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第 I章 緒論

卜1.研究の背景

海藻は古くから食料や医薬用、化粧品用、工業用原料として、また肥料や

飼料などとして幅広く利用されてきた。また、近年は海藻が有する様々な機能

性が明らかになり、健康食品としても注目を浴びるようになった。特に、海藻

は第 6番 目の栄養素といわれる食物繊維を細胞壁成分として豊富に含んでおり、

それらは陸上植物とは異なる海藻特有の多糖類で構成されている。食物繊維の

生理機能としては腸内菌叢改善による便秘予防効果、粘性による過度な栄養素

吸収の抑制、ナ トリウムイオンなどの吸着J卜泄作用、水分吸収による膨潤作用

からくる満腹感効果、唾液の分泌促進などがあり、大腸ガンや高血圧、高脂血

症、糖尿病などの生活習慣病の予防、肥満や胃潰瘍、虫歯などの予防効果が報

告されている (辻,1997)。

食物繊維の定義は 1972年に Trowellに より「人の消化酵素の作用を受けな

い植物細胞壁の構造残澄」と定義された。その後、甲殻類の殻成分であるキチ

ンやキトサンなどの動物性の難消化性多糖も含まれるようになり、1994年の第

五次改定日本人の栄養所要量では、食物繊維を「人の消化酵素で消化されない

食物成分Jと定義されている。

しかしながら、食物繊維の主な供給源は植物の細胞壁を構成しているセル

ロースやペクチン、β_1,4‐キシランなどの多糖である。細胞壁は、植物細胞に強

度と形を与えているだけでなく、細胞の伸長や分化を制御しており、細胞間違

絡や病原菌に対する防御機構にも重要な役割を果たしている (Coselrove 2005)。

陸上植物 (高等植物)では、若い成長中の細胞の細胞壁を一次細胞壁、細

胞の分化に伴つて一次細胞壁の内側に形成される細胞壁を二次細胞壁という。

一次および二次細胞壁はともにセルロースとヘミセルロースを主成分としてい

る。一次細胞壁はペクチンの他、構造タンパク質を含んでいるのに対し、二次

細胞壁はペクチンやタンパク質はほとんど含まれず、リグニンを含んでいる。



セルロースの合成は、細胞膜上を動き回るセルロース合成酵素複合体によつて

行われ、細胞壁に沈着されるが、ヘミセルロースなど他の細胞外マトリックス

はゴルジ体で合成され、分泌小胞により細胞外に搬出される (Lerouxel et d.

2006)。 一方、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、セルロースの他、β‐1,3-キシラン、アガロース、カラギーナン、フコイダン

およびアルギン酸など、陸上植物にはみられない海藻特有の多糖によつて構成

されている。また、これら海藻多糖の合成機構に関する知見は極めて乏しいの

が現状である。

細胞壁多糖分解酵素は、植物細胞壁の構造解析 (Bauer et al。 2006)や リグノ

セルロースからのエタノニル生産 (Bayer et J。 2007)、 ならびに細胞融合などに

よる品種改良を行う上で有用なプロトプラストの作出 (DⅣey et al.2005)に必

要不可欠である。これまで、陸上植物の主要細胞壁成分であるセルロースを分

解するセルラーゼや、ヘミセルロースの主成分であるβ‐1,4‐キシランを分解する

β‐1,4‐キシラナーゼに関しては、その線 結晶構造解析や応用に関する研究が数

え切れないほど報告されている。これに対し、海藻細胞壁分解酵素に関する研

究はセルラーゼなどに比べると大きく立ち遅れている。陸上植物と同様に、海

藻においても細胞壁の構造解析やプロトプラストの作出ならびにエタノール生

産技術を確立するためには、海藻細胞壁分解酵素の研究が不可欠である。

本研究で対象とするβ‐1,3‐キシランは、D‐キシロースがβ‐1,3‐結合で重合した

ホモ多糖である。本多糖は、緑藻のイフゾタ科 (Cttlerpttcac)や ハネモ科

(Bryopsidtte鵠)および原始紅藻のウシケノリ科 (Barngiaceac)の細胞壁を構成

している海藻特有の多糖である (I五ki et al.1960,Perdvtt and McDowelH967)。

β‐1,3‐キシラン分解酵素は、未利用海藻バイオマスの有効利用に不可欠である.

すなわち、1984年以降、地中海において変異型緑藻イチイヅタ (Fige l‐ 1,働クルψα

加ヴ励α)・が異常繁殖し、漁業や生態系に大きな被害を及ぼしている。イチイゾ

タは、オーストラリア原産の熱帯性の緑藻であるが、観賞用としてモナコ海洋

博物館に持ち込まれ、そこで変異したものが排水溝を通じて地中海に流出した



と考えられている (Jousson et al。 1998,01sen et ale 1998,Meusmier et al.2001)。 現

在、変異型イチイヅタの繁殖はクロアチア、フランス、イタリア、モナコ、ス

ペインおよびチュニジアの6つの国の沿岸海域にまで拡大している(Mcinesz and

Hesse 1991,Meinesz d d.2001)。 本有害海藻はキラー海藻とも呼ばれ、生存競

争によつて在来種を駆逐し、地中海沿岸域の生態系を破壊しているが、現在ま

でに本海藻を駆除するための具体策は講じられていない。しかしながら、イフ

ヅタ科に属するイチイヅタの主要細胞壁成分はβ‐1,3‐キシランであるため (Iriki

d al。 1960)、 本多糖をβ…1,3‐キシラン分解酵素により糖化し、エタノール生産技

術を確立すれば、変異型イチイヅタのような有害海藻の有効利用に貢献できる

と考えられる。

また、β‐1,3‐キシラン分解酵素は、アマノリの優良品種開発のためのプロト

プラスト作出にも不可欠である。すなわち、アマノリは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。しかしながら、多収穫

性品種のアマノリは高い成長率を有する反面、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。このような背景の中で、プロ

トプラストを利用した品種改良試験に大きな期待が寄せられている (Stta ct al.

1986,藤 田 1993)。 プロトプラストは再生能を有しており、新たな種苗生産用

の種苗としての利用や細胞融合による品種改良を行う上で重要な道具となる。

スサビノリ (Pθψ″κyczoθ鰐お)やアサクサノリ (P.た″θ隠)などの原始紅藻ア

マノリ属はウシケノリ科に属し、その細胞壁は主にβ‐1,4‐マンナン、β‐1,3‐キシ

ラン、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 (Percival ttd

McDowelH967)。 従つて、これら海藻からプロトプラストを作出するためには

β…1,4‐マンナナーゼやポルフィラン分解能を有するβ‐アガラーゼに加えて、β‐1,3‐

キシラナーゼが不可欠である。

以上のような背景をもとに、本論文ではβ‐1,3‐キシランの分解や代謝に関与

する酵素の角翠析とその応用研究を中心に報告した。

β‐1,3‐キシランをその構成単糖であるD‐キシロースにまで分解するためには、
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β‐1,3‐キシラナーゼ (EC 3。 2.1。 32)と β…1,3‐キシロシダーゼの2種類の酵素が必要

である (Fig.1‐2)。 すなわち、β‐1,3‐キシラナーゼはβ‐1,3‐キシランの内部にあ

るβ‐1,3‐キシロシド結合を加水分解してβ‐1,3‐キシロオリゴ糖を生成し、β‐1,3‐キ

シロシダーゼが、本オリゴ糖に作用してD‐キシロースを遊離する。しかしなが

ら、これらβ‐1,3‐キシラン分解酵素に関する研究報告は極めて少ない。

β‐1,3‐キシラナー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、カビの一種である/rFα ttσただ出来のβ‐1,3‐キシラナ

ーゼについて報告し (Nishizawa et al。 1962)、 また、Okaぬ はカタツムリ (E励

“

物

pθノ′θηみαル)の肝膵臓に含まれるβ‐1,3‐キシラナーゼについて報告している

(Obda 1972)。 海産動物の内臓に含まれるβ‐1,3‐キシラナーゼも報告されてい

る (Anzai et al.1991)。 β‐1,3‐キシラナー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‐キシラナーゼについて、Fukuiら が報告した、働α教朋′π
“

graみθ∫棚 A2株由来の報告があるにすぎない (Fukui et al.1960)。 一方、エンド

型β‐1,3‐キシラナーゼに関するものでは、Chenら が土壌から単離したИψθttJ〃漁

たrratt A‐07株由来の 6つの酵素についての報告がある (Chen et al.1986)。 ま

た、海洋細菌由来のβ_1,3-キシラナーゼに関しては、Aokiら が海泥から単離した

陶購θ sp.AX‐4株由来のもの (Aoki et al.1988)、 Ymawaら が海藻から単離し

た Ps劉砒瑠ο″αs Sp.PT‐5株:由来 の もの (Y田餞 ura et al.1990)、 た よ iら に よ つ て

海泥から単離された∠′σαJ`r″ω Spe x手234株由来 (Arよi ct al。 1998a)お よび

乃みFJθ sp XY暉214株出来 (た燎 i et al。 1999)の ものに関する報告がある。β‐1,3‐

キシラナーゼの分子生物学的な研究に関しては、鮨潰iらが 2000年に発表 した

/iiレJο sp.XY‐214株由来β‐1,3‐キシラナーゼ遺伝子のクローニングと塩基配列の

解析が最初の報告となった (Araki d al。 2000,GぬBa汰 accession no.AB029043)。

その後、ガcα′なθ″cs Sp.XY‐234株 (Okazよi et al.2002,AB039953)、 乃みrJο sp.AX‐4

羽e(Kiyohtta ct ale 2005,BAD51934)、 Psθttdo″θ″
`r sp.ND137奉

な (AB063257)、

および 動
`閉
οれり″鶴″J加刀α(U58632)出 来のβ‐1,3‐キシラナーゼ遺伝子が登録

されているが、本酵素遺伝子に関する研究報告は極めて少ない。



一方、β‐1,3‐キシロオリゴ糖に作用して D‐キシロースを遊離するβ‐1,3‐キシ

ロシダーゼに関しては、現在までに研究報告は見当たらない。β‐1,3‐キシロシダ

ーゼを単離できれば、β‐1,3‐キシラナーゼとの併用によりβ‐1,3‐キシランを D‐キ

シロースにまで糖化できるようになる。これによつて、未利用海藻バイオマス

である変異型イチイヅタからの D‐キシロース生成が可能になり、本海藻からの

エタノール生産技術確立に大きな役割を果たすことになる。

卜2。 研究の内容

海洋細菌乃br′θ sp.XY‐214株は、1990年に伊勢湾内の海泥から単離された

β‐1,3‐キシラナーゼ産生細菌である (た漱i et al.1999)。 上述したように、本細

菌からは既にβ‐1,3‐キシラナーゼ遺伝子がクローニングされている (Araki et滅 .

2000)。 また、本細菌はβ‐1,3-キシランを唯一の炭素源として生育できることか

ら、β‐1,3‐キシラナーゼのみならず、β‐1,3‐キシロシダーゼ産生能を有している

可能性が高いと推測された。そこで本研究では、乃brJο spe XY‐214株からβ‐1,3‐

キシロシダーゼ遺伝子をクローニングし、その翻訳タンパク質の機能を明らか

にすることを第一の目的とした。

また、本β‐1,3‐キシロシダーゼ遺伝子の解析を通して、乃レわ spe XY‐214株

のゲノム DNA上にβ‐1,3‐キシラン資化関連酵素遺伝子群の存在を見出した。す

なわち、β‐1,3‐キシラナーゼとβ‐1,3‐キシロシダーゼ遺伝子が近接して位置して

おり、その周辺には D‐キシロースイソメラーゼなどD‐キシロースの代謝に関与

すると思われる複数の遺伝子が存在していた。

β…1,3‐キシランの糖化によつて生じる D‐キシロースは、エタノールや非う蝕

性甘味料として近年注目されているキシリトールの原料となる。D‐キシロ~ス

からキシ・リトールを生産するためには D‐キシロースレダクターゼ (EC l。 1.1。 21)

が必要である。XY‐214株由来β‐1,トキシラン資化関連酵素遺伝子群を解析した

ところ、β‐1,3‐キシラナーゼ遺伝子の下流に)キシロースレダクターゼと類似性



を示す遺伝子の存在を明らかにした。そこで、本酵素遺伝子を形質転換大腸菌

において発現させ、その翻訳タンパク質の性質を明らかにし、D‐キシロースか

らのキシリトール生成が可能かどうかを調べることを第二の目的とした。

また、β‐1,3‐キシランからエタノールを生産するためには、本多糖の糖化に

よつて生成した D‐キシロースをその異性体である D‐キシルロースに変換しなけ

ればならない。それはアルコール発酵の担い手である酵母 肋σεttα″θησθS

Cθ″
`ツ
お滋
`が
D‐キシロースを炭素源としてエタノール発酵できないが、D‐キシル

コースであれば可能なためである (Gong et al.1981)。 D‐キシロースの D‐キシル

ロースヘの変換は D‐キシロースイソメラーゼ (EC 5.3.1。 5)によって触媒される

が、上述したように、XY‐214株由来β‐1,3‐キシラン資化関連酵素遺伝子群には

D‐キシロースイソメラーゼと類似性を示す遺伝子が含まれていた。よって、β‐1,3‐

キシランからエタノールを生産するための技術確立を第二の目的とし、本 D"キ

シロースイソメラーゼ遺伝子の機能解析を行つた。さらに、形質転換大腸菌に

おいて発現させた XY‐214株由来の 3種類の酵素 (β‐1,3‐キシラナーゼ、β-1,3‐

キシロシダーゼおよび D‐キシロースイソメラーゼ)を用いて、β‐1,3‐キシランか

ら D‐キシルロースを生成し、これを酵母に発酵させることでエタノール生成を

試みた。

最後に、糖質分解酵素の応用研究として、海藻細胞壁の構造解析を行つた。

すなわち、近年、我が国における重要な産業用海藻であるアマノリは、養殖環

境の悪化や異常気象などに伴い、病原菌などによる被害や品質の低下が問題と

なっている (F可施 1990,Fttita ttd Uppala.ptti 1997)。 その中で、紅藻の細胞壁

構成多糖が、病原菌に対する防御機構に重要な役割を果たしていることがわか

ってきた (Bo田麗b et al.1999,Po伍 n et al.1999,Weinberger et al.1999,Uppalaptti

鑢dF可れ 2000,Vreelttd and Klo額 eg 2000)。 従つて、アマノリ細胞壁の構造を理

解するこ,と は、優良品種開発のために不可欠であると考えられる。先に述べた

ように、アマノリが属するウシケノリ科の細胞壁は、主にβ‐1,4‐マンナン、β‐1,3‐

キシランおよびポルフィランの3種類の多糖により構成されている(Percival ttd



McDo鷲111967,Gret d al.1982)。 しかしながら、これら多糖がいつ、どのよう

に形成され、どこに局在しているのかは分かつていない。そこで、海藻細胞壁

多糖を解析するための技術確立を第四の目的とした。

細胞壁分解酵素の多くは、触媒モジュールと糖質結合モジュール (CBMs:

Ca由ohydrttc‐Binding Modules)の 2つの異なる機能モジュールから構成されてい

る (Bora鏡 on et al.2004)ι CBMには基質と酵素との結合を促進し、酵素の触媒

効率を高める役割がある。また、CBMは結合特異性を有しており、その種類に

よつて結合する多糖や糖鎖の種類が異なる。そこで、CBMの結合特異性を利用

して海藻細胞壁多糖を解析することにした。なお、本実験では供試海藻として

アマノリと同じウシケノリ科に属し、室内培養が容易なウシケノリ (3硼ぼα

αrFaFZψ露′θα)を用いた。当研究室ではこれまで、ウシケノリ細胞壁分解酵素で

あるβ‐1,4‐マンナナーゼ、β‐1,3‐キシラナーゼ、およびβ‐アガラーゼを種々の海洋

細菌から単離し、それらの酵素学的ならびに分子生物学的研究を行つてきた。

また、これら 3種類の酵素を用いてウシケノリ葉体からプロトプラストを大量

に作出する技術を確立した (Arよiet d。 1994)。 よって、ウシケノリからプロト

プラストを作出後、葉体への再生過程において経時的に蛍光タンパク質融合型

CBMを作用させ、細胞壁多糖の形成時期や局在を、蛍光顕微鏡を用いて解析し

た。



Fig. L-1". Cnulerpa taxifoliu.



〔 β‐113=Xyi二五 ]

[肝lβ‐Xy1991g,saここh:」とこ:]

β‐1,3‐Xylanase(TXyA)

OH         OH

β‐193‐Xylosidase(XloA)

Fig.1_2.The degradatio■ ofβ‐1,3‐xylan with β‐1,3‐xylanase and β‐1,3‐xylosidase.

OH         OH
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第Ⅱ章 湾b力 sp.XY‐214株由来β‐1,3‐キシロシダーゼ遺伝子 (麟
")のクローニングとその翻訳産物の機能解析

海洋細菌剛購θ spe XY‐214株はβ‐1,3‐キシランを唯一の炭素源として生育可

能であり、既にβ‐1,3‐キシラナーゼ遺伝子 (rxy/4)がクローニングされている

(Araki et J。 2000)。 このことから、XY‐214株がβ‐1,3‐キシラナーゼに加えて

β‐1,3-キシロシダーゼを産生している可能性が高いことが推測された。そこで、

本章では XY‐214株からβ‐キシロシダーゼ遺伝子をクローニングするとともに、

その翻訳タンパク質の酵素学的性質を検討した。

H‐ 1。 実験材料および実験方法

H‐ 1‐1.試薬

・ルニ トロフェニル (PNP)合成基質 (Sitta Chemical Comparny,St.Louis,MO,

UeS`Ac)IPNP“β‐D“キシ▼ピラノシ ド、RP―α‐D‐キシロピラノシ ド、PNP‐α―D‐マ

ンノピラノシ ド、PNP“β―D“マンノピラノシ ド、PNP‐α‐D‐ガラク トピラノシ ド、

PINP‐oc‐D‐ グ ル コ ピ ラ ノ シ ド、 RT‐ β‐Dログ ル コ ピ ラ ノ シ ド、 RPc‐ L‐フ コ ピ ラ ノ

シ ド、 PINP‐α‐L‐ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ド、 PNP‐α‐L‐ア ラ ビ ノ ピ ラ ノ シ ド、 PN卜 β口D“

グ ル ク ロ ニ ドお よ び PINP‐β
‐D‐セ ロ ビ オ シ ド]

O Birchwoodキ シラン (Sitta)

0 0atspeltキ シラン (Sittna)

・ラミナリン (Nacah Tesquc hc"Kyoto,Japan)

・β‐1,4‐キシロオリゴ糖 (Blooo■ (Jarpan)Ltd,Aichi,Jarp雛)

・ラミナリオリゴ糖 (Blooo■ )

他の試薬は、特にことわらない限りWako Pure Chemical lndustties(Osよ a,Jappan)

のものを使用した。
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II‐ 1‐2.β‐1,3‐キシランの調製

β-1,3‐キシランは、緑藻スリコギヅタ (働
"ル
ψα″θ銘鉗αИム麟

`た
ソJκ鰐)か

らhikiら の方法 (I五ki ct d.1960)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、乾燥スリコギゾタ粉末を水に懸濁させ、70°Cの温水中で 1時間加

温した後、充分に水洗した。次に、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°C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。水洗後、

80-100°Cの温水を加えドラフト内で溶液を 70°Cに保ちながら、溶液 350 ml当

たりl mlの酢酸を加えてpHを 3-5と した。イフヅタ loo g当たり亜塩素酸ナ ト

リウム 5gを加えて攪拌した。20分毎に 1度ずつ攪拌し、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。イフヅタが完全に脱色された

後、デカンテー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時間攪拌し

た。残査を遠心分離 (8,000g,10 min)で 取り除き、上澄みに2倍量のエタノー

ルを加えてβ‐1,3‐キシランを沈殿させ、デンカンテーションと遠心分離 (8,000 gp

lo ma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。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,v/v)に懸濁させ、遠心分離した。さらにエタノール:エーテル (13,v/v)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‐キシラ

ンを得た。

■ 1‐3.β_1,3‐キシロオリゴ糖の調製

β‐1,3マキシロオリゴ糖は、β‐1,3‐キシランを酵素処理により加水分解するこ

とにより調製した。加水分解酵素には∠たα′J許
“
″ sp.XY‐234株由来の組換え体

β‐1,3‐キシラナーゼ (ok鉱漱iet J。 2002)を用いた。すなわち、100 ml容三角フ



ラスコに 1%β‐1,3‐キシランを含む 20 mM酢酸ナ トリウム緩衝液 (pH 6.0)を

20 ml注入 した後、形質転換大腸菌において発現させたИたαJJ黎″θS Sp.XY‐234株

のβ‐1,3‐キシラナーゼ溶液 (1.14U/ml)を l ml加え、37°Cで 12時間反応 させた。

この応液をあらかじめ 15%酢酸溶液で活性化し、蒸留水で平衡化 しておい

た活性炭カラム (2.2cmi.deX48 cm,Wよo)に添加 した。最初に蒸留水で溶出し、

次いで、9、 14および 30%(v/v)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 D“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ース、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。各画分はエバポレーターにより完全に脱水 し

て 50 mM 2‐morpholinoethttesulfo■ ic ttid (MES)一NaOH緩衝液 (pH 7.0)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。

II‐1‐4.使用 した菌株、培地およびプラスミド

β‐1,3-キシラン分解細菌である /iliレ′θ sp.XY‐214株は、1990年に Arakiら に

よつて伊勢湾内の海泥から単離された (Araki ct al。 1999)。 XY‐214株は 0.3%

β‐1,3‐キシランを含むペプ トン培地 (Tttle 2‐ 1)で培養 した。また、β‐1,3‐キシラ

ンを唯一の炭素源 とする最小培地 (Tttle 2‐2)において XY‐214株を選抜育種す

ることで、β‐キシロシダーゼ産生能を高めた。その後、XY‐214株は 0。3%β‐1,3‐

キシランを含むペプ トン斜面培地で lヶ月ごとに継代培養 し、4°Cで保存 した。

また同時に、保存菌を 5 mlのペプ トン液体培地に接種 し、25°Cで 15時間培養

後、グリセロール (終濃度 20%)を添力日してよく撹拌し、-80°Cで凍結保存じ

た。

クローニングには Esttgrゴ議滋 σθルDH5oca(S廿誠agene,La Jolla,Califo面 a,

UoSeA。 )、 二
“
′′XLl‐Bluc株 (Stratarnc)と pT7Blucベクター (Novarn,MdiSon,

WiscO■sin,U.S.A.)お よび pBluesc五 ptⅡ KS(―)ベクター (Stratarne)を 使用し

た。タンパク質の発現には二 εθJJ BL21(DE3)株 (Novagen)と pET22b(+)

ベクター (Novarn)を 用いた。二σθルの培養には Luria‐ Be五狙i(LB)培地 (1%
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トリプ トン,0.5%酵母エキス,

するときは寒天を 1.5%(w/v)

1%NaCl,pH 7.5)を使用し、固形培地として使用

になるように添加した。

Table 2… 1.Composition ofpeptone l田 tedhln Table 2‐ 2,Composidon ofbasal medim

Polpepton
Yettt extact

NaCl
MgS°

4・
7L0

K2HP° 4
KH2P° 4
磯恭 r

50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.5) 500 ml

23.4g
24.6g
l.5g

2.9g
l,0001■1

5。Og
l。Og
30.Og
O,5g
2。Og
O.4g

l,000 ml

NLCl
K2HP°

4・
3H2°

FeS04・ 7H2°

ASW

1.Og

75鴫
28 ing

500■重

pH 7。 6

I‐ 1‐5.β‐キシロシダーゼの活性測定

10 mMルニ トロフェニル (PINP)‐β‐D‐キシロピラノシ ド水溶液 100 μlと 50

mM MES―NaOH緩衝液 (pH 7.0)の 100 μlに 100 μlの酵素液 を加 え、35°Cで 10

分間反応させた (総量300 μl)。 2%炭酸ナトリウム水溶液を3 ml加えて反応

を停止した後、400mにおける吸光度を測定した。β‐キシロシダーゼの l mit

は、上記反応条件下で 1分間に l μmolのρ‐ニトロフェノールを生ずる酵素量と

定義した。

Ll‐6。 タンパク質の定量

タンパク質濃度は LoⅥ暉 法 (Lowry∝ al.1951)に より測定した。標準タン

パク質として牛血清アルブミン (BSA,Si〔押a)を用いた。また、酵素精製の際

にフラクションコレクターで分画した各試験管の相対タンパク質量は、280 nln

における吸光度を測定することにより求めた。

ASW
NaCl
MgS°

4・
7H2°

KCl
CaC12・ 2H2°

Water
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H‐ 1‐7.陽滅,sp.XY‐214株由来卜1,3‐キシロシダーゼ (xloA)の精製
H‐ 1‐7‐ 1。 大量培養

乃みrノθ sp.X手214株の保存株をペプトン斜面培地に接種し、25°Cで 15時間

培養した後、その一白金耳を 5 mlの 0。 1%D‐キシロースを含むペプトン培地に接

種して 25°Cで 15時間培養した (種培養)。 次に、この種培養液の全量を 500 ml

容三角フラスコに入れた 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°Cで 15時間培養した (本培養)。 この種培養から本培養までの操作を

同時に9回行い、合計 1,800 mlの培養液を得た。

II‐ 1‐7‐2.粗酵素液の抽出

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

45 mlの 50 mM MESttNaOH緩衝液 (pH 7.0)を加えて懸濁した。次に、この懸

濁液を氷上で超音波処理 (out put 3,duty 60,l min× 5)に供して菌体を破砕し、

破砕液を遠心分離 (14,000g920 min)し て得られた上澄み液をβ‐キシロシダーゼ

の粗酵素液とした。

H‐1-7‐3.DEAE Toyopear1650M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 MESttN〔H緩衝

液 (pH 7.0)で平衡化 した DEAE Toyopear1 650Mカ ラム (2.O cm ied.× 30 cm,Tosoh,

Tokyo,Ja/pan)に添加 し、同緩衝液で非吸着タンパク質が流出しなくなるまで素

通しを行つた。次に、50 mM MESttNaOH緩衝液 (pH 7.0)を 300 mlと 1。5MN£ 1

を含む同緩衝液 300 mlを用いて連続濃度勾配溶出を行つた。分画後、各試験管

の 280mにおける吸光度とβ―キシロシダーゼ活性を測定し、活性画分を集めた。

なお、分画条件は流速 30mぬ で分画容量を 5 mlと した。

■ 1‐7‐4.硫酸アンモニウムによる逆塩析での酵素濃縮

DEAE TOyope釘1650Mで得られた活性画分を透析膜 (Dialysis membrane,size
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27,Wako)に 入れ、飽和硫酸アンモニウム (50 mM MES―NaOH緩衝液 (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、逆塩析 (4°C)し

た。

II‐ 1‐7‐ 5。  Ether Toyopear1 650Sによる疎水クロマ トグラフィー

逆塩析により沈殿 したタンパク質を遠心分離 (14,000g,20 min)に より回収

し、これに 50 mM MES一NaOH緩衝液 (pH 7.0)を加えて溶解 させた。さらに等

量の 3。OM硫酸アンモニウムを含む同緩衝液を加え、硫酸アンモニウムの終濃度

が 1.5Mに なるように酵素液を調製 した。この酵素液を遠心分離 (13,000g,20

min)して得られた上澄み液を 0。45 μmフ ィルター (Attantec,Tokyo,Ja.pan)に

よりろ過 し、あらかじめ 1.5M硫酸アンモニウムを含む 50 mM MES―NaOH緩

衝液 (pH 7.0)で 平衡化 した Ether Toyopear1 650S(1。Ocm i.d.X10cm,Tosoh)に

添加 した。同緩衝液で非吸着タンパク質を完全に溶出させた後、1。5M硫 酸アン

モニウムを含む 50 mM MES―NaOH緩衝液 (pH 7.0)と 硫酸アンモニウムを含ま

ない 50 mM MES―NだH緩衝液 (pH 7.0)の 間で逆濃度勾配溶出を行つた。本ク

ロマ トグラフィーは FPLCシステムを用いて行い、分画条件は流速 0.5m1/minで

分画容量を 2 mlと した。タンパク質の検出は、溶出液の 2801mのおける吸光度

を測定することにより行つた。分画後、各試験管のβ‐キシロシダーゼ活性を測定

し、活性画分を集めた。

H‐ 1‐7‐ 6。 Mono Qに よる陰イオン交換クロマ トグラフィー

Ether Toyope額 1650Sカ ラムで得られた活性画分を 50mM M田二NaOH緩衝

液 (pH 7.0)で 2日 間透析 し、得 られた透析内液をあらかじめ同緩衝液で平衡化

したMOnO Qヵ ラム (o.5 cm iod.× 5.O cm,GE Hedthcare,BuckinttalnShire,Englttd)

に添加 した。同緩衝液を用いて非吸着タンパク質を完全に溶出させた後、同緩

衝液と 1。 o M NaClを含む 50 mM MES―NaOH緩衝液 (pH 7。 0)の間で濃度勾配溶

出を行った。本クロマ トグラフィーは FPLCシステムを用いて行い、分画条件は
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流速0.2m1/minで分画容量を 1.5 mlと した。タンパク質の検出は、溶出液の 280

nmのおける吸光度を測定することにより行つた。溶出した活性画分を集めてβ“

キ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、精製酵素は-20°C

で凍結保存した。

II‐ 1‐7‐ 7。  SDS‐ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDSttPAGE)

SDS‐PAGEは、Lttmmliの 方法 (Laemmli 1970)に基づいて 12.5%ゲルで

分離した。電気泳動条件は、グル 1枚あたり20 mA定電流で泳動 した。また、

タンパク質の染色にはクーマシープリリアン トブルー (CBB)L250(Sigma)

を、分子量マーカーには Low‐molccular‐ weittt SDS cdibrtton kit(GE Hcalthcttc)

を使用したc

H‐ 1‐7‐8.Xl餞 の N末端アミノ酸配列および内部アミノ酸配列の決定

測oAの精製標品を SDS“PAGEに より分離した後、ホライズブロット (Atto,

Co。 ,Tokyo,Jarpan)を 用いて RDF膜 に電気的にブロットした。通電は一定電流

2 mA/cm2で行い、ブロッティング終了後に PVDF膜を CBB G‐250(Si邸1→ で

10分間染色 し、希メタノールで脱色 して風乾してからバンドを切 り出した。N

末端アミノ酸西己タリの分析は PrOcise 49X‐ cLC Protein Sequencer(Applied Blosystems,

Foster Cけ,CA,U.SoA)お よび 140D Micrlo Gradient Delivew System(“ plied

Blosystems)を用いて行い、エ ドマン分解によりN末端から順にアミノ酸残基を

分析した。

XloAの内部ア ミノ酸配列の決定は以下のようにして行つた。すなわち、

測oAの精製標品 20 μlに対し、リシルエンドペプチダーゼ (0。 l μ8「/μl,W漬o)を

2.5 μl加え、37°Cで 10分間反応 させたものを SDS‐PAGEに より分離 して RDF

膜にブロッ トした。その後、酵素処理により生じたペプチ ド断片を切 り出し、

その N末端アミノ酸配列を上記と同様の方法で分析 した。
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II‐ 1‐8.賤bだO spe XY‐214株由来β‐lβ‐キシロシダーゼ遺伝子 熱 A)のクロー

ニング

II‐ 1‐8‐1.ゲノム DNAの抽出

Saito‐Miwaら の方法 (Saito anld Miura 1963)に より行つた。すなわち、乃レゎ

sp.XY‐214株を 5mlのペプ トン培地で種培養 (25°C,16… 18h)し、さらに 800 ml

のペプ トン培地で本培養 (25°C,48h)した後、これを遠心分離 (8,000g,15 min)

して菌体を回収 した。次に、菌体に 12 mgの リゾチームを含んだ 6 mlの

saline‐EDTA(0。 15 M NaCl,0。 l M EDTA,pH 8.0)を加えて懸濁 し、これを 37°C

で 10-20分間インキュベー トし、菌体がとりもち状になり始めたところで、あ

らかじめ-80°C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°C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緩衝液 (0。 lM

T五s,0.l M NaCl,1%SDS,pH 9。 0)を加えて撹拌 し、菌体を溶解 した。 さらにこ

れを 60°Cに加温 して完全に溶菌させた。次に、この溶菌液を 100 ml容共栓フラ

スコに移 し、溶菌液 と等量の緩衝液飽和フェノール (フ ェノールの結晶を

T五 s‐SDS緩衝液に溶解 して飽和させ、l N NlЮHで pH 7.8-8.0に 調整 したもの)

を加えて 10-20分間振とうした。この懸濁液を低速遠心分離 (3,000g910 min)

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リビーカーに回

収した。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 目をガ

ラス棒でかき混ぜ、線維状の DNAを巻き取つた。次に、巻き取つた DNAから

エタノールをある程度除いた後、70、 80お よび 100%(v/v)の各エタノール 10 ml

に順次 2分間ずつ浸しDNAを洗浄した。洗浄後、これを 20 mlの希 saline‐ c量輛 e

(0。 015 M NaCl,0。0015Mク エン酸三ナ トリウム)に 16-18時間浸してゲノム

DNAを完全に溶解 させ、さらに 2 ml濃 salineecitrate(1.5 M NaCl,0。 15Mク エン

酸三ナ トリウム)を加えて安定化させた。この粗ゲノム DNA溶液を 500 μg触1

程度に希釈し、これにRNtte A(Suna)を 40μ山 1と なるように加え37°Cで

30分間インキュベートした。これを室温にまで冷却した後、等量の緩衝液飽和

フエノールを加えて loo ml容共栓フラスコで5分間振とうした。この懸濁液を
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低速遠心分離 (3,000g915 min)して得られた上層をビーカーに移し、2倍量の

冷エタノールを加え、ガラス棒で境目をかき混ぜ線維状の DNAを巻き取つた。

さらにこれを70,80および 100%(v/v)の各エタノール 10 mlに順次 2分間ずつ

浸した後、エタノールをよく搾り取り 10 ml Tris‐H〕TA(10 mM Tris_HCl緩 衝液,

lmM H)TA,pH 8。0)に溶解した。DNA濃度は以下の計算式から算出した。

DNA濃度 (μゴμl)謝260X0005× 希釈倍率

H‐ 1‐8‐2.DNAの 各種処理

プラス ミドDNAの抽出には Wizard Plus miniprep DNA pur五 cttion system

(Promett cO.,b山 直son,WI,USA)を 使用 した。DNAライゲーションは LigatiOn

kit ver.2(Takara,Kyoto,Japan)を 用いて行つた。制限酵素は Tttaraの製品を使

用 した。アガロースゲルからの DNA断片の抽出には Wizard辟 l md PCR clem‐ up

system(Prlomega)を 使用 した。

Iel‐8‐ 3。 アガロースグル電気泳動

DNA断片の分画はアガロースゲル電気泳動により行つた (SambЮ ok et al.

1989)。 分画するDNA断片長に応 じた濃度のアガロー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。アガロースの溶解および泳動には TAE

緩衝液 (0。 04 M Tris,0。04M酢酸,0.001 M H)TA,pH 8。 0)を用いた。サイズマー

カーとして Mttker 6(Nippon gene,Tokyo,Japan)を 用い、泳動後、グルをエチ

ジウムプロマイ ド溶液で染色 して UV照射によりDNAを確認 した。

■ 1‐8‐4.形質転換

大腸菌の形質転換は InOucらの方法 (houc et J.1990)に 基づいて以下のよ

うにして行つた。氷上で溶解したコンピテントセル (100 μl)に、1-10 μlのプ

ラスミド溶液、またはライゲーション反応液を加え、穏やかに混合して 30分間

氷上に静置した。次に、この混合液を熱処理 (42°C,l min)した後、氷上で 2
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分間冷却し、アンピシリン (終濃度 50μ
3「
/ml)を含む LB寒天平板培地に塗布し

て 37°Cで 16-18時間培養した。

H‐1↓5。 DNA塩基配列の決定

シーケンス反応は GenomeLabtt DTCS‐ quick出競 k量 (Beckmtt COulter,

FullettOn,CA,U.S.A)を 用いて行い、塩基配列の解読には Bechan cEQ2000L

sequencer(Beckman COultr)を使用した。塩基配列の解析には GENETⅨ‐WIN

computer so■wttc(sO■ware ttvelopment,Tokyo,Jap鑢 )を用いた。

II‐ 1‐8‐ 6。 」M遺 伝子のクローニングのためのプロープ作製

(A)縮重プライマーを用いた部分」″ 遺伝子断片の増幅と塩基配列の解読

II‐1‐7‐8で決定 した x10Aの N末端および内部アミノ酸配列をもとに縮重プ

ライマー (dxlo‐Fプライマー:5tACNACNACNATHCARAAYCC‐ 3′ および dxlo‐R

プライマー :5LRTANttRT斑ばGNCKNCCYTT-3り を作製 し、乃レJο sp.XY‐214

株のゲノムDNAを鋳型にPCRを行つた。PcRの反応組成および反応条件は、

それぞれ Tttle 2‐ 3と Tttle 2‐4に示した。PCRにより増幅した遺伝子断片を漁わ

とし、これを pT7Blucベクターにライゲーションした。その後、ライゲーショ

ン反応液をコンピテントセル ニ θθルDH5α株と混合して形質転換させ、これを

70 μlの 100劇M IPTG溶液と45 μlの 20m3T/ml X‐ gal溶液を塗布しておいたLB

寒天培地に接種して 37°Cで 16時間培養した。次に、寒天培地上に増殖した白

色コロニーを爪楊枝でピックアップしてコロニーダィレクトPcRを行うことで、

とん断片が挿入された pT7BIucベクター (漁Jo/pT7Blue)に よつて形質転換され

た二θθルDH5α株を選別した。さらに、得られた形質転換大腸菌から教/o/PT7Blue

プラスミドを抽出し、挿入断片の塩基配列を解読した。シーケンスプライマー

には T7プライマー (5tTMTACGACTCACTATAGGG‐ 3り および u19プライマ
‐T(5LGTTTTcCCAGTCACGACGT‐ 3′)を用いた。
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TJble 2‐ 3.ComposiIOn ofPCR solution Table 2‐ 4。 PCR condi饉on

Component Volume (pl)

H20
10 X ExTa/q Burer

2‐M dNTP

78.5

10。0

3。0

94℃   0.5mh
9413    0.51田虚n

54.913  0。 5 1nh

72R3    2。 0■五n
4℃    hold

30 cycles

Genlomic DNA(100 ng/pl)  1。 0
銀 o‐F ptter(50 pmoy口 )  1。 0
dxlo‐ R primer(50 pmoyメ )  1。0
ExTaq Pol脚nerasc(5u五ザ減) 0.5

(B)プロープの作製

II‐ 1‐8‐6(A)において決定された識あ断片 (1,128 bp)の 塩基配列に基づき、

新 た に プ ロ ー ブ 作 製 用 の プ ラ イ マ ー (pxlo‐Fプ ラ イ マ ー :

5tACOACGACGATTCAGAACCCT‐ 3′  お よ び  pxlo‐R プ ラ イ マ ー :

5LCCAGTTACCACCGCGACATCA‐ 3つ を設計した。先に構築した 漁Jo/pT7Bluc

プラスミドを鋳型に pxlo‐Fおよび pxlo―Rプライマーを用いてPCRを行い、その増

幅産物をμ Jo(300 bp)とした。その後、II‐ 1‐ 8‐6(A)と 同様の方法でμ Jo断片が挿

入された pT7Blucベクター (μJo/pT7Bluc)を 構築 し、挿入断片の塩基配列を解

読することで PCRに よる塩基置換が生じていないことを確認 した。

次に、PxJo/pT7Blucプ ラスミドを鋳型に pxlo‐Fおよび pxlo‐Rプライマーを用

いて PCRを行い、アガロースゲル電気泳動後、増幅したμ Jo断片をグルから精製

した。精製 した脚力 断片をJkPhos direct lttelitt kit(GE Hcalthcare)を 用いて

ラベリングし、プローブとした。すなわち、まず 20 μlのクロスリンカー原液 (キ

ット付属)に 80 μlの純水 (キ ット付属)を加えて希釈 し、クロスリンカー溶液

とした。精製 した脚力 断片を純水 (キット付属)で 10■ゴμlになるように希釈

後、これを 5分間煮沸することで熱変性させた。次いで、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、これに 10 μlの Re"tion

Buffer(キット付属)を加えて穏やかに混和 した。さらに、2 μlの Ltteling reagent

(キ ット付属)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プの

底に集め、37°Cで 30分間インキュベー トしてサザンハイブリダイゼーションに
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用いた。作製 したプロープは 2時間以内に使用した。また、マーカー用のプロ

ープには M曲o6を 上記と同様の方法でアルカリフォスファターゼ標識 して用

いた。

H‐ 1‐3‐7.サザンハイプリダイゼーション

漸彊 遺伝子の全長を含む DNA断片を単離するため、漁JO断片に対 して認識

部位をもたない 6塩基認識制限酵素で 剛購θ sp.X手214株のゲノム DNAを消化

し、Ⅱ‐1‐ 8‐6で作製 したプロープを用いてサザンハイブリダイゼーションを行つ

た。すなわち、 Ⅳルh彎′理、い
“
I燭ψI]、 [シθI‐角閉I]、 ⅣルIesPθ I]、

「

ルI燭″I]、

「
鷲FI―SPLI]、 いの」ぷ畿 I]、 い働αIギ鷲肛]、 ぃ働呻 I]、 いのαI≪ン″I]、 Kン″IttdeI]お ょ

び区″ I‐PSrI]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

(37°C,12h)し、これをアガロースゲル電気泳動で分離した。次に、ゲルを加

水分解液 (0。25 M HCl)に 15分間浸した後、蒸留水でゲルを濯ぎ、次いで変性

溶液 (1。 5 M NaOH,0.5 M NaCl)に 30分間浸して 2本鎖 DNAを 1本鎖 DNAに

変性 させた。 さらに、ゲルを蒸留水で濯いだ後、中和液 (1.5MN£1,0。5M

T五s‐HCl,pH 7.5)に 30分間浸した。その後、DNA断片をアガロースゲルから

Hybonld“Ntt membn腫 (GE Hcalthcare)に プロッティングした。ブロッティング

には緩衝液として 20 X SSC(333 mM NaCl,333皿И クエン酸三ナ トリウム,pH

7。0)を用いた。プロッティング終了後、Hybond―ゞ membmeを 6 X SSCに浸し

てアガロースグルの破片を除去 し、これを 80°Cで 2時間加熱することで DNA

をメンブレンに固定させた。

次に、DNAが 固定されたメンブレンをハイブリ 0バ ッグ (CosmO bio co。 ,

Tokyo,Japan)に 入れた後、これに 55°Cに温めておいたハイブリダイゼーショ

ン緩衝液 (AttPhos direct ltteling kit付 属の Hyb五dization burer(o.25m1/cm2

menbme)に 4%Blocking rearnt(キ ツト付属)と 0.5 M NaClを 溶解 させたもの)

を注ぎ入れて 55°Cで 15分間プレハイブリダイズした。ハイブリダイゼーショ

ン緩衝液を交換 し、II‐ 1‐ 8‐6で作製 したプロープを緩衝液 l ml当 たり 10 ngに な
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るように加えて 55°Cで 16-18時間ハイブリダイズさせた。

ハイブリダイズ終了後、メンブレンを予め 55°Cに温めておいた一次洗浄液

(Table 2‐ 5)に浸し、55°Cで 10分間穏やかに振とうした後、一次洗浄液を交換

して再度、55°Cで 10分間穏やかに振とうした。次に、一次洗浄液を捨て、二次

洗浄液 (Tttle 2‐ 6)をメンブレンが十分に浸る程度加えて室温で 5分間穏やかに

振とうした後、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。二次洗浄液は、使用前に 20× ストック溶液を20倍希釈した後、塩化

マダネシウムを終濃度 2mMと なるように加えたものを用いた。

その後、メンブレンから余分な二次洗浄液を除き、DNAが固定されている

面を上にしてラップの上に置いた。次に、CDP‐Stt detection reagent(GE

Hcalthcare)をメンブレン全体に均一に広げて 5分間静置した後、メンブレンを

ラップに包み、暗室でDMが 固定された面にX線フィルムを密着させて一時間

感光させた。その後、X線フィルムをレンドール (F可五lm,TOkyO,Japan)に 浸

して現像し、3%酢酸 (v/v)で現像を停止してからレンフィックス (Ftti■ lm)

に浸して定着させた。定着させた X線フィルムからプローブとハイブリダイズ

した目的DNA断片を検出し、クローニングに適した制限酵素の組み合わせを決

定した。

Table 2‐ 5.CompoJtion ofthe iFSt WaShJtt buirer

Urea

SDS
0。5 M sottmphosphate bJer oH 7.0) 100J

120。Og
l。Og

8。7g
ld
2。Og

l,000■■

c2聡
(0。 1跨

(50 mM)
(15C)mM)
(l mMb
(0.2%)

NaCl
l M MgCち
Bloc抽唱 rettent

Water

Tあle 2‐6.Compos五on ofthe 20 X second wastt buffer

Tris

NaCl
Water

120g     (lM)
112g     (2M)
1,0001■ 1
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H‐ 1‐8‐3.制限酵素消化断片の大腸菌への導入と塩基配列の解読

サザンハイブリダイゼーションの結果から決定した制限酵素の組み合わせ

によつて剛孵θ spe xY‐214株のゲノムDNAを消化し、アガロースゲル電気泳動

により分離した。同時にサザンハイブリダイゼーションを行い、プローブとハ

イブリダイズしたDNA断片をX線フィルムで検出し、これをアガロースゲルと

重ね合わせて目的の」
"遺
伝子を含む DNA断片をアガロースゲルから切り出

し、精製した。この xJOx遺伝子を含む DNA断片と、同じ制限酵素で処理した

pBluesc五ptⅡ KS←)ベクターを Ligation kit Кr.2を用いてライゲーションした。

その後、ライゲーション反応液をコンピテントセルニσθノ′DH5α株と混合して形

質転換させ、これを70 μlの 100 mM IPTG溶液と45 μlの 20m帥耐 X‐諄1溶液を

塗布しておいたLB寒天培地に接種して 37°Cで 16時間培養した。次に、寒天培

地上に増殖した自色コロニーを爪楊枝でピックアップしてコロニーダィレクト

PCRを行うことで、J」 遺伝子を含むDNA断片が挿入された pBluesc五 pt Ⅱ KS

(―)ベクター (」
"/pBluescript)に

よつて形質転換された二 σθ′J DH5α株を選

別した。この時、プライマーには II‐ 1‐ 8‐6で作製した pxlo‐Fおよび pxlo‐Rプラ

イマーを用いた。その後、得られた形質転換大腸菌からJ贅/pBluescriptプ ラス

ミドを抽出し、挿入断片の塩基配列を II‐ 1‐ 8‐5の方法で解読した。J彊 遺伝子の

塩基配列および推定アミノ酸配列は DDBJEMBL/GenBa慮 国際塩基配列データ

ベースに登録した (たcession no`劇 B300564)。

■ 1‐9.形質転換大腸菌における組換え体 Xl“卜(rXloA)の発現と機能解析

卜 1‐外1。 発現用プラスミド 缶翻 /pET22b)の構築

II‐ 1‐8でクローニングされた乃みrJθ spa XY‐214株由来のβ_キシロシダーゼ遺

伝子 御Ox)を大腸菌へ導入して組換え体 XloA(rXloA)を 大量発現させ、その

酵素学的性質を検討した。

まず初めに、決定されたχJo/遺伝子の塩基配列をもとにJ」 遺伝子増幅用

のプライマー (x10A‐Fプライマー:5'‐GG婦 TゝTCCATATGACAACTACGATTCAG‐ 3′
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および xloA‐Rプライマー :5'‐AAGCGGCcGCATOCTCTAGGTACTCん 響餞 T‐ 3り を

作製 し、漸彊 /pBluesc五 ptプラス ミ ドを鋳型 に PCRを行 つた。x10A‐Fおよび 対OA‐R

プライマーにはそれぞれ競履 および N♭Лサイトを付加した(下線)。 PCRの反応組成

および反応条件は、それぞれ Table 2‐7と Tttle 2‐8に示した。PcRに よる滅彊

遺伝子の増幅をアガロースゲル電気泳動で確認した後、ゲルから滅彊 遺伝子を

精製し、これを制限酵素処理 御晩Iおよび Mガ)した。さらに、制限酵素処理

したM贅 遺伝子をアガロースゲル電気泳動した後、これをゲルから精製し、発

現ベクターである pET22b(+)の 競履引♭Лサイ トにライゲーションした。そ

の後、ライゲーション反応液をコンピテントセルニθθJJ〕吼 1甲Bluc株と混合して

形質転換させ、これをLB寒天培地に接種して 37°Cで 16時間培養した。次に、

寒天培地上に増殖したコロニーを爪楊枝でピックアップしてコロニーダィレク

トPCRを行うことで、」副 遺伝子断片が挿入された pET22b(十 )ベクター

はJ“/pET22b)に よって形質転換された二
“
ノノxLl‐Bluc株を選別した。その後、

得られた形質転換大腸菌からxJoX/pET22bプ ラスミドを抽出し、挿入断片の塩基

配列を解読することで、PcRによる塩基置換が生じていないことを確認した。

次に、上記で構築したJ彊/pET22bを 二 εθノJ BL21(DE3)株 に導入して形質転

換させ、得られた形質転換大腸菌を rx10A発現に用いた。なお、発現タンパク

質の C末端領域には、アフィニティーカラムによる精製が行えるようヒスチジ

ンタグが付加されるようにした。

Table 2‐ 7.Composi■0■ OfPcR solution Table 2‐ 8。 PCR condition

Colmponent Volume(llll

H2°

10 XExTaq Burer
2■M dNTP
χ′馘/pBhescnpt(100n8F/暉)  1。 o
対ぬ‐F tter(50 pmoy瀬 )  1。0
対 oA‐R pl知腱 r00 pmOV減 )  1。 0
Ex Tarq Polymerasc(5硼 げ鱒  o.5

78。5

10。0

8。0

9413    0。 5 min

9413    0.5 min

53て〕   0。5血
7213    2.Omm
4℃    hold

30 cycles
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II‐ 1‐)2.形質転換大腸菌におけるrmOAの発現と精製

鳳彊/pET22bプラスミドによって形質転換された二σθノJ BL21(DE3)を 5 ml

のLB培地 (50 μer/mlアンピシリンを含む)に接種し、37°Cで 16時間培養した

(種培養)。 その後、培養液の l mlを 500 ml容三角フラスコに入れた200 ml

のLB培地に接種し、37°Cで培養した (本培養)。 培養液の 60011mにおける吸

光度 秘600)が 0。4-0.5に達した後、培養液にPTGを終濃度 lmMと なるように

添力日し、さらに 25°Cで 20時間培養を続けた。この種培養から本培養までの操

作を同時に4回行い、合計 800 mlの培養液を得た。

次に、培養液を遠心分離 (12,000 3 15 min)し て菌体を回収し、これにあら

かじめ冷却しておいた30 mlの緩衝液A(20 mMリ ン酸ナトリウム緩衝液,0.5M

NaCl,10 mMイ ミダゾール,pH 7.4)を加えて懸濁させた。次に、この懸濁液を

氷上で超音波処理 (out put 3,山 ty 60,l min× 5)して菌体を破砕した。破砕液を

遠心分離 (14,000g,15 min)して得られた上澄み液を 0。45卜皿 フィルター

(Advantec)で ろ過したものを粗 rx10A溶液とした。

rXloAの精製には、■ッケルイオンを保持させた HiTra7p chel轟 ng HPカ ラム

(5 mll GE Hcalthcttc)を 使用した。すなわち、rxloA溶液をあらかじめ緩衝液 A

で平衡化しておいた HiTrap chelatitt HPカ ラムに添加し、同緩衝液を用いて非吸

着タンパク質を完全に溶出させた後、同緩衝液と緩衝液 B(20 mMリ ン酸ナ ト

リウム緩衝液,0.5 M NaCl,500 mMイ ミダゾール,pH 7.4)の間で濃度勾配溶出し、

rXloAを溶出させた。本クロマ トグラフィーはFPLCシステムを用いて行い、分

画条件は流速 1。O m1/minで分画容量を 2。O mlと した。タンパク質の検出は、溶

出液の280mのおける吸光度を測定することにより行つた。溶出した活性画分

をsDS‐PAGEに供し、単一のバンドが検出された画分を集めて4,000 mlの 50 mM

MES―NaOH緩衝液 (pH 7.0)に対して 16-18時間透析 (4°C)した。これにより

得られた酵素液を精製 rx10A標品とし、以後の酵素学的性質の検討に用いた。

なお、精製酵素は-20°Cで凍結保存した。
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H‐ 1‐9‐3.至適 pⅡ の測定

100 μlの Britton‐ Robinsonの広域緩衝液 (40 mMリ ン酸,401m√ ホウ酸およ

び 40 mM酢酸の混合液に 0.2 N NaOHを 適当量力目えてそれぞれの pH(pH 3。 0,4。 0,

5.0,5。 5,6.0,6.5,7.0,7.5,8。 0,9。 0,10.0,11。 0お よび 12。0)に調整 したもの)と 100 μl

の 10 mM PNP‐β‐D"キシロピラノシ ド水溶液に精製酵素液を加え、35°Cで 20分

間反応させて活性を測定した。

II‐ 1‐9‐ 4。 pⅡ 安定性の測定

B五載on‐Robinsonの広域緩衝液 (pH 3。0… 12。0)の各 270 μlに、精製酵素液を

30 μlずつ加えて 4°Cで 12時間インキュベー トした。その後、これらの各酵素液

を50 mM MES― N正)H緩衝液 (pH 7.0)を用いてさらに2倍希釈したものを活性

測定の酵素液として使用した。すなわち、100 μlの 50 mM MESTNaOH緩衝液(pH

7.0)と 100 μlの 10 mM PINP‐β‐D"キシロピラノシド水溶液に 100 μlの酵素液を加

え、35°Cで 20分間反応させて活性を測定した。

卜 1‐9‐ 5。 至適温度の測定

100 μlの 50 mM MES―NaOH緩衝液 (pH 7.0)と 100 μlの 10 mM PNP‐β‐D"

キシロピラノシ ド水溶液に 100 μlの酵素液を加え、各温度 (0,10,20,30,35,37,40,

45,50,60,70お よび 80°C)で 20分間反応させて活性を測定した。

■ 1'6.温度安定性の測定

酵素液を各温度 (0,10,20,30,35,37,40,45,50,60,70お よび 80°C)で 20分

間インキュベー トした後、直ちに氷上に移 して冷却した。その後、100 μlの 50 mM

MES二爵ЮH緩衝液 (pH 7.0)と 100 μlの 10 mM PNP‐β‐D‐キシロピラノシ ド水溶

液に各酵素液を加え、35°Cで 20分間反応させて活性を測定した。
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H‐ 1‐9‐7.PNP‐ p‐D‐キシロピラノシドに対する最大反応速度 (為駆)およびミ

カエリス定数 (だL)の測定

100 μlの 50 mM MES―NaOH緩衝液 (pH 7.0)と 100 μlの酵素液に、各濃度

(0。 1,0。 125,0。 15,0。 2,0.25,0。 3,0.5,1。0および 2.OmM)の PNP‐β‐D“キシロピラノ

シドを 100 μl加え (終濃度 0,033,0。 042,0.05,0.067,0。 083,0.1,0.167,0.33および

0。667 mM)、 35°Cで 1分間反応させて活性を測定した。速度論的パラメーター

(z品 および亀 )は、Littweaver‐Burkプ ロットにより算出した。

H‐ 1‐9‐8.基質特異性

(A)各種 P/NP合成基質に対する作用

様々な種類のRP合成基質 (10 mM)の 100 μlと 50 mM MES―NaOH緩衝

液 (pH 7。0)の 100 μlに酵素液 100 μlを加え、35°Cで 1時間反応させて活性を

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 μl(0。 928 uniザml)を 1%の各種多糖懸濁液 (β‐1,3‐キシラン、

birchwoOdキ シラン、o誠speltキ シラン、カルボキシメチルセルロースおよびラミ

ナリン)の 20 μl、 または各種オリゴ糖 (0.1%β‐1,4‐キシロオリゴ糖、0。 1%ラ ミ

ナリオリゴ糖およびⅡ‐1‐3で調製したβ‐1,3‐キシロオリゴ糖)の 20 μlに加えて

30°Cで 24時間反応させた。その後、反応分解産物を薄層クロマ トグラフィー

(TLC)によって分析した。展開プレートには silica ge1 60 plattic sheet(Merck,

Damsmdち Gennarny)を用いた。展開溶媒の組成はかブタノール:酢酸:水 =2:1:1

(V/v)で行つた。ただし、基質としてβ‐1,3‐キシロオリゴ糖を用いた際は、4‐ブ

タノール:酢酸:水 =10:5:1(v/v)で行つた。プレート上の糖の検出にはジフェニ

ルアミン7アニリンーリン酸試薬 (Bailёy ttd Bome 1960)を使用し、同試薬を噴

霧した後、プレー トを 90°Cで 10分間加熱した。
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II‐ 1‐9‐9.重金属および化学試薬の影響

II‐ 1-5と 同様の方法で、反応液に供試化学試薬を終濃度 lmMと なるように

加え、35°Cで 20分間反応させ、各化学試薬がβ‐キシロシダーゼ活性に及ぼす影

響を調べた。

II‐ 1‐9‐10.グルろ過クロマ トグラフィーによる XloAの分子量推定

Superdex 200 HR 10/30カ ラム (lo mm i゛ d`X300 mm:GE Healthcttc)を用い

て未変性状態の Xl工 の分子量を推定 した。すなわち、あらかじめ 0.15 M N£ 1

を含む 50五MM田 一NaOH緩衝液 (pH 7.0)で 平衡化 した Superdex 200 HR 10/30

カラムに、50 μlの精製酵素液を添加 し、活性画分の溶出域を測定した。分子量

マーカーには Gel tthation calibr麗 on kit(GE Healthcare)の アル ドラーゼ (MW

158,000)、 オボアルブミン (MW 43,000)、 キモ トリプシノーゲン A(MW 25,000)

およびビタミン B12(MW l,355)を使用 した。本クロマ トグラフィーは FPLC

システムを用いて行い、分画条件は流速 0.5 mνminで分画容量を 1.25 mlと した。

タンパク質の検出は、溶出液の 280 nmのおける吸光度を測定することにより行

った。

I‐2.実験結果

12‐1.η嚇関p.XY‐214株由来p_1,3‐キシロシダーゼ (xl餞)の精製

Xlぬ のN末端および内部アミノ酸配列を決定するために、乃b″″θ sp.XY‐214

からⅡ_1_7の方法で測oAを精製した (Fig。 2‐ 1,2‐2)。 その結果、精製標品は

SDS_PAGEで 単一のバンドで検出され、その分子量は約 60,000と推定された (Fig.

2‐3)。 また、xlぬ は粗抽出液に対して 42倍に精製され、回収率は2.1%であっ

た (Tttle 2‐ 9)。
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H‐2‐2.XloAの N末端および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 PⅥ〕F膜にブロッティン

グした。ブロッティングした PvDF膜を CBB G‐250で染色 し、検出された分子

量約 60,000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 μlに対しリシルエンドペプチダーゼ (o。 lμノμl)を 2.5 μl加

え、37°C、 10分間反応させたものを SDS‐PAGEで分離 した後、電気的に RDF

膜にブロッティングした。ブロッティングした RDF膜 を CBBで染色 したとこ

ろ複数のバンドが検出され (Fige 2‐ 4)、 このうち約 22 kDaのバンドを切 り出し、

本ペプチ ド断片の N末端アミノ酸配列を分析することで XloAの内部アミノ酸

配列を決定した。

その結果、XloAの N末端アミノ酸配列 20残基 (TTTIQNPILKGnODPSIⅦ )

と内部アミノ酸配列の 20残基 (ⅧLSLSERPGFLRLKGIttYLY)がそれぞれ決定

された。決定したアミノ酸配夕1を Nttonal Center br Blotechnology lnfomtton

(NCBI)の Basic local ali脚皿ent search tool(BLAST)(Ahschul et al.1990)を 用

いて相同性検索 した ところ、XloAの N末 端ア ミノ酸配列は ルル″ο″θ″硼

吻 れ″ J″″ GA192株出来のキシロシダーゼ/ア ラビノシダーゼ (GenB献

accesslo■ noo AF040720)、 βα酬 霞乃αわ鹸 Qtt C‐ 125株由来のβ‐1,4‐キシロシダー

ゼ (GenBa庶 霞cession nole劇閣01519)および CJοル励御 α
“
rOらヴ ′θtt ATCC 824

株由来のβ‐1,4‐キシロシダーゼ (GenBank ttcession■ oo AE007842)な どの N末端

領域と類似性を示 した。また、XloAの内部アミノ酸配列は 働:rO″θttαわらασた′

∫滅覆ま慶 DSM株 由来α‐L‐アラビノフラノシダーゼ (GenBatt accession no。

CP000285)の Trp345-Gly359領域と類似性を示 した。これら XloAの部分アミ

ノ酸配列と相同性が得 られた酵素の多くは、約 530ア ミノ酸残基からなり、遺

伝子サイズは約 19600 bp、 さらに推定分子量は約 60,000で あった。

以上の結果より、剛孵θ sp.XY‐214株から抽出、精製された Xl麟Lが少なく

とも既報のβ_キシロシダーゼやα“L‐アラビノフラノシダーゼと相同性があるこ

とが判明した。また、x10Aを コー ドする遺伝子が約 1,600 bp程度であること、
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さらに決定された XloAの内部アミノ酸配列が N末端から約 350残基日付近に

位置していることが推定された。

H‐2‐ 3。 」耐 遺伝子のクローニング

決定されたXloAの N末端および内部アミノ酸配列の 20残基から、それぞ

れ縮重の少ないアミノ酸配列 (TTTIQNPお よび KttЩYLY)を選び、縮重プラ

イマー (dxlo‐Fおよび dxlo‐Rプライマー)を設計した (Fig.2‐5)。 このプライマ

ーを用いて、剛購θ spe XY‐214株のゲノムDNAを鋳型にPCRを行つたところ、

1,128 bpの PCR増幅産物価山)が得られた (Fig`2‐6)。 歳Joの塩基配列を解読し

た結果、その推定アミノ酸配列中には II‐2‐2で決定されたXloAの N末端および

内部アミノ酸配列の20残基が存在していた (Fig.2‐ 7)。 このことから、山Joが

乃brゴθ sp.XYo214株出来のJ副 遺伝子に由来する遺伝子断片であることを確認

できた。そこで、さらに漁んの塩基配列をもとにプライマー (pxlo‐Fおよび pxlo‐R

プライマー)を設計し、漸H遺伝子の全長を単離するためのプローブを作製した。

次に、作製したプロープを用いてⅡ‐1‐ 8‐7に記した方法でサザンハイブリダ

イゼーションを行つた。その結果、/11iレわ spe XY‐214株のゲノム DNAを χbαI

とキθIの 2種類の制限酵素で消化することで、」彊遺伝子を含む約 4 kbpの DNA

断片を得ることができた (Fig。 2‐8)。 しかしながら、他の制限酵素の組み合わ

せでゲノムDNAを処理した場合、プローブとハイブリダイズしたDNA断片の

サイズが 6 kbp以上と大きく、pBluesc五 ptⅡ KS(―)ベクターヘのライゲーショ

ンに適していないと判断した。そこで、ゲノムDNAをχbαIと 枷
`Iの
2種類の

制限酵素で消化して得られた約 4 kbp付近のDNA断片をアガロースグルから切

り出して精製し、これをpBluesc五 ptⅡ KS←)ベクターのχbαI―SPcIサイ トにラ

イゲーションした。その後、ライゲーション反応液をコンピテントセル E cθ′J

DH5α株 と混合 して形質転換 させた。 これ ら形質転換大腸菌の中か ら

轟
"/pBluescruプ

ラスミドによつて形質転換された 二 εθ′J DH5α株を、

Bluc却山ite selectionと コロニーダイレクトPCRに よリスクリーニングした。そ
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の結果、40株の自色コロニーのから 1株のポジティブコロニーが得られた (Fig.

2‐9)。 そこで、本形質転換大腸菌からJ彊/pBluescriptプラスミドを抽出し、挿

入断片の全塩基配列を解読した。

H‐2‐4.漸耐 遺伝子およびその周辺領域の塩基配列

J彊/pBluesc五 ptプラスミドに挿入されたDNA断片の全塩基配列を Fig。 2‐ 10

に示した。本 DNA断片は4,206 bpか らなり、完全なJ彊 遺伝子の他に 3種類

の遺伝子が含まれていた。

J劇 遺伝子は本 DNA断片の 629塩基目のATGを開始コドン、2,234塩基目

の TAAを終止コドンとする 1,608 bpか らなるオープンリーディングフレーム

(0「)から構成されており、535ア ミノ酸残基をコードしていた。また、ExPASy

server(Gastittr et d.2003)に よりその翻訳タンパク質の分子量は 60,835、 等電

点は pH 5。 16と推定された。推定アミノ酸配列のN末端から2残基目のアミノ

酸 (TL T)か ら始まる20残基と357残基目のアミノ酸 (TT,w)か ら始まる

20残基のアミノ酸配列は、先に決定した XloAの N末端および内部アミノ酸配

列とそれぞれ完全に一致した。また、SittalP seⅣer(Nielsen et al.1997)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、測oA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。M彊 遺伝子のATG開始コドンの 6 bp上流には Shine‐Dalgamo配列と推定さ

れる配列 (GG鳳)が存在していた。さらにその上流には、17 bp離れたTTCATA

とTACCCTが存在していた。この配列は大腸菌の RNAポ リメラーゼのσサブ

ユニットが認識するプロモーター配列である-35配列 (TTGACA)お よび-10

配夕雪(TAT爆 Tゝ)と 相同性を示した (Rosenberg and COurt 1979)。 一方、TM
終止コドンの 51 bp下流にはρ因子非依存性ターミネーターと推定される回文

配列 (sttimOtO ct J。 1995)が存在していた。J」 遺伝子のコドン使用頻度およ

び構成アミノ酸をT由le 2‐10に示した。J」 遺伝子のGC含量は47.02%であつ

た。
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次に、爾購θ spe XY‐ 214株出来 XloAの推定アミノ酸配夕1を BLASTに より

相同性検索した。その結果、XloAは FacJ〃雰 sp』K_1株 (GぬBank"cession■ o。

AF045479)およびβ.力食Q赫撚 c_125株 (AP001519)由 来のβ‐キシロシダーゼ

と47%の同一性を示 した。次いで、ユ山 需′JKSM‐K16株由来のβ_キシロシダー

ゼ (AP006627)と 46%、 C力FO認θ力″θわασたr sa呻耀 DSM 3043株 出来のα“L‐ア

ラビノフラノシダーゼ (CP000285)と 46%、 &力″θ
“
θ″鰐 期″初″J露″GA192株

由来のキシロシダーゼ /ア ラビノシダーゼ (AF040720)と 45%、 G`θみαθJ〃需

StCaFO励
`脇リ
カノJtt T_6株出 来 の β‐キ シ ロ シ ダ ー ゼ (AY690618)と 45%の 同 一 性

を示した (Table 2‐ H)。 これらXloAと類似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)に属していたことから、XloAは GH43

に属することが示唆された。XloAと GH43に属する他の糖質分解酵素のアミノ

酸配列を比較したところ、各酵素ともN末端領域におけるアミノ酸配列の保存

性が高いのに対し、C末端領域のアミノ酸配列の保存性が低いことがわかった

(Fig,2‐ 11) 。

先に述べたように」副/pBluescriptプ ラスミドに挿入された4,206 bpの DNA

断片には、」贅 遺伝子の他に 3種類の遺伝子 (ORFl-3)が存在していた (Fig.

2-12A)。 ORFlは鳳彊遺伝子の80 bp上流に位置しており、転写方向は同じで

あった。しかしながら、ORFlの塩基配夕1中にはχbαIサイ トが存在していたた

め、遺伝子の途中で切断されていた。0]ば2と ORF3は M"遺伝子の下流に同

じ転写方向で位置していた。各 ORFの塩基配列から推定されるアミノ酸配列を

BLASTに より相同性検索した結果、Ol田 1は 二εοル出来の D‐キシロースイソメ

ラーゼ (劇E014075)と 72%と高い同一性を示したことから、D…キシロースイソ

メラーゼ遺伝子 導 A)であることが推定された。また、01「2は 二 ω′Jの たθ

オペロン構成遺伝子の 1つであるガラクトシドアセチル トランスフェラーゼ遺

伝子 (L酬)(GenBtt accession■oo CP000243)翻訳タンパク質と43%の同一性

を示した。従つて、oRF2はガラクトシドアセチル トランスフェラーゼ様遺伝子

(r“)であることが推定された。一方、ORF3は И放″ッθrarJみθrttθ″sな SK2
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株由来のアルデヒドレダクターゼ (GenBank accession■ Oe AM286690)と 59%、

Cattdi力 故″
“
′お由来の D"キシロースレダクターゼ (DQ665829)と 44%の同一

性を示したことから、アルデヒドレダクターゼまたは D‐キシロースレダクター

ゼ様遺伝子 (aJrz)であることが推定された。

さらに、αJ雇 遺伝子の後半部分の塩基配列 (574 bp)が、/iiレJθ spo X手214

株由来β‐1,3‐キシラナーゼ遺伝子 餞ノ:Atti d al.2000)の 下流域の塩基配列と

完全に一致することが判明した (Fig.2‐ 12B)。 すなわち、J贅 遺伝子をクロー

ニングするために単離した 4,206 bpの ゲノムDNA断片となノ 遺伝子をクロー

ニングするために単離した4,409 bpのゲノムDNA断片が部分的に重複している

ことが判明した。

そこで、4,206 bpと 4,409 bpのゲノムDNA断片が互いに連続したものであ

ること確かめるために、αJrx遺伝子と襲ノ 遺伝子の全長を含む DNA断片が増

幅するように設計したプライマーを作製し、XY‐214株のゲノム DNAを鋳型に

PCRを行い、その塩基配列を解読した。その結果、PCR増幅産物がαノ
“

遺伝子

とり覆遺伝子を含む遺伝子断片であることが確認され、乃brJθ sp.XY-214株の

ゲノム上においてχJo/と ryI遺伝子がダ
“

とα′雇遺伝子を隔てて隣接してい

ることが明らかとなった (Fig.2‐ 12C)。

H‐ 2‐5.形質転換大腸菌における rx10Aの発現と精製

滅璽/pET22bプラスミドによつて形質転換された二 εθJJ BL21(DE3)を LB

培地 (800 ml)で培養 し、PTGによりrx10Aの発現を誘導した。その後、菌体

内抽出液を HiTrap chelttng HPカ ラム (5 ml)を用いて精製 した。精製酵素は

SDS_PAGEにおいて単一のバン ドとして検出され、その分子量は約 60,000であ

り、測OAのアミノ酸配列から推定された分子量 (60,835)と ほぼ一致 した (Fig。

2‐ 13)。 また、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 (Tttle 2‐ 12)。
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II‐2‐ 6。 rXloAの酵素学的性質

II‐2‐6‐ 1。 pⅡ と温度の影響

rXIQAの酵素活性および安定性に及ぼす pHと温度の影響を、RW‐β‐D‐キシ

ロピラノシドを基質に用いて検討した。その結果、rx10Aの 359Cにおける至適

pHは 7。0であった。pH 6,5での相対活性は約 30%、 pH 8。0での相対活性は約 20%

であつた (Fige 2‐ 14A)。 また、本酵素をpH 3.0■ 12.0の各 pHで 12時間インキ

ュベー トして ,H安定性を調べたところ、pH 6。 0-9。0の範囲で安定であったが、

pH 5。 0以下、pH 10以上では安定性が極端に低下した (Fig。 2‐ 14B)。 一方、rxlぬ

のpH 7.0における至適温度は 35°Cであり、40°Cでの相対活J性は約 67%、 50°C

での相対活性は約 7.8%であった (Fig.2‐ 15A)。 また、本酵素を 0-80°Cの各温

度で20分間インキュベー トして熱安定性を調べたところ、30°Cまでは安定であ

つたが、35°Cでは相対活性が 21。4%にまで低下し、400Cではほぼ完全に失活す

ることがわかった (Fig.2‐ 15B)。

H‐2‐62.PNP‐ β‐D‐キシ ロ ピラ ノシ ドに対す る Laxお よび 島

rXloAの P理 _β _D‐キシ ロ ピラノシ ドに対す る 亀 お よび 塩班は、それ ぞれ

0,244 mMお よび 1。 822 μmo1/min/mgで あった (Fig,2‐ 16)。

II‐ 2‐6‐ 3。 基質特異性

ぶhlp■ はβ…1,3‐キシランやβ_1,4‐キシラン(birchwoodキシランや Oatspeltキ シ

ラン)、 カルボキシメチルセルロース、ラミナリン (β _1,4‐グルカン)な どの多

糖 (Fig.2‐ 17)な らびにラミナリオリゴ糖 (Fig.2‐ 18)には作用しなかった。

一方、劇hAはβ_1,3‐キシロオリゴ糖 (β‐1,3‐キシロビオース、_ト リオース

および‐テトラオース)を分解して D‐キシロースを生じた (Fig。 2‐ 19)。 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未分解のオソゴ糖の存在が確認された (Fige

2‐20)。 数種類の PNP合成基質に対しては、rXloAは PNP‐β‐D‐キシロピラノシ
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ドを速やかに分解したが、それ以外のnO合成基質に対しては作用しなかつた

(Table 2‐ 13) 。

H‐2‐6‐4.重金属およびイヒ学試薬の影響

反応液に供試化学試薬を終濃度 lmMと なるように加え、35°Cで 20分間反

応させ、各化学試薬が ぶhAの酵素活性に及ぼす影響を調べた。その結果、本

酵素は重金属イオンでは Aぎ、C♂
十
、H♂

+、
Mh2+、 Pb2+ぉ ょび zn2+、 化学試薬で

はPCMB鬱"ク ロロメルクリ安息香酸)によって活性が著しく阻害された (Table

2‐ 14)  。

II‐2‐ 6‐5.グルろ過クロマ トグラフィーによる測oAの分子量推定

HTrap chehing HPカ ラムにより精製された rx10Aの分子量は SDS‐PAGE

において約 60,000と 推定されたが、Superldex 200 HR 10お 0カ ラムを用いて未変

性状態の X10Aの分子量を測定したところ、約 251,000と 推定された (Fig.2‐ 21)。

また、XloAのアミノ酸配列から推定された分子量は 60,835で あった。このこと

から、XloAがホモ 4量体を形成 していることが示唆された。

H‐ 3。 考察

Arakiら は、βち1‐3キシラン資化細菌である剛購θ sp.XY‐214株からβ‐1,3‐

キシラナーゼ遺伝子 韓ノ)をクローニングし、その翻訳タンパク質の機能解析

を行った (Araki et al.2000)。 β01,3‐キシラナーゼはβぃ,1‐3キシランに作用して

β‐1,3‐キシロオリゴ糖を生ずる酵素であり、第 I章で述べたように、これまで数

種類の細菌やカビなどから単離されている。一方、β‐1,3‐キシロオリゴ糖を加水

分解して ,D‐キシロースを生ずるβ‐1,3‐キシロシダーゼに関する報告はこれまで

皆無でぁる。著者は乃br″θ sp.XY‐214株がβ‐1,3‐キシランを唯一の炭素源として

生育可能であることは、本細菌がβ‐1,3キシランを D‐キシロースにまで分解する
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能力を有しており、β‐1,3‐キシロシダーゼを産生している可能性が高いと推測し

た。そこで本章では、xY‐214株からβ‐1,3‐キシロシダーゼ遺伝子 御
“

)をクロ

ーニングし、その翻訳タンパク質の機能解明を試みた。

まず初めにJ彊 遺伝子をクローニングするためのプローブを作製するため、

陶購θ sp.XY‐214株からβ‐キシロシダーゼ (測oA)を精製し、XloAの N末端お

よび内部アミノ酸配列の 20残基を決定した。その結果、測oA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A_UG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μホルミルメチオニンとな

つており、合成途上のタンパク質はすべてN末端にμホルミルメチオニンをも

つている。しかし、このμホルミルメチオニン残基は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る。従つて、XloAの N末端アミノ

酸残基が MetではなくThrであったことは、プロセシングによりμ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 XloAの N末端および内部アミノ酸配列をもとに縮重プライマー

を作製し、XY‐214株のゲノムDNAを鋳型にPCRを行つた。その後、PCR増幅

産物の塩基配列をもとにしてプロープを作製し、サザンプロット法により J彊

遺伝子をクローニングした。」彊 遺伝子の推定アミノ酸配列は、糖質加水分解

酵素ファミリー43(GH43)に 属するβ‐キシロシダーゼやα‐L‐アラビノフラノシ

ダーゼと相同性を示した。このことから、XloAが GH43に分類されることがわ

かつた。糖質加水分解酵素は、そのアミノ酸配列に基づいて 115の ファミリー

に分類されている (2009年 12月 現在)(http://ahbacnrs‐ mrs.留CAZY,He面 ss滋

1991,Hettissat and B面 roch 1996)。  β‐キシロシダーゼは、このうち GH3、 39、

43、 52および 54の 5つのファミリーに分類されており、GH43にはβ‐キシロシ

ダーゼの他にα‐L‐アラビノフラノシダーゼ (EC 3.2。 1.55)、 アラビナナーゼ (EC

3.2.2.99)、 キシラナーゼ (EC 3.2,1.8)お よびガラクタン 1,3‐β“ガラクトシダー

ゼ (EC 3.2.1。 145)が属している。また、GH43に属する酵素は GH62に属するα‐L‐
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アラビノフラノシダーゼとともに 5‐fold β‐propleller構造を形成しており、クラン

GH‐Fに分類されている。従って、測oAは 5-fold β“pЮpeller構造を形成している

ことが示唆 された。既に触媒ア ミノ酸残基が明らかにされている C

∫たα″θ励
`棚
arLJJtt T_6株 由来のβ―キシロシダーゼ (恥回B3)と の一次構造比較に

より、理oAの Asp16と Olu189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々 2‐ 11)。

形質転換大腸菌により発現させた rxloAを精製し、その酵素学的性質を検

討した結果、rx10Aの pH 7.0における至適温度は 35°Cであり、40°Cでの相対活

性は約 67%、 50°Cでの相対活性は約 7.8%であつた (Fige 2‐15)。 また、本酵素

を0-80°Cの各温度で20分間インキュベートして熱安定性を調べたところ、30°C

までは安定であったが、35°Cでは相対活性が21.4%にまで低下し、40°Cではほ

ぼ完全に失活した (Fig.2‐ 15)。 GH43に属するαttFr励卿常たκθFaFFJπ
“
(Sttani

et al.2004)、 Cs搬段渤″蹴ン制蹴 T‐6株 (Sha1lom et ale 2005)お よびユカα/o静a郷

0125株 (Sm〔皿i et J.2006)由 来のβ‐キシロシダーゼの至適温度は、それぞれ

80、 65お よび 60°Cであることから、XloAが熱安定性の低いβ‐キシロシダーゼ

であることがわかった。また、本酵素は H)TA処理による活性の低下がみられ

なかったことから、その活性に 2価金属イオンを必要としないことが明らかと

なった。

rXloAはβ‐1,3‐キシランやβ“1,4“キシラン(birchwoodキシランや o誠spehキシ

ラン)、 カルボキシメチルセルロース、ラミナリンなどの多糖には作用しなか

つた (Fig.2‐ 17)。 また、ラミナリオリゴ糖にも作用しなかった (Fig.2‐ 18)。

一方、rx10Aはβ‐1,3‐キシロオリゴ糖 (β‐1,3‐キシロビオース、‐トリオースおよ

び‐テトラオース)を分解して D‐キシロースを生じた (Fige 2‐ 19)。 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。 2‐20)。 現在ま

でに報告されたβ"キシロシダーゼは全てβ‐1,4-キシロオリゴ糖に作用してD‐キシ

ロースを生成するβ‐1,4‐キシロシダーゼであったのに対し、乃br′θ spe XY‐214株
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由来XloAはβ‐1,4‐キシロオリゴ糖よりもβ‐1,3‐キシロオリゴ糖を強力に加水分解

して D‐キシロースを生成することから、本酵素は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判明した。これまで報告されたβ‐1,3‐キシラナーゼ

はGH26に属し、同ファミリーのβ‐マンナナーゼやβ‐マンノシダーゼと相同性を

有するが、β‐1,4‐キシラナーゼとは相同性を示さず、β‐1,4-キシラン分解活性も

もたない。これに対して本 測oAは、既報のβ‐1,4‐キシロシダーゼと相同性を示

し、僅かながらβ‐1,4‐キシロオリゴ糖にも作用した。このことから、既報のβ‐1,4‐

キシロシダーゼがβ_1,3‐キ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‐キシロシダーゼには、βoキシロシダーゼ活性に加え

てα‐L‐アラビ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ものが

報告されている (Utt et J。 19913πヶrルめrブげ レおθルθ附,軸itehead ttd Co搬 2001

ルた認θ″θ″ィ霜″露醐′
“
α″″
"“
p Sakka ct al.1993 CF側 ″J講

"溜
∫たrcοπ7″ゴγ″,Uziic et al.

1985(動αera“ J"″)。 従つて、測oAにおいてもβ‐キシロシダーゼ活性以外のグリ

コシダーゼ活性を有している可能性があると推測し、XloAを数種類のRP合成

基質と反応させ、活性の有無を調べた。しかしながら、本酵素は PINP‐β“D‐キシ

ロピラノシド以外のPINP合成基質には作用しないことが判明した (Table 2-13)。

また、x10Aはβ‐1,3‐キシロオリゴ糖に作用する際に糖転移活性を示さなかった。

このことは GH3、 39、 52および 54に属するβ‐キシロシダーゼがアノマー保持型

酵素であるのに対し、GH43に属するβ‐キシロシダーゼがアノマー反転型酵素で

あり、糖転移活性をもたないという事実と一致していた (Smaali et de 2006)。

SDS‐PAGEお よびグルろ過クロマトグラフィーによる分子量の推定により、

αhAが分子量 60,835のサブユニットからなるホモ 4量体を形成していること

が示唆された (Fig.2‐21)。 GH43に属するβ"キ シロシダーゼのうち、G
SrCaFO励
`初学
ルゴ1蹴 T_6株 (Briix et J.2006)も 4量 体 を 形 成 して い る こ と が 報 告

され て ぃ る 。 一 方 、a ttJ。山 閣 鰐 c‐125(Sm:湘 i et al,2006)や ユ μ ttJ′霞 IPO(Xu

et d。 1991)出 来 の β‐1,4‐キ シ ロ シ ダ ー ゼ は 、 そ れ ぞ れ 2量 体 お よ び 3量 体 で あ る
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ことが報告されている。 しかしながら、グルろ過クロマ トグラフィーによる分

子量の推定は必ずしも正確ではないため、結晶構造解析による XloAのサブユニ

ット構造の解明が期待される。

こ ぶオCaFO訪物 甲翻麟 T_6出来のβ‐1,4‐キシロシダーゼ (xynB3)は既に構造

解析 されてお り、活性部位がある N末 端領域の ■ve‐bladed β‐propeller構造

(Metl―Ser3 18)と C末端領域のβ‐剛直宙Ch構造 (Glu330-Leu535)の 2つのド

メインから構成されている (Fig`6‐ 22A,Brliilx∝ al.2006)。 X"B3の構造を鋳型

にホモロジーモデリング法 (Pcitsch 1995,Amold et al。 2006,Kiefer et ale 2009)に

よりXloAの立体構造を予測したところ、XloAの 535ア ミノ酸残基のうち、4

番目のトレオニン (Thr4)か ら 534番目のグルタミン酸 (Glu534)ま での立体

構造が推定された (Fige 642B)。 XloAの 2次構造にはα…ヘリックスが存在せず、

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 (Thr4‐Glu320)には GH43に特徴的な重ve_blattd β‐propeller

構造からなる角虫媒 ドメインが、C末端領域 (Pr0330‐ 01u534)にはβ‐剛耐宙Chド

メインが見出された。XloAと G∫たαrattθ脇 oFLガ雰 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°C、 XynB3は 65°C)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。酵素を産業分

野へ応用するためには、高い熱安定性や pH安定性が要求されることから、XloA

においてはァミノ酸置換などによる熱安定性の強化が期待される。

I章で述べたように、糖質分解酵素は触媒モジュールに加えて糖質結合モジ

ユール (cBM)を有しているものが多い。Csたαrθ滋物 学み〃霞 T‐6株由来 XynB3

のc末端領域にあるβ‐sand宙Chドメインは、その一次構造はどのCBMと も相同

性を示さないが、その 3次構造が嫌気性糸状菌Pわ甲 釘θfπJ出来のファミリー

29に属するCBM(cBM")と 類似していることから、かつてはCBMの機能を
有してぃたが、現在ではその機能を失い、4次構造の形成に必要なドメインであ
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ると推測されている (Brliix d al.2006)。 また、XynB3のβ‐sandWiChドメインか

ら伸びたループが ive_bl劇 ed β“prOlpeller構造にある触媒部位へ達しており、この

ループが触媒部位に進入する基質の長さ (キシロースの重合度)を制限してい

るとことが示唆されている (Briilx et al.2006)。 しかしながら、XloAと GH43

に属する他のβ‐キシロシダーゼやα"L‐アラビノフラノシダーゼの一次構造を比

較すると、N末端領域 伍vle_bltted β‐prOpellerドメイン)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“sandWiChド メイン)の保存性は極め

て低いことがわかった (Fig.2‐ 11)。 さらに &JJvJレノθ鬼″″た卸由来のα‐L‐アラ

ビナナーゼ (Arb43A)(GenBank ttcession noc Y10458)が 347ア ミノ酸残基か

らなる量veもlade β‐prOpellerドメインのみから構成されており、β‐sand輛Chドメ

インを持たないことからも (Nl面zzo et al.2002)、 触媒活性における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。

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

明らかになつているが、乃br′θ sp,XY‐214株のゲノムDNAにおいても、β‐1,3‐

キ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 (Fig。 2-12)。 MH遺 伝子の上流には不完全な D‐キシロースイソメラ

ーゼ遺伝子 導 A)、 下流にはガラクトシドアセチル トランスフェラーゼ様遺伝

子 (r″)と アルデヒドレダクターゼまたはキシロースレダクターゼ様遺伝子

勧蹴)が存在していた。rノ 遺伝子の終止コドンからαJF/遺伝子の開始コド

ンまでは 32 bpしか離れておらず、r″ 遺伝子の下流にターミネーター配列が存

在しないことから、″雇 とαJ雇 遺伝子はオペロンを形成していることが示唆さ

れた。y蔵 遺伝子の推定アミノ酸配列は二 cο J′ のたcオペロン構成遺伝子の 1

つであるガラクトシドアセチル トランスフェラーゼ遺伝子 (ね」)(GttBa汰

“
cessiOn“■0。 cPo00243)の 翻訳産物と43%の同一性を示した。ル

“

遺伝子の上

流に位置する 滋cZ(β‐ガラクトシダーゼ)や わεy(ラ クトースパーミアーゼ)

遺伝子の翻訳産物の機能は詳細に解明されているが、ル

“

遺伝子の翻訳産物の
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機能は未だ不明である (Le鷲劇鋤就al.1995)。 従つて、y″ 遺伝子の詳細な機

能解析が期待される。α′雇 遺伝子のさらに下流には、Attiらによって X手214

株からクローニングされたβ‐1,3‐キシラナーゼ遺伝子 (りИ)(た漱i et』。2000)

が存在していた。

また、ゎ覆遺伝子の 188 bp上流には755ア ミノ酸残基をコードする2,268 bp

からなる機能不明タンパク質 (XbpA)をコードする遺伝子 缶如の 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。χ亀〆 遺伝子は、β-1,3‐キシラナーゼ産生細菌である∠晟裁r″″ Spe xY‐234

株のゲノムDNA上においてもなメ遺伝子の上流に位置していることが、Ok観量i

らによつて明らかにされている (Ok銭漱i et al。 2002)。 XY‐214株由来 XbpAの

シダナルペプチドを除いた推定アミノ酸配列は、XY‐234株由来 XbpAと 76%の

同一性を示した。BLASTに よる相同性検索の結果、XY‐214株由来 XbpAの N

末端領域 (Asp38-Asp87)は 、JたαJ梓″ω Spe xY‐234株由来β‐1,3‐キシラナーゼ

(GenB錮止
"cession noo AB039953)の

C末端側にあるCBM31(β‐1,3-キシラン

結合モジュール)と 36%の同一性が得られた。このことから、XbpAの N末端

領域はβ-1,3-キシランまたはβ‐1,3‐キシロオリゴ糖との結合能を有しており、本

タンパク質もまたβ‐1,3‐キシランの代謝に関与していることが示唆された。今後

は、XbpAの詳細な機能解析が期待される。
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Table 2‐ 9。 PurittcatiOn ofthe intracellular p_lβ _xy10Sidase from ttbrto spe strain XY‐ 214

Purifrcation step Total“籠宙け  TOtal proねin Spledtt ac饉 宙け

(uni0 cmp    (uniゴ mθ
Pu」面Lamn  Yield

Co10    CO/。 )

Crude extFaCt

DEAE Toyopear1 650M
Ether Toyopear1 650S
MonoQ

14.3

7.48

1。54
0.30

800
39
8。7
0。4

0.01

0。 19
0。42
0.76

1。0
10。6
23.3

42.2

100
52.2

10.8

2ell

(kDa) M XloA

94

67

45

Fig.2-3. SDS-PAGE of the purified p-ln3-xytosidase from Wbrio sp. strain XY-214.
Lane M, molecular weight markers.
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(kDla)
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- 22‐kDa peptide

Fig。 2‐4.E■
=ylmatic diges饉

om products ofβ …1,3‐xylosidase from ttbttb sp.strain

XY‐214.Lttc M,molecultt welght markeЩ  l観el:digestive prolducts of

β‐1,3‐xylosidase by lysylendopleptidasec
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1,128‐bp
PCR product

Fig.2‐6.Agarose gel electrophoresis Of PCR product derived frOm gemomic]DNA

of ttb滅o sp.strain】KY‐214 using the degenerated primers.Lane M,Inolecular

weight markersi lane l:PCR product using the degenerated prilners。



l  ACCACCACGATTCACAACCCTATTTTAAAACGCTTTAATCCAGATCCTTCGATTGTTCCT 60

61  GTCGGCGACCATTACTACATTCCAACCTCAACCTTCGACTGGTTTCCCCGGATTCAACTT  120
V C D D Y Y I A T S T F E W F P G I Q L

■2■  CATCATTCACCCGATCTGATTAACTGGCCCCTTGTTCGTCACGCCTTAACTAGmCCTCA  ■80
H H S R D L I N w R L V G H A L T R T S

181  CAACTGAACATGATGGCCATGGATAATTCCCAACCCGTTTACCCCCCTGCCCTAACTTAT  240
Q L N M M c M D N S E C V Y A P A L T Y

241  TCTGACCCCACATTCTGOCTGTCCTTCTCCAATGTCCACTCATGTCCCGGTGGTAACTCG  300
S D G T F W L C r S N V H S C R G G N W

301  ATGGCGACGCCTAGTTATGTTGTGACAGCTGACAGCATTGAACGTCCATGGAGTCACCCT  360
M A T P s y v v T A D S I E C P W s E P

36■  GTTCCCATTCCTAATTACCCCTTTCATCCTTCTCTGTTCCATGATCACCATCCCAACAAA  420
V P I G N Y G F D P S L F H D D D G K K

421  TACATGCTCAACATCATTTCCGGTGGCCGTGCAAAGACTAACTTCTTTCGCCGTATCATC  480
Y M L N M I W G G R A K T N F F G G I I

481  ATCcAACAGTTTGATCCCGATGmGGTAAGCTTGTTCCCCCACCCAAGACCGTCTTCGAA  540
M Q E F D A D E G K L V G A P K T V F E

541  GGGAACCGAGCTCGGGTTGTACTCAACGGCCCACAACTGCTTAAAAACGATCACTATTAT  600
G N R A R V V L K G P Q L L K K D D Y Y

601  TACCTCATAACAGCGGAAGGTGGTACACAGCGCAATCACGCGGTAACGGTTTGTCGTTCC  660
Y L I T A E C G T E R N H A V T V c R S

661  AACCACATCTGGGGACCTTATCAAGTTCACCCAGAAAATCCTATCCTGACCAGTCGTTTC  720
K H I w c P Y E V H P E N P I L T S R F

72■  CAACAACACCCAGACCTTTCACGTCCAGGTCACGGCTTTCTAGTTGACACTCAAACCGGT  780
Q E H A E L S R A G H G F L V E T Q T G

78■  GAATGGTATATGACCCACCTGTGTGCCCGCCGTATTCCAAACCCGGAAGGCTATCAATTT  840
E W Y M S H L C G R R I P N P E G Y Q F

84■  ATCccTAAATACCACAATCCCTTCTCAATCTTAGGCCCAGAAAGTGCCCTACAAAAACCA  900
M P K Y D N G F S I L G R E S A L Q K A

90■  CACTCCCAAGACCATTGCCCATACATCCCAACAGGTAAAACACCTGTTGTTGAAGTGGAA  960
H W Q D D W P Y I A T G K T P V v E V E

96■  GCACCAAACCTTCCTTTACACCCTTGGCCTCAATCTCCGGCTCCACACGAATTTATCCAC  1020
A P N L P L H P W P E S P A R D E F I D

1021  CcAACGTTGAGCCTGATATCAACCTTACGAGAGCCAGTATCTCAAAAATGGCTGTCGTTA  1080
P T L S L I S T L R E P V S E K

108■  ACCGACCCACCACGATTCTTACGTCTGAAAGGCCGCCACTACCTCTAC  l■ 28

Fig.2‐7.Nucletoltide and deduced amino acid sequences of l,128‐ bp P〔】R product

frO■l genomic DNA of ttb力 sp.strain XY‐ 214.The nucleotide sequence is l,128 bp.

The detemined N‐ teminal and intemal amino acid sequences tte indicated by black

background resldues.
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Ml M2  1  2   3  4   5  6  7  8  9  10  11  12

(kbp)

19。33

7.74
6.22

4.26

3.47

2.69

８８

４９

0。93

F懇 2‐3.Southern blot analysis ofge■ omic DNA ofア b力 sp.XY‐ 214 with藤わ
DNA probe.Genomic DNA was dirsted by restriction enzymes.Sample ofDNA(4

μg)Weκ electrophoresed in l.0%agarose gel.Ater separated by ag額 ose gel

electrophoresis,the DNA ttattents were trttsferred to a Hybond"ゞ membrtte田通

hyb正面zed■thμJo DNA prlobe.Lme Ml鑢dW,standardmarkers cMarker 6L lane

l,批たIJJЛ ttge轟on:lane 2,胸αI‐珈乃I digettio■ lane 3,シ
`I‐

J争″I ttge飩 lo■ 1雛e4,

NttI‐シθl dttpStiOn:lame 5,劇冨αI=シカI digestion;lane 6,PsrIIレ カI dttpstiOnl lame 7,

腸 αI.J此農ァI digestion;lane8ガχЪα卜Ps′I digestionilane 9,腸 αI―SPcl digestioni ltte 10,

筋 αI=,電″認I di〔要,Stioni lanel l,J電´
“
勒 I digestio■:lane 12,蛉″I‐PSЛ digestion.
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ホb"

19.33

■74

622
426
■47

269
1。88

1.49

0,93

Fig.2‐9.Agarose gel electrophoresis ofthe products of colomy direct PCR.

Lanc M,stan山だ markers cMarkeF 6):lane l～ H,PcR product錮餞plned輌th pxlo‐F
耐 pxlo‐R primersilane 12,Posttive control(Genomic DNA of乃 み″Jο spe strain

XY‐214 was used as a tempLttc).
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腸 証

l  TCTACACAACGACATCAAAGTAAACATTCAACCAAACCACCCAACCCTTGCGGGTCACAG  60
L E N E I K V N I E A N H A T L A G H S

61  CTTccACCATCAAGTTCCAACCCCTACATCACTTGGCTTATTTGGTTCAATCCATCCTAA  120
F H H E V A T A T S L C L F C S I D A N

121  ccGTCGTGACCCACAACTACGTTCCGATACTCACCAATTCCCGAACAGCGTTCAAGAAAA  180
R G D P Q L G W D T D Q F P N S V E E N

131  CACGTTAGTTATGTACGAAATCCTAAAACCTCGCGGCTTTACAACACGTGCCTTCAACTT  240
T L V M Y E I L K A C G F T T c G F N F

241  TCATccTcGTGTTCGTCGTCCTTCTA_CACAATTAGAACACTTGTTCCACGGTCACATCGG  300
D A R V R R P S T E L E D L F H G H I G

301  cGGCATGGATACTATCCCACTバ TCGCTACAGCGTCCACCTAACATGATCGAAAATGATGT  360
G M D T M A L S L E R A A N M I E N D V

361  CcTGTCTAAAAACATCCCTCACCGTTACCCACGTTCCAATCATCACCTACGTCACAACAT  420
L S K N I A E R Y A C W N D D L G Q K工

421  ccTAAAACGTCACCTTTCTCTTCCTCGTCTACCGGCGTTTA_CTGAACACACCAACATCAA  480
L K G D L S L A G L A A F T E E T N I N

481  CCcAGTTAAACAATCTGGTCGTCAACAATACTTA_GA_GAACGTTGTAAATGGCTTCATCTA  540
P V K E S G R Q E Y L E N V V N G F I Y

-35
541  cAAGTAAGTGATGATGTCTTCAACAAACCCCAAGTATACTAATTCATATACTTACCCTTT
K  ★

Steln and 10op
-10

601  TTTATTACCCTACCGTCTGGAAAAAT

600

660
SD

661  GGCTTTAATCCACATCCTTCCATTGTTCGTGTCGGCCACGATTACTACATTGCAACCTCA  720
V G D D Y Y I A T S

721  ACCTTCCAGTGGTTTCCGGGGATTCAACTTCATCATTCACGCGATCTGATTAACTGGCCC  780
T F E W F P G I Q L H H S R D L I N W R

781  CTTGTTGGTCACGCCTTAACTAGAACCTCACAACTCAACATCATGGGCATGGAITAATTCC  840
L V G H A L T R T S Q L N MM G M D N S

841  GAACGCGTTTACGCCCCTGCCCTAACTTATTCTCACGGCACATTCTGGCTGTGCTTCTCG  900
E G V Y A P A L T Y S D G T F W L C F S

901  AATGTCCACTCATGTCCCCCTCGTAACTCGATCCCCACGCCTAGTTATGTTGTCACACCT  960
N V H s c R G G N W M A T P S Y V V T A

961  GA_CACCATTGAAGGTCCATGGAGTCACCCTGTTCCCATTGGTAATTACGGCTTTCATCCT  1020
D S I E G P W S E P V P I G N Y G F D P

1021  TcTcTGTTCCATCATGACGATGGCAACAAATACArCCTcAACATGATTTGGGGTGGCCGT  ■080
S L F H D D D G K K Y M L N M I W G G R

1081  GCAAACACTAACTTCTTTCCCGGTATCATCATGCAACAGTTTGATGCCGATGAAGGTAAG  l140
A K T N F F G G I I M Q E F D A D E G K

l141  cTTGTTCCCGCACCCAACACCCTCTTCGAACCCACCCACCTCGGTTGTACTCAAGCCCCA  1200
L V G A P K T V F E G T E L C C T E C P

1201  cAACTCCTT      cATCACTATTATTACCTCATAACACCG― GGTGGTACAGAGCGC  1260
Q L L K K D D Y Y Y L I T A E C G T E R

1261  AATCACGCGGTAA_CGGTTTGTCGTTCCAACCACATCTCCGGACCTTATGAAGTTCACCCA  1320
N H A V T v c R S K H I W c P Y E V H P

1321  GAALATccTATCCTCACCAGTCGTTTCCAACAACACCCAGAGCTTTCACGTCCAGGTCAC  1380
E N P I L T S R F Q E H A E L S R A G H

1381  GGCTTTCTAGTTGACACTCAAACCCGTGAATCGTATATGACCCACCTGTGTGGCCGCCGT  1440
G F L V E T Q T c E W Y M S H L C G R R

1441  ATTccAAACCCGGAAGCCTATCAATTTATCCCTAAATACCACAATGGCTTCTCAATCTTA  1500
1 P N P E G Y Q F M P K Y D N G F S I L
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1501

1561

1621

1681

GCCCCCAAAGTGCCCTAC― CCACACTCGCAACACGATTCCCCATACATCCCAACA
G R E S A L Q K A H W Q D D W P Y I A T
GGTAAAACACCTGTTGTTGAAGTCGAACCACCAAACCTTCCTTTACACCCTTGGCCTCAA
C K T P v v E v E A P N L P L H P W P E
TCTCCCCCTCGACACGAATTTATCCACCCAACGTTGACCCTCATATCAACCTTACCACAG
S P A R D E F I D P T L S L I s′ T L R E
CCAGTATCTCAAAAATCCCTGTCGTTAAGCGACCCACCACCATTCTTACGTCTCAAAGGA

1560

1620

1680

1740
P V S E K

1741  CcccACTATTTATATTCCCGTTACGttAC― GCATCGTTCCTCGCCCATTCCAA_CCCCAC  1800
S R Y E Q S M V A R R F Q A H

1801  AATccAACAGTACAAACCAACCTTGAGTTCAAGCCGAACACACCTTATCAAATGGCACGG  1860
N A T V E T K L E F K P N T P Y E M A G

1861  TTATGTCCTTA_TTACCCACGTAATCCCCACTACTTTCTAAAAATGACTGCCAATGATCTA  1920
L C A Y Y A R N G H Y F L K M T A N D L

1921  GGCCAACGTGTTTTACAAGTTGTCGGTAACATCAATCATGTTTACGGTCAATACTCTAAC  1980
G E R V L Q V V G N I N D V Y G E Y S N

1981  GATGTCGTTATCGGTCATGCACATACGGTCTACATGAGATTACAGCTCAAAACTCAATGG  2040
D V V I G D A D T V Y M R L E L K T Q W

2041  TATCAA_TATAGTTACTCACTGGATGGCGTCCACTCGTATGACATTGGCCCACCCTTAAAC  2100
Y Q Y S Y S L D G V D W Y E I c P A L N

2101  AccAcACCCCTGTCACATGAAGGCGGTCCTGATAlTTTTCCGTTTCACAGGAACCTTCGCA  2160
S T P L S D E G G P D I F R F T G S F A
CCACTATTTGTTCCTCATATCACACCCCAC― CCCmTCCTcATTTTCA釧 ヒ TT集劇 22202161

2221
F V A D I T G Q K R H A D F D Y F E
1触GCTCTTGTTAATACTCTACCTTATCGGTTCCCTCTCGCGATAAAT  2280

2281 TttTccccTCttК T9CACATTCAATTTGCTG♀ GGTATCACGTTTTCTTCAATTTATTAT 2340
Steml■ nd 10op

2341  TcAAATAACAAAGACCCAAACCATACTTTGGTCACCATCATATCGGGTCAAATACCTCCC  2400
-35

2401  cccTTAATATCAAACCCTCCATCAAAATTTACCATTTTTCTTCACCCATTAACCTAATTT  24 60
-10

2461  ACCTTTTAAATGAGTTGTCA_CGTTCACGCTACGTCACCTCGATATACTGGTTAAAAATTT  2520

2521  ATAGAGGGACAGACATGGCGGAACAGTTTCAGAAGATCATAAAGGGTCAACGTTTTAACG  2580
SD M A E Q F Q K M I K G E R F N

TACCTAGACCA
Y L E H★

TCTGGCACGAGGATTTAAAAITCACGTCCCTTGATAACACGACAAATCACACATCAATTCA  2640
V W D E D L K S R R L I T R Q I T H Q F
ACCAAACCCTCCcTACACAACAACCCTTACGAACCACATTATTAGACCAACTATTTCTAA  2700
N Q T L P T E Q G L R S T L L D Q L F L
ACGTTGGCAAAAACTTACAGGTATCACCCCCACTCACGGTCGATTACGGGGAAAACGTCA  27 60
N V G K N L E V S P P L T V D Y G E N V
CCATTCCCcACCAITGTGTTCATTAACTCTAACTTTACCTTGGTCAACAGTGGGCCTATCC  2820
T I G D D V F I N S N F T L V N S C P I
GTATTCCCTCTCGTCTAA」TCATTCCCCCCAACGTCAGTCTGTTCTCTATCAATCATCCCT  2880
R I G S R V M I A P N V S L F S I N H G
TCTCCCCTCAAACTCCAAAAACACACAGTCCCGTTCCCCTTCATTA_CCCACCCCCTATCA  2940
L c P E T R K T H S G V R L D Y P A P I
CCATTCAACACGACGTTTGGATTCCCGGTCACACCGTTGTCTTCCCGGGAGTCACTATCG  3000
T I E D D V W I G G H T V V L A G V T I

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941
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3001  GACCGGGTTCCGTCATCGCCCCTGGCTCTCTCGTCACCAAACATATTCCCAAAAACTGTA  3060
G A C C v l c A C S V V T K D I P K N C

3061  TTGCAGTACCCAACCCACCTACCGTCATCCCACAAATTCAACCCGGTGAATTAtCCTAAAG  3120
1 A V C N P A T V I R E I E P C E L P K

3121  GTTTTTAAACCAtCTAATCGACACACCAACAAGGAGAACTCATGTCTAACATTA_CCGATAT  3180
G  F  ★ M S N I T D工

3181  CccACTTCAATCTGCAGCAACCATTCCTCAAGTAGGGCTTCGAACTT9GAAAGCGGATGA  3240
A L Q s c A T I P Q v G L G T W K A D E

3241  ACCCGGACAAAcTTAC― GCCGTTCGTAGCGCCATCAACCTTGGCTACAGACATTTTGA  3300
P C Q T Y E A V R S A I K L G Y R H F D

3301  cTGTCCCCCTGGCTACGGCAATCAAAAACACATTGGCCATGCTCTAGTCGATCCTATCCA  3360
C A P G Y G N E K E I G D A L V D A M H

3361  CGATcAGGAAGTAA_CA_CGTCAACAACTGTTTATAACTTCGAAACTCTGGAATCCCCACCA  3420
D E E V T R E E L F I T S K L W N A H H

3421  TTTTccAGAACATGTAATCCCTACCCTCAACCACACATTCCCTCATCTTAAATTCGACTA  3480
F P E D V M P s L K Q T L A D L K L D Y

3481  TcTccAccTCTATTTAATCCACTCCCCTCTCCCCCTTAAAAAACGTCTTCCATTTCCACA_ 3540
L D L Y L M H W P v A L K K G V G F P E

3541  GAAACCGGATCATTTTGTGTCGTTACACCACCTTCCTTTCGAAAAGACATCG― GCAAT  3600
K G D D F V s L D D L P L E K T W E A M

3601  GGAACAACCACACATCAAAGGGTTCGTAAAAGATCTTCGTGTCTCCAATTTCAGTCCTAA  3660
E E A H I K G L V K D L G V S N F S A K

3661  AAAccTccACCATTTAAAACCCAACTGTTTAATCCAACCGATAATCAACCAACTTGACAT  3720
K L H H L K G N C L I Q P I M N Q V E M

3721  ccACCCCTACCTACACCACCAACACCTTATCCA_CTACTCCCACTCACAACCAATTCCCGT  3780
H P Y L Q Q Q E L I D Y C H S Q G I AV

3781  AACCCCTTATCCCCCCTTACGATCTCCACACCGACCTGAACTGCTCACAACTCACAA:TCA  3840
T A Y A P L G S G D R P E L L T S E N E

3841  CccAAcccTCCTACATCACCCTCTTATCCAttTCCATTCCCAATGACCArTcAGTGACTCC  3900
P T L L D H P L I Q S I A N E H S V T P

3901  GGCACAAGTGTTCATTGCATGGGGTTTACAGCGAAACATTGTCATGATCCCTAAGTCTGC  3960
A Q V L I A tt G L Q R N I V M I P K S A

3961  AAACCCACACCGACACCACCTTMCCTCAACGCTCACCAAGTCAACCTCACAACGGAAAA  4020
N P E R Q Q L N L N A Q E V N L T T E N

4021  CATGCCTGATAITACACAACCTACACCTTAACTACCGCTACCTACCTGGCCAATTCTGGGC  4080
MA D I Q К L D L N Y R Y L A G E F W A

4081  ATTAGAACCCAGCCCTTATACCCTACAAAACCTATCGGATCAACCTGTCGCTTAATCATT  4140
L E C S P Y T L E N L W D E P V A★

4141 AATCtt            TATAGCCGGGTTTTTATTTGTCGTAAC… CCGGAG 4200

4201  AcTACT  4206

靱

Ste:n and loop

Fig.2‐10.Nucleotide and deduced anlino acid sequence ofthe 4ュ 06‐bp lDNA
fragment obtaimed from the gemomicIDNA of ttb鍾o spostrain XY‐214.

The sequence ofthe」ヮ解 is incomplete.The kゞcottng reJon,■ uCleOtide l to 547:

Thle χ[OAcoding regio■,nucleotidle 628 to 2,235;The gαル4 coding region,nucleotide

2,535t03,128:The αJrZ cOding reJo■,nucleo饉 de 3,161 to 4,135.The putat市e

promoter(-35 anld-10 regions),a sMne“Dalgamo s/equencc(SD),額」pOtential

tell..ina饉 o■ s襲要■■S are indicated above or mder the nucleodde sequence.The

deteiHlined N‐ teニュ.linal and intemal amino acid sequence of】 aぬ are indicated by a
bl“kb“kground residues.R〕 JOns cOHespondingto PCR prlmers used for
ampliflcatiO■ Of減oAttre shown in the boxes.
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Table 2-t0, Codon usage of the xloA gsne

codon Number
of codon

Codon    :卜
111:I

Codon    :卜
111:1

Codo■
    :}111:I

TTT_phe  ■2 (  2.24)

TTC―コhe  ■4 (  2。 6■)
T=A――   ■2 `  2.24)

"Lcu  
■ (  0.■ 9)

CTT―■eu  7 (  ■。3■)
CTC―-  3 (  0。 56)
CTA―-  7 (  ■.3■)
CT雹卜n  ■3 (  2.43)
ATT―
=■
e  ■2 (  2。 24)

ATC―
=■
e  ■0 (  ■。87)

An―
=■
e  2 ( 0.37)

翼Te■MET  ■4 (  2.6■ )
GTT―Va■  ■7 ( 3。 ■7)
●TC―Va■    7 (  ■.3■ )
GTA―Va■  3 ( 0。 56)
GLVa■    2 (  0.37)

TCT―Ser   5 (  0。 93)

TCC―Ser  3 (  0.56)

― ―Sler   9 (  ■.68)

鷺 G―Ser  3 (  0.56)

CCT―pro ■5 (  2.80)
CCC―pro  ■ (  0.■ 9)

―
―pro  ■■ (  2。 05)

ccc_pro  6 (  ■.■ 2)
ACT―Jhr  8 ( ■.49)
ACC―Thr   9 (  ■.68)

ACA― Thご   ■2 (  2.24)

ACC―職   5 (  0。 93)

CCT―A■a  6 (  ■。■2)
CCC=島ユa  6 (  ■.■2)
CCa=Aユ a  ■4 (  2.6■ )
OCC―A■a  5 (  0。 93)

TAT―■7r  ■4 (  2.6■ )
TAC―■yr ■7 (  3。 ■7》
TAA―■■■   ■ (  0.■ 9)

TAS―■±■   0 (  0。 00)

CAT―His   5 (  0。 93)

CAC―H■8  ■3 (  2.43)

CAA―G■n ■4 ( 2.6■)
CAC―e■n  2 ( 0.37)
3AT―Asn  ■■ (  2.05)
AAC―Asn ■2 ( 2.24)
AM―Lys  ■■ (  2`05)
AA●…Ly8   8 (  ■。49)

囃 ―Asp  2■ (  3,92)

∝ =二属p ■■ (  2。 05,
CA■―G■u 23 〔  4.29)
GttG― G■u ■4 (  2.6■ )

TGT―cys   5 (  0。 93)

■OC―Cys   ■ 1  0.■ 9)

口GA―■■■   0 (  0.00)

轡00-T=p  ■4 (  2.6■ )
CGT-31g ■■ (  2.05)
CCC―‐ g  8 (  ■。49)
軌 ―Arg  5 (  0。 93)

●GC―Arg   O (  oooO)

30T― Ser   5 (  0。 93)

ASC―Ser   7 (  ■.3■ )
m― 町    2 (  0.37)
ACG―Arg  o( o。 00)
ecT―c■y  ■8 (  3.36)
●CC―G■y  20 (  3.73)

●Gλ―G■y  4 (  0。 75)

鰻 ―G■y  5 ( 0。 93)



Table 2-l t. Identities of the xloA with other enzyms$

F'amily
numberr

Enzymes Organisms Length Accession numbers
Identit

(1イb)

GII43 ftdyloridare

GH43 pXyhsidase

cII43 Sl(yloridare

GH4g a-I-Arabinofrrranosidase

GII43 p-Xylosidase md
arabinofuranosidase

GH43 p-Xylosidage

Bscilltts sp, KK-l

Bsciltus hul&nans C-125

B arcllxs cJs&rif trCSM-Kl6

Chmnmh alohtdcr salexigerc DSM 3{143

S&nononss ru,mhsrrtiam GA t 92

Geobor;illns sre{ffott emtophilns T4

533

528

555

523

郎

535

AF045479

AP001519

APt006627

CPOm285

An40720

AY690618

47

47

46

46

石

45
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B.h‐Xyl
B.k‐Xyl
Crs響いb
C,s‐ Xyl
V,s‐Xo

Bch‐Xy1 8■ :

B々 k‐Xy1 79:
C.s‐Arb 80:

専:瑠 註

B,h‐Xy1 160:
B.k“Xyl 158:
C(s‐Arb 1598
0,s・ Xyl ■59:
V,s‐Xo  ■6■ :

BchoXyl

B.k・Xyl
C.s″Arb
Cts‐ Xyl
V.s・mo

B.h‐Xyl
Bで k‐Xyl
Ccs‐Arb
G,s‐ Xyl
Vos‐mo

B、h,Xyl
B4k‐ Xyl
C.s‐Arb
CtsGXyl

V.s‐】10

B,h‐Xyl
B.k‐Xyl
CcseFttb

Gos‐Xyl
V.s‐通o

240:…Q
238:EPRNPL
239:GQAGQ―
239:YPRNPL―
241:QEHAELSRA

G--------K*--Y-
PADDSVttHQR― ――G

PREGQPLLEER― ――G
IPNPEGYQEMPKYDNGFSI

摯卿ＰＳ・Ｎ帥呻

80
78
79
79
80

■59
157
■58
158
■60

239
237
238
238
240

306
312
305
313
318

385
391
383
392
395

463
468
460
470
470

528
533
523
535
535

呻̈̈
¨̈
中̈̈
¨̈
ＰＳＰＥＰ

FECEV
LRFTA
TDFHVEI

A

TV

IIESRHCQYDELLTERVALPECP― ■RIM― ATIHNERL
II至露騨I::lttlilil:1]l[二誕翼I

К

勢

ＹＳ
暇
臨

Fig.2‐11.Seq■ence alignment ofthe amino acid sequences ofseveral GH43

enηm備.The sequences are idenI菫 ed as follows:B.h‐Xyl,3ασ′〃霞力αtO赫撚 c‐ 125
β‐Xylosidasc(AP001519):]B.k‐ Xyl,Bacillus sp.KK‐ lβ‐xy10Sidasc(AF045479);

Ces‐Arb,Gttrθ ttθみαわらαctcrsd鑢なgZr DSM 3043 oc‐L‐釘abinOfuranosidase

(CP000235):Gos‐Xyl,GεθらαθゴEtt Jたaro幾
`″

″響,力11螺 T‐6β“xy10Si山lse(AY690618);
V6S‐X10,「llibrfθ sp.strain XY‐ 214β‐1,3‐xylosidasc(AB300564).Amino acids th誠霞e

conserved in four ofthe ttve sequences ttc highlighted.Asp and Glu residues that mary

be invOlved in general acid‐ base catalysis are rnarked Ⅵ置th asterisks.

Ｌ

Ｌ

Ｉ

掛

輝

Ｅ

Ｄ

Ｑ

Ｄ

Ｄ
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0          靱
η И 滋 gtt αJr/

31gI

(B)

屁こ雛

(C)

gαИ  α″ χ″

1 l kb l

Fige 2‐ 12。 Organization of theχ Ja/and ttAlocion the ge■ omic DNA ofアb力 sp.
strain XY‐ 214.The sequence oftheッ JR and χ亀〆 gettS tte incompleteo Haittin like

marks indicate pu協 饉ve trimscription terminators.(A)The 4,206島 p DNA fragttent

obtained in the cloning process ofthe χ′

“

gene。 (B)The 4,409‐bp DNA frattent

obtained in the cloning process oftheん ッИ gene.(C)8,041‐ bp β-1,3‐ xylam utilizttion

gene cluster.The ttltt gene enco“ saD‐xy10se isomerasQ χ′″ encOdes a

β‐1,3‐xylosidaselttFZ encodes a puttt市 e ttlactoside“etyltrttsferase:α Jtt encodes an

aldehyde reductasQ匈 燿 enCO“Saβ‐1,3‐xylttas%χ P々l enCOdes a put轟ve

β日1,3‐ xyl〔11‐binding protein.

χ滅
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Table 2‐ 12.Puriflcation of rXIoA expressed in the rα 3ombinant』五
`θ

″.

Purirlcation step    Total ac載 宙ty  Total protein  Spkeci■ c act市ity  RIH■cation  Yield

●nitb      lmgl     ←nit/mD     cfO10    (%)

Intracellular
fraction

Hi Trap chelating HP

∞

　

３７２９

１

　

　

２

２

　

　

２

５

　

　

５

Ｑ

　

上

７

　

　

２

２

　

３

６

　

２

120

15.3

(kDa)M

94。0

67.0

45。0

30。0

201

14.0

Fig.2‐ 13.SDS‐PAGE ofthe puriied rXlぬe Lane M,molccular weittt marker銚 1触e

l,the crude extFaCti lane 2,the punfled I】 饉oA.
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(A) (B)

100

80

60

40

20

0

pH

Fig.2‐ 14.pH‐act市iャ Curve(A)and pⅡ ‐Stability cuⅣe椰)ofthe puFitted rXloA.
The effects OfpH on the ac饉 宙ty and smbiliサ OfrxloA were examined tt vanous pHs

(3。 0-12.0)in B五 tton and Robinson's umversal buffer c40 mM phospho五 c add,40 nd頭
bo五c acid,鑢d40 mM acetic“ id).Thle pH‐acti宙ties were assayed under thle conditions

desctted for the飩紬由直 method.Forthe pHcttabilⅢ  measurements,the enzymes
were preincubated tt v鉗 10us pHs at 4° C for 12 L ttd the residual tttivity was then

measured uslng the sttdard method。
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(4) (B)

（Ｓ
）
む
写
毒
ｏ●
ｏ＞
〓
轟
●“

（ぶ
）
む
〓
↓星
●＞
憲
環
薦

100

30

60

40

20

0

100

80

60

40

20

0
20    40    60

Temperature rC)

20    40    60

Temperature(℃)

Fig.2‐ 15.Temperatureeact市 itt Cu]Ⅳ e cAl and temperature‐ stability curve oB)of

the purirled rxloA.The effects Oftempterature on the猟瀬宙サOfIX10A were
dete三二三lined for a range bettween O° C t0 80° Ce With the cxceptio■ oftemperature,the
assay conditions were the sme as thOse dlescribed for the standard method.For the

tempenture― sta由1lity measurements,the enzymes weК
 preincubtted tt various

temperatures at pH 7,O fOr 20 min,副 the residual“ t市iサ was measured using the

standaKl method.
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鶴
日
ヽ
・
日
日
τヽ
日
ュ
）
ｔ
〓

‐15 ‐5 15 25 35

1/PNP“β‐xy10pyFanOSide(mM)

Fig.2‐ 16.Linleweaver‐BuFk p10t fOr the puriFled rXloA with

PNP“β‐xy10pyranoside as a substrate.To dete=阻ne the kinetic p劉翻meters,el霊wme
assays wlere perfomedin 50 mM MESttNaOH(pH 7。 0)cOntaining O.1_2。 OmM
PNP‐βexy10pyranosi由 .The reactiOn mi劇騰 es were incubated for l min航 35°C=The
apparlenttt clnM)耐 ″螺 (μmO1/miゴmtt were Calculated from Lineweaver‐ Burk
plots.
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Ｈ

Ｘ２

Ｘ３

Ｘ４

BX BX OX OX TX TXCMCCMCL L M
十     +     +      +    +

rXloA   rXloA   rXloA    rXloA rⅢ oA

Fig.2‐ 17.Thin‐layer chromatogranl of hydrolysis products ofseveral

polysaccharides with rXloA.The re“ 饉oln mixture contttned 20 μl ofrXloA(0.928

U/ml)and 20 μl ofe“h polys"ch面畿〕in50 mM M田卜NaOH(pH 7.0).The reactbn

was caried out at 30°C for 12 he L田餞M,β‐1,4‐xyloollpsttcharides(xl― X4):1鑢 e

BX,birchwood xylani lttle OX,o誠 spelt】vlan;1額le TX,β‐1,3‐xylをm:1劉le CM:C,

c満彎 methylcelldost lane L,lminarm.
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Ｇｌ

Ｏ

“
創

M G2

Fig.2‐ 18。 Thin‐ layer chromatogranl of hydrolysis products Of

lanlinarioligosaccharides with rXloA.The reaction inixture con裳減ned 20 1tl of劇 oA
(0.928U/ml)祖 d20μ10feach lam抽面oligosacchttdein 50 mM bES NaOH(pH 7.0).

The re額 )伍on ηas camed out at30° C fOr 12 h.Lanc M,lamil面OligosaccM畿〕s

(Gl～G4Llme Gl,D‐ glucos%lane G2,lamittЫ Ost lane G3,lamiMi籠 Ost lane G4,
laminaritetraose.

Ｍ

“＋颯

４Ｇ

“＋れ

“Ｇ２＋前
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TXl
TX2

TX3
TX4

TX2 TX3 TX3 TX4 TX4 M
+      +      +
rXloA    rXloA    rXloA

Fig.2‐ 19。 Thin二 layer chromatogram of hydrtolysis products of

β‐lβ‐XylooligOsaccharides wtth rXloA.The re"饉 on mixmec(剛断ned 20 μl of

rXlQA(0.928U/ml)and 20 μl ofe“hβ‐1,3‐xylooligosttcM山 in50 mM NES NaOH

(pH 7.0).The reaction ms caried out at 30°C for 12 h.Lanc M,

β‐1,3‐xylooligosacch面des(Ⅸ l～TX4);lane TXl,D‐xy10sel lane TX2,

β‐1,3‐xylobiose;lane TX3,β‐1,3‐xyloぼlose;1額E TX4,p_1,3‐xylotetraose.
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F】【1

Ⅸ 2

Ⅸ 3

Ⅸ 4

M tt FX2 FX3 FX3 FX4 FX4 M
+      +      十
rXloA  rXloA  rXloA

Fig.2‐20.Thin‐ layer chromatogranl of hydrolysis products of

β‐1,4‐xylooligosaccharides with rXloA.The reac饉om mixmec側面ned 20 μl of
rXloA(0。928U/ml)and 20 μl ofe“hβ‐1,4‐xyloollglDSttChandle l■ 50 mM MES NaOH

(pH 7.0).The reac饉 on was camed out離 30°C for 12 h.Lttc M,

βⅢl,3‐xyloditts“chari“s(FXl―FX4L lane FXl,D‐ vlosq l搬 離 ,

β‐1,3‐xylobios■ lane FX3,β‐1,3‐xylo胡己ose;lane FX4,β‐1,3‐xylotetraose.
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Table 2‐ 13。 Hydrolysis ofdirerent PNP‐
substrates with rXloA

Substrates Relative

acttities(%)

PNFLβ‐D"xy10pyranoside
FIN卜 oL‐D‐xy10pyranoside

PN〕・β‐D‐man■opyranoside
PNI卜α‐D‐ 1■annopyranoside
PN「Loc二D‐galaclbpyranoside

mα lDeglucopyranoside
N―β,卜glucOpyranoside
Pttβ‐D‐cellobbsme
PNP‐α二L‐fucopyranoside

PN卜α‐L‐arabinofuranoslde
PN■oL‐L‐arabinopyranoside
PN卜β‐Dnglucuromide

００

０

０

０

０

０

０

０

０

０

０

０

■
■
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Table 2‐14.Erect ofvarious lnetalions
and chemical regents o■ rX14oA act市

“

y

Reaglents(lmMb   Res通 ual a就彎  (%)

Nlone

AgN03
JAICL

BaC12

Ca(CLC00)2
CaC12

CuCL
CuS04

FeC13

HgC12

KCI
MgC12

MhCL
NaCI
PbCCILCt002

ZnC12

7■■04

鵬 S*1
DTT*2

EDTA*3
NEM*4

1odoacetoam血
PcMB*5

*l NBSIぶ″Bromtosu     de
*2「劉F:(± )‐]脱働面歯照重td
*3 EDWL:E働メmedhmhetetraace血

“
雌

*4 NEM IttEthyhal歯 直de
*5 PCM田に」バ劉置創ЮコtcКu五bl図屁o■ca阻こ

贈
。
９８
％
８。
６８
０
２
６８
３
・０２
８５
・８
９３
０
０
０
８．
９８
０４
田
７．
．
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/rXloA IMW 251,0創
D)

105

104

0.2 0.4    0。6

Kav

0.8

Fig.2‐21.Estimation ofthe mokttular welght of rXloA by a Superdex 200 11R

10/30"lumm(GE Ⅱealthcarel.For tte dete鋼正n面o■ ofm饉ve molecultt mass,

rXloハL wlere applied tO a Su“ Fttx 200 HR 10/30 oolllnn equilibrattd vだ th 501■贔だ

MES‐NaOH(pH 7.5)containing O.15 MN£ 1。 Molecultt mass standards incll面 ed

aldolぉe(A,MW 158,000),0‐ lbumin(B,MW 43,000),C鞠咀Otrypsino鮮nA(C,MW
25,000),and vimmine B12(D,MWl,355).
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IAb

(聡

Fi3 2-22.CompaFお On Ofthe thr鉾ぃdimenslomalstructure ofXloA and XynB3。

(→ A ribbo■ represe由正on ofthe monomeric unh ofβ ‐1,4‐xylosidasc(XynB3)量 om C
srcarrO講

`「

爾響フル′′需 T‐ 6。 (B)Prettcted model ofmonome五 c XloA hm。 /1ribrゎ sp.strain

XY‐214.The ttee‐薇mensional smctuFe Ofa monomeHc XloA was predcted by

SWIss_MoDEL宙 th the Xが 3 ofC srθα″θ励
`解
qクルノ加 T‐6 as a templatee The

pleptide chain is ttnoted in blule鰤 ‐teminal)tO red(C(emind).The blades ofthle

Ca側聯:iC dOmain are mmbered I― V.

p-sandwich domain

量v←bladeld β‐prOpeller domain
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第 IⅡ 章 閉み洵 sp.XY‐214株由来アルデヒドレダクターゼ様酵素
(AlrA)の機能解析

第Ⅱ章では、剛購θ sp.XY‐214株のゲノムDNA上に、βll,3‐キシラン資化

関連酵素遺伝子群が存在していることを明らかにした。滅」遺伝子となノ 遺伝

子の間には、ガラクトシドアセチル トランスフェラーゼ様遺伝子 (♂雇)と アル

デヒドレダクターゼ様遺伝子 (αJ雇)が、オペロンを形成して存在しており、こ

れら2つの遺伝子もD“キシロースの代謝に関与していることが示唆された。α′雇

遺伝子はИZθα″ル″硼 bθ″れ解θ欝おSK2株出来のアルデヒドレダクターゼと最も

高い同一性 (59%)を示したが、Gttdida″りJ“ノな由来の D‐キシロースレダクタ

ーゼとも44%の同一性を示した。このことから、αrr/遺伝子が D‐キシロースレ

ダクターゼをコードしている可能性が高いと推測された。本章では、αJr/遺伝

子を形質転換大腸菌において発現させ、その翻訳タンパク質 (AlrA)の機能解

明を試みた。

I‐1.実験材料および実験方法

Ⅲ‐1‐1.試薬

ルニトロベンズアルデヒド (Nacalai Testte)

他の試薬は特にことわらない限り、Wakoの試薬を用いた。

Ⅳ‐1‐2.使用 した菌株、培地およびプラスミド

形質転換用の宿主として二εθノノ】乳 1‐Blue株 (S廿曲孵 ne)お ょび二
“
J′ BL21

(DE3)株 (Novarn)を使用した。タンパク質の発現には PCold TF DNAベ ク

ター (Taktta)を用いた。二 cθ′Jの培養には LB培地 (1%ト リプ トン,0.5%酵

母エキス,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%(w/v)になるように添力日した。
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II‐ 1‐3。 アルデヒドレダクターゼの活性測定

800 μlの 20 mMリ ン酸ナ トリウム緩衝液 (pH 7.0)に 500 μlの 1血 NttPH

(Wよo)と 200 μlの精製酵素液を加え、これに基質として 500 μlの 4酬 ルニ

トロベンズアルデヒド (100%エタノールに溶解後、蒸留水で希釈)を添加する

ことで反応を開始した。その後、NADPHの酸化によるИ340値の減少を吸光光度

計により演J定 した。

ΠLl‐4.形質転換大腸菌における組換え体 Al餞 (rAlrA)の発現と機能解析
HE‐ 1‐4‐1.発現用プラスミド (αル1/PCold)の構築

乃br′θ sp.XY… 214株出来β‐1,3‐キシロシダーゼ遺伝子 (χJo/)の下流に位置

している推定アルデヒドレダクターゼ遺伝子 (αrrx)の機能を明らかにするため

に、形質転換大腸菌によりrAlrAを発現させ、その酵素学的性質を検討した。

まず初めに、第 H章で決定されたα′蹴 遺伝子の塩基配列をもとにα′蹴 遺伝

子 増 幅 用 の プ ラ イ マ ー (alrA‐Fプ ラ イ マ ー :

5tGGCATTCCATATGTCTAACATTACCGAT‐ 3t alrA‐R プ ラ イ マ ー :

5tTATACTCGAGTTAAGCGACAGGTTCATCCC‐ 3り を作製 し、XY‐2141木のゲ

ノム DNAを鋳型に PCRを行つた。drA‐Fお よび alrA‐Rプライマーにはそれぞれ

批履 および χttθIサイトを付力日した (下線 )。 PCRの反応組成および反応条件は、そ

れぞれ Table 3‐ 1と Tttle 3‐ 2に示 した。PCRに よるαJr/遺伝子の増幅をアガロ

ースグル電気泳動で確認 した後、グルからαrr/遺伝子を精製 し、これを制限酵

素処理 御陸Iおよび xttθI)した。さらに、制限酵素処理したα′Z遺 伝子をアガ
ロースグル電気泳動 した後、これをグルから精製 し、発現ベクターである pCold

TF DNAベ クターのⅣ陸E昴OIサイ トにライゲーションした。その後、ライゲー

ション反応液をコンピテン トセル E cθ′J〕乳 1‐Bluc株 と混合 して形質転換させ、

これをLB寒天培地に接種 して 37°Cで 16時間培養 した。次に、寒天培地上に増

殖 したコロニーを爪楊枝でピックアップしてコロニーダィレク トPcRを行 うこ

とで、αFrx遺伝子断片が挿入された pCold TF DNAベクター (α′

“

/pCold)によ
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つて形質転換された二θθノゴ]吼 1_Blue株を選別した。その後、得られた形質転換

大腸菌からαJrx/pc01dプ ラスミドを抽出し、挿入断片の塩基配列を解読するこ

とで、PCRに よる塩基置換が生じていないことを確認した。なお、発現タンパ

ク質の N末端領域には、ヒスチジンタグと発現タンパク質の可溶化を助ける分

子シャペロン (Trigger factO● TF)が付加されるように設計した。

Table 3‐ 1.CompositiOn ofPcR sdution Table 3‐ 2.PCR condiほ on

Component Volume (pd)

H2°

10 XExTa.q Burer

2 mM dNTP
Genomic ttA(100可口)

94℃   0。5mh
94R3    0。5血
5913   0.5■五n
72R3    1.1血
4R3    hold

78`5

10。0

8。0

1。0

30 cycles

山隷F primer(50 pmoy減 )   1。。
麒 ‐R tter(50 pmoyμ)  1。0
Ex Taq Pol脚nerase(5Ш丘ゴ暉)0.5

|||‐ 1‐4‐2.形質転換大腸菌におけるrAlrAの発現と精製

III‐ 1‐4‐ 1で構築したα′雇/pColdプラスミドを、二 cθ′ノBL21(DE3)株 に導入

して形質転換した。得られた形質転換大腸菌を5 mlの LB培地 (100 μg/mlア ンピ

シリンを含む)に接種し、37°Cで 16時間培養した (種培養)。 その後、培養液

のl mlを 500 ml容三角フラスコに入れた160 mlの LB培地に接種し、37°Cで培養し

た (本培養)。 培養液の6001mにおける吸光度

“

600)が0.4-0.5に達した後、培

養液にIPTGを終濃度lmMと なるように添力日し、さらに15°Cで20時間培養を続け

た。この種培養から本培養までの操作を同時に5回行い、合計800 mlの培養液を

得た。次に、培養液を遠心分離 (12,000g,15 min)して菌体を回収し、これにあ

らかじめ冷却しておいた30 mlの緩衝液A(20 mMリ ン酸ナ トリウム緩衝液,0。 5

M NaCl,10 mMイ ミダゾール,pH 7.4)を加えて懸濁させた。この懸濁液を氷上

で超音波処理 (out put 3,duサ 60,l ml■×5)に供して菌体を破砕し、破砕液を遠

心分離 (14,000g,15 min)し た。得られた上清を0。45 μmフ ィルター (Advantec)

でろ過したものを粗rAlrA溶液とした。
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次に、粗 rAlm溶液をあらかじめ緩衝液 Aで平衡化しておいた HiTrap
chelating貯 カラム (5 mL GE Hcalthcare)に 添加し、同緩衝液を用いて非吸着タ

ンパク質を完全に溶出させた後、同緩衝液と緩衝液 B(20 mMリ ン酸ナトリウ

ム緩衝液,0.5 M NaCl,500 mMイ ミダゾール,pH 7.4)の間で濃度勾配溶出し、

Alム を溶出させた。溶出条件は II-1‐ 9‐2に示した条件と同様に行つた。分画後、

SDS‐PAGEで単一のバンドが検出された画分を集めて4,000 mlの 20 mMリ ン酸

ナ トリウム緩衝液 (pH 7。 0)に対して透析 (4°C)した。さらに、 トロンビン処
理により精製タンパク質のN末端側に付力目されたTFと ヒスチジンタグを除去し

た。すなわち、精製タンパク質 l mg当たり10u血 のトロンビン (Nacalai Tesquc)

を加えて 190cで 16時間反応させた。その後、遊離した TFお よびヒスチジンタ

グからrAlrAを分離するために、反応液を緩衝液 Aで透析した後、再度 HiTrap

chelttng HPカ ラムに添加した。

素通した rAl■ 溶液を20 mMリ ン酸ナトリウム緩衝液 (pH 7。0)に対して

透析した後、さらにこれをあらかじめ20 mMリ ン酸ナトリウム緩衝液 (pH 7.0)

で平衡化した Resource Qカ ラム (l mL GE Hcalthcare)に 添加し、同緩衝液を用

いて非吸着タンパク質を完全に溶出させた。その後、同緩衝液と 1。O M NaClを

含む 20 mMリ ン酸ナトリウム緩衝液 (pH 7.0)の 間で濃度勾配溶出を行つた。

本クロマ トグラフィーは FPLCシ ステムを用いて行い、分画条件は流速 1。 0

m1/minで分画容量を 2。O mlと した。タンパク質の検出は、溶出液の280mにお

ける吸光度を測定することにより行つた。溶出画分を集め、20 mMリ ン酸ナト

リウム緩衝液 (pH 7.0)に対して透析したサンプルをAlA精製標品とし、以後
の実験に用いた。なお、精製酵素は氷上で保存した。

■ll‐1‐4‐3.rAIrAの基質特異性

Ⅲ‐lo3に示した方法で、基質としてタニトロベンズアルデヒド (終濃度 1

mM)の他にD"キシロース、L‐アラビノース、D‐グルコース、D‐マンノース、D―
フルクトースおよびマル トース (終濃度 20 mM)を使用し、活性を比較した。
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H‐2.実験結果

第 H章において単離されたα′
“

遺伝子は、975 bpか らなるORFから構成さ

れており、324ア ミノ酸残基をコードしていた。また、ExPASy server(Gasteiger

et al.2003)に よりその翻訳タンパク質の分子量は 36,367、 等電点は pH 4.75と 推

定された。本章では、aFrH遺伝子の機能を明らかにするために、形質転換大腸

菌においてrAlrAを発現させ、その基質特異性を調べた。精製rAlrAは SDS‐PAGE

において分子量約 32,000のバンドとして検出された (Fig.3‐ 1)。 rAlrAの基質

特異性を調べた結果、基質としてルニトロベンズアルデヒド (終濃度 lmM)を

使用した場合、NADPHの酸化によるИ340値の減少がみられた (Fig。 3‐2)。 しか

しながら、D‐キシロース、L‐アラビノース、D‐グルコース、D‐マンノース、D‐フ

ルクトースおよびマル トース (終濃度 20 mM)を基質とした場合、И340値の減

少はわずかなものであった。

二H‐3.考察

アルデヒドレダクターゼ (EC l.1.1.2)は 、アル ドースレダクターゼ (EC

l.1.1.21)およびカルボニルレダクターゼ (EC l.lel。 184)と ともにアル ド・ケト

レダクターゼ (AKR)スーパーファミリーに属している (Bohren et d。 1989)。

また、アルデヒドレダクターゼとァル ドースレダクターゼのアミノ酸配列は互

いに類似性を示すことが知られている。

陶購θ spら x1214株由来α′Z遺伝子は、ガラクトシドアセチル トランスフ
ェラーゼ様遺伝子 Cga″ )と オペロンを形成しており、本オペロンは」」 とフ

遺伝子の間に位置していた (Figぅ 2‐ 12)。 αJr/遺伝子の翻訳タンパク質である

AlrAの推定アミノ酸西己列は、ガ
“
″J“π″みθrL鶴鷺θ″語 sK2 1末、 cμr′θ励

`σ

g sp。

CCY0110株、助ノ加めαcrar F爵
`″

DSM 13855株 、協 ″郷翻需および助鸞θ∫″′θ耀

由来のアルデヒドレダクターゼとそれぞれ 59、 52、 51、 46および 46%の同一性

を示した (Table 3‐ 3)。 これらAlrAと 高い類似性を示したタンパク質はすべて
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AKRフ ァミリー 1(劇銀 1)に属 していたことから、本酵素が AKRlに属するこ

とが示唆 された。 また、AlAは AKR2に 属す る 物 ″山 放〃εαノお、PJ磁′α

gttJ〃た脇θ″清Jお よび 伽 諭力 働c加白θ由来の D‐キシロース レダクターゼ とも、そ

れぞれ 44、 43および 43%の同一性を示した。このことは、アルデヒドレダクタ

ーゼとアル ドースレダクターゼのアミノ酸配列が互いに類似性を有するという

事実と一致していた。劇徹 スーパーファミリーに属する酵素において高度に保

存されている触媒アミノ酸残基が、AlrAにおいてもAsp47、 Tyr51、 Lys81お よ

び Hisl 14と して保存されていた (Fig。 3‐3,Tarle et ale 1993,Bohren et al.1994)。

また、NだPHと の結合に関与するIPKSモチーフも保存されていた(Bohren et al.

1991) 。

α燿 遺伝子の機能を明らかにするために、形質転換大腸菌において rAlrA

を発現させ、その基質特異性を調べた。その結果、アルデヒドレダクターゼの

典型的な基質であるルニトロベンズアルデヒドを基質として使用した場合、

NだPHの酸化によるИ340値の減少がみられた (Fig.3‐2)。 しかしながら、D"

キシロ~ス、L‐アラビノース、D‐グルコース、D‐マンノース、D‐フルクトースお

よびマル トースを基質とした場合、∠340値の減少はわずかなものであった。この

ことから、αノ雇遺伝子がコードするAlrAが、AKRlに属するアルデヒドレダク

ターゼであることが明らかとなった。αル」遺伝子はMMと 0ノ 遺伝子の間に存

在しており (Fig.2‐12)、 さらに、αJ雇 遺伝子がコードするAlrAの推定アミノ

酸配列が D‐キシロースレダクターゼとも類似性を示した。このことから、実験

開始当初は AlrAが D‐キシロースレダクターゼをコードしており、D‐キシロース

の代謝に関与していることが推測された。しかしながら、本実験結果からAlrA

がD‐キシロースレダクターゼではないことが明らかとなった。

微生物によるD"キシロース代謝では、まず D"キシロースをその異性体であ

る D‐キシルロースに変換する必要がある。D―キシロースの D‐キシルロースヘの

変換には2種類の経路が知られている。Cα″訪力議
`み

α″θ、Pαψソθル″″″″学んJJ需

および Pたヵ滋J″ J′おなどの D‐キシロース資化性酵母の場合、まず D"キシロース
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を D‐キシロースレダクターゼによリキシリトールに変換し、さらに、キシリト

ールデヒドロゲナーゼの作用によリキシリトールを D‐キシルロースに変換する

2段階反応によって行われる。一方、主に細菌では、D‐キシロースイソメラーゼ

の作用によりD‐キシロースは直接 D‐キシルロースに変換される。従つて、D‐キ

シロースレダクターゼが主に真核生物に特徴的な酵素であることからも、AlrA

が D‐キシロースレダクターゼではないことが支持された。しかしながら、AlrA

がアルデヒドレダクターゼであることが明らかとなったが、本酵素の細胞内で

の機能は不明である。
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Table 3-3. Identities of the AlrA with other enzymes

0rganisms Enzylmes Identities (o/o)

Jを
“

′勲θ″α 』じ戒
…
お SK2

Cyarar■
“

θ sp.ccY0110

Sし″λ言う昴attr=“ιE「 DSM 13855

施 s島降

“

JcIItts

lama劇炉
“
s

Ca“威力餞ブ凛騰

勘 滋μ ttι″堕

“

″

Caz励 3・■ab匡aι

Aldehyde reductase

Aldehyde reductase

AIdehyde reductase

AIdehyde reductase

Aldehyde FeduCtase

D‐Xylose reductase

D‐Xylose reductase

D‐Xylose reductase

59

52

51

46

46

44

43

43
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NEV 234
EPV 233
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A.b‐ALR:
CesuttLR :

H.s‐ALR:
H.m‐ALR3
V.s‐AlrA 3

A.b―ALR:
C,s‐ALR :
HoseALR:
H`m‐ALR:
V.s■1ユ :

A.b‐麒 :

C.s‐ALR 3
Hcs‐ALR:
Hom‐ALR:
Vos‐Al■A:

Ｔ

Ｖ

Ｔ

Ｔ

Ｎ

Ｌ

工

Ｆ

Ｆ

Ｖ

蜘

呻

ＫＶＦＤ

ＱＶＦＤ

ＮＡＱＥ

呻

中

呻

呻

中

A.bPALR :ANLWDD― ―――――――――――――――――――――――――
Cesa響日日R :ES工 WA―――‐―――――――――――――――――――――――

Hos‐ JttLR :― ――
=V―
―PMLTVDGKRVPRDAGHPLYPrmpY

Hレnl‐44LR:― ――ェV―こPMITVDGKRVPRDACHPLYPFNDPY
V`s‐AlrA :E■■wDEP▼A― ―…………………―――――………………………

Fig.3‐3.Comparison ofthe deduced amino acid sequences of aldehyde reductases.

The sequences ofALR彙om ИJca″ルθ″爾 みθr臨
`閥
おSK2(A.b‐ ALR),Cya″θttθεg sp.

CCY0110(Ces_ALR),肋″θ∫響″
`需
(H・ S‐ALR),M審 ″霞εZJ鰐 (M.m‐ALR),md

乃み′′θ sptsttan XY‐214 cVを s‐AlrA)are alil聾 ed.The amino acid residues conserved in

the flve sequences are highlighted.The putative activle s置 e residues are indicated by

triangles.Dots representthe predicted NADPHも inding motifs,IPKS.
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第 IVtt Иらヵ sp.xY‐214株由来 D‐キシロースィソメラーゼ
(Xyh)の機能解析

1984年以降、地中海沿岸域において変異型緑藻イチイヅタ (α湖蹴″

勧歩加)が異常繁殖し、漁業や生態系に大きな被害をもたらしている (Mcinesz

and Hesse 1991)。 c雄ヵ肋 の主要細胞壁成分はβ‐1,3‐キシランである。そこで
著者は、本海藻にβ_1,3‐キシラナーゼとβ_1,3‐キシロシダーゼを作用させて D‐キ

シロースにまで糖化し、エタノール発酵する技術を確立すれば、本海藻の有効

利用に貢献できるのではないかと考えた。しかしながら、エタノール発酵の担

い手である酵母 肋θσttα″οησθS Cθ″ツお滋θは、D‐キシロースを炭素源としてエタ

ノール発酵することができない。これに対して、D‐キシロースの異性体である

D‐キシルロースであれば発酵できるため、糖化によって生成した D“キシロース

に D"キシロースィソメラーゼを作用させて D‐キシルロースに変換する必要があ

る。第Ⅱ章では、剛騎ο spe XY‐214株のゲノムDNA上においてχJ酬 遺伝子の上

流に D‐キシロースィソメラーゼ (xylA)を コードしていると思われる不完全な

ORF(η州)の存在を明らかにした。そこで、この D‐キシロースィソメラーゼ様

遺伝子を大腸菌で発現させ、得られた発現タンパク質が D‐キシロースを D‐キシ

ルロースに変換する能力があるかどうかを調べるために、本章では xY‐214株か

らη甕 遺伝子の全長をクローニングし、その翻訳タンパク質の酵素学的性質を

検討した。

IV‐ 1。 実験材料および実験方法

Ⅳ‐1‐1.試薬

・D‐キシルロースは sittaか ら購入した。

他の試薬は、特にことわらない限りWakOの ものを使用 した。
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IV‐ 1‐2.使用 した菌株、培地およびプラスミド
クローニングには宿主として E cθノノxLl‐Bluc株 (stratarnc)、 ベクターと

して pT7Blueベ クター (Novagen)お よび pBluescript Ⅱ KS(一 )ベクター (stratagene)

を使用 した。タンパク質の発現には二σοノノBL21(DE3)株 (NoⅦr■)と pET22b

(+)ベクター (Novagen)を用いた。E σθルの培養には LB培地 (1%ト リプ
トン,0.5%酵母エキス,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%(w/vJに なるように添加 した。

IV‐ 1‐3.D‐キシロースィソメラーゼの活性測定

D‐キシロースィソメラーゼの活性測定はシスティンーカルバゾールー硫酸法

(Dische ttd BOrenfreund 1951)に より行った。すなわち、200 μlの 100 mMリ

ン酸ナ トリウム緩衝液 (pH 7。 5)と 50 μlの 40 mM D‐キシロース溶液 (終濃度 5

mM)および 50 μlの 40」M MgS04溶液 (終濃度 5劇つ の混合液に、loo μlの
酵素液を加えて 40°Cで 10分間反応させた。その後、反応液に 80 μlの 1。5%シ
ステイン塩酸塩溶液を加え、氷上で冷却することにより反応を停止した。次に

氷上で冷却しながら2。4 mlの硫酸 (硫酸 :蒸留水=9o:38,v/v)を加えてょく混

合した (ボルテックス)。 さらに 80 μlの 0。 12%カルバゾール試薬 (無水アル
コールに溶解)を加えて混合し (ボルテックス)、 これを 20°Cで 20分間イン
キユベー トして赤紫色に発色させた。発色後、540mにおける吸光度を測定し
た。D‐キシロースィソメラーゼの lu血 は、上記反応条件下で 1分間に l μm01
のD"キシルロースを生ずる酵素量と定義した。

IVel‐4.タ ンパク質の定量

Ⅱ‐1‐6に示した方法で行った。
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Ⅳ‐1‐5.励ヵ spe xYo214株 由来 D"キシロースィソメラーゼ遺伝子 (静И)の
クローニング

IV‐ 1‐5‐1.ηИ遺伝子のクローニングのためのプロープ作製

II‐ 1‐ 8‐8において解読されたッ解遺伝子の部分塩基配列をもとにプライマー

(pxylA‐Fプライマー:5LCTAGAGttCGAGATCAA_AGT‐
3′ および pxylAeRプライ

マー:5tCTCTAGCGATAGTGCCATAG‐ 3ウ を作製し、」列/pBluescriptプラスミ

ド (II‐ 1‐8‐8参照)を鋳型にPCRを行つた。PcRの反応組成および反応条件は、

それぞれ Tttle 4‐ 1と Table 4‐ 2に示した。PcRにより増幅した遺伝子断片 (330

bp)をsAと し、これをpT7Blucベクターにライゲーションした。その後、ラ
イゲーション反応液をコンピテントセルニσοルxLl‐Bluc株と混合して形質転換

させ、これを70 μlの 100 mM IPTG溶液と45 μlの 20 mJtt X‐ gal溶液を塗布し

ておいたLB寒天培地に接種して 37°Cで 16時間培養した。次に、寒天培地上に

増殖した自色コロニーを爪楊枝でピックアップしてコロニーダィレクトPcRを

行うことで、脚

“

断片が挿入されたpT7Blucベクター 師 A/PT7Bluc)に よっ

て形質転換された二θθノ′xLl‐Bluc株 を選別した。さらに、得られた形質転換大

腸菌からぃ A/pT7Blucプラスミドを抽出し、挿入断片の塩基配列を解読するこ

とで、PCRによる塩基置換が生じていないことを確認した。次に、II_1‐ 8‐6(B)

と同様の方法で卿 M断片をAlkPhOs direct ltteling kit(GE Hcalthcttc)を 用いて
ラベリングし、これをプローブとした。

Table 4-L Composition of pCR solution Table 4‐ 2c PCR conddon

Component Volume (pl) 94R3    0.5血

H2°

10× ExTaq Burer
2 mM dNTP

78.5

10。0

8.0

5:℃   ::   
ヨ
30 cycleS

4℃    holdχ′滅/pBluescmpt(100 ng/口 )  1。 o
pxyIA‐F"mer(50 pmoy暉 )  1。 0
pxylA‐R primer(50 pmoy離 ) 1。 0
Ex Tapq Polwnerase(5 Шdザ暉)0。 5
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IV‐ 1‐5‐ 2。 サザンハイプリダイゼーション

ッ

“

遺伝子の全長を含む DNA断片を単離するため、ptt■A断片に対して認

識部位をもたない制限酵素で 剛購θ spe XY‐ 214株のゲノム DNAを消化し、

IV‐ 1‐5‐ 1で作製したプローブを用いてサザンハイブリダイゼーションを行つた。

実験方法は Ⅱ‐1‐ 8‐7と 同様の方法で行い、ゲノム DNAの制限酵素処理には

階 θlttθⅢ]、 陛 θI蒟月、蹄 θI=蛉J、 膨 θI税月、膨 θlttθ理、降 θI‐助σ珂、

降 θ川 加dII瑚、陶 d―Sa用、陶θIロシθ珂、陶 d義″d珂、陶 d―EC武理、陶 CI蒟鋼

およびFノ″dIII]の 13種類の組み合わせを用いた。

Ⅳ‐1‐5‐ 3。 制限酵素消化断片の大腸菌への導入

サザンハイブリダイゼーションの結果から決定した制限酵素の組み合わせ

によつて乃brJθ spe XY‐214株のゲノムDNAを消化し、アガロースゲル電気泳動

により分離した。同時にサザンハイブリダイゼーションを行い、プローブとハ

イブリダイズしたDNA断片をX線フィルムで検出し、これをアガロースゲルと

重ね合わせて目的のり
"遺
伝子を含む DNA断片をアガロースゲルから切り出

し、精製した。このッ溜遺伝子を含む DNA断片と、同じ制限酵素で処理した

pBluescript Ⅱ KS←)ベクターを Ligation kit ver。2を用いてライゲーションした。

その後、ライゲーション反応液をコンピテントセルニσοノJ〕吼 1‐Bluc株と混合し

て形質転換させ、これを70 μlの 100 mM IPTG溶液と45 μlの 20 mg施 lX‐諄1溶

液を塗布しておいたLB寒天培地に接種した。これを 37°Cで 16時間培養して白

色コロニーを選別した。

IV‐ 1‐5‐4.コ ロニーハイプリダイゼーション

Ⅳ‐1‐5‐3で得られた自色コロニーを爪楊枝でピックアップし、新たに準備し

たLB寒天培地 (角型シャーレ)に接種して 37°Cで 16時間培養した。これに角

型シャーレと同じ大きさに切断した Hybond二]耐 membrane(GE Hcalthcttc)を重

ね合わせ、コロニーと密着 (数分間)させた。その後、メンブレンを培地から
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剥がし、変性溶液 (1.5 M NaOH,0。 5 M NaCl)で 十分に湿らせたろ紙の上にコロ

ニーが付着した面を上にしてのせ、室温で 15分間静置した。この操作により2

本鎖DNAを 1本鎖 DNAに変性させた。次に、メンブレンを新しいろ紙の上に

のせて水分を除去した後、中和液 (1.5 M NaCl,0。 5MT五s_HCl,pH 7.5)で 十分に

湿らせたろ紙の上にコロニーが付着した面を上にしてのせ、室温で 15分間静置

した。続いて、メンブレンを新しいろ紙の上にのせて水分を取り除いた後、2×

SSC(20× SSCを希釈したもの)で十分に湿らせたろ紙の上にコロニーが付着し

た面を上にしてのせ、室温で 10分間静置した。次に、メンブレンを新しいろ紙

の上にのせて水分を除去した後、これを 80°Cで 2時間加熱することでDNAを

メンブレンに固定させた。

その後、メンブレンに付着した余分な細胞の破片を除去した。すなわち、

DNAが固定されたメンブレンを0.1%SDSを含む 6× SSC(20× SScを希釈した

もの)に浸し、室温で 15分間穏やかに振とうした。この際、溶液中で脱脂綿を

用いてメンブレン上の細胞破片を除去した。次に、メンブレンを 6 X SSCが入つ

た別の容器に移し、室温で 10分間穏やかに振とうした後、ろ紙の上に置いて乾

燥させた。以後、IV‐ 1‐5‐ 1で作製したプローブを用いてⅡ‐1‐ 8‐7と 同様の方法で

ハイブリダイゼーションを行い、目的DNA断片を保持するコロニーをX線フィ
ルム上に検出し、選別した。秒

“

遺伝子を含むDNA断片が挿入された pBlucsc五 pt

Ⅱ KS←)ベクターをッ
“

/pBluesc五 ptと した。

Ⅳ‐1‐ 5‐5.イ ンサートDNA断片の塩基配列解読

IV‐ 1‐ 5‐4で選別された形質転換大腸菌からη颯/pBluescriptプ ラスミドを抽

出し、挿入断片の塩基配列を II‐ 1‐ 8‐5の方法で解読した。っ秘遺伝子の塩基配列

および推定アミノ酸配列は DDBJ/EMBL/GenBank国 際塩基配列データベースに

登録した (Accession noo AB519447)。
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Ⅳ‐1‐6.形質転換大腸菌における組換え体 XyIA(rXylA)の 発現と機能解析

Ⅳ‐1‐6‐1.発現用プラスミド (わ彊/pET22b)の構築

Ⅳ‐1‐5でクローニングされた剛購θ spe XY‐214株出来xyJZ遺伝子を大腸菌

へ導入して組換え体 XylA(rXメ A)を発現させ、その酵素学的性質を検討した。

まず初めに、決定されたッ解遺伝子の塩基配列をもとにη

“

遺伝子増幅用

のプライマー (xylA‐Fプライマー:5LAGGGCCcATATGACTGA_ATTTTTCノ u直‐3′

および xylA‐Rプライマー :5生AoCTCGAOCTTGTAGATGttOCCATTTA‐ 3り を作

製し、り

“

/pBluescriptプラスミドを鋳型にPCRを行つた。xylA‐Fおよび xylA‐R

プライマーにはそれぞれ託履 およびχttοIサイトを付加した(下線)。 PCRの反応組成

および反応条件は、それぞれ Tめle 4‐3と Table 4‐4に示した。PcRに よるxyJz4

遺伝子の増幅をアガロースゲル電気泳動で確認した後、ゲルからη颯 遺伝子を

精製し、これを制限酵素処理 御ルIおよびχttθI)した。さらに、制限酵素処理

したη解 遺伝子をアガロースゲル電気泳動した後、これをゲルから精製し、発

現ベクターであるpET22b(+)の 競ガイ乃θIサイ トにライゲーションした。そ

の後、ライゲーション反応液をコンピテントセルニσθ′″XLl‐Blue株 と混合して

形質転換させ、これをLB寒天培地に接種して 37°Cで 16時間培養した。次に、

寒天培地上に増殖したコロニーを爪楊枝でピックアップしてコロニーダィレク

トPCRを行うことで、η
"遺
伝子断片が挿入された pET22b(十 )ベクター

sA/pET22b)に よって形質転換された二σοノJ〕■ 1_Bluc株を選別した。その後、

得られた形質転換大腸菌からxy“イpET22bプラスミドを抽出し、挿入断片の塩基

配列を解読することで、PcRによる塩基置換が生じていないことを確認した。

次に、上記で構築したッ解/pET22bを 二 θθ′J BL21(DE3)株 に導入して形質転

換させ、得られた形質転換大腸菌を rxylAの発現に用いた。なお、発現タンパ

ク質の C末端領域には、アフィニティーカラムによる精製が行えるようヒスチ

ジンタグが付力目されるようにした。
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Table 4-3. Composition of PCR solution Table 44。 PCR condidon

Component Volume (pl) 94℃    1。 OH丘n

H2°

10× ExTaq Buffer

2 mM dNTP
4R3   hold

麒A/pBluesc五 pt(100暉口)  1。 0
xylA‐F pFmer(50 pmoy離 )  1.0
xylA‐Rtter(50 pmo1/口)  1。o
Ex Taq Polymerase(5umヴ μ) 0.5

Ⅳ‐1‐6‐2.形質転換大腸菌におけるrxyLAの発現と精製

ッ解/pET22bプラスミドによつて形質転換された二σθ′′BL21(DE3)を 5 ml

のLB培地 (50 μer/mlア ンピシリンを含む)に接種し、37°Cで 16時間培養した

(種培養)。 その後、培養液の l mlを 500 ml容三角フラスコに入れた 160 ml

のLB培地に接種し、37°Cで培養した (本培養)。 培養液のИ600が 004-0.5に達

した後、培養液にIPTGを終濃度 1酬 となるように添力日し、さらに 25°Cで 20

時間培養を続けた。この種培養から本培養までの操作を同時に 5回行い、合計

800 mlの培養液を得た。

以後、組換えタンパク質の抽出および精製はII-1‐ 9‐2と 同様の方法で行つた。

HiTrarp cheltting HPカ ラムによる分画後、活性画分をSDSIAGEに供し、単一の

バンドが検出された画分を集めて 4,000 mlの 50 mMリ ン酸ナトリウム緩衝液

(pH 7.5)に対して透析 (4°C)した。これにより得られた酵素液を精製 rxメA

標品とし、以後の酵素学的性質の検討に用いた。なお、精製酵素は氷上で保存

した。

Ⅳ‐1‐6‐ 3。 至適 pⅡ の測定

200 μlの BIttOn‐Robinsonの広域緩衝液 (40 JMリ ン酸,40 mMホ ウ酸およ

び 40 mM酢酸の混合液に 0。2 N NaOHを適当量力日えてそれぞれの pH(pH 3。 0,4.0,

5。 0,5。 5,6。 0,6.5,7.0,7。 5,8.0,9.0,10。 0,11.0お よび 12。0)に調整 したもの)と 50 μl

の 40 mM D‐キシロース溶液 (終濃度 5mM)お よび 50 μlの 40 mM MgS04溶液

78.5

10.0

8.0
:   コ

30 cycleS
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(終濃度 5 mM)の混合液に、100 μlの酵素液 (適宜 Britto■‐Robinsonの広域緩

衝液で希釈したもの)を加えて 40°Cで 20分間反応させて活性を測定した。

Ⅳ‐1‐6‐4.pⅡ 安定性の測定

Britton‐ Robinsonの広域緩衝液 (pH 3。 0-12.0)の各 270 μlに、精製酵素液を

30 μlずつ加えて 4°Cで 12時間インキュベートした。その後、これらの各酵素液

を 100 mMリ ン酸ナトリウム緩衝液 (pH 7.5)を用いてさらに 10倍希釈したも

のを活性測定の酵素液として使用した。すなわち、200 μlの 100 mMリ ン酸ナ

トリウム緩衝液 (pH 7.5)と 50 μlの 40 mM D‐ キシロ
~ス溶液 (終濃度 5mM)

および 50 μlの 40 mM MgS04溶液 (終濃度 5mM)の混合液に、100 μlの酵素液

を加えて 40°Cで 20分間反応させて活性を測定した。

Ⅳ‐1‐6‐5.至適温度の測定

200 μlの 100 mMリ ン酸ナトリウム緩衝液 (pH 7。 5)と 50 μlの 40 mM D‐

キシロース溶液 (終濃度 5mM)お よび 50 μlの 40 mM MgS04溶 液 (終濃度 5mM)

の混合液に、100口 の酵素液を加え、各温度 (0,10,20,30,35,37,40,45,50,60,70

および 80°C)で 20分間反応させて活性を測定した。

Ⅳ‐1‐6‐6.温度安定性の測定

酵素液を各温度 (0,10,20,30,35,37,40,45,50,60,70お よび 80°C)で 20分

間インキュベー トした後、直ちに氷上に移して冷去「した。その後、200口 の 100

mMリ ン酸ナ トリウム緩衝液 (pH 7.5)と 50 μlの 40 mM D‐キシロース溶液 (終

濃度 5dり および 50 μlの 40 mM MgS04溶 液 (終濃度 5mM)の混合液に、100

μlの酵素液を加え、40°Cで 20分間反応させて活性を測定した。

Ⅳ‐1‐6‐7.D‐キシロ~スおよび D‐グルコースに対する島 および ‰猟の測定

IV‐ 1‐3に示した方法で、精製酵素液を各濃度の D‐キシロース溶液 (終濃度
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1,1。 5,2。 0,4。 0,8。 0,16。 0,32.0お よび 64dり または D‐グルコース溶液 (終濃度 25,

50,100,200お よび 300 mM)と 40°Cで 10分間反応させ、活性を測定した。速

度論的パラメーター (‰xおよび島 )は、LineweⅣ er‐Burkプロットにより算出

した。

Ⅳ‐1‐6‐ 8。 rXyLAの活性に及ぼす 2価金属イオンの影響

まず、酵素液を 10 mM Ethylenettminet由鶴cttc"id(EDTA)で 処理する

ことで、金属イオンをキレー トした。すなわち、18 mlの精製酵素液に 2 mlの

100 mM H)TA溶液 (50 mMリ ン酸ナ トリウム緩衝液 (pH 7.5)に溶解)を加え

て混合 し、4°Cで 1時間インキュベー トした。その後、EDTAを完全に除去する

ために酵素液を 2,000 mlの 50 mMリ ン酸ナ トリウム緩衝液 (pH 7.5)に 対 して

4°Cで 24時間透析 した。この間、緩衝液を 3回交換 した。rxylAの活性に及ぼ

す 2価金属イオンの影響は、透析後の酵素液を用いて調べた。200 μlの 100 mM

リン酸ナ トリウム緩衝液 (pH 7.5)と 50 μlの 40 mM D‐キシロース溶液 (終濃度

5mM)お よび 50 μlの 40 mMの各種金属塩水溶液 (MgS04,COC12,Mに 12,CaC12,

ZnS04,FeS04お よび CuS04;終濃度 5mM)の混合液に、100口 の酵素液を加え、

40°Cで 10分間反応 させて活性を測定した。

Ⅳ‐1‐6‐9.グルろ過クロマ トグラフィーによるrxylAの分子量推定

Superdex 200 HR 10/30カ ラム (lo mmi.d。 ×300 mm:GE Hcalthcare)を 用い

て未変性状態のXylAの分子量を推定した。すなわち、あらかじめ 0.15 M NaCl

を含む 50 mMリ ン酸ナ トリウム緩衝液 (pH 735)で平衡化した Superdex 200 HR

10ん 0カ ラムに、100 μlの精製酵素液を添加し、活性画分の溶出域を測定した。

分子量マーカーにはGel iltrttion calibration k量 (GE Healthctte)の フェリチン(MW

440,000)、 アル ドラーゼ (MW 158,000)、 オボアルブミン (MW 43,000)お よ

びキモ トリプシノーゲンA(MW 25,000)を使用した。本クロマトグラフィーは

FPLCシステムを用いて行い、分画条件は流速 0。5m1/minで分画容量を 1.25 ml
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とした。タンパク質の検出は、溶出液の280mのおける吸光度を測定すること
により行った。

Ⅳ‐2.実験結果

Ⅳ‐2‐1.剛♭減θspe XY‐214株由来りИ 遺伝子のクローニング

Ⅱ章で解読された不完全な xyJX遺伝子断片の塩基配列をもとにプローブを作製

し、脚 遺伝子の全長を単離するためにサザンハイブリダイゼーションを行つた。

その結果、剛購θ sp.xY‐214株のゲノム DNAを SασIと Ecθ斑 の 2種類の制限酵

素で消化することで、η
"遺
伝子を含む約 4。2 kbpの DNA断片を得ることがで

きた (Fig。 4‐ 1)。 そこで、xY‐214株のゲノム DNAを 助σIと ルθ斑 の 2種類の

制限酵素で消化 して得 られた約 4.2 kbp付近の DNA断片をアガロースゲルから

切 り出して精製 し、これを pBlucscript Ⅱ KS(―)ベクターの動cI E“RIサイ ト

にライゲーションした。その後、ライゲーション反応液をコンピテン トセル と

混合して形質転換させ、ッ解/pBluescriptプラスミドによって形質転換された大腸

菌を、Bluc‐ White selectiOnと コロニーハィブリダイゼーションによリスクリーニ

ングした。その結果、123株の自色コロニーのから 1株のポジティブコロニーが

得られた (Fig.4‐2)。 そこで、本形質転換大腸菌からり
"/pBlucsc五

ptプラスミ

ドを抽出し、挿入断片の全塩基配列を解読した。

Ⅳ‐2‐2.りИ遺伝子およびその周辺領域の塩基配列

η颯/pBluescriptプ ラスミドに挿入されたDNA断片の全塩基配列をに示した。

本 DNA断片は 4,242 bpか らなり、完全なり彊遺伝子 (Fig。 4‐3)の他に2種類
の遺伝子 (ッ″とxyJR)が含まれていた (Fig.4‐ 4,4‐5)。 ッ溜遺伝子はχJ“ 遺

伝子の上流に同じ転写方向で位置しており、ッ嶼 遺伝子の TAA終止コドンと
χJo/遺伝子のATG開始コドンの間は 80 bpで隔てられていた (Fig.4‐ 6)。

ッ颯遺伝子は 1,320 bpか らなるORFから構成されており、439ア ミノ酸残
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基をコー ドしていた。また、ExPASy scⅣer(Gasteirr et al.2003)に よりその翻

訳タンパク質の分子量は 49,264、 等電点は pH 5.06と 推定された。sipalP seⅣ eF

(Nielsen d al.1997)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 しないことが明らかになり、XylAが菌体内酵素であることが確

認された。η引 遺伝子の ATG開始コドンの 8 bp上流には Shinc‐DalttmO配列と

推定される配列 (GGAA)が存在 していた。さらにその上流には、15 bp離れた

TTGATGと Tん響直Tが存在 していた。この配列は大腸菌の RNAポ リメラーゼ

のσサブユニットが認識するプロモーター配列である-35配列 (TTGACA)お

よび-10配列 (TATAAT)と 相同性を示 した (Rosenbett and Cou■ 1979)。 一

方、TA_A終止コドンの 17 bp下流にはρ因子非依存性ターミネーターと推定さ

れる回文配列 (SuJmOtO et d。 1995)が存在 していた。η
"遺
伝子のコドン使用

頻度および構成アミノ酸を Tttle 4‐ 5に示 した。ッ解遺伝子の GC含量は 45.51%

であった。

次に、乃レゎ spe XY‐214株由来 XylAの推定アミノ酸配タリを BLASTに より

相同性検索した。その結果、XylAは 二εοノJ(GenBa汰 霞cession no.AE014075)、

KIcみJJθJFa′″θz″θ″″θ 342 奉未 (CP000964)、  7乃θ″″ο′甲 ″π刀づ′ノ
“
α :MISB8 株

(AE000512)、 3ασ′JJ霞 ルε滋現勧留おDSM 13株 (AE017333)お よび zασゎθθσσ雰

ルθ′お (AF092042)由来の D‐キシロースイソメラーゼとそれぞれ 72、 70、 52、 51

および 46%の同一性を示 した (Tttle 4‐ 6)。 D‐キシロースイソメラーゼは、その

アミノ酸配列に基づいてグループ Iと Ⅱの 2つに分類される(Pttk ttd B威 2004)。

XY‐214株由来 XylAと 高い同一性を示 した酵素はすべてグループⅡに属 してい

たことから、XylAがグループ Hに属する D‐キシロースイソメラーゼであること

が明らかになった。また、xylAはグループ Iに属する SFr甲loησ
`S″
励な滋側需

(GenBank ttcession noo M73789)、 Иε′加学ル″ω解納ο″た暦お (X16042)お よび

И″励rθらαcたr spo B‐ 5‐MG‐1株 (AY937238)由 来の D‐キシロースイソメラーゼと

もそれぞれ 28%、 25%お よび 25%と低い同一性を示 した (Tttle 4‐6)。 XylAと

グループ Ⅱに属する他の Dロキシロースイソメラーゼとの一次構造のアライメン
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卜を Fig。 4‐7に示 した。

先に述べたょぅに xyJ//pBluesc五 ptプラスミドに挿入された 4,242 bpの DNA
断片には、ッ

“

遺伝子の他に 2種類の遺伝子 (ル″ と7JR)が存在 していた。
xy/rと り般遺伝子はり

“

遺伝子の上流に逆向きの転写方向で位置 していた (Fig.

4‐6)。 ッ般遺伝子は不完全であり、3′ 領域が欠如 していたが、その推定アミノ

酸配列の N末端領域 (1-137)は 沼θみ∫ノθJJa′″θ%“θ″滋θ342株 (GenBank accessiOn
no.CP000964)や ル物 ′釘′なKM株 (AALD02000013)出 来のキシロースォ
ペロン転写制御因子とそれぞれ 31および 30%の同一性を示 した。一方、ッ″遺

伝子は 462ア ミノ酸残基をコー ドする 1,389 bpの Ottrから構成 されてお り、翻

訳タンパク質の推定分子量は 50,483と推定された。ッ″ 遺伝子の推定アミノ酸

配 列 は 助

“

物η 疏鱈 需 dcgra力″s2‐40株 由来 の 民オ lmelibiose sympOtter(GenBank

accession■ 0。 cPo00282)と  38%、 二αθrOみαθillus b″ソぉ ATCC 367 1床 由到にの

民ご1導OSide sympo■ er(CP00o416)と 31%の同一性を示した。従つて、xyJRと

ッ″遺伝子もη解遺伝子と同様に D‐キシロースの代謝に関与していることが示

唆された。

Ⅳ‐2‐3.形質転換大腸菌におけるrxyhの発現と精製

ッ溜/pET22bプラスミドによって形質転換された二σθルBL21(DE3)を LB

培地 (800 ml)で培養し、IPTGに よりrxメAの発現を誘導した。その後、菌体
内抽出液をHTrap chel面ng HPカ ラムを用いて精製した。精製酵素は sDS‐PAGE
において単一のバンドとして検出され、その分子量は約 49,000で あり、XylAの

アミノ酸配列から推定された分子量 (49,264)と ほぼ一致した (Fig。 4‐8)。

Ⅳη‐4.rXyIAの酵素学的性質

Ⅳ‐2‐4‐1.pⅡ と温度の影響

rXylAの酵素活性および安定性に及ぼす pHと温度の影響を、D―キシロース

を基質に用いて検討した。その結果、rxylAの 40°Cにおける至適 pHは 7.5であ
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つた。pH 5。 0、 6。 5および 8。0での相対活性はそれぞれ 0、 47および 86%であっ

た (Fig.4‐ 9A)。 また、本酵素を pH 3。0-12。 0の各 pHで 12時間インキュベート

してpH安定性を調べたところ、pH 6.0-11.0の 範囲で 86%以上の相対活J性を示

したが、pH 4。 0以下、pH ll以上では安定性が極端に低下した (Fig.4‐ 9B)。 一

方、rxylAの pH 7.5における至適温度は 60°Cであり、40°Cでの相対活性は約
62%、 70°Cでの相対活性は約 18%であった (Fig.4‐ 10A)。 また、本酵素の熱安

定性を調べたところ、50°Cで 20分問処理した場合、約 97%の相対活性が得られ

たが、60°Cで 20分問処理すると相対活性が約 34%にまで低下した。(Fig.4‐ 10B)。

IV‐ 2‐4‐ 2。 D‐キ シ ロー ス ぉ ょび D‐グル コー ス に対 す る 塩 お よび 塩 籠

rXylAの D"キシロースに対する塩 および 塩 xは、それぞれ 7.93 dⅥ およ

び 14。 3 μmo1/min/mgで あった (Fig。 4‐ 1lA)。 一方、Dログルコースに対する亀

および塩 xは、それぞれ 186。9mMおよび 1.38 μmo1/min/mgであった (Fig。 4‐ HB)。

Ⅳ‐2‐4‐3.XyIAの活性に及ぼす 2価金属イオンの影響

D‐キシロースィソメラーゼは、その活性および安定性にM♂+、 co2+、 または

Mh2+な どの2価金属イオンを必要とする。しかしながら、最も賦活される金属

イオンの種類は酵素によって異なる (Cttell et J.1989)。 そこで、xylAの活性

に及ぼす 2価金属イオンの影響について調べた。その結果、本酵素はM♂+によ

つて最も賦活され、C02+ぉょびMh2+ではM♂+の 59%および 41%の相対活性が得

られた。一方、ca2+、 zn2+、 Fe2+ぉょび cu2+は xylAの賦活化にほぼ関与してい

ないことがゎかった (Tttle 4‐ 7)。 反応液に2価金属イオンが存在しない場合、

XylAは活性を示さなかった。

Ⅳ‐2‐4‐ 4。 ゲルろ過クロマ トグラフィーによるXyhの分子量推定

HiTrap cheltting HPカ ラムにより精製された rxylAの分子量は SDS‐PAGE

では約 49,000と 推定されたが、superdex 200 HR 10ん 0カ ラムを用いて未変性状
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態のXylAの分子量を測定したところ、約 190,000と 推定された (Fig。 4‐ 12)。

また、xylAのアミノ酸配列から推定された分子量は 49,264であった。このこと

から、XylAがホモ 4量体を形成していることが示唆された。

Ⅳ‐3.考察

本章では、β_1,3‐キシランを原料としたエタノール生産技術確立のための基

盤研究として、剛鷺ο spe xY‐214株のゲノム DNA上においてβ_1,3‐キシロシダー

ゼ遺伝子 しノ″ )の上流に位置する D‐キシロースイソメラーゼ遺伝子 sA)の
全長をクローニングし、その翻訳タンパク質の酵素学的性質を検討 した。

D‐キシロースィソメラーゼ (EC 5。 3.le5)は、微生物における D‐キシロース

代謝の第一段階を担 う酵素であり、D‐キシロースの D‐キシルロースヘの可逆的

な異性化反応を触媒する。生成 した D‐キシルロースは、D‐キシルロースキナー

ゼ (EC 2.7。 1.17)の作用によって D‐キシルロース 5‐リン酸に変換されてペン ト

ースリン酸回路に入 り、代謝される。また、D‐キシロースィソメラーゼは、D‐

グルコースの D‐フルク トースヘの異性化反応も触媒することから、Dログルコー

スイソメラーゼとも呼ばれるが、一般的には本酵素の D‐グルコースに対する塩

値は D‐キシロースに対する塩 値よりも高いことが知られている。本酵素は、産

業的には トウモロコシからの高果糖コーンシロップ (HFCS:ngh_Fructose Com

Syrup)の生産に用いられている (Bhosale et al.1996)。 異性化反応を高温条件

で行 うことで、D‐グルコース→D‐フルク トース反応が促進され、高濃度 (50%以

上)の D‐フルク トースを得ることができる (Bhosale et al.1996)。 このため、耐

熱性の D―キシロースィソメラーゼに関する研究が数多く報告されている (Kitaぬ

et al.1989,Brown et al。 1993,Vieillc et al.1995,Liu et al.1996,Chmg etal。 1999)。

しかしながら、これまで 乃みrJθ 属細菌由来 D‐キシロースィソメラーゼに関する

研究報告は見当たらない。

D‐キシロースィソメラーゼは、そのアミノ酸配列に基づいてグループ Iと Ⅱ
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の2つのグループに分類され、グループⅡはグループ Iよ りもN末端領域が 50

残基程度余分に長いという特徴を持つている (Pttk ttd B威 2004)。 グループ I

には 胸 わ4κθS yttθ9ゥ∫σtt S‐41株 (Kikuchi et al。 1990)、 Иσ′J″ηル″釘

“
納θ″Jθ″sお (Lttabeir et d。 1992)、 ИrrL却わαεた″(Vttsmi et al.1993)、 動

`解
zJs

cα麟リカ′J需 お よび 五 励物 υ λJノ需 (Chtt etal.1999)な どに 由 来 す る D‐キ シ ロ
~

スイソメラーゼが属 してお り、グループ Ⅱには 二 σθル (Lawlis et al.1984)、

二αθゎらαθJ〃雰 b′θッお (Bor et al.1992)、 3αθJ″しぼεθcg威撚  (Rasmussen et al。 1994)、

CJos″′″π″励θ″″θsαθC力α
“
Jy′ノcπ
“
(Mcaden et al。 1994)、 Zわ

`r“
θ′Or″θ″ 0′′協″α

(Vicille et ale 1995)、 動
`″“
θα″α
`静
θbασたrJγ″JW/SL‐ YS 489株 (Liu et al.1996)

お よ び 五αθゎεθθσ雰 ルσ′お (Pttk and B威 2004)な ど に 由 来 す る D‐キ シ ロ ~ス イ ソ

メラーゼが属している。 /iFibrJθ sp.XY‐214株由来 XylAは、その推定アミノ酸配

列からグループ Hに属することが明らかとなつた。XylAと他の Dロキシロ~スイ

ソメラーゼの一次構造を比較 したところ、触媒アミノ酸残基やサブユニット構

造形成に関与するアミノ酸残基 (Pttk ttd B威 2004)が XylAにおいても高度に

保存されていることがわかった (Fig.4‐ 7)。

形質転換大腸菌により発現させた rxylAの 40°Cでの至適 pHは 7。5であつ

た (Fig.4‐9A)。 既報の D‐キシロ~スイソメラーゼのほぼすべてが pH 7。 0-9。 5

に至適 pHを もつことから、XylAも その例外ではないことが明らかとなつた。

一方 、二αθゎらαcJ〃郷ら″ッお (Ym2mよa1968)や 刀り″zθα″αCrθわαcたr湯
“
JW/SL‐YS

489株 (Liu ct J.1996)出 来 D‐キシロ~スイソメラーゼは 6.0-7。 0に至適 pHを

もつことが報告されている。D‐キシロ~スイソメラーゼは、その活性および安

定性にM♂
+、
Co2+、 またはⅣh2+な どの2価金属イオンを必要とするが、最も賦

活される金属イオンの種類は酵素によつて異なる (Cttell et al.1989)。 XylAは

M♂十によつて最も賦活された (Tttle 4‐ 7)。 また、EDTA処理により完全に失活

したことから、その活性に 2価金属イオンが不可欠であることが確認できた。

一方、BαθJ〃饗 TX‐3株由来の D‐キシロ~スイソメラーゼは M♂
+で
はなく、Mh2+

で最も賦活されることが報告されている (Kitada∝ al.1989)。
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SDS‐PAGEお よびゲルろ過クロマ トグラフィーによる分子量推定の結果、

rXメAが分子量約 49,264のサブユニットからなるホモ 4量体を形成しているこ

とが示唆された (Fig。 4‐ 12)。 XylAと 同様に力励″οみασた′B3728株 (Henrick et al.

1989)、 C ttθノッ銀ασσttαFθ Jyr″θ解  (Meaden et al.1994)、 刀りθ瑠ヮθ″7αθ″θわ″たノ滋z

JW/SL‐ YS 489株 (Liu ct al。 1996)、 ■″attρθル協κα(Viellle ct al.1995)、 r cald甲たガしぼ

ぉょび r励物 学ヵJ′雰 (Chttg et ale 1999)出来の D‐キシロースィ ソメラーゼも 4

量体を形成 していることが報告 されている。 これに対 し、二 σθル出来の Dョキシ

ロースイ ソメラーゼは 2量体であることが報告 されている (Btt et al.1990)。

これまで、D‐キシロースィソメラーゼの X線結晶構造解析については多数の報

告があり (Carell et al。 1984,Rey et al.1988,Vttsmi et al.1993,Allen et al.1994,

Chttg et al.1999)、 各サブユニットはN末端領域の (β/Oc)8バ レル構造とC末端

領域のループ構造から形成されている。既に構造解析されている Z″
`η
θノ施4α

由来 D‐キシロースイソメラーゼ (Charyen et al.1997)の構造を鋳型にホモロジー

モデリング法 (Pcitsch 1995,Amold et al.2006,Kiefer et al.2009)に よりXylAサ

ブユニットの立体構造を予測したところ、XylAの 439ア ミノ酸残基のうち、2

番目のトレオニン (Thr2)か ら 439番 目のリジン (Lys439)ま での立体構造が

推定された (Fig.4‐ 13)。 配色はN末端を青色、C末端を赤色で示した。N末端

領域 (Thr2‐Asn376)には (βた)8バ レル構造を、C末端領域 (Ser380‐Lys439)に

はループ構造を得ることができた。

Ⅱ章では、陶購θ sp.XY‐214株のゲノムDNA上にβ‐1,3‐キシラン資化関連酵

素遺伝子クラスターが存在することを明らかにした (Fige 2‐ 12)。 本章ではさら

に、η彊遺伝子の上流にη殷やxyJr遺伝子といつた D‐キシロースの代謝に関与

すると思われる遺伝子群が存在していることを明らかにした (Fig。 4‐6)。 η殷

および ッ″ 遺伝子は、それぞれキシロースオペロン転写制御因子および

氏ごl導OSide sympo■ erをコードしていることが相同性検索の結果から推定され

た。このことから、XY‐214株のゲノムDNA上に存在するβ‐1,3‐キシラン資化関

連遺伝子クラスターは、少なくとも8つの遺伝子(xyJR,74ッ″,χJoX,rr/4,α Jrz,
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り覆およびχ亀〆)から構成されており、その長さは 1l kbp以上におよぶことが

明らかとなった。これまで、β‐1,4‐キシランの資化に関与する遺伝子クラスター

の単離については幾つかの報告があるが (Shul〔mi et al。 1999,Erlttdson et ale 2001,

TSttibO et J.2004,Chow et al.2007)、 β‐1,3‐キシランの資化に関与する遺伝子ク

ラスターの単離は、本研究が初めてである。XY‐214株由来β‐1,3‐キシラン資化

関連遺伝子クラスターと既報の遺伝子クラスターの遺伝子構成および配置を比

較した (Fig.4‐ 14)。 その結果、他の多くの細菌では、7r/4遺伝子は D‐キシルロ

ースキナーゼをコードするッ″遺伝子と隣接して 1つのオペロンを形成してい

るのに対し (Hastrup 1988,Lokmtt et al。 1991,Scheler et al。 1991,Song et al.1997,

Erlttdson et al。 2001)、 XY‐214株由来η彊遺伝子の周辺にはxyJB遺伝子が見当

たらないことがわかったcこのことから、本細菌ではη彊 とッ憾遺伝子が別々

に転写されることが明らかとなった。XY‐214株 と同様に ■刀θttθノ加″α由来の

D‐キシルロースキナーゼ遺伝子もまた、ッ″ 遺伝子と隣接していないことが報

告されている (Vicille et d.1995)。 細菌にとつて多糖の代謝には多種類の遺伝

子が不可欠であり、多くの場合、それら遺伝子はゲノムDNA上でクラスターを

形成しているが、もし仮にクラスター内のある 1つの関連遺伝子が欠如した場

合、恐らく細菌はその多糖を代謝する能力を失うと思われる。従つて、これら

細菌がどのようにして遺伝子クラスターを獲得したのか、また、多糖代謝関連

遺伝子クラスターがどのようにして形成されたのかについて、大きな興味が持

たれる。

XY‐214株由来β‐1,鉾キシラン資化関連遺伝子クラスターに関しては、ッJR

遺伝子の下流域やχ為〆 遺伝子の上流域に、さらに関連遺伝子が存在しているこ

とが予想される。従つて、今後は本遺伝子クラスターの全領域を単離し、構成

遺伝子の詳細な機能解析を行うとともに本遺伝子クラスターの転写制御機構の

解明が期待される。
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DNA“ μD were electrophOresed in l.0%agarose gel.A■ er seprated by agarose gel
olectrophoresis,the DNA frattents were transfered to a Hybom_〕

ごmemblalc and
hyb五薇Zed輛thttADNA probe.Lme M12Ⅲ lh虚,並andard markers cMarker 6):
Lane l,ЙttοI‐Ecθ:RI:Lme2,ЙttθI‐NOrII Ltte 3,Й ttοI=ボン″I:Lme4,Й ttθI‐SaJI:Lane 5,
滋 o/‐SPθL Ltte 6,滋οlsαθL Ltte 7,滋 OI功町″dIIL Ltte 8,肋 d_saЛ :Lane 9,
助 d‐む cL Ltte 10,助d現町″dIIL Lme ll,助d_rraRI:Ltte 12,肋 d_N●肛:Lane 13,
″I“dIⅡ .

98



１

・５

２９

お

５７

７．

８５

”

113

Fig。 4‐ 2。 Colony hybridization oftt ra″ transformants carrying瑠餞 /pBluescript

plasmid.二 εθノJ cattying theJρ りИ probe was used as pos批 市e controls。

Positive controls
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■  CGTTTCATAAATA― CAATTTTCGTATCAAAAAACGTAATTGATGGCCAACGTGAAAACATAAAATATACATACCGAAC  80
-35 -10

81  GAGGTCCACTACATTAATCGGAATTTTGGATATCACTCAATTTTTCAAAAACATCAATAAAATCAACTTTCAACGCCCTG  160

SD   M T E F F K N I N K I N F E C A
■61

241

32■

401

481

561

641

721

801

881

961

104■

■■21

■20■

■281

1361

144■

AGTCTACAAACCCACTTCCTTTccGTCACTACGACCCACACAAAATCATTCTGGGTAAGACCATCCCAGACCACCTACCC
E S T N P L A F R H Y D A D K M I L G K S M A E H L R
TTTGCTCCATGTTATTGGCACAACTTCCGCTGGGGCGGTGCCCATATCTTTGGTGATGGTACATTCGAACACGCTTCGTT
F A A C Y W H N F R W G G A D I F G D G T F E H A W L
AAATGCTCCGGATCCAATGGACCAACCACTCATGAAGGCTCACCCGGCATTTGAGTTCTTTACTAAGCTCGGCGTACCTT
N A A D P M E Q A L M K A D A A F E F F T K L G V P
ACTACTGCTTCCACCATACTGACGTTGCGCCTGAAGGCAATTCAATCAAACAGTACATCAACAACTTCCAAACAATGGTT
Y Y C F H D T D V A P E C N S I K E Y I N N F Q T M V
GATGTTCTGGAGCACAAACMGAAGAAACTCGCATCAACCTACTTTGGGGTACTCCAAATCCATTCTCAAACGCTCGTTA
D V L E Q K Q E E T C M K L L W G T A N A F S N A R Y
CATGGCTGGTCCAGGCACAAACCCACATCCAAAA_GTATTTCCTTATGCACCAACTCAAATCTTCAATGCTATGGGTGCAA
M A G A G T N P D P K V F A Y A A T Q I F N A M G A
CGCAACGTTTACGCGGCCAAAACTACGTATTATGGGGTCGTCGTCAACGTTACGAAACATTACTCAATACCCACCTTCGT
T Q R L G G E N Y V L W G G R E G Y E T L L N T D L R
CmGACCGTGACCAATTCCGTCGCTTCATCCAAATGGTTGTTGAACATAACCATAACATTGGCTTTAAACGTTCGATTCT
Q E R E Q L G R L M Q M V V E H K H K I G F K G S I L
TATTCAACCAAAACCTCMGACCCCACTAAGCACCAATACGATTACGACACCGCGACCGTTTACGGCTTCTTCAAGCAGT
I E P K P Q E P T K H Q Y D Y D T A T V Y G F L K Q
TTCGTCTAGAGAACCAGATCAAAGTAAACATTGAAGCAAACCACCCAA£ GCTTCCGGGTCACACCTTCCACCATGAAGTT
F G L E N E I K V N I E A N H A T L A G H S F H H E V
GCAACCGCTACATCACTTCCCTTATTTGGTTCAATCGATCCTAACCGTCGTCACCCACAACTACGTTGGGATACTCACCA
A T A T S L G L F G S I D A N R G D P Q L G W D T D Q
ATTCCCGAACACCGTTGAAGAAAACACGTTAGTTATGTACGAAATCCTAAAACCTGGCGGCTTTACAACAGGTGGCTTCA
F P N S V E E N T L V M Y E I L K A C G F T T G G F
ACTTTCATGCTCGTGTTCGTCGTCCTTCTACACAATTACAACACTTGTTCCACGGTCACATCGGCGGCATGGATACTATG
N F D A R V R R P S T E L E D L F H G H I G G M D T M
GCACTATCCCTAGACCGTCCACCTAACATCATCGAAAATCATGTGCTGTCTAAAAACATCCCTGACCGTTACGCAGGTTG
A L S L E R A A N M I E N D V L S K N I A E R Y A G W
GAATCATCACCTACGTCAGAACATCCTAAAAGGTCACCTTTCTCTTCCTGGTCTACCGGCGTTTACTCAACACACGAACA
N D D L G Q K I L K G D L S L A C L A A F T E E T N
TCAACCCAGTTAAAGAATCTGGTCGTCAACAATACTTAGAGAACGTTGTAAATGGCTTCATCTACAAGTAAGTGATGATG
I N P V K E S G R Q E Y L E N V V N G F I Y K★
TCTTGAACAAACCCCAAGTATACTAATTCATATACTTASCCTTTTTTATTACCCTACCGTCTGGAAAAATTATCACAACT

240

320

400

480

560

640

720

800

880

960

■040

■■20

■200

■280

■360

■440

■520

Stem and loop

Fig.4‐3.The nucleotide and deduced anlino acid sequence of theギ ァι4gene from

励 月b spo strain XY毛 14. The pu裳■市e promoter(-35 1狙 d… 10 regions), a
Shine‐Dalg〔Hlo sequence(SD),and pOtential terminadon si31als tte indicated undtt the

nucleo伍de sequence.The Iソん4 gene consisted of l,320‐ bp nucleotides encoding a

protein of439田 lino“ ids宙th a predicted molecultt weight of49,264.
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1601  TAGTGG,GCATTTTTCAATGAATACTTCCAA  1631 Stem and loop

Fig.4‐ 4。 The nucleotide and deduced anlino acid sequence of theギ
ッ″
j「 gene from

閉bJ牝ン sp. strain XYm214. The putative promOter(-35〔 nd… 10 regions), a
Shine‐DalgttO sequence(SD),銀 d pOten饉 al teminat10n sittds tte indicated undtt the

nucleodde sequence.The Iノir gene consisted of l,389‐ bp nucleotidOs encottng a
protein of462翻 ino ttids with a predicted molecultt weight of50,483.

I ttI藍

===  xI=|=‖
xI=I=II 10

SD          M N D I K L S I R
161  AAAAAGTCCCCTACCGATTACGCCATACCGCCTGTAACTTTGTGTCGCAAACCGTCATCCTCTTTTTAGCTTATTTCTAT  240
E K V A Y G L G D T G C N F V W Q T v M L F L A Y F Y

24■  ACTCATATTTATCGTTTATCcccTCCcCATATGGGCACAATGTTCTTACTTGTTCCATTTATTCATCCGGTTACTCACCC  320
T D I Y G L s P A H M G T M F L L V R F I D A V T D P

321  AATAATGGGCTCTATCGTTcATAGAACCAAATCTAAACACGGTCGTTACCCCCCATATCTCcTTTGGATCGCTATTCcGT  400
1 M G S I v D R T K S K H G R Y R P Y L L W I A I P

40■  TTGGCCCTCCGTGTATGTTTGCTTTcTATACACCTGACCTACGGCCAATAGGGAAAATCCCTTACGCATATCCGTCATAT  480
F G A A C M F A F Y T P D L C P I G K I A Y A Y A S Y

481  ATCTTcTTAACGCTTATGTACACGCCCATTAACGTTCCTTACTGTGCAATGGCGAATCccATCACTAACTCCTCTAAACA  560
1 F L T L M Y T A I N V P Y C A M A N A M T N C s K E

561  GCGCACATCATTACAATCGTACCGTTTTGCACTAACCACGCCTCGTGGTTTAGTCGTACCTATGGTTCCTTTGCCGTTGG  640
R T s L Q s Y R F A L S T A G G L V v A M v A L P L

641  TTGATGTTATTGGTCAAGGTCACGTCCAAAAAGGTTACGTTCCCccGATGGCTATCATGGGCGTGGGTCCCATTATCTTG  720
V D V I G Q G D V Q K G Y V G A M A I M G V G A I I L

721  TTcTTTGTTACCTTcccAAATACTAAACACCGTTCCGTACCTCAACAAGAGATTAACCAGTCCGTATGGAAACACTTAAA  800
F F V s F A N T K E R C V P E E E I K Q s v w K D L K

80■   GCTTCTCATCCA― cAACCAATGGCGTGTGTTGTTCATTGTTAACGTGATTTTcCTAACAGGTATCGTACTAAAAGGCG  880
L L M Q N N Q w R V L F I V N V I L L T c l v L K G

88■  cGTCGACAATGTACTACGTGAACACAGTAATGGGGCGTCCCCACTTACCAACGATCTTTATCGTGTCCcGTATGTTCCCA  960
A S T M Y Y V N T v M G R A D L A T I F M v s G M L A

961  AACATTGTGGGTCCAATACGTTCTGCTCCACTTCTAGGTAACTACGATAAACCTAACGTATACCCCGTGTTCATTGTCGT  
■040N I V G A I c s A P L L G N Y D K P K V Y R V L I V v

■04■   TTcTGGCTTCTTATCTccACTTcTTTACCTGGTTGATCCAACCAATATCTACATGGTGTTTCCGTTAGTCATTTTACTTG  
■120S G F L S A L L Y L V D P T N I Y M V F A L V I L L

■■21  GTGTTATTCAAATGAGTACGACTCCAATTCTTTCCACCATCATGTCACATGTGGTGGATTACGACAAAACACGCAGTAAT  
■200G Vェ Q M s T T P I L W s M M s D V V D Y E K T R S N

1201  cGTTCACTGAGTGCCATCGTGTTCTcAACCAACTTATTCCCAATCAAATTCGGCATCGCGATTCGTGGTGCGTCAGTACG  1280
R S L S G M v F S T N L F A I K L G I A I G G A S V G

1281  TTGGATTTTGGCCGCATCCGGTTACGTGGGCGGTGCACACGTTCAGACGGCTCAACCGGTGACTCCTATCAACCTACTAI「
  ■360W I L A A S G Y V G G A E V Q T A E A V T A I N L L

136■  ATACGGTTATTCCACGTGTCATTTTTGCTTCTCTACCCGTCTTCATCCCTTTcTACCACTTACATAACCAGAAGCTTCAT  1440
Y T V I P G V I F A S L A V F M A F Y H L D N Q K L D

■44■  CAAATCAAACCACTTCTTGCTTTGGATTCGAAACACAACCCTGAACGTAACCCTGTGGCACATAATGCTCAATTAGCCTA  1520
Q I K A L L A L D S K E N A E R K P v A H N A E L G★

152■  AATGCTACCTAGCACATGTCTACCTTGATCACTAATTCATTGTTAACCAACCAATGATGAGTATCTAATCCCTCACTCGA  
■600
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1. AATTCATTGEEISSgAAGCAATGATGAGTE,WGCCTCACTCGATAGTGGGGCA,TTTTTGAATGAATACTTCCAAAT

-3at -1081 TAGAGTATCAACTTSI44ACTcT.ATTGTTAciAcTTcATAGTATGATTTATTAccAcccccAAATATTGAAGGGTATTA

SDMIYYDRQIIKGI
I6! AGGCCAAACTGGATGAAACGAACCTCAATGTGCAGCTTCATTTAGA,GTGCTCTTCAAACCTAGATTACATTCTTTCAAGG

KAK T, D E T N L N VE I, H T, E C S S N I D Y I T S R24T TCGIGGGATTACGTTATAGCTGATTATGACAAGCCTAACATCAACCATATTGTAGATAGCTTAI,CGGCTAAAACCGTGGT
S WD YV IAD Y D K P N I N II I VD S I S AKT VV327 CTTTAGTAATCATCAACTCACTTCATTTCCGTCACACGTGTCGTCGA,TAGTGCTCGACAACCGAGGTTTGGCTCAAACGG

F S NH Q f, T S F P S HVS S r VI D N RGI.AQ T4 O1 CTTTGCAAGGICTCAAAAAAGCCGGATTTAGTCGAGTGGCGTATTACTCTAATCAGCAAGATAGTGTGTCTCCTTGGAGT
AL Q GIJ KKAG F S RVAYY S N OA D S VS PWS

4 8 1 AAAGAGCGCCATATTGGCTTTAAGCATAGCGCGTCATCTTTCGGGTTAGAATTC

KERHIGEKHSASSFGI,EF

80

160

240

320

400

480

534

Fig.4‐5.The nucleotide and deduced anlino acid sequence of theギ
ッカR gene from

励 月b sp. strain XY‐ 214. The pu性■市e promoter(-35 and -10 reJonS), a
Shine‐DalgttO sequence(SD),and potendal telillinauon sig■ls tte indicated undbr the
nucleodde sequenceo The 3′ region ofthe xyJR gene is incOmplete.
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pXyIA pXloA
pTxyA

χM g鍬l Jr/4 響 由PAりJR η Jr

10   11。 l kb

Fig。 4‐ 6。 0)rganLation ofthe β‐1,3‐xylan utilization gene cluster in ttbrib sp.strain

XY‐ 214。 The sequence oftheッ般鑢dχ亀〆 genc are incomplete.Hairpin like marks

indictte putttive transcripdon tellllinators.pXylA,pXloA,and PTxyA arethe DNA

fra〔昇lents obtained in the clo五 ng process of」ッ解,χ′θИ,霞ld ttAgenes,respectively.

TheッIRgene encodes a puttt市 e xylose operon transcriptional re騨 1誠ori xyJrencOdes
aNさ■、 loside symporteri」 ッ溜 encodes a D‐ xy10se isomerase;χ ′

“

encodes a

βⅢl,3‐xylosidasel yノ encodes a puttt市 e galactoside ttetyltransfemst α′雇 enco“sa

aldchyde reductasQ加ノ enCodes a β‐1,3‐xylanasQ χ亀〆 encOdes a put轟 ve

β‐1,3‐xylan‐binding protein.

103



Table 4-5. Codon usage of the xylA gene

Codon Number
of codon

codon Number
of codon

codon Number
of codon

codon iiTH;
TTT― Phe  ■3 (  2。 95)
TTC― phe  ■5 (  3。 4■ )
TTA― Lcu   8 (  ■.82)

TTC―■eu   4 (  0。 9■)

CTT―Leu   8 (  ■.82)

CК―n  3 ( 0.68)
CTA―Lcu  ■0 (  2.27)

CコG―Leu   3 (  0.68)

ATT―工■e   5 (  ■。■4)

ATC―■■e  ■5 (  3.4■ )
Attn― ェ■e   o (  0。 00)

ATC―MET  ■5 (  3.4■ )
GTTttVa■  ■2( 2。 73)
G鷲―Va■   O( oooO)
GTA―Va■   5 ( ■。■4)
G驚―Va■   ■ ( o。 23)

TCT― Ser   5 (  ■。■4)

TCC― ser   O `  0。 00)

TCA― Ser   4 (  0。 9■ )

TCC― Ser   2 (  0。 45)

CCT― pro   4 (  0。 9■ )

CCC―pro   O (  0.00)

CCA― pro   7 (  ■.59)
CCC―pro   2 (  0。 45)

ACT― Thr  ■0 (  2。 27)

ACC― Thr   4 (  0。 9■ )
ACA― Thr   9 (  2。 05)

ACC― Thr   4 (  0.9■ )

GCT―A■a  ■7 (  3。 86)

CCC― A■a  ■ (  0。 23)
CCA― A■a ■7 (  3.86)
CCC―A■a  7 (  ■.59)

TAT―
=yr   2 (  0.45)

TAC― ■yr  ■4 (  3.■ 8)
mA―■・ ■   ■ (  o。 23)

mG―■■■   0 (  0。 00)

CAT― His   3 (  0。 68)

CAC― His  ■■ (  2。 50)

CAA― G■n ■3( 2.95)
mG― G■n  3 ( 0。 68)
AAT―Asn  9 ( 2。 05)
AAC―Asn 2■ ( 4.77)
AAA―Lys  ■3 (  2。 95)

AAG“Lys  ■0 (  2.27)

餞 T―Asp  ■3 (  2.95)

∝ …A/sp ■■ (  2.50)

mA― C■u 22 (  5。 00)

∝ ―G■u ■5( 3。 4■ )

口GT― cys   ■ (  0.23)
コec―cys  ■ (  o。 23)
轡GA― ■■■   0 (  0.00)

“

T_  7 (  ■.59)
CGT-3rg ■3 (  2.95)
臨 ―Arg  3( 0。 68)
cm-3rg  O (  0。 00)

“

Arg  O (  0000)

AGT― Ser   O (  oooO)

ACC― Ser   3 (  0。 68)

ACA―Arg  o (  o。 00)

ACC―Arg  O (  0。 00)

GGT― G■y  24 (  5。 45)

●CC― G■y  ■7 (  3.86)

●CA― GЩy   o (  o。 00)

― ―G■y   o (  o。 00)



Table 4-6. rdentities of the xyrA with other D-xylose isomerases

Organisms Group Accession no. Identities (%)

麗L cθ″

KIcbstellcP“ α ttr“ 1た
`342

動 cttθFaga溜厖r勘レ観MSB8

助 ε励なsルλ
“
ル励 DSM 13

二αcFaωcc“s ttctis

Str彎″町 ces出み亀ル as“S

/c鷲孔
`rJa“

(郷

“
閣Л「θ

“

rJι

“

sr

∠rrbrabαcrF sP.B‐ 5‐MG‐ 1

Ⅱ

Ⅱ

Ⅱ

Ⅱ

Ⅱ

Ｉ

Ｉ

Ｉ

AE014075

CP000964

AE000512

AE017333

AF092042

M73789

X16042

AY937238

72

70

52

51

46

28

25

25
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錦

鸞
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錦

舞

鶉
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FD
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E.o.=
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T.m.=
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E.c.:
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L.1.:

鞠 J

■80
■82
■02
■82
■ag
■参2

272
2■ 4

274
274
2■ 4

274

364
366
34感

366
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お落
`

448
4 4CI

書40

439
444
439

澤篇L露 自FY■MA▼理YAR
OLGRFMcMザ vEHKH
職O=奪 RFMQttvサ壼HKH
働HEAKFPHLAFDVAK
‖LARFI・RttAVヨYAR
R=馘QttVVttHRH

FKeT
ロエ

Fig' 4-7. Sequence alignment of the amino acid sequences of several n-xylose
isomerases. From top to bottom: Bacillus tichenifurmts DSM 13 (8.1.); E. coli(E.c);
Klebsiella pneumoniae 3a2 G.p.); Lactococcus lactis (L.1.); Thermotoga maritima
MSBS (T.m.) vibrio sp. strain xY-214 (v.s.). Conserved amino acid residues are
highlighted' The conserved active-site residues and residues mediating subunit
interactions are indicated by closed and open circles, respectively.

106



M XylA
(kDa)

66

45

Fig.4‐8.SDS‐PAGE ofthe puri■ed rXyh生 .Lane M,molecular wel山 mtthrs.
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Fig. 4-9. pH-activity cur"ve (A) and pH,stability curve (B) of the purified rXylA.
The effects of pH on the activity and stability of rXylA were examined at various pHs
(3.0-12.0) in Britton and Robinson's universal buffer (40 mM phosphoric acid, 40 mM
boric acid and 40 mM acetic acid). The pH-activities were assayed under the conditions
described for the standard method. For the pH-stability measurements, the enzymes
were preincubated at various pHs at 4oC for 12h, andthe residual activitv was then
measured using the standard method.
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Fig。 4‐ 10。 Temperature‐act市ity cuⅣe体)and temperature‐ stability curve(B)Of

the puritted rXylA.The effects oftemperature on the atti宙ty ofrXylA were

detelillined for a range between O° C to 80° Ce With the exception oftemperature,the

assay conditions were the same as those desc五 bed forthe stattd rnethod.For the

tempertt「 e‐stttility measurements,the enzpes were preincubated tt various

temperatures tt pH 7.5 for 20 min,and the resittlal"tivity was mettured using the

sttlkttrd inethod.
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Fig.4-11. Lineweaver-Burk plot for the purified rXytA with D-xylose (A) and
rl-glucose (B)' To determine the kinetic pararneters, enzyme assays were performed in
50 mM sodium phosphate buffer (pH 7.s) containing 5 mMMgso* and 1-64 mM
o-xylose (25-300 mM for o-glucose). The reaction mixtures were incubated for l0 min
at40oC, and then reactions were stopped by cooling the tubes in ice. The o-xylulose
and n-fructose formed were quantified by cysteine-carbazole-sulfuric acid method, and
the absorbance at 540 nm and 560 nm were measured, respectively. The apparent K_
(mM) and v-*,(pmovmin/mg) were calculated from Lineweaver-Burk plots.
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I:」 1ヽ:1lFュ 1111lli°
n requirement

と:II';F]n     Relatiそぅな;ctiVity
None

MgS°4
C°C12

MhC12

FeS04

CuS°4

ZnS°4

CaC12

0

100
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41

15

3

1
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a rXy[A (h[W 190,000)

t lu
B

D

4.2 4.4

Kav

0.6 0,8

Fig. 4-12. Estimation of the molecular weight of rXyla by a superdex 2fi) HR
10130 column (GE Healthcare). For the detennination of nativemolecular mass,
rXylA were applied to a Superdex 200 HR 10/30 column equilibrated with S0 mM
sodium phosphate buffer (pH 7.5) containing 0.15 M NaCl. Molecular mass standards
included ferritin(A, Mw 440,000), aldolase @, MW 15g,000), ovalbumin (c, Mw
43,000), and chymotrypsinogen A (D, MW 25,000).
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Fig。 4‐13.Predicted E■ Odel of monomeric XyIA from ttbrio sp.strain XY‐ 214.The
threecdilnensional structure ofa mo■ ome五 c XylA was predicted by SWISS_MODEL

with the D― xy10se isomerase of r″θ
`Pθ
ル協″α as a template.The peptide chain is

denoted in bluc(N‐ tellllinal)tlo red(c‐teminal).
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Vibrto sp. strain Xy-214

Lactococeus lactis ssp. lactis

Lactobq,cillus pentosus 
-rf>rylP

Staphylococcus rylosus

』Lttdここ滉s躍あ層洟爾b

二 ca″ K‐ 12

{ <{h 

-+> 

-f> 

-+'--.|r 
{- <-r-

xylR xyIT xyW xloA gatA abA wA xbpA

<{tE 
-rr.)> 

-.N> 
-}, 

r r}

ryIR xyW rylB ryIM rynT rynB

-f> -f> -f> 

15.t>

xylQ xylR xyL4 xylB

--+>-r|> -r{>xyIR xyW xylB

+ 

-{> 

<{- 

-r{>rynC rynB xylR ryL4 xylB

'<i--<{t-<- <- 

-f>ryIR xyIH xylc xytF xyIA xytP

Fig' 4-14' Organization of the rFxylose utilization gene cluster in various bacteria.
The rylR gene encodes a regulatory protein; xloA encodes a p-1,3-xyl osidase; gatA
encodes a putative galactoside acetyltransferase; alrA encodes an aldehyde reductase;
txyA encodes a B-1,3-xylanase; xbpA errccdres a putative p-1,3-xylan-binding protein;
xylA encodes a D-xylose isomeras e; rylB encodes a o-xylulose kinase; rylM encodes a
mutarotase; xynT encodes a putative xylo.oligomer transporter; xynB encodes a
B-1,4-xylosidase; xylT encodes a D-xylose symporter; rylP encodes an isoprimeverose
symport'er; tylQ encodes an a-xylosidase; rcync encodes a membrane-bound protein;
xylF encodes a D-xylose-binding protein; rylG encodes an ATp-binidng protein; and
xylH encodes a membrane transporter (ABC-type o-xylose transport).
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第 Vtt β‐1,3‐キシランからのエタノール生産

β‐1,3‐キシランからエタノールを生産するためには、まずβ‐1,3‐キシラナー

ゼ (TxyA)と β‐1,3‐キシロシダーゼ (xloA)を用いて本多糖を単糖である D‐キ

シロースにまで糖化する必要がある。さらに生成した D‐キシロースに D"キシロ

ースイソメラーゼ (xylA)を作用させてエタノール発酵の炭素源となる D―キシ

ルロースに変換しなければならない。これまでの研究で、海洋細菌 閣購θ sp.

XY‐214株からTxyA、 X10Aお よび XylAをコードする3種類の酵素遺伝子がク

ローニングされ、その翻訳タンパク質の機能解析が行われた。本章では、実際

にこれら3種類の酵素を用いてβ‐1,3‐キシランからD‐キシルロースを生成し、こ

れを酵母に発酵させることでエタノール生成を試みた。

V‐1.実験材料および実験方法

V‐ 1‐1.試薬

・β‐1,3‐キシラン

II‐ 1‐2に示 した方法で調製 した。

・D“キシルロース (si〔押 a)

・D‐キシロース (wako)

・エタノール (Wako)

・ホウ酸ナ トリウム (wょ0)

・アセ トニ トリル (Kanto chemical Co。 ,Inc。 ,Tokyo,Jarpan)

他の試薬は、特にことわらない限りWako Pure Chemical lndustries(Osaka,Japan)

のものを使用した。

V‐ 1‐2.使用した菌株および培地

エタノール発酵には酵母 助θttαrazJ/εθS CθrινおたθN〕RC 0249株 (NI霊
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BloloJcal Resource Center,CHba,Japm)を 使用した。酵母はYM斜面培地 (1。0%

グルコース,0.5%ペプトン,0。3%酵母エキス,0。3%麦芽エキス,1.5%アガロー

ス)で lヶ 月ごとに継代培養し、4°Cで保存した。また同時に、保存菌を 5 ml

のYM液体培地に接種し、30°Cで 30時間培養後、グリセロール (終濃度 20%)

を添加してよく撹拌し、-80°Cで凍結保存した。

V‐ 1‐3.β‐193-キシラン糖化酵素および D"キシロース異性化酵素の調製

剛孵θ sp.XY-214株 出来の 3種類の酵素遺伝子 (rxy/4、 χノ

“

およびり″)を

形質転換大腸菌に発現させた後、得られた組換え酵素 (rTxyA、 rXloAお よび

rXylA)を精製してβ‐1,3‐キシランからの D‐キシルロース生成に使用した。rxloA

および rXylAの発現および精製は、それぞれⅡ‐1‐9および IV‐ 1‐6に示した方法

で行つた。rTxyAの発現および精製は、Arakiらの方法 (Atti et al.2000)で行

つた。各酵素の至適 pHおよび至適温度を Tttle 5‐ 1にまとめた。

Table 5-1. Properties of TxyA, XloA, ffid XylA

Enzymes

躍熙8  °電避llm
TxyA
XloA

XylA

40

35

60

7.5

7。0

7.5

V‐ 1‐4。 β‐1,3‐キシランの糖化

rTxyAと rXloAを用いてβ‐1,3‐キシランを糖化した。すなわち、1。 0%β‐1,3‐

キシランを含む 50 mMリ ン酸ナトリウム緩衝液 (pH 7。 5)の 150 μlを 1.5 ml容

エッペンドルフチューブに入れ、これに 10U/mlの rTxyA溶液および 0.6U/ml

のrXloA溶液をそれぞれ 75 μl加えて 37°Cで 12時間反応させた(全量 300 μl)。

次に、反応液を5分間煮沸することで反応を停止した後、これを遠心分離 (14,000

&2 min)して得られた上澄み液に含まれる還元糖量を SomOgyi‐Nelson法
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(Somogyi 1952)に より測定した。また、糖化により生成した反応分解産物を

TLCに より分析した。展開プレー トには silica r1 60 plasdc sheet(Merck)を 用

いた。展開溶媒の組成は″"ブタノール:酢酸:水 =10:5:1(v用 で行つた。プレー

ト上の糖の検出にはジフェニルアミンーアニリンーリン酸試薬 (Bdey ttd BOume

1960)を使用し、同試薬を噴霧した後、プレートを 90°cで 10分間加熱した。

V‐ 1‐5.D‐キシロースの D‐キシルロースヘの異性化

β‐1,3‐キシランの糖化により生成した D‐キシロースに、D‐キシロースィソメ

ラーゼを作用させて D‐キシルロースに変換した。しかしながら、D‐キシロース

イソメラーゼによる異性化反応は可逆的であり、一般的に D‐キシロース :D‐キ

シルロースが 8020で平衡状態に達してしまう (chandrakant and Bisaria 2000)。

しかし、反応液にホウ酸ナトリウムを添力目することで、D‐キシロース→D‐キシル

ロース変換効率を高めることができる (Hsi"et al。 1982)。 すなわち、ホゥ酸イ

オンは pH 7.5付近では D‐キシルロースと強く結合し、ホゥ酸イオンーD"キシルロ

ース複合体を形成する。これにより遊離 D‐キシルロース濃度が減少するため、

D‐キシロースィソメラーゼによる D‐キシロース→D‐キシルロース変換反応が促

進され、反応液中にホウ酸イオンーD“キシルロース複合体が蓄積される。このホ

ウ酸イオンと D‐キシルロースとの結合は pHに依存しているため、pHを 5。0付

近にまで低下させると複合体は解離し、D‐キシルロースを遊離させることがで

きる。このことから、本実験では異性化反応における D‐キシルロース生成効率

を高めるために、反応液にホウ酸ナトリウムを添力目することにした。

反応液は 1.5 ml容エッペンドルフチューブに50 mMリ ン酸ナ トリウム緩衝

液 (pH 7。 5)、 1。5%D‐キシロース、lo mM MgS04、 4mMホ ウ酸ナトリウムお
よび 0.25 U rXylAを 含むように調製した (全量 l ml)。 反応は 40°Cで 2時間行
つた。次いで、反応液を 2分間煮沸することで反応を停止し、これを遠心分離

(14,000 3 2 min)して得られた上澄み液に含まれる D―キシロースぉょび D‐キシ

ルロースを高速液体クロマ トグラフィー (HPLC)に より分析した。ただし、分
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析前に上澄み液の pHを lM酢 酸により 5.0に調整 し、o.2 μmフ ィルター
(Advantec)でろ過 した。糖の検出には示差屈折率 (RI)検出器 (ShOdex RI‐ 7乳

Shぃ唸 Denko,TOkyo,Japan)を 使用 し、カラムには shO“x Asahipak NEP‐504E

カラム (4.6 mmi.de× 250 mm:ShOwa Denko)を 用いた (ヵ ラム温度 :40°C)。

移動相にはアセ トニ トリルー水 (7525,v/v)を使用 し、流速は 1。 o m1/minと した。

また、試料添加量は 30 μlと した。標準物質 (D‐キシロースぉょび D‐キシルロー

ス)のクロマ トグラムを Fig.5‐ 1に示 した。

V‐ 1‐6.D‐キシルロースを炭素源としたェタノール発酵

異性化反応により生成した D‐キシルロースをエバポレーターにより濃縮し、

これを酵母 S cθ″ッぉブ滋 N3RC 0249株に与えてェタノール発酵させた。まず初め

に、S cθ′θッぉ滋 NBRC 0249株 の保存株 (YM斜面培地)の一白金耳を 5 mlの
YPD培地 (1。0%酵母エキス,2。0%ペプトン,2。0%グルコース)に接種して 30°C
で 16時間培養した (種培養)。 次に、この種培養液の l mlを 500 ml容坂ロフ

ラスコに入れた 200 mlの YPD培地に接種し、30°Cで 48時間振とう培養 (160
rpm)した (本培養)。 この種培養から本培養までの操作を同時に6回行い、合

計 1,200 mlの培養液を得た。その後、培養液を遠心分離 (4,000g,15 min)し て

菌体を回収し、これにオー トクレーブ滅菌したMlllQ水を適量力目えて懸濁させ、

さらに遠心分離 (4,000 gp 15 min)した。次いで、上澄み液を捨て、再度オー ト

クレーブ滅菌した MilllQ水 を適量力日えて懸濁し、遠心分離 (4,000&15 maす

ることで菌体を洗浄した。洗浄した菌体に、オー トクレーブ滅菌した発酵用培

地 (Tttle 5‐2)を適量力目えて懸濁させた後、この懸濁液の l mlを、あらかじめ

30 ml容三角フラスコに調製した3。0%D‐キシルロースを含む 10 ml発酵用培地に

添加した。この時、培養液の 6001mにおける吸光度が 15と なるように酵母濃
度を調整した。D‐キシルロースは、オートクレーブ滅菌後の発酵用培地に 0,2 μm
フィルター (Advtttec)でろ過滅菌して加えた。その後、三角フラスコにシリコ

栓をしてアルミホイルを被せた。
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エタノール発酵は 30°Cで 48時間、穏やかに振とう (130 rpm)し ながら行

つた。発酵終了後、培養液を遠心分離 (14,000g,2 min)し て得られた上澄み液

に含まれるエタノールを HPLCにより分析した。ただし、分析前に上澄み液を

0。2 μmフ ィルター (Advantec)で ろ過した。エタノールの検出には H検 出器

(Shodex RI‐72:ShOwa Denko)を使用し、カラムには Develosil IPAQWOUS

C30‐UG‐5カ ラム (4.6 mm iede× 250-;Nomwa Chemical CO。 ,Ltd.,Aichi,Japan)

を用いた (カ ラム温度 ;40°C)。 移動相にはMilliQ水 を使用し、流速は 1,O m1/min

とした。試料添力日量は 30 μlと した。標準物質 (エタノール、メタノールおよび

2‐プロパノール)のクロマ トグラムを Fig。 5‐2に示した。

Table 5-2. Composition of the fermentation medium

Yeast extract

Peptone

KH2P° 4
MgS°

4口
7H2°

pH 5。 0

V‐2。 実験結果

V‐2‐1.β‐1,3‐キシランの糖化

β‐1,3‐キシランの酵素糖化による還元糖生成の経時変化を Fig.5‐3Aに示し

た。β…1,3‐キシランにrTxyAを単独で作用させるよりも、rTxyAと rXloAを 同時

に作用させることで効率的に還元糖を生成することができた。反応 12時間後に

は、5。Og/1のβ_1,3‐キシランからrTxyA単独では 1.39g/1、 rTxメ とrX10Aを 同時

に作用させた場合は 2。623r/1の還元糖が生成した。さらに、TLCに より反応 12

時間後の加水分解産物を分析した結果、β‐1,3‐キシランにrTxyAを単独で作用さ

せた場合、主にβ「1,3‐キシロビオースが生成され、わずかながらDEキシロ
~ス と

β‐1,3‐キシロトリオースの生成が確認された。一方、rTxyAと rXloAを同時に作

用させた場合、D‐キシロースが最終分解産物として生成していることが明らか

0。5%
0.5%
0。5%
0.2%
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& /r 2k (Fig. 5-38) o

V‐2‐2.D‐キシロースの D‐キシルロースヘの異性化

Sc`″θッな滋 は D‐キシロースを炭素源としてエタノール発酵できないが、そ

の異性体である D―キシルロースであれば可能なので、β_1,3-キシランの糖化によ

つて生成 した D‐キシロースに rXylAを作用させて D‐キシルロースに変換 した。

異性化反応による D‐キシルロース生成の経時変化を Fig.5-4に示 した。上述した

ように、D‐キシロースィソメラーゼによる異性化反応は可逆的であり、D―キシロ

~ス
:D‐キシルロースがおよそ 8020で平衡状態に達してしまう(chttdrょ ant ttd

Bisaria 2000)。 これと一致して、反応液にホウ酸ナ トリウムを力日えない場合、

rXylAの D―キシロース→D‐キシルロース変換効率は約 15%で平衡状態に達した。

一方、反応液に 4 mMホ ウ酸ナ トリウムを添力日することにより、変換効率を約

40%にまで高めることができた。ただし、反応液に 4mM以 上のホウ酸ナ トリウ
ムを添力日した場合、反応液の pHを 5。 0に下げてもホウ酸イオンと D‐キシルロー

スの複合体が解離しにくくなる傾向がみられた。

V‐2‐3.D‐キシルロースを炭素源 としたエタノール発酵

β‐1,3‐キシランに 3種類の酵素を作用させて調製 した D‐キシルロースを、S

cθrθνおノαθ NBRC 0249株 に与えてエタノール発酵させた。Fige 5‐5に D‐キシルロ

ースの発酵によるエタノール生成の経時変化を示 した。発酵開始後、培養液中

のエタノール濃度が徐々に増加 し、発酵 30時間後にはプラ トーに達した。発酵

48時間後には約 4。7g/1(エ タノールの比重 ;0。 789帥直)のエタノールの生成が

確認できた。一方、D‐キシルロースの代わりに D‐キシロースを炭素源 とした場

合、エタノール生成は確認できなかった。
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V‐3.考察

本章では、乃みrノθ sp.XY‐214株から単離された 3種類の酵素 (TxyA、 測OA

および XylA)の応用研究として、海藻特有の多糖であるβ‐1,3‐キシランからの

エタノール生成を試みた。地中海沿岸域において異常繁殖し、漁業や生態系に

大きな被害をもたらしている変異型緑藻イチイヅタ (c歓ル肋)の主要細胞壁
成分は、β‐1,3‐キシランである (Hki et al。 1960)。 従って、本多糖を原料とした

エタノール生産技術を確立することは、変異型イチイヅタの有効利用に貢献す

るものと思われる。先に述べたように、β_1,3‐キシランからエタノールを生産す

るためには、「β_1,3‐キシランの糖化」、「D‐キシロースの異性化」および「D‐

キシルロースからのエタノール発酵」の 3つの工程が必要である。本研究では、

これら3つの工程をそれぞれ独立させて行った。

β‐1,3‐キシランの糖化では、rTxyAを単独で作用させるよりも、rTxyAと

rXloAを 同時に作用させることで効率的に D‐キシロースを生成することができ

た (Fig.5‐3)。 反応 12時間後には、5。 Og/1のβ_1,3‐キシランから2.62g/1の D‐

キシロースに相当する還元糖が得られた。しかし、反応液の底にはβ‐1,3‐キシラ

ンの沈殿がわずかに残存しており、糖化が未だ不十分であることを示していた。

また、還元糖は主に反応開始後 3時間に生成され、それ以降の生成量はわずか

なものであった。このことから、反応が進行するにつれて rTxyAと rXloAが熱

により失活していることが示唆された。今後は、耐熱性を有する TxyAおよび

XloAの開発が必要である。

D‐キシロースィソメラーゼによる D‐キシロースの異性化反応は、一般的に

D‐キシロース :D‐キシルロースが 8020で平衡状態に達してしまう (chandrょant

and Bistta 2000)。 このことは、糖化によって生成した D“キシロースのおよそ

20%がエタノール発酵の炭素源となることを意味している。IV‐3で述べたよう
に、異性化反応を高温で行うことで、D‐キシルロース生成効率を高めることが

できる (Bhosale ct al.1996)。 しかしながら、閣騎θ spe XY-214株 由来のXylA

は熱安定性が低く、60°Cで 20分問処理すると相対活性が約 34%にまで低下して
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しまう (Fig.4‐ 10B)。 このため、本実験では異性化反応を 40°Cで行つた。D‐

キシルロース生成効率を高めるためのもう1つの手段として、反応液にホウ酸

ナトリウムを添力目する方法がある (Hsiao et al、 1982)。 v_1_5で述べたように、

ホウ酸イオンは pH 7.5付近では D‐キシルロースと強く結合し、ホウ酸イオンーD‐

キシルロース複合体を形成する。これにより D‐キシロース→D‐キシルロース変

換反応が促進され、ホゥ酸イオンーD‐キシルロース複合体が蓄積される。複合体

形成は pH依存的であり、酸性条件では解離するため、煮沸による反応停止後、

pHを 5。0付近にまで低下させると複合体は解離し、多量の D‐キシルロースを得

ることができる。そこで、本実験では異性化反応の際、反応液にホウ酸ナ トリ

ウムを添加することにした。その結果、反応液にホウ酸ナ トリウムを加えない

場合、D‐キシルロース生成効率は約 15%に留まったが、4mMホ ウ酸ナトリウム

を添力目することで約 40%にまで高めることができた (Fig.5‐ 4)。

異性化反応により生成した D‐キシルロースを濃縮し、終濃度 303T/1と なる

ように発酵培地に加えて酵母にエタノール発酵させた。その結果、発酵 48時間

後には約 4.88「/1のエタノールが生成した。一方、D‐キシロースを炭素源とした

場合、エタノールは生成しなかった。このことから、YPD培地に含まれていた

D‐グルコースが、MllliQ水 による酵母の洗浄によって完全に除去されたこと、さ

らに D‐キシルロースがェタノール発酵の炭素源として利用されたことが明らか

となった。エタノール生成量は多くないが、β_1,3‐キシランからのエタノール生

成としては本研究が初めての報告となった。また、乃br′θ sp.XY-214株 由来の 3

種類の酵素がβ‐1,3‐キシランからのエタノール生成に有用であることが明らか

になった。

本研究では、β_1,3‐キシランからエタノールを生成することに重点を置き、

その生成量は重視しなかった。従つて、今後エタノール生成量を増加させるた

めには幾つかの条件検討が必要である。Gongらは (Gong et al。 1981)、 S cθ″
`ソ

ぉJαθ

24860株を用いて 303r/1の D‐キシルロースから 10.8g/1のエタノールを生成して

いる(発酵条件 :26°C,pH 5。 6,48時間)。 また、Chttdrakantと Bisttiaは (Ch祖山赫
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鑢d Bisttia 2000)S cθ″のなJα
`N斑
こ 2358株 を用いて 50Jの D‐キシルロースか

ら 18.5g/1の エタノールを生成 している (発酵条件 :30°C,pH 5。 0,56時間)。 こ

のことから、発酵に用いる酵母の種類、発酵温度、発酵容器ならびに D‐キシル

ロース濃度などを検討することで、エタノール生産量を高めることは十分可能

であると考えられる。

さらに、異性化反応 とエタノール発酵を同時に行えば、異性化反応により

生成 した D‐キシルロースがェタノール発酵に消費され、連続的に D―キシロース

→D暉キシルロース反応が進むので、効率的に D‐キシロースをエタノールに変換

できる。 しかし、既報の D‐キシロースイソメラーゼのほぼすべてが pH 7.0-9.5

に至適 pHを有するのに対 し、酵母によるエタノール発酵の至適 pHが 4.5-5。 5

であるため、各工程を至適 pHで行えないという問題がある (Rao ct J.2008)。

乃br′θ sp.XY‐214株由来の XylAに至っては、pH 5.0、 5,5および 6.0での相対活

性は、それぞれ 0、 2e48および 11.58%にまで低下してしまう (Fige 4‐7A)。 従

つて、異性化反応 とエタノール発酵を同時に行い、効率的にエタノールを生成

するためには、酸性条件 (pH 4.5-5.5)で活性を示す D‐キシロースイソメラーゼ

の開発が必要である。
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Fig' 5-1. Chromatogram of standard o-xylose and n-xylulose solution analyzed on
a shodex Asahipak ltH2p-50 4E corumn (4.6 mm i.d. x2s0 mm; showa Denko).
30 pl of n-xylose (5 mg/ml) and o-xylulose (5 mdml) were injected into the column.
Retention times of n-xylose and o-xylulose were 7.61 and s.l7lmirq respectively.
Moble phase, acetnitrile-water (75:2s,v/v); Flow rate, 1.0 mumin; Detector, shodex
Rl-7 2; Column temperature, 40oC.
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Fig.5‐2.Chromatogram ofstandaFd ethan019 metha■ 01,and 2‐ propanol analyzed
om a Devdosil RPAQUEOUS c3供 UG_5 col■ mm c4。6 mm iedeX250 mm;NOmura
Chemttaり.30μ10fl%(v/Vl eman。 1,methan01,and 2‐propanol were tteCted intothe
col‐珈 ■,Rctention thnes ofethanol,methanol,and 2‐

「

opanol were 5.82,3.843 and

12。 138 min,respe(ガ vely.Mlble phase,water;Flow rate,1。 O m1/min:Detector,Sho“x
RI‐72i Coluttin temperame,40° C.
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Fig.5‐3.The time cOurse ofhydrolysis ofβ _1,3‐xylan.(A)The ttmOunt Ofreduci電
sugarreleased was measured by the SOmowi‐ Nelso■ method.o.5%β _1,3‐xyl狙 in 50
mM sodum phosphate buffer(pH 7.5)were placed in Eppendorftubes in the presence

of2.5U/mlrTxyA and O.15U/ml rx10A cither alone Or in cOmbittL饉
6n(tOtal Volume:

0。3 ml).The re“ tiOn was assayed江 37°C.Each value represents the lⅣ erages ofat
least duplictte measurements.symb01s:circles,cO_acaon ofrTxyA ttld rX10A;squares,

action ofrTxyA alonel ttangles,acIOn OfrX10A alonec(B)TLC malysis Ofhydrolysis

products released from β_1,3‐xyl狙。The reaclon was camed out誠 37°C fOr 12 h.Lane
M,Standttd 01igosaccharidし silane l,hydrolysis prOducts by the action ofr】

1。A;lane 2,
rTxyA:lane 3,rTxyA amd rX10A.X,D‐ xy10sel TX2,β _1,3‐xylobiOse;'Ix3,

β‐1,3-xylo枷正Ose;Tx4,β _1,3腱 Xy10tetraose。
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Fig.5-4. The time course of n-xylulose production from l>xylose by rXylA.
The reaction mixture containing 50 mM sodium phosphate buffer (pH7.5),l.5o/o
D-xylose, 10 mMMgsoa, 4 mM sodium tetraborate, and 0.25 u rXylA in Eppendorf
tubes (total volume: I ml) were incubated at 40"C. Symbols: triangles, isomerization in
the absence of sodium tetraborate; circles, isomerization in the presence of 4 mM
sodium tetraborate' Each value represents the mean of duplicate measurements
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第Ⅵ 章 緑色蛍光タンパク質 (GFP)
(CBM)を用いたウシケノリ
過程の観察

融合型糖質結合モジュール
プロトプラス ト細胞壁再生

近年、我が国における重要な産業用海藻であるアマノリ tPοψ妙知)は、養
殖環境の悪化や異常気象などに伴い、病原菌などによる被害や品質の低下が問

題となっている (F可れ 1990,Fttita ttd Uppalep面 1997)。 その中で、紅藻の細

胞壁構成多糖が、病原菌に対する防御機構に重要な役割を果たしていることが

わかつてきた (BOu出由 et al,1999,POtin et a13 1999,weinberger et al,1999,

UppJarptt andFttita2000,vreelttd att Kloareg 2000)。 従つて、アマノリ細胞壁

の構造を理解することは、優良品種開発のために不可欠であると考えられる。

しかし、アマノリが属するウシケノリ科の細胞壁は、主にβ‐1,4‐マンナン、β_1,3‐

キシランおよびポルフィランの 3種類の多糖により構成されていることは知ら

れているが (Percival ad McDowelH967,Gretz et al.1982)、 これら多糖がいつ、

どのように形成され、どこに局在しているのかは不明である。そこで、本章で

は海藻細胞壁多糖を解析するための技術を確立することを目的とした。

セルラーゼやヘミセルラーゼなどの糖質分解酵素の多くは、糖質結合モジ

ュール (CBMs:cttbohy壷 誠c‐Binding MOdules)を 有している (BorastOn et al.2004)。

CBMには基質と酵素との結合を促進し、酵素の触媒効率を高める役割がある。
また、cBMは結合特異性を有しており、その種類によって結合する多糖や糖鎖
の種類が異なる。本実験では、このCBMの結合特異性を利用して細胞壁多糖を
解析した。

先に T鑢よaらは、海洋細菌 陶鷺θ sp.MA‐ 138株からβ-1,4“マンナナーゼ

(Man5C)を解析し、本酵素が c末端領域に非結晶性マンナンと特異的に結合
するファミリー27 CBM(cBMν )を有していることを明らかにした (Tmaka ct

J.2009)。 そこで、cBMη と緑色蛍光タンパク質 (GFP)の融合タンパク質を

構築し、本蛍光プロープを用いて細胞壁多糖の解析を試みた。本実験では、供

試海藻としてアマノリと同じウシケノリ科に属し、室内培養が容易なウシケノ

129



り (B鴨滋αrr学電p"″θα)を用いた。

Ⅵ卜1.実験材料および実験方法

Ⅵ卜1‐1.試薬

・Calconuor¬
"Lite 
ⅣりR(CFW)は Sigmaか ら購Aした。

・β‐1,3‐キシラン

II‐ 1‐2に示した方法で調製した。

Oβ‐1,4‐マンナン

緑藻ミル (働山脇:/Fagル)(Fig.6‐1)からLoveと Percivalの方法 (Love ct

J.1964)に準拠して調製した。すなわち、乾燥ミル粉末を十分に水道水で洗浄

後、少量の氷酢酸を含む 70°Cの温湯に投入し、亜塩素酸ナ トリウムによって脱

色した。布袋を用いて圧搾、ろ過した残さを 4%水酸化ナ トリウム溶液中に投
入し、窒素ガスを吹き込みながら室温で 4時間撹拌した。布袋でろ過後、残さ

を20%水酸化ナ トリウム溶液中に投入し、窒素ガスを吹き込みながら80°Cで 5

時間撹拌してβ‐マンナンを抽出し、遠心分離して得た上澄み液にフェーリング溶

液を加えて青色の銅―マンナン複合体を沈殿させた。遠心分離して集めた沈殿を

1%塩酸を含む 85%エタノールで洗浄し、減圧乾燥して白色のβ_マンナン粉末

を得た。

・グライコール β_1,4‐マンナン

Yamawaら の方法 (Yalnatta ct al.1990)に 準拠してβ‐マンナンから調製した。

Ⅵ卜1‐2.供試海藻およびその培養方法

ウシケノリ (3α曜「燿αrrOFzrF″
“
Straln FA‐90)(Fig.6‐2)は 1990年に福岡

県の沿岸海域で採集した。本海藻の葉状体は PrOms011の ASP鯰 (NTA)培地

(Provas01i et J.1957)で 17°C、 明期 9時間/暗期 15時間の光周期で穏やかに

振とう (30 strokes/min)し ながら培養した。培養器にはペ トリ皿 (直径 9 cm)

を使用し、1枚当たり50 mlの培地を入れた。培養液表面の光の強度は 48 μmol
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photons・ m・・s・ となるように調節した。本海藻は多数の単胞子を放出するので、

これら単胞子を上記条件で培養し、葉状体を繰り返し継代培養することにより

今日まで維持されている。なお、培地は一週間毎に交換した。

Ⅵ卜1‐3.プロトプラスト作出用酵素の調製

ウシケノリの細胞壁はアマノリと同様にβ‐1,4‐マンナン、β_1,3‐キシランお

よびポルフィランで構成されているので、プロトプラストを作出するためには、

β‐1,4‐マンナナーゼ、βⅢl,3-キシラナーゼおょびポルフィラン分解能を有するβ“

アガラーゼの 3種類の細胞壁分解酵素が必要である (たaki∝ J。 1994)。 各酵素

は以下に示す方法で調製した。また、β_1,4‐マンナナーゼ、β_1,3‐キシラナーゼ

およびβ‐アガラーゼの l unitは、それぞれ 1分間に l μmolの D‐マンノース、D‐

キシロースぉょび D‐ガラクトースに相当する還元糖を生ずる酵素量と定義した

(Somo野11952)。

Oβ‐1,4‐マンナナーゼ

研究室保存株である海洋細菌剛騎θ sp.MA‐ 138株由来のβ_1,4‐マンナナーゼ

遺伝子 (″α″Jc)を形質転換大腸菌において発現させ、得られた組換え酵素

価ぬn5C)を用いた。面 5Cの大腸菌発現系はTanakaら によって構築された

(Tamka d al.2009)。 組換え酵素の発現および抽出は IV-1_6‐2と 同様の方法で

行った。

・β‐1,3‐キシラナーゼ

研究室保存株である海洋細菌ИJcaノなF″釘sp.XY‐234株由来のβ_1,3‐キシラナ

ーゼ遺伝子 機ノ)を形質転換大腸菌において発現させ、得られた組換え酵素

(rTxyA)を用いた。rTxyAの大腸菌発現系は Ok観漱iらによって構築された

(Okazょi et de 2002)。 組換え酵素の発現および抽出は IV‐ 1‐6‐2と 同様の方法で

行った。
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・β‐アガラーゼ

研究室保存株である海洋細菌 剛購θ sp.PO_303株出来のβ_アガラーゼを用

いた (Arよiet d.1998b)。 すなわち、PO‐303株の 1白金耳を、100 ml容三角フ

ラスコに入れた20 mlの 0.3%アガロースを含むペプトン培地 (Tttle 2‐ 1)に接

種し、25°Cで 2日 間振とう培養した (種培養)。 この培養液を3,000 ml容三角

フラスコに入れた 100o mlの ペプトン培地に投入し、25°Cで 4日 間振とう培養

した (本培養)。 次に、培養液を遠心分離 (7,000g920 min)し て上澄み液を回

収し、これに 80%飽和となるように硫酸アンモニウムを加え、4°Cで一晩塩析

した。塩析後、沈殿したタンパク質を遠心分離 (7,000g,20 min)に より回収し、

少量の 50 mMリ ン酸ナトリウム緩衝液 (pH 7.5)に溶解させた。これを同緩衝

液で透析後、透析内液を酵素液として用いた。

Ⅵ [‐ 1‐4.ウシケノリからのプロトプラス ト作出

ウシケノリからのプロ トプラス ト作出は下記のように行つた (たよi et al.

1994)。 Ⅵ _1‐3において調製 した 3種類の酵素はすべて o.45 μmフ ィルター

(Advantec)で ろ過滅菌し、プロ トプラス ト作出の過程で必要な器具 (ペ トリ皿、

ビーカー、三角フラスコ、駒込ピペットおよびガラス製遠心管など)は、可能

な限りすべて乾熱滅菌 (150°C,60 min)し て使用した。

葉長 1～3cmの ウシケノリを、100 ml容 ビーカーに入れた 30 mlのパパイン

液 (5%パパインと 0.5Mマ ンニ トールを含む ASP鯰 (NTA))に 浸 し、22°C

で 30分間振とう (30 StrOkes/min)し た。次いで、葉状体を 0.5Mマ ンニ トール

を含む ASP鯰 (NTA)で数回洗浄後、メスを使つて数 mm片に切断した。次に、

8 mlの細胞壁分解酵素液 (20 udtのβ‐1,4‐マンナナーゼ、lo unitのβ‐1,3‐キシラ

ナーゼ、10 mitのβ‐アガラーゼおよび 0。5Mマ ンニ トールを含む ASP12(NTA))

を入れた 50 ml容三角フラスコに、切断した葉状体 (湿重量約 200 mg)を投入

し、22°Cで 90分間振とうした。その後、懸濁液を 40 μmのナイロンネットでろ

過することでプロ トプラス トを分離 した。次に、プロトプラス トを洗浄するた
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めにネット通過液を遠心分離 (1,000 3 5 min)し 、沈殿したプロトプラストに 6

mlの 0。5Mマンニトールを含む ASP鯰 (選k)を加えて懸濁させ、さらに遠心
分離 (1,000g95 min)した。プロトプラストを再生する際、培地にマンニトール

が残存しているとカビなどの雑菌が繁殖しやすくなるため、培地からマンニト

ールを除去する必要がある。そこで、プロトプラスト洗浄用のASP12(NTA)に

含まれるマンニトール濃度を徐々に減少させることで(0.5→0.25→0.125→OM)、

プロトプラスト懸濁液からマンニ トールを除去した。プロトプラスト作出後、

細胞壁が完全に除去されたことを 0。01%Calcottuolr Whit M2R(CFW)を用いた

染色試験により確認した (Maeda ttd lshida 1967)。

Ⅵ[‐1‐5。 ウシケノリプロトプラストの培養方法

Ⅵ-1‐4で作出したウシケノリプロトプラストは、以下の 2通 りの方法で培

養した (Fig.6‐ 3)。

①試験管での培養

ウシケノリプロトプラストを乾熱滅菌したガラス製の小型試験管に入れ、

17°Cで 12時間、暗所に静置した。その後、光の強度 48 μmol photonsO m‐ 2.s■ で

明期 9時間/暗期 15時間の光周期で静置培養した。

②カバーグラス上での培養

30 mlの ASP鯰 (lM■)が入つたペ トリ皿 (直径 9cm)にカバーグラス (18

X18mm,Matsunmi Glass lnd。
,Ltd。,Osよa,Japan)を沈め、これに駒込ピペット

を用いてウシケノリプロトプラストを適当量滴下し、試験管培養と同様の方法

で培養した。

Ⅵ卜1‐6.GFPと CBM27の 融合 タンパ ク質 (GFP‐CBM27)の発現ベ クター構築

・ GFP‐CBIW7発現ベ クターの構築

GFP‐CBM27の発現系は以下の方法で構築 した。まず初 めに、pRSETttmGFP

プラス ミ ド (Inv館orn cO。,Carlsb灘 ,Califomia,UoS.A.)を 鋳型 に gfp‐Fプライマー
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(5LATTAGAGCTcATGGTGAGCAAGGGCGAGGA‐
3′)お ょび gfp‐Rプライマー

(5′‐GTGAATTCCTTGTACAGCTCGTCCAT-3′ )を用いて、PcRに より静 遺伝
子を増幅 した。gfp_Fおよび 由 _Rプライマーにはそれぞれ助cIぉょびルθHサィ
トを付加 した (下線)。 PcR反応の組成および反応条件はそれぞれ Tttle 6‐ 1と

Table 6‐2に示 した。次に、乃レゎsp.MA‐ 138株出来のβコ1,4‐マンナナーゼ遺伝子

機
“
JOの うち、リンカー領域とCm虚7をコー ドする領域 (Gly466-Tyr669)

を増幅させた (Fig。 6‐4A)。 すなわち、Tanakaら が形質転換大腸菌におけるrMan5C

の発現のために構築 した解″Jc/pColdプラスミド(Tttaka ct al.2009)を鋳型に、

CBMν口F:プ ライマー (5′“ACGAATTCGGCTATGGTTTTcGAACAC‐
3′)お よび

CBM27‐R:プライマー (5′‐AGGGACTCGAGTTAGTAGATAGGTTTTAAG‐
3′)を

用いて、PcRに よりCBMν をコー ドする領域 (3B逸つを増幅させた。cBD虚 7‐F

および cBMη_RプライマーにはそれぞれルθRIお よび滋 οIサィ トを付加 した (下

線 )。 PcR反応の組成および反応条件はそれぞれ Tttle 6‐ 3と Table 6_4に示 した。

Table 6-r. composition of pcR solution Table 6‐ 2。 PCR con薇饉on
Component Volme(μ)
H2°

10 X ExTaq Burer

2 mM dNTP
pRSET/EmGFP(100■ y鳳

)

30 cycles

gゎ…F primer(50 pmoy鳳)   1,0
gわ‐R pnmer(50 pmoy諄 )   1.0
Ex Taq Pol】饉erase(5 mi7』 )0.5

Table 6‐ 3.CompOsi任On OfPcR solu正 on Table 6‐ 4.PCR con4磁●On

Component Volume (pt)

H2°

10× ExTaq Buffer
2 mM dNTP

“
αが働pC01d(100n3r/鱒

30 cycles

CBM27‐F primer(50 pmoy口 ) 1。。
CBM27.Rp五 mer(50 pmoν減) 1.o
Ex Taq Pol脚nerase(5硼 dプロ) 0.5

78,5

10。0

8。0
1。0

94R3    1。 o min

94℃   0.5 min
6013    0.5 min

7213    1。2血
4R3   hold

78。5

10。0

8。0

1。0

94℃   1.omh
94℃   0.5mh
60R3    0。5mh
72℃   1。omh
4R3    hold
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次に、増幅させた静 ぉよび CB滅7断片をライゲーションした。すなわち、

各DNA断片をアガロースゲル電気泳動後、ゲルから抽出・精製し、これを制限

酵素 ω

“

Ⅲ)で処理した。次に、ルoRI処理した遺伝子断片をDNA Lig誠lon Kit

Vler.2.1(Takara)を 用いて互いに連結させた。ライゲーション反応後、反応液

の 1/10量の3M酢酸ナトリウムを加えてボルテックスし、さらに2倍量の 100%
エタノールを加えてボルテックスした。これを遠心分離 (14,000&lo min)して

上澄み液を除去し、500 μlの 70%エタノールを加え、さらに遠心分離 (14,0003

5 min)した。次いで、上澄み液を除去して沈殿を乾燥させた後、10 μlの MilllQ

水を加えて溶解させた。このようにして濃縮された DNA溶液を鋳型に、動 ‐F

プライマーとCBM27‐Rプライマーを用いて、PCRによりg夕 遺伝子とこB濾7が

融合したDNA断片 (ψ‐跳職 7)を増幅させた。アガロースグル電気泳動後、

増幅断片をゲルから精製し、これを制限酵素 (助dと χttθI)で処理した。

次に、gr/F‐CBM27を発現ベクターであるpCold TF DNAベ クター (Tよ額a)

の助cltttθIサイトにライゲーションした。その後、ライゲーション反応液をコ

ンピテントセルニσθ′J XLl‐ Bluc株 (S甘江agenc)と 混合して形質転換させ、これ

をLB寒天培地に接種して 37°Cで 16時間培養した。寒天培地上に増殖したコロ

ニーを爪楊枝でピックアップしてコロニーダィレクトPcRを行うことで、

顔】CB滅7断片が挿入された pCold TF DNAベ クター (GFP/CBM27/pCold)に よ

つて形質転換された二θοノ′】吼 1_Blue株を選別した。その後、得られた形質転換

大腸菌からGFP/CBMν/PC01dプ ラスミドを抽出し、挿入断片の塩基配列を解読

することで、PcRに よる塩基置換が生 じていないことを確認 した。

GFP/CBM27/pColdプラスミドは、融合タンパク質 GFP‐CBMν のN末端側に、

ヒスチジンタグと発現タンパク質の可溶化を助ける分子シャペロン (Trigger

facto■ TF)が付加されるように設計した (Fig.6‐4B)。

GFP発現ベクターの構築

本実験では GFP‐CBMン のコントロールとして GFPを用いた。GFP発現系
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は以下のようにして構築した。すなわち、pRSET/EmGFPプラスミドを鋳型に

gfp‐Fプライマーおよび gfp‐Rプライマーを用いて、PCRによりg夕 遺伝子を増幅

させた。アガロースゲル電気泳動後、静 遺伝子をゲルから抽出・精製し、制限

酵 素 (肋εIと EσθRI)で処 理 した。次 に、これ を発 現 ベ ク ター で あ る pCold TF DNA

ベクター (Takam)の 動cHttθ斑 サイ トにライゲーションした。その後、ライ

ゲーション反応液をコンピテン トセル E σθJJ】吼 1‐Blue株 (Stratagene)と 混合 し

て形質転換させ、これを LB寒天培地に接種して 37°Cで 16時間培養 した。gr/F

遺伝子が挿入された pCold TF DNAベクター (GFP/pCold)によって形質転換さ

れた二εθノJ XLl‐ Blue株は、増殖したコロニーをダイレク トPcRすることで選別

した。その後、得られた形質転換大腸菌から GFP/PColdプラスミドを抽出し、

挿入断片の塩基配列を解読することで、PCRによる塩基置換が生じていないこ

とを確認 した。GFP/pColdプ ラスミドは、GFPの N末端側にヒスチジンタグと

発現タンパク質の可溶化を助ける TFが付力目されるように設計した。

Ⅵ卜1‐7。 融合タンパク質 GFP‐CBM27と GFPの形質転換大腸菌における発現

Ⅵ‐1‐6で構築したGFP/CBMν/pColdプラスミドを、二 εθルBL21(DE3)株

(Novarn)に導入して形質転換した。得られた形質転換大腸菌を5 mlの LB培地

(50露施1アンピシリンを含む)に接種し、37°Cで 16時間培養した (種培養)。

その後、培養液のl mlを500 ml容三角フラスコに入れた160 mlの LB培地に接種し、

37°Cで培養した (本培養)。 培養液の600 mnにおける吸光度

“

600)が 0。4-0.5

に達した後、培養液にIPTGを終濃度1コ曲Iと なるように添力日し、さらに15°Cで20

時間培養を続けた。この種培養から本培養までの操作を同時に5回行い、合計800

mlの培養液を得た。次に、培養液を遠心分離 (12,000g,15 min)し て菌体を回収

し、これにあらかじめ冷却しておいた30 mlの緩衝液A(20 mMリ ン酸ナトリウ

ム緩衝液,0.5 M NaCl,10 mMイ ミダゾール,pH 7.4)を加えて懸濁させた。次に、

この懸濁液を氷上で超音波処理 (out put 3,duサ 60,l min× 5)して菌体を破砕し

た。破砕液を遠心分離 (14,000g,15 min)し て得られた上澄み液を0。45 μmフ ィ
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ルター (劇vantec)でろ過 したものを粗GFP‐CBMν溶液とした。
GFP“CBM27の精製はII‐ 1-9_2と 同様の方法で行った。HTrap chelating HPカ ラ

ムによる分画後、蛍光を発する画分をSDS‐PAGEに供 し、単一のバン ドが検出さ

れた画分を集めて4,00o mlの 50 mM MES―NaO畷衝液 (pH 7.0)に対 して16-18
時間透析 (4°C)した。こぅして得られた透析内液を精製GFP‐CBM27標品とし、
以後の実験に用いた。なお、精製標品は-20°Cで保存した。タンパク質濃度は

II‐ 1-6の方法で測定した。

GFPに関 しては、Ⅵ _1_6で構築 したGFP/PC01dプ ラス ミ ドを二 σοノJ BL21

(DE3)株に導入 して形質転換 した後、GFP‐CBMν と同様の方法で発現させ、
精製 した。

Ⅵ卜1‐3.アフィニティー電気泳動

G理‐CBM27が、非結晶性マンナンとの結合能を維持していることをアフィ
ニティー電気泳動により確認した。電気泳動は Laemmliの方法 (Laemmli 1970)

に基づいて 7。5%ポ リアクリルアミドゲルで行った。ただし、ゲルや電気泳動用
緩衝液に SDSが含まれないようにした。また、グルにグライコール β_1,4‐マン

ナンを終濃度 0。 1%(w/v)と なるように加えた。電気泳動はゲル 1枚あたり20 HLA

定電流で行った。タンパク質の染色には cBB R‐250(Sttna)を 用いた。結合実

験のコントロールとしてGFPおよび BsA(Sttna)を使用した。

GFP‐CBMン のグライコール β_1,4‐マンナンに対する解離定数 (亀)は、
Bolmらの方法 (B01am d ale 2004)に 基づいて算出した。すなわち、異なる濃
度 (終濃度 0,15。 6,31。2,62.5,125,250お よび 500 μgr/ml)の グライコール β_1,4‐

マンナンを含むゲルを作製し、これに GFP‐CBMν おょびコントロールとして
BSAを添加し、上記と同じ条件で泳動した。その後、各ゲルにおけるGFP‐CBMν
のBSAに対する相対移動度を算出して求めた。
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Ⅵ卜1‐9.GFPぃCBM27を用いたプロトプラスト細胞壁再生過程の観察
ウシケノリプロトプラストは 3日 目ほど培養すると仮根を形成し始め、ガ

ラス製試験管の側壁やカバーグラスの表面に付着する。従つて、本実験ではプ

ロトプラストを 2通 りの方法で培養した。ガラス製試験管で培養したプロトプ
ラストは、再生 60時間以内の細胞の細胞壁を観察するために用いた。一方、カ
バーグラス上で培養したプロトプラストは、再生 3日 目以降の細胞の細胞壁を

観察するために用いた。

試験管で培養されたプロトプラストの細胞壁は、以下に示す方法で染色し

た。試験管から0。 5 mlのプロトプラスト溶液をとり、1。 5 ml容エッペンドルフチ

ュープに入れ、これに 0。 l mlの GFP‐CBMν 溶液 (5 mg/ml)を加えて混合し、4°C
で 1時間静置した。その後、混合液を遠心分離 (2,000 3 2 min)し て上澄み液を

除去し、これに適量の ASP鯰 (NTA)を加えて懸濁した。この操作 (懸濁と遠心
分離)を 3回繰り返すことでプロトプラストを洗浄した。最後に 0。 l mlの ASP鯰

(NTA)でプロトプラストを懸濁させ、これを蛍光顕微鏡 (NkOn oPTPHoT,

Mko■ hsたch cO.,TOkyo,Japm)に より観察した。蛍光 CBMに よる染色操作およ
び蛍光顕微鏡による観察は、プロトプラスト作出後、経時的 (作出後 0,12,24,36,

48および 60時間)に行った。また、各再生段階において蛍光 CBMにより細胞
壁が染色された細胞の割合を測定した。すなわち、ランダムに 5つの観察画面
を選択し、各観察画面内において細胞壁が染色されている細胞の割合を測定し、

平均値を算出した。

カバーグラス上で培養したプロトプラス トの細胞壁は、以下に示す方法で

染色した。ゥシケノリプロトプラストをカバーグラス上で培養すると、培養 3

日後には多くの細胞が仮根を通してカバーグラスの表面に付着する。細胞が付

着したカバーグラスを別のペ トリ皿に置き、これに 0。 l mlの GFP‐CBM27溶液
(5m8「/ml)を滴下して 4°Cで 1時間静置した。その後、ピンセットを使つてカ
バーグラスを 80 mlの ASP鯰 (NTA)が入った loo ml容 ビーカーに浸し、スター

ラーを用いて溶液を 2分間撹拌することで、ヵバーグラスの表面に残存してい
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る余分な蛍光 CBMを除去した。洗浄後、これに新しいカバーグラスを被せ、上

述 した方法で蛍光観察 した。

本実験では GFP‐CBM27による染色実験のコン トロールとして、プロトプラ

ス トに GFP(5m帥d)お よび 0。ol%(w/v)calconuOr恥 砲ite M2R(CFW)を作

用させ、GFP‐CBMν と同様の方法で蛍光観察した。cFWはセルロースやキチ

ンの他、様々な多糖を染色する (Fige 6‐ 5,Wood 1980,Estevez et al.2009)。

VI‐2。 実験結果

VI‐2‐ 1。 GFP‐CBM27の非結晶性マンナンヘの結合能

本実験では、ゥシヶノリプロトプラストの再生過程における細胞壁多糖の

合成や局在を、GFP融合型 CBMを用いて観察した。cBMには剛購ο sp。 卜仏_138

株由来β‐1,4‐マンナナーゼ (M血5C)の C末端側にあるファミリー27に属するマ

ンナン結合 CBM(cBMν)を用いた。本 CBM27は、水に可溶な非結晶性マン

ナン (グライコール β_1,4‐マンナン、コンニャクグルコマンナンおよびグアガ

ムガラクトマンナンなど)には特異的に結合するが、水に不溶な結晶性のβ_1,4-

マンナン (ミ ルマンナン)には結合しなかった。一方、マンナン以外の可溶性

多糖 (カルボキシメチルセルロース、オオムギのβ_グルカン、グライコール β‐1,3‐

キシランおよびアガロースなど)や結晶性多糖 (ア ビセル、カー ドランおよび

β‐1,3‐キシランなど)には結合しなかった (Tantta ct al.2009)。 本 CBMン のN

末端側に GFPを付力日した融合タンパク質を構築し、ウシケノリ細胞壁再生過程

の観察に用いた。

まず初めに、GFP―CBMη が非結晶性マンナンとの結合能を維持しているこ

とをアフィニティー電気泳動により確認した (Fig.6‐ 6)。 すなわち、GFP‐CBMν

をグライコール β‐1,4‐マンナンを含むゲルとそれを含まないゲルに添加して電

気泳動し、その移動距離を比較した。その結果、マンナンを含むゲルにおいて

その移動距離が著しく短くなり、GFP‐CBMν が非結晶性マンナンとの結合能を
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維持していることが明らかとなった。一方、コントロールとして用いた GFPは

どちらのグルにおいてもその移動距離に違いは見られなかった。このことから、

GFPがマンナン結合能を有していないことが確認できた。

次に、GFP‐CBMν のグライコール β‐1,4‐マンナンに対する解離定数 (島)

を算出した (Fig.6‐7)。 非マンナン存在下での相対移動度を R、 マンナン存在

下での相対移動度を″とした。その結果、GFP‐CBMν のグライコール β‐1,4‐マ

ンナンに対する為は 46.95μ 3「/mlであることがわかった。

VI‐ 2‐2.GFP‐CBM27を用いたプロトプラスト細胞壁再生過程の観察

ウシケノリプロトプラストの再生過程において、経時的に GFP‐CBMν を作

用させ、本海藻細胞壁の主要構成多糖であるβ‐マンナンの合成や局在を蛍光顕微

鏡により解析した。プロトプラスト作出直後 (再生 0時間)では、光合成色素

による赤色の自家蛍光のみが観察され、GFP‐CBMν の結合を示す緑色の蛍光は

検出されなかった (Fig,6‐ 8)。 また、CFWでも細胞は染色されなかった。この

ことから、作出したプロトプラストから細胞壁が完全に除去されていることが

確認できた。GFP‐CBM27の コントロールとして用いた GFPはプロトプラスト

再生過程のどの時期においても細胞壁への結合は確認できなかった。

これに対し、GFP‐CBM27は細胞の表面に結合し、マンナンの存在を示す緑

色の蛍光を発することがわかった。再生 12時間後には、ガラス製試験管で培養

したプロトプラストの約 3%が細胞表面の一部にマンナンの存在を示す蛍光を

発し始め、さらに再生が進行するにつれて蛍光が細胞全体を覆っていくように

観察された (Fig.6‐8)。 細胞表面に緑色の蛍光が確認された細胞の割合は、再

生 0、 12、 24、 36、 48お よび 60時間でそれぞれ 0、 3、 12、 17、 29および 25%

であつた (Fig.6‐ 9)。

カバーグラス上で培養されたプロトプラストのいくつかは、再生 72時間後

に仮根を形成し始めた。この時点では、ほぼ全ての細胞の表面に GFP‐CBM27

が結合し、強い緑色の蛍光を発していた (Fige 6‐8)。 最初の細胞分裂は再生 5
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日目にいくつかの細胞において観察されたが、GFP‐CBMη の細胞分裂した細胞
や成熟葉体への結合は観察されなかった。

本実験ではコントロールとしてcFWを使用し、ウシヶノリ細胞壁への結合
特性を GFP‐CBMν と比較した。その結果、CFWはプロトプラスト再生 24時間
目までは、細胞表面への結合は確認できなかったが、再生 36時間経過後によう

やく細胞表面に結合し始めた。再生 60時間目の時点では GFP‐CBM筋 による染
色の場合と比較すると CFWの蛍光は弱く、不鮮明であった。しかしながら、
GFP―CBM27は分裂細胞や成熟葉体の細胞壁には結合しなかったのに対し、CFW
はこれらの細胞壁にも結合した (Fige 6‐ 8)。

VI‐3.考察

ウシケノリ (B飢彗a αttη鶴″雁α)は、アマノリ (Pθψり″)と 同じウシケ

ノリ科 (Bttgi“eac)に属しており、その細胞壁は主にβ‐1,4‐マンナン、β_1,3‐キ

シラ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 (Perciml鑢d
McDowelH967,Grett et J.1982)。 近年、紅藻の細胞壁構成多糖が、病原菌に対

する防御機構に重要な役割を果たしていることが明らかとなった (B側肛ab et al.

1999,POtin et al。 1999,weinberger d al.1999,uppalaptti and Fttita 2000,Vreeland

触d KloaFeg 2000)。 従つて、ウシケノリ科の細胞壁構造を理解することは、病

原菌に対して抵抗力のある優良品種の開発のために不可欠であると考えられる。

しかし、これら海藻の詳細な細胞壁構造、すなわち、細胞壁を構成する各種多

糖がいつ、どのように形成され、どこに局在しているのかは不明である。そこ

で、本章では海藻細胞壁構成多糖を解析するための技術確立を目的とした。

糖質結合モジュール (CBM)は、多くの糖質分解酵素にみられる非触媒モ

ジュールであり、酵素と基質との結合を促進することで酵素の触媒効率を高め

る機能がある (BorattOn et al.2004)。 CBMは結合特異性を有し、その種類によ
つて結合する基質の種類が異なっている。現在、cBMはそのアミノ酸配列に基

141



づいて 53ファミリーに分類されており(htty〃
―
。cazyooryfal耐a"二cBM.html)、

またその結合様式の違いによって 3つのタイプに分けられている (Boraston et al.

2004)。 タイプAは平らな結合面で結晶性の多糖と結合し、タイプBは非結晶

性多糖の糖鎖と結合する。一方、タイプcは単糖、2糖および 3糖といった短い

糖鎖と結合する。近年、CBMの結合特異性を利用した植物細胞壁の構造研究が

多数報告されている (Hlldtt d al.2003,McC額 鵬y et al.2004,Dttiel et al.2006,

Ding et al.2006,McCartney et al.2006,Filonova ct al。 2007a,b,Porter et al.2007)。

しかしながら、これまで海藻細胞壁の構造解析に CBMが用いられた例はない。

そこで本研究では、アマノリ細胞壁の構造に関する基礎的知見を得るために、

蛍光タンパク質融合型 CBMを用いてウシケノリプロトプラストの細胞壁再生

過程を観察することにした。

ウシケノリ細胞壁の主要成分はβ‐マンナンであるため、研究室保存株である

乃brJθ sp■贔L‐ 138株由来 Man5Cの C末端側にあるCBM27を用いた。CBM27は

タイプ Bに属する CBMであり、非結晶性のβ‐マンナンと特異的に結合する

(T祖よa ct滅.2009)。 まず、CBMν にGFPを融合させた後、本融合タンパク

質が非結晶性マンナンヘの結合能を維持していることをアフィニティー電気泳

動により確認した。次に、ウシケノリプロトプラスト作出後、その再生過程に

おいて GFP‐CBM27を作用させ、細胞表面におけるβ‐マンナンの局在や形成過程

を観察した。プロトプラスト作出 12時間後には、試験管で培養した細胞の約 3%

が細胞表面の一部にβ‐マンナンの存在を示す蛍光を発し始め、再生が進むにつれ

て蛍光が細胞全体を覆っていくように観察された (Fige 68)。 再生 72時間後に

は、ほぼ全ての細胞の表面に GFP‐CBM27が結合し、強い緑色の蛍光を発してい

た (Fige 6‐8)。 この時点では様々な再生段階の細胞が観察され、いくつかの細

胞は仮根を形成し始めていた。GFP‐CBMν の結合が仮根の部分に集中している

細胞もみられた。また、再生 72時間後のプロトプラストに GFP‐CBM27と β‐1,4‐

マンナナーゼ (M観5C)を同時に作用させたところ、細胞表面に緑色の蛍光は

検出されなかった (Fig。 6‐10)。
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上述したよぅに、プロトプラストをカバーグラス上で培養した場合、再生

72時間後にはほぼすべての細胞が蛍光を発した。しかし、プロトプラストを試

験管で培養した場合、細胞表面に蛍光が確認された細胞の割合は、再生 48時間

後に約 30%でプラトーに達した (Fig。 6‐9)。 これは、プロトプラストを試験管

で培養した場合、細胞壁を再生した細胞は試験管内壁に付着できるが、細胞壁

を再生していない細胞は付着できず、サンプル採集の際に浮遊してしまうため

であると考えられた。プロトプラストが仮根を形成し、細胞分裂するためには、

試験管内壁やカバーグラスなどの物体に付着することが不可欠であるように思

われた。

植物細胞壁の染色に用いられるCFWは、セルロースやキチンの他、結晶性
β‐マンナンやβ_1,3‐キシラン、アガロースなどの様々な多糖を染色する (Fig.6‐ 5,

Wood 1980,Estevez et d。 2009)。 cFWは細胞壁再生初期段階のプロトプラスト
だけでなく、分裂細胞や成熟葉体の細胞壁も染色した。これに対し、GFP‐CBM27

は分裂細胞や成熟葉体の細胞壁には結合しなかった (Fig.6‐ 8)。 このことから、

ウシケノリ細胞が葉体へと再生を進行するにつれて、細胞壁におけるβロマンナン

の結晶度が高くなることが示唆された。なぜならばcBM"は非結晶性のβ_マン
ナンと特異的に結合するが、結晶性β“マンナンには結合しないためである

(Tamh etal.2009)。 また、ウシヶノリ葉体をメスで切断してからβ‐マンナナ

ーゼをカロえると細胞壁が膨張し、葉体の切り日から個々の細胞が遊離してプロ

トプラストができる。一方、切断処理をしていない葉体にβ_マンナナーゼを作用

させても葉体の細胞壁は分解されず、その形態に変化はみられない (Araki d de

1994)。 このことから、GFP¬CBM27が分裂細胞や成熟葉体の細胞壁に結合しな
かつた他の理由として、分裂細胞や成熟葉体では細胞壁のβ“マンナンが別の多糖

に覆われている可能性が考えられた。もし、β‐マンナンが他の多糖に覆われてい

るとすれば、それはウシヶノリ細胞壁成分の 1つであるβ‐1,3‐キシランである可

能性が高いと考えられた。そこで、海洋細菌ИJca′をじ″釘sp.X手234株由来のβ_1,3‐

キシラナーゼ (TxyA)が有するβ‐1,3‐キシラン結合 CBM(cBM31,Okazよi et al.
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2002)を用いて、細胞壁解析を試みた。すなわち、cBMν の場合と同様に、CBM31

のN末端側にGFPを融合させて GFP‐CBM31を構築し、これを蛍光プローブと

してウシケノリ細胞壁再生過程を観察した。しかしながら、GFP‐CBM31はプロ

トプラスト再生過程のどの時期においても細胞壁への結合は観察されなかった。

このことから、β‐マンナンを覆つているのは少なくともβ‐1,3-キシランではない

こと、さらにウシケノリ細胞壁中にはβ‐1,3‐キシランが微量にしか含まれていな

いことが示唆された。

陸上植物の主要細胞壁成分であるセルロースは、細胞膜上を動き回るセル

ロース合成酵素複合体によって細胞表面に紡ぎだされる。セルロースが幾本も

東ねられてできるセルロースミクロフィブリルは、細胞の伸長方向に対して垂

直に配向していることが知られている (Lerouxel et al。 2006)。 再生4日 目のウ

シケノリ細胞に GFP‐CBMν を作用させたところ、いくつかの細胞の仮根部分に

おいてβ‐マンナンの存在を示す蛍光が帯状に観察された (Fig.6‐ H)。 この蛍光

の帯は、仮根の伸長に方向に対して垂直であつたことから、ウシケノリ細胞壁

ではセルロースの代わりにβ―マンナンが細胞の伸長方向に対して垂直に配向し

ていることが示唆された。

McCartneyら は、異なるファミリーに属するβ"1,4“キシラン結合 CBMを植

物細胞壁に作用させ、それらの細胞壁に対する結合様式を比較した。そして、

同じβ-1,4‐キシラン結合 CBMでもファミリーが異なると細胞壁の異なる部位に

結合することを明らかにした (McC田鵬y et al.2006)。 このことから、非結晶

性β‐マンナンに結合するCBMは、現在 CBM"、 27、 29および 35の 4つのフ

ァミリーに分類されているが (Stoll et al.2000,Freelove et al.2001,SШ ma et al,

2001,Bol枷 et al.2004)、 もしCBM27の代わりに他のファミリーに属するマン

ナン結合 CBMを ウシケノリ細胞壁に作用させた場合、異なる結合特性を示す可

能性がある。

CFWは植物細胞壁を簡便に染色できる優れた染色試薬であるが(Nagatt and

Tttebe 1970,Gdb面 th 1981,Hahne ct al。 1983)、 細胞壁を構成する各種多糖を区
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別できない。これに対し、CBMは結合特異性を有しており、個々の多糖を区別
することができる。本研究ではcBMν を用いてウシヶノリ細胞壁再生過程を解
析し、β_マンナンの形成時期や局在を明らかにした。cBMを利用した海藻細胞
壁の構造研究としては初めての報告となった。今後、ウシケノリ細胞壁の詳細

構造を明らかにするためには、結晶性βロマンナンに結合するCBMの他、レクチ
ンや抗体など結合様式の異なるプローブを組合せて使用し、細胞壁構成多糖の

形成過程や局在を解析する必要がある。また、細胞壁合成酵素の単離も期待さ

れる。
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Fig.6‐ 1.COdi“鷹   .

Fig. 6-2. Bangia atropurpurefr strain FA-90.
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Fig.6‐4.Schematic representation ofthe fusiom protel■ of GFP and CBM27。

体 )The mOdul釘田力 tectwe ofM祖 5C魚)m乃ンノθ sp.strain MA‐ 138。 Man5C
contains a signal peptide,a glycosi(お 町毅olase Lmily‐5(GH5)cttalytic mOdule,

linker region,anda CB〕虚 7,in this order from the N tellllinus.(B)The fusion protein

GFP‐CBⅣ27 contains a six_His tag,a trigger factor(TF),GFP,linker regiOn,額ld a
CBM27 de五 ved from Man5C,in this order from N terminus.

Trigger Factor (TF)

HiS6
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Control

CMC Codium mannan plr3-Xylan AgaroseIIIIIIII
Fig.6‐5.Bindings of calco■ ■or white(CFЦゅto variOus polysaccharides.

The polysacchttides tested were carboxymethyl cellu10sc(CMc),Ca清
"″
mm,

β‐1,3-xylan,and ag額 ose.100μ10feach polysaccha五 dc(5 mg)waS mixed wlth 500 μl

ofO。 010/。 CFW ttd incibated 30 min tt room templerature.Atter centrifugatio■
,the

precipttate was washed twice with 500 μl of50面 MES‐NaOH(pH 7。 0).The flnal
pelet was suspended in 500 μl ofsame burero These samples were obseⅣ ed and
photo諄摯 ed thrOu酔 量uOrescence microscOpe.As a contro1 0fbinding assay,50 mM

MES‐NaOH(pH 7.0)waS mixed宙 th each polys“ chttde instead OfcFW.
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Fig.6‐6e Adsorptions of GFP‐ CBM27 to soluble p_manmane The afinity of

GFP…CBM27 to soluble β‐malman was examined using native afflnity gel

electrophoresis.Non‐ denaturing continuous polyacrylamide gel electrophoresis(PAGE)

was perforlned using gels cOntaining 7.50/0(w/V)acrylalnide`Soluble ligand口 containing

gels were prepared by adding ofglycol β_1,4中 Inannan to the gels tO give a inal

concentration ofO.1%(W/V)befOre polpe五 zatlon.N試市 e gels lMthOut lig〔nd were rLIn

siinultaneously under the same conditions.Protein sttples were loaded onto gels in a

standa「d loadng buffer without SDS.Electrophoresis was perfolllled誠 4°C and 201nA

per gel for l-2h.BSA was used asthe non口 binding protein control.Proteins were

visualized by Coomassie brilliant bluc R-250。 Lanc M,bovine serunl albulnini lane l,

GFP;1霞le 2,GFP― CBⅣ27。
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Visual

Fig.6‐ 10。 Binding ofthe GFP‐ lCBM27 to the regenerating JL αrrar“響
“

rFa

protoplast,which was treatled wtth a p_1,4‐ mannanase(Man5C)from ttbノ カsp.
strain MA‐ 138。 100 μlofMan5C(20U/ml)was miXed with loO μ1 0fGFP‐ CBM27(5
mg/ml),and the mixture was used forthe CBM labelitt ofthe cell_walleregenerating

protoplasts a■ er 72 h ofcdtivation。

154



Fig.6‐ 11。 Binding Ofthe GFP‐ CBM27 1o the rhizoid regio■ of」R αrrar“ 1甲)“
“
α.



第ⅥI章 総括

本論文では、海藻特有の多糖であるβ‐1,3‐キシランの分解や代謝に関与する

酵素遺伝子の機能解析とその応用研究について論述した。β‐1,3‐キシランは、D‐

キシロースがβ_1,3‐結合したホモ多糖であり、緑藻のイワヅタ科 (Caulettace霞 )

やハネモ科 (Bryopsidmeac)ぉ よびウシケノリ科 (Bangittcac)の細胞壁を構成

している海藻特有の多糖である (Iriki∝ al。 1960,PerciⅦ l ad McDowell 1967)。

β-1,3-キシランをその構成単糖である D‐キシロースにまで分解するには、

β‐1,3‐キシラナーゼとβ_1,3‐キシロシダーゼの 2種類の酵素が必要である。これ

ら酵素は、アマノリ細胞壁の構造研究やアマノリ優良品種開発のためのプロト

プラスト作出、ならびに地中海における変異型緑藻イチイヅタのような未利用

海藻バイオマスからのエタノール生産に不可欠である。しかしながら、β‐1,3‐キ

シラン分解酵素に関する研究報告は極めて少なく、特にβ‐1,3‐キシロシダーゼに

至ってはこれまで報告がなかった。

研究室保存株である乃みr′ο sp.XY‐214株は、1990年に伊勢湾内の海泥から

単離されたβ‐1,3‐キシラナーゼ産生細菌である。本細菌はβ‐1,3‐キシランを唯一

の炭素源として生育できたため、β‐1ブ 3‐キシロシダーゼ産生能を有していること

が推演1できた。そこで本研究では、まずこれまで報告例のないβ‐1,3‐キシロシダ

ーゼを単離することを目的として、xY‐214株からβ“キシロシダーゼ遺伝子

編o/)をクローニングし、その翻訳産物 (Xlぬ)を機能解析した。

まず初めに、剛麟θ sp.XY‐214株からβ‐キシロシダーゼ (測oA)を精製し、

XloAの N末端および内部アミノ酸配列の 20残基を決定した。次に、決定され

た測oAの N末端および内部アミノ酸配列をもとにプローブを作製し、サザン

ブロット法によりJ"遺伝子をクローニングした。χJO/遺伝子は、1,608 bpか

らなる ORFか ら構成されており、535ア ミノ酸残基をコードしていた。また、

その推定アミノ酸配列は、糖質加水分解酵素ファミリー43(GH43)に属する既

報のβ‐1,4‐キシロシダーゼやα‐L‐アラビノフラノシダーゼと47%以下の相同性を
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示した。このことから、X10Aが GH43に分類されることが明らかとなった。GH43

に属する酵素は GH62に属するα‐L‐アラビノフラノシダーゼとともに 5‐fold

βfrOpeller構造を形成しており、クランGH“Fに分類されている。従つて、X10A

は 5‐fold β“propeller構造を形成していることが示唆された。さらに、既に触媒ア

ミノ酸残基が明らかにされているCsたα
“
励響 響ヵJノ需 T_6株出来のβ_キシロシ

ダーゼ (X】飼B3)と の一次構造比較により、XloA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,2-11)。

形質転換大腸菌により発現させたX10Aを精製し、その酵素学的性質を検討

した結果、XloAの至適 pHは 7.0であり (Fige 2‐ 14A)、 至適温度は 35°Cであっ

た (Fig。 2‐15A)。 また、x10Aの基質特異性を調べた結果、本酵素は、β‐1,3‐キ

シロオリゴ糖 (β‐1,3‐キシロビオース、_ト リオースおよび_テ トラオース)を分

解して D‐キシロースを生じた (Fige 2‐ 19)。 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。 2‐20)。 さらに、本酵素はβ‐1,3-キシラ

ン、β_1,4-キシラン (birchwoOdキシランや Oatspeltキ シラン)、 カルボキシメチ

ルセルロースおよびラミナリンなどの多糖には作用しなかった (Fig.2‐ 17)。 以

上の結果から、x10A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

とが明らかとなった。

現在までに報告されたβ‐1,4‐キシロシダーゼは、そのアミノ酸配列に基づい

て GH3、 39、 43、 52お よび 54の 5つのファミリーに分類されている

(http:〃afmb.cnrs‐ mrsefr/CAZL Hettss誠 1991,Hc翻五sstt and Bairoch 1996)。 この

うち GI13に属する酵素は、幅広い基質特異性を有することが知られている。

すなわち、本ファミリーにはβ_1,4‐キシロシダーゼ (EC 3.2.1。 37)の他、α‐L‐ア

ラビノフラノシダーゼ (EC 3.2。 1。 55)、 エンド_アラビナナーゼ (EC 3.2。 1.99)、

β‐1,4‐キシラナーゼ (EC 3.2.1.8)お よびエキソ_β _1,3‐ガラクタナーゼ (EC

3.2.1.145)が分類されている。さらに、α‐L‐アラビ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β‐1,4‐キシロシダーゼも分類されている (Utt et J.
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1991,Whttehead and Cd趨 2001,Sakka et al.1993,Uziic et ale 1985)。 従つて、GHf43

にXloAが分類されたことは、本ファミリーの特徴を考慮すると十分に納得でき

た。

また、XloAはβ‐1,3‐キシロオリゴ糖に作用して効率的に D―キシロースを生

成したが、β‐1,4‐キシロオリゴ糖にも僅かながら作用した。このことから、既報

のβ‐1,4‐キシロシダーゼがβ‐1,3‐キシロオリゴ糖に作用する可能性も推測される。

今後は、XloAとβ‐1,4‐キシロシダーゼの触媒機構に関する比較研究を行うため

にも、XloAの X線結晶構造解析が期待される。また、И′枷Jなじ″
“
Sp.XY‐234株

(Okaztti et al.2002)や 剛購θ sp.AX‐4株 (Kiyohara ct al.2005)な ど、他のβ‐1,3‐

キシラナーゼ産生細菌からもβ‐1,3‐キシロシダーゼを単離し、その一次構造を比

較すれば、β‐1,3‐キシロシダーゼに特徴的なアミノ酸残基を特定できる可能性も

ある。先に述べたように、測oAは GH43分類され、既報のβ-1,4‐キシロシダーゼ

と一次構造レベルで類似性を示した。このことから、XloAが GH43に属する

β‐1,4‐キシロシダーゼと共通の祖先となる酵素を起源としていることが考えら

れ、各酵素の系統関係の解明も興味深いものがある。

XY…214株由来漸ノ 遺伝子の周辺領域の塩基配列を解析した結果、β‐1,3‐キ

シランの資化に関連する酵素遺伝子がクラスターを形成していることが明らか

となつた (Fig.4‐ 6)。 本遺伝子クラスターは、少なくとも8つの遺伝子毎′般,7仏

響彊,J",r″ ,αJ/X,ゎ覆およびχ亀〆)から構成されており、その長さは H kbp

以上におよんだ。β‐1,4‐キシランの資化に関与する遺伝子クラスターについては

幾つかの報告があるが (Shulami et al.1999,Erlttdson et al.2001,Tttibo et ale 2004,

Chow et J.2007)、 β‐1,3‐キシランの資化に関する遺伝子クラスターの単離とし

ては初めての報告となつた。他のβ‐1,3‐キシラナーゼ産生細菌であるИ′σα′亀
`″

ι∫

sp.XY‐234株や 乃みrJθ sp.AX‐4株も、本遺伝子クラスターに類似したものを保有

している可能性が高いと思われた。

多糖の代謝には複数の遺伝子が必要であり、多くの場合、それら遺伝子は

ゲノムDNA上でクラスターを形成している。しかし、クラスター内の 1つの関
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連遺伝子が欠如した場合、細菌はその多糖を代謝する能力を失うと思われる。

従つて、XY‐214株がどのようにしてβ‐1,3‐キシラン資化関連酵素遺伝子クラス

ターを獲得したのか、また、本遺伝子クラスターがどのようにして形成された

のかについて、大きな興味が持たれる。xyJR遺伝子の下流域やχ亀〆 遺伝子の上

流域には、さらに関連遺伝子が存在していることが予想される (Fig.4‐6)。 従

つて、今後は本遺伝子クラスターの全領域を単離し、構成遺伝子の詳細な機能

解析を行うとともに本遺伝子クラスターの転写制御機構の解明が期待される。

剛購θ spe XY-214株からβ‐1,3‐キシラナーゼおよびβ‐1,3‐キシロシダーゼを

単離したことによって、海藻特有の多糖であるβ‐1,3‐キシランからD‐キシロース

を生成できるようになった。D‐キシロースはキシリトールやエタノールの原料

となる。そこで、β‐1,3‐キシラン資化関連酵素遺伝子群の応用研究として、β‐1,3‐

キシランからのキシリトール生産およびエタノール生産を試みた。

D‐キシロースからキシリトールを生成するためには、D‐キシロースレダクタ

ーゼが必要である。XY‐214株由来χ′″ 遺伝子のクローニングの過程で、本遺伝

子の下流に D‐キシロースレダクターゼと類似性を示す遺伝子 (α′

“

)が存在し

ていることが判明した。そこで、β‐1,3‐キシランからキシリトールを生産するた

めの技術確立を目的とし、α′雇 遺伝子の翻訳産物 (AlrA)を機能解析した。そ

の結果、Alム は合成基質である′‐ニトロベンズアルデヒドには作用したが、D‐

キシロースなどの単糖に対する還元力は微弱であつたため、本酵素は D‐キシロ

ースレダクターゼではなく、アルデヒドレダクターゼであることが判明した。

この結果から、本酵素が /iiレJθ spe XY‐214株において酸化還元に関する代謝に

関与していることが推測されたが、本酵素の細胞内における詳細な機能につい

ては現在のところ不明である。また、αJr/遺伝子とオペロンを形成していたメ麗

遺伝子は、二 cθルの 1“ オペロンの構成遺伝子であるねJ遺伝子 (ガラクトシド

アセチル トランスフェラーゼ)と 43%の同一性を示した。わ
“

遺伝子の上流に

位置するねZや ルσy遺伝子の翻訳産物の機能は詳細に解明されているが、ル
“

遺伝子の翻訳産物の機能は未だ不明である (Lewendon et d。 1995)。 XY‐214株
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において、ル

“

遺伝子と相同性を示すν″遺伝子が、α力覆遺伝子とオペロンを

形成 していることは、ね」 遺伝子の機能を解明するための手掛かりになる可能

性もある。

β‐1,3‐キシランを主要細胞壁成分 とする緑藻イワヅタは熱帯―亜熱帯の海

域に生息する海藻であるが、近年地中海において従来は成育していなかった変

異型緑藻イチイヅタが異常繁殖 し、生態系の破壊や漁業に対する被害が大きな

問題 となっている。そこで著者は、本海藻にβ‐1,3‐キシラナーゼとβ_1,3‐キシロ

シダーゼを作用させて D‐キシロースにまで糖化 し、エタノール発酵する技術を

確立すれば、本海藻の有効利用に貢献できるのではないかと考えた。 しかしな

がら、エタノール発酵の担い手である S ccrθッおた
`は
、D‐キシロースを炭素源 と

してエタノール発酵することができない。これに対 して、D‐キシロースの異性

体である D‐キシルロースであれば発酵できるため、糖化によって生成 した D‐キ

シロースに D‐キシロースィソメラーゼを作用させて D‐キシルロースに変換する

必要がある。XY‐214株由来χJo/遺伝子の周辺領域を解析 したところ、本遺伝子

の上流に D‐キシロースィソメラーゼと類似性を示す遺伝子 (り彊)が存在 して

いることが判明した。そこで、β‐1,3‐キシランからのエタノール生産に XY‐214

株由来の D‐キシロースィソメラーゼ (XylA)を利用するため、η彊 遺伝子の全

長をクローニングし、その翻訳産物を機能解析 した。

その結果、ル麗 遺伝子は 1,320 bpか らなる ORFか ら構成されてお り、439

アミノ酸残基をコー ドしていた。xylAの推定アミノ酸配列を相同性検索した結

果、XylAは 二 cθル(Gettank ttcession noo AE014075)、 ス7しみsJθ/Jar″θZ″ο″滋θ342

株 (CP000964)、 rttθ″″θ′9gα″arJ′′″α MSB8株 (AIE000512)、 3ασ′〃雰′Jθ力θ″グb脇お

DSM 13株 (AE017333)お よび五αθゎσοσθ霞 ルαお (AF092042)由 来の D‐キシロ

ースイソメラーゼとそれぞれ 72、 70、 52、 51お よび 46%の同一性を示 した (Tttle

4‐6)。 D‐キシロースイソメラーゼは、そのアミノ酸配列に基づいてグループ I

とⅡの 2つに分類される (Pttk額dB酬:2004)。 XY‐214株由来 XylAと 高い同

一性を示 した酵素はすべてグループⅡに属 していたことから、XylAがグループ
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Ⅱに属する D‐キシロースィソメラーゼであることが明らかになった(Tttle 4‐ 6)。

形質転換大腸菌により発現させた
｀
rxylAを精製し、その酵素学的性質を検

討した結果、rx10Aの至適 pHは 7.5であり (Fig。 4‐9A)、 至適温度は 60°Cであ

つた (Fig.4‐ 10A)。 また、D‐キシロースイソメラーゼは、その活性および安定

性に Ⅳぽ
十
、c。

2+、
または Mh2+な どの 2価金属イオンを必要とするが、XylAは

Цゞ
+に
よって最も賦活 された (Tttle 4‐ 7)。 XylAの D‐キシロースおよびに対す

る亀 および 幅 は、それぞれ 7.93劇Ⅵおよび 14。 3 μmo1/min/mgであり (Fig.

4‐ 1lA)。 D‐グルコースに対する島 および 塩 xは、それぞれ 186.9 mMお よび

1.38 μmo1/min/mgで あった (Fig.4‐ 1lB)。 このことから、XylAが Dログルコース

よりも D‐キシロースを効率的に触媒することが明らかとなった。sDS‐PAGEお

よびゲルろ過クロマ トグラフィーによる分子量推定の結果、XylAは他の多くの

D‐キシロースイソメラーゼと同様にホモ 4量体を形成していることが示唆され

た (Fig.4‐ 12)。 これまで D‐キシロースイソメラーゼに関する報告は多数あるが、

乃brJθ 属出来のものとしては初めての報告となった。

さらに、乃br′θ spe XY‐214株由来 の 3種類 の酵 素 (TxyA、 XloAお よび XylA)

を用 いてβ‐1,3‐キシ ランか ら D‐キシル ロー ス を生成 し、これ を S cθ″σッお′αθ N〕RC

0249株に発酵させることでエタノールを生成した。エタノール生成量は多くな

いが、β‐1,3‐キシランからのエタノール生成としては初めての報告となった。今

後、エタノール生産効率を高めるためには、考察で述べたように各酵素の耐熱

化や酸性条件 (pH 4.5-5.5)で活性を示す D‐キシロースイソメラーゼの開発、な

らびにエタノール発酵条件の検討が必要である。

上述のような種々の条件検討により、β‐1,3‐キシランから効率的にエタノー

ルを生産することは技術的には可能であると思われる。しかしながら、変異型

緑藻イチイゾタから工業的規模でエタノールを生産するためには課題も多く、

特に大きな問題としては2つある。1つ 目は、コストの問題である。変異型緑藻

イチイヅタは水深 1-100mに生息しており (Hlll et al.1998)、 これらを回収す

るためには莫大な労力とコストが要求される。また 2つ 目の問題は、緑藻イチ
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イヅタの繁殖形態にある。本海藻は多核嚢状体と呼ばれる単細胞生物であり、

藻体を断片化させて無性生殖により繁殖する。また、藻体の一部が外部刺激に

より切断されると、例え lcmの断片からでも藻体にまで再生することができる

(Wett d al.2007)。 このことから、イチイヅタの回収作業を通してさらにその

繁殖域が拡大してしまう可能性が憂慮される。以上のように、変異型イチイヅ

タから工業的規模でエタノールを生産するためには、解決しなければならない

課題は大きいものと思われる。従つて、変異型イチイヅタの有効利用に関して

は、エタノール生産だけを目的とするのではなく、本有害海藻を除去すること

による生態系の回復ならびに漁業被害の抑制など多面的な観点から国策として

の対応が必要であろう。

近年、我が国における重要な産業用海藻であるアマノリ 伊θψりra)は、養

殖環境の悪化や異常気象などに伴い、病原菌などによる被害や品質の低下が問

題となっている (F可れ 1990,Fttita ttd Uppalap面 1997)。 その中で、紅藻の細

胞壁構成多糖が、病原菌に対する防御機構に重要な役割を果たしていることが

わかつてきた (Bo聞ぬb et al.1999,Po饉 n et al.1999,Weinberrr et al。 1999,

Uppalapati and Fttita 2000,Vreel〔 Hiand Klo獲 g2000)。 従つて、アマノリ細胞壁

の構造を理解することは、優良品種開発のために不可欠であると考えられる。

しかし、アマノリが属するウシケノリ科の細胞壁は、主にβ‐1,4‐マンナン、β‐1,3‐

キシランおよびポルフィランの 3種類の多糖により構成されていることは知ら

れているが (Percival ttd McDowelH967,Gret d al.1982)、 これら多糖がいつ、

どのように形成され、どこに局在しているのかは不明である。そこで、本論文

では最後に、アマノリ細胞壁多糖を解析するための技術確立を試みた。

アマノリには有性世代と無性世代があり、室内培養が容易ではない。そこで、

本研究ではアマノリと同じウシケノリ科に属し、細胞壁構成成分がアマノリと

同じ3種類の多糖から構成されているウシケノリ は αrrυπψ密″θα)を用いた。

1990年以来、当研究室において室内で継代培養しているウシケノリFA‐90株は、

不稔性であるため有性生殖を必要とせず、単胞子による無性生殖で継代培養が
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可能であり、室内培養が容易であるという利点がある。

また、細胞壁多糖を解析する手段としては、一般に細胞壁染色試薬である

Calco量uor¬hite(CFW)や抗体が用いられる。しかしながら、CFWは結合特異

性を持たず、セルロースやマンナン、キシラン、キチンなど複数の多糖を染色

してしまう。一方、抗体を用いる場合、目的の多糖ごとに抗体を作製する必要

がある。そこで本研究では、セルラーゼやヘミセルラーゼなどの糖質分解酵素

の多くが有している糖質結合モジュール (CBM:CarbOhydtte― Binding Mottle)

に着日した。CBMは基質と酵素との結合を促進し、酵素の触媒効率を高める役

割がある。また、cBMは結合特異性を有しており、その種類によつて結合する

基質が異なる。T祖庶aらは、海洋細菌 /iliレノθ spe MA‐ 138株からβ‐1,4‐マンナナー

ゼ (M祖5C)を単離し、本酵素が C末端領域に非結晶性マンナンと特異的に結

合するファミリー27 CBM(CBMν )を有していることを明らかにした (Fig。 6‐4A,

Tttaka ct J.2009)。 そこで、本 CBMν とGFPを融合させて GFP‐CBM27を構

築し (Fig.6‐ 4B)、 細胞壁を解析するための蛍光プローブとして用いた。

まず、GFP‐CBM27が非結晶性マンナンヘの結合能を維持していることをア

フィニティー電気泳動により確認した。次に、ウシケノリからプロトプラスト

を作出し、その再生過程において GFP‐CBM節 を作用させ、細胞表面における

β…マンナンの局在や形成過程を観察した。プロトプラスト作出 12時間後には、

試験管で培養した細胞の約 3%が細胞表面の下部にβ‐マンナンの存在を示す蛍光

を発し始め、再生が進むにつれて蛍光が細胞全体を覆つていくように観察され

た (Fig.6‐ 8)。 再生 72時間後には、ほぼ全ての細胞の表面に GFP‐CBMη が結

合し、強い緑色の蛍光を発していた (Fig。 6‐8)。 この時点では様々な再生段階

の細胞が観察され、いくつかの細胞は仮根を形成し始めていた。GFP‐CBMν の

結合が仮根の部分に集中している細胞もみられた。コントロールとして用いた

CFWは、細胞壁再生初期段階のプロトプラストだけでなく、分裂細胞や成熟葉

体の細胞壁も染色した。これに対し、GFP‐CBM「 は分裂細胞や成熟葉体の細胞

壁には結合しなかった (Fig.6‐8)。 このことから、ウシケノリ細胞が葉体へと
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再生を進行するにつれて、細胞壁におけるβ‐マンナンの結晶度が高くなることが

示唆された。それはcBMン が非結晶性β‐マンナンと結合できる、結晶性β‐マン

ナンには結合できないためである (Tamh d al。 2009)。 また、ウシヶノリ葉体

をメスで切断してからβ“マンナナーゼを加えると細胞壁が膨張し、葉体の切り口

から個々の細胞が遊離してプロトプラストができる。一方、切断処理をしてい

ない葉体にβ‐マンナナーゼを作用させても葉体の細胞壁は分解されず、その形態

に変化はみられない (た潰i d al。 1994)。 このことから、GFP‐CBMン が分裂細

胞や成熟葉体の細胞壁に結合しなかった他の理由として、分裂細胞や成熟葉体

では細胞壁のβ“マンナンが別の多糖に覆われている可能性が考えられた。もし、

β“マンナンが他の多糖に覆われているとすれば、それはウシケノリ細胞壁成分の

1つであるβ‐1,3‐キシランである可能性が高いと考えられた。そこで、海洋細菌

ИIcalige″ω sp.XY‐234株由来のβ-1,3‐キシラナーゼ (TxyA)が有するβ‐1,3‐キシ

ラン結合 CBM(cBM31,Okttaki ct」 .2002)を用いて、細胞壁解析を試みた。

すなわち、cBMン の場合と同様に、CBM31の N末端側に GFPを融合させて
GFP‐CBM31を構築し、これを蛍光プローブとしてウシヶノリ細胞壁再生過程を

観察した。しかしながら、GFP‐CBM31はプロトプラスト再生過程のどの時期に

おいても細胞壁への結合は観察されなかった。このことから、β‐マンナンを覆っ

ているのは少なくともβ‐1,3‐キシランではないこと、さらにウシケノリ細胞壁中

にはβ‐1,3‐キシランが微量にしか含まれていないことが示唆された。

陸上植物の主要細胞壁成分であるセルロースは、細胞膜上を動き回るセル

ロース合成酵素複合体によって細胞表面に紡ぎだされる。セルロースが幾本も

東ねられてできるセルロースミクロフィブリルは、細胞の伸長方向に対して垂

直に配向していることが知られている (LeЮuxel et al。 2006)。 再生4日 目のウ

シケノリ細胞に GFP‐CBMン を作用させたところ、いくつかの細胞の仮根部分に

おいてβ‐マンナンの存在を示す蛍光が帯状に観察された (Fig3 6-H)。 この蛍光

の帯は、仮根の伸長に方向に対して垂直であったことから、ウシケノリ細胞壁

ではセルロースの代わりにβ‐マンナンが細胞の伸長方向に対して垂直に配向し
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ていることが示唆された。

今後、ウシケノリ細胞壁の詳細構造を明らかにするためには、結晶性β―マン

ナンに結合するCBMの他、レクチンや抗体など結合様式の異なるプローブを組

合せて使用し、細胞壁構成多糖の形成過程や局在を解析する必要がある。さら

に、細胞壁の構成成分と培養条件の関係を明らかにし、どのような細胞壁を持

つた海藻が病原菌に対して抵抗性を持つのかを解明することも重要であろう。

以上、本論文では /11iレ Jθ sp.XY…214株由来β‐1,3‐キシラン資化関連酵素遺伝

子群を解析した。さらに、その応用研究としてβ-1,3‐キシラナーゼ、β_1,3‐キシ

ロシダーゼ、おょび D‐キシロースイソメラーゼを用いてβ‐1,3‐キシランから D‐

キシルロースを生成し、これを炭素源としてエタノールを生成する技術を確立

した。これにより、地中海で異常繁殖している変異イチイゾタの有効利用への

寄与が期待される。また、cBMを利用した海藻細胞壁多糖の解析技術に関する

基礎的知見を提供した。
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