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第Ⅰ章 緒論

植物細胞は動物細胞と異なり､多糖を主成分とする強固な細胞壁により包まれてい

る｡この細胞壁構成多糖を分解する糖質分解酵素は､細胞融合や遺伝子導入による品

種改良を行う上で有用なプロトプラストの作製､ならびに､近年社会的問題となって

いる生活習慣病の予防効果が期待されているオリゴ糖の生産などに有用である｡特に

陸上植物の細胞壁を分解するセルラーゼやβ･1,4ヰシラナ-ゼに関しては研究が進ん

でおり､その構造解析や基質結合領域の解析などに関する多数の報告がなされている｡

さらにこれら2種類の糖質分解酵素は､再生可能なエネルギーとして注目されている

バイオエタノールを建築廃材などの木質系バイオマスから生産するために重要な酵

素としても認識されている1)0

これに対して､緑藻､紅藻､褐藻と進化上異なる系統群から成る海藻の細胞壁は

β･1,3･キシラン､寒天､ポルフィラン､フコイダン､アルギン酸など陸上植物にはみ

られない海藻特有の多糖によって構成されており(Table Ill)2)､これら多糖分解酵素

に関する研究はセルラーゼなどに比べて､大きく立ち後れているのが現状である｡従

って､陸上植物と同様に海藻からプロトプラストやオリゴ糖を作出､またはバイオエ

タノール製造を行うためには､海藻細胞壁特有の多糖を分解する酵素の開発が必要と

なる｡

アマノリは原始紅藻ウシケノリ科(BaD8T'asea)アマノリ属(PuFPALyT:a)に属し､

古くから食用として我々日本人に親しまれ､また､養殖も盛んに行われてきた｡現在

では選抜育種による多収穫性品種の開発および養殖技術の発展の結果,年間約100億

枚の生産が可能になった3)｡しかしながら､多収穫性品種のアマノリは高い生長率を

有する反面､病害に対する抵抗性の低下や色落ちなどさまざまな問題点を抱えること

が多い4).従って､養殖環境に適応すると同時に､消費者のニーズに応えることので

きる高品質の養殖品種の開発が期待されている｡このような背景の中で､バイオテク

ノロジーの技術を応用し､プロトプラストを利用した選抜､および細胞融合による品

種改良試験が行われるようになっている5,6,7,8,9)｡また近年､有明海をはじめ瀬戸内

海や全国各地の内湾浅海域において､種々の原因により色落ちノリ被害やスミノリ症

がアマノリ類に多発し､産業的に非常に大きな問題となっている｡その中で､被害漁

民の生活を救済するために､商品価値のない未利用海藻に生物資源としての付加価値
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を与え､その積極利用を促進させようとする動きも出始めた10)｡このような未利用海

藻資源の有効利用方法の1つとして海藻多糖を酵素処理により糖化し､発酵させるこ

とにより未利用海藻資源からエネルギーを得るという方策が考えられる｡そのために

は海藻特有の多糖を単糖にまで分解するための酵素が必要とされる｡以上のことから

海藻の優良品種開発のためだけでなく､未利用海藻資源の有効利用のためにもアマノ

リ細胞壁分解酵素に関する研究の必要性が高まってきている｡

アマノリの細胞壁は､主にβ･1,3ヰシラン､ β･1,4･マンナンおよびポルフィランの3

種類の多糖から構成されている11)｡従って､その細胞壁分解にはβ･1,3ヰシラナ-ゼ､

β･1,4･マンナナ-ゼ､ポルフィラナ-ゼの3種類の糖質加水分解酵素が必要である5, 12)0

また､これら多糖を完全に糖化するためにはさらにキシロシダーゼやマンノシダーゼ､

ガラクトシダーゼなどのグリコシダーゼが必要となる｡

これら3つの多糖のうち､本研究で対象とするβ･1,3ヰシランは､キシロースがβ･1,3

結合したホモポリマーであり､原始紅藻アマノリ属やウシケノリ属などのウシケノリ

料(Ban87'acea)や緑藻イワヅタ属などのイワヅタ科(Caulerpaceace)､ハネモ属などの

ハネモ科(BTyOPSl'daceae)の細胞壁を構成している海藻特有の多糖である13,
14･ 15)｡な

お､ β･1,3ヰシランとβ･1,4･キシランの構造をFig. 1･1に示す｡

β･1,3ヰシランの完全な分解には,本多糖からβ-1,3･キシロオリゴ糖を生成する

β･1,3･キシラナ-ゼと生じたオリゴ糖に作用して単糖のキシロースにまで分解する

β･1,3･キシロシダーゼが必要となる(Fig. 1･2)｡海藻細胞壁分解酵素のうちこれら2種

類の酵素に関しては特に報告が少なく､ β･1,3･キシロシダーゼに至ってはこれまでの

ところ報告は見当たらない｡ β･1,3ヰシロシダーゼを単離し､大量生産が可能となれ

ば､ β･1,3･キシランという海藻特有の多糖からキシロースを生産できるようになり､

これまで陸上植物を原料としてきたバイオエタノールやキシリトールなどの有用物

質をアマノリ属など､ β･1,3ヰシランを主な細胞壁構成成分とする海藻から生産でき

るようになると考えられる｡すなわち､近年地中海を中心に異常繁殖している変種イ

チイヅタは､生態系を破壊し､漁業に甚大な被害を与えていることからその駆除が大

きな課題となっているが､本海藻の細胞壁もβ･1,3ヰシランにより構成されている｡

従って､ β･1,3ヰシラン糖化酵素を用いてキシロースを生産し､機能性を有するキシ

リトールやバイオエタノールの製造技術を確立することで除去された変種イチイヅ

タの有効活用に貢献できる可能性がある｡そこで本論文では､ β･1,3ヰシランの糖化
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に必須な酵素であるβ･1,3･キシラナ-ゼとβ･1,3ヰシロシダーゼの基礎的知見に関す

る研究について報告する｡

β･1,3ヰシラナ-ゼに関する研究が報告されたのは､比較的近年になってからであ

る｡ Nishizawaらは､ 1962年にカビの一種であるZrpex lactem由来のβ･1,3ヰシラ

ナ-ゼについて報告している16)｡細菌に関する報告としては､ 1970年に藤沢らが下

関沿岸海域におけるβ･1,3ヰシラン分解細菌の分布について報告しており､ 64株の

β･1,3･キシラン分解能を有する細菌を単離している17, 18)｡また､ β･1,3･キシラナ-ゼ

の精製および諸性質については､ 1960年にエキソ型β･1,3ヰシラナ-ゼについて､

Fukuiらが報告した､ (泡aetoml'um globosumA2株由来の報告があるにすぎない19)o

一方､エンド型β･1,3ヰシラナ-ゼに関するものでは､ Chenらが土壌から単離した

AspeTBT.nuS temeu8A･07株由来の6つの酵素についての報告がある20)｡また､海洋

細菌由来のβ･1,3ヰシラナ-ゼに関しては､ Aokiらが海泥から単離した Vl'bTlo sp.

AX･4株由来のもの21)､ Yamauraらが海藻から単離したPseudomonassp. PT･5株由

来のもの22)､当研究室において海泥から単離されたAIcaligeDeSSP. XY･234株由来23)

および倣由sp. XY･214株由来24)のものに関する報告がある｡ β･1,3･キシラナ-ゼ

の分子生物学的な研究に関する報告は､ 2000年に最初のβ･1,3ヰシラナ-ゼ遺伝子が

Vl'bTlo sp. XY･214株からクローニングされ､塩基配列が決定されたが(GenBank

accession no. ABO29043)25)､他にはAIcall'genes sp. XY1234株由来txyA(GenBank

accession no. ABO39953)26)､ tibm'o sp. AX･4株由来xJ14GenBank accession no.

BAD51934)27, 28)､ Pseudomonas sp. ND137株由来axnbGenBank accession no.

ABO63257)､ I:hermotoga neapoll'tana由来xylaGenBank accession no. U58632)

の4つのβ･1,3ヰシラナ-ゼ遺伝子が登録されているに過ぎない｡

当研究室は6株のβ･1,3ヰシラナ-ゼ産生細菌(Vl'bTlosp. XY･213､ 214, 216､ 235

およびAX･4株とAIca蜘es sp. XY1234株)を保持しており､このうちl肋lo sp.

XY･214株､ Akallienessp. XY･234株､ Vl'bTlosp. AX･4株由来の3つのβ･1,3ヰシラ

ナ-ゼ遺伝子がクローニングされ､塩基配列が決定された｡そこで本研究では､まず

初めにβ･1,3･キシラナ-ゼに関する新たな知見を得ることを目的として､未だ塩基配

列の解読がなされていないV)'bTlosp. XY･213､ ⅩY･216およびⅩY･235株のβ･1,3ヰシ

ラナ-ゼ遺伝子をクローニングし､塩基配列を決定した｡

また､当研究室保存株のうちl肋lo sp. XY･214株25)はβ11,3ヰシランを唯一の炭
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素源として生育できることからβ･1,3･キシラン資化細菌であり､さらにキシロースを

添加した培地で培養した際にβ-キシロシダーゼを菌体内に産生することが確認され

ている29)o従って､本細菌が産生するβ-キシロシダーゼはこれまで報告のないβ･1,3･

キシロシダーゼである可能性が高い｡そこで､本細菌が産生するβ-キシロシダーゼの

性質を解明するため､本酵素を精製してN末端アミノ酸配列と内部アミノ酸配列を決

定すると共にβ-キシロシダーゼ遺伝子をクローニングし､組換え大腸菌において大量

発現させ､その酵素学的性質を検討した｡
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Table I一l. The poly8aCCharide8 produced byalgae

海藻 細胞壁骨格多糖 細胞間粘質多糖 貯蔵多糖

緑藻 セルロースⅠ(バロニア科) 含硫酸キシロアラピノガラクタ アミロース

セルロースⅢ(アオサ属) ン(シオグサ属､ジュズモ属､ アミロペクチン

β-1,3-キシラン(イワヅタ科､ イワヅタ属､ミル属)

ハネモ科､ハゴロモ科､チョウ 含硫酸グルクロノキシロナムラ

チンミドロ科) ン(アオサ属､アオノリ属)
β-1,4-マンナン(ミル科､ 含硫酸グルクロノキシロラムノ

カサノリ科) ガラクタン(カサノリ属)

褐藻 セ′レロースⅡ アルギン酸(ワカメ属､コンプ ラミナリン

-ミセノレロース 属､アラメ属､カジメ属､マクロ

シスチン属)

フコイダン(ヒバマタ属)

紅藻 セ′レロースⅢ 寒天(テングサ目､スギノリ目､ 紅藻デンプン

ヘミセノレロース イギス目)

β-1,3-キシラン(アマノリ属) カラギナン(スギノリ科､ミリン

β-1,4-マンナン(アマノリ属) 科､オキツノリ科)
ポルフィラン(アマノリ属)
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Fig. 1･2. The degradation of β･1,3･Ⅹylanby u8ing β･1,3･Ⅹylana8e and

β･1, 3･Ⅹylo8ida8e.
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第Ⅱ章 β･1,3ヰシラナ-ゼ遺伝子のクローニングと一次構造の比較

当研究室は､ 1984年から1990年にかけて海域から単離された6株のβ･1,3･キシラ

ナ-ゼ産生細菌( tqbTlosp. XY1213､ 214､ 216､ 235およびAX･4株とAIcall'genessp.

XY･234株)を保持している.このうちTqbTlosp. XY･214株由来のβ11,3ヰシラナ-ゼ

遺伝子については当研究室の橋川が25)､ AIcaEgenes sp. XY･234株由来のβ･1,3ヰシ

ラナ-ゼ遺伝子については当研究室の岡崎がクローニングし､塩基配列を決定してい

る26)｡さらに本酵素に関してはモジュール構造の解析がされており､ N末端からシグ

ナルペプチド､触媒領域､ DNGGの繰り返し配列からなるリンカー､ β･1,3･キシラン

と特異的に結合する糖質結合モジュール(CBM)から構成されている｡また､倣lo

sp. AX･4株由来のβ･1,3･キシラナ-ゼ遺伝子に関しては､当研究室と九州大学大学院

海洋資源化学研究室との共同研究によりクローニングされ､ C末端領域にCBMが2

つ並んで存在していることが分かっている27,28)｡そこで本章ではβ･1,3ヰシラナ-ゼ

に関する新たな知見を得ることを目的に､未だ塩基配列の解読がなされていない

倣わsp. XY･213､ ⅩY･216およびXY･235株のβ･1,31キシラナ-ゼ遺伝子をクローニ

ングし､塩基配列を決定するとともにモジュール構造の解析を行った0

Ⅱ･1. 実験材料および実験方法

Ⅱ･1･1. 使用菌株

Vl'bTlo sp.XY12 13

V)'bTlo sp.XY･2 14

1肋由sp.XY･2 16

招bTlo sp.XY1235

倣わsp.AX･4

1989年に伊勢湾内の海泥から単離

1989年に伊勢湾内の海泥から単離

1989年に伊勢湾内の海泥から単離

1990年に伊勢湾内の海泥から単離

1984年に福岡県沿岸の海泥から単離

Ⅱ･1･2. 宿主大腸菌およぴプラスミドベクター

ク ローニング用の宿主大腸菌と して､ Escheyl'ch'a coL' DH5α と

pT7Blue(Novagen)を使用した｡菌体培養にはLB培地(1%Tryptone,
0.5% Yeast
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extract, 1%NaCl:pH 7.5)を使用し､固形培地として使用するときは寒天を1.5%に

なるように添加した｡

Ⅱ･1･3. 試薬

試薬は特にことわらない限り､和光純薬工業またはナカライテスクの特級試薬を使

用した｡

(a)Tris-EDTA(TE)

Tris･HCl(pH 8.0) 終濃度10 mM

ED℃A(pH 8.0)

(b)Tris･SDS Buffer(pH 9.0)

0.1 M Tris

l% SDS

O.1 M NaCl

(c) saline･EDTA(pH 8暮0)

0.15 M NaCI

O.1 M EDTA

(d)濃saline･citrate

l.5 班 NaCI

O.15MNa3･クエン酸

(e)希saline･citrate

O.015 班 NaCI

O.0015 M Na3･クエン酸

終濃度1mM

(カ 緩衝液飽和フェノール

フェノール(粒状)とTris-SDSBuffer(1.OMTris, 1% SDS)を3:2の割合で混
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合し､激しく撹拝した｡その後､遠心分離(3,000rpm, 10min)し､下層(フ

ェノール層)のpHを1NNaOⅢでpH7.8-8.0に調整した｡

(g)アルカリ性銅試薬

蒸留水250mlに24gの無水Na2CO3と12gのロッシェル塩を溶解し､これに10%

CuSO4･H20溶液40 mlを混合し､さらに16 gのNaHCO3を加えて溶解した｡別

に用意した約500 mlの沸騰水に180 gの無水Na2SO4を加え､溶解した｡冷却後､

1,000mlのメスフラスコに両液を移し､蒸留水を加えて1,000mlとした｡これを37℃

で16･18時間インキュベ-卜したものをろ過して用いた｡

(也)ヒ素モリブデン酸試薬

蒸留水450 mlに25 gのモリブデン酸アンモニウム(NH4)2MO7024
･

H20を溶解

し､これに濃硫酸21mlをかき混ぜながら加えた｡別に水25mlに3gの第ニヒ酸ナ

トリウムNa2HAs04･H20を溶かして､上記溶液に添加し､蒸留水を加えて1,000ml

とし､この混合享夜を37℃で16･18時間インキュベ-卜し､褐色瓶で保存したo

Ⅱ十4. β･1,3･キシランの調製

最小培地に添加したβ･1,3ヰシランは､緑藻スリコギヅタ(Caulerpamcemosa vBr.

1aetehens)からIrikiらの方法14)に基づいて当研究室で改良した方法で調製した.

すなわち､乾燥スリコギヅタ粉末を水に懸濁させ､70℃の温水中で1時間加温した

後､充分に水洗した｡次いで､ 1%塩酸に1時間浸漬後､水洗し､得られた残査に沸

騰水浴中で加温した約80℃の水酸化ナトリウム溶液を終濃度1.25%になるように加

え､沸騰水浴中で1時間加温した｡次いで､塩酸で中和し､終濃度1.25%になるよう

に硫酸を加え､沸騰水浴中で1時間加温したo 水洗後､80･100℃の温水を加えドラフ

ト内で溶液を70℃に保ちながら､溶液350 ml当たり1 mlの酢酸を加えpHを3･5

とした｡イワヅタ100g当たり亜塩素酸ナトリウム5gを加えて摸拝した｡ 20分毎に

1度ずつ摸拝し､ 1時間に1回亜塩素酸ナトリウムを同量追加しながら3時間加温し

た｡イワヅタが完全に脱色されたら､デカンテ-ションで上澄みを除き水で充分水洗

した｡水洗後､終濃度が10%になるように水酸化ナトリウムを加え､窒素ガスを注

入しながら4時間摸拝した｡残査を遠心分離(8,000×g, 10
mュn)で取り除き､上澄み
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に2倍量のエタノールを加えてβ･1,3ヰシランを沈殿させ､デンカンテ-ションと遠

心分離(8,000×g, 10min)でキシランを分離した｡ペレットを1%塩酸を含むエタノ

ールに懸濁させ中和し､遠心分離したoエタノールで2･3回洗浄した後,エタノール･

エーテル(1:1)に懸濁させ､遠心分離した｡次いで､エタノール･エーテル(1:3)に懸濁さ

せ､遠心分離した｡減圧乾燥でエーテルを完全に除去して, β･1,3ヰシランを得た｡

Ⅱ･115. DNAの各種処理

プラスミド DNA の抽出には Wizard Prus Minipreps DNA Purification

System(Promega)を使用した.制限酵素はTakaraまたはToyoboの製品を使用した.

DNAライゲ-ションは特にこだわらない限りLigationKit Vcr.2 (Takara)により行

った.アガロ-スゲルからのDNA断片の抽出にはWizard
SV Gel and PCR

Clean･Up System(Promega)を使用した｡

Ⅱ･1･6. アガロ-スゲル電気泳動

DNA断片の分画はアガロ-スゲル電気泳動により行った｡分画するDNA断片長

に応じた濃度のアガロ-スゲルを用いてサブマリン型電気泳動装置で適当時間泳動

した.アガロ-スの溶解および泳動にはTAEBufferを用いた｡サイズマーカーとし

てMarker 6 (ニッポンジーン)を用い､泳動後､ゲルをエチジウムブロマイド溶液

で染色してUV照射によりDNAを確認した.

Ⅱ-l･7. 形質転換

InoueとNojimaの方法30,31)を基に大腸菌-の形質転換は以下のように行った｡氷

上で溶解したコンビテントセル(100 〃1)に､ 1-20〃1のプラスミド溶液､あるい

はライゲ-ション反応液を加え､穏やかに混合して30分間氷上に放置した｡この混

合液をヒートショック(42℃,90sec)後､氷上で2分間冷却し､アンピシリンを含

むLB寒天平板培地(LB･Amp)に塗布し､ 37℃で16･18時間培養した｡ LB寒天平

横培地(LB･Amp)には必要に応じてIPTGおよびⅩ･Galを塗抹したo

Ⅱ･1･8. ゲノムの抽出

Saito･Miura法32)により行った｡すなわち､供試菌を5mlペプトン培地(Table 2･1)
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で25℃､ 16･18時間種培養､ 800mlのペプトン培地で25℃､ 48時間本培養した後､

遠心分離(8,000rpm, 15min)した｡沈殿を12mgのリゾチームを含んだ6mlの

saline･EDTAに加えてよく撹拝し､これを37℃で10-20分インキエペ-卜し､菌体

がとりもち状になり始めたら､あらかじめ-80℃で冷却しておいたエタノールに容器

ごと浸し､そのまま-80℃で30分間凍結させた｡その後､凍結させた菌体に50 ml

のTris･SDS Buffer(pH 9.0)を加えて撹拝し､菌体を溶解したo これをさらに60℃に

加温して完全に溶菌させた｡次に､溶菌液を共栓フラスコに移し､溶菌液と等量の緩

衝液飽和フェノールを加えて10-20分振とうした｡この懸濁液を低速遠心分離(3,000

rpm, 10min)して3層に分離させ､核酸が含まれている上層をピペットによりビー

カーに移した｡これに2倍量の冷エタノールを穏やかに加え､ 2層に分離した境目を

かき混ぜ､線維状の沈殿を巻き取った｡次に､巻き取ったDNAからエタノールをあ

る程度除いた後､ 70, 80および100%各エタノール10 ml中に順次数分ずつ浸し洗

浄を行ったo洗浄後､20 mlの希saline･citrateにDNAファイバーを完全に溶解(16･18

時間)させ､ 2ml濃saline･citrateを加えて安定化させた｡この粗DNA液を500 〟

g/ml程度に希釈してRNaseを80 〃g/mlになるように加え37℃で30分間インキュ

べ-卜した｡これを室温にまで冷却した後､等量の緩衝液飽和フェノールを加え､共

栓フラスコで5分間振とうした｡この懸濁液を低速遠心分離(3,000rpm, 15
mュn)

して得られた上層をビーカーに移し､ 2倍量の冷エタノールを静かに加え､ガラス棒

で境目をかき混ぜ線維状の沈殿を巻き取った｡これを70, 80および100%各エタノ

ール10mlに順次2minずつ浸した後､エタノールをよく搾り取り10mlTEに溶解

した｡

Table 2･1. Composition ofpeptone nediun

Components

Polyp ep tone

Yeast extract

NaCI

MgSO4･ 7H20

K2HPO4

KH2PO4

pH

0.5

0.1

3.0

0.05

0.2

0.04
二_

■
二■_二 =

7.6
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Ⅱ･1･9. 16S rRNA遺伝子の塩基配列決定

当研究室が保持している5つのβ･1,3･キシラナ-ゼ産生細菌(†fbvl'0属)について､

その分類上の類縁関係を知るために､分類の指標となる16S rRNA遺伝子の解析を行

った｡塩基配列の決定には16S rRNA Universal primer (Table 2-2)を用い､プライ

マーウオーキングにより行った｡

Ⅱ･1･9･1. PCRによる16SrRNA遺伝子の増幅

16S rRNA遺伝子を増幅するためのUniver組1 primerである27F primerと1492R

primerを用いて､各ゲノムDNAを鋳型に下記の条件でPCRを行ったo

Table 2･2. 16S rRNAUniver8alp血er

P血ername Sequence Length(mer)

27F 5J-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3J 20

1492R 5′-GGCTACCTTGTTACGACTT-3′ 19

530F 5′-CAGCAGCCGCGGTAAmC-3′ 18

530F 5J-GTAGCGGTGAAATGCGTAGA-3′ 20

702R 5′-TCTACGCATTTCACCGCTAC-3′ 20

Composition of PCR 80htion Reaction condition of PCR

Components Quantity 94℃ 1min

dHL'0

10×ExTaq Buffer

2 mM dNTP

Genomic DNA (100 ng/pt) 1.0 pl

PrimerF (27F: 50 pmol/pD 1.0 pI

Primer-R (1492R: 50 pmol/d 1.0 pl

Ex Taq Polymerase (5 unit/pカ o.5 pl

Total 100 pl

13
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72℃ 1.5 min

4℃ hold

Lg
■
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Ⅱ･1サ2. 増幅した16SrRNA遺伝子の精製

PCR産物を1%アガロ-スS電気泳動した後､目的の大きさのバンドをゲルから

切り出し､ SV Gel and PCR Clean･Up System (Promega)を用いて精製した｡

Ⅱ･1･9･3. 塩基配列の決定

シーケンス反応は､ DTCS Quick Start Master Mix (BECKMAN COULTER)を用

いてジデオキシ法により行い､塩基配列の決定はCEQ2000ⅩL DNA Analysis

Systemにより行った｡塩基配列の解析にはGENETIX(ソフトウェア開発)を用いた｡

Ⅱ十10. β･1,3ヰシラナ-ゼ活性の測定と比較

Ⅱ･1110･1. 辞素液の抽出

5株のβ･1,3ヰシラナ-ゼ産生細菌(伽lo sp. XY･213, ⅩY･214, XY･216, ⅩY-235

およびAX･4株)を0.3%β･1,3･キシランを含むペプトン斜面培地で25℃､ 24時間培

養し､これを5 mlペプトン液体培地に接種して25℃で24時間種培養した｡さらに

これを100 mlペプトン培地に接種して25℃で48時間本培養した｡培養後､培養液

を遠心分離(10,000 rpm, 15 min)して上澄液と沈殿とに分離した｡上澄液に80%飽和

になるように硫酸アンモニウムを加え､ 4℃で16･18時間塩析した｡その後､遠心分

舵(10,000rpm, 15min)によりタンパク質を沈殿させ､沈殿に5mlの20mM酢

酸Buffer(pH 6.0)を加えて溶解させた｡これを20mM酢酸Buffer (pH 6.0)､20mM

Tris･HCIBuffer(pH 7.5)の順で透析し､さらに遠心分離(10,000rpm, 15min)して

得られた上澄液を菌体外酵素液とした｡

Ⅱ十10･2. β･1,3ヰシラナ-ゼ活性測定

(A)活性測定用基質(1%β･1,3ヰシラン)

0.3gのβ･1,3ヰシランを蒸留水に加え､ 30mlにメスアップした｡これを超音波破

砕機で15分間処理し､防腐のためにトルエンを数滴加えたものを使用した｡

(B) β･1,3･キシラナ-ゼ活性

100mMMESBu飽r(pH 7.5)の0.3mlに酵素液を0.2ml加えて0.5mlとし､37℃

で1分間プレインキュベ-卜した後､ 1%β･1,3ヰシラン水溶液o.5mlを加え同温度
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で一定時間反応させ､ Somogy-Nelson法･33)で生じた還元糖を測定した｡すなわち､

アルカリ性銅試薬1 mlを加えて反応を停止し､直ちに沸騰水浴中で15分間加熱した｡

2分間冷水に浸けて冷却した後､ヒ素モリブデン酸試薬2.Omlを加えて激しく撹拝し､

15分間静置した｡静置後､蒸留永9mlを加えて撹拝し､未反応のキシランを除去す

るために遠心分離(3,000 rpⅡ1, 5 min)した後､上澄液の吸光度を500 Il皿で測定した｡

β･1,3ヰシラナ-ゼの1uI山は､上記の反応条件で1分間に1 〃molのキシロースに

相当する還元糖を生ずる酵素量と定義した｡

Ⅱ･1･11. β･1,3ヰシラナ-ゼ遺伝子のクローニングと塩基配列の決定

Ⅱ･1111･1. PCRによるβ･1,3･キシラナ-ゼ遺伝子の増幅

既に塩基配列が決定されているtfbTlosp. XY･214株由来β･1,3-キシラナ-ゼ遺伝子

皇5)のORFプライマー(Table 2･3)を用いて､各供試菌株のゲノムDNAを鋳型にPCR

を行うことによりクローニングした｡ PCR反応液の組成および反応条件はそれぞれ

Table 2･4とTable 2･5に示したo

%ble 2･3. XY12140RF p血er8for clo血g β-1,3･xyl乱na8egene

Primerna皿1e Sequence Length(mer)

XY-2140RF-F 5′-TCGATGCTAGCAAA-3′ 20

XY-2140RF-R 5′-AGACTAGTTACATACTTGAT-3′ 20

Thhle 2-4. Composition ofPCR 80htion 取ble 2-5. Reaction ¢ondition ofPCR

Component8 Quantity

dH20

10×ExTaq Buffer

2 mM dNTP

XY-214 genomic I)NA(100 ng/A) 1.0 pl

Primer･F (50 pmol/山) 1.0 Ill

Primer-R (50 pmolid) 1.0 pI

Ex Taq Polymera8e (5 unit/A) 0.5 pl

Total 100 pl

15

94℃ 30 see

94℃ 30 see

54.9℃ 30 see

72℃ 2 min

4℃ bo ld

Lg
♂

30 cydes



Ⅱ･1･11･2. PCR増幅産物の塩基配列解読

増幅したPCR産物を1.0%アガロ-ス電気泳動で確認後､ Wizard SV Gel and

PCR Clean･Up System (Promega)を用いてアガロ-スゲルから抽出し､精製した｡

精製した遺伝子断片とpT7Blueベクターをエツペンドルフチューブ内で混ぜ､

Ligation Kit Vcr.2 (Takara)を用いてライゲ-ションした.

ライゲ-ションしたキメラプラスミドをInoueとNojimaの方法30,31)により大腸菌

E. coll'DH5αに形質転換して､ IPTG(100 mM)と Ⅹ･Gal(20 mg/ml)を塗布した

LB･Amp平板培地に接種し､ 37℃で16･18時間培養した｡増殖した白いコロニーを

爪楊枝で取り､ PCR反応液に懸濁させた後､ LB･Amp平板培地(マスタープレート)

に接種した｡ T7とU19プライマーを用いてPCRした後､アガロ-ス電気泳動して

目的の断片と同じ大きさのバンドを示すポジティブクローンを選び出した｡

得られたポジティブクローンをLB･Amp液体培地に接種して培養した後､ Wizard

Prus Minipreps DNA Purification System(Promega)を用いてプラスミドを抽出し､

インサートDNA断片の塩基配列を解析した｡シーケンス反応は､ DTCS Quick Start

Master Mix (BECKMAN COUIJTER)を用いてジデオキシ法により行い､塩基配列の

決定はCEQ2000ⅩL DNAAnalysis Systemにより行った.塩基配列の解析には

GENETIX(ソフトウェア開発)を用いた｡

Ⅱ･2. 実験結果

Ⅱ･2･1. 16SrRNA遺伝子の塩基配列決定と比較

16S rRNAUniversal primerを用いて当研究室が保持する5株のβ･1,3ヰシラナ-ゼ

産生細菌の16SrRNA遺伝子を決定し､塩基配列の相同性を比較した｡その結果､こ

れら5株のβ･1,3ヰシラナ-ゼ産生海洋細菌は､極めて近い類縁関係にあることが分

かった｡すなわち､ IqbFlosp. XY･214の16SrRNA遺伝子を基準にして比較すると､

V)'brlosp. XY･213､ ⅩY･216およびⅩY･235の3株は100%､ AX･4株は95.7%の相同

性を示した｡塩基配列を決定した2種類の16SrRNA遺伝子についてBLASTにより

相同性検索した結果､どちらもl%TIo属の細菌と98%以上の相同性が得られたo
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Ⅱ12･2. β･1,3･キシラナ-ゼ活性の比較

当研究室が保持するAkaEgeDeS SP. XY･234株以外の5つの保存株についてβ･1,31

キシラナ-ゼ活性の比較を行った｡目的は､これらβ･1,3ヰシラナ-ゼ産生細菌が数

年間凍結保存されていたことから､酵素活性が維持されているかどうかを確認するた

めである｡活性測定の結果､すべての細菌においてβ･1,3･キシラナ-ゼ活性が確認さ

れた(Table 2･6)0

Ⅱ･2･3. β･1,3ヰシラナ-ゼ遺伝子のクローニングと塩基配列の決定

既に塩基配列が決定されているVl'bm'osp. XY･214株由来のβ･1,3ヰシラナ-ゼ遺伝

子25)のORFプライマー(ⅩY12140RFプライマー)を用いて､ tqbTlo sp. XY･213､

Ⅹy･216およびⅩY･235株の各ゲノムDNAを鋳型にPCRを行ったo さらにこれら増

幅断片をサブクローニングし､その塩基配列を決定したところ､各供試菌から得た遺

伝子断片の塩基配列はすべてVl'bm'osp. XY1214株由来β･1,3ヰシラナ-ゼ遺伝子の塩

基配列と同一であることが判明した｡すなわち､460アミノ酸残基をコードする1,383

塩基対からなるORFから成り､その推定分子量は51,323Daであった｡これにより

当研究室が保持するβ･1,3･キシラナ-ゼは､ ⅩY･214グループ(ⅩY･213, ⅩY214,

Ⅹy･216およびⅩY･235)とⅩY･234それにAX･4の3つのグループに分かれることが明

らかになった(Fig. 2･1)｡当研究室以外の研究機関によって報告されたものを含め､現

在までにl肋lo sp. XY･214株由来TxyA(GenBank accession no. ABO29043)25)､

AIcaB'geDeS SP. XY･234株由来TxyA(GenBank accession no. ABO39953)26)､ TibTlo

sp. AX･4株由来XYL4(GenBank accession no. BAD51934)27, 28)､ Pseudomonas sp.

ND 137株由来AxnB(GenBank accession no. ABO63257)､乃eTmOtOga neaPOlttana

由来ⅩylC(GenBank accession no. U58632)の5種類のβ･1,31キシラナ-ゼ遺伝子が

報告されているo Vl'brlosp. XY･214株由来のβ･1,3･キシラナ-ゼと他の4つの酵素と

のアミノ酸配列の相同性をTable 2･7に示した｡これら5種類のβ･1,3ヰシラナ-ゼ

は､すべて糖質加水分解酵素ファミリー26(GH26)に属する触媒モジュールを有して

いた｡さらに､ C末端領域に糖質結合モジュールファミリー31(CBM31)やCBM6な

どの非触媒領域を有する酵素も報告されているo しかしながら､ l肋lo sp. XY･214

グループのβ･1,3･キシラナ-ゼに関してはそのモジュール構造の解析がなされていな

いoそこで､これらモジュール構造を有するβ･1,3･キシラナ-ゼとVl'bTlosp. XY･214
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株由来β･1,3ヰシラナ-ゼのC末端領域のアミノ酸配列を比較し､相同性を調べた

(Fig. 2･2).その結果､ l肋lo sp. XY･214株由来β･1,3･キシラナ-ゼのC末端領域

(Glu368･Asn460)はA蜘essp. XY･234株由来TxyAのCBM31と77%の相同性､

Vl'bTlo sp. AX･4株由来m4のCBM31･1と56%､ CBM31･2と52%の相同性､

PseudomoDaS8P. ND137株由来AxnBのCBM31と43%の相同性があり､さらに触

媒モジュールとCBMをつなぐリンカー配列(DNGGの繰り返し配列)と類似した配列

も存在することが判明した｡相同性検索から予測されたモジュール構造をFig. 2･3に

示す｡
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Table 2･6. me co皿pari80n Of P-1,3･Ⅹylma8e activities

Strain no. β-1,3-Ⅹylanase(U/ml)

ⅩY-213

ⅩY-214

ⅩY-216

ⅩY-235

AX-4

0.323

0.236

0.426

0.326

0.210
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AX-4 XYL4

XY-214 TxyA

XY-234 TxyA :.三三主三
AX-4 XYL4 59:

XY1214 TxyA 59:

XY1234 TxyA 59:

AX-4 ⅩYI｣4 119:

XY1214 TxyA 119:

ⅩY-234 Txy且119:

AX-4 XY工｣4 179:

ⅩY-214 TxyA 179:

ⅩY-234 TxyA 179:

AX-4 XYI,4 239:

ⅩY-214 でⅩyA 239:

XY-234 T宜yA 239:

AX-4 XYL4 299:

XY-214 TxyA 299:

ⅩY1234 TxyA 299:

AX-4 ⅩY14 353こ

XY-214 TxyA 356:

ⅩY-234 Txy且 359:

AX14 XYL4 405:

ⅩY-214 TxyA 410:

XY-234 TxyA 419:

SVAT LGACA FQAH

S ZAT LGACA FSAn )I l■■暮[I

■■ ■t.JT暮l■

:∴三l
:,I:1=
'I…l::::,;-':tJ

J[I I･宇二二二=三l書Tl

E:I≡……:K≡≡Y#l:J;i:D牲三三

丑喜喜…亜三三#p≡韮≡韮y8≡Ll::D♯肝≡…l

FE三悪y;…≡…刑…;,臣BE至E濫E:#≡…輩≡;;;≡≡……≡

118

118

118

178

178

178

238

238

238

298

298

298

352

355

358

40J

409

418

462

460

469

AX-4 XYL4 4 63 : NGSGGDNGGDNGSGGDNGSGGGTDPSQCSADFGYNYRSDTE=EVFtiKDI.GWSASWNY工CIJ 52 2

ⅩY-214 TxyA 461:-ll--I---------1一一-I---I1--I-----------I--------------- 461

ⅩY-234 TxyA 470:-----Ill-I-ll-Ill--Ill-I---------一------------一一---一一一一1-- 470

AX-4 ⅩYL4 523 : DDYCVPGDKSGDSYNRSFNATLGSDYK=TFKVEDSASQF=TERN工TFVNTSCAQ 57 6

XY-214 TxyA 461:------------I--I---------ll-----------------I-I-1 461

XY-234 TxyA 470:------------一一------I---ll---------------I--- 470

Fig. 2･1. Sequence山ignment ofP･1,3･Ⅹylan舶efrom
T%m'osp. Btr血AX-4 (AX･4

XYIA), fqbm'o 8p, 8tr血ⅩY1214 0EY-214 TEyA) and A物e8 8P. 8traiJI XY･234

0EY･234 TqA).

The conserved amino acid re8idue8 a代high11ghted.
Gaps 1eftto improve the alignment are

indicated by da8he8. The numbers refer tD amino acid residues at the Start Of the respective

lines;all 8equenCe8 are numbered from Met･1 of the peptide. The 8ignalpeptide8from amino

acid 1 to 22 of each P-1,3-xylana8e aJ･e boxed.
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Table 2･7. Sequence homology ofTxyAfrom V%m'o 8p. Strain XY･214with other

β･1,3･Ⅹyhna8e8

orgmi-s proteins ld?T%.t)itySi晋ity?a?gaTAccessionno･

AIca]1'geDeS SP. Strain XY1 234 TxyA 82

Vl.brjo sp. straiII AX･4 ⅩYL4 64

PseudomoDaSSP. Strain ND137 AxnB 54

TAezmotoga DeaPOl)'taDa XylC 40

469 ABO39953

576 BAD5 1934

817 ABO63257

346 U58632
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Ale.TxyA

Pse.Amp

Ⅵb.TxyA

Vib.m-1

Vib.XYL412

Ale.TxyA

Pse.血⊂n丑

Vib.TxyA

Ⅵb.m- 1

Vib.m412

349

440

347

350

459

:bG-GDNGGDNG-GDNG-G

423 :

611 :

414 :

409 :

531 :

---I --VATDNDGNTDEASATKSVV

-I-I--GNSDGGN-G-GD

GGGDNGSGGDNGGDNGSG

TQVl-I-
QTN1--

GS

-Ⅳ- 469
~~~

554

-N1 460

GTP 458

-AQ 554

3墓室…喜

Fig･ 2･2･ Sequence軸n皿ent Ofthe linker and CBM zegion8 0fTxyAfrom A抽eB q). Btrain XY-234(A血.TxyA),
AxnB丘om伽zL血a淵印. 8trainND237(P8e.A王nB) aJld XYu丘on I(hLr7'oBP. Strain AX･4Nib.m･1.Vib.m4-2)
withthe putatiyelinker and CBM region8 0f TzyAfrom馳あq). 8train XY･214(Vib.TzyA).
The conserved amino acid re8idue8 are highlighted. Gaps h!ft to improve the alignment are indicated by da8he8.The numbers

refer to 8mino acid residues atthe Btart Of the respective lines;all Sequences are numbered from Met- 1 of the peptide. Thelinker

region contaimig Six repeat8 0f DNGG inAlc,TxyA i8 boxed witha broklm hne.



1 100 200 300 400 500 600 700 800 (a.
a.)

GH26 Catalytic Modtde CBM3 1

Ale.でⅩyA

Vib. TxyA

Vib.m

P8e.AxnB

T. A.XylC

畢■■lll-11砂

ヨ =.I.･..:_i+_二;-_I.三I-;:-･.I..･･=

玉 :~■I-二-;:.:~三:.:=J.: -.-'i=----::-;-:-:-
CBM6

臥_________________｣

回

Fig. 2-3. Sdlematic repre舵ntation of the modular architecture of

β･1,3･xyhna8e.

The predicted modular architecture of B-1,3-xylanases is shown as a schematic representation.

Black bars indicate putative hnkers. Putative signal peptides are shown by dots in open boxes.

Abbreviations used are as follows: Ale.TxyA, TxyA of AIcal)ieDeS SP. Strain XY-234; Vib.TxyA,

TxyA of V)'by1'osp. strain XY-214; Vib.m4, m of V)'b)v)'osp. strain AX-4; Pse,AxnB, AxnB

of RseudomoBa8日P. Strain ND13了; T.A.XylC, ⅩylC of I:BeTmOioga BeaPOL'taBa.
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Ⅱ･3. 考察

β･1,3ヰシラナ-ゼは､原始紅藻アマノリ属などβ･1,3ヰシランを細胞壁構成成分と

する海藻からプロトプラストを単離する際に必須な糖質加水分解酵素である｡本酵素

はβ･1,3･キシロシド結合を有する多糖を加水分解する酵素の総称であり､β･1,3･キシラ

ンに作用して種々のオリゴ糖を生ずるエンド型β11,3ヰシラナ-ゼ(EC 3.2.1.32)と､

β･1,3ヰシランおよびキシロオリゴ糖をキシロース単位で切断するエキソ型β･1,3･キ

シラナ-ゼ(EC 3.2.1.72)に分類される｡イネ科植物や木材などに含まれるβ･1,4ヰシ

ランの分解に関与するβ･1,4ヰシラナ-ゼに関しては､これまで数多くの報告があり､

その遺伝子については220以上の塩基配列が決定されている｡これに対してβ-1,3ヰ

シラナ-ゼに関する研究報告は非常に少ないのが現状である｡

そこで本章では､ β･1,3ヰシラナ-ゼに関する新たな知見を得ることを目的に､研

究室保存株である6株のβ･1,3･キシラナ-ゼ産生細菌のうち､未だその遺伝子クロー

ニングがなされていないVl'bTlosp. XY･213､ⅩY･216およびⅩY235株を供試菌とし､

これら細菌由来β･1β･キシラナ-ゼ遺伝子のクローニングを行った｡

まず初めに､当研究室が保持しているAkali'genessp. XY･234株以外の5つのβ･1,3･

キシラナ-ゼ産生海洋細菌(Vl'bTlo属)について分類上の類縁関係を知るために､分類

の指標となる16SrRNA遺伝子の塩基配列を決定し､比較した.その結果､ V)'bTlosp.

XY･214株の16SrRNA遺伝子を基準として比較すると､ Iibm'osp. XY･213､ XY･216

およびⅩY･235の3株は100%､ AX･4株は95.7%の相同性を示した.塩基配列を決定

した2種類の16SrRNA遺伝子についてBLASTにより相同性検索した結果､どちら

もVl'bFlo属の細菌と98%以上の相同性が得られた.一般的に16S rRNA遺伝子の塩

基配列は､ 95%以上の相同性があれば同じ属である可能性が高く､ 99%以上の相同性

では同種の菌である可能性が高いとされている｡しかしながら､あくまでも何%の相

同性があるというだけであり､属レベル､種レベルの問題とは切り離して考えなけれ

ばならない｡すなわち､仮に100%の相同性があったとしても属レベルで異なること

もある. V)'bm'osp. XY1213､ ⅩY･216およびⅩY･235の3株の16S rRNA遺伝子の塩

基配列はVl'bTl'o sp. XY･214のものと同一であったが､いづれも細菌学的諸性質は僅

かに異なっていた｡

Vl'bTlosp. XY･213､ ⅩY･216およびⅩY･235株由来β･1,3･キシラナ-ゼ遺伝子のクロ
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-ニングに関しては､当研究室の橋川によって既にクローニングされ､塩基配列が決

定されたl肋lo sp. XY214株由来β･1,3ヰシラナ-ゼ遺伝子(txyjO25)のORFプライ

マーを用いて行った｡その結果､これら3株由来のβ･1,3･キシラナ-ゼ遺伝子は

XY･214株由来txJA遺伝子の塩基配列と完全に一致し､同一のものであることが判明

した｡このことから当研究室が保持するβ･1,3･キシラナ-ゼ遺伝子はⅩV214グルー

プ(ⅩY･213, ⅩY･214, ⅩY･216およびⅩY･235)とⅩY･234､ AX･4の3つのグループに分

かれることが明らかになった(Fig. 2･1).

また､これまでに塩基配列が報告されている5種類のβ･1,3ヰシラナ-ゼのうち､

AIcaEgenes sp. XY･234株由来TxyA26)､ Vl'bTlo sp. AX･4株由来XYL4 27, 28)および

Pseudomonassp. ND137株由来AxnBに関しては触媒モジュール以外に､糖質結合

モジュール(CBM)を有することが報告されている｡これらCBMはβ･1,3ヰシランと

特異的に結合することから､ CBMファミリー31(CBM31)に分類されている｡ l肋わ

sp. AX･4株由来m4に関してはC末端領域にCBM31を2つ､ Pseudomonas sp.

ND137株由来AxnBに関してはCI∋M31とCBM6の2種類のCBMが並んで存在し

ていることが分かっている(Fig. 2･3)｡しかしながら､ Tqbvl'o sp. XY･214株由来の

β･1,3ヰシラナ-ゼに関しては塩基配列が決定されたものの､未だそのモジュール構

造の解析が行われていない｡そこで､これらモジュール構造を有するβ･1,3ヰシラナ

-ゼとVl'bFlo sp. XY･214株由来β･1,3･キシラナ-ゼのC末端領域のアミノ酸配列を

比較し､相同性を調べた(Fig. 2･2)oその結果､招おlosp. XY･214株由来β･1,3ヰシラ

ナ-ゼのC末端領域(Glu368･Asn460)はAIcaEgeDeS SP. XY1234株由来TxyAの

CBM31と77%の相同性､ tqbTlosp. AX･4株由来XYL4のCBM31･1と56%､CBM31･2

と52%の相同性､ Pseudomonassp. ND137株由来AxnBのCBM31と43%の相同性

があり､さらに触媒モジュールとCBMをつなぐリンカー配列(DNGGの繰り返し配

列)と思われる配列も存在することが判明した｡これらのことからVl'bTlosp. XY･214

株由来β･1,3ヰシラナ-ゼが､β･1,3ヰシランと特異的に結合するCBM31を有するこ

とが示唆された｡

CBMは不溶性の多糖である植物細胞壁(基質)に酵素を近づけるためのものであり､

その存在によって触媒反応の効率を上げることができる.従って､今後はV)'bFlo sp.

XY･214株由来β･1,3ヰシラナ-ゼの推定CBM領域に関する詳細な機能解析が必要と

思われる｡
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第Ⅲ章 VL'bElo sp. XY-214株由来βヰシロシダーゼ遺伝子(EkA)のクロ

ーニング用プロ-プの作製

当研究室の漆畑は､ β･1,3･キシラナ-ゼ産生海洋細菌であるVl'bvl'osp. XY1214株が

キシロースを添加した培地で培養した際に､ βヰシロシダーゼを菌体内に産生するこ

とを報告している29)｡本細菌がβ･1,3ヰシランを栄養源として生育するためには､多

糖であるβ･1,3ヰシランに自ら産生する酵素を作用させることで単糖であるキシロー

スを得る必要があると考えられる｡従って､本棟が保有するβ･キシロシダーゼは､

β･1,3･キシラナ-ゼの作用によって生成されたβ･1,3ヰシロオリゴ糖に作用してキシ

ロースを生成する機能を持つβ･1,3･キシロシダーゼである可能性が高い｡しかし､現

在までに報告されたβヰシロシダーゼは全てβ･1,4･キシロオリゴ糖に作用するβ･1,4･

キシロシダーゼであり､β･1,3ヰシロオリゴ糖に作用するβ･1,3ヰシロシダーゼに関す

る報告は見当たらない｡そこで､ tibTlosp. XY･214株が産生するβ･キシロシダーゼ

(ⅩloA)の性質を解明するため､本章では本酵素を精製し､ N末端アミノ酸配列と内部

アミノ酸配列を決定すると共に遺伝子クローニングのためのプローブを作製した｡

Ⅲ･1. 実験材料および実験方法

Ⅲ･1･1. 使用菌株

･ Vl'bTlosp. XY1214株

当研究室において1990年に伊勢湾内から単離されたβ･1,3ヰシラナ-ゼ産生海洋

細菌のうち､キシロースを添加した培地で培養した際にβヰシロシダーゼを菌体内に

産生するVl'bTlosp. XY･214株29)を供試菌株として用いた.

V}'bvl'osp. XY･214株は0.3% β･1,3ヰシランを唯一の炭素源として含む最小培地

(Basalmedium) (Table 3･1)において選抜育種し､ β･キシロシダーゼ産生能を高

めた｡また､最小培地には酵素産生力の指標として終濃度1 mMになるようにp･ニ

トロフェニル(PNP)サDヰシロビラノシド(シグマ社製)を添加した｡さらにペプト

ン斜面培地(Table2･1)で3週間毎に継代培養し､ 4℃で保存した｡凍結保存は次の

ように行った｡ 1白金耳の菌体をペプトン培地5mlに接種し､ 25℃で16-18時間振
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とう培養した後､培養後に滅菌した100%グリセロ-ルを2ml加えて撹拝し1.5ml

のマイクロチューブに1 mlずつ分注して-80℃で凍結保存した｡

凍結保存株から培養を開始する場合は､菌体保存液を0.3% β･1,3ヰシランを含む

ペプトン平板プレートに画線培養(25℃,24b)した｡

Table all. Compo8ition of the ba8alnedium

Ba8alMedium (BM)

Tri告-HCl (pH 7.5)
NH4CI

K2HPO4

FeCl

Half-strengthASW

100 mM

19 mM

0.33 mM

0.1 mM

A托ificialSea Water仏SW)

NaCI

MgSO4

KCI

CaC12･ 2H20

400 mM

100 mM

20 mM

20 mM

These salts were dissolved separately and combined.
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Ⅲ･1･2. 試薬

試薬は特にことわらない限り､和光純薬工業またはナカライテスクの特級試薬を使

用した｡

Ⅲ十3. β･キシロシダーゼの活性測定

Ⅲ十3･1. 活性測定の基質

p･ニトロフェニル(PNP)-P･D･キシロビラノシドを蒸留水に溶解させたものを活性

測定の基質として用いた｡

Ⅲ･1･3･2. 辞素活性の測定

6mMPNPサDヰシロビラノシド水溶液100 〃1と50mMMESBu飽r(pH 7.0)

の100 〃1に100 〃1の酵素液を加え､ 35℃で適当時間反応させた｡反応後､ 2%炭

酸ナトリウム水溶液を3ml加えて反応を停止し､400nmにおける吸光度を測定した｡

β･キシロシダーゼの1unitは､上記反応条件下で1分間に1pmolのp･ニトロフェ

ノールを生ずる酵素量と定義した｡

Ⅲ十4. タンパク質の定量

酵素タンパク質はLowry法叫こより測定した｡標準タンパク質としてBovin

Serum Albumin, Fraction V(ナカライテスク)を用いた.また､フラクションコレク

ターで分画した各試験管のタンパク質量は､ 280nmの吸光度を測定して求めた｡

Ⅲ･1･5. fibm'o8P. XY･214株由来βヰシロシダーゼⅨloA)の精製

特に断わらない限り､精製換作は4℃以下で行った｡FPLCで使用した試薬･溶液は､

できる限り0.45pmのメンブランフィルターでろ過し､約1時間脱気した｡

Ⅲ十5-1. 大量培養

選抜育種によりβヰシロシダーゼ産生能を高めたV1'bTlo sp. XY214株の保存株を

ペプトン斜面培地に接種し､25℃で15時間培養した後､その-白金耳を5mlの0.1%

Dヰシロースを含むペプトン培地において25℃､ 15時間で前培養した｡次に､この

前培養液の全量を200 mlの0.1% D･キシロースを含むペプトン培地に接種し､ 25℃
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で15時間本培養した｡この前培養から本培養までの操作を9回行い､合計1,800ml

の培養液を得た｡

Ⅲ･1･512. 粗辞素液の抽出

前段階で得られた培養液を遠心分離(8,000rpm, 20min)し､沈殿した菌体に45

mlの50 mMMES Buffer (pH 7.0)を加えて懸濁した.次にこの懸濁液をソニケ-シ

ョンして菌体を破砕(outputs, duty60, 1minX5)し､破砕液を遠心分離(15,000

rpm, 20min)して得られた上澄液をβヰシロシダーゼを含む粗酵素液とした｡

Ⅲ･1･5-3. DEJWTbyopear1650Mによる陰イオン交換クロマトグラフィー

上記の方法で得られた菌体内酵素液を､あらかじめ50 mM MES Buffer (pH 7.0)

で平衡化したI)EAE Toyopear1 650Mカラム(2.0× 30 cm, Tosoh)に添加し､同Buffer

で非吸着タンパク質が流出しなくなるまで素通しを行った｡次に､ 50 mM MES

Buffer (pH 7.0)を300 mlと1.5 M NaClを含む同BufEer 300 mlを用いて連続濃度勾

配溶出を行った｡分画後, 280 nmでの吸光度と活性を測定し､活性画分を集めた｡

分画条件は､流速30ml瓜､分画容量5mlで行った｡

Ⅲ･1･5･4. 硫酸アンモニウムによる逆塩析での辞素の濃縮

DEAE Toyopear1 650Mで得られた活性画分を半透膜に入れ､飽和硫酸アンモニウ

ム(50mMMES Bu飽r (pH 7.0)に硫酸アンモニウムを飽和させたもの)に16･18時間

浸け､酵素を濃縮した｡

Ⅱ･1･5･5. Ether%yopear1650Sによる疎水クロマトグラフィー

逆塩析で濃縮した酵素液を遠心分離(13,000 rpm, 20 min, 4℃)し､沈殿に50 mM

MES Bu飽r (pH 7.0)を加えて溶解させた｡さらに同量の3.OM硫酸アンモニウムを

含む同Bufferを加え､硫酸アンモニウムの終濃度が1.5 Mになるように酵素液を調

製した｡この酵素液を遠心分離(13,000rpm, 20 min, 4℃)して得られた上澄酵素液を

0.2
〃mフィルターによりろ過し､あらかじめ1.5M固形硫酸アンモニウムを含む

50 mM MES Buffer (pH 7.0)で平衡化したEther Toyopear1 650S(1.0× 10 cm,

Pharmacia)に添加した｡ 1.5 M硫酸アンモニウムを含む50 mM MES Buffer (pH 7.0)
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で非吸着タンパク質を完全に溶出させた後､同Bufferと50mMMES Buffer (pH 7.0)

の間で逆濃度勾配溶出を行った｡分画条件は､流速o.5 ml/min､分画容量2mlで行

った｡

Ⅲ･1･5･6. MonoQによる陰イオンクロマトグラフィー

Ether Toyopear1 650Sカラムで得られた活性画分を50 mM MES Buffer (pH 7.0)

で2日間透析し､得られた透析内液をあらかじめ50 mM MES Buffer (pH 7.0)で平

衡化したMonoQカラム(0.5×5.Ocm, Pharmacia)に添加した｡同Bufferを用いて非

吸着タンパク質を完全に溶出させた後､同Buuerと1.OMNaClを含む50mMMES

Buffer (pH 7.0)の間で濃度勾配溶出を行った｡分画条件は､流速o.2 ml/min､分画容

量1.5 mlで行った｡溶出した活性画分を集めてβヰシロシダーゼ最終精製標品とし､

以後の実験に用いた｡なお､酵素は-20℃で凍結保存した｡

Ⅲ･1･5･7. SI)S-ポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS･PAGE)

SDS･PAGEは､ Laemmliらの方法35)にしたがって､ 12.5%ゲルで分離を行った｡

電気泳動条件は､ゲル1枚あたり20 mA定電流で泳動した｡また､タンパク質の染

色はCBB R1250を用い､分子量マーカーはLow･molecular･weight SDS calibration

kit(Amersbam)を用いた｡

Ⅲ･115･8. XbAのN末端アミノ酸配列,内部アミノ酸配列の決定

･ N末端アミノ酸配列の決定

ⅩloAの精製標品をSDS･PAGEにより分離した後､ホライズプロット(ATTO)を

用いてPVDF膜に電気的にプロットした.通電は一定電流2mA/cm2で行い､ブロツ

ティング終了後はPVDF膜をCBB G･250で10分間染色し､希メタノール脱色して

風乾してからバンドを切り出した｡

ペプチドのアミノ酸配列の決定はプロテインシークエンサー(AppliedBiosystems

社製Procise⑧49Ⅹ･cLC Protein SequencerおよびABI社製140D Micro Gradient

Delivery System)を用いて､エドマン分解によりN末端から順にアミノ酸残基を解

析した｡
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･内部アミノ酸配列の決定

XloAの精製標品20 FL lに対し､IJySyl Endopeptidase(0.1 FL g/FL 1)を2.5 p l加え､

37℃､ 10分間反応させたものをSDS･PAGEにより分離した後､ PVI)F膜にプロッ

トし､上記と同様の方法で内部ペプチド断片のN末端アミノ酸配列を決定した｡

Ⅱ･1･6. 且ぬA遺伝子クローニング用プロ-プの作製

(A)締重プライマーを用いたPCR

Ⅲ-1せ8において決定したⅩloAのN末端アミノ酸配列と内部アミノ酸配列をもと

に縮重プライマー(Table312)を作製し､ ⅩY･214株のゲノムDNAを鋳型にPCRを

行ったo PCR反応事夜の組成および反応条件はそれぞれTable 3･3とTable 3-4に示し

た｡ PCRにより増幅した遺伝子断片を血ぁとした｡

Table 3･2. The d喝enerated priner8 de8ipedfor clo血gthe β･xylo8idaBCgene

Primername Sequence Length(mer) Selectedsequence

dxlo-F 5/-ACNACNACNATHCARAAYCC-3I 20 TTTⅠQNP

血1o-R 5/-RTANARRTARTGNCKNCCYTT-3/ 21 KGRHYLY

Table 313. Composition ofPCR Solution Table 3･4. Reaction condition ofPCR

Co mpo ne nt8 Quantity

dⅢ20

10×ExTaq Buffer

2 rnM dNTP

XY-214
genomicDNA(100 ng触l) 1.Opt

Primer-F (50 pmol/A) 1.0 pl

Primer-氏 (50 pmol/A) 1.0 FI

Ex Taq Polymera8e (5 unit/pD o.5 pl

Tわtal 100 pl
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(B) PCR増幅産物の塩基配列解読

増幅したPCR産物dkloを1.0%アガロース電気泳動で確認後､Wizard SVGel and

PCR Clean･Up System(Promega)を用いてアガロ-スゲルから精製した｡精製した遺

伝子断片とpT7Blueベクターをエツペンドルプチュ-ブ内で混ぜ､ Lュgation Kit

Vcr.2 (Takara)を用いてライゲ-ションした｡ライゲ-ションしたキメラプラスミド

をInoue とNojimaの方法30･31)により大腸菌E. coL'DH5αに形質転換して､

IPTG(100 mM)とⅩ･Gal(20 mg/ml)を塗布したLB･Amp平板培地に接種し, 37℃で

16･18時間培養した｡増殖した白いコロニーを爪楊枝で取り､ PCR反応液に懸濁させ

た後､ LB･Amp平板培地(マスタープレート)に接種した｡ T7とU19プライマーを

用いてPCRした後､アガロ-ス電気泳動して目的の断片と同じ大きさのバンドを示

すポジティブクローンを選び出し､菌体に含まれるプラスミドをklo/pT7Blueと命

名した｡得られたポジティブクローンをLB･Amp液体培地に接種して培養した後､

Wizard Prus Minipreps DNA Purification System(Promega)を用いてプラスミドを

抽出し､インサートDNA断片の塩基配列を解析した｡シーケンス反応は､ DTCS

Quick Start Master Mix (BECEMAN COUIJTER)を用いてジデオキシ法により行い､

塩基配列の決定はCEQ2000ⅩL DNAAnalysis Systemにより行った｡塩基配列の解

析にはGENETIX(ソフトウェア開発)を用いた｡

(C)ブロープの作製

Ⅲ十6 (B)で塩基配列を解読したβ･キシロシダーゼの部分遺伝子断片血わ約1.1 kb

を鋳型に､恥ble 3･5に示すプライマーを用いてPCRを行い､アガロ-ス電気泳動後､

ゲルから精製したPCR産物(pKlo:約ヨoo bpとなるように設計した)をAlkPhos

DirectLabelingEit (Amersham)を用いてラベリングし､プローブとした｡すなわち､

まずクロスリンカー原液20 〃1にキットに付属の純水80 〝1を加えて希釈し､クロ

スリンカー溶液とした｡ PCR産物の遺伝子断片をキット付属の純水で10 〃g/〃1に

なるように希釈後､その10 〃1をマイクロチューブに入れ､ 5分間熱変性させた｡サ

ンプルを氷中で急冷後,スピンダウンしてマイクロチューブの底に集めた｡冷やした

サンプルに10 〃1の反応緩衝液を加え､穏やかに混和した｡さらに､2 〟1のLabeling

reagentを加えて充分に混和し､スピンダウンしてマイクロチューブの底に集め､37℃

で30分間インキュベ-卜してサザンハイプリダイゼ-ションに用いた｡作製したプ
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ローブは2時間以内に使用したoマーカーは､ Marker6(A/Sty I) 100ngを上記と

同様にして標識し､ハイプリダイゼ-ションの際に標識したサンプルDNAと同時に

加えた｡

Table 3-5. TtLe P血erさdeBipedfor probe

Primername Sequence Length(mer)

pXloザ 5′-ACGACGACGATTCAGAACCCT-3′ 21

pXlo-氏 5′-CCAGTTACCACCGCGACATGA-3′ 21

Composition of PCR 80lution

Co mpo ne nts Q uantity

dH2 0

10×ExTaq Buffer

2 mM dNTP

ⅩY1214 genomic DNA(100 ng/A)
1.0 p.I

Primer-F (50 pmoud)
1.0 pl

PrimerR (50 pmol/ill)
1.0 pI

Ex Tag Polymerase (5 unit/pD
0.5 pl

Tわtal 100 pl
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Ⅱ･2. 実験結果

Ⅲせ1. Tibm'o8P. XY･214株由来β･キシロシダーゼmoA)の精製

t4bTl'o sp. XY･214由来βヰシロシダーゼ(ⅩloA)のN末端アミノ酸配列と内部アミ

ノ酸配列を決定するために, ⅩloAをⅢ･1･5に記載した方法で精製した(Fig. 3･1, 3･2)0

その結果､Table 3･6に示すように粗抽出液に対して41倍に精製され､回収率は2.1%

であった.また､精製標晶はSDS･PAGEで単一のバンドで検出され､分子量は約60

kDaであった(Fig. 313)0

Ⅲ･2･2. βヰシロシダーゼ&oA)のN末端アミノ酸配列と内部アミノ酸配列の決定

精製ⅩloAをSDS･PAGEで分離した後､電気的にPVDF膜にブロツティングした｡

ブロツティングしたPV℃F膜をCBBで染色し､検出された分子量約60kDaのバン

ドを切り出し､ ⅩloAのN末端アミノ酸配列を分析した｡

次に､ ⅩloAの精製標品20 plに対しIJySylEndopeptidase(0.1 FL g/pl)を2.5 pl

加え､ 37℃, 10分間反応させたものをSDS･PAGEで分離した後､電気的にPVDF

膜にブロツティングした｡ブロツティングしたPVDF膜をCBBで染色したところ､

複数のバンドが検出され､このうち分子量約22kDaのバンドを切り出すことでⅩloA

の内部ペプチド断片のN末端アミノ酸配列を分析した(Fig. 3･4)｡その結果､ Fig. 3･5

に示すように､ⅩloAのN末端アミノ酸配列と内部アミノ酸配列の20残基がそれぞれ

決定された｡

Ⅲ-2-3. 縮重プライマーの作製

Ⅲ･2･2で得られた20残基のアミノ酸配列をもとに縮重プライマーを設計した｡す

なわち､ N末端アミ ノ酸配列の中から縮重の少ないアミ ノ酸配列

(Thr･Thr･Thr-Ile･Gln･Asn･Pro)を選び､ Forwardプライマー(dxlo･F)を設計した｡

また､内部アミノ酸配列の中からも同様に縮重の少ないアミノ酸配列

(Lys･Gly･Arg-His･Tyr･Leu･Tyr)を選び､ Reverseプライマー(dxlo･R)を設計した

(Fig.3･6)0
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Ⅲ･2･4. 縮重プライマーを用いたPCR

Ⅲ･1･5･8において決定されたⅩloAのN末端アミノ酸配列と内部アミノ酸配列をも

とに作製した縮重プライマー(dxlo･F､ dxlo･R)を用いて､ V}'bTlo sp. XY･214株のゲ

ノムDNAを鋳型にPCRを行った｡ PCRの結果､ 1128bpのPCR産物が得られた｡ア

ガロ-スゲル電気泳動図をFig. 3･7に､決定した塩基配列をFig. 3･8に示した｡縮重

プライマーにより増幅された遺伝子断片の推定アミノ酸配列中には､ Ⅲ-1･5･8におい

て決定したⅩloAのN末端アミノ酸配列と内部アミノ酸配列が存在した｡よって､こ

のPCR産物はTqbrlosp. XY214株由来β･キシロシダーゼ(ⅩloA)の遺伝子に由来する

ことが判明した｡

35



A

B

て∋

白

5ヽ
ー

合
● l･■

.aE≡】
O

cd

q)
¢

Cd

Tg
(カ

-O

身
よ

て∋

百

5ヽ
■■′

合
.～

.ら+i
O

cd

q)
CO

Cd

ヨ
功

-O

爵
I

Cl

0

0

0 20 40 60 80 100 120 140

Fraction no. (5 ml each)

0 10 20 30 40 50

Fraction no. (2 ml each)

3

2

1

3

2

1

0

白
日

く=)
α)
Cq

+i

cd

4)
O

白
cd

･eO
也

葛

白
日

;-!

0

0.75

害
■-･-1

U
cd

2;
the

●

U

白
O

U

害

毒
一泊

百
ロ

ー言

責
■

くJ

白

8

Fig. 3･1. Chromatogram8 0f β･xylo8ida8efrom Vibm'o 8P. 8train XY･214 on a

DEAE Tbyopear1 650M column (2.0×30 cm) (心and an Ether %yopear1 650S

column (I.OX 10 cm) (B).

-

, β-xylosidaBeactivity ; ･･-････-, absorbance at 280 nm ;

NaCl orAmmomium sulfate.

36

, concentration of



{∋

百

5ヽ
ー

h

IS

.ら巴≡】
O

c6

C)
切

c8

ヨ
t力

-0
臥

粥
占.

0.05

0.04

0.0

0.0

0.0

3

2

1

0

0 10 20 30 40 50 60

Fraction no. (1.5 ml each)

3

2

1

0

百
日

∈〉
∝)
eq

亡≡】

cd

也)
O

白
cd

･e0
tカ

葛

害
==]

U
Cd

2:
the

●

O

白
O

U

Fig. SI皇. Chromatogram of β･xylo8ida8efrom fibm'o 8P. Strain XY･214 on a Mono

Q c血mn (0.5×5.0 cm).

-

, β-Ⅹybsidaseactivity ; ---･･1 ab帥rbance at 280 nm ;

NaCl.

37

, concentration of



取わle 3･6. Purification of the intr&ce11血P･Ⅹylo由daBefrom伽q). XY･214

Pt1rification step Total activity Total protein Speci五c activity Puri丘cation Yield

(unit) (tug) (unit/mg) (fold) (%)

Crude extract 14. 3

DEAE ToyopeaE1 650M 7.48

Ether Toyopear1 650S 1.54

MonoQ 0.30

800 0.01

39 0. 19

3.7 0.42

0.4 0.76

1.0 100

10.6 52.2

23.3 10.8

42.2 2.ll

(kD a)
M
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20.1-
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β
I

Ⅹylosidase

Fig. 3･3. SI)S-PAGE of the puriJied native P-qbBidaJ3e(ⅩloA)from rlm'o Bp.

Strain XY-214.

I.ane M, Standard markers (Lew-Molecqhr Weight SDS Cahhration Kit; AJner8b8m)

(phoaphory18Se b (94.0 kI)a],albumin [67.0 kDa], ovalhumin [45.0 kDa】,carbomic anhydraBe

[30.0 kDa】, trypsin inhibitor [20.1 kDa】, α ･lactalbtlmin [14.0 kDa]); lane 1, native

β-Ⅹylosida8e.
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Fig. 3･4. Enptic digestion prdtLCt8 0印-qlo8idA8e(ⅩloA).

Lane M, stan血rd markers (IJOWIMolcc1血r Weight SDS Cahbration Kit; Amer8h8m): hne 1,

digestive prodllCtB Of P･xylo8idaBe by ly8ylendopeptidaBe.
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ⅩloA TTTIQNPILKGFNPDPSIVR

22 kI)a peptide WLSLSERPGFLRLKGRHYIX

Fig. 3･5. N-term血alamino acid 8equenCe8 0fXbA and a 22･kDa peptide

produced by ly8ylendopeptida8e digestion.
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I L E G F F P D P S I V R

lCT ACT ACT爪CAA AAT CCT ITr m A山GGT m AAT CCT GAで CCT TCT ATr GTr CGT

Aa lCC l∝ A7C CAB IAC ∝C ▲TC TrG AAG GGC TrC AiC CCC SAC CCC TCC ATC GTC α;C

ACA瓜ACA ATA CC1 1TA CTr GG▲ CC且 CCI TCA ITA GTA CGA

ACG JCG ACG ∝G CTC GGG CCG CCG TCG GTG CGG

CrA AGT ^GA

CTG iGC iGG

甲 L S L S E E P G F L 良 L

TGG TrA TCT TrA TCT G▲▲CGT CCT GGT m TI-A CGT TrA AAA GGT CGT CAT TAT Tn TIT

TrG TCC TTG TCC GAG CGC CCC GGC rrC TTG CGC TTG LAG GGC CGC CAC TIC TTG TIC

CTr TCA CTr TCI CG▲ CCA GG▲ CTr CGA CTr GGA CGA CIT

CTC TCG CTC TCG α;G CCG GGG CTC CGG CTC GGG CGG CTC

CTA ACT CT▲ ACT IG▲ CT▲ ▲GI CT▲ 瓜 m

CTG IGC CTG ▲GC IGG CTG IGG CTG AGG CTG

Fig. SIC. Prq)mtion of the degezLer8ted p血erB On the b血ot the N-te血

aznino acid 舵quenCe8 0f XloA (心 and a 22-kI)a peptide obtained by

脚end叩eptidzLBe digeBti皿Of XkA 也).
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0(bp)

19.33

7.74

6.22

4_26

3.47

2.69

1.88

1.49

0.93

1,128 bp

PCR product

Fig. 317. Ag血相e gel ekct叩ho托血ofPCR product dBrivedfrom官enOmic DNA

of T%m'o 8p.血ain XY･214 by the degeJler&ted p血erB.

Lane M, Standard markers (Marker 6); lane 1, PCR product of dxlo-F primer and血lo-R

PnJner.

42



1 ACGACGACGÅTTCAGAACCCTATTTTAAAAGGCTTTA礼TCCAGATCCTTCGATTGTTCGT 60

61 GTCGGCGACGATTACTACATTGCAACCTCAACCTTCGAGTGGTTTCCGGGGATTCAACTT 12 O

V G I) D Y Y 工 A T S T F E Ⅵ F P G I Q I.

121 CATCATTCACGCGATCTGATTAACTGGCGCCTTGTTGGTCACGCCTTAACTAGAACCTCA 180

H H S R D I, I N W A L V G H A L T A T S

1 8 1 CA丸CTGAACATGATGGGCATGGATAATTCCGAAGGCGTTTACGCCCCTGCCCTAACTTAT 2 4 0

Q L N M M G M D N S E G V Y A P A L T Y

241 TCTGACGGCACATTCTGGCTGTGCTTCTCGAATGTCCACTCATGTCGCGGTGGTA瓦CTGG 300

S D G T F W L C F S N V H S C A G G N W

3 01 ATGGCGACGCCTAGTTATGTTGTGACAGCTGACAGCATTGAAGGTCCATGGAGTGAGCCT 3 60

M A T P S Y V V T A D S I E G P W S E P

361 GTTCCGATTGGTAATTACGGCTTTGATCCTTCTCTGTTCCATGATGACGATGGCAAGAAA 420

V P 工 G N Y G F D P S L F 壬I D D D G K K

421 TACATGCTCAACATGATTTGGGGTGGCCGTGCAAAGACTA丸CTTCTTTGGCGGTATCATC 480

Y M L N M I W G G R A K T N F F G G I I

4 8 1 ATGCAAGAGTTTGATGCCGATGAAGGTAAGCTTGTTGGCGCACCCAAGACCGTCTTCGA丸 5 4 0

M Q E F D A D E G K L V G A P K T V F E

5 4 1 GGGAACCGAGCTCGGGTTGTACTGAAGGGCCCACAACTGCTTAAAAAGGATGACTATTAT 6 0 0

G N A A R V V L K G P Q L L K K D D Y Y

6 01 TACCTGATAACAGCGGAAGGTGGTACAGAGCGCAATCACGCGGTAACGGTTTGTCGTTCC 660

Y i I T A E G G T E R N H A V T V C R S

6 61 AAGCACATCTGGGGACCTTATGAAGTTCACCCAGAAAATCCTATCCTGACCAGTCGTTTC 7 2 0

K fr 工 W G P Y E V H P E N P I L T S R F

7 2 1 CAAGAACACGCAGAGCTTTCACGTGCAGGTCACGGCTTTCTAGTTGAGACTCAAACCGGT 7 8 0

Q E H A E L S R A G E G F L V E T Q T G

781 GAATGGTATATGAGCCACCTGTGTGGCCGCCGTATTCCAAACCCGGAAGGCTATCAATTT 840

E W Y M S H L C G R A I P N P E G Y Q F

8 4 1 ATGCCTAAATACGACAATGGCTTCTCAATCTTAGGCCGAGAAAGTGCGCTACAAAAAGCA 9 0 0

M P K Y D N G F S I I) G R E S A L Q 王く A

9 01 CACTGGCAAGACGATTGGCCATACATCGCAAtCAGGTAAAACÅCCTGTTGTTGAAGTGGA丸 9 60

H W Q D D W P Y I A T G K T P V V E V E

961 GCACCA姐CCTTCCTTTACACCCTTGGCCTGAATCTCCGGCTCGAGACGAATTTATCGAC 1020

A P N L P L H P W P E S P A A D E F I D

102 1 CCAACGTTGAGCCTGATATCÅ且CCTTACGAGAGCCAGTATCTGAAAAATGGCTGTCGTTA 1 08 0

P T I. S L I S T L R E P V S E K
□

1081 AGCGAGCGACCAGGATTCTTACGTCTGAAAGGCCGCCACTACCTCTAC 1128

Fig. 3-8_ Nudeotide and deduced血o acid 8equenCe8 0f 1.128 bp PCR product

ofXIQAfrom genomic DNA of招あ血叩. 8tr血XY･214.

The nucleotlde 8equenCe iB 1128 bp. The determined N-terminaland internalamiJIO acid

8equenCe8 are indic且tX!d by a black background reBidueB.
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Ⅲ･3. 考察

本章ではβ･1,31キシラナ-ゼ産生海洋細菌であるVl'bTlosp. XY1214株由来のβヰシ

ロシダーゼ遺伝子(xlaA)をクローニングするために､ β-キシロシダーゼを精製し､そ

のN末端アミノ酸配列20残基と内部アミノ酸配列20残基から作成した縮重プライマ

ーを用いてPCRを行い､プロ-プを作製した｡

精製酵素標品は､粗抽出液に対して41倍に精製され､回収率は2.1%であった(Table

3･6)｡また､ SDS･PAGEによる解析では約60kI)aの単一のバンドで検出さた(Fig.

3･3)0 N末端分析の結果､ ⅩloAのN末端アミノ酸配列と内部アミノ酸配列の20残基

がそれぞれ決定された｡ ⅩloAのN末端アミノ酸残基はMet(メチオニン)ではなく､

Thr(トレオニン)であった.一般に原核生物の翻訳過程ではAUG開始コドンとAUG

非開始コドンを区別するため､開始コドンが指定するMet残基はホルミル化されて

｣Ⅴホルミルメチオニンとなっており､合成途上のタンパク質はすべてアミノ末端に

N･ホルミルメチオニンをもっている｡しかし､このNホルミルメチオニンはしばし

ば修飾や切断などのプロセシングを受け､成熟タンパク質では除去されている36)｡従

ってⅩloAのN末端アミノ酸残基がThr(トレオニン)から始まっていることは､プロ

セシングにより｣Ⅴホルミルメチオニンが除去されたためであると考えられた｡

決定したアミノ酸配列をNCBI(些ational Qenter for Biotechnology圭nformation)

のBLAST(Basic主ocal Alignment墨earch竺oo1) 37)によって他のタンパク質との相同

性を検索したところ､ XloAのN末端アミノ酸配列はCaulobactersp. K31株由来の

α
･L･アラピノフラノシダーゼ(Accession no. AATHOIOOOOO6)やSeleDOmOnBS

rum)'nantlum GA192 由来のキシロシダーゼ/アラピノシダーゼ(Accession no.

AFO40720) ､
S1'DOTh'zobl'z)a

memOtl由来のβ･キシロシダーゼ(Accession no.

AL591788)などのN末端領域と高い相同性を示した｡また､内部アミノ酸配列は

CnmmohalobacteT Salexl'gens DSM株由来α ･I/7ラビノフラノシダーゼ(Accession

no. CPOOO285)のTrp345-Gly359領域と相同性を示した｡これら相同性が得られ

た酵素はすべて530アミノ酸残基程度から構成されており､その遺伝子の長さは約

1,600塩基程度､単一サブユニットの分子量は約60kDaであった.以上の結果より､

l%Tlosp.XY･214株から抽出､精製されたⅩloAが､少なくとも既報のβ･キシロシダ

ーゼやα･L･アラピノフラノシダーゼと相同性があることが判明した｡また､本細菌
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由来のβ･キシロシダーゼ遺伝子(xloA)が約1,600塩基程度であること､さらに決定

された内部アミノ酸配列がⅩloAのN末端から約350残基目付近に位置していること

が示唆された｡

次に､ ⅩloAのN末端アミノ酸配列20残基と内部アミノ酸配列20残基をもとに､

それぞれ縮重の少ないアミ ノ酸配列(Thr･Thr-Thr･Ile･Gln･Asn･Pro) ､

(LysIGly･Arg･His･Tyr･Leu･Tyr)を選び､ Forwardプライマー(dxlo･F)およびReverse

プライマー(dxloIR)を設計した(Fig. 3･6)｡この縮重プライマー(dxlo･F, dxloIR)を用

いて､ Vl'bFlosp.XY･214株のゲノムDNAを鋳型にPCRを行ったところ､ 1128bpの

PCR産物(Mo)が得られた(Fig. 3･7). ddoの塩基配列を決定した結果､その推定アミ

ノ酸配列中にはⅢ十5･8において決定したⅩloAのN末端アミノ酸配列と内部アミノ

酸配列が存在した(Fig. 318)oこれによりddoがVl'bFlosp. XY･214株由来β･キシロシ

ダーゼ遺伝子(血)に由来することが判明した｡よって､ kloの塩基配列をもとにプロ

-プを作製し､ xloA遺伝子のクローニングに用いることにした.
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第Ⅳ章 V)'bm'o sp. XY-214株由来β-キシロシダーゼ遺伝子(xkA)のクロ

ーニングと塩基配列の決定

前章においてⅩloAのN末端アミノ酸配列と内部アミノ酸配列をもとに作製したプ

ローブを用いて､サザンプロット法により肋losp. XY･214株由来βヰシロシダー

ゼ遺伝子(xloA)を含むゲノムDNA断片のクローニングを行い､塩基配列を決定した0

Ⅳ･1. 実験材料および実験方法

Ⅳ･1･1. 試薬

試薬は特にことわらない限り､和光純薬工業またはナカライテスクの特級試薬を使

用した｡

Ⅳ十2. 宿主大腸菌およびプラスミドベクター

クローニングにはEschen'ch'a coEDH5 α

､E.coltXLl･BlueとpT7Blue(Novagen)､

pBluescript ⅡKS(I)(Stratagene)を使用したo菌体培養にはLB培地(1%Tryptone,

0.5%Yeastextract, 1% NaCl:pH 7.5)を使用し､固形培地として使用するときは寒

天を1.5%になるように添加した｡

宿主大腸菌の遺伝子型

Strain Genotype

E. coliDH5 α deo R, endAl, BWA96, LsdR17(rk-mh+), I,eCAl, LTelAl,

sup E44, th'-1, A (1acZ】包razgE)U169, 4 801acZAM15,E} ～

E. cob XIJl ･Blue D(mcTA)183D(mcTCB･hsdSMR･mzT)1 7:3end41 supE44 th1'-1

tecA1 8WA96 reL41 1ac[F 'pmAB lacZq ZDM15 TnlaTet)】

Ⅳ･1･3. DNAの各種処理

Ⅱ･1･5と同様の方法で行った｡
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Ⅳ･1･4. アガロ-スゲル電気泳動

Ⅱ･1･6と同様の方法で行った｡

Ⅳ･1･5. 形質転換

Ⅱ･1･7と同様の方法で行った｡

Ⅳ･1･6. βヰシロシダーゼ遺伝子bbA)のクローニング

(A)サザンハイプリダイゼ-ション

xloA遺伝子を含むDNA断片を単離するために､ Ⅲ･1･6において作製したプローブ

ヌクレオチドに対して認識部位をもたない6塩基認識制限酵素でゲノムDNAを消化

し､サザンハイプリダイゼ-ションによって目的断片を検出した｡すなわち､ [Nde

I
･PstI】､ 【ScaI ･SphI】､ 【SpeI ･KpnI】､ 【NdeI ･SpeI]､ 【NdeI ISphI】､ 【Pst

I
･SphI】､ [xbaI ･N4eI]､ 【xbaI ･PstI】､ [xbaI ･SpeI】､ 【xbaI ･KpnI】､ 【Kpn

I ･N4eI】､ 【KpnI ･PstI】の12種類の制限酵素の組み合わせによってゲノムDNA

を消化し､アガロ-ス電気泳動後､分離されたDNA断片をHybond･N十membrane

(Amersbam)にアルカリトランスファーし､洗浄後､ 80℃でベイキングした｡

次に､メンプレンを水になじませた後､ハイプリ･バッグ(コスモ･バイオ)に入

れ､事前に55℃に温めておいたハイプリダイゼ-ション緩衝液を注ぎ55℃で15分

間プレ-イブリダイズした｡ハイプリダイゼ-ション緩衝液を交換し､ Ⅲ十6で作製

したプローブを緩衝液1ml当たり10ngになるように加えて55℃で16･18時間ハイ

プリダイズした｡

ハイプリダイズの終わったメンプレンを予め 55℃に温めておいた一次洗浄液

(Table4･1)に浸し､ 55℃で10分間穏やかに振蕩した後､一次洗浄液を交換して再

度､ 55℃で10分間穏やかに振蕩した.一次洗浄液を捨て､二次洗浄液(Table4･2)

をメンプレンが十分に浸る程度加えてから､ 5分間室温で穏やかに振蕩した後､二次

洗浄液を交換し､再度室温で穏やかに振蕩しながら5分間洗浄した｡

メンプレンから余分な二次洗浄液を除き､ラップの上にDNAが固定されている面

を上にして置いた｡次に､ Detection試薬(CDP･Star)をメンプレン全体に均一に広

げ5分間放置した｡その後､余分なDetection試薬を除き､メンプレンを簸ができな

いように注意してラップに包み､暗室においてDNAを固定した面にⅩ線フイルムを
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密着させて一時間感光させた｡現像定着し､プローブがハイプリダイズしたDNA断

片の検出を行い､クローニング用DNA断片を作製するために適した制限酵素の組み

合わせを決定した｡

(B)制限辞素消化断片の大腸菌-の組み込み

サザンハイプリダイゼ-ションの結果から求められた制限酵素を用いて､倣losp.

XY1214株のゲノムDNAを完全に分解し､アガロ-ス電気泳動により分離した｡同

時にサザンハイプリダイゼ-ションを行い,プローブがハイプリダイズしたDNA断

片を検出し､アガロ-スゲルと重ね合わせることで目的のxloA遺伝子を含むDNA

断片をアガロ-スゲルから切り出し､精製した.このxloA遺伝子を含むDNA断片

と､同制限酵素で処理したpBluescript ⅡKS(･)(Stratagene)を10 FLlを超えないよ

うに混合し､ Ligation Kit Vcr.2 (Takara)を等量加え､ 16℃で1.5時間インキュベ-

卜し､キメラプラスミドを構築した｡得られたキメラプラスミドをⅡ十7に示した方

法により､ E.coll'ⅩLl･Blue -導入した｡

スクリーニングは､ Blue･W血te selection法とプライマーにpxlo･Forward primer

とpxlo･ Reverseprimer (Table 3･5)を用いたコロニーダイレクトPCRにより行っ

たoすなわち､形質転換したE.coL'ⅩLl･BlueをBlue･White selection法によりⅩ･Gal

分解能のない白色コロニーを選別し､保存プレートに接種した後､ Table 4･3に示す

PCR反応溶液(鋳型プラスミドを省いた)に懸濁してPCRを行い､アガロ-ス電気泳

動で分析した｡ポジティブコントロールと同じ位置にバンドを示す株を選び出した

(Fig.4･2).スクリーニングにより得られたポジティブクローンが保持するプラスミ

ドをxloA/pBluescript(Xba I ･Spe I )と命名した.

(C)形質転換大腸菌の凍結保存

アンピシリン(50 〃g/〃1)を含むLB培地5mlに形質転換大腸菌を1白金耳接種

し､ 37℃で12･16時間振とう培養した｡培養液に70%グリセロ-ルを2 ml加えて

撹拝し､ 1.5mlのエツペンドルプチュ-ブに1mlずつ分注して-80℃で凍結保存し

た｡この凍結保存菌株から菌を培養する場合､菌体保存液をなるべく融解させないよ

うにしてアンピシリン(50 jig/fLl)を含むLBプレートに画線培養(37℃, 16･18h)

し､シングルコロニーを選び適当な培地に接種した｡
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Table 4･1. Compo8ition offir8t Washing buffer

Components Quantity Final cone.

Ure a

SDS

0.5 M phosphate buffer (pH 7.0)

NaCl

1 M MgC12

Blocking reagent

120g 2M

lg 0.1%

100 m1 50 mM

8.7 g 150 mM

I血l lmM

2 ど o.2%

Total volume 1,000 ml

※ 0.5Mphosphatebu飽rpH7.0は､ 0.5Mリン酸二水素ナトリウム溶液を

1NNaOHでpH7.0に調整した｡

Table 4･2. Composition of 20× Second washing buffer

Component白 Quantity Final cone.

Tri8 120 g 1 M

NaCl 112 g 2 M

Tわtal volume 1,000 ml

※ HClでpHIO.0に調整し､使用時は20×ストックを20倍希釈し､1,000ml

当たり1MMgC12溶液2ml (終濃度2mM)を加えた｡
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(D) PCRによるRZanpBheBCriptはぬI ･SpeI )内のインサート挿入方向の決定

pBluescript Ⅱ KS(･)に挿入されたβヰシロシダーゼ遺伝子を含むDNA断片の挿入

方向を確認するために､プライマーpxloザ､ pxlo･R､ dxlo･R､ T7およびT3を組み合

わせ､ xlohpBluescript(Xba
I -SpeI )を鋳型にしてTable 4･3に示す反応系および

Table 4･4に示す反応条件でPCRを行った.

Table 4-3. Conpo8ition of PCR BOhtion %ble 4･4. Reaction condition of PCR

Co mpo ne nt8 Q11antity

dH20

10×ExTaq Buuer

2 mM dNTP

ⅩloNpBluescript(ma卜Spel ) 1.Opl

Primer-F (50 pmolld 1.0 pl

Primer-氏 (50 pmol/a) 1.0 pl

ExTaqPolymeraBte (5 unit/d 0.5pl

Tわtal loo pl

94℃ 30 see

94℃ 30 see

54℃ 30 see

72℃ 3 min

4℃ bold

30 cycles

(E)血晦Blue8Cript蝕I ISpe I )内のインサートDNAの塩基配列の決定

プライマーウオーキング法により xlohpBluescripi(XbaI -SpeI )に含まれるイン

サートDNAの全塩基配列の解析を試みたo シーケンス反応は､ DTCS Quick Start

Master Mix (BECEMAN COULTER)を用いてジデオキシ法により行い､塩基配列の

決定はCEQ2000ⅩL DNAAnalysis Systemにより行ったo塩基配列の解析には

GENETIX(ソフトウェア開発)を用いた｡
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Ⅳ･2. 実験結果

Ⅳ･211. サザンハイプリグイゼ-ションによるβヰシロシダーゼ遺伝子uaA)含有

DNA断片の検出

クローニングに必要なβヰシロシダーゼ遺伝子(xloA)をコードしたDNA断片を作

製するために､ Ⅲ･1･6で調製したプローブに対して認識部位を有しない6塩基認識制

限酵素( 【NleI ･PstI】､ 【ScaIISphI】､ 【SpeI IKpnI]､ 【NdeI ･SpeI]､ 【N4eI

･SphI】､ 【PstI･SphI】､ 【xbaI ･N4eI】､ 【xbaI ･PstI】､ [XbaI ･SpeI】､ 【xbaI

IKpnI】､ 【KpnI ･NdeI]､ 【KpnI ･PstI】の12種類の組合せ)でゲノムDNAを消

化し､サザンハイプリダイゼ-ションを行った｡一般にクローニングのためのプラス

ミド挿入断片としては4kbp付近のヌクレオチドが適していると言われているが､二

重消化で生じたヌクレオチドの中で4kbp付近にポジティブなバンドが検出された組

合せはXba I ･SpeIであった(Fig. 4･1)0

Xba I
･SpeIの2種類の制限酵素の組合せによって得られた消化産物(ⅩY･214Xba

I ･SpeIインサート遺伝子断片)を､同制限酵素の組合せにより消化したpBluescript

ⅡKS(I)に挿入し､ xloA遺伝子のクローニングに用いた｡

Ⅳ･2･2. コロニーダイレクトPCRによるスクリーニング

tibTlosp. XY･214株のゲノムDNAを制限酵素(XbaI ･SpeI )で二重消化して得

られた遺伝子断片を､ pBluescript ⅡKS(･)のXbBI ･SpeIサイトにライゲ-ション

してキメラプラスミドを作製し､これを宿主大腸菌(E.coll'ⅩLl･Blue)に導入すること

によって形質転換大腸菌を得た｡これら形質転換大腸菌の中からβヰシロシダーゼ遺

伝子含有I)NA断片を保持する大腸菌をスクリーニングするために､ Blue･White

selectionとプライマーにpxlo･Forward primerとpxlo･Reverse primerを用いたコ

ロニーダイレクトPCRを行った｡その結果､ 40株の白色コロニーから1株のポジテ

ィブクローンxloA/pBluescript(Xba I ･Spe I )を得ることができた(Fig. 4･2)0

Ⅳ･2･3. XY･214maI ･SpeIインサート遺伝子断片の塩基配列

倣わsp. XY･214株由来β･キシロシダーゼ遺伝子(xloA)の塩基配列を解読するため

に､プライマーウオーキング法により xlohpBluescript(Xba I ･SpeI )に含まれるイ
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ンサートDNAの全塩基配列を解析した｡その結果､解読されたxloA遺伝子とその

周辺領域の塩基配列をFig. 4-3の黒枠内に示す｡

xloAは629番目のATGを開始コドンとし､ 2,234番目のTAAを終止コドンとす

る1,608bpからなるオープンリーディングフレーム(ORF)から構成されていた.この

ORFは535残基のアミノ酸をコードしており､予想されるタンパク質の推定分子量

は60,835Da､推定等電点は5.16であった.さらに､ORFの2番目のアミノ酸(Thr･

T)から始まる20残基の配列はVl'bFlo sp. XY･214株由来βヰシロシダーゼ(ⅩloA)の

N末端アミノ酸配列と､また､ ORFの357残基のアミノ酸(TrpIW)から始まる

19残基のアミノ酸配列は､本酵素の内部アミノ酸配列と完全に一致した｡終止コド

ンの51塩基下流には自立ターミネーターと推定される回文配列38)が存在した. xloA

遺伝子のコドン使用頻度および構成アミノ酸をTable415に示したo xloAのGC含量

は47.02%であった｡次に､ xloA遺伝子から推定されるアミノ酸配列を他のタンパク

質のアミノ酸配列と比較するためにBLAST37)による相同性検索を行った｡その結果､

ⅩloAは､ Bacillus sp. KK11株由来のβ･キシロシダーゼ(GenBank accession no.

AFO45479)､ Bacillus halodwBnS C･125株由来のβ･キシロシダーゼ(GenBank

accession no. APOO1519)と最も高い相同性47%を示した｡次いで､ BaciHus clausii

KSM･K16株由来のβヰシロシダーゼ(GenBank accession no. APOO6627)と46%､

ChzTOmOhalobacter saleAl'gens DSM 3043株由来のα -L-アラピノフラノシダーゼ

(GenBank accession no. CPOOO285)と46%､ SeleDOmOnaS mml'nantlum GA192株

由来のキシロシダーゼ/アラピノシダーゼ(GenBank accession no. AFO40720)と45%､

Geobacillus steazTOtheTmOPhi'1us T･6株由来のβヰシロシダーゼ(GenBank accession

no. AY690618)と45%の相同性を示した(Table 416)｡これら相同性が得られたタンパ

ク質はすべて糖質加水分解酵素ファミリー43(GH43)に分類されていることから､

ⅩloAはGH43に分類されることが示唆された｡ ⅩloAとGH43に属する他の酵素の

アミノ酸配列のアライメント図をFig.4･4に示したo本酵素遺伝子をクローニングす

るために､ pBluescriptのマルチクローニングサイトのXbaIとSpeIサイトに組み

込まれたⅩY･214XbaI ･SpeIインサートゲノムDNA断片は4,206bpであった｡そ

の全塩基配列を決定したところ､ xloA遺伝子の他に1種類の不完全なORFlと2種

類の完全なORF (ORF2およびORF3)の存在が見出された｡各ORFの塩基配列か

ら推定されるアミノ酸配列をBLAST37)により相同性検索した結果､ ORFlは､
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1%otobacterlum pm^undum SS9株由来のキシロースイソメラーゼ(GenBank

accession no. CR378664)と86%の相同性､ Eschen'ch'a colt536株由来のキシロース

イソメラーゼ(GenBank accession no. CPOOO247)と75%の相同性が確認されたこと

から､キシロースイソメラーゼ遺伝子であると推定した｡また､ORF2はLactobacillus

βabel subsp. sakei 23K株由来のマルトースー0 -アセチルトランスフエラーゼ

(GenBank accession no. CR936503)と41%の相同性､ BaciHus halodLLtTanS C･125株

由来のマルトース-0 -アセチルトランスフエラーゼ(GenBank accession no.

BAOOOOO4)と 39%の相同性が確認されたことから､アセチルトランスフエラーゼに

類似した遺伝子であると推定した. ORF3はAkam'tlOmX boThumen$1's SK2株由来

のアルデヒドレダクタ-ゼ(GenBank accession no. AM286690)と 59%の相同性､

Candida tTOPIcall's由来のキシロースレダクタ-ゼ(GenBank accession no.

DQ665829)と44%の相同性が確認されたことから､キシロースレダクタ-ゼ遺伝子

であると推定した(Table 4･7)0

さらに､本研究においてクローニングされた4,206bpのXY･214XbaI ･SpeIイン

サート遺伝子断片(4,206 bp xloAfragment)の3 ′末端領域､すなわちキシロースレダ

クタ-ゼ遺伝子と推定される遺伝子をコードするORF3の遺伝子領域574bpが､当

研究室の橋川によってクローニングされたVl'bTlosp. XY･214株由来β･1,3･キシラナ-

ゼ遺伝子(txJ:A)25)(GenBank accession no. ABO29043)の下流に位置する推定アルデ

ヒドレダクタ-ゼ遺伝子の塩基配列(未発表データ)と完全に一致することが判明した.

これにより､橋川がtxJA遺伝子のクローニングの際に単離したtxJA遺伝子を含む

ゲノムDNA断片(4,409 bp txJAfragment)(Fig. 4･3の点線で囲った領域:塩基配列

をFig. 415に示した)と4,206 bp xloAfragmentが部分的に重複していることが示唆

された｡そこで､ VIybTjosp. XY･214株のゲノムDNAを鋳型にORF3とtxJA遺伝子

の全長が含まれるように設計したプライマーを用いてPCRを行い､さらに増幅した

遺伝子断片の塩基配列を解析した｡その結果､ PCR増幅産物がORF3とtxJA遺伝子

を含む遺伝子断片であることが判明したことから､ Iqbvl'osp. XY･214株のxloA遺伝

子とtxJA遺伝子がゲノム上においてORF2とORF3を隔てて隣接していることが明

らかになった(Fig. 4･6)
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MIM2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Fig. 4-I. Southem blot andydJl dgenomic DNA of V;%do8p. 8train XY-214with

a pdo DNA probe.

Sample
ofDNA(4 LE g) were ektrophore8ed in 1.0 % 8gamBe gel. Genomic DNAwa8 dige8ted

by restriction enzymes. After 8ePar8ted by ag且rO8e gel ektrophore8iB, the DNAfragments

were tran8島rred tD aヱybond-N'menbrane and hybridizedwithpdo DNA probe. Lane

Ml,M2, Standard markerz3 (Marker 6);lme 1, NleトR?tl digestion; hoe 2, Sm卜AFphl

digestion; lane 3,卑el一旬nl dige8tio血Iane 4, N4eT一触I digeさtion; lane 5, Nlel -Sphl

digestion; hne 6, Psst ･SpLI dige8tion; hne 7, moトNjb
I digestion; 18ne8,.%a 1 - PWI

dige8tionJ'hrLe 9, mDト劫el dige8tion; lane 10, maI一触I digestion,'1a血ell,卑LZI

-NjTe
I digestion; lane 12, KpD I

･

Pwl digestion.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

(kbp)

ー300bp

PCR product

Fig. 4-2. AgiLmBe gel electztq)hozc由of血y direct PCR product.

Lane M, 8tandard皿arker8 (Marker 6); hJle 1- ll, PCR product ofpxh-F and pxlo- R p血er8

触m traJ旭formed E.a)h'ⅩLl-Blue; lane 12, Positive coJltJOl (Tbmphte I)NA i8 genOmic DNA

of Vam'o 8P. 8tr&in XY1214).
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ma1
1 CTAGAGAACGAGATCAAAGTAAACATTGAAGCAPACCACGCAACGCTTGCGGGTCACAGC

L E N E I K V N I E A N fI A T L A G I寸 S

6 1 TTCCACCATGAAGTTGCAACCGCTACATCACTTGGCTTATTTGGTTCAATCGATGCTAAC

F H H E V A T A T S I, G i F G S = D A N

12 1 CGTGGTGACCCACAACTAGGTTGGGATACTGACCAATTCCCGAACAGCGTTGAAGAAAAC

R G D P Q IJ G W D T D Q F P N S V E E N

1 8 1 ACGTTAGTTATGTACGAAATCCTAZLAAGCTGGCGGCTTTACAACAGGTGGCTTCAACTTT

T L V M Y E I L K A G G F T T G G F N F

2 4 1 GATGCTCGTGTTCGTCGTCCTTCTACAGAATTAGAAGACTTGTTCCACGGTCACATCGGC

D A R V R A P S T E L E D L F H G H I G

3 0 1 GGCATGGATACTATGGCACTATCGCTAGAGCGTGCAGCTAACATGATCGAAAATGATGTG

G M D T M A i S L E R A A N M I E N D V

3 6 1 CTGTCTAAAAACATCGCTGAGCGTTACGCAGGTTGGAATGATGACCTAGGTCAGAAGATC

L S K N = A E A Y A G W N D D L G Q K =

4 2 1 CTAA姐GGTGACCTTTCTCTTGCTGGTCTAGCGGCGTTTACTGAAGAGACGAACATCTAA

L K G D L S L A G L A A F T i E T N t
*

4 8 1 CCCAGTTAAAGAATCTGGTCGTCAAGAATACTTAGAGAACGTTGTAAATGGCTTCATACT

-36

5 4 1 ACAAGTAALGTGATGATGTCTTGAACAAAGCCCAAGTATACTAATTCATATACTTAGGCTT

Stem and lJOOP

-10

601 TTTTATTACCCTACCGTCTGGAAAAAT

6 61 AGGCTTTAATCCAGATCCTTCGATTGTTCGTGTCGGCGACGATTACTACATTGCAACCTC

V G D D Y Y = A T S

7 2 1 AACCTTCGAGTGGTTTCCGGGGATTCA礼CTTCATCATTCACGCGATCTGATTAACTGGCG

T F E W F P G = Q i H H S R D L = N W R

7 8 1 CCTTGTTGGTCACGCCTTAACTAGAACCTCACAACTGAACATGATGGGCATGGATAATTC

L V G H A I▲ T R T S Q L N M M G M D N S

8 4 1 CGAAGGCGTTTACGCCCCTGCCCTAACTTATTCTGACGGCACATTCTGGCTGTGCTTCTC

E G V Y A P A L T Y S D G T F W L C F S

9 0 1 GAATGTCCACTCATGTCGCGGTGGTAACTGGATGGCGACGCCTAGTTATGTTGTGACAGC

N V H S C R G G N W M A T P S Y V V T A

9 61 TGACAGCATTGAAGGTCCATGGAGTGAGCCTGTTCCGATTGGTAATTACGGCTTTGATCC

D S 工 E G P Ⅵ S E ど V P 工 G N Y G ど D ど

1 02 1 TTCTCTGTTCCATGATGACGATGGCAAGAAATACATGCTCAACATGATTTGGGGTGGCCG

S L F H D D D G K K Y M L N M = W G G A

1 0 8 1 TGCAAAGACTAACTTCTTTGGCGGTATCATCATGCAAGAGTTTGATGCCGATGAAGGTAA

A K T N F F G G I = M Q E F D A D I G K

1 1 4 1 GCTTGTTGGCGCACCCAAGACCGTCTTCGAAGGGACCGAGCTCGGTTGTACTGAAGGCCC

L V G A P K T V F E G T E L G C T E G P

12 0 1 ACAACTGCTTAAAAAGGATGACTATTATTACCTGATAACAGCGGAAGGTGGTACAGAGCG

Q L L K K D D Y Y Y L = T A E G G T E R

12 6 1 CAATCACGCGGTAACGGTTTGTCGTTCCAAGCACATCTGGGGACCTTATGAAGTTCACCC

N H A V T V C R S K 8 = W G P Y E V H P

1 3 2 1 AGAAAATCCTATCCTGACCAGTCGTTTCCAAGAACACGCAGAGCTTTCACGTGCAGGTCA

E N P = L T S R F Q E H A E i S R A G fI

1 3 8 1 CGGCTTTCTAGTTGAGACTCAAACCGGTGAALTGGTATATGAGCCACCTGTGTGGCCGCCG

G F I, V E T Q T G E W Y M S H L C G R R

1 4 4 1 TATTCCAAACCCGGAAGGCTATCAATTTATGCCTA姐TACGACAATGGCTTCTCAATCTT

= P N P E G Y Q F M P K Y D N G F S = L

56

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



1 5 0 1 AGGCCGAGAAAGTGCGCTACAAAAAGCACACTGGCAAGACGATTGGCCATACATCGCAAC

G R E S A L Q K A H W Q D D W P Y I A T

i 5 6 1 AGGTAAAACACCTGTTGTTGAAGTGGAAGCACCAAACCTTCCTTTACACCCTTGGCCTGA

G K T P V V E V E A P N i P L H P W P E

1 62 1 ATCTCCGGCTCGAGACGAATTTATCGACCCAACGTTGAGCCTGATATCAACCTTACGAGA

S P A R D E F = D P T I, S I. I S T L R E

1 68 1 GCCAGTATCTGAAAAATGGCTGTCGTTAAGCGAGCGACCAGGATTCTTACGTCTG礼礼礼GG

P V S E K

1 7 4 1 ACGCCACTATTTATATTCCCGTTACGAACAAAGCATGGTTGCTCGCCGATTCCAAGCGCA

S R Y E Q S M V A R A F Q A H

1 8 0 1 CAATGCAACAGTAGAAACCAAGCTTGAGTTCAAGCCGAACACACCTTATGAAATGGCAGG

N A T V E T K L E F K P N T P Y E M A G

1 8 6 1 GTTATGTGCTTATTACGCACGTAATGGGCACTACTTTCTAAAAATGACTGCCAATGATCT

L C A Y Y A R N G H Y F L K M T A N D L

1 92 1 AGGCGAACGTGTTTTACAAGTTGTCGGTAACATCAATGATGTTTACGGTGAATACTCTAA

G E A V L Q V V G N = N D V Y G E Y S N

1 98 1 CGATGTCGTTATCGGTGATGCAGATACGGTCTACATGAGATTAGAGCTCAA姐CTCAATG

D V V I G D A D T V Y M R L E L K T Q W

2 0 4 1 GTATCAATATAGTTACTCACTGGATGGCGTCGACTGGTATGAGATTGGCCCAGCCTTAAA

Y Q Y S Y S L D G V D W Y E = G P A i N

2 1 0 1 CAGCACACCGCTGTCAGATGAAGGCGGTCCTGATATTTTCCGTTTCACAGGAAGCTTCGC

S T P L S D E G G P D = F R F T G S F A

2 1 61 AGCACTATTTGTTGCTGATATCACAGGGCAGAAACGCCATGCTGATTTTGAC

2221

CTTTG

A L F V A D t T G Q K A H A D F D Y F E

GTACCTAGAGCA AAGCT CT T GTTAATACT C TACCT TAT CGGT T CGCT CTCGCGATAAA

Y I｡ E E ★

22 8 1 TTAATCCCCTCATACTGCACATTCAATTTGCTGCGGTATGAGGTTTTCTTCAATTTATTA

Ste皿and loop

2 3 4 1 TTCAAATAACAAAGAGCCAAACCATACTTTGGTCACCATCATATCGGGTCAAATACCTCC

-36

2 4 0 1 CCCCTTA礼TATCAAACCCTCCATCAAAATTTACGATTTTTCTTGACCCATTAACCTAATT

-10

2 4 6 1 TAGCTTTTAAATGAGTTGTCACGTTCACGCTACGTCACCTCGATATACTGGTTAAAAATT

2 52 1 TATAGAGGGACAGACATGGCGGAACAGTTTCAGAAGATGATAAAGGGTGAACGTTTTAAC

SD M A E Q F Q K M I K G E R F N

2 5 8 1 GTCTGGGACGAGGATTTA姐ATCACGTCGCTTGATAACACGACAPATCACACATCAATTC

V W D E D L K S R R L = T R Q = T H (≧ F

2 64 1 AACCAAACCCTCCCTACAGAACAAGGCTTACGAAGCACATTATTAGACCAACTATTTCTA

N Q T L P T E Q G L A S T L L D Q L F L

2 7 0 1 AACGTTGGCAAAAACTTAGAGGTATCACCGCCACTCACGGTCGATTACGGGGAAAACGTC

N V G K N L E V S P P L T V D Y G E N V

2 7 6 1 AC⊂ATTGGCGACGATGTGTTCATTAACTCTAACTTTACCTTGGTGAACAGTGGGCCTATC

T = G D D V F = N S N F T L V N S G P I

2 8 2 1 CGTATTGGCTCTCGTGTAATGATTGCGCCCAACGTGAGTCTGTTCTCTATCAATCATGGC

R = G S R V M = A P N V S IJ F S = N H G

2 8 8 1 TTGTGCCCTGAAACTCGAAA姐CACACAGTGGCGTTCGGCTTGATTACCCAGCCCCTATC

L C P E T R K T H S G V R L D Y P A P =

2 94 1 ACGATTGAAGACGACGTTTGGATTGGCGGTCACACCGTTGTCTTGGCGGGAGTCACTATC

T = E D D V W = G G H T V V L A G V T =
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3001 GGAGCGGGTTGCGTCATCGGCGCTGGCTCTGTCGTGACCAAAGATATTCCCAAAAACTGT 3060

G A G C V = G A G S V V T K D = P K N C

30 6 1 ATTGCAGTAGGCAACCCAGCTACCGTCATCCGAGA姐TTGAACCCGGTGAATTACCTAAA 3 12 0

= A V G N P A T V = R E i E P G E L P K

312 1 GGTTTTTAAACGACTAATGG礼CACACGAACAAGGAGAACTCATGTCTAACATTACCGATA 3 18 0

G F * M S N } T D =

3181 TCGCACTTCAATCTGGAGCAACCATTCCTCAAGTAGGGCTTGGAACTTGGA姐GCGGATG 324 0

A L Q S G A T 工 P Q V G i G T W K A D E

32 4 1 AACCCGGACAA瓦CTTACGAAGCGGTTCGTAGCGCCATCAAGCTTGGCTACAGACATTTTG 33 0 0

P G Q T Y E A V R S A I K L G Y R H F D

330 1 ACTGTGCCCCTGGCTACGGCAATGAAAAAGAGATTGGCGATGCTCTAGTCGATGCTATGC 33 6 0

C A P G Y G N E K E I G D A L V D A M H

33 61 ACGATGAGGAAGTAaCACGTGAAGAACTGTTTATAACTTCGAAACTCTGGnTGCCCACC 34 2 0

D E E V T R E E L F = T S K L W N A li f[

3421 ATTTTCCAGAAGATGTAATGCCTAGCCTCAAGCAGACATTGGCTGATCTTAAATTGGACT 3480

F P E D V M P S L K Q T L A D L K L D Y

3481 ATCTCGACCTCTATTTAATGCACTGGCCTGTCGCGCTTAAAAAAGGTGTTGGATTTCCAG 3540

L D L Y L M H W P V A L K K G V G F P E

354 1 AGAAAGGGGATGATTTTGTGTCGTTAGACGACCTTCCTTTGGAAAAGACATGGGAAGCAA 3 60 0

K G D D F V S L D D L P L E K T W E A M

3 6 0 1 TGGAAGAAGCACACATCAAAGGGTTGGTAA城汲TCTTGGTGTCTCCAATTTCAGTGCTA

E 互 A H 工 K G L V K i L G V S N F S A K

3 6 61 AAAAGCTGCACCATTTAAAAGGCAACTGTTTAATCCAACCGATAATGAACCAAGTTGAGA

K I' H H L K G N C L = Q P i M N Q V E M

37 2 1 TGCACCCCTACCTACAGCAGCAAGAGCTTATCGACTACTGCCACTCACAAGGAA:TTGCGG

H P Y L Q Q Q E L 工 D Y C ti S Q G 工 A V

37 8 1 TAACCGCTTATGCGCCGTTAGGATCTGGAGACCGACCTGAACTGCTCACAA.GTGAGAATG

T A Y A P L G S G D R P E L L T S E N E

3 8 4 1 AGCCAACCCTCCTAGATCACCCTCTTATCCAATCCATTGCCAATGAGCATTCAGTGACTC

P T L i D E P L = Q S = A N E E S V T P

3 901 CGGCACAAGTGTTGATTGCATGGGGTTTACAGCGAAACATTGTCATGATCCCTAAGTCTG

A Q V L } A W G L Q R N = V M i P K S A

3 9 61 CA礼礼CCCAGAGCGACAGCAGCTTAACCTCAACGCTCAGGAAGTGAACCTGACAÅCGGAAA

N P E R Q Q L N L N A Q E V N L T T E N

4 02 1 ACATGGCTGATATACAGAAGCTAGACCTTAACTACCGCTACCTAGCTGGCGAATTCTGGG

M A D 工 Q K L D L N Y R Y I, A G E F W A

4 0 8 1 CATTAG姐GGCAGCCCTTATACGCTAGAAAACCTATGGGATGAACCTGTCGCTTAATCAT

L I G S P Y T L E N L W D E P V A *

4 1 4 1 TnTCCAAGA乱礼AACCCGGCAACTATAGCCGGGTTTTTATTTGTCGTAACGA姐CCCGGA

Spe I Stem且nd IJCDp

4201

3660

3720

3780

3840

3900

39

40

40

41

42

60

20

80

40

00

TACATACTT GAT TTGT GAACGTCACTGTT T T GT CTAT GATCTGCTGACCT TGT

4261

4321

C CCGT GATGTCT TT TACCTTAAATGTCATC TTGTAGGTTT GCCC TAAC T GGGCAGAAAAA

GAGCGGCTGAACGCACCGTTTGACTTAGTTCC ■■= = == = == = ■ "" = L･ =, -

TC TACGTCT TGACCGACAGÅ姐CCAGGAワT CCTT GGT CTGGTACAAGT TT TCCAT CAGG

GCATGAGCC T GAAT GCACAGGCACCTAAC GTTG CAACAGAGAT CAT T T TT GCTAGTT TT

T TCAT GA良T TT C TT C CTTAT GAGTAT CGACGAT TAAAAATCGAGCT TTTTAGAACAAC G
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4260

4320

5520

5580

5640



5 64 1 ACGTGTGCACCATGCGTACCTTGACGACAAAGCTTCCACACTGATACTAACGACA礼礼姐C

5 7 01 TCTTTGA(;AATCGGACAGATAAATCACGCGACTAAACGCTTCATGATCAATAACATGAAG

Stem and I_血op

5700

5760

5761 CGTTTTTGGCGTG

5821

5881

5941

TATAGAGCCATTAGGTAAGCAATCAACT GC TCACGT TGT TGTGGTG

T GGCACTGÅAGTATG CAGACGATT GGTCAGC CGCAT CCCCAT T GTGTC GCTG CATCACGG

CCTC弧CGC TCGCTGC TTGACCGTCATGCAT GAGT GTTAACGCATTGGTATTGCCAC TTT

GTACGTACCCAGTTAAACCTATCCCCCATAAC･-.
- -. - - -- ･ - I-･ = ･･ ･- -

TGACTAGC TGCGCCGACGCACAGT GGTCATCAACACATAGGTAACTCCAAT TACCGGT CC

AGCCACCAT CTTCTGCCATAACTGTCCCGGGACTGCCACTTGCAATTGAAGT GGTGATCT

C Gぶ二ACTCGCCAT GGCGGAAAATAALCG姐AAAGACAATAGAGCTATT CCATGCAAT

屈行

基

5820

5880

5940

7920 ;

7980 :

8040 ;

Fig. 413. Nudeotide zLnd ded廿Ced anino add Sequence Ofthe血4
0RFl, ORF2

iLnd ORF3 genes Of Vam'o q). 8tmin XY･214.

The 4,206 bp Ek2Afragment clonedforthe血A gene i8 tX)又ed in the bold black hne. The 4,409

bp句dfragment donedfor the LgA gene i8 bo3Eed in the broken he. The xkA coding region

8tart冶at nuCleotide 629 and ends at nuCleotide 2,236. The ORFI coding z･egion8tart8 at

ntlCkotide 1 and ends at nuCleotide 480. The ORF2 coding region 8tarlB at nuCleotide 2,536

and ends at nuCleotide 3,129. The ORF3 coding region BtartB at nuCleotide 3,162 and ends at

nucleotide 4,136. The putative promoter BequenCe母( - 35 and
I 10 regions), a

Shine･DalgarJIO Beq一lenCe (SD), and poteJltialtef血ation 8ignal8 8代indicatx)d above or

under the nucleotide 8eq11enα. The detern)Jled N terminaland internalanino acid 8eqqenCe

ofXloAare indicated by a bl批k background re81dueB. ma
I
and Spe

I
recognition 8ite8 tWed

for yielding x]oA/pBlue8Cript(XZIa
I
･STpe
I ) were double ulder止ned. Re由on8 COrre8pOnding to

PCR prime曲u8edfor ampli丘cation of血are 8hown in the tx)xe8, The句d gene i8 boxed in

red, 8血d ORF4 i8 tKIXed in blue.
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Table 4･5. Codon usage inthe血gene

Codon
Number

ofcodon
Codon

Nu.mber

ofcodon
Codon

Number

ofcodon
Codon

Number

ofcodon

TTT-Phe 12 TCT-Ser 5 TAT一丁y工､ 14 TGT-Cys 5

TTC-Pわe 14 TCC-Ser

TCA-Ser

3

9

TAC一丁yr 17 TGC-Cys 1

TTA-Leu 12 TAA-★★★ 1 TGA-★★★ 0

TTG-Leu

CTT-Leu

1

7

TCG-Ser 3 TAG-★★★ 0 TGG-Trp 14

CCT-Pro 15 CAT-H⊥s 5 CGT-Ar° ll

CTC-Leu 3 CCC-Pro 1 CAC-H土s 13 CGC-Ar° 8

CTA-Leu 7 CCA-Pro ll CA久-Gュn 14 CGA-Ar° 5

CTG-Leu 13 CCG-Pro 6 CAG-Gュn 2 CGG-Ar° 0

AT甘-Ⅰ1e 12 ACT-Thr 8 AAT-Asn ll AGT-Ser 5

ATC-Ⅰ1e

ATA-Ⅰ1e

10

2

ACC-Thr

ACA一丁hr

9

12

AÅc-As° 12 AGC-Ser 7

AAA-Lys ll AGA-A工､g 2

ATG-MET 14 ACG-Thr 5 AAG-Lys 8 AGG-Ar° 0

GTT-Va1 17 GCT-Ala 6 GAで-Asp 21 GGT-Gly 18

GTC-Va1 7 GCC-Ala 6 GAC-Asp ll GGC-Gly 20

GTA-Va1 3 GCA-Ala 14 GAA-Glu 23 GGA-Gly 4

GTG-Va1 2 GCG-Ala 5 GAG-Glu 14 GGG-Gly 5
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Table 4-6. Homologie8 0fthe XloAfrom V1'bm'o8P. XY･214

:ua:bneyrsEnzymes Organb-8 Length Sue:Bb…rnsk
acce8Sion Id;.7.t)ity

GH43 β-Ⅹylosidase

GH43 β-Ⅹylosidase

GH43 β-Ⅹylosidase

GH43 α･L-arabinofuranosidase

GH43 β･Ⅹylosidaseand

arab inofuranosidase

GH43 β-xylosidase

Bacillus sp. KK- 1

Bacillus haloduEaDS C
I

1 2 5

Bacillus clausii KSM･K 1 6

533 AFO45479

528 APOO1519

555 APOO6627

(泡mmohalobactez･
salex)ieDS

DSM 3043 523 CPOOO285

SeleDOmODaS mm)'Dantl'um GA1 92 583 AFO40720

Geobac)uus steam theTmOPhl'1us T
-

6 5 3 5 AY6906 18

47

47

46

46

45



B.h-Xyl

B.k-Xyl

C. s･Arb

G. a ･Xyl

V, s･Ⅹlo

B.h-Xyl

B. k-Xyl

C.s･Arb

G.sIXyl

V.s･Ⅹlo

[11Et■■-IlI-TtTIIJI
王ZⅠF二岬I:-甜~Ifl]肝一暮1

B,h-Xy1 160

B_k-Xy1 15

C.8･Afb 15

G.s･Ⅹyl 15

V.日-Xlo 16 王‥-‥‥1.I!tIIMJtJI11"-lit
叩Ⅰ一打-･‥【■什lB.h･Xy1 307:EVT

B.i.Xy1 313;YEA-

C.s･Arb 306:一VE

G.s-Xy1 314:=DG-

Ⅴ.s-Xlo 319:YEA

a,h-Xy1 386

B,k･Xy1 392

c.s-Arb 384

G･s･Xy1
393

v,s･x]o
396

LPEHPFEKEPELDD

ZSETKFPSTYQEVD

L P PH PMPmNT)RDE

B.h-Xy1 464
:HLYFKQEG

B.k-Xy1 469:TYYYSYSF

C.sIArb 461 :QFHVASVD

G.8･Xy1 471.･TYKYSYSF

V.frXlo 471:WYQYSYSL

TIGDV工D工R

DLPVTFESY

E=GPALNST

I QTKGGNYDE lムAS P= PLAE忘K-AVYLK

VT=CDNFTFSQP=KDK=VI-PRD-=QYVY I ;::.::.;,L三
I ES RHGQYDE LLTE RVALPE GP- I RLM-AT I HNER L

,!‥∴

･:二:I::.::,-.::
i

LMTCDHL…Q PLRGRE =VVPDD-

Fig. 4･4. SeqtlenCe ahgn皿ent, Of 8elected hnily GH43 β-xylo由血Be 8nd

arabinohmo8idlLBe.

The 8equerlCe8 are identified aB follows: B.h-Ⅹyl, Baeiuu8血lo血Ll&L2e C-125 β･Ⅹylosida8e

(BABO7402); B.k･Xyl, BaeiHLZ8 8P. EE･1 P-xylo8idaさe(AAC27699); C,8-Arb, ChyIR20halobaciez･

8aleL癖D8
DSM 3043 u･L･arabinofuz･ano8idaBe (ABE58499); G.8-Ⅹyl, GbobGauu8

8由aLDLhem20PhilzLg T･6 β-xylo8ida8e(ABI49959); V8･Xlo,協由8p. XY1214 P･xylosidaBe.

Amino acids that BuTe COn8erVedinfour of the five 8equenCe8 are highlighted. A8p and Glu

re8idueBthat may be involved in general acid･baBe Cataly8i8 are Znarkedwith aBteriBk8.
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80

7B

79

79

80

159

157

15〔〉

158

160

239

237

238

238

240

306

312

305

313

318

385

391

383

3!)2

395
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46e

460

470
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523
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Table 4･7. Ho皿Ologie8 0fthe ORF8 inthe 4,206 bp chromo80mal8egment

oRFs Enzymes Organisms Gen苧ankaccession ldentity

numbers (%)

ORFl xylose isomerase

xylose isomerase

ORF2 maltose10 ･acetyltransferase

maltose
I 0 ･acetyltransferase

ORF3 aldebyde reductase

xylose reductase

1%otobacteTlum pmITuDdum SS9

EscheTIchl'a cob 5 36

LBCtObaciL[uβ Sakel subsp. sakei 23K

Bacinus haloduzTanS C
I

1 25

AIcam'voFBX boL:hum ensls SE.2

CaDdida tTOPIcali's

CR378664

CPOOO247

CR936503

BAOOOOO4

AM286690

DQ665829



臣屈rl

1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

T CTAGAT TGCATGGAATAGC T CTAT TGTCT TT TTCGT TAT TT T CC GCCAT GGC GAGT GCC

S R L H G = A IJ L S F S L F S A M A S A

GAGATCACCAC T TCAA:T TGCAAGTGGCAGT CC CGGGACAGTTATG GCAGAAGAT GGTGGC

E = T T S = A S G S P G T V M A E D G G

T GGACC GGTAAT T GGAGTTACC TATGT GTT GATGACCACT GTGCGT CG GC GCAGCTAGT C

W T G N W S Y L C V D D H C A S A Q i V

AACGGT TTT TGGCAAAGGCAAGTGACT GAAAAAAATGT CAT TT CAGGT CAAAC GTACAAA

N G F W Q R Q V T E K N V I S G Q T Y K

G T CCAAT T GAAAGT GCAAGATAACACACTGTCACAATACATTT CT CCAGAGTAC CT C TTA

V Q L K V Q D N T L S Q Y 工 S P E Y L L

ACAGCCGAC GAGGGCTCAT CT GGCGGT GGT GGTAC TGAACCAC CC GT T GATGGC CAAGC G

T A D E G S S G G G G T E P P V D G Q A

CCGACC GTCGATAT C TC CATCACACCAAGCT CACCA良GAGT GGGT GAAAC GGTACAAGT C

P T V D = S = T P S S P R V G E T V Q V

T CGG T T CA礼GCAGGCAGT GAATCGAAC GCAAT TA乱C CAB.C TAATT CTT CAGATAACAGCA

S V Q A G S i S N A 工 N Q L 工 L Q = T A

C CATCTGGG CAAGT TAT TTCGACTACC GAC TACCCGAA:T GCGAGC GCACAGCAG TC G TTT

P S G Q V I S T T D Y P N A S A Q Q S F

GTAG CGGAAGAGCAAGGCGGGTACCAAGTGCT TGCAACGGCAACC GATAC TCAAGGT GAG

V A E E Q G G Y Q V L A T A T D T Q G E

AGCACGCAAAGAGT CGCAACCGTTAAⅡ GTAAGGCAGGACG T GGT T GCT GG TA礼TGGTGTT

S T Q R V A T V N V A Q D V V A G N G V

G TCACG CAT GAZnT T G CAGAGC GT TAT CGT GT GCG T CACGAACTT TCTACTAATGACT TT

V T H E = A E R Y R V R E E L S T N D F

AATAAT TTCAATAT TGAATACTGGGAAGGT CGTT T T GGCTC TT TC GTAT TGCAAGACTAT

N N F N I E Y W E G A F G S F V L Q D Y

ACGTTACAGGAAGCAGCAAGCTTAAGACAGCAAGC GT GT GGGACAACC GAACC T TGT GTT

T L Q E A A S L R Q Q A C G T T E P C V

GTCGTCAC GT TATCAAGTGCCATT CCAATG GCTAT GACAGAT T CCGCGGGCAGCGAAAAG

V V T L S S A = P M A M T D S A G S E K

T CGT GTAAⅡ CAACAGTC GC CTAACTGGC GGTAT CATAAATATTAT GGT GACGAGAC GAAT

S C N Q Q S P N W R Y H K Y Y G D E T N

T TCGAATAT GGC TAT GTAATGGAT GTAGT TT T GCC TGATG GTCGAATC GTACC TGC TT GT

F E Y G Y V M D V V L P D G A I V P A C

GAAGCAAGT CGTT C GCAGC GTG CT TCGGCAAC CAC TTGGC GTGCAGTGAT GCAGCG TT GG

E A S R S Q R A S A T T W R A V M Q A W

CCACATAT T孤C CGT CC TT TCTCGGCCGGT GAGCAGATTGAGTT C GAGAC CACGATAAGC

P tI 工 N R P F S A G E Q = E F E T T = S

T TTPLAT CGAGCGCAAAC GACAGGCGATAAT GTCAACTACTACGGACAGAC TTT TAAGTAT

F N R A Q T T G D N V N Y Y G Q T F K Y

GTTCTGGGGCAAGGT TTAACGGTCAATAATGGT GATT CGGCCT CT GGGCC TAC GGGCATC

V L G Q G L T V N N G D S A S G P T G t

AATGATAGCTT TGC GCAATTAGGC GGGTATACAACGGT GCCTCAGCTCTCAGCAAC GGGC

N D S F A Q I. G G Y T T V P Q L S A T G

GGGCAACAG CAACG TCTAAGCTTCATG CAG CATGC CTATAACC TC GAC CGAAATAAC GTT

G Q Q Q A i S F M Q E A Y N L D A N N V

CAGCCT TGGTTAGATGGCCGCCGCCTGATT CATACAGATT TTAATAC GGGTAACCAC GT G

Q P W L D G R R L = H T D F N T G N H V

GAAGAGTT T T TACCAGG CC CACAAGCGATAAACGGAAATC TCCCTT T TCC TGAGCT TGCT

E E F i P G P Q A = N G N L P F P E L A

64

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

GGTATCGCT TC TAATCCAATTCAACCGAGCTGTACTCAGT GT CATAC CC TAAATGGTGT T

G = A S N P 工 Q P S C T Q C E T L N G V

GGTGT GATGCAAGAT CGCCAAGAT GTT GTT CCACCCAAAAT GAT T GGCAT GGGACTGCT T

G V M Q D R Q D V V P P K M = G Z4 G L L

GAAAACAT TCC TCG GAACACAATT GAGCAAT GG GCGCA礼GAGAATG GGGG TAC GG T TAAT

E N 工 P R Ⅳ T 工 E Q W A Q E N G G T V N

TACGTCACGGT CGAAGGACAAGAGCGTGT CGGC CGAT TTGGTT GGAGAGC GGAAGCAAC C

Y V T V i G Q E R V G R F G W R A E A T

T CCG TTAGGCACCAAGTAGCTAAAGCT CTACAC GACGATATGG GTAT TGGCAC CAACTT T

S V R 耳 Q V A K A I, H D 工) Z4 G r G T N F

GAAGGGT TTGAACCTGCAACATTAGCAGAT CAACACC TTGATGATATGGAAACGTACACA

E G F E P A T L A D Q a i D D M E T Y T

AAGCTGAT TGC GGTACCAACACCT GGTAGTAAC CTGACCACGC TAC CT GGACATGACCGA

K L = A V P T P G S N L T T L P G H D R

T TCCAAGAGTT CGGCTGTGACAGT TGCCATAAAC TTACTGTGG TGACGGGAAC TGATCC I

F Q E F G C D S C 11 K L T V V T G T D P

GATT TTCCAGAGCT GAGTAACCAAACCATT CACC CGTACACCGACT T GC T GCT CCAT GAY

D F P E L S N Q T = H P Y T D L L L H D

T T GGGCGAGGGGCAATT CCGAACT GCGCCGTTATGGG GGATAGGTT TAACTGGGTAC GTA

IJ G E G Q F A T A P IJ W G 工 G L T G Y V

CAAAGTGGCAATAC CA礼TGCGTTAACACTCATGCATGACGGT CAAGCAGC GAGCGT TGAG

Q S G N T N A L T L M H D G Q A A S V E

GCCGTGATGCAGCGACACAATGGGGATGCGGCT GACCAATCGT CTGCATACTT CAGTGCC

A V M Q A E N G D A A D Q S S A

ACACCACAACAACGTGAGCAGTTGATT GC T TACCTAATGGCTC TATA

T P A E L = A Y L M A L *

Y ど S A

22 8 1 GCTTCATGTTATTGATCATGAAGCGTTTAGTCGCGTGATTTATCTGTCCGATTCTCAAAG
>

Stezn aJld I.00p
-35 -10

2 3 4 1 AGTTTTTGTCGTTAGTATCAGTGTGGAAGCTTTGTCGTCAAGGTACGCATGGTGCACACG

2 4 0 1 TCGTTGTTCTAAAAAGCTCGATTTTTAATCGTCGATACTCATAAGGAAGAAATTC

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

AAAAACTAGCAAAAATGATCTCTGTTGCAACGT TAGG TGC CTGT GCAT T T CAGGCT CAT G

K i A K J4 工 S V A T L G A C A F Q A 王i A

CCCTTGATGGAAAAC TT GTACCAGACCAAGGAATCCT GGT TTC TGT CGGTCAAGACGTAG

L D G K L V P D Q G I i V S V G Q D V D

ACAGTGT G姐T GACTACAGCAGTGCAAでGGGCACAACACCCGCTGGAGTGACAAAC TAC G

S V N D Y S S A M G T T P A G V T N Y V

TAGGTATTGTAAAT CT TGAT GGTT TATCAACGGATGCCGAT GC CGGAGCC GGTAGAAACA

G = V N i D G L S T D A D A G A G R N N

ACAT CGT TGAGTTAGCGAATCAGTACCCAACAAGCGCATT GAT CGT TGGT GTGTCCATGA

工 V E L A N Q Y P T S A L = V G V S A N

ATGGCGAAGTGCAGAAT GTCGCTAATGGCCAGTACAACGC TAATAT C GACACC T TGATT C

G E V Q N V A N G Q Y N A N = D T L = R

GAACGCT TGGTGAAT TC GATAGGCCTGTTTATT TACGT TG GGCCTATGAAGTC GAT GGT C

T L G E F D A P V Y L R W A Y E V D G P

CATGWTGGGCACAACACC GAGGATTTAAAACAAAG CT T TAGACATGT GTAT CAACGCA

W N G 王I N T E D i K Q S F R fI V Y Q R =

T TCGCGAACTT GGC TAT GCAGATAATATC TCAAT GGT TTGGCAGGT T GCGT CATAT TGT C

R E i G Y A D N 工 S M V W Q V A S Y C P
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1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000



3001

3061

3121

3181

3241

3301

3361

3421

3481

3541

3601

3661

3721

3781

CTACT Gce C CAGGCCAACTGGG TACTT GGTGGCC T GG T GAY GAT GT GG T GGAT T GGGTAG

T A P G Q I. G T W W P G D D V V D W V G

GTTTGT CT TATT T TGCC CCGC且AGAI T GTAAC TG GGACC GT GTAAATGAAG CG GCT CAAT

L S Y F A P Q D C Ⅳ W D R V N E A A Q W

GGGCGCGT T C TCATAACAAACC TC TGTT CATTAATGÅGT C GAGC CC TCAGC GATAC CAGC

A R S H N K P I. F = N E S S P Q R Y Q L

TT GCAGAC CT GAC TTAC TCTAC TGACCC T GC GAAAGGTACTAAT CGCCAAGC GAAA乱CAG

A D L T Y S T D P A K G T N R Q A K T D

ATCAACAAATT T GGT C TGAGTG GT TTGAACCC TT T T T C CAGT TCAT GGTAGACAAT CAAG

Q Q 工 W S E W F E P F F Q F M V D N Q D

ATATCTTGAAGG GCT TTACT TACATTAAT GCT GACTG GGATAGT CAGY G GCGATGG GC TG

工 L K G F T Y = N A D W D S Q W R W A A

CACCATATAACGA礼G GC TAT TG GG GTGACAG T C GAGT GCAAGTTAT TCCATACATCAZLAJC

P Y N E G Y W G D S R V Q V = P Y = K Q

AGAAGTGG CAAGAAACAT TGTCAGATCCTAAGT T TAT TCGACAT TCAGAT GAAT T GT TTG

K W Q E T L S D P K F = R Z7 S D E i F A

CTCAGCTC GGGTAT GGCAATTCAGACGGAGGTAA.T GGT GGT GACAAC GGC GGT GATA礼CG

Q L G Y G N S D G G N G G D N G G D N G

GCGGT GATAACGGAGGC GAGACACCT GAAAAT T GTAC TGAT GACTT TAACT TCAAT TATG

G D N G G E T P E N C T D D F N F N Y V

TC TCAGATAAT GAAATAGAGGT CTACCAT GT GGATA姐GGCTGGAGTGCT GGT T GGAATT

S D N E 工 E V Y H V D K G W S A G W N Y

AT CTGTGT T TAGAT GAT TAT TGTT TAT CT GGAACTAAGTCAAAC GGTGCGT T CAGCC G CT

L C L D D Y C L S G T K S N G A F S R S

CTT TT T CT GCC CAGT TAGGGCZLAACCTACAAGAT GACAT TTAAGGTAAAAGACAT CACGG

F S A Q L G Q T Y K M T F K V K D I T G

GACAAGGT CAGCAGATCATAGACAAAACAGTGAC GTT CACAAAT CAAGTAT GTAAC TA

Q G Q Q Z = D K T V T F T N Q V C N *

38 4 1 CTCCGGGTTTCGTTACGACAAATAAAAACCCGGCTATAGTTGCCGGGTTTTTCTTGGATT

Stem and IJOOP

3 9 01 AATGATTAAGCGACAGGTTCATCCCATAGGTTTTCTAGCGTATAAGGGCTGCCTTCTAAT

3 9 61 GCCCAGAATTCGCCAGCTAGGTAGCGGTAGTTAaGGTCTAGCTTCTGTATATCAGCCATG

4 02 1 TTTTCCGTTGTCAGGTTCACTTCCTGAGCGTTGAGGTTAAGCTGCTGTCGCTCTGGGTTT

4 0 8 1 GCAGACTTAGGGATCATGACAATGTTTCGCTGTAAACCCCATGCAATCAACACTTGTGCC

4 1 4 1 GGAGTCACTGAATGCTCATTGGCAATGGATTGGATAAGAGGGTGATCTAGGAGGGTTGGC

42 0 1 TCATTCTCACTTGTGAGCAGTTCAGGTCGGTCTCCAGATCCTAACGGCGCATAAGCGGTT

4 2 61 ACCGCAALTTCCTTGTGAGTGGCAGTAGTCGATAAGCTCTTGCTGCTGTAGGTAGGGGTGC

4 32 1 ATCTCAACTTGGTTCATTATCGGTTGGATTAAACAGTTGCCTTTTAAATGGTGCAGCTTT

4381 TTAGCACTGA姐TTGGAGACÅCCAAAGATC 4409

Jh･]Ⅰ

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

Fig. 4-5, N血tide and de血ced血皿O add BeqtlenCe Of the軸皿d ORF4

gene8 0E倣わ8p. Btrain XY･214.

The卸4 coding re由o118tart8 at nuCleotide 2,457 and ends at nucleotide 3,839, aJld
boxed in

red. The ORF4 coding region 8tart8 at nuCleotide 1 and ends at nuCleotide 2,268, and boxed in

blue, The putative promoter 8equene飼(-35 and
- 10 regions), a Shine･Dalg8m 8equenCe

(SD), aJld potential term血tion 8igna18 are indicated above or underthe n11Ck!otide Sequence.

66



ma‡

(A)
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(C)

ORF I xlaA ORF2 0RF3

J
lkb

I

OR甘S ORF4

1
1kb
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I

Fig. 4･6. Orgadzation of the xZaA and txyA l∝i in f%m'o 8P. Strain XY･214.

The sequence of the N teminus of the ORFland ORF4 gene product are incomplete. Hal)pin like marks indicate
transcription terminators.也) The 4,206 bp xZaAfragment cloned for the xlaA gene. (B) The 4,409 bp twA fra印1ent
doned forthe txJA gene･ (C) Genetic cluster of the 8,041 bp segment containing β-1,3･Ⅹylanutihzation genes.



Ⅳ･3. 考察

本章ではβ･1,3ヰシラン資化細菌であるVl'bTlosp. XY･214株が産生するβ･キシロシ

ダーゼ(ⅩloA)の性質を解明することを目的に､前章で作製したプローブを用いてサザ

ンプロット法によりβ･キシロシダーゼ遺伝子(xloA)のクローニングを行い､塩基配列

を決定した｡

Vl'bTlosp. XY･214株のゲノムDNAからクローニングされたβ-キシロシダーゼ遺伝

千(xloA)は､535アミノ酸残基をコードする1,608bpのORFにより構成されており､

その推定分子量は60,835 Da､推定等電点は5.16であった｡またSignalP server39)

による解析の結果､タンパク質の局在に関与するシグナルペプチドを保有しないこと

が確認され､本酵素が細胞外に分泌されない菌体内酵素であることが裏付けられた｡

xloA遺伝子から推定されるアミノ酸配列を他のタンパク質の配列と比較するために

BLAST37)による相同性検索を行った結果､ ⅩloAはBaciHussp. KK･1株由来のβ･キ

シロシダーゼ(GenBank accession no. AFO45479)､ BaciHus halodumns C･ 125株由

来のβヰシロシダーゼ(GenBank accession no. APOO1519)と最も高い相同性47%を

示した.次いで､ Bacillus clausiiKSM･K16株由来のβヰシロシダーゼ(GenBank

accession no. APOO6627)と46%､ Cnmmohalobacter salexigeDS DSM 3043株由来

のα-L-アラピノフラノシダーゼ(GenBank accession no. CPOOO285)と46%､

SelenomoDaS rum1'nantlum GA192株由来のキシロシダーゼ/アラピノシダーゼ

(GenBank accession no. AFO40720)と45%､ GeobaciHus steaLTOthermophilus T･6株

由来のβヰシロシダーゼ(GenBank accession no. AY690618)と45%の相同性を示し

た｡これら相同性が得られたタンパク質はすべて糖質加水分解酵素ファミリー43

(GH43)に分類されていることからⅩloAはGⅡ43に分類されることが推定された

(Table 4･6)0

糖質加水分解酵素はそのアミノ酸配列に基づいて108のファミリーに分類されて

いる(2007年3月現在)(http://afmb.cnrs･mrs.fr/CAZⅥ40, 41)｡このうちGH3､ 39､ 43､

52､ 54の5つのファミリーにおいてβヰシロシダーゼ活性が確認されており､さら

に本研究において遺伝子クローニングされたⅩloAのようなGH43に分類されるβ･キ

シロシダーゼは､GH62に分類されているα･L･アラピノフラノシダーゼと共に5･fold

β･propeller構造を形成していることからclan GHザに属している｡従って､本酵素
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は51fold β･propeller構造を形成していることが示唆された｡ GH43に属するβヰシ

ロシダーゼのうち､既に立体構造が明らかにされている GeobaciHuβ

steamthermophilus T･6株由来のβヰシロシダーゼ(ⅩynB3)42)とのアミノ酸配列の比

較により､本酵素のAsp16とGlu189が一般酸塩基触媒として機能するアミノ酸残基

であることが示唆された(Fig. 4･4)0

xloA遺伝子のクローニングにおいてサザンプロット法により単離されたxloA遺伝

子を含むゲノムDNA断片は4,206 bpであった.その全塩基配列を解析した結果､xloA

遺伝子のORF以外に1種類の不完全なORFlと2種類の完全なORF(ORF2､ORF3)

の存在が見出された｡各ORFの塩基配列から推定されるアミノ酸配列をBLAST37)

により相同性検索した結果､ ORF lは1%otobacterlum pTOfundum SS9株由来のキ

シロースイソメラーゼ(GenBank accession no. CR378664)と 86%の相同性､

EscheTIchi'a col)'536 由来のキシロースイソメラーゼ(GenBank accession no.

CPOOO247)と75%の相同性が確認されたことから､キシロースイソメラーゼ遺伝子で

あると推定した｡また､ ORF2はLactobaciHus sakel subsp. sakei 23K株由来のマ

ルトースー0 -アセチルトランスフエラーゼ(GenBank accession no. CR936503)と

41%の相同性､ BaciHus haloduz:aDS C･125株由来のマルトースー0 -アセチルトラン

スフエラーゼ(GenBank accession no. BAOOOOO4)と39%の相同性が確認されたこと

から､アセチルトランスフエラーゼに類似した遺伝子であると推定した｡ ORF3は

AIcam-tlWaX boTkumeDSIs SK2 株由来のアルデヒドレダクタ-ゼ(GenBank

accession no. AM286690)と59%の相同性､ Candida tTOPIcBli's由来のキシロースレ

ダクタ-ゼ(GenBank accession no. DQ665826)と44%の相同性が確認されたことか

ら､キシロースレダクタ-ゼ遺伝子であると推定した(Table4･7)0

さらに,本研究においてクローニングされた4,206bpのⅩY･214XbaI ･SpeIゲノ

ムDNA断片(xloAfragment4,206bp)の3 ′末端領域､すなわちキシロースレダクタ

-ゼ遺伝子と推定される遺伝子をコードするORF3の遺伝子領域574bpが､当研究

室の橋川によってクローニングされたtibFlosp. XY･214株由来β･1,3ヰシラナ-ゼ遺

伝子(txJA)(GenBank accession no. ABO29043)25)の下流に位置する推定アルデヒド

レダクタ-ゼ遺伝子の塩基配列(未発表データ)と完全に一致することが判明した｡こ

れにより､橋川がtxJA遺伝子のクローニングの際に単離したtxyA遺伝子を含むゲ

ノムDNA断片(4,409 bp txJAfragment) (Fig.413の点線で囲った領域:塩基配列を
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Fig. 4･5に示した)と4,206 bp xloA fragmentが部分的に重複していることが示唆さ

れた｡そこで､ l弘rlosp.XY･214株のゲノムDNAを鋳型にORF3とtxJA遺伝子の

全長が含まれるように設計したプライマーを用いてPCRを行い､さらに増幅した遺

伝子断片の塩基配列を解析した｡その結果､ PCR増幅産物がORF3とtxJA遺伝子を

含む遺伝子断片であることが判明したことから､ VTbmlosp. XY･214株のxloA遺伝子

とtxJA遺伝子がゲノム上においてORF2とORF3を隔てて隣接していることが明ら

かになった(Fig. 416)0

また､ txJA遺伝子の188塩基対上流には755アミノ酸残基をコードする2,268塩

基対からなるORF4が存在しており､その推定アミノ酸配列はN末端に典型的なシグ

ナルペプチドを有していた｡シグナルペプチドを除いた推定アミノ酸配列を､

AIcall'geDeS SP. XY-234株由来のβ･1,3ヰシラナ-ゼ上流遺伝子産物の推定アミノ酸

配列(未発表データ)と比較した結果､およそ76%と高い相同性を示した43)0 BLAST37)

による相同性検索の結果､本タンパク質のN末端領域(Asp38 1Asp87)は､
AIcaltgenes

sp. XY･234株由来β11,3･キシラナ-ゼのファミリー31糖質結合モジュール(CBM31)

(GenBank accession no. ABO39953)と36%､ Pseudomonas sp. ND137株由来β･1,3･

キシラナ-ゼのファミリー6糖質結合モジュール(CBM6) (GenBank accession no.

ABO63257)と 28%の相同性が確認されたことから､本タンパク質のN末端領域は

β･1,3･キシラン関連物質との結合に関与することが推測された｡またAsplO3-

Thr169領域はMycobacteFlum smeBT22atls sty. MC2 155株のABC･typeトランスポ

ーター(GenBank accession no. NCOO8596)と 31%の相同性が確認され､さらに

Gly521
-Leu755領域はSacchaz'ophagus de8Tadans2･40株のGTP結合タンパク質

(GenBank accession no. NCOO7912)と34%の相同性が確認された｡以上のことから､

ORF4がコードするタンパク質は細胞膜に局在し､細胞外環境におけるキシロオリゴ

糖の存在を細胞内に伝達する受容体タンパク質として､またはキシロオリゴ糖を細胞

内に取り込む輸送タンパク質として機能していることが示唆された｡

糖質加水分解酵素を産生する微生物では､関連遺伝子がクラスターを形成しており､

発現した関連酵素遺伝子群が効率的に基質を分解､代謝することが明らかになってい

るが､上記のようにV}'bTlosp.XY･214株のゲノムDNAにおいても､ β･1,3ヰシラン

を効率よく分解し､代謝するための遺伝子クラスターの存在が明らかになった｡GI壬43

に属するβヰシロシダーゼを産生するその他複数の細菌においても､キシロース代謝
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関連遺伝子クラスターの存在が確認されている44, 45, 46). a. stearotheTmOPh1'1us T･6

に関してはキシランの分解､キシロオリゴ糖やキシロビオースの細胞内-の取り込み､

細胞内でのキシロオリゴ糖からキシロースの遊離,分解産物の代謝などに関する12

種類もの遺伝子が1つのオペロンを形成しており,一組のプロモーターとターミネー

ターによってその発現が調節されている｡しかしながら､本研究によりクローニング

された肋lo sp. XY･214株のキシロース代謝関連遺伝子クラスターの場合､オペロ

ンを形成しているのはORF2とORF3のみであり､クラスター内の他の遺伝子に関

しては終止コドンの下流に推定ターミネーター配列が存在していた｡
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第Ⅴ章 大腸菌発現系による組換え体ⅩloA(rXloA)の発現とその酵素学

的性質の検討

第Ⅳ章ではtqbTlosp. XY･214株由来のxlaA遺伝子をクローニングし､その塩基配

列を決定した.本章では､大腸菌発現系により組換え体ⅩloA(rXloA)を発現させ､そ

の酵素学的性質を検討した｡

Ⅴ･1. 実験材料および実験方法

Ⅴ十1. 試薬

試薬は特にことわらない限り､和光純薬工業またはナカライテスクの特級試薬を使

用した｡

Ⅴ十2. β･1,3･キシロオリゴ糖の調製

β･1,3･キシロオリゴ糖の調製には､当研究室の岡崎によりその大腸菌発現系が構築

されたAka蜘essp. XY･234株由来のβ･1,3ヰシラナ-ゼ26)を用いた.すなわち､

100ml容三角フラスコに1% β･1,3ヰシランを含む20mM酢酸Buffer(pH6.0)を20

ml注入した後､組換え大腸菌において発現させたAkalibenessp. XY･234株のβ･1,3･

キシラナ-ゼ溶液(1.14u血t/ml)を1ml加え､ 37℃､ 12時間反応させた｡

この反応液をあらかじめ15%酢酸溶液で活性化し､蒸留水で平衡化した活性炭カ

ラム(2.2×48 cm)に添加した｡最初に蒸留水で溶出し､次いで､ 9､ 14､ 30%の各エ

タノールで段階的にオリゴ糖を溶出した｡蒸留水画分からはキシロース､ 9%エタノ

ール画分からはキシロビオース､ 14%エタノール画分からはキシロトリオ-ス､ 30%

エタノール画分からはキシロテトラオースが得られた｡各画分はエバボレータ一によ

り完全に脱水して50mMMESBuffer(pH7.0)に溶解させ､さらに薄層クロマトグラ

フィーにより分画して精製した｡

V･1･3. 宿主大腸菌およびプラスミドベクター

タンパク質の発現にはE.coEBL21(DE3) [E. CoL'B, F,dcm, oap T hsdS(z･B~mBL),
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gal, i(DEB) ]とpET22b(+)(Novagen)を用いたo菌体培養にはLB培地(1%

Tryptone, 0.5% Yeast extract, 1% NaCl: pH 7.5)を使用し､固形培地として使用す

るときは寒天を1.5%になるように添加した｡

V･114. Vibm'o8P. XY･214株由来βヰシロシダーゼの組換え大腸菌における発現

Ⅴ･1･4･1. 発現用プラスミドの構築

Ⅳ1116においてクローニングされたVl'bFlo sp. XY1214株由来β-キシロシダーゼ遺

伝子(xlohを大腸菌-導入して大量発現させ､その酵素学的性質を解明することを目

的に､高発現ベクターpET Expression System (Novegen)を用いて大腸菌発現系を構

築した｡

まず初めにⅣ･1･6 (E)において決定されたxloA/pBluescript(Xba I ISpe I )内のイン

サートDNAの塩基配列をもとに､下に示したxloA遺伝子の全長を増幅させるため

のプライマーを設計し､xlohpBluescript(Xba i ･Spe I )プラスミドを鋳型にして以下

の条件でPCRを行った｡それぞれのプライマーにはN4eIおよびNotI制限酵素サ

イトを付加し､発現産物のC末端側にヒスチジンタグが付加されるように設計した｡

PCR増幅産物を制限酵素処理し､アガロ-ス電気泳動による分画後､ゲルより精製

してpET22b(+)のNdeI -NotIサイトにライゲ-ションした｡このライゲ-ショ

ン反応液を E.coll'ⅩLl･Blue に形質転換した. DNAポリメラーゼにはEX

Taq(Takara)を使用し､さらに構築したプラスミドの挿入断片の塩基配列を解析し､

変異が生じていないことを確認した｡これにより得られたキメラプラスミドを

ⅩY･214xloA･ORF/pET22bと命名した｡

次に､ ⅩY･214xloA･ORF/pET22bプラスミドをⅡ ･117に示した方法でE.coll'

BL21(DE3)に形質転換した｡

xlo･F

xloI A

5ー･GGAATTCCjmACAACTACGATTCAG ･3ー

NleI

5
′

･AAGeGGCCGCATGCTCTAGGTACTCAAAGT ･3

′

NotI
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Co皿pO8ition of PCR 80htion

Co mpo ne nib Quantity

dH2 0

10×ExTaq Buffer

2 mM dNTP

xlaA/pBlue8Cript(Eba
I
-SpeI ) 1.Opt

Primer-F (50 pmol/pl)
1.0 pl

Primer-R (50 pmol/A)
1.0 pI

Ex Taq PolymeraBe (5 umitld)
0.5 pl

Tわtal 100 pl

Reaction condition of PCR

94℃ 30 see

94℃ 30 see

53℃ 30 see

72℃ 2min

4cC hold

Ⅴ十4･2. タンパク質の発現誘導

組換えタンパク質を発現させるためにⅩY1214xloA･ORF/pET22bプラスミドを保

持するE.coh'BL21(DE3)をアンピシリン(50 LEG/FLl)を含む5 mlのLB培地に接

種し､ 37℃で16時間種培養した｡培養後､培養液の1 mlを800ml (200mlX4本)

のLB培地に接種し､ 37℃で本培養したo A600がo.4-0.5に達したら直ちに25℃に

温度を下げ､終濃度1mMになるようにIPTGを添加し､さらに25℃で20時間培養

を続けた｡

V･1･4･3. 組換えβヰシロシダーゼhnoA)の精製

(A)辞乗務の抽出

培養液を遠心分離(12,000rpm, 15min)して集菌し､上澄液を捨て､沈殿した菌

体に30 mlの20 mM Phosphate BtMer (pH 7A)を加えて懸濁させた｡この懸濁液を

超音波破砕(outputs, duty60, 1minX3)し､遠心分離(14,000rpm, 10min)し

て得られた上澄液を粗抽出液とした｡

(B) Ⅱi取ap Chel血g c血m皿(Amer8ham)を用いた組換えタンパク質の精製

遺伝子組み換え体βヰシロシダーゼ(rXloA)の精製にはFPLC(Pharmacia LKB)を
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用いた｡ FPLCで使用した試薬や溶液は､出来る限り0.45 〃mメンプレンフィルタ

ー(ADVANTEC)で渡過し､約1時間脱気した｡また､カラムに添加する前には遠

心分離を行い､沈殿物を取り除いた｡

ヒスチジンタグを付加した組換えタンパク質の精製はHiTrap Chelating
column(5

ml) (Amersbam)を用いて､マニュアルに基づき以下のように行った｡

すなわち､培養液から調製した粗抽出液を0.45 〃mメンプレンフィルターで嬢過

し､ニッケルイオンを結合させて平衡化したHiTrap Chelating column(5 ml)に供し

た. Starting Buffer (10 mM imidazole, 500 mM NaCl, 20 mM Phosphate Buffer

pH7.4)で280nmの吸収が十分に下がるまで洗浄した｡次いで､ 10mM-500mM

イミダゾ-ルのリニアグラジェントにステップワイズグラジェントを組み合わせて

溶出を行った｡流速は0.5 ml/minで行った｡溶出画分はSDS･PAGEおよび活性測

定により検出した｡SDS･PAGEでシングルバンドを示した画分を集め､50mMMES

Buffer (pH 7.0)に対して透析した.精製酵素標晶を酵素学的性質の検討に用いた.

Ⅴ･1･5. 酵素学的性質の検討

Ⅴ･1せ1. 至適pHの軸定

Ⅲ･1･3の方法で緩衝液にBritton･Robinsonの広域緩衝液(酸混合液: 40 mM

pbospboric acid, 40 mM boric acid, 40 mM acetic acidに0.2 N NaOHを適当量加え

てpHを調整したもの)pH3､ 4､ 5､ 5.5､ 6､ 6.5､ 7､ 7.5､ 8､ 9､ 10､ 11および12

を用いてPNPサD･キシロビラノシドに対して20分間反応させた0

Ⅴ･1･5･2. pH安定性の測定

Britton･Robinsonの広域緩衝液pH 3､ 4､ 5､ 5.5､ 6､ 6.5､ 7､ 7.5､ 8､ 9､ 10､

11および12の各270 〃1に酵素液30 〟1ずつを加え､ 4℃で24時間インキュベ-

卜した｡さらにこれらの各酵素液250 〃1に50mMMESBu飽rpH7.0を250 〟1

加えて酔素液を希釈した後､ Ⅲ･1･3の方法で20分間反応させてPNPサDヰシロビ

ラノシドに対する残存活性を測定した｡

Ⅴ･1･5･3. 至適温度の測定

Ⅲ十3の方法で0､ 10､ 20､ 30､ 35､ 37､ 40､ 45､ 50､ 60､ 70および80℃の各
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温度で､ PNP･β-D-キシロビラノシドに対して20分間反応させた｡

V-l･5･4. 温度安定性の軸定

酵素液を0､ 10､ 20､ 30､ 35､ 40､ 45､ 50､ 60､ 70および80℃の各温度に20分

間インキュベ-卜した後､すぐに氷冷した｡ Ⅲ1･3の方法で20分間反応させ､

PNPサDヰシロビラノシドに対する残存活性を測定した｡

V･1･5･5. PNPサD･キシロビラノシドに対する最大反応速度(Vmax)およびミカエリ

ス定数(風)の湘定

反応の基質であるPNPサDヰシロビラノシドの終濃度を0.1､ 0.125､ 0.15､ 0.2､

0.25､ 0.3､ 0.5､ 1.0､および2.OmMになるように設定して活性測定を行った｡反応

は至適温度および至適pHにて行い､反応時間を1分とした｡速度論的パラメーター

(Vm｡xおよびKm)は､ Lineweaver･Burkプロットにより算出した｡

Ⅴ･1･5･6. 基質特異性

(A) PNP合成基質に対する作用

Ⅲ･1･3の方法で基質としてPNPサDヰシロビラノシド以外の様々な種類のPNP

合成基質を用いて､ 37℃で1時間反応させ活性を測定した｡

(B)各種多糖およびオリゴ糖に対する作用

精製酵素液20 〃1 (0.928 unit/ml)を1%の各種多糖懸濁液すなわち､ β･1,3･キシラ

ン､ β･1,4ヰシラン(bircbwoodxylan､ oatspeltxylan)､カルポキシメチルセルロー

ス､ラミナリン､または各種オリゴ糖(o.1%β･1,4･キシロオリゴ糖､ o.1%ラミナリ

オリゴ糖､ Ⅴ･1･2において調製したβ-1,3･キシロオリゴ糖) 20 〃1に加えて30℃で

24時間反応させ､反応後TLCによって反応分解産物を解析した｡展開プレートには

TLC plastic Sheet, silica gel 60 F254(Merck)を用いた.展開溶媒の組成はn･ブタノー

ル:酢酸:水-2 : 1 : 1 (ⅥⅤ)で行った｡ただし､基質としてβ･1,3ヰシロオリ

ゴ糖を用いた際は､ D･ブタノール:酢酸:水-10: 5 : 1 (Ⅴ/V)で行った｡プレー

ト上の糖の検出にはジフェニルアミン-アニリンーリン酸試薬47)を使用し､同試薬を

吹き付けた後90℃で10分間加熱した｡
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V･1･5･7. 重金属および化学試薬の影響

Ⅲ十3の方法で供試化学試薬を終濃度1 mMになるように反応液に加え､ 37℃で

20分間反応させ､各化学試薬がβヰシロシダーゼ活性に及ぼす影響を調べた｡

V･1･5･8. ゲルろ過クロマトグラフィーを用いた分子量の測定

Superdex200ゲルろ過クロマトグラフィーカラムとFPLCシステムを用いて分子

量を測定した.すなわち､予め0.15MNaClを含む50mMMESBuffer (pH 7.0)で

平衡化したSuperdex 200カラム(1.0×30 cm, Pbarmacia)に精製酵素液を添加し､

活性画分の溶出域を確認した.標準タンパク質としてGel Filtration Calibration Kit

(Pbarmacia)を使用した｡酵素液および標準タンパク質の溶出における吸光値280

nmの溶出域ならびに酵素の活性の溶出域より分子量を決定した｡分画条件は､流速

0.5 ml/min､分画容量1.25 mlで行った｡

Ⅴ十6. 海藻細胞壁由来β･1,3ヰシランからのキシロース生産

当研究室の岡崎によってクローニングされ､その酵素学的性質が解明された

AIcBliieDeS 8P. XY･234株由来β･1,3ヰシラナ-ゼ(TxyA) (GenBank accession no.

ABO39953)26)と精製β･キシロシダーゼ(rXloA)をβ･1,3･キシランに作用させることで､

β･1,3･キシランからのキシロース生産を試みた｡

すなわち､ AkaltgeDeS SP.XY･234株由来β･1,3･キシラナ-ゼ遺伝子組換えE.cob

BL21(DE3)において大量発現したβ･1,3･キシラナ-ゼ(rTxyA)粗抽出液10 〟 1 (5.0

unit/ml)と精製rXloA溶液10 〃1(0.928unit/ml)を1% β･1,3･キシラン20 〃1に加

えて30℃で15分反応させ､反応後TLCによって反応分解産物を解析した｡展開プ

レートにはTLC plastic sheet, silica gel 60 F254(Merck)を用いたo展開溶媒の組成は

D･ブタノール:酢酸:水-10: 5 : 1 (VN)で行った｡プレート上の糖の検出には

ジフェニルアミン-アニリン-リン酸試薬47)を使用し､同試薬を吹き付けた後90℃

で10分間加熱した｡
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Ⅴ･2. 実験結果

Ⅴ･2･1. f%m'o8P. XY･214株由来βヰシロシダーゼⅨloA)の大腸菌発現系の構築

xloA/pBluescript(Xba
I ･Spe I )プラスミドを鋳型に､ xloA遺伝子の全長を増幅す

るためのPCRを行い､アガロ-ス電気泳動で増幅バンドを確認した(Fig. 5･1)0 PCR

増幅産物をNdeIとNotIで制限酵素処理し､pET22b(+)のNdel -

NotIサイトに

ライゲ-ションした｡次に､得られたキメラプラスミドⅩY･214xloA･ORF/pET22b

にライゲ-ションされた遺伝子断片の塩基配列を決定し､導入されたβヰシロシダー

ゼ遺伝子にPCRによるいかなるアミノ酸置換をおこす変異もないことを確認した｡

こうして構築されたⅩY･214xlaA･ORF/pET22bをE.coL'BL21(DE3)に導入すること

で形質転換し､組換えβ･キシロシダーゼの発現をⅤ･1寸2に示した方法で誘導した｡

その結果､組換え大腸菌から抽出された粗抽出液にβヰシロシダーゼ活性が得られ､

V}'bFlosp. XY･214株由来βヰシロシダーゼ(ⅩloA)の大腸菌発現系の構築を確認した｡

V･2･2. 組換え体βヰシロシダーゼ(rnoA)の精製

アンピシリン(50 fig/FLl)を含む800ml(200mlX4本)のLB培地において､ tqbTlo

sp. XY214株由来βヰシロシダーゼ(ⅩloA)組換え体大腸菌を培養し､ IPTGによる発

現誘導後､菌体内画分を調製して0.45 〃mのメンプレンフィルターでろ過した粗抽

出液をHiTrap Chelating column(5 ml)を用いて精製したo SDS･PAGEに供し､シン

グルバンドを示した画分を集めて精製酵素標品とした(Fig. 5･2)｡精製酵素標品は粗抽

出液画分に対して2.92倍に精製され､回収率は37%であった(Table 5･1)｡精製rXloA

はⅩloAと同様に約60kDaと推定された｡

Ⅴせ3. 組換えβヰシロシダーゼの辞素学的性質

rXloAのPNPサDヰシロビラノシドに対する酵素学的性質は以下のようになった｡

すなわち､至適pliは7.0付近であり､ pH6.0･9.0の範囲で安定であったが､ pH5.0

以下､ pH IO以上では活性が極端に低下した(Fig. 5･3)0 pH 7.0における至適温度は

30℃であり､ 30℃まで安定であった(Fig. 5･4)｡また､ミカエリス定数(Km値)､最大

反応速度(Vm8X)はそれぞれ0.244 mM､ 1.822 JlmOl/min/mgであった(Fig. 5･5)｡さ

らに本酵素は重金属イオンではAg+､ Cu2+､ Hg2+､ Mn2+､ Pb2+およびZn2+､化学試
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薬ではPCMB(p･Chloromercuri benzoic acid)によって活性が著しく阻害された

(Table 5･2)0 rXloAはβ･1,4ヰシラン(bircbwood xylan､ oatspelt xylan)､ β･1,3･キシ

ラン､カルポキシメチルセルロース､ラミナリンなどの多糖やラミナリオリゴ糖には

作用せず(Fig. 5･6, 7)､ β･1,3ヰシロオリゴ糖に作用してキシロースを生じた(Fig. 518).

また､僅かながらβ･1,4･キシロオリゴ糖にも作用したが､完全な分解には至らず､反

応12時間後においても反応液中にオリゴ糖の存在が確認された(Fig. 5･9)｡さらに数

種類のPNP合成基質に対してrXloAを反応させた結果､ PNP･P･Dヰシロビラノシ

ド以外のPNP合成基質に対しては作用しなかった(Table 5-3)0

HiTrap Chelating column(5 ml)により精製されたrXloAはSDS･PAGEにおいて

約60 kDaと推定されたが､ゲルろ過クロマトグラフィーによる分子量の測定では

251kDaと推定されたことから､本酵素は約60kDaの単一サブユニットからなるホ

モ4量体を構成していることが示唆された(Fig. 5･10)0

Ⅴ･2･4. 海藻細胞壁由来β･1,3ヰシランからのキシロース生産

AIcali'genes sp. XY･234株由来β･1,3ヰシラナ-ゼ(TxyA)(GenBank accession no.

ABO39953)26)とrnoAをβ･1,3･キシランに作用させることで､ β･1,3･キシランからの

キシロース生産を試みた｡

その結果､それぞれ単独の酵素ではβ･1,3ヰシランからキシロースを生成すること

ができなかったが､ rTxyAとrXloAを同時に反応液に添加することにより､ β･1,3･キ

シランからキシロースを生成することが可能となった(Fig. 5･11)0
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xkA gene

Fig. 511. AgaLZtu gel electrqphom8is of PCR prodtLCtwith do-F zLnd血･R

p血er8 deriwdfrom叫Bhe8Cdpt血I -卑e
∫).

I,ane M, standard markers (Ma止er 6); lane 1, PCR prodtlCt OfxloIF and xlo-Rl primers.
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Td)le 61 I. PuLiBc&tion of rXhA expre組ed by E.eah'BL210E3) traAdo皿&nt

Puri6cation Step Total
activity

Total protein Speci丘c actlVity Puri丘catlOn Yield

(unit) (mg) (unitJmg) (fold) (%)

Intracell血

fractlOn 62. 7

Hi TJ･ap Chelating 23.2

120 0.52

15.3 1.52

100

2.92 37

M 1 2

⊂二二二E≡≡∃
■

b*d

■

20.1
-

ヽ

～

I-i
■■■′
`-･･=∴ 一一

･L".

～.･Ar

Fig. 6･2. SDS･PAGE of the pLibd血L

Lane M, staJldard markers (I.ow-Molecuhr Weight SDS CalibrationKit;Amer8ham)

(phosphoryl舶e b [94.0kI)A,alhumiJ) [67.0 kDa], ovalbumiJl [45.0 kDa】,carbonic anhydra8e

【30.0kI)a】,trypSininhibitor [20.1 kI)a], α -1actalbtImin [14.0 kDa】);lane 1, crude extract;

lane 2, rX18A a丘ez･ a HiTrap Chehting column.
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84



Table 5･2. Effect of various metalion8and chemicalreagent8 0f β･xylo8ida8e

activity

Reagents (1mM) Residualactivity (%)

No ne

AgNO 3

AIC l3

BaCl2

Ca(CH3COO)2

CaCl2

CuCl2

CuSO4

FeCl3

HgC 12

KCI

MgC l2

MnCl2

NaCI

Pb(CH3COO)2

ZnC12

ZnSO4

NBS *1

DTT *2

EDTA *3

N丑M *4

Iodo acetoanide

PCMB *5

100

0

18

15

iO

;8

0

2

i8

3

F2

･5

8

3

0

0

0

1

8

4

8

1

1

9

9

8

6

6

10

8

1

9

8

9

10

8

7

*1 NBS:

*2 DTr:I

+3 EDTA

*4 NEW:

+5 PCMB

NBrono8uCCjれi m ide

(±)･Dithiothreitol
: Ethylenediam血etetraacetic acid
N E thyh岨Ieimide
:
p･ Chloromercuriben2;Oic acid
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Aq BX BX OX OX TX TX C】旺CCMCI. I. M
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曲A 血A 血A z･m rXbA

Fig. 5･6. Tbin･1ayer 血mmatogrzLm Of hydroly血 product8 0f Several

pdy8&Ctharide8withpurified rXbA.

The reactionmixtttre contained 20 FL 1 ofrXbA(0.928 U/d) and
20 FL I of each poly8aCCharide

in 50 mM MRS bu飽r pH (7.0). The reaction was C也d out 8t 30℃for 12 h. Lane M,

β11,41Xylookgo8aCCharide8伍1-Ⅹ4);lane BX, birchwood xy18n; lane OX, oat8pelt xylan; lane

TX, β･1,31Xylan;lane CMC, carhoxymethylcelluloge; lane L, 1a皿inaran､
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Fig. 丘17. TtLin･hqer dm&togra皿 Of hydLOty8iB prOduct8 0f

1?mindohgoBaCCh乱dde8with p曲d rnoA.

The reaction mixttLre COntained 20 FL 1 of rXbA(0.928 U/ml) and
20 p 1 of each

h血ariohgo88CCharide in 50 mM MES buBbr pH (7.0).The re8CtlOn Was Camied otlt at so℃

for 12 h. IJane M, 1aminarioligo8&CCharides(Gl-G4); 18皿e G2, laminaribiose; lane G3,

laminaritrio8e; hne G4, 1血tetr808e.
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Ⅹ4
--~ー~

M X2Ⅹ2 Ⅹ3 Ⅹ3 Ⅹ4Ⅹ4 M

+ + +

戊hA rXIQA 血A

Fig. 5･8. TtLizrlayer dmatoF8皿 Of hydroly8iB PrOdtICtS Of

P-1,3一軸血ddc8 With pⅦi丘ed rXloA

The reaction mixttm contained 20 p l of rXloA(0.928 U/mD and 20 ll I of each

β･1,3･xyl仰hgoBaCChmde in 50 mM MES buffer (pli 7.0).The reaction wa且 Carried ollt at So℃

for 12 a Lane M, β-1,3･xyh)hgo8aCChrideB伍1-X4); hne X2, β11,3-xylobiose;lane X3,

β･1,3･Ⅹyhl,rioBe;lane X4, β･1,3･Ⅹylotetz･a㈱e.
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Fig. 6-9. Thin-hyer dhzyxEEL&tOgra皿 Of hydzqly由 product8 0f

Pll.4･軸血de8 YPith purified rnoA.

The reaction mixture contained 20 FL 1 of rnoA(0.928 U/ml) and 20 p
I of each

β-1,4-xyl仙hgo紬CCharidein 50 JnM MEG buffer pH (7.0).The reaction w舶Carried ollt at So℃

for 12 a Lane M, β-1,4-xyl00蜘acchande8(Ⅹ1-Ⅹ4); lane X2, β-1,4-xylobio8e;lane X3,

β-1,4-ⅩylotriM; 1azle X4, β-1,4-xyhtetrao紳.
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Table 5-3.耳ydroly8i8 0f different nitrophenyl･glyco8ide8 bythe r刃.oA

S ubstrates
Re la tive

activities (%)

PNPサD ･Ⅹylopyranoside
PNP -a-D-Ⅹylopyranoside

PNPサI)
-

mannopyranoside

PNP-a-D-mannopyranoside

PNP -

a
-

D
-

galactopyranoside
PNP -

α- D
-

glucopyranoside

PNPサD
-

glucopyranoside
PNPI P -D-ceuobioside
PNP

-

α-L-fucopyranoside

P封p
-

α-L-arabinofuranoside
PNP甘L-arabinopyranoside

PNPサD
-

glucuronide
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Markers: 1,Aldolase (158 kDa); 2, Ovalbumin (43 kDa); 3, Chymotrypsinogen A (25 kDa); 4,

Vitamine B12 (1.355 kDa).
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+ + +

T･ⅩloA rTxy^ rXJo^

+

r物A

Fig. 6･11.凪in-hyer chJqm&tOgZW Of hydrdyBiB products 0f P･1,3TWl&nwith

the prised rnQA and β11,3･zyhuzL8e(TxyA)from A軸eB 8P. 8train XY･234.

The reaction wag Camied ollt at 30℃fof 15min. Lane M, P･1,3-xylooligo88CCharides伍1-Ⅹ4);

lane TX, 1,0% P･1,3･Ⅹylan;hne TX+rnoA, hydroly8i8with rXloA(0.928 U/ml); lane TX+

rTxy九 hydLOly8i8withrTxyA (5.0 U/mD; hne TX + rnoA+ rTxyA, hydroly8i8with

z･Xy昏A(0.928 U/nD aJld rTxyA (5.0U/d).
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Ⅴ･3. 考秦

形質転換大腸菌において大量発現させた組換え体β･キシロシダーゼ(rXloA)を精製

し､活性測定の基質としてPNPサDヰシロビラノシドを用いて酵素学的性質を検討

した.その結果､ ⅩloAの至適pHは7.0付近であり, pH 6.O19.0の範囲で安定であ

ったが､ pH5.0以下､ pH IO以上では活性が極端に低下した(Fig. 5･3)0 pH 7.0にお

ける至適温度は35℃であり､ 30℃まで安定であった(Fig. 514).また,ミカエリス定

数(Km値),最大反応速度(Vmax)はそれぞれ0.244 mM､ 1.822 FL mOl/min/mgであっ

た(Fig. 515).さらに本酵素は重金属イオンではAg+､ Cu2+､ Hg2+､ Mn2+､ Pb2+およ

びZn2.､化学試薬ではPCMB(pIChloromercuri benzoic acid)によって活性が著しく

阻害された(Table 5･2)｡どの金属イオンによっても反応が顕著に促進されることはな

かったことから､本酵素は活性に金属性の補酵素を必要としないことが示唆された｡

rxloAはβ･1,31キシラン､ β･1,4･キシラン(birchwoodxylan, oatspelt xylan)､カル

ポキシメチルセルロース､ラミナリンなどの多糖やラミナリオリゴ糖には作用せず

(Fig. 5･6, 7)､ β･1,3ヰシロオリゴ糖に作用してキシロースを生じた(Fig. 5･8).また､

僅かながらβ･1,4･キシロオリゴ糖にも作用したが､完全な分解には至らず､反応12

時間後においても反応液中にオリゴ糖の存在が確認された(Fig. 5･9)｡しかしながら､

現在までに報告されたβ･キシロシダーゼ(EC 3.2.1.37)は全てβ･1,4ヰシロオリゴ糖に

作用してキシロースを生成するβ･1,4･キシロシダーゼであることに対し､ V]'bFlo sp･

Ⅹy･214株由来ⅩloAは､ β･1,3ヰシロオリゴ糖を加水分解してキシロースを生成する

ことから､本酵素が新規の糖質加水分解酵素β･1,3ヰシロシダーゼであることが明ら

かになった｡

GH43に属するβヰシロシダーゼは､ βヰシロシダーゼ活性に加えてα･L･アラピノ

フラノシダーゼ活性やβ･D･グルコシダーゼ活性を有することが知られていることか

ら､数種類のPNP合成基質に対して活性測定を試みた｡しかしながら､本酵素は

pNPサDヰシロビラノシド以外のPNP合成基質に対しては作用しないことが判明

した｡また､ β･1,3ヰシロオリゴ糖に対して反応する際に糖転移反応は確認されなか

った｡このことは､
GH3､ 39, 52および54に属するβヰシロシダーゼがアノマ-保

持型酵素であるのに対し､ GH43に属するβヰシロシダーゼがアノマ一反転型酵素で

あり､糖転移活性をもたないという事実と一致していた48).
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精製されたrXloAはSDS･PAGEにおいて約60 kDaと推定されたが､ゲルろ過ク

ロマトグラフィーによる分子量の測定では約251 kDaと推定されたことから､本酵

素は約60kDaの単一サブユニットからなるホモ4量体を構成していることが示唆さ

れた(Fig. 5･10)｡このように4量体を構成しているβ-キシロシダーゼは､ Bac)'nus

subtib's由来のβ･1,4･キシロシダーゼ(PDB IYIF)やaostTldtum acetobutyL'cum由

来のβ･1,4ヰシロシダーゼ(PDB IY7B)においても確認されており､上述した2種類

のβ･1,4･キシロシダーゼとtqbvl'osp. XY･214株由来ⅩloAとの相同性はそれぞれ46%､

44%であった｡

最後に､本章ではV)'bTlosp. XY･214株由来β･1,3ヰシロシダーゼ(ⅩloA)の応用とし

て､ β･1,3･キシランからのキシロース生産を試みた｡すなわち､当研究室の岡崎によ

ってクローニングされ､その酵素学的性質が解明されたAIcaEgenes sp.XY･234株由

来β･1,3ヰシラナ-ゼ(TxyA)とrXloAをβ･1,3･キシランに作用させ､その分解産物を

薄層クロマトグラフィーにより分析した｡その結果､それぞれ単独の酵素ではβ･1,3･

キシランからキシロースを生成することができなかったが､ rTxyAとrXloAを同時

に反応液に添加することにより､ β･1,3ヰシランからキシロースを生成することが可

能となった(Fig. 5･11)｡以上の結果から､本研究により単離されたl肋losp.XY･214

株由来ⅩloAを用いることで､緑藻イワヅタや原始紅藻アマノリなどβ･1,3ヰシラン

を細胞壁構成成分とする海藻からキシロースを生産できるようになると考えられる｡
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第Ⅵ章 総括

イネ科植物や広葉樹などの陸上植物細胞壁に含まれているβ･1,4ヰシランは､ Dヰ

シロースがβ･1,4結合で重合した主鎖にアセチル基やL･アラピノフラノ-ス､グルク

ロン酸などが側鎖として結合した-テロ多糖であり､自然界に広く存在している｡近

年､本多糖の加水分解に関わるエンド･1,4･βヰシラナ-ゼ(EC 3.2.1.8)とβ･キシロシダ

ーゼ(Ecョ.2.1.37)は､キシロオリゴ糖やキシリトールなどの健康食品の生産に利用さ

れており､さらに建築廃材などの木質系バイオマスからバイオエタノールを生産する

ための重要な酵素としても認識されている｡従ってこれら酵素に関する酵素学的､生

物工学的研究に関しては多くの研究報告がなされている｡

一方で､海藻､特に原始紅藻アマノリ属や緑藻イワヅタ属などの細胞壁にはD･キ

シロースがβ･1,3結合で重合したβ･1,3･キシランという海藻特有の多糖が存在してい

る｡これらβ･1,3ヰシランを細胞壁構成成分とする海藻にも陸上植物の建築廃材など

のように廃棄処分されるべき未利用のバイオマスがある｡例えば養殖環境の悪化など

によってその商品価値を失った色落ちノリや地中海における変種イチイヅタのよう

に異常繁殖し､漁業や生態系に重大な被害を及ぼす海藻などである｡これら未利用海

藻資源を陸上植物バイオマスと同様に有効利用するためには､ β･1,3ヰシランのよう

な海藻特有の多糖を分解する酵素が必要となる｡本多糖の完全な分解にはβ･1,3ヰシ

ラナ-ゼとβ･1,3･キシロシダーゼの2種類の酵素が必要であるが､これら酵素に関す

る研究報告は極めて少ない｡すなわち､ β･1,3ヰシラナ-ゼはアマノリなどの海藻か

らプロトプラストを単離する際に必須な糖質加水分解酵素であるにもかかわらず､そ

の遺伝子に関する報告はVfbTlo sp. XY･214株由来TxyA(GenBank accession no.

ABO29043)25) ､ AIcaligeDeS SP. XY･234株由来TxyA(GenBank accession no.

ABO39953)26)､肋1'o sp. AX･4株由来m4(GenBank accession no. BAD51934)27,

28)､ Pseudomonas sp. ND137株由来AxnB(GenBank accession no. ABO63257)､

乃eTmOtOga neaPOll'tana由来ⅩylC(GenBank accession no. U58632)の5種類に過

ぎない｡さらに､ β･1,3ヰシロシダーゼに至っては現在までのところ報告はみあたら

ない｡ β･1,3ヰシロシダーゼを単離し､大量生産が可能となれば､ β･1,3･キシランから

のキシロース生産が可能となり､さらにこれを原料としてキシリトールやバイオエタ

ノールなどの有用物質を生産できるようになると考えられる｡
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そこで本論文では､ β･1,3･キシラン分解酵素に関する新たな基礎的知見を得るため､

β･1,3･キシラナ-ゼとβ･1,3ヰシロシダーゼに関する研究を行った｡すなわち､当研究

室保存株である6株のβ･1,3･キシラナ-ゼ産生細菌のうち､未だその遺伝子クローニ

ングがなされていないl肋losp. XY･213､ ⅩY1216およびⅩY･235株を供試菌とし､

これら細菌由来β･1,3･キシラナ-ゼ遺伝子のクローニングを行った｡まず初めに､当

研究室が保持しているAIcaBieDeS SP.XY･234株以外の5株のβ･1,3ヰシラナ-ゼ産

生海洋細菌について分類上の類縁関係を知るため､各細菌株の16S rRNA遺伝子の塩

基配列を決定して比較した｡その結果､ V}'bTlo sp. XY･214株の16S rRNA遺伝子を

基準にして比較すると､ Vl'bTl'osp. XY･213､ ⅩY･216､ ⅩY･235の3株は100%､ AX･4

株は95.7%の相同性を示した｡これら16SrRNA遺伝子についてBLAST37)により相

同性検索した結果､どちらも tqbTlo属の細菌と98%以上の相同性が得られた｡一般

的に16S rRNA遺伝子の塩基配列は､ 95%以上の相同性があれば同じ属である可能性

が高く､ 99%以上の相同性では同種の菌である可能性が高いとされているが､仮に

100%の相同性があったとしても属レベルで異なることもある.すなわち､ Vl'bvl'osp.

XY･213､ⅩY･216およびⅩY･235株の3株の16S rRNA遺伝子の塩基配列はVl'bvl'osp.

XY･214株のものと同一であったが､いずれも細菌学的諸性質は僅かに異なっていた｡

l肋losp. XY･213､ ⅩY･216およびXY･235株由来β･1,3･キシラナ-ゼ遺伝子のクロ

ーニングに関しては､当研究室の橋川によって既にクローニングされ､塩基配列が決

定された肋jo sp. XY･214株由来β･1,3ヰシラナ-ゼ遺伝子(txyA)25)のORFプライ

マーを用いて行った｡その結果､これら3株由来のβ･1,3･キシラナ-ゼ遺伝子は

ⅩY･214株由来txJA遺伝子の塩基配列と完全に一致し､同一のものであることが判明

したo このことから当研究室が保持するβ･1,31*シラナ-ゼ遺伝子はⅩY･214グルー

プ(ⅩY･213, ⅩY･214, ⅩY1216およびⅩY･235株)とⅩY･234およびAX･4の3つのグル

ープに分かれることが明らかになった(Fig. 2･1)｡これまでに塩基配列が報告されてい

る5種類のβ･1,3ヰシラナ-ゼのうち､ AIcall'genessp. XY･234株由来TxyA､ Vl'bTlo

sp. AX･4株由来m4およびPseudomonas sp. ND137株由来AxnBに関しては触

媒モジュール以外に､糖質結合モジュール(CBM)を有することが知られている｡これ

らCBMはβ･1,3･キシランと特異的に結合することから､CBMファミリー31(CBM31)

に分類されている. t%Tlo sp. AX･4株由来m4に関してはC末端領域にCBM31

を2つ､ Pseudomonas sp. ND137株由来AxnBに関してはCBM31とCBM6の2
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種類のCBMが並んで存在していることが明らかになっている(Fig. 2･3).しかしなが

ら､ tibmlosp. XY･214株由来のβ･1,3ヰシラナ-ゼに関しては塩基配列が決定された

ものの､未だそのモジュール構造の解析が行われていなかった｡そこで､これらモジ

ュール構造を有するβ･1,3ヰシラナ-ゼとTqbrlosp. XY･214株由来β11,3･キシラナ-

ゼのC末端領域のアミノ酸配列を比較し､相同性を調べた(Fig. 2･2)｡その結果､ IqbTlo

sp. XY･214株由来β･1,3ヰシラナ-ゼのC末端領域(Glu368･Asn460)はAZcaEgenes

sp. XY･234株由来TxyAのCBM31と77%の相同性､ IqbFlo sp. AX･4株由来XYL4

のCBM31･1と56%､ CBM31･2と52%の相同性､ Pseudomonassp. ND137株由来

AxnBのCBM31と43%の相同性があり､さらに触媒モジュールとCBMをつなぐリ

ンカー配列(DNGGの繰り返し配列)と思われる配列も存在することが明らかになっ

た｡これらのことからVl'brlosp. XY･214株由来β･1,3ヰシラナ-ゼにおいても､β･1,31

キシランと特異的に結合するCBM31を有することが示唆された｡ CBMは不溶性の

多糖である植物細胞壁(基質)に酵素を近づけるためのものであり､その存在によって

触媒反応の効率を上げることができる.従って､今後はVl'bTlosp. XY･214株由来β･1,3･

キシラナ-ゼの推定CBM領域に関する詳細な機能解析が期待される｡

当研究室保存株である6つのβ･1,3･キシラナ-ゼ産生細菌のうち､ Vl'bTl'o sp.

XY･214株はβ･1,31キシランを唯一の炭素源とした最小培地において生育可能なこと

からβ･1,3ヰシラン資化細菌であり､これまで報告のないβ･1,3ヰシロシダーゼを保有

している可能性が高いと推測できた｡また､本細菌が産生するβ･1,3･キシラナ-ゼは

既にその遺伝子がクローニングされ､塩基配列が決定されている(GenBank accession

no. ABO29043)25).そこで､本細菌が産生するβヰシロシダーゼ(ⅩloA)の性質を解明

することを目的に､ xloA遺伝子のクローニングとその塩基配列の決定､ならびに大

腸菌で発現させた組換え体酵素を用いてその酵素学的性質の検討を行った｡

まず初めに､ xZoA遺伝子クローニング用のプローブを作製するために V)'bTlo sp.

XY･214株由来ⅩloAの精製を行った｡すなわち､キシロースを誘導物質としてⅩY･214

株を培養後､菌体内画分を調製して粗酵素液とし､これをDEAE Tbyopear1 650Mカ

ラム､ Ether Toyopear1 650Sカラム､ MonoQカラムを用いてSDS･PAGEにおいて

単一のバンドで検出されるまで精製した.精製酵素標品は,粗抽出液に対して41倍

に精製され､回収率は2.1%であった(Table 3･6)｡また､ SDS･PAGEによる解析では

約60kDaの単一のバンドで検出された(Fig. 3･3).次に､遺伝子クローニングのため
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の縮重プライマーを作製するため､本酵素のN末端アミノ酸配列20残基とリシルエ

ンドペプチダーゼ処理により生じた内部ペプチド断片のN末端アミノ酸配列20残基

を決定した｡決定したアミノ酸配列をBLAST37)により相同性検索したところ､ ⅩloA

のN末端アミノ酸配列はCaulobacteTSP. K31株由来のα-L-アラピノフラノシダー

ゼ(GenBank accession no. AATHOIOOOOO6)やSeleDOmODaS mml'naDtl'um GA192

由来のキシロシダーゼ/アラピノシダーゼ(GenBank accession no. AFO40720)､

Sl'noz:hl'zobl'um
melilotl由来のβヰシロシダーゼ(GenBank accession no. AL591788)

などのN末端領域と高い相同性を示した｡また､内部アミノ酸配列は

CnromohalobacteTβakxl'geDSDSM株由来α ･L･アラピノフラノシダーゼ(GenBank

accessionno. CPOOO285)のTbp345-Gly359領域と相同性を示した｡これら相同性

が得られた酵素はすべて530アミノ酸残基程度から構成されており､その遺伝子の長

さは約1,600塩基程度､単一サブユニットの分子量は約60kDaであった｡これらの

結果から､ Vl'bTlosp. XY･214から精製されたXloAが､既報のβヰシロシダーゼやα

･L･アラピノフラノシダーゼと相同性があることが判明した｡また､本細菌由来のβ･

キシロシダーゼ遺伝子(xloA)が約1,600塩基程度であること､さらに決定された内

部アミノ酸配列がⅩloAのN末端から約350残基目付近に位置していることが推測で

きた｡ ⅩloAのN末端アミノ酸残基はMet(メチオニン)ではなく､ Thr(トレオニン)で

あった｡これは原核生物においてしばしば観察されることであり､ AUG開始コドン

とAUG非開始コドンを区別するためにホルミル化された〃ホルミルメチオニンが､

修飾や切断などのプロセシングを受け､成熟タンパク質から除去されたためであると

推測された 36)｡次に､決定したアミノ酸配列の中から縮重の少ない配列

(Thr･Thr･Thrlle･Gln-Asn･Pro) ､ (LysIGly･Arg･His･Tyr･Leu.Tyr)を選び､ Forward

プライマー(血loザ)およびReverseプライマー(血lo･R)を設計した(Fig. 3･6)｡得られ

た縮重プライマーを用いてV)'bTl'osp. XY･214株のゲノムDNAを鋳型にPCRを行い､

増幅したPCR産物の塩基配列をもとにプローブ作製した｡

次に､作成したプローブを用いて､サザンプロット法によりxloA遺伝子をクロー

ニングしてその塩基配列を決定したo βヰシロシダーゼ遺伝子(xloA)は､ 535アミノ

酸残基をコードする1,608 bpのORFにより構成されており､その推定分子量は

60,835Da､推定等電点は5.16であった｡ SignalPserver39)による解析の結果､タン

パク質の局在に関与するシグナルペプチドを保有しないことが確認され､本酵素が細
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胞外に分泌されない菌体内酵素であることが裏付けられた｡ xloA遺伝子から推定さ

れるアミノ酸配列を他のタンパク質の配列と比較するためにBLAST37)による相同性

検索を行った結果､本遺伝子がコードするβヰシロシダーゼは､ Baci〟ussp. KK･1株

由来のβ･キシロシダーゼ(GenBank accession no. AFO45479)､ Bacillus halodwBnS

C･125株由来のβヰシロシダーゼ(GenBank accession no. APOO1519)と最も高い相

同性47%を示したo次いで､ BaciHus clausii KSM･K16株由来のβヰシロシダーゼ

(GenBank accession no. APOO6627)と46%､ ChromohalobacteT
SaleLXlbens DSM

3043株由来のα-L-アラピノフラノシダーゼ(GenBank accession no. CPOOO285)と

46%､ Selenomonas rum1'DaBb'um GA192株由来のキシロシダーゼ/アラピノシダー

ゼ(GenBank accession no. AFO40720)と45%､ GeobaciHuβ stearo地eTmOPhilus T･6

株由来のβ･キシロシダーゼ(GenBank accession no. Ay690618)と45%の相同性を示

した｡これら相同性が得られたタンパク質はすべて糖質加水分解酵素ファミリー

43(GH43)に分類されていたことからVl'bTlosp. XY･214株由来ⅩloAはGH43に分類

されることが示唆された(Table 4･6)0

糖質加水分解酵素はその触媒領域のアミノ酸配列によって108のファミリーに分

類されており(2007年3月現在) (http://afmb.cnrs･mrs.fr/CAZY)40, 41),このうちGH3､

39､ 43､ 52および54の5つのファミリーにおいてβヰシロシダーゼ活性が確認され

ている｡さらに本研究において､遺伝子クローニングされたⅩloAのようなGH43に

属するβ･キシロシダーゼはGH62に属するα･L･アラピノフラノシダーゼと共に

5･foldβ･propeller構造を形成しており､ clanGH･Fに属している.このことから本酵

素は5･fold β-propeller構造を形成していることが示唆された｡ GH43に属するβヰ

シロシダーゼのうち､既に立体構造が明らかにされている aeobac1'11us

stearotAeTmOPMus T･6株由来のβ･キシロシダーゼ(ⅩynB3)とのアミノ酸配列の比較

により､本酵素のAsp16とGlu189が一般酸塩基触媒として機能するアミノ酸残基で

あることが示唆された42)｡また､ a. steamtheTmOPh1'1us TL6株由来のβ･キシロシダ

ーゼ(ⅩynB3)は4量体を形成しており､各サブユニットは､ N･terminal丘ve･bladed

β･propeller触媒ドメイン(卜318アミノ酸残基)とC･terminal β･sandwi血ドメイン

(330-535アミノ酸残基)の2つのドメインから構成されていることが報告されてい

る(Fig.6･1). β･sandwichドメインはその3次構造が糖質結合モジュール(CBM)と類

似していることから､かつてはCBMの機能を有していたことが予測されたが､現在
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ではその機能を失い､各サブユニットどうしが4次構造を形成するために必要なドメ

インであると推測されている42). GH43に属するβ･キシロシダーゼやα･L･アラピノ

フラノシダーゼとの一次構造比較の結果､ N末端領域のアミノ酸配列が高度に保存さ

れているのに対し､ C末端領域(β･sandwicbドメイン)に関してはその保存性が低い

ことが判明した(Fig. 4･4).さらにCeHn'bTlo japom'cus由来のα ･L･アラビナナ-ゼ

(Arb43A) (GenBank accession no. YIO458)が347アミノ酸残基からなる丘ve･blade

β･propellerドメインのみから構成されており､ C･terminal β･sandwichドメインを持

たないことからも49)､触媒機構におけるC末端領域の役割が必ずしも重要ではない

ことが示唆された.以上のことからⅩloAにおいても､各サブユニットがN･terminal

five-bladed β･propeller触媒ドメインやC･terminalβ･sandwichドメインの2つのド

メインから構成されており､ β･sandwicbドメインが4次構造の形成に関与している

ことが推測される｡

次に､大腸菌発現系によって取得したxloA遺伝子由来の組換え体βヰシロシダー

ゼ(rXloA)をHiTrap Chelating columnを用いて精製し､その酵素学的性質を検討し

た｡精製酵素標品はSDS･PAGEにおいて約60 kDa付近に単一のバンドとして検出

された｡ rXloAの至適pHは7.0付近であり､ pH6.0･9.0の範囲で安定であったが､

pH5.0以下､ pH IO以上では活性が極端に低下した(Fig. 5･3)｡至適温度は35℃であ

り､ 30℃まで安定であった(Fig. 5･4)｡また､ミカエリス定数(Km値)､最大反応速度

(Vmax)はそれぞれ0.244 mM､ 1.822
〃mol/min/mgであった(Fig. 5･5).さらに本酵

素は重金属イオンではAg+､ CU皇+､ Hg2+､ Mn2+､ Pb2+およびZn2+､化学試薬では

PCMB(p･Chloromercuribenzoic acid)によって活性が著しく阻害された(Table 5･2)0

どの金属イオンによっても反応が顕著に促進されることはなかったことから､本酵素

が活性に金属性の補酵素を必要としないことが示唆された｡

rXloAはβ･1,3･キシラン､ β･1,4ヰシラン(birchwood xylan､ oatspelt xylan)､カル

ポキシメチルセルロース､ラミナリンなどの多糖やラミナリオリゴ糖には作用せず

(Fig. 5･6, 7)､ β･1,3･キシロオリゴ糖に作用してキシロースを生じた(Fig. 5･8).また､

僅かながらβ･1,4ヰシロオリゴ糖にも作用したが､完全な分解には至らず､反応12

時間後においても反応液中にオリゴ糖の存在が確認された(Fig. 5･9)｡しかしながら､

現在までに報告されたβ･キシロシダーゼ(EC 3.2.1.37)は全てβ･1,4ヰシロオリゴ糖に

作用してキシロースを生成するβ･1,4ヰシロシダーゼであることに対し､ Vl'bTlo sp.
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ⅩY･214株由来ⅩloAは､ β･1,3ヰシロオリゴ糖を加水分解してキシロースを生成する

ことから､本酵素が新規の糖質加水分解酵素β･1,3･キシロシダーゼであることが示さ

れた｡ここで注目すべき点は､これまで報告されたβ･1,3ヰシラナ←ゼはβ･マンナナ

-ゼやマンノシダーゼと相同性を示し､ β-1,4ヰシラナ-ゼとは相同性がないという

ことである.また､ β･1,4･キシランには作用しない.にもかかわらずXloAは既報の

β･1,4･キシロシダーゼと相同性を示し､かつ僅かながらβ･1,4ヰシロオリゴ糖に作用し

た.このことから､本研究によりXloAがβ11,3ヰシロオリゴ糖を好んで触媒するこ

とが解明されたのは事実であるが､既報のβ･1,4ヰシロシダーゼがβ･1,3ヰシロオリゴ

糖に作用するか否かの確認実験に大きな興味がもたれる｡

GH43に属する既報のβヰシロシダーゼは､ β･キシロシダーゼ活性に加えてα･L･

アラピノフラノシダーゼ活性やβ･D･グルコシダーゼ活性を有することが知られてい

ることから､数種類のPNP合成基質に対して活性測定を試みた｡しかしながら､本

酵素はPNPサDヰシロビラノシド以外のPNP合成基質に対しては作用しないこと

が判明した｡また､ β･1,3ヰシロオリゴ糖に対して反応する際に糖転移反応は確認さ

れなかった.このことはGH3､ 39､ 52および54に属するβヰシロシダーゼがアノ

マ-保持型酵素であるのに対し､ GH43に属するβヰシロシダーゼがアノマ一反転型

酵素であり､糖転移活性をもたないという事実と一致していた48)0

rXloAはSDS･PAGEにおいて約60 kDaと推定されたが､ゲルろ過クロマトグラ

フィーによる分子量の測定では251kDaと推定されたことから､本酵素は約60kDa

の単一サブユニットからなるホモ4量体を構成していることが示唆された(Fig. 5･10).

このように4量体を構成しているβヰシロシダーゼは､BaciHussubtib's由来のβ･1,4･

キシロシダーゼ(PDB IYIF)やClostTldtum acetobutyll'cum由来のβ11,4ヰシロシダ

ーゼ(PDB IY7B)においても確認されており､上述した2種類のβ･1,4･キシロシダー

ゼとⅩloAとの相同性はそれぞれ46%および44%であった｡しかしながら､ゲルろ過

クロマトグラフィーによる分子量の測定は必ずしも正確ではない｡本酵素が実際にい

くつのサブユニットから構成されているかを解明するためには結晶構造解析を行う

必要がある｡

また､ SWISS･MODEL50, 51, 52)を用いたⅩloAの3次構造予測を行った結果､ ⅩloA

の535アミノ酸残基のうち､ 4番目のトレオニン(Thr, T)から534番目のグルタミン

酸(Glu, E)までの立体構造が推定された(Fig. 6･2)0 ⅩloAの2次構造にはα･-リック
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スが存在せず､ β･ストランドのみから構成されていた｡配色はN末端を青色､ C末端

を赤色で示した｡ N末端領域(Tbr4･Glu320)にはGH43に特徴的な丘ve･bladed

β･propeller構造からなる触媒ドメインが､ C末端領域(Pro330･Glu534)には

β･sandwichドメインが見出された｡ ⅩloAと G. steaLTOtheTmOPhilus T･6株由来の

ⅩynB3の3次構造を比較したところ､両酵素のβ･propeller構造における5番目の羽

根から伸びたループの形状が大きく異なっていることが明らかになった.しかしなが

ら､各酵素の至適温度(ⅩloAは35℃､ ⅩynB3は65℃)の違いを考慮すると､両酵素の

3次構造は酷似しているということは興味深いと思われる｡酵素を産業的に利用する

ためには､高い熱安定性やpH安定性などが必要とされることから､ ⅩloAにおいて

はアミノ酸置換などによる構造安定性の強化が期待される｡

xloA遺伝子のクローニングにおいてサザンプロット法により単離されたxloA遺伝

子を含むゲノムDNA断片は4,206 bpであった.その全塩基配列を解析した結果､xloA

遺伝子のORF以外に1種類の不完全なORFlと2種類の完全なORF(ORF2､ORF3)

の存在が見出された｡各ORFの塩基配列から推定されるアミノ酸配列をBLAST37)

により相同性検索した結果､ ORF lはPhotobacteTlum pyo^undum SS9株由来のキ

シロースイソメラーゼ(GenBank accession no. CR378664)と 86%の相同性､

EscheTIch'a colt 536株由来のキシロースイソメラーゼ(GenBank accession no.

CPOOO247)と75%の相同性が確認されたことから､キシロースイソメラーゼ遺伝子で

あると推定した.また､ ORF2はLactobBdHus sBkel subsp. sakei 23K株由来のマ

ルトースー0 -アセチルトランスフエラーゼ(GenBank accession no. CR936503)と

41%の相同性､ BadL[us haloduzTBDS C･125株由来のマルトースー0 -アセチルトラン

スフエラーゼ(GenBank accession no. BAOOOOO4)と39%の相同性が確認されたこと

から､アセチルトランスフエラーゼに類似した遺伝子であると推定した｡ ORF3は

Akam'vlOFaX boFkumensls SK2株由来のアルデヒドレダクタ-ゼ(GenBank

accession no. AM286690)と59%の相同性､ CBndida tTOPIcalis由来のキシロースレ

ダクタ-ゼ(GenBank accession no. DQ665826)と44%の相同性が確認されたことか

ら､キシロースレダクタ-ゼ遺伝子であると推定した(Table4･7)0

さらに､本研究においてクローニングされた4,206bpのⅩY･214XbaI ･SpeIゲノ

ムDNA断片(4,206bpxloAfragment)の3 ′末端領域､すなわちキシロースレダクタ

-ゼ遺伝子と推定される遺伝子をコードするORF3の遺伝子領域574bpが､当研究
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室の橋川によってクローニングされたt%Flosp. XY1214株由来β11,3ヰシラナ-ゼ遺

伝子(txJA)(GenBank accession no. ABO29043)25)の下流に位置する推定アルデヒド

レダクタ-ゼ遺伝子の塩基配列(未発表データ)と完全に一致することが判明した｡こ

れにより､橋川がtxJA遺伝子のクローニングの際に単離したtxJA遺伝子を含むゲ

ノムDNA断片(4,409 bp txJAfragment) (Fig.4･3の点線で囲った領域:塩基配列を

Fig. 4･5に示した)と4,206 bp xloA fragmentが部分的に重複していることが示唆さ

れた.そこで､ Vl'bFlosp. XY1214株のゲノムDNAを鋳型にORF3とtxyA遺伝子の

全長が含まれるように設計したプライマーを用いてPCRを行い､さらに増幅した遺

伝子断片の塩基配列を解析した｡その結果､ PCR増幅産物がORF3とtxJA遺伝子を

含む遺伝子断片であることが判明したことから､ l肋losp.XY･214株のゲノム上にお

いてxloA遺伝子とtxJA遺伝子がORF2とORF3を隔てて隣接していることが明ら

かになった(Fig. 4･6)｡この事実からもxloA遺伝子がコードする翻訳タンパク質が､

β･1,3ヰシロシダーゼとして機能する可能性がうかがえた｡

また､ txJA遺伝子の188塩基対上流には755アミノ酸残基をコードする2,268塩

基対からなるORF4が存在しており､その推定アミノ酸配列はN末端に典型的なシグ

ナルペプチドを有していた｡シグナルペプチドを除いた推定アミノ酸配列を､

AIcali'genes sp. XY･234株由来のβ11,3･キシラナ-ゼ上流遺伝子産物の推定アミノ酸

配列(未発表データ)と比較した結果､およそ76%と高い相同性を示した43)0 BLAST37)

による相同性検索の結果､本タンパク質のN末端領域(Asp38 -Asp87)は､AIcalibeDeS

sp. XY･234株由来β-1,3ヰシラナ-ゼのファミリー31糖質結合モジュール(CBM31)

(GenBank accession no. ABO39953)と36%､ Pseudomonas sp. ND137株由来β･1,3･

キシラナ-ゼのファミリー6糖質結合モジュール(CBM6) (GenBank accession no.

ABO63257)と 28%の相同性が確認されたことから､本タンパク質のN末端領域は

β･1,3･キシラン関連物質との結合に関与することが推測された｡また､ AsplO3-

Thr169領域はMycobacteTl'um smegmatl's sty. MC2 155株のABC･typeトランスポ

ーター(GenBank accession no. NCOO8596)と 31%の相同性が確認され､さらに

Gly521 -

Leu755領域はSacchamphagus deBTBdan$2･40株のGTP結合タンパク質

(GenBank accession no. NCOO7912)と34%の相同性が確認された｡これらのことか

ら､ ORF4がコードするタンパク質は細胞膜に局在し､細胞外環境におけるキシロオ

リゴ糖の存在を細胞内に伝達する受容体タンパク質として､またはキシロオリゴ糖を

103



細胞内に取り込む輸送タンパク質として機能していることが示唆された｡今後は本遺

伝子の翻訳タンパク質の詳細な機能解析が期待される｡

糖質加水分解酵素を産生する微生物では､関連遺伝子がクラスターを形成しており､

発現した関連酵素遺伝子群が効率的に基質を分解､代謝することが明らかになってい

るが､ l独1-osp. XY･214株のゲノムDNAにおいても､ β･1,3ヰシランを効率よく分

解し､代謝するための遺伝子クラスターの存在が明らかになった｡ GH43に属するβ･

キシロシダーゼを産生するその他複数の細菌においても､キシロース代謝関連遺伝子

クラスターの存在が確認されている44, 45, 46)o a. stearotheTmOPhi11usT･6株に関して

はキシランの分解､キシロオリゴ糖やキシロビオースの細胞内-の取り込み､細胞内

でのキシロオリゴ糖からキシロースの遊離､分解産物の代謝などに関する12種類も

の遺伝子が1つのオペロンを形成しており､一組のプロモーターとターミネーターに

よってその発現が調節されている｡しかしながら､本研究によりクローニングされた

Vl'bTlosp. XY･214株のキシロース代謝関連遺伝子クラスターの場合､オペロンを形成

しているのはORF2とORF3のみと推定され､クラスター内の他の遺伝子に関して

は終止コドンの下流に推定ターミネーター配列が存在していた｡

本研究では最後に､肋lo sp. XY･214株由来β･1,3ヰシロシダーゼ(ⅩloA)の応用と

してβ･1,3･キシランからのキシロース生産を試みた.すなわち､当研究室の岡崎によ

ってクローニングされ､その酵素学的性質が解明されたAIcal}'geDeSSP.XY･234株由来

β-1,3･キシラナ-ゼ(TxyA)とrXloAをβ･1,3ヰシランに作用させ､その分解産物を薄層

クロマトグラフィーにより分析した｡その結果､それぞれ単独の酵素では24時間反応

させてもβ･1,3･キシランからキシロースを生成することができなかったが､ rTxyAと

r㍊oAを同時に反応液に添加することにより､ 15分間の反応でβ･1,3･キシランが完全

にキシロースにまで分解された(Fig. 5･11)｡現在､キシロースは｢虫歯の原因になり

にくい食品｣､ ｢歯の健康維持に役立っ食品｣として特定保健用食品に認可されている

キシリトールの原料となっており,さらには再生可能なエネルギーとして注目されて

いるバイオエタノールの原料となりうることからも産業上重要な糖質として認識さ

れている｡しかしながら,これまで消費されてきたキシロースはすべて陸上植物細胞

壁由来のβ･1,4ヰシランを原料としてきた｡本研究により､ β･1,3ヰシロシダーゼが単

離され､その遺伝子がクローニングされたことにより､陸上植物だけでなく現在地中

海を中JL､に異常な繁殖を続け､海の生態系を破壊するとともに､漁業に甚大な被害を
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与えている変種イチイヅタからキシロースを生産することが可能となった｡

以上､本研究ではβ･1,3･キシラナ-ゼ遺伝子のクローニングとそのモジュール構造

の解析およびVl.bT1'osp. XY1214株由来β･1,3ヰシロシダーゼ遺伝子(xloA)のクローニ

ングとその翻訳タンパク質(rxloA)の機能解析を行った｡また､ rTxyAとrXloAを併用

することによりβ･1,3･キシランからキシロースを生産する方法を確立した｡さらに

β･1,3ヰシロシダーゼ遺伝子周辺の塩基配列を解析し､β･1,3ヰシラナ-ゼやキシロー

スイソメラーゼ､キシロースレダクタ-ゼなどのβ･1,3･キシラン資化関連遺伝子がク

ラスターを形成していることを明らかにした｡

今後の課題としては､酵素処理によりβ･1,3･キシランから生成したキシロースを原

料としてエタノールを生産することが挙げられる｡しかしながら､アルコール発酵の

担い手である酵母(SacchazTOmyCeS CemV7'slae)はキシロースを利用してアルコール発

酵を行うことができない｡従って､キシロースレダクタ-ゼやキシリトールデヒドロ

ゲナ-ゼなどのキシロース代謝関連遺伝子を酵母に導入し､キシロース発酵能を付加

する必要がある｡すなわち､酵母はキシロースを代謝できないがキシロースの異性体

であるキシルロースであれば代謝してアルコール発酵できるので､キシロースをキシ

ルロースに変換するための代謝経路を外部から導入する必要がある｡キシロースのキ

シルロース-の変換には2種類の代謝経路が知られている｡ 1つはキシロースレダク

タ-ゼの作用によりまずキシロースをキシリトールに還元し､さらにキシリトールデ

ヒドロゲナ-ゼの作用によりキシルロースに変換する経路であり(Fig. 6･3 pathway

I)､もう1つはキシロースイソメラーゼの作用によりキシロースを直接キシルロー

スに変換する経路である(Fig. 6･3pathway Ⅱ)｡そこで､ tqbFlosp. XY1214株のゲノ

ムDNA上に存在するキシロース代謝関連遺伝子を酵母に導入することでキシロース

発酵性酵母を構築したいと考えている｡すなわち､まずキシロースイソメラーゼ､キ

シロースレダクタ-ゼおよびキシリトールデヒドロゲナ-ゼをそれぞれコードする

遺伝子をクローニングし､大腸菌に導入して各翻訳タンパク質の機能解析を行う｡次

に､キシロースレダクタ-ゼ遺伝子とキシリトールデヒドロゲナ-ゼ遺伝子の組合せ､

またはキシロースイソメラーゼ遺伝子を単独で酵母に導入し､組換え体酵母を構築す

る｡この組換え体酵母にβ･1,3ヰシラナ-ゼとβ･1,3ヰシロシダーゼの作用によって

β･1,3･キシランから生じたキシロースを与えることで､エタノールを生産したいと考

えている｡
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(心A ribbon repre畠entation of the monomeriJ3 n也t of a. s由&LVtbeL･LZ20Pbdu8 β-XyloBidiL8e.The

polypeptlde chain i8 denoted in bhe (N-teminaD to red (C･teminal). The thLee active-Site

c8rboxylic acid8乱作∂howJl in a ball and Stick representation andare colored by element

(carbon, gray; oxygen, red). The blad朗Of the catalytic domain are numbered I -Ⅴ. (B) The

tetrameric Structure Of X9TiB3.ribbon inu8tratiot1 0fthefour XynB3 monomer8 that form a

tetramer. The four monomer8 are COlored red, green, ora喝e, and azure. The tetraJnerization

iBformed by a 90'twiBt Ofthe dimer8.
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(A)

(B)

Jive･bhded Pvropeller

dotrL&i tL

Fig. 6･2. CoznpriBOn Of the thJW-dimendonal8truCttue Of XbA and和n丑3.

(心putative three-dimen8ional8truCture Of X血A subunitfrom VJ'b血8P. XY1214 predicted

with SWISS-MODEL. The polypeptide chain i8 denoted in blue (N-terminaD to red

(C-terminaD. The blad朗Of the catalytic domain
are ntlnbered I - V. (B) Aribbon

representation of the monomericmit of a. 8お&〝thermophdus XynB3.
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?HO pathway Ⅱ
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