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微生物 による新機能オ リゴ糖の生産 と利用
小川喜八郎 太 田-良

宮崎大学農学部

1.研 究 目的

キチン､キ トサ ンは 21世紀へ橋渡 しのできる最後 のバイオマスであ り､

効率的かつ経済的に有用な糖質へ変換する技術の確立が緊要である｡その利

用は医薬品産業､食品産業､農業等へ応用 され､腫癌随伴免疫増強効果､肝

機能改善効果､ コ レステ ロール低下､ア トピー改善､抗菌性および植物分化

促進等 の多 くの機能があ り､本 コンセプ トのモデル化 に り医薬品素材､特定

保健用食品等の分野で需要拡大が期待 され る最 も高価なオ リゴ糖である｡従

来､キ トサ ンオ リゴ糖 は塩酸加水分解 由来 の もので､重合度 3- 4以下のオ

リゴ糖が約 40%を占め､機能性が高 い重合度 5以上のオ リゴ糖の調製が困

難である.特 に､単糖が著量生成する.エ ン ド型のキ トサナ-ゼ を用 いると､

単糖 を生成す ることな く比較的高重合度 のオ リゴ糖 を著量生成 させ ることが

できる｡そ こで､当研究室では､新規 のβacノノノ〟∫属 由来 のキ トサ ンオ リゴ糖

を生産する強力なキ トサナーゼ生産菌 を分離 した｡今回､本菌のキ トサナ-

ゼを阪急 バイオイ ンダス トリー (秩)で企業化 を行 うことになった｡それゆ

え､本酵素の分離 ･精製 を行 い､酵素化学的諸性質 を調べると共 に､オ リゴ

糖生成条件等 について検討 した｡

イヌ リンは､ フル ク トース (果糖)が重合 した多糖 であ り､キクイモな ど

に貯蔵多糖 として存在す る｡黒麹菌Aspergl'JJusDl'gel-N0.12株 は､イヌ リ

ンを分解 して重合度3-5の機能性イヌロオ リゴ糖 を生成す る酵素エ ン ド型イ

ヌ リナ-ゼ (2,1-β-D-fructanfructanohydrolase, EC3.2.1.7) を細胞外 に

生産する｡昨年度､黒麹菌A.Dl'gerNo.12株のゲ ノムDNAか ら2つの重複 した

エ ン ド型イヌ リナ-ゼ遺伝子 1'DuAおよび 1'DuBをそれぞれEcoRI断片 としてク

ロ-ニ ング し､構造解析 を行 った. これ らの1,548bpのOpenreadingframe

(ORF)を含む断片 には､いずれ も約45bpの上流領域が存在す るのみであった｡

本年度 は､それぞれ遺伝子の上流領域のクローニ ング と構造解析 を行 った｡

また､1'DuAおよび 1'nuB遺伝子 について､発現 の有無 につ いて検討 した｡当研

究室 にはエ ン ド型イヌ リナ-ゼ生産菌 としてさらに糸状菌 PeDl'cJ'JJ1-umsp.

TN-88株 を保有する｡併せてTNl88株 のエ ン ド型イヌ リナ-ゼ遺伝子 をクロー

ニ ング し､麹菌 由来のそれ と比較 した｡

ヘミセル ロースの主成分 を占めるキ シランか ら生成 され るキシロオ リゴ糖

は､腸内菌叢の改善､糖尿病 に対す る機能性食品素材 として多方面でその利

用が期待 されている｡糸状菌Aureobasl'dl'umpulluJaDsの培養 ろ液か ら､キ
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シランをキシロオ リゴ糖 に加水分解す る細胞外酵素キシラナ-ゼ を精製 し､

その酵素化学的諸性質 を明 らかにした｡

2,研究方法

(1) キ トサナ-ゼの起原は当研究室で分離 した新規のBacJ'JJus属のものであ

る｡キ トサナ-ゼ活性はRondole良Morgan法 1'で測定 した｡キチ トサナ-ゼは

阪急バイオイ ンダス トリー (秩)で試作 した酵素製剤 を使用 した｡キ トサナ

-ゼの分離 ･精製にはDEAE-Sepharose Cレ6Bによるクロマ トグラフィーを用

いて分離 ･精製を行 い､電気泳動的にその均一性 を調べた｡精製酵素の一般

的な酵素化学的性質､特 に種々のキ トサ ンに対するオ リゴ糖の生成能 をHPLC

(東曹)分析等で調べた｡ さらに､最適オ リゴ糖基質の選抜 を行 った｡

(2)A.Dl'gez･No.12株のJlDuAおよび1'DuBの3′非コー ド領域の配列 には相同

性が認め られないC この相違 を利用 して1'DuAおよび1'DuBに特異的なプロー

ブをPCRで作成 した｡それぞれの3′非コー ド領域のヌクレオチ ド配列を基

に20merのオ リゴヌクレオチ ドを合成 し､ PCRのプライマー とした｡セ ン

スおよびアンチセ ンス ･プライマー として､1'DuAに対 しては5′-AAGGGGATT

AAGACEAT-3′と5′一ccTTCCACTTGAAÅcATECA-3′､ 1'DuBに対 しては5′-ATG

ACGAGAGGCCCAGAGTC-3′と5′-TGGATAAAACGATACCGGCA-3′をそれぞ

れ用いた｡ PCRは､耐熱性DNAポ リメラーゼAmpliTaq (PerkinElmer)

を用い､PerkinElmermodel2400で行 った｡増幅されたDNA断片はアガ ロ

ース ･ゲル電気泳動後､ゲルか ら切 り出 LWizardPCRPrepsDNAPurifica-

tionSystem(Promega)を用いて単離 した｡ この断片をpCRⅡ(TACloningKit､

Invitrogen)にクローニ ング し､塩基配列を決定 した｡ この PCR産物 をジゴ

キシゲニン (ベ- リンガ一 ･マ ンハイム)でランダム ･プライマー法 によ り

標識 し､1'DuAおよび1'DuBに特異的なプローブとして以下のハイブ リダイゼー

ションに用いたo塩基配列は､ダイデオキシシークエンス法で決定 し､ デ ー

タを遺伝子解析 ソフ トGENETYI-MACで解析 した｡

(3)Aureobasl'dl'umpulJulaDSをキシランを炭素源 とす る酵素生産用液体培地

で､ 5日間､30℃で液体振 とう培養 した後､そのろ液 を回収 して､細胞外酵

素の精製に供 した｡ポ リリチ レング リコールを用い培養ろ液 を1/3まで濃縮

し､透析､遠心分離 したものを濃縮粗酵素液 として､カラムクロマ トグラフ

ィーによ り精製 した｡DEAE-CellulofineA-500(生化学工業)陰イオン交換

クロマ トグラフィーの結果､2つのピークが認め られ､溶出順 にp-Ⅰおよびp-

ⅡとしたOそれぞれの画分 をCellulofineGCL-100ゲルろ過カラム クロマ トグ

ラフィー､SephacrylS-10011Rゲルろ過クロマ トグラフィー､Hydroxyapatite

によるクロマ トグラフィーに供 し､連続的に溶出 した｡キシラン分解活性は

45℃で30分間反応 させ､キシランか ら遊離 した還元糖 をジニ トロサ リチル酸
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法で定量 した｡次 に本菌株の生産するp-Ⅰ､p-Ⅱの各酵素について純度をSDS-

PAGEによ り検定後､その酵素化学的諸性質について検討を行 した｡

3.研究成果

( 1) キ トサナ-ゼの分離 ･精製

キ トサナ-ゼ製剤 2gか らイオン交換クロマ トグラフィーによ り酵素タンパ

ク質を電気泳動的に単一にすることを試みた｡DEAE-SepharoseCL6B分画に

より､図 1に示すように､キ トサナーゼ画分は単一ピークを示 した｡本区分

を集めて濃縮後､濃度勾配を変えて同カラムを用いて再クロマ トグラフィー

を行ったところ 2つのキ トサナ-ゼ活性ピークが認め られた｡今回はイオン

強度の低いところで溶出する活性の高いピークが電気泳動的に単一成分であ

ることが認められた｡本精製酵素の分子量は約28kDa､等電点は約9.0であっ

た｡
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図 1 DEAE-SepharoseCL-6Bによるキ トサナ-ゼの分画
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(2)キ トサナ-ゼの酵素化学的性質

本精製酵素の活性の最適pHは7.0であ り､pH安定性は5.0-7.0の範囲にあっ

た｡最適温度は55℃であ り､温度安定性は40℃まで安定であった｡基質特異

性をキ トサ ンヤエガキBの酵素活性を100とした相対活性率で示 した(表 1)0

本酵素はコロイダルキチンやグリコールキチンには作用 しないことが認め ら

れるC 2~4'本酵素はキ トサ ン ･ヤエガキB､キ トサ ン ･ヤエガキS､キ トサン

ELに対 して高い活性は認められた｡キ トサ ン 10､キ トサ ン9B､キ トサ

ン8Bおよびキ トサ ン7Bはアセチル化度の高い順になっているが､この結

果か ら基質のアセチル化度が高い程､キ トサナ-ゼ活性の低下が認め られた｡

また､本酵素は基質の粘土低下 と生成糖の相関関係や多少の単糖を生成する

ことか ら､現在知 られている微生物キ トサナ-ゼと同じようにGIcN-GIcN結合

に特異的なエン ド型の作用機構 を持つ ことが示唆された｡

表 1 精製キ トサナ-ゼの基質特異性

基質 相対活性 (%)

キ トサン10

キ トサ ン9B

キ トサン8B

キ トサ ン7B

キ トサン ･ヤエガキB

キ トサン ･ヤエガキ S

キ トサン ･EL

キ トサ ン (水溶性)

グリコールキ トサン

部分脱アセチルキ トサン

グリコールキチン

コロイダルキチン

82.3

78.5

65.7

53.2

100

97.9

98.5

45.4

3.5

ll.8

0

0

(3)精製キ トサナ-ゼによる機能性オ リゴ糖の生成

本結果か ら本菌のキ トサナ-ゼは現在､市販されているキ トサナ-ゼ製品

と同等あるいはそれを凌駕するものであることが確認された(図 2)｡従って､

本酵素は酵素メーカーの阪急バイオイ ンダス トリー (樵)及び協和化 (秩)

の両社で企業化することになった｡
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図 2 精製キ トサナ-ゼによるキ トサンか らのオ リゴ糖の生成

(4)エン ド型イヌリナ-ゼ遺伝子上流領域のクローニングと解析

A. nJ'gerェン ド型イヌリナ-ゼ遺伝子1'DuAおよび 1'DuBを含む断片の制限

酵素地図を基に､PstⅠ断片のゲノムDNAのライブラリー (pUC18)を作成 した｡

昨年度作成 した本遺伝子に特異的なプローブを用いてコロニー ･ハイブリダ

イゼーションを行い､1-DuA上流領域を含む断片1.8kbpと､jDuB上流領域を

含む断片1.6kbpをそれぞれインサー トに持つクローンを得た｡ これ らをシー

クエンスした結果､1'nuA上流領域にはTATAボックスな らびにCCAATモチーフ

に相当する配列が確認されたが､J'DuB上流領域にはCCAATモチーフは認めら

れなかった｡また､両遺伝子の上流には､A.oryzaeのα-アミラーゼ遺伝子

およびグルコアミラーゼ遺伝子で報告されているデンプンによる誘導に関与

する配列TCACGGGCが認められたC

(5)エン ド型イヌリナ-ゼ遺伝子由来の転写産物の解析

A.Dl'gerNo.12株をイヌリン､フルク トース､またはグルコースを炭素源

とする液体培地で培養 し､それぞれの炭素源で1'DuAおよび1'DuBのどちらの遺
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伝子が発現 しているのかについて検討 した｡それぞれの培養菌体か らまず全

RNA を調製し､さらにPoly(A)+RNAを精製 した｡ ノーザ ン ･ハイブ リダイゼ

ーションでは､明瞭なハイブリダイゼーション .シグナルが認め られなかっ

た｡したがって､Poly(A)+RNAの逆転写により得 られたcDNAの3′末端を3′RACE

システム(GIBCO BRLLifeTechnologies)によ り増幅 した｡ このcDNA 3′末端

のサザン ･ハイブリダイゼーションをJ'DuAおよび1'DuBに特異的なプローブと

して行ったところ､いずれの炭素源の場合もJ'DuBとのみハイブ リダイズ した

(図 3)0

I F G 三

:.I.,盛

図 3.A.DJ'gel-N0.12株由来cDND3′末端のJ'〟uAおよびJ'DuB に特異的なプ

ローブによるサザ ン ･ハイブ リダイゼーション

Ⅰ, Inulin;F,Fructose;G,Glucose.

(6)PeDjcjJJium sp.TN-88株由来のエン ド型イヌリナ-ゼ遺伝子のクローニ

ングと構造解析

PeDJ'cl'JJ/umsp,TN-88株由来のエン ド型イヌリナ-ゼのN末端アミノ酸

配列DD YR PA FH FCPA EN XM N EPN G 5'の下線部に対応 した24

merの合成ヌクレオチ ド (5′-TTT CATTTCTGCCCGGCGGAG人AT-3′および〟.

nJ'ger とP.purpurogenum に共通 した内部アミノ酸配列 GW E PV PDM F

に対応 した24merの合成ヌクレオチ ド (5′-AAACAT ATCCGG CACTTCCCATC

C-3′)をPCRプライマーとして用いた. PCRによる増幅産物のアガロ-

ス ･ゲル電気泳動の結果､単一のバン ドが認められ､非特異的な増幅は生じ

なかった｡その塩基配列の解析か らPCR増幅産物はエン ド型イヌリナーゼ

遺伝子の一部をコー ドするDNA配列 (621bp)であることを確認 した｡ し

たがって､このPCR産物をD IGでラベル し､本酵素遺伝子に特異的なプ

ローブとした｡
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ゲノムDNAを種々の制限酵素で切断し､アガ ロース ･ゲル電気泳動で分

離 した後､DNA断片をナイロン膜 (アマシャム､Hybond-NI)にブロッティ

ングした｡ このプローブによるサザ ン ･ハイブ リダイゼーションを行った結

果､3.0kbpBamHI､7.0kbpKpDIおよび 8.0kbpXbaI断片とそれぞれハイ

ブリダイズした (図4)｡ このことはエン ド型イヌリナ-ゼ遺伝子がゲノム

DNA上に 1コピ-存在することを示唆した. したがって､BamHI断片由来の

DNA断片をゲルか ら抽出し､プラスミ ドpUC18にライゲ-ション後､大腸菌

JM109を形質転換 し､ゲノムDNAライブラリーを作成した｡コロニー ･ハイ

ブリダイゼーションにより,陽性クローンを単離 し､プラスミ ドpINU303を調

製した｡シークエンスの結果､3.0kbpのインサー トには260個のアミノ酸

(内 25個がシグナルペプチ ド)をコー ドするエン ド型イヌリナ-ゼ遺伝子

のORFの一部 と､TATAボックスとCAAT配列を含む上流領域が得 られた (図 5)

現在､残 りのORFを含む断片をクローニングしている｡

kbp K B X

10.0-

6.01

4.0-

3.0-

2.0-

図4 PeDIcl'111'umsp.TN-88株 ゲノムDNAのサザ ン ･

ハイブリダイゼーション

レーンK,KpDI;レーンB;BamHI;レーンⅩ,XbaI
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図 5 DNA塩基配列か ら推定されるPeDl'cl'111'umsp･TN-88

株由来エン ド型イヌリナ-ゼのアミノ酸配列の一部

(7)Aureobasldl'umpulJuJaDS由来キシラナ-ゼの精製と酵素化学的性質

精製酵素p-Iは最適pH7.0､最適温度70℃でpH安定性はpH5.0-9･0､熱安定

性は60℃以下でいずれも広 く安定であった｡また､p-Ⅱ酵素は最適pH6･5､最

適温度70℃でpH安定性はpH6.0-7.0と狭 く､熱安定性は60℃以下で安定であ

った｡また､各精製酵素をキシラン (oatspelts由来)に50℃で作用させ,薄

層クロマ トグラフィーによりそれぞれの酵素の経時的分解生成物の検討 した

結果､p-Ⅰ,p-Ⅱ酵素ともに6時間でキシロオ リゴ糖を生成 したことか らエン

ド型に作用するキシラナ-ゼ と推察された｡それぞれの精製酵素について種

々の試薬が酵素活性に及ぼす影響を調べた結果､両酵素とも金属による阻害

が認められた｡
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4.考察

本研究では､Bacl'JJus属由来のキ トサナ-ゼ を分画 ･精製 し､その酵素化

学的性質 を解明 し､近年､医療や食品等の分野で応用範囲が拡大 されてきた

キ トサ ンオ リゴ糖生成能 について追求 した｡微生物 由来の強力なキ トサナ-

ゼを得 るために､国内外の土壌等か ら各種の微生物を分離 し､キ トサナーゼ

活性の高いBacl'JJus属細菌 を発見 した｡本酵素は現在､市販 されているキ ト

サナ-ゼを凌駕するものであった｡著量のキ トサナ-ゼ を生成するBacl'1Jus

属由来の酵素製剤 (阪急バイオイ ンダス トリー試作品)中の本酵素の分離 ･

分画 を試みた｡DEAE-SepharoseCL-6Bを用いるカラムクロマ トグ ラ トフィー

によ り､電気泳動的に均一な約分子量28kDa,等電点約9.0のキ トサナ-ゼを

得た｡キ トサナ-ゼは最適pH7.0,最適温度は55℃であった｡pH安定性は5.0-

7.0で､温度安定性は40℃までであった｡本酵素はコロイダルキチンやグ リコ

ールキチンには作用 しないことが認め られた0本酵素はアセチル化度の低 い

基質の方が高い活性 を示 し､オ リゴ糖生成能 も高いことが認め られた｡精製

キ トサナ-ゼの作用様式は生成オ リゴ糖 と粘土低下の相関か らエ ン ド型の分

解様式を示す ことが示 された｡本酵素によるキ トサ ンオ リゴ糖生成能の高い

基質を選抜 し､オ リゴ糖生成 を試みた結果､本酵素は重合度 5- 7のオ リゴ

糖 を生成 し､工業的に優れた酵素であることが証明された｡

本研究でA.Dl'gerNo.12株に見出 したエ ン ド型イヌ リナ-ゼ コー ドする重

複遺伝子 と同じように､麹菌Aspez･gl'JJusoryzae6'と Asperglllusawamorl'7'

にそれぞれ 3および 2コピーのα-アミラーゼ遺伝子の存在が報告 されてい

る｡最近､Uhmら8)がAspergl'JJusfl'cuum (ATCC16882)か らエ ン ド型イヌリナ

-ゼをコー ドす る遺伝子1'Du2をクロニング し､その塩基配列 を決定 した｡A.

fl'cuumの1'Du2を含む2.3-kbpKpDI断片は､本菌株のJlDuAの2.3-kbpKpDI断

片 と同一であった0 2コピーの遺伝子の内､1'DuBのみの転写が認め られた結

果は､精製酵素の部分アミノ酸配列がI'DuB遺伝子産物に対応する昨年度の結

果 と一致 した0本実験条件では発現 しなかった1'DuB遺伝子については､特定

の環境でのみ発現する遺伝子なのか､あるいは機能を失った偽遺伝子なのか､

今後検討する予定である｡

Auz･eobasldl'umpuJlulaDS由来の細胞外キシラナ-ゼは､特 に高温 (70

℃)における至適作用温度を有 し､工業的有用性が示唆された｡ また､既報

のキシラナ-ゼの約 2倍の分子量を持つ ことか ら持つ ことか ら､新規な酵素

と推察 された｡今後､よ り効率的なキシラン分解のための条件について検討

する予定である｡
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