdexR、

dexEおよびdexD・dexAおよびimtd、　trpAのグループで発現を行っていると考え

られた・しかしながら・開始コドンから推定転写開始点まで33bpという妥当な位

置に存在するtrpA上流のプロモー・ター領域に対し、デキストラン代謝酵素およびタ

ンパク質の発現に関わるプロモーター領域は、最初の開始コドンまでいずれも300

～1000　bp以上の距離があった。原核生物における発現であることから、途中に終

始コドンおよび自立ターミネ・・…一ターが存在しない限りこの状態でも発現が可能であ

ると考えられるが、mRNAの分解を考慮するとこの開始コドンまでの距離は非常に

不利であるだろうと推定された。ただしこのスペースに代謝および転写抑制に関わ

るシグナルが存在することも考えられることから、これらについてもノーザン解析

およびプライマー伸長法による転写開始点の特定を行い、解明されることを期待し

たい。
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Figure　5－1．　Southern　blot　analysis　of　Brevibacteriumfascum　var．

dextranlyticum　genomic　DNA　fragments　of　using　the　BX730

probe．

　　Genomic　DNA　（5　rd）　was　digested　with　Apal　（lane　1），　Apal－

Smal（lane　2），　EcoRI　（lane　3），　EcoRI　一Smal　（lane　4），　Kpnl　（lane　5），

Kpnl－Smal　（lane　6）　and　fractionated　on　a　O．89e　agrose　gel．　DNA

fragments　were　transferred　to　a　nylon　membrane　and　probed　with

DIG－labeled　DNA　fragment

BX730．　An　X－ray　film　was　exposed　for　3hr　at　room　temperature．
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Figure　5－2．　Restriction　map　and　sequence　strategy　of　fragment　SK．
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DNA　fragment　used　for　making　probe　was　showed　by　a　two－direction　allow．
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Figure　5－4．　Southern　blot　analysis　of　Brevibacterium．fuscum　var．

dextranlyticum　genomic　DNA　fragments　using　the　HCII602　probe．

　　　Genomic　DNA　（5　pt　1）　was　digested　with　BamHI　（lane　1，　5），　BamHI－

Hindlll（lane　2），　Xhol　（lane　3），　Xhol　一Hindlll　（lane　4），　BamHI－Apal（lane　6），

BamHI－EcoRI（lane　7），　BamHI－EcoRV（lane　8），　BamHI－Kpnl（lane　9），

BamHI－NoA（lane　10），　BamHI－Pstl（lane　11），　BamHI－Sacl（lane　l　1），

BamHI－Sall（lane　12），　BamHI－Stul（lane　13），　BamHI－Xbal（l　ane　14），　and　SaA

（lane　15）．　DNA　fragments　were　transferred　to　nylon　membranes　and

probed　with　DIG－labeled　DNA　fragment　HCH602．　X－ray　films　were

exposed　for　3hr　at　room　temperature．
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Genomic　DNA　of　Brevibacterium　fascum　var．　dextran！yticum

　　　　　　　　　　　‘

　　　　　　　　　　　　　BamHI　digesion

　　　　　　　　　　　　　Preparation　of　4－6kb　fragments

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Xba476　Bam1898　Xba476

Ban経ll Smal　BamHIi　Selfligation

　　　　　　　　　　にの　　

Smal

BamHI　Kpnli　Primer　construction

Bam　1898 Xba476

BaniHl

　
　
　
壷

Template

Smal

Bam　1898：　5’　一　TCCCAAACG（｝GAT”1”CK｝TACATCTG　一　3’

Xba476　：5’一Cer－tAGAAGTTGGAAAAGGAGAAGTACGCG－3’
　　　　　　　　　　　Xbal

Apr

Multi　cloning　site

Bam　1898

i　PCR

Xba476

pBluescript　II　KS（＋）

BamHI－Xbal　digestion

EuaZZuaZZZvaiEiiEi
　　　BaniHI 　　　　　　　　　　Sinal

　BamHI－Xbal　digestion

EIZZMtzvavamoZZMEX
BatnHI

Smal　Xbal

Li　gation

Apr
s－1一一．一ht：．t一．／一．t一．，tt一一tSL一一t－1一一gt一／［

Batnl｛1 Smal　Xbal

plasmid　BX

Fi　gure　5－5．　Strategy　for　constructi　on　of　plasmid　BX　by　inverse　PCR．

　　Details　are　described　in　Material　s　and　Methods．　The　regi　ons　of

uncharacteri　zed　and　overlapped　with　fragment　S　K　are　denoted　with　red

and　blue　stripe，　respectively，
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Figure　5－6　．Agarose　gel　electrophoresis　of　the　PCR　products　for

plasmid　BX　construction　．

　　Ten　pt1　of　PCR　product　was　loaded．　PCR　conditions　and

strategy　for　construction　of　plasmid　BX　were　described　in

Materials　and　Methods　and　Figure　5－5．　PCR　product　used　for

construction　of　plasmid　BX　is　shovvn　with　an　arrow．　Lane　1，

DNA　size　marker　（X－HindHI　digest　and　¢X　174－Haelll　digest）；

lane　2，　the　PCR　product　from　self－l　igated　BamHI　fragments

using　Bam1898　and　Xba　476　primers．
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Figure　5－7．　Restriction　map　and　sequence　strategy　of　fragment　BX．

　　The　region　whigh　overlapped　with　fragment　SK　was　showed　as　shadow．
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▲

GATCCCGTCTCATCGCTA管GCCTTCGTCGACTGAG㏄ACGC㏄TAT㏄A㏄CGAGCCGGACGCCT壬C㏄

G㏄GA田GAT紬mCC㏄田GTG㏄ATGGTGAGGTTGCAGAT田㏄CGCGATA乱GTCGCCCGAGACCTCGΨCC

GCαrCTTGTATCACTCGCGCTGCGGCCGGATCGCCCTGCTGCGCGAGATCGAGCGCTTCCTCAムATTCC

CGGTGCGACCTAAGGCA岱TTGAGACGTGGCGGGCGATTGCGTCCGAATTGAGCATGCTGGTGGCGCACC

α℃GGTGGCCCGCGGCACAτPAAGGGTCCGαPCGGGTCCAAAGGCCAGTGCCCCACCAGGCCGAT岱CCGT

TCATCACCCACGACGACGGAGCCGTTCGCCACAAGGCCGAATCCGGTGCCGACACCCAAGGTGACTACC

CGAACCGAI1℃αPCATCGCGTCCりPTCTCCGAACCAG①GCTCATACTCGGTGAAGGCGAC田ATGTCGTTG

GACCAGAGTCGGGATGCCGGTCGCTくPCGGTCACCTTCTTGGC『rAGGGGA査GA窪℃GTTCCAGCCC

GGCGCGClrGACCACAAATPTCGCGGIrTCCGGACGAGACCACCGATACCGATGCCAATTCα野CT『じATαrTC

GGTCAGCCCCCAGATCGTTGGTCAGIrCGAGCTA聖CAGTCGAATGACCGCCGCTGGACT壬CGGTCGGTG

GGGCACTGACACGTGTGACTTGATGAACCCGCGAAGGTTAGTGAGCGCGCCGATGATCTCG雪TCτCCC

AGCTΨCATACCGATGAAGTGCTCCGCC窪℃GGCATCGACATCAAGTAGCCGταrCGGGCGTCCTACC㎜

CGTC　GTTA肥GT冤℃TCCGACCTCCAAGA㏄AAGC　CAGτ丁田CAACAAGTG㏄GTGαrTAGCCG㏄TGAGC

TCCGGGAGA壬AGT「rGCAGGCGTαrGGC　GA『rTGC田GCCCTGGAGATCGGCCCCCGTCGGAGGACC7℃GA

GCΨACCGGGAGCGAGGCG？CGGCTCGGCGTGCCGACCAGGCGGAAGTGGTCACCACT肛℃A「r①CTCACA

GCTGATTAGTTTCGGGA乱GCAC　TAT窪℃A田GCTGTTATTCCGGCAA盗GTGTGACGC「PTGACACGAGτAA

　　　　　　　　dexR　3tar七←

sAGTTTTGATCCAATATTAATACCTGCCCAGCGCA腔GGG偲ACT肥C田TCCGAC『巨TACCGACCAA「rGGAGGT

bATC　TGTαrτCAGCAACA乱GAAGCAαrGGCAGCGGGTATCCGC厘GCACTCGCTGCAACCACTCTTGCCAC

fA田CGGCCTAACTGGC　TGCTCCTCAC　CAGGAAG田GAGC　CAATGGC　CAAACCCTGAA麹GTC　TGGTGGTGGG

`GAACGACGACAGCGCGCTTTCCGCCGGCTGGAACCGGGCGATCGAAATTTTTGAAGAGCAGAACCCGGA

bGTCACCGTCGAGTTCGAGαPCAAGACATACGAGCAGATGCAATAATCGGαrCAGCTTCTTCTCGAT歴CT

fACGACGC加CCTGACGmTATGGAGTACC¶口GAAAGGGAACGCGACA㏄CGGTCTCGTGTCACAGGCTGG日PC

sTCTGACAGACαPCACGGAC　GTCGCΨACGGCGAGGAACTGGA乱TCTGGACAGCAC　CGC㏄AGGACGTTGG

fCTGTATGAGA飛C　GGAGTGATGGGCTCAGGGCAACGC　mAC　GGGG㏄AC（IAAC　TACGGC　GAGmACGTGTCA

@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　→dex猛　start

　　70

@　140　　　　　　　　　　　　　　　　　　　爺

@　210

@　280

@　350

@420

@490

@560

@630

@700

@フ70

@840

@910

@980

P050

P120

P190

P260

P330

P400

P470

P540

P610

P680

P750

P820

P890

P960

Q030

Q100

Q170

@　0f

翼ﾈ

@　　　　　　　　　　　　　　　　　r’㍗」　　■曙醒

3
GT1じTGG管ACAACAAGGACCTTTTCGAGGAGCACACGGCC切CG　　τGCCCAC　CACCTTTGATGAGT密CG

CAAGCGCTGGGAACCTTCGCCGATGAGGGCA？CACワeCCCCTCGCGCTGGαr『C曽CAGGATIrACCCCGG

CCCATCT㏄岱CTATGAAC田CGC　G①TGGGGAACATGGACCAGACCTCC曽GGGAGGCCTA（：CAGCAα21rC

CGGTGAAG管管GACTGGA互CGCCTGGGAAAAGGCCGCCGCAACAGTACAGAAC管GGACCGAGCAAGGGT

AlrCGGCAAGGATTCGACGGGCATCA㏄GCCCAGGACGC　C　GGCAATGCCTTCGTCGCAGGTCAGTACCCC

TαPTCGTCTCGGGCACATGGTGGGCAGGAACGTτPCGCCGACCAGGTCACAGACTΨCGAAT「rCGACCAG

CCTCCTCCCAGGIrAACGAACTACATCCCGGGTCCGGCGGA乱ACC肥CTGGGTAGTCCCCGAGAAGGCAG

　　　　　　　　　　　　　　　Figure　5－9a．　Nucleotide　sequence　of　the　genomic　DNA　fragment

@　　　　　　　　　　　　　Br8v∫わoc‘87ゼ配〃2ノ拡∫c配〃z　var．虎冗’roπ」醍ソ∫’o配〃2　strain　O407　containing　the　open

@　　　　　　　　　　　　　reading　f㌃ames　around肋㎡gene。　Open　reading　frames　of　4αR（red）and

@　　　　　　　　　　　　　E（blue）are　shown．
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1：stsyEsisi1！glEE1s2gs2gxz｝slsiaaus2Eg：ss2al＞Rgts2hS11111i：l11G1e1ililNgijiieiigAA　iGGAccTcGcGTAcGAATTcATcGAAArcAcSl111i：l11G1e1ilptiijiieiGi？CEZ1iF（E6EFCIe（gZiXi；Zil　2240

11iftlggS29SISI1Eg2S2S｝1SS2SU19SKi91｝SKi11Silifi！li｛1mpggYGCGCGGTCCCecTCocTGCGGACGAGAGTGCGATCAC．．NtCACCCATTGGTGAGcTcAccAcAde－

Si1t：！：SEIYssiS21｝1！Sl11！RSi2Zl！1＞SI1！SiSll！Sl11！11S1｛IS1g｛i！ilggTCAACGAACTGeTTACCAGCACAAAGGGGGGeCLT．一C．G．．　GGTGGTACCCCGATTGGCcTGTTcccGGce

1！！1！C21illESSi11！SISI1IS2S1111S2SSIS21111！！1SIIS21！Sil11！Sll＞tglSll！EGACGMGCTCGTTGCCCAAACCAGTGAC　C　TJC－LG．T．　ATTGGGCA，ACGTCACTCC¢GAACAAGccGTGGA

2310

2380

2450

SiSl｝IESISS｝91YEEiS2Sts2211Y！：911S2SkE111Si1g9！Y1SlgSlg11gg111）411　AGTTCCGAcATcTcceAGTGcvGGcGGTGcG　2s20

鯉

dexE　e　nd〈e一一一一一

　　　　　　　　　　一dexD　s　tart

CCGGCGCGGCGTACCGCAeACATCAAAGGACCTCAC TGACCGCACAGACCCCGGTCCGCTTCGCCCCC

S1t！2999S2S2！1Sll｝1＞S2Sll！SK；g911｛ig＞fC　CGC　GGAGAAC　CTCCCGAGAGLggmC．．G．CA¢GAGGCTAC　TTGATCTACCTGCTCCCAGGAGTcATTGGA

Slt：9gSS1S121111g11！1Slg！11！！ggS；g：gXTCGCCGTTGTTGCCArCCCCTTC．G．　GGATGAINTCTCTACTACAGTCTCACCAACTGGAGAGGC　GTCG

11SCISiSISI　eSIS1EI！ll11IIS2111！：S｝Sl！ii！1S211g111｝ll！！；gGCCACAGTTCATCGGGCTGGACAAC．T．．A，．CACCCGCTTGCTCGCTGAC　CCA．AcATTCTGGGcATcATTc

11St1211911S2EE121111S2SISi11！！1」5！11？g11ggCACAGTGTTGC　GTTCATCATgG．．．CGATGGCAATCATCCCCACCGCTTT（sciGCGTATTcATcocAGcc

S｝St1S！11：！：Sll！g！11！S；1！1TCTTTGACTACATCGCCCC－G一一A．　AA一．．　TTCGGTGCCCGGGCCGCCAGCATCCTococGCCAeCTTCTACC

9！t2！1S21ES｝11III！2S！1ISIC　CAGATCCTocCCATCGCGGT．一C．　GCAGGTGTGCTCTGGIUUNTGK3CTCTACCA（scCGCAGTACGGAAT

IllSCII＞1！b！11＞iS2S2Sl11｛；S211｛iiSi｝MCACCGTCCTGGG．一G．IV！L．　CCTCGGGCTGGAAGGCATCCAACAAAACTGGC，IMV（X　TGACACAAAcAcc
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g！t1　llSlggS；S2｛2eq；｛TGCCCGCGTTG－A－q．C．　C．　TGCCCTGCACGAAGCCGCAGAGATCGACGGCGCC（usCTGGTTCCAACGCTT

flSt；1！t！llSlt！111：S211eqAGCATCAC　GI｛．．T．．C　CCTCAGC　TCCGAC　CCGAIVNTCGCCGTC　GTCAMCATCAC　CACCTCAGTCGCAGCCC

glg1gtSl！E1g11111SggeggG　TCTTC　GCACC－C．．一AT．　CTAe　GTGCTGACACGAGGAGGTCCGGGAACAAGCACCATCGTCCCCGCGT

ll：lt1：Sg！1：S2S　IICTCCT．一CV［Er．．T．　CCAACTTCTTCACCACAACACAAGTGGGCTACGGCGCTGCTGTTGCCTCCGTCCTCGC

ll：gt1C－T．．GGTCACTATCATCGCTATCGTCCi1tGCTGCGCTACCAGACCCGCAA，TGCCGAGGGATTCG s
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ti．．．g＞dexC　start

S一1i，！t，GTA．．C．GACGCTCACCACCACGCCACCGGIVMTAACCCAGGCAAGCAAACGCCACTC¢TCCCGTCGAAG

CCGTTCACGACGAGGCGCPCAAG（IKrcT（IK3Kl；TGGTCCTCCTCGTCCTCGCTGCCGTG（IK　AGTTCTGATG

TTTTCCCTTCTGG1！？t［1GGCGCTGATCAATGCGTTCAIVXCCAGCACCGGAGTATGTCTCCGGCGGGCCGA

GGAGTCCCGAGC　GAAGTAGACTTCACCGCGATCATTGAATTN？GGACAGGCGTCAACTTCAACCAGAA

TACTCAACAGTGTCATCCTCTCCGGCAGTGTCGCCCTGATCGCTGCGACACTCAGTCTGCTCAGCGCC

C（］K　TATCGGCATCGGCAGGCTTAGGGGC　CGGGTATGGATTCTTGCCGTCTTCATGC　TGGC　GTTCACCA

CCGCAGKI　AAGCGCTGGTCTACCCGCTCTTCGTCCTCACACGCGAACTGAATCTTTACGACA¢CCTGCT

GCGTAACAATCATCCTCGCGGTCCTGCAAAGCGCCTTCGGCACCTACATGCTCGCCTCTGTGCTGGG

ATTCCCCACGGAAATCCTTGAAGCGGCTCGA［［！TGGACGGAGCCACGCGATTCCAGATCCTGC　GCATGA

3570

3640

371e

3780

3850

3920

3990

4060

4130

Figure　5－9b．　Nucleotide　sequence　of　the　genomic　DNA　fragment　of

Brevibacterium　juscum　var．　dextranlyticum　strai　n　0407　contai　ning　the　open

reading　frames　around　imtd　gene．　Open　readi　ng　frames　of　dexE　（blue），　dexE

（green），　and　dex　C　（red）are　shown．　The　region　that　two　ORF　overlap　is　denoted

with　reversed　letters　in　black　．
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メ
　t　　　　　　⊂掌

‘

GTGCTGCCGCTCACCAGACCGACCCTCATGGTGCTCGT舶CCTTTTTCT田CATCTGGACGτGG酷CGAC

TCΨτCCT田CCCCTGGT㏄TGCTGCCCTCCTCCGCG舳CCAGACCGTGTC㏄TCTCCCTCG㏄GC田CτC

GG㏄崩TACACCAGCGACCCGACCGCTCTGGCA㏄AGCG田CCATGGCCGG船TCCTGCCAGCCATCA

dexC　end　　　　　　　　　　　dexA　start

TTCTTCCTACTCTTCCAGCGCACCCTCA田GCGCGGTGTTAACATCGGAGCGATC　・・CACGCT㏄

CCGGCAACCCGCCACGCAAGCCTCAAAGCGACτGATGAATGGτGGAAAGCCTCCGTCGTTτACCAGG

TACCCCC㏄AGTTTC㏄TGACTCCAACGGCGACGGGATCGGCGAC配CCAGGGCATCATCA㏄CG㏄T

ATCACCTCCAGGAムCTGGGCGTGGACGTCCTCTGGCTTTCACCCGTC田ATGCT？C㏄CGCA㏄ACGAT

CGGC①ATGACA曽CAGCGACTACrrACTCCATCGATCCGACCT田C㏄AACAC密㏄AAGACCTGGACGAAC

A「rCGGCGAGT90GCATACCCGAGGCATGAAATTGGTGATGGATCTGGTCGTGAACCACACCTCAGAワP

ACGAGTGGT応CCAGGAATCACGATCGGACCGTACCCA①CCCAA瓦CGGGA『BTGGTACAτCTGGCGGGACC

GCACCACGGTGCCGAACCCAACAATTGGGGGTCAT田CT田CTCGGGAτCCGCCτGGG触丁㏄GA禦G飢C

CCGGACAGTACTTCCTCCACCTCTTCII℃CA㎜GCAACCGGATCTCAAC田GGGAGAACCCCGAAGT

GCGC　CGCAATCΨAC　C　GGA田GATGAACTGGTGGCワロGGATCGGGGCA㎜GACG㏄TTCCGCATGGAC　GTC

CAGIPTTCATCTCAAAGCACCC①GACCT℃PCCI醒GACGGT㏄CG｛PGG㏄AAGGGCGGGA「むA「むGGGGTGACG

ATCCCATTCTIrCGGTTC卯GGGCCGC　GCGTC　CACGAATAC　C肥GCAGGAAATGCACCG聖GAGGTAT田TGC

4200

S270

S340

S410

S480

S550

S620

S690

S760

S830

S900

S970

T040

T110

T180

T250

T320

T390

T460

T530

T600

@0f

ACCGCGACGCCGA田CTACTGACCGTGGGq齪GA瓦A？GGIPCGムCGTCACACCTGAAC¶PGGCGCGGCTCTAC

CGACCAGCGGCGCAAAGAACTCGACATGGTGTTCCACTTCGAGCACGTAGGACTCGACCACGGCGCGG

GGCAAGTTCAGCCGCAAAGC　C（＝TCGACCTGGTCGCGGTGAAGCGCTCCτ田CGC　CCGATGGCAGGACGC

TGTCCGACGIPCGGCTGGAACAGCCTCTACTGGAACAAC　CACGATCAACCACGAG田TGTG口じCACGCT耀℃

GATGACAGTGATCAT①㏄TA皿GAATCGGCGACAGCCTτワPGCCACCATCCTCCACCTGATGCGTGGAAC

CC望ACA①CTACCAGGGCGAGGAGCTGGGCATGACAAAτATGCCCTTCACGAGCATCGA田GAGO『lrCC

ACCTCGAGAGCCTCAACTA宙TACCGGCAGGCACτGGAACGAGA慧｝GGGGCTGAC　GCAGCAAC　CGTTC望℃

CGGCATCACCGTCGGCGGACGCGATAACGCGCGCACCCCGG曽CCAGTGGGACGCCTCAGTCCACGCCG

TTCACCAC　CGGTGAACCTTGGAq口ACCAGTAAACCCCAAC　CACGGATGGCΨGAA管GCCGCCAC　TCAACG

AGGACCCCGAGTCCGTTTACGGGTGGTACAムACGGC田CAり摩CCAACTCCGCCACGAGGAACCGGTGATT

GGACGGA瓦GG管『1℃AACC曽CATAαPTGCCGACGATCCCCA瓦ATCτTCGCC腔A曽ACCCGCACGGATAαrG

ムCCGAAC鷺℃lrTCAτCGCCGCCA轟CTGCTCAGCGGACCCA㏄TGCG（コTACCTGGCGACGτTACCGAGG

5670

T740

T810

T880

T950

U020

U090

Open

GGGACGACGCAGACG日PCCTGCTCGCTAACCATCCAGGCGTCCGTGAGC蟹℃GGAAGAACGC窪℃CTGCCC

　　　　　　　　講．．
蜩蜩?雛灘　躰　ご．「　h．凡　　　　　　　　　　　　　　　　ゴ層　．　をξ畠　‘夢

Figure　5－9c．　Nucleotide　sequence　of　the　genomic　DNA　fragment

arθv’うoc∫8r’π〃2ノ物5cμ〃z　var．4α’rαπ老y∫∫c配〃3　strain　O407　containing　the

窒?ａｄｉｎｇ　f㌃ames　around伽曜gene．　Open　reading　frames　of　4αC（red）and漉；τA

iblue）are　shown．The　region　that　two　ORF　overlap　is　denoted　witll　reversed

撃?ｔｔｅｒｓ　in　black．
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直

GGAGGTGATCGTα℃TACGACGCGGCCTCGC　　　　　　　　　　　　　　AAGGCCCTAACAGCCGGGCCCC田CCCGGCGCACCCAC　6160

р?ｘＡ　end←

@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　→加亡dstarセ

AC舩GG鵬TGTGCGGCCCACCCCACG（筑GCCGTCTCACGC脚GAGAGAGG脇CCATC　TGCCCACTAC

GGGCTGAG㏄脇CTTGCACG船CCATCACCATCGCCGTC㏄GGCCACGCTGATTGGTACCGGT㏄CGC

1『ACCGGCAC畝GCCG㏄CCCGACCGGAA㎜τCCCACC㎜CCTGTTG飢GAC㏄CCCGGTCACCGCG

CGTTGG㎜CC田GCACACCTGGTGGCACGAC触CGCTGmAC巫CACTGAC　OCGCCCACCGAG触CG

G麟GTCCGCCGCTCCTCCTTCTACGACGTGCAGG　rCGCGCAGGC㏄ACC融CCGGAC触GTTCTTCGAC

CA㎜C㏄CTACATGAGCATTCCCCGCA㏄GGC㎜GGA鵬GTCG㏄TACACC飢GGAGGACGGCGCA

GTTCTCCTCC磁GCA酷CCTCTCGATGA㏄TGGTCCAGCTTCGAGTACGCG泌GGACGTGTG㏄　r　OG

GTCAGCCTG鵬ACA㏄GCAGACCATCAGCTCA㏄GGATGA㏄T？CAGATCCG¶ECCCAGCAGΨTATGAC

TCGA（掘GA《GCTCGTCGATGAGGACACCAτCAGGATCAAGGTTCCC16ACTCGGACGCCGGATACCGT

C田CCG里C鋤TTC磁CCCCCAGC田GTATACG①C応TACMCGAqrATGTCCGG臓CAGCG㏄A曲C田CA

6230

U300

U370

U440

U510

U580

U650

U720

U790

U860

U930

V000

V070

V140

V280

V350

V420

V490

V560

ACTG　『C㏄TGAGGGGAACCGGCCTATTCACACCGA㏄CGAτG舳CTCGATGATGATCτTCGCCGAGCC

GCTCCAGG㏄G麟GAGGAGAAGCGCCTGATCCCG触CCCCTCGTCA㏄CAGCAτCCACTACCCCGA査

㏄㏄触G田G摯GGACCTC簡CACCGTCACC舳GAGATCATTTACτTC触㏄CC㏄CACCTACCACA

GGCTCGGAαrATCATGCGGTAC「PTCCGCCCA乱CGTGAAG「rGGGTCTACCT田GCGCCT㏄CGCGTACGΦ

GGGCGCGTTCCGCTTCTrPCCACGACAACCAGGCACAGTACAAGGTGACCG㏄TACGGGGT㏄TCΦCC

GA㏄AGTACαrCTACGAGGCGGACACCGCCAACAAT曽ATAAτGCCCTCAGCGGAGCCτCA乱AαrGCC

GTCACCTGCGTG㎜TGC田TCAGT肛℃GAAΨCCTCTAACATCGGACAGCAGCTCGACCTGCAAGGCGT

CCATCAムCGAACC㏄CCTACCACmCCT7CG田CGTCTAC㏄CCACGAAGGCGAA麟AGAGATAG㏄GT

§触CTTCCGCATG肱CGTGGAGMCTAC麟GCA㏄TC（鵠CA㏄TGG艇AC征GGCAGACAGAC㏄CATCG

CTCTAC　CAGGGC　GGCACCATGAAGAACACGT窪℃TTCAACGCGAACGACGATGTGC『PGAAGATGTACCAC

GCGAC　GτCACCATCGATA．ACAdGGTAATTTGGAAA岨CGAGAAC　GGGCCCGTCArrCCAA厘G㏄GAτGG

ACCGCGGAACATCGACAACGTGAACGTCACCGACACAACCGTCATCCACAACCGCATGTACTGGA乱AG
CCCAAGTACAACACCTGCATCCTCAACTCGTCATCGCACTGGGAAGACATGGGTTCCACTGCCAAGGC

AC　C　CGAACACA跳C　TGTGA趣LGAACATGC　GATI翌CGA森AACATCACTGTCGAAGGCATGACCAACTGCGC

GCGGATCTATGC　CαPGTCCAACACTGAGAACATTCACGTCAAGAACCTCAGCArrCGACAGCTGGAATG

TτGGACTGGAC田τCACAGGTCAGCCAC　CTCAAGCGGTACACCAAC　TC　C　GCAGGCGAAAAAGTCACCATC

CAATGAGATCCCCGACGGTAACGGCCTCGCCC㏄GA直AACTACTCGG田CGGAGGC　GAAATAA珊CGAG

TCCGGCGACAACTGGAACGAC　TACAAGCTC　GGACGCCTCGGATTC　GACGGCGAGAAClrGGGACAGCT

　AACGCCTGGAAATCCACACC　　AGGTAAC　C　GGAACTCGIrCAGCGGC　GTGGTGGGCAGAGGCACACAGC　C

@　　　　　　　　肋拓1end←

eigure　5－9d．　Nucleotide　sequence　of　the　genomic　DNA　fragment」Bアθv’わoc∫81・∫配〃3ル、∫c配η3　var、48κかαηbノ∫∫c配〃2　strain　O407　containing　the　openreading　frames　around伽配∫gene．　Open　reading　ffames　of　4αA（blue）and

igreen）are　shown．
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直

TCTGCCCACCGGCTTATGCACTACG㎜TCTCC曲CCTG触CCACCG曲TCTTGCCACATCAGGAGCA 8330
CCGATTGATGTCACCCTCATGTTCGAGCTCGATGACCTCCCC田TCG顛GCGTCCGCACGGCG㎜CAGA 8400

A壬G触CGCCTGCATCGGCATCGACGTCGGTGG巫CGGGTAT㎜GGGCGG醐AGTCGACGTCCTGACGG 8470

GC㎜GGTACATGGTGAGGTCCTTCACGTCGCGACTCCGCGCCCA㏄CACACCTGGGACCGT田AC醐CGC 8540
CATA㏄CCGGATCACGCAGCACCTCTCΨCGACGAGGCGTCTTGTTGTτGC脇GAGGACCワ。ACACGTAGGA 8610

GTAGGGTTCCCCGCCATAGTCCAα込GGGGACGATACGTTCGGCAGCG曲CAT田GATG醐CCTGGATCG 8680

ACGTGACAGCC舳CACTACACTCACTG麟TACCTGA㏄CTTCCGACTGTGGTCCTC船CGACGCCGACGC 8750

CGCAGGACTTGCAG鵬CTCGCTTCGGCGCAGGTC船GG触CCACGGGAGTAGTTCTCGTCATCACCCTA 8820

㏄CACAGG柵CGGTTC㏄CACTAGTCATC触CGG脚CC囎GTGCCC温CCTCG曲CTCGGTCACCTCG 8890

AGCTAGGTGTATTGACCACAGAGGTTAGTGACGGTCGGCGTGGT蟷GTGACATG皿鋤GACC冗CGGG 8960

一一レ亡ζPA　start

TG袖GTGGGGCTTGTCTAGAGCATCCACT曲CCAGGAGGTCT田C　TGTCCCACCCT触CGCCCTACTG 9030

ACCTCGCGGGAGGTTGT聖ACII㏄CCCAGTGTGTロ。GTCGATGA密GGワrTGGCCGC密GCGCCGGGC密GCGG 9100

G？CTTCCAGGTC聖CT㏄CACGACCGCT㏄ACGCTGGTCC応CCCGGTACCGTCTACTC（箔㏄CCGCCG 9170

TG紘CGATGCCTCCAGCCGTCCGCACCGGTGTCCGCGCAGGACGCCGGCGCGCACGGAGCGGC㏄ATC 9240

CGCGATCCG㏄TC酷CCGGCGGT㏄GGCCCGGCACGGACTC㏄CTATCACCTCGGGG　rCCATCCTTCG 9310

CGT㏄ACCGTGTCCTGGCCCGGTACGTCT㏄C（込GACTGTCC密GGCTGGACCGTGCCACCGGACG㏄TC 9380

TCC㏄C㏄TACGAACACGCCGCGCCCG㏄GA㏄TCGTGCACGTGGATAτCAAGAAGCTCGGGAGGATCC 9450

Figure　5－9e・Nucle・tide　sequence・f　the　gen・mic　DNA倉agment of

βr8伽c∫6r伽加配趨var伽rα吻燃strain（叫07　c・n田ining　the open
reading　f｝ames　around枷曜gene．

Open　leading　frame　of吻A（blue）is　shown．
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　　　　　　　　　　　　　　Region　4

　　　TCGGCGATGACAGTGATCATTGGTATGAATCGGCGACAGCCTTTGrcCACCATCCTCCACC
　　　F　G　D　D　S　D　H　W　Y　E　S　A　T　A　F　A　T　1　L　H

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［122］

羅懸灘懸幽幽幽幽1懸．．灘羅。灘自白1灘一二二二灘騨

GTTAACATCS1ISG1g＞SiAGCGATCAAATGACCACGCTG（AACCG（IK：AACCCGCCACGCAAGCCTCA　60

AAGCGACTGATGAATGGTGG；AAAGCCTCCGTCGTTTACCAGGTCTACCCCC（IK　AGTTTCG　120

CTGACTCCAACGGCGACGGGATCGGCGACATCCAGGGCATCATCAGCCGGCTTGATCACC　180
53

TCCAGGAACTGGGCGTGGACGTCCTCTGGCTTTCACCCGTCTATGCTTCGCCGCAGGACG　240

ATAACGGCTATGACATCAGCGACTAC　TAC　TCCATCGATCCGACCTTCGGAACAC　TGGAAG　300
93

ACCTGGACGAACTGATCG（IK　GAGTTGCATACCCGA（IK1；CATGAAATTGGTGATGGATCTGG　360

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Region　1

TCGTGAACCACACCTCAGATGAACACGAGTGGTTCCAGGAATCACGATC（1Kl；ACCGTACCC　420
V　V　N　H　T　S　D　E　H　E　W　F　Q　E　S　R　S　D　R　T　133

ATCCCAAACGGGATTGGTACATCTGGCGGGACCCGCACCACGGTGCCGAACCCAACAATT　480
153

G（IK3GGTCATTCTTCTCGGGATCCGCCTGGGAATGGGATGAACAAACCGGACAGTACTTCC　540
W　G　S　F　F　S　G　S　A　W　E　W　D　E　Q　T　G　Q　Y　F　173

TCCACCTCTTCTCCAAAAAGCAACCGGATCTCAACTGGGAGAACCCCGAAGTACGC（IK　CG　600
L　H　L　F　S　K　K　Q　P　D　L　N　W　E　N　P　E　V　R　A　193

CAATCTACCGGATGATGA．ACTGGTGGCTGGATCGGGGCATTGACGGCTTCCGCATGGACG　660

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Region　2

TCATCAGTTTCATCTCAAAGCACCCTGACCTTCCAGACGGTGCCGTGGGCAAGGGCGGGA　720
233

TATGGGGTGACGGCATCCCATTCTTCGGTTCTGGGCCGCGCGTCCACGAATACCTGCAGG　780
T　W　G　D　G　Z　P　F　F　G　S　G　P　R　V　H　E　Y　L　Q　253

AAATGCACCGTGAGGTATTTGCTCACCGCGACGCCGATCTACTGACCGTGGGTGAAATGG　840
E　M　H　R　E　V　F　A　H　R　D　A　D　L　L　T　V　G　E　M　273
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Region　3

TCGACGTCACACCTGAACTGGCGCGGC　TCTACAC　CGACCAocGGCGCAAAGAAC　TCGACA　900
V　D　V　T　P　E　L　A　R　L　Y　T　D　Q　R　R　K　E　L　D　293

TGGTGTTCCACTTCGAGCACGTAGGACTCGACCAC（！K　CGC（IK！；ACGGCAAGTTCAGCCGCA　960

AAGCCCTCGACCTGGTCGCGGTGAAGCGCTCCTTCGCCCGATGGCAGGACGCATTGTCCG　1020

ACGTCGGCTG（IAACAGCCTCTACTGGAACAACCACGATCAACCACGAGTTGTGTCACoc　T　1080
D　V　G　W　N　S　L　Y　W　N　N　H　D　Q　P　R　V　V　S　R　353

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1140

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　373

難雛i繊
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霊GA畏GC貫響CξCT塗CA呈CT診C号G轡G響鰹騨黙CCT　ll19

雲CA塁GA雪CA窒CG含TG雷GT睾CC費C響轡望C翌騨轡G野A呈TGG　llll

盤C貫AG合T響G費CG曙C望T望C響C響C糟CgATA　llll

lC£CC二AC＿GCCGTCTCAC㏄　GAGAGA－CCATC鱒G　1860

Figure　5－10．　Nucleotide　and　deduced　amino　acid　sequences　of　the　dex　A　（ct一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ene　is　shown　with　an　arrow．
isomaltotrio－dextranase　g
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Table　5－L　Codon　usage　of　theα一glucosidase（DexA）gene　from　Brevibacteriu〃zノ加。〃n

var．　dextranlyticum

codon count 亀 codon count 暑 codon count 暑 codon count 審

Phe　TTT 2 8．3 Leu　CTT 4 8．O 11e　ATT 2 8．0 VaユGTT 6 16．2

Phe　TTC 22 91．7 ：Leu　CTC 23 46．0 Ile　ATC 20 80．0 Val　GTC 16 43．2
：Leu　TTA 0 0．0 Leu　CTA 3 6．0 1：Le　ATA 3 12．0 Val　GTA 4 10．8

Leu　TTG 3 6．0 Leu　CTG 17 34．0 ⊃｛etA聖G 12 帽　一　一　一 Val　GTG 11 29．7

Ser　TCT 1 3．1 Pro　CCT 4 13．8 Thr　ACT 2 6．9 Ala　GCT 6 14．3

Ser　TCC 8 25．0 Pro　CCC 11 37．0 Thr　ACC 18 62．1 Ala　GCC 19 45．2

Ser　TCA 8 25．0 Pユro　CCA 6 20．7 田hr　ACA 4 13．8 Ala　GCA 8 19．0

Ser　TCG 4 12．5 Pro　CCG 8 27．6 Thr　ACG 5 17．2 Ala　GCG 9 21．4

Tyr　TAT 5 25．0 His　CAT 4 17．4 Asn　AAT 3 15．0 ASP　GAT 19 33．3

Tyr　TAC 15 75．0 His　CAC 19 82．6 Asn　AAC 17 85．0 ASP　GAC 38 66．7

Och　TAA 0 晒　一　一　一 Gln　CAA 7 35．0 ：LyS　AAA 8 61．5 Glu　GAA 21 60．0
こ口b　TAG 0 一　一　一　一 Gln　CAG 13 65．0 Lys　AAG 5 38．5 Glu　GAG 14 40．0

Cys　TGτ 0 0．0 Arg　CGT 4 10．5 Ser　AGT 4 12．5 Gly　GGT 6 13．3

CyS　T㏄ 1 100．0 Arg　CGC 16 42．1 Ser　AGC 7 21．9 Gly　GGC 23 51．1

Opa　TGA 0 一　一　一　卿　印 Arg　CGA 6 15．8 Arg　AGA 1 2．6 G：Ly　GGA 10 22．2

TrP　T㏄ 23 一　一　一　一　一 Arg　CGG 1’0 26．3 Arg　AGG 1 2．6 Gly　GGG 6 13．3

［qo　：　codon　usage　／　each　amino　acid（90）］
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DexA
B．cereus
B．thermo
S．mutans
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DexA　　　　ユ01
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Figure　5－1　1．　Amino　acid　sequence　homology　among　DexA　and　several　isomaltooligo－

saccharide　hydrolyzing　enzymes．

　　The　identical　amino　acids　are　shown　in　white　letters　in　blue．　DexA，Brebiboc’e吻m．fUscum

var．　dextranlyticu〃z　DexA（α一glucosidase）；B．　cereus，Baci伽s　cereus　oligo　1，6－glucosidase　78）；

B・　thermo，　Bacillus　thermoglucosidasius　oligo　1，　6glucosidase　62）；　S．　mutans，　Streptococcus

mutans　dextran　glucosidase　7s）．
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Fi　gure　5－13．　Multiple　alignment　of　the　DexC　and　a　membrane　transporter　protein　AmyC．

　　The　AmyC　was　reported　as　one　of　the　membrane　proteins　for　maltose　transpert　of

Thermoanaerobacterium　thermosuljurigenes　7i）．　The　identical　and　simi　lar　amino　acid

resi　dues　in　each　column　are　represented　by　white　letters　in　blue　（A　and　B），　and　bl　ack　Ietter

in　red　（B），　respectively．
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Fi　gure　5－14．　Multiple　al　i　gnment　of　the　DexD　and　a　membrane　protein　AmyD．

　The　AmyD　was　reported　as　one　of　the　membrane　proteins　for　mal　tose　transport

of　Thermoanaerobacterium　thermosutifurigenes　7i）．　The　identical　and　si　mi　l　ar

ami　no　aci　d　residues　in　each　column　are　represented　by　white　letters　in　bl　ue　（A　and

B），　and　black　letters　in　red　（B），　respectively．
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Figure　5一　15．　Multiple　alignment　of　the　DexE　and　maltose－binding　protein　MalX．

　　The　MalX　gene　of　Streptococcus　pneu〃loniaeフ9）was　reported　as　a　similar　gene

to　maltose－binding　protein　of　E．　coli．　The　identical　and　similar　amino　acid

residues　in　each　column　are　represented　by　white　letters　in　blue　（A　and　B），　and

black　letters　in　red　（B），　respectively．
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Fi　gure　5－16．　Multiple　alignment　of　the　DexR　and　xyl　ose　repressor　protein　XylR．

　The　XylR　was　reported　as　a　regulately　protein　on　the　xylan　metabolism　of

Lactobacillus　pentosus　so）．　The　identical　and　similar　arnino　acid　residues　in　each

col　umn　are　represented　by　white　letters　in　bl　ue　（A　and　B），　and　bl　ack　letters　i　n　red

（B），　respectively．
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第5節　要約

　イソマルトトリオデキストラナーゼ遺伝子の上流域を新たに解析し、存在する

ORFおよびプロモーター領域の解析を行った。コロニーハイブリダイゼーションお

よびIPCRによるクローニングと配列決定の結果、イソマルトトリオデキストラナー

ゼ遺伝子の5’末端側上流域に5個のORFの存在が確認された。相同性配列の検索結

果DexEは糖質結合タンパク質と、　DexCおよびDは糖質の膜輸送タンパク質と、

DexAはα一グルコシダーゼと、またこれらとは逆向きに存在するDexRはキシローー

ス代謝における代謝抑制タンパク質とそれぞれ相同性を示した。さらにこれらの

ORFの発現に関わると推定されるプロモータ・…一b領域がそれぞれ判明した。
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第6章　BreVibactertum　fロscum　var．　dextran1Yticum　0407株が生産

　　　　するα一グルコシダーゼの精製と諸性質

第1節　緒言

　　α一グルコシダーゼ［EC3．2．1．20，α一D－glucoside　glucohydrolase］は、オリゴ糖

または配糖体のようなα一グルコシド結合を持つ基質の非還元末端からα一D－glucose

を遊離する酵素の総称である82。本酵素は細菌83〔86）、酵母87・88）、昆虫89）、植物90“93）、

哺乳動物94・90「）など生物界に広く存在し、糖の代謝において重要な役割を果たしてい

ることが報告されているが、その起源により基質特異性が著しく異なる。千葉らは

基質特異性に基づきα一グルコシダ一六を（1）ビール酵母α一グルコシダーゼのよ

うに合成配糖体やショ糖のようなheterogeneousな基質に対し高い水解：力を持つグ

ループ、（2）多くの微生物起源α一グルコシダーゼのようにオリゴ糖、イソマルト

オリゴ糖のようなh・m・gene・usな基enこ対し高い水国勒を持つグループ、（3）

ソバα一グルコシダーゼのように低分子基質に対して作用するのみならずデンプンや

グリコーゲンのような高分子基質に対しても水解力を持つグループという3つのグ

ループに分類している96・9D・これらのαガルコシダ田島については、すでに一次配

列が決定されたものも多く98－104）、また、Svenssonら63）によりα一グルコシダーゼを

含む糖質二二素にはその一次配列に醸｝こ保存された領域（C。nSenSUS　regi。n）

および特徴的な触媒ドメイン［（β／α）s－barre1　domain］を持つα一アミラーゼファミ

リーと呼ばれる酵素群が存在することが報告されているが、α一グルコシダーゼのす

べてがα一アミラーゼファミリーに属するわけではない。現在、α一アミラーゼファ

ミリーに属するα一グルコシダーゼの基質特異性についても、α一グルコシダーゼファ

ミリーの配列上の特徴から解明しようとする研究がある。

　前章で報告したとおり、イソマルトトリオデキストラナ暖海生産菌であるB．

fuscum　var・deXtranlYticum　0407株のゲノムDNA上には、　imtdから5・末端上流

方向にデキストラン代謝に関わる遺伝子群が存在しており、そのひとつとしてイソ

マルトオリゴ糖に対し高い水解力を持つα一グルコシダーゼをコードしているORF

が見いだされた。

本ORFの発現については、まずイソマルトトリオデキストラナーゼによるデキス

トラン分解がイソマルトトリオースまでであり、解糖系を経たエネルギーの獲得に
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はさらにαガルコシダゼによるイソマルトトリオースからグルコースまでの分解

を行う腰があること・またimtd・発現にカ・かわるプ・モータ噸域は本。RFのさ

らに5’下側上流に存在していることからも、本・erの発現が鶏に行われ、本

丁におけるデキストラン代謝に関与している可能性が高いと考えられた。

　さらに、本菌をデキストランを炭素源として培養した場合、イソマルトトリオー

スを分解しグルコースを灘する活性が菌体内に存在することを確認している．こ

の活性が先に見いだされたα一グノレコシダゼ遺伝子の発現産物であり渓隙こデキ

ストランの代謝に関与するものであれば、さらに菌体外においてデキストランの分

解で得られたイソマルトトリオースを菌体内に輸送する鱗が腰となる．この場

合・α一グルコシダーゼ遺伝子のさらに上流域睨いだされた纈騰送タンパク質

（DexCおよびDexD）・鞭結合タンノ頒（DexE）をコードしていると推定され

る各ORFも実際に発現し・機能していることが想定されるが、これらのことを立証

するためにはぽず第一に菌体内に見いだされたα一グルコシダー一・・ti活性が、第4章

でクローニングされたα一グルコシダゼ遺伝子の発現動であることを証明する必

要がある。

本章ではB・　fuscum　var・　dextranlYticum・407株よりα一グルコシダーゼの韓

を行い・いくつかの酵素学的な欄こついて報告するほか、N末端アミノ酸配列の

締により・本活性が前章で報告したα一グルコシダゼ遺伝子の発現産物であるこ

との証明を試みた。

第2章　実験材料および方法

1．使用菌株

本章で使用した菌株については、第2章に記述したとおりである。

2．試薬

Pニトロフェニルα一D一グルコピラノシド（pNPG）はNacalai　Tesqueより、

Gluc・stat試薬は和光纏工業より購入した．その他特に明記しない試薬｝まそれぞれ

市販品を用いた。
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3．活性測定

5mM　pNPG　O・2　m1・10　mMリン酸ナトリウム糖液（pH　7．0）0．2　ml、およ

び酵素溶液0・・m1の計0・5m1からなる反応液を37℃で5分間反応させた後、

1M炭酸ナトリウム1m1を加え反応を停止した。酵素反応により遊離したp一ニト

ロフェノール（pNP）を400㎜の吸光度を潰掟することにより趨した。酵素単位

は上記の反応条件で、1分間に1μmo1のpNPを生産するのに要する酵素量を1unit

とした。

4．菌の培養

　培地の組成、温度、および振盟条件は、第2章において記載したイソマルトトリ

オデキストラナーゼの精製のために行った培養と同じ条件で行った。5m1の培地に

新たに植え継・だB・・fuscum　var．　dextranlYtl’cum　0407株1白金耳を擁し、＿晩

培養し前培養とした。これを1m1つつ100m1の培地（500m1容坂戸フラスコx4本）

に接種し、さらに96時間培養を行った。

5．粗酵素液の調製

　超音波破砕にはBranson　Ultrasonics社のMode1250／450　Sonifierを用い、

Output＝5、　Duty　cycleニ5の設定で30秒間破砕した後、3分間氷上での冷却を繰り

返して行った。10，000　xg，5分間の遠心分離で回収した面体を10　mM　リン酸ナ

トリウム緩衝液（pH　7．0）で洗浄し、再び同条件で菌体を回収した。20　m1の10mM

　リン酸ナトリウム緩衝液（pH　7．0）で二二を懸濁した後、14本の1．5　m1容小型遠心、

チューブに分注した。それぞれのチュL・・…ブごとに超音波破砕し、15，000　xg，15分

間遠心分離し、上清を回収した。小型遠心チューブに新たに10mM　リン酸ナトリ

ウム緩衝液（pH　7．0）750μ1を加え、ペレットを懸濁した後、再び超音波破砕を行っ

た・破砕と上清の回収を10回繰り返し、得られた無細胞抽出液を粗酵素液として用

いた。

6．カラムクロマトグラフィー

　DEAE－Sepharose　CL－6B、　Bio一一Gel　P－100の各カラムクロマトグラフィーは常

法に従い行った。DEAE－Sepharoseは10　mMリン酸緩衝液（pH　7．0）、Bio－Ge1
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へ

P－100は0・2M靴ナトリウムを含む購鰍で雛化を行った後運用した．

7．ポリアクリルアミドゲル電気泳動

　1）　PAGE

　　PAGEはDavislo5）らの方瀧改良して・BI・一一RAD・tab・1at・rytrのミニプ。テイ

アンII装置を用いて行った・轍ゲル｝こ7．5％ポリアクリルアミドゲル［7．5％

ac「ylamide・0・2％bis…375％APS・…％TEMED］を、灘ゲノレには2．5％ポリ

アクリルアミドゲル［2・5％acrylamide，0．625％bis，　O．・25　M　Tris－HCI　buffer

（pH　6・8）・0・0375％APS・…％TEMED］を使用した．試料は・催のサンプル緩

徽［60mM缶s－HClbuffer¢H　6・8），・・％glycer・1，・．・・5％BPB］を加えて混

合したものを用いた・泳三品液には25mM顎s一・92　mM　glycine　IPH　8．3）を

用い、10mAの定電流で泳動を行った。

2）　SDS－PAGE

SDS－PAGEは10％のゲル灘で行った・使用鑓および基本操作はすべて第4章

に記載した方法で行った。

　3）CBB染色　　　　　　　　．

タンパOXの染色には二二としてRapid　CBB　KANT・（関東化学）を用いた．

10分間の染色の後・ゲルを渡魚水で洗浄し、・・％（v／v）酢醐5％（v／v）メタ

ノールを用いて脱色を行った。

　4）活性染色

泳動後のゲルをUV鰍用トランスイルミネーター上に臆し、5mM　4．一methyl－

umbelliferyl　ct－D－91uc・side／・・mMリン酸ナトリウ蝦鰍（pH　7．5）を刷毛を

用いてゲルに塗布した・5分間室温で鞭した後、αガルコシダゼ灘を示すバ

ンドをUV照射により検出した。

8．至適pH

至適pHの反応繊は以下のように設定した．醸溶液・0μ1およびpH　5．。から
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9・7までのBritton－Robinsonの広域緩衝液43）各390μ1を試験管に取り、2分間37℃

で保持した後、100μ1の5mM　pNPGを加えさらに5分間反応させた。1m1の1　M

Na2CO3を加え反応を停止した後、各反応溶液の活性を遊離したp一ニトロフェノー

ル（pNP）を400㎜の吸光度を測定することにより趨した。活性曲線は最大活性

を示したpHの活性量を100％として、各pHの活性比を表示した。

9．イソマルトトリオース分解活性

　α一グルコシダーゼのイソマルトトリオー・・一ス分解における馬および▽値は、遊離

するグルコース量をGlucostat試薬を用いたMs－glucose　oXidase－peroXddase法106）

で定量することにより求めた。

　5mM、2．5　mM、および1　mMのイソマルトトリオ・・・・…Lス0．2　m1、10　mMリン酸

ナトリウム糖液（pH　7・5）0・2　m1・および酵素溶液0．1m1の計0．5　m1からなる反

応液を37℃で15分間反応させた後、1m1の2M　Tlris一一HCI緩衝液（pH　7．0）を加え反

応を停止した。さらに発色試薬［Glucostat　reagentを0．1MTris－HC1緩衝液（pH

7・4）125m1（0・04％phen・1・0．08％4一一amin・antipyrineを含む）に溶解したも

の］200μ1を添加して37℃で1時間反応後、505㎜の吸光度を測定し、騨曲線よ

り遊離したグルコースを定量した。各基質濃度における反応速度を両逆数プロット

し、KmおよびVを決定した。

10．N末端配列の解析

　精製α一グルコシダーゼのN末端解析に用いた機材および操作は、第4章に報告し

た方法に準じて行った。

第3節　実験結果

第1項粗酵素液の調製

　遠心分離により得られたB，fαscum　var．　dextranlYticum面体は一度10　mMリン

酸ナトリウム緩衝液（pH　7・0）で洗浄した後、超音波により破砕した。遠心分離と破

砕操作を10回繰り返すことにより、20rn1の黄色の無細胞抽出液を得た。この段階
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でα一グルコシダーゼは113u鵡られ、比活性はO．11　unit／㎎であった。

第2項　精製

1．DEAE－Sepharose　CL－6Bカラムクロマトグラフィー

　酵素溶液を10mMのリン酸ナトリウム緩衝液（pH　7．0）で緩衝：化したDEAE一一

Sephar・se　Cレ6Bカラム（2・O　x　28cm・87ml）に添加し、250　mlの同緩鰍でカラ

ムを洗浄後、吸着タンパク質を0から1Mまでの塩化ナトリウムを用いた直線濃度勾

配により溶出した。分画操作は10m1／hrの流速、3．2　cm／hrの線流速で行った。

クロマトパターンはFigure　6－1に示した。得られた活性画分（Fraction　Nos．75、

76）礁め・コ・ジオンバックを用いて同魚油に透析しながら約5m1にまで灘

した・この段階でα一グルコシダーゼは回収率92％（104unit）、比活性0．57、unit／

㎎であった。

2．調製用電気泳動法による精製

得られた酵素溶液の10分の1量（・O・unit）を用いて、　Native　PAGEによる精製を

行った。各レーン20μ1（0．2unit相当、50レーン）の酵素溶液を泳動し、4－

methylumbellifery1α一D－glucosideを用いた活性染色の結果、各レーンにおいて

α一グルコシダーゼ活性を示す明確なシングルバンドを得た（Figure　6－2）。このバ

ンドをゲルより切り出し・細かく切断した後3m1の・OmMリン酸ナトリウム糖

液（pH　7・5）中で一晩・4℃で保持し・α一グルコシダーゼの回収を行った．この段階

で得られたα一グルコシダーゼを全量用いた場合に換算した場合、回収率12．6％（

14．2　unit）、比活性1．82　unit／㎎となった。

3．Bio一一Ge1　P－100カラムクロマトグラフィs…一・

　酵素溶液は0．5m1にまで濃縮し、0．2　M　NaC1を含む10　mMリン酸ナトリウム緩

衝液（pH　7・5）で緩衝化したBio－Ge1　P－100カラム（0．9x50cm、32m1）に供した。溶

出は0・8m1／hrの流速・1・2　cm／hrで上記の緩衝液を用いて行った。得られた活性

三分を10mM　リン酸ナトリウム緩衝液（pH　7．5）に対して数回透析した後、精製酵

素標品として以後の実験に用いた。この段階で得られたα一グルコシダーゼを全量用
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いた場合に換算した場合・回収率6・5％（7．4・unit）、比活性87．3・unit／㎎となった．

精製の過程はTable　6－1に示した。

4．　SDS一一PAGE

　各精製段階の酵素標品をSDS一一PAGEに供した結果、α一グルコシダs一一・一汁は分子量

約65，000の単一バンドとして得られた（Figure　6－3）。

第3項諸性質

1．至適pH

　α一グルコシダーゼの活性曲線ををFigure　6一　4に示した。最大活性はpH　7．5の

緩衝液を用いた場合に得られた。

2．イソマルトトリオース分解活性

基質灘に対する精製α一グルコシダーゼの反応澱を両逆数プ・ットし（Figure

6－5）、本酵素のイソマルトトリオース分解におけるKmおよびVを測定した結果、そ

れぞれ7．1mM、1．0μmole／min／㎎となった。

第4項N末端配列の解析

　PVDF膜に固定した約100　pmolの精製α一グルコシダーゼをペプチドシーケンサー

に供し、N末端配列の解析を行ったが、配列を決定するのに十分なアミノ酸のフェ

ニルチオヒダントイン誘導体が得られず、配列を決定することができなかった。

第4節　考察

　B．　fuscum　var．　deXtranlYticurn由来のα一グルコシダーゼはpNPGだけではなく

イソマルトトリオースに対する分解能を有していた。よって、本活性が存在するこ

とにより・イソマルトトリオデキストラナーゼの働きにより遊離したイソマルトト

リオースをグルコースにまで分解し、解糖系を経てエネルギーを得ていることが示

唆された・今後他のオリゴ糖・イソマルトオリゴ糖、さらにはデンプンおよびデキ
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ストランに対する速度論的鱗を行い・本α一グルコシダーゼの顯認識に対する知

見を得たいと考えている。

　SDS－PAGEにおける精製α一グルコシダーゼの分子量はほぼ65，000であり、

DexAのnemアミノ醐己列から計算された分糧65，700と良く一致した．さら1こ、

このα一グルコシダーゼがイソマルトトリオデキストラナゼ遺伝子の5・末端側上

流に見いだされたDexAの発現動由来の酵素であることを証明すべく、ペプチド

シーケンサーによる解析を試みた。しかしながら、明確なN末端の配列を得ること

ができなかった・これが戦な試料量の不足によるものか、本醸のN繍が修飾

によりブロックされているためなのか1ま判断できなかった．よってこの問題を解決

するために・＋糧の精製・r　一一グルコシダーゼを綴後、　Lysyl　endpeptidase等の

プロテアーゼによる消化を行い・得られたペプチドの解析により改めて判断したし、

と考えている・また・三二のDe紬来の是非に関わらず、イソマルトトリオデ

キストラナーゼ同様dexAの大腸菌発現を行い、αガノレコシダーゼの活性を調べる

予定であるが生体内のα一グルコシダーゼが本遺伝子によるものであれば、他のオ

リゴ1・6一グルコシダーゼおよびα一アミラーゼファミリー嘱する鞭関都素と

の比較により・本酵素の鰍と配列の関係について解析していきたいと考えてし、る．

特に本酵素はイソマルトトリオデキストラナーゼというイソマルトトリかスのみ

を生産するデキストラナゼとオペ・ンを形成しており、α一アミラーゼファミリー．．．．．．

に属する顯二巴素の中で・イソマルトトリオースに対す襯和力が高し、ことが

予想される・これらについては他の基質に対する活性備比してから判断したい。
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Figure　6－1．　Chromatography　of　ct－glucosidase　on　a　DEAE－Sepharose　CL－

6B　column．

　The　enzyme　solution　was　put　on　a　DEAESepharose　CL－6B　column　（2．O

x　28cm，　82ml　），　Fractions　of　10ml　each　were　col　lected　at　a　flow　rate　of　10

ml　／　hr　（3．2　cm　／　hr）．　M　，　absorbance　at　280　nm；　e　，　ct－glucosidase　activity

（unit　／ml）；　一一一一　，　NaCl　concentration　（M）．
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Figure　6－2．　Polyacrylamide　gel　electrophoresis　of　ct－glucosidase

from　Brevibacterium　fa．gcum　var．　dextranlyticum．

　　Details　are　described　in　Materials　and　Methods．

（A），　CBB　staining；　（B），　active　staining．　ct一一Glucosidase　was

detected　by　5　mM　4－methylumbelliferyl　ct－D－glucoside　（showed

with　an　arrow）．
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Figure　6－3．　SDS－polyacrylamide　gel　electrophoresis　of　proteins　at　each　t　tage

of　ct一．g．lucof　idase　purification．

　　Cell－free　extract　（lane　1）　and　active　fractionf　of　DEAE－Sepharoge　CI　r6B

（lane　2）．　preparative　PAGF．　（lane　3）．　and　Bio－Gel　P－100　（lane　4）　were　loaded．

The　gel　svas　g．　tained　svith　Rapid　CBB　and　decolorized　with　1097e　acetic　acid

and　15qe　methanol．
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Figure　6－4．　Effects　of　pH　on　the　activity　of　ct－glucosidase．

　　The　enzyme　activity　was　measured　in　the　standard　reaction　except

that　Britton　一　Robinson　buffer　of　each　pH　was　used．
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Figure　6－5．　Lineweaver－Burk　plots　of　hydrolysis　of　ismaltotriose

ct－glucosidase　from　Brevibacterium　juscum　var．　dextranlyticum．　．

　　The　reciprocal　values　of　substrate　cocentrations　and　initial

velcities　for　hydrolysis　of　isomaltotriose　were　plotted．
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第5節　要約

　イソマルトトリオデキストラナーゼ生産菌であるB。fuscum　var，

deXtranlYticum　O407株菌体内によりα一グルコシダーゼの精製を行った。菌体内

α一グルコシダーゼはDEAE－Sepharose　CL－6Bカラムクロマトグラフィー、調製用

電気泳動法、およびBio－Ge1　P一・100クロマトグラフィーを経て最終的に約87倍に

まで精製された。本酵素の至適pHは7．5であり、イソマルトトリオースに対するK；。、

Vはそれぞれ7．1mM、および1．0μmole／min／㎎となった。本酵素とα一グルコ

シダ・一・・…ゼをコードするDexAとの関係を調べるために精製α一グルコシダーゼのN末

端配列解析を行ったが、明確な結果が得られなかった。
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第7章　総括

　本研究は、デキストラン分解酵素の一形態であるイソマルトトリオデキストラナー

ゼの構造と機能の相関を解明することを目的として、酵素の諸性質、一次配列およ

び他の糖質関連酵素との相同性、大腸菌での発現および発現酵素の諸性質、デキス

トラン代謝に関わる遺伝子群の解明、およびデキストラン分解物の代謝に関わるα一

グルコシダーゼに関して検討したものである。

　まず第2章において酵素生産菌であるBrevibacteritmi　fuscurn　var．

deXtranlYticum　040　7株の培養上清からのイソマルトトリオデキストラナーゼの精

製を行い、諸性質について詳細に検討した。さらに部分アミノ酸配列を決定した。

　つついて第3章において、本酵素をコードする遺伝子の単離をおこない、構造遺

伝子について詳細に検討した。他の糖質分解酵素との相同性検索の結果、本酵素が

エキソ型デキストラナーゼで初めてエンド型デキストラナーゼと相同性を持つこと

が明らかとなった。

　さらに第4章において本酵素遺伝子の大腸菌発現を行った。その結果イソマルトト

リオデキストラナー…一・・ゼの成熟酵素をコードする遺伝子を用いることにより、培地当

たりオリジナルの生産菌よりも多くの活性が得られる組換え体を得ることに成功し

た。発現タンパク質の精製を行い、オリジナルの酵素と比較した結果、急激な発現

によると考えられる比活性の低下が認められた。また、本酵素がエキソ型であるに

も関わらずブルーデキストランを分解し、ハローを形成する能力があることが明ら

かとなった。

さらに第5章において、イソマルトトリオデキストラナーゼ遺伝子の周辺にあるデ

キストラン代謝に関わる遺伝子群の存在を明らかにした。本酵素遺伝子の5’末端側

上流域にはα一グルコシダーゼ、糖質の膜輸送タンパク質に関わる二種類のタンパク

質、糖質結合タンパク質、および代謝制御に関わるタンパク質をコードすると考え

られるORFが存在していた。特にα一グルコシダーゼ遺伝子は相同性検索の結果よ

りイソマルトオリゴ等分解能が高い種類をコードしていることが判明した。これに

より、本酵素生産菌におけるデキストラン代謝機構として、菌体外におけるデキス

トランの分解とイソマルトトリオースの生成、イソマルトトリオV・…kスの膜輸送によ

る菌体内への取り込み、およびα一グルコシダーゼによるイソマルトトリオースの分
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解とグルコースの生成、グルコ・一一一・一ス代謝系によるエネルギーの獲得という流れが想

定された。

　これに伴い、第6章において菌体内に存在するα一グルコシダーゼの精製を行い、

諸性質の検討を行った。その結果、本酵素は高いイソマルトトリオース分解能を有

しており、本酵素生産菌のデキストラン分解によるエネルギー獲得に直接関与して

いることが判明した・現在本酵素がイソマルトトリオデキストラナーゼ遺伝子の上

流に見いだされた遺伝子産物であることの証明を行っている。

　以上に述べたように、本酵素をコ・・…一ドする遺伝子の構造が明らかとなったことに

より、すべての種類のデキストラナーゼについて一次構造が解明され、本酵素がエ

キソ型デキストラナーゼの中で初めてエンド型デキストラナーゼおよびイソプルラ

ナーゼと相同性をもつことが明らかとなった。これらのことより、本論文で構築し

たイソマルトトリオデキストラナーゼの発現系を用いてアミノ酸変異株を作製する

ことにより、デキストランに対する基質認識および触媒に関わるアミノ酸を推定す

ることが可能となり、基質認識および生成物特異性を決定する因子の解明に大きな

手がかりを与えることとなった。

　さらに遺伝子工学を用いたイソマルトトリオデキストラナーゼの大量発現系の確

立はイソマルトオリゴ糖（主にイソマルトース）の工業レベルでの生産にデキスト

ランからの分解反応による生産法という新しい、かつ目的のイソマルトオリゴ糖を

高い比率で得ることができる方法に路を開くものである。イソマルトオリゴ糖は保

湿性、味質、改善効果に優れていることより広範囲な食品に利用されているが107）、

その調製法は転移反応を用いるため、特定のイソマルトオリゴ糖のみを二品として

獲得することが困難な状態である。これに対し、イソマルトトリオデキストラナー

ゼを用いた方法はイソマルトトリオースを大量かつ安価に、純粋な状態で得ること

が可能であり・さらにイソマルトトリオースを単体で用いても、これまでイソマル

トオリゴ糖として食品に利用されてきた利点（保湿性など）が保持されることが考

えられ・安定した品質の食品添加物としてのイソマルトトリオv・一・・一スの供給ができる

ようになる・これらのことを現実に行う場合、基質であるデキストランの大量かつ

安価の供給が必要となるが、これについても現在デキストランをシュクロースより

高度に生産する変異株の研究108）が進んでいる。よって、エキソ型デキストラナー

ゼを用いたイソマルトオリゴ糖の生産は、工業レベルでの生産も十分行える段階に
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まで来ていると考えられる。

　以上のことより、本論文で記述した研究内容はデキストラナーゼの機能解析およ

びイソマルトトリオースの大量生産に大きく貢献するものである。
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