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は し が き

イヌリンは､β-2,1結合によるD-フルクトースの重合度30-40の直鎖状ポリマー

で､還元末端にグルコース1分子がスクロース型の結合をしている｡天然には､チ

コリの根茎やダリア､キクイモなどの塊茎に貯蔵性多糖として存在し､それらの乾

燥重量の約80%を占めている｡特にキクイモ (Hell'anthustuberosusL.)は､気候

に対する適応性が極めて大であり､寒冷な地方にも適し､また病害に対しても強い

ため､至る所に栽培できる未利用生物資源である｡微生物由来のイヌリン分解酵素

イヌリナ-ゼは､通常誘導的に産生されるエキソ型イヌリナ-ゼ (EC3.2.1.80)であ

り､イヌリン分子の非還元末端から順次フルクトース単位で切断する｡研究分担者

は､エキソ型とともに､エンド型イヌリナ-ゼ (EC3.2.1.7)を菌体外に構成的に産

生する新規な黒麹菌AspeI7glDusnjkeI-N0.12株を発見した｡さらに､この細胞外

エンド型イヌリナ-ゼを初めて結晶化し､その作用様式を明らかにした｡以来､エ

ンド型イヌリナ-ゼの存在は糸状菌ChLySOSPOrlumpannorum､Penlcl'1Ltum

puTPurOgenum およびAspelgmuSfl'cuum に報告されているのみである｡当研究

室では､A.nigerNo.12株からエンド型イヌリナ-ゼ活性が一層増強された変異

株A.n由eTNo.817を取得し､イヌリンからの燃料エタノールの発酵生産および低

カロリー甘味料としてのフルクトース ･シロップの連続生産に応用し､顕著な成績

を得た｡最近､当研究室では､エンド型イヌリナ-ゼ生産菌として新たに

Penl'cl'1LtLHnSp.TN-88株を分離し､その精製酵素について酵素化学的諸性質を明ら

かにした｡これらのエンド型イヌリナ-ゼは､共通してイヌリン内部のフルクトフ

ラノシド結合を切断し､重合度3-5のイヌロオリゴ糖を生成する｡近年､イヌリ

ンは､成人病予防のための機能性イヌロオリゴ糖生産の安価な原料として注目を集

めている｡
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これまでの研究成果を踏まえて､本研究では､次の研究成果を得た｡

1)A.n鹿eI･No.12株のゲノムDNAから2個の重複したエンド型イヌリナ-ゼ

遺伝子 (血uAと血uβ)をクローニングし､塩基配列を決定した｡

2)A.niglerNo.12株エンド型イヌリナ-ゼ遺伝子をコー ドする2コピーの重複

遺伝子の内､InuBのみに転写が認められ､1'nuAは偽遺伝子であると考察した｡

3)Penl'cl'mumsp.TN-88株のゲノムおよびcDNAからエンド型イヌリナ-

ゼ遺伝子 (InuC)をクローニングし､塩基配列を決定した｡
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研究成果の概要

1.研究目的

本研究では､黒麹菌A.n鹿erNo.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'mL4および血uBをそれぞれEcoRI断片としてクローニングし､

構造解析を行った.これらの1,548bpのOpenreadingfram e(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､1'nuAおよびInuB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｡一方,当研究室にはエンド型イヌリ

ナ-ゼ生産菌として糸状菌Penl'clmumsp.TN-88株を保有する. 1)TN-88株はイ

ヌリン内部のβ-2,1-フルクトフラノシド結合を切断し､主にイヌロトリオースを生

成するエンド型イヌリナ-ゼを誘導的に産生する｡このTN-88株由来エンド型イヌ

リナ-ゼの構造解析を目的として､ゲノムDNAとcDNAをクローニングし､プロモ

ーター領域及びコー ド領域の構造を明らかにした｡更に推定アミノ酸配列の解析か

ら分子系統樹を作成し､その分子進化についても考察した｡

2.研究方法

(1)A.nigerNo.12株をフルクトー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-セファロースHP(Pham aciaLKB)

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V8プロテアーゼ (Promega)で切断後､ペプチ

ドをSDS-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 (Minipore)にブロッティングし､そのアミノ酸配列をプロテイン･シークエン

サー (PerkinElmer､476A)で決定した｡その内部アミノ酸配列を基にオリゴヌク
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レオチドを合成し､PolymeraseChainReaction(PCR)のプライマーとした｡一

方､A.n鹿erNo.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Am班 Taq(PerkinElmer)を用い､パーキン ･エルマー

mode12400上で行った｡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LWizardPCRPrepsDNAPurificationSystem (Promega)を用い

て単離した｡この断片をベクター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 (DIG､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､エンド型イヌリナ-

ゼ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｡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､IFrGを含むLB培地で培養後､菌体を超音波破砕機 (トミー精工､model

UR-200P)で破砕した｡100,000Ⅹgで1時間超遠心後､上澄液のイヌリンおよび

スクロース分解活性を測定した｡

(2)上述のようにA.nigerNo.12株はそのゲノム上に重複したエンド型イヌリナ-

ゼ遺伝子InuAとInuBを保有する｡InuAとInuB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'非コー 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mRNAからReverseTranscription(RT)-PCR

で､本酵素をコー ドする完全長cDNAを増幅した｡

(3)Penl'cmELLmSp.TN-88株エンド型イヌリナ-ゼのN末端アミノ酸配列1)と既報

のエンド型イヌリナ-ゼに保存されたアミノ酸配列を基に一組のプライマーを作成

し､PCRによりゲノムDNAから本酵素遺伝子の一部を含む621bpの断片を増幅した｡

これをDIG標識し､Penlcl'1Lttm sp.TN-88株エンド型イヌリナ-ゼ遺伝子に特異的
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なプローブとした｡このプローブとゲノムDNAのサザン ･ハイブリダイゼーション

を行ったところ､3.0-kbp月amHI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｡このライブラリーからコロニー ･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ーニングし､構造遺伝子(ORF)の一部と上流領域を含む

sphI一触 HI断片 (1.4kbp)を得た｡この塩基配列を基にプライマーを作成し､

TN-88株よりmRNAを調製し､5-および3'RACE(RapidAm plificationofCDNA

Ends)法により､完全長のエンド型イヌリナ-ゼcDNAを合成した｡得られたcDNA

の塩基配列を基にプライマーを作成し､ゲノムDNAを鋳型にしてPCRで本酵素遺伝

子のコー ド領域を増幅した｡DDBJ(DNADataBankofJapan)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Neighbor-Joining法により分子系統樹を作成した｡

3.研究成果

(1)A.nigerNo.12株エンド型イヌリナ-ゼ遺伝子のクローニングと塩基配列

エンド型イヌリナ-ゼ遺伝子1'nuAと)'nuBをそれぞれ含む1.8kbpEcoRトKpnI断

片と2.5kbpE∝求卜肋 cII断片をクローニングし､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

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､23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 (ベ-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
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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Ser25から

Asp-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可能部位 (N-X-T/S)が推定されたo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､またスクロー

ス分解活性は検出されなかった｡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P.purpuTOgenum起源の同酵素2)と73%の相同

性を示した｡

(2)A.nigerNo.12株エンド型イヌリナ-ゼ遺伝子由来の転写産物の解析

イヌリン､フルクトース､またはグルコースのいずれの炭素源で増殖した菌体の

mRNAから調製したcDNAもInuBに特異的なプローブとのみハイブリダイズし､

1nLL4由来のcDNAは検出されなかった0本菌株のゲノムDNAから両遺伝子のプロモ

ーター領域をクローニングし､塩基配列を決定した｡InuB遺伝子の上流に4ヶ所の

転写開始点､翻訳開始コドンの116bp上流にTATAボックス (TATATA)が認めら

れた｡血u月転写産物のポリ(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｡

(3)Penlcl'1LtLH71Sp.TN-88株エンド型イヌリナ-ゼのクローニングと構造解析

penlcJ'lLlumsp.TN-88株エンド型イヌリナ-ゼのアミノ酸配列1)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621bp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｡このプローブとゲノムDNAを用いて､サザン･ハイブリダイゼーションを行っ

た結果､3.0-kbp月amHI断片､8.0-kbpXbaI断片､または7.0-kbpKpnI断片との

みハイブリダイズした.このことからPenl'cl'1Humsp.TN-88株が生産するエンド型

イヌリナ-ゼをコードしている遺伝子InuCは､本菌株の染色体DNA上に1コピー存

在することが示唆された｡血uC遺伝子の塩基配列から1,545bpのORFが推定された｡
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ゲノムDNAとcDNAとの比較から､ORFはイントロンを含まず､N末端アミノ酸25

残基からなるシグナル ･ペプチドと490残基の成熟酵素をコードした｡成熟酵素は3

個のシステイン残基と10ヶ所のⅣ-グリコシド型糖鎖結合可能部位を含み､推定分子

量は52,944工ねであった｡また､上流領域に3ヶ所の転写開始点､TATAボックス､

CCAAT配列が認められ､プロモーター領域が推定された｡本酵素の推定アミノ酸配

列は､P.purpuTOgenum起源の同酵素2)と85%､A nigerNo.12株起源の同酵素

と72%の相同性を示した｡

4.考察

本研究でA.nigerNo.12株に見出したエンド型イヌリナ-ゼをコードする2コピ

ーの遺伝子の内､InuBのみに転写が認められた｡この結果は､精製酵素の部分アミ

ノ酸配列が血uβ遺伝子産物に対応するアミノ酸配列と一致したことからも支持され

る｡本実験条件では発現しなかった1nLLA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進化の過程で機能を失った偽遺伝子であると考察した｡A n鹿er

No.12株のゲノムに存在する2個のエンド型イヌリナ-ゼ遺伝子と同じように､麹

菌AspelglHusoLy2ne3)とAspellgmuSaWanWn'4)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､Uhmら5)

がAspellglHusfl'cuum (ATCC16882)からエンド型イヌリナ-ゼをコードする遺伝

子Inu2をクロニングし､その塩基配列を決定した｡A.ガcuum の1'nu2を含む

2.3-kbpKpnI断片は､本菌株のInuAの2.3-kbpKpnI断片と同一であったo

AspezgllLus属とPenlcl'Rfum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-fructofuranosidasemotif(MNDPNG)のAspが

Glur43に置換した構造を特徴とした｡また､ホモロジー検索からG山一43とともに

Glu-233の活性への関与が示唆された｡ インベルターゼ､レバナーゼ､およびイヌ
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リナ-ゼは､基質特異性が相違するにも拘わらず､その一次構造に高い相同性を示

すβ-fructofuranosidasefamilyを構成する｡上記familyに属する各酵素のアミノ酸

配列を基に系統樹 (図1)を作成したところ､糸状菌のみに存在が知られているエ

ンド型イヌリナ-ゼは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｡

遺伝距離は､酵母のエキソ型イヌリナ-ゼやインベルターゼよりも細菌のレバナー

ゼに近いことから､その起源は細菌のレバナーゼ遺伝子に近いものと考察した｡

図1 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
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