
微生物による新機能オリゴ糖の生産と利用

言語: jpn

出版者: 

公開日: 2020-06-21

キーワード (Ja): 

キーワード (En): 

作成者: 小川, 喜八郎

メールアドレス: 

所属: 

メタデータ

http://hdl.handle.net/10458/5724URL



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

近年 ､生体 の免疫 ･生体 防御 系調節 ､神経系調節 ､循環 系調節 ､内分泌お

よび外分泌調節等 に関係す る糖 質の第 3次機能が高齢化社会 に向 けて の人類

の健康 ､福祉等医療産業 ､ 食品産業お よび農業分野で最 も期待 されて いる｡

中で もキチ ン ･キ トサ ･オ リゴ糖 は ビフ ィズス菌増殖促 進 ､細胞 免疫増強､

抗感染病効果 ､抗腫癌活性 ､植物生長促進 ､ コ レステ ロール低下 ､ア トピー

改善､食品保存性 お よび植物病原菌増殖抑制等 の多 くの機能 を示す ことが知

られてお り､ これ らのお りゴ糖糖 を多量 に､低 コス トで生産す るための技術

開発が進 めれれて いる｡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 も 3-4糖以下 の糖 が40%を占め､機 能性 の高 い 5糖以上 の調製

が難 しく､また ､単糖 が著量生 じる ことお よび精 製が困難 な ことが あげ られ

て いる｡ しか し,エ ン ド型のキ トサナ ーゼ酵 素分解 では単糖 を生成す る ことな

く機能性 の高 い 5-8糖 のキ トサ ンオ リゴ糖 を生成す る ことがで きる｡

本研究 ではキ トサ ン分解酵 素 (キ トサナ一一ゼ)活性 の高 い微生物 の スク リ

二 ングを行 い､本酵 素活性 の高 い工業的 生産 菌､バチルス ･ズプチ リス

(B,,/C//JLlLblSLJbl1'/)I.ド)の分離 に成功 したt〕本酵 素の起 業化 (微 生物特許取得 ､

酵 素の製剤化 とおよび試薬 開発) を 目標 に本酵 素の酵 素化 学的性 質 ､キ トサ

ンオ リゴ糖 の作用機構 お よび生成 条件等 について研究 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

の植物 に貯蔵多糖 と して存在す る｡ 当研究室 が保看す る黒麹菌 Aspe1-gi//LlLb.

llJ'gH-N0.12株 と青 カビPc/ll'(与jll'L/mSl).TN-88株 は､酵素エ ン ド型 イ ヌ リナ

-ゼ (2,卜β-D-frLlCtanfructanohydr()lase,EC3.2.1.7) を細胞外 に生産す
る0本酵 素は イヌ リン内部 の β-2,11フル ク トフラ ノシ ド結合 を切断 して重合

度3-5の イヌロオ rJゴ糖 を生成す る O イ ヌF]オ リゴ糖 は種 々の有益な機能性

を示す0本研究 では､A.111'bC,el-N0.12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'DL/Aお よび iJluBをそれぞれEcoRl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0Ⅰ)enreadingfrallle(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 ったので､

それぞれ遺伝子 の さ らに上流領域 の クローニ ング と構造解析 を行 った｡ また､

J'DL/Aお よび 1-DuB遺伝 子 につ いて､発現 の有無 につ いて転写 レベ ル検討 した｡

併せ てTN-88株 のエ ン ド型 イ ヌ リナ-ゼ遺伝子 を クローニ ング し､その推定 ア
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ミノ酸配列 と黒 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Au1-eObasl'(/1'umpulノult7DL<の培 養 ろ液 か ら､キ

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0

2.研究方法

(1)キ トサ ナ-ゼ 生産 微 生物 を分離 す るた め にキ トサ ンを唯 一一の炭 素源 と

す る最 小培地 を用 いた O キ トサ ナ-ゼ活 性 測定 にはRondole &M()rgan法 l -I

を用 いたo 0.1M酢 酸塩緩 衝液 (PHS.0) で適 当 に希 釈 した酵 素液0.5nllと基 質

0.5nllを反応 させ た後 ､ アセ チル アセ トン試 薬 11111を加 えて反応 を停 止 させ

た｡ 2 0分 間加 熱煮沸 ､冷却後 工 タ ノル 3n11とエ-ル リッヒ試 薬 1mlを加 え

緩 やか に混 合す る｡ さ らに､65-70℃ ､ 10分 間煮沸 ､冷却 後530 nnlにお ける

吸光度 を測 定 した｡酵 素 力価 は 1分 間 に 1LLmOlの グル コサ ミンを生成 す る酵

素量 と して表 示 した o 微 生物 の同定 は 日本 分析 セ ンター に依 頬 した｡

(2)本酵 素製剤 を阪急 バ イオイ ンダス トリー (秩 ) に依頼 して試 作 品 を調製

した 0 本酵 素はDEAE十Sepharose CL-6Bお よびSephacrylS 100 HRによ る クロ

マ トグ ラフ法 で分画 ･精 製 したo精 製酵 素 の一般 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分 析 を行 い､最適 オ リゴ糖 生成 基質 の

選抜や本酵 素 の転 移 作用等 を調 べた ｡ さ らに､現 在 ､本酵 素 の遺 伝子構 造 を

解析 して いる ｡

(3)A./ll'gE,1-No.12株 を フル ク ト- スを炭 素源 とす る液 体培 地 を用 いて30

℃ で 5日間振 と う培養 した｡ この培養 ろ液 か ら細胞 外 エ ン ド型 イ ヌ リナ-ゼ

をDEAE-セ ル ロフ ァイ ンA-500 (生化学 工 業) お よびQセ フ アロ- スHP

(pharl】laCia LKB) によ るカ ラム ･ク ロマ トグ ラ フ ィー で電 気 泳動 的 に単 一に

精製 した｡ 本酵 素 の内部 ア ミ ノ酸配列 を決定す るた め に､精 製酵 素 を リシル

エ ン ドペ プチ ダーゼ (和光純薬 ) ､プ ロム シア ン (和 光純 薬 ) ､又 は V 8プ

ロテア-ゼ (promaga) で切 断後 ､ペプチ ドをSDSlポ リア ク リルア ミ ドゲル電

気泳動 に供 した｡ 分離 され たペ プチ ドはPVDF膜 (Millipore) にブ ロ ッテ ィン

グ し､そ の ア ミノ酸配 列 をプ ロテイ ン ･シ- クエ ンサ - (Perkin Elmer､476

A) で決定 した｡ そ の内部 ア ミ ノ酸配 列 を基 にオ リゴ ヌ ク レオチ ドを合成 し､

polynleraSe Chain Reaction (PCR)のプ ライマー と した0 -万 ､A.DI'ger

N().12 株 か らゲ ノムDNAを調製 し､ PCRの鋳型 と した｡ PCRは､耐熱

性DNAポ リメラーゼAlllpliTaq (Perkin EIIller) を用 い､ パー キ ン ･エルマ

ー m()de12400 上で行 ったD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 LWizard PCR Preps DNA Purification System
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(Promega) を用 いて単離 した｡ この断片 をベ クター pCRⅡ (TA Cloning Kit､

Ⅰnvitrogell) 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 (DIG､ベー リンガ一 ･マ ンハイム)で ランダム ･プ ライマ-法

によ り標識 し､エ ン ド型 イヌ リナ-ゼ に特異的なプ ロ-ブ として以下のハイ

ブ リダイゼー シ ョンに用 いた｡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GENETYX-MACで解析 した｡エン ド型イヌ リ

ナ-ゼ遺伝子 を保有す る組換え大腸菌は､ IPTGを含む LB培地で培養後､菌

体 を超音波破砕機 (トミー精工 ､】】10delUR-200P) で破砕 した｡ 100,000 x g

で 1時間超遠心後､上澄液のイヌリンおよび スクロ-ス分解活性 を測定 した｡

(4)Pt,/71Cl//]LJm SP.TN-88株のイヌリンを炭素源とする液体培地に､本菌株の斜面

培地から胞子を1白金耳量植菌 し､ 30 ℃ ､ 150rpmにて72時間培養したoその培

養液をブフナ一 ･ロ- 卜で吸引波過 し､集菌したOロート上の菌体を滅菌水で洗

浄後､ 潰紙で菌体 に含まれる水分を十分にとり､エッペンドルフ ･チューブに約

]OO Ing分取 した o DNAを調製 し､上述の方法 に従 い､遺伝子 をクローニ ング

した｡

(5)A.pu/JEJjaIISをキ シランを炭素源 とす る酵素生産用液体培地で､ 5E]問､

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Uマ トグラフイーによ り精

製 した｡ DEAF-ぐellLllofine A-5(〕n(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｡そ

れぞれの画分 をCellulofine (iCL-100ゲルろ過 カラム クロマ トグラフィーー

Set)hacrylS1 00 HRゲルろ過 クロマ トグラフィ--､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 リチル酸法で定量

したO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 C

3.研究成果

(1)工業的有用キ トサナ-ゼ生産菌の選抜

キ トサ ンを唯一の炭素源 とする最小培地 に生育す る菌株の中で､キ トサナー

ゼ活性の高い､唯 一 の市販酵素製剤 を凌駕する菌株の分離 に成功 した (表

1) O この微生物は E]本分析セ ンタ-の分析の結果.BE7C1'JJus 属の細菌であ

ることが分か り.BLqC/JjlJssEJbtJ'll'sHKlと命名 したQ

(2)キ トサナ-ゼの分画 ･精製

キ トサナ-ゼ製剤 を各種のイオン交換 クロマ トグラフ ィーによ り精製 し､酵

素タンパク質的 に単一名成分 として精製 した｡本酵素の組成は単純であ り､
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比較的簡単 に分離 ･精製で きた (図 1)｡本酵素の分子量はおよそ29,000で

あ り､等電点はおよそ9.0であった (図 2)0

(3)キ トサナ-ゼ の性質

本酵素の最適条件はpH7.0､55℃であった｡PHS.0-7.0で安定であ り､ ま

た､温度は40℃ まで安定であった｡基質特異性 をキ トサ ン ･ヤエガヰBの酵素

活性 を100と した相対活性 (%)で示 した ｡ 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 9B､キ トサ ン8およびキ トサ ン 7Bに対 して

強い活性が認め られたキ トサ ン 10､キ トサ ン 9､キ トサ ン8およびキ トサ

ン7はアセチル化の低 い順 とな っているが､相対活性 は高 くな っているので､

本酵素は脱 アセチル化の高い基質に良 く作用する ことが認め られた (表 2)0

本酵素は基質の粘度低下と還元糖生成の相関か らGIcN-GlucNをendo型で加水

分解す る酵素であることが認めれれた (図 3)｡

(4)キ トサナ-ゼの機能性 オ リゴ糖生成

本菌由来のキ トサナ-ゼは生理活性 の高い 4糖か ら6糖以上 (およそ 8糖

まで)のオ リゴ糖 を80%以上を含む,優れたキ トサ ンオ リゴ糖生成酵素であ

ることが確認 された｡ また､本酵素は転移反応 を示 し､例えば､ 4量体のキ

トサ ンオ リゴ糖 を 6- 8糖のオ リゴ糖 を40%も生成する特徴 を示す酵素であ

る (表 3)｡

表 1 分離菌のキ トサナ-ゼ活性

キ トサナ-ゼ活性 (units/ml)

薗

A

B

C

D

l

1

2

ヤ

KO

氏0

KO

KO

KH

KO

KO

掴

耶

ニケ

0.220

0.119

4.442

0.342

9.032

0.154

2.632

0.875

0.150

0.048
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表2 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gB

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

っ′】
8

rD

3

0

7

8

LD

3

1

0
0

8

7

6

｢〇

0

9

9

4

1

1

3

｢〇

7

2

9

rD

4

5

8

基質 の濃度 キ トサ ン 0.2% %=
リ

ンチ辛

0 10 20 30

生 成 槍 (JLg/Al)

図3 キ トサ ナ -ゼ の基 質粘度 低下 と糖 化活 性 との関係

○ キ トサ ン EL ◇キ トサ ン YB
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表 3 キ トサ ナ - ゼ のキ トサ ンお よ びキ トサ ンオ リゴ糖_分解

生成物 (%)

GkN (GkN)} (GbN ), (GkN). (GkN), (GkN)̀ 叫GIcN).

(GIcN)2
(GIcNゝ

(GIcN).

(GIcN)5

(GIcN)6

〃

～
㍍

2
･
5

キ トサ ン10

973

7
32

3
.
7

6
･
9

3

㌫

5･〝
2
･
｡

4
･
2

9
･
6

2.6

㌫

4
･
2

細

ー

.
8

2

.
2

〟
耶

6.
1

0

.
6

9

2

6

3
.
31

10

14

34

反 応 は基 質沸 度 10%でt､ 生成物の分析はHPLCで行 ったo



(5)新規キ トサ ナ-ゼ の工業的生産

本酵素のキ トサ ンか らのオ リゴ糖 生成能が市販製剤 のそれ に比べて ､酵 素

活性や 生理 的 に要求 され る機能性 の高 い 5-6糖 を生成す る ことか ら本酵 素

の工業 的生産 を阪急 バイオイ ンダス トリー (秩 )お よび協和化成 (秩 ) で行

い､1999年9月 に特許 申請 を行 うと共 に工業 生産 を開始 した｡

(6)A.Dl'gcrNo.12株 エ ン ド型 イヌ リナ-ゼ遺伝子 の塩基配列 と推定 ア ミ

ノ酸配 列

プ ラス ミ ドf)INUI03と1)lNUI06の3.9と5.9kbpの インサ ー トか らそれぞれ 1.8

kbpE(,()RI-KpI]I断片 (r)INUIO4)と2.5kb上)EcoRI-Hl'ncⅡ断 片 (pINUIO7)にサ

ブ クローニ ング し､全塩基配列 を決定 した｡ いずれ のDNA断片 に も516個 の

アミノ酸 を コー ドす るエ ン ド型 イヌ リナ-ゼ遺伝子 の OpenReadingFrame

(ORF)が存在 した｡両遺伝子 間 には,23個 の ヌク レオチ ドの置換 が存在 した

が､ア ミノ酸 レベルでは 8個が相違 した｡本遺伝子 には介 在配列 は認 め られ

ず ､ 2 3個 の ア ミノ酸配列か らな る疎 水性 の シグナル ･ペプチ ドが存 した｡

成熟酵 素のN末端 グル タ ミ ンは環化 し､ピ ログル タ ミ ン酸 に変 化 した ことに

よ り､ブ ロ ックされた ことが推 定 され た｡ したが って ､ピ ログル タ ミル ア ミ

ノペプチダーゼ (べ- リンガ一 ･マ ンハイム)で ピログル タミン酸 を除去 し

た酵素 タンパ ク質 のN末端 ア ミノ酸配 列 を決定 した ｡ この ア ミ ノ酸配 列 は､

塩基配 列か らの推定 ア ミノ酸配 列のSer-25か らAsf卜37に一致 した｡ また ､成

熟酵素には 2個 の システ イ ン残基 が存在 し､ 6ヶ所 のN-グ リコシ ド型糖鎖

結合部位 (～-X-T/S)が推定 され た｡ また ､本酵素遺伝 子 を導 入 した大腸 菌 の

無細胞抽 出液 でイ ヌ リナ-ゼ活性 が認 め られ ､ また ス クロ- ス分解活性 は検

出 され なか ったo また ､細胞 外 には､イ ヌ リナ-ゼ活 性 は検 出 され なか った｡

さ らに､既報 の糸状菌 peI11'cl'jJl'LJh1I)(/I-P〟1-()gtlI]llm 起源 の同酵 素 と73%の相

同性 を示 した ｡

(7)エ ン ド型 イヌ りナ-ゼ遺伝子 由来 の転写産物 の解析

上述 のよ うにA.nl'gE･1-No.12株 はそのゲ ノム上 に重複 したエ ン ド型 イヌ T)

ナ-ゼ遺伝子 1'IIuAと1'DLJBを保有 す る0 1-/1L/Aと1'J]uBに特 異的なDNAプ ロー ブ を両

遺伝子間でホモ ロジーが認 め られ な いそれぞれ の3′非 コ- ド領域 を基 に作成

した｡ イ ヌ リン､ フル ク トース､ またはグル コー スを炭 素源 とす る本菌株 の

液体培養後 の菌体か らそれぞれ ポ リ(A)+RNAを調製 した｡ 各RNAか ら逆転写反

応 とそれ に続 くPCRで､本酵 素 をコー ドす るcDNAを増 幅 したO いずれ の炭 素源

で増殖 した菌体 か ら調製 したcDNAも1'DuBに特異的な プ ロー ブ とのみハイブ リ

ダイズ し､1'IIuA由来 のcDNAは検 出 され なか った.本菌株 のゲ ノムDNAか ら両遺

伝子 のプ ロモ- タ一領域 を クロ-ニ ング し､塩基配 列 を決定 したo l'DuB遺伝

子 の上流 に 4ヶ所 の転写開始点 ､翻訳開始 コ ドンの103bp上流 にTATAポ ック
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ス (TATATA)が認め られたo l'11uB転写産物のポ リ(A)付加部位 は､翻訳終止 コ

ドンの94-297bp下流 に多数存在 した｡

(8)Pen/cl'//1'ums王).TIN-88株エ ン ド型イヌ リナーゼのクローニ ングと構造

解 析

PEjnl'cl'J/1'umsp.TN-88株エ ン ド型 イヌ リナ-ゼのアミノ酸配列 3-を基 にプ

ライマー を作成 し､PCRによ りゲ ノムDNAか ら本酵素遺伝子の一部 を含む621

恒)の断片を増幅 した｡ これ をDIG標識 しエ ン ド型 イヌ リナ-ゼ遺伝子 に特異的

なプローブとした O このプ ローブ とゲ ノムDNAのサザ ン ･ハイプ tJダイゼ- シ

ョンを行 った ところ3.(トkbpββ〟Hl断片 とハイブ リダイズ した｡ この断片 を

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｡ これ を用 いて コロニー ･ハイブ リダイゼー シ ョンを

行 い､得 られた クロー ンをサブクロ-ニ ングし､構造遺伝子 (ORF)の一部 と上

流領域 を含むSDjlⅠ BamHI断片 (1.4kbp)を得た O この塩基配列 を基 にプライ

マ一一を作成 し､本菌株 のnlRNAか らRTPCR法 によ り完全長cDNAをクローニ ング

した｡得 られたcDNAの塩基配列を基 にプ ライマ-を作成 し､ゲ ノムDINAを鋳型

に してPCRで本酵素遺伝子 を増幅 し､そ の塩基配列か ら1,545bpのORFが推定

された｡TN-88株 よ りnlRM を調製 し､5′および3′RACE (RapidAnlplificatioll

()fCDNAEnds)法 によ り､完全長のエ ン ド型イヌ リナ-ゼcDNAを合成 した｡

DDBJのデー タ ･ベー スか ら相同性の高 いア ミノ酸配列を検索 し､ClustalWで

アライ ンメン トを行 い､ これ をもとにNelghbor-Joinillg法 によ り分子系統樹

を作成 した｡

(9)A.plJJJlJll,lJl.S･FERN-P4257株 由来キ シラナ-ゼの精製 と酵素化学的性質

J.pl/jjL/jiIDSFERN-P4257株がよ り多量のキ シラナ-ゼ を生産す るよ うな培

養条件 を設定 した｡その培養条件で本菌株 を大量培養 し､ 生産 されたキ シラ

ナ-ゼ をDEAE-Cellul()filleA-500を用 いた陰イオ ン交換カラム クロマ トグラ

フィー､SephacrylS-100HRを用 いたゲル涯過カ ラム クロマ トグラフィーに

よ り精製 し､St)S-PIGEによ り純度検定および分子量測定 を行 ったO-種類の

酵素p-日を電気泳動的 に単一 になるまで精製 したo精製酵素の分子量は24,00

0と推定 され､最適王)11は3.5､最適温度 は50cc であった｡尚､比活性は最適条

件では2114.1(U/mg)であったopl12.0-I)H6.0の酸性領域で高いpH安定性 を

示 し､6O℃ まで熱安定性 を示 した ｡ 薄層ク ロマ トグ ラフィーーの結果か らキシ

ラン加水分解反応生成物 として､キシロース､キ シロビオース､キシロ トり

オースが確認 されたoP-日のN末端 アミノ酸配列は､Alと1-Gl1--Pro-Gly-Gly-

Ile-1sn-Tyr-Vと1卜Gll卜Asn-Tyr-Isn-Gly-1sll-Let卜GllLGll卜Phe-Thrであった.

4.考察

上記のように本研究 は実用化 を目標 に研究開発 を行 った｡本研究では､1)
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キ トサ ンオ リゴ糖生成酵素のスクリ-ニ ングを行 い､工業的生産菌Bacl'11us

slubTJ'jl'sKHlの分離に成功 した｡2)本菌 由来のキ トサナ-ゼの分画 ･精製を

行い､タンカク質的および酵素化学的諸性 を調べると共 に､作用機作な らび

に遺伝子解析を行 った ｡ 3)本酵素によるキ トサ ンか らのキ トサ ンオ リゴ糖

の生成条件および転移反応等について詳細 に研究 したo これ らの結果か ら本

酵素生産菌は本コンセプ トのモデル化によ り応用可能な新規有用菌であるこ

とが証明された｡

一方､工業化 に際 し､企業側では､1)培養法の改良 (培地組成､培地濃度､

培養温度､培養pH､通気撹拝条件､種菌の摂取量の検討｡ 2) 精製工程の開発

[菌体の分離=程､キ トサナ-ゼの濃縮工程 (限外ろ過 ､低温減圧濃縮､タ

ンパク)､色､臭 いの除去 (イオン交換樹脂､活性炭処理)､生菌除去精密

ろ過工程 (メンブランろ過､セ ラミックろ過)､粉末化工程 (噴霧乾燥､凍

結乾燥､送風乾燥)および製品化工程 (粉末製品､液体製品､液体製品では

安定化剤や防腐剤の検討)]､ 3)キ トサ ンオ リゴ糖 の製造方法の開発 (ア

セチル化度の異なるキ トサ ンを基質 に基質濃度､作用温度､作用pH､pH調整

用の酸の種類､基質添加法糖)および 4)キ トサ ンオ リゴ糖生成酵素および

キ トサ ンオ リゴ糖の分析 と評価 を行 い､最終的 に工業化可能な酵素である こ

とが確認 され､1999年9月に工業生産 を開始 し､さ らに､特許 を申請受理 され

た｡

本研究でA.Jll'gerTJo.12株 に見出 した 2個 のエ ン ド型 イヌ リナーゼ遺伝子

と同じよ うに､麹菌Aspだ1-g/JJL/S01-yZl]tlJ'と Aspe1-glJlusawalLJ01･1'5-にそれぞ

れ 3および 2コピーのα-アミラーゼ遺伝子が重複 して存在する ことが報告

されている｡最近､UhIllらし1'がJspel~gjlJllsfl'cuum (ATCC 16882)か らエ ン ド型

イヌリナ-ゼをコー ドする遺伝子jnu2をクロニ ングし､その塩基配列を決定

したDA.召cuumの1'I]u2を含む2.3-kbpXpIlⅠ断片は､本菌株の 1'IluAの2.3-kbp

H/)/1I断片 と同一であった. 2コピーの遺伝子の内､ /mlB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1'nuB遺伝子産物 に対応する昨

年度の結果 と 一 致 した ｡ 本実験条件では発現 しなかった1'/IuB遺伝 子について

は､特定の環境でのみ発現する遺伝子あるいは機能を失 った偽遺伝子 である

と考察 した｡

インベ凡タ-ゼ､ レバナーゼ､イヌ リナ-ゼは､基質特異性の相違 に拘わ

らず､その 一次構造 に高い相同性 を示す β-frtlCtOfuranosidase fanlilyを構

成する｡Aspt,1-gl'JJus属 とPeI11'cl'111'um属 に由来す る本酵素遺伝子は共通 して

イン トロンを含 まず､推定アミノ酸配列は β-fructofuranosidase n10tif (MN

DPNG)のAspがGlu-43に置換 した構造 を特徴 としたO また､ホモ ロジー検索か

らGlu-43とともにGlu-233の活性への関与が示唆 された｡上記fanlilyに属す る

各酵素のアミノ酸配列を基に系統樹 (図 4)を作成 した ところ､糸状菌のみ
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に存在が知 られているエ ン ド型 イヌ リナ-ゼの起源は細菌の レバナーゼ遺伝

子 に近いものと考察 され､他のフルク トフラノシダーゼ とは別のクラスター

を形成 した｡

図 4 エ ン ド型イヌ リナ-ゼ と他の β-フルク トフラノシダーゼの分子系統樹

当研究室保存菌株の｣.pujJL//L7)ISFERll-Pi257株は高いキシラン分解活性を

持つキシラナ-ゼを細胞外 に生産する｡本研究ではキシランのよ り効率的な

利用 を目的 として､FER.W-P4257株の生産する細胞外キ シラナ-ゼp-IIを精製

し､その酵素化学的諸性質 を明 らかにした. この細胞外キシラナ-ゼは､特

に酸性領域で高いpH安定性 を示 し､工業的有用性が示唆 された｡ また,現在

精製中のp-Ⅰは既報のキ シラナーゼの約 2倍の分子量 を持つ ことか ら､新規な

酵素 と推察 された｡
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