
イヌリン分解酵素遺伝子の

分子進化と高効率発現

(研究課題番号 12660297)

平成12年度～平成13年度科学研究費補助金 (基盤研究(C)(2))

研究成果報告書

平成14年3月

究代表者 太田 -良
(宮崎大学農学部助教授)



は し が き

イヌリン(indin)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O 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'anthustubeTOSuSL.)

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 (EC

3.2.1.80)である｡エキソ型イヌリナ-ゼは､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し､スクロース分解活性も併せて示す.研究分担者は､イヌ

リンに特異的に作用するエンド型イヌリナ-ゼ (EC3.2.1.7)を薗体外に構成的に産

生する新規な黒麹菌AspelglllusnigerNo.12株を世界に先駆けて発見した｡ さら

に､本菌の培養条件を確立し､細胞外エンド型イヌリナ-ゼを初めて結晶化し､そ

の酵素化学的諸性質と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ChLySOSPOn'umpannorum.PenlcllLILLmPurPurOgenum および

Aspelgl'lLusfl'cuum に報告されているのみであるO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'cmLum sp.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

リゴ糖を生成した｡

応用的見地から､A.n鹿erNo.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.nigerNo.817を取得した｡このA.nigerNo.817とアルコール耐

性酵母SaccharomycescelleVIsl'aeNo.1200株を用いた平行複発酵によりイヌリンか
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ら高濃度の燃料エタノールを生産した｡また､A.nigerNo.817のイヌリナ-ゼ標

品を多孔性セルロース ･ビーズに固定化し､固定化酵素を充填したバイオリアクタ

ーによりイヌリンから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､高い生産性を得た｡次いで､エンド型イヌリナ-ゼの構造解析を目的

として､A.nigez･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 (1'nuAと)'nuB)をクローニングし､塩基配列を決定した.その2コピーの

重複遺伝子の内､InuBのみに転写が認められ､1nLLAは偽遺伝子であると考察した.

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0

1) 糸状菌Penlcl'lLtumsp.TN-88株のエンド型イヌリナ-ゼ遺伝子 (Inu(⊃およ

びそのcDNAをクローニングし､塩基配列を決定した｡本遺伝子のORF(1,545bp)

は介在配列を含まず､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

の成熟タンパク質をコードした｡成熟タンパク質には3個のシステイン残基､10ヶ

所のN-グリコシル化部位が存在した｡本遺伝子の推定アミノ酸配列は､糸状菌A

nigerとP.PurpuI･ogenum起源の同酵素とそれぞれ72%と85%が同一であったOア

ミノ酸配列に基づき作成したβ-フルクトフラノシダーゼ ･スーパーファミリーの分

子系統樹から､糸状菌エンド型イヌリナ-ゼは細菌レバナーゼに近縁であると推定

した｡

2)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｡A.niger変異株817の培養ろ液からエンド型イヌリナ

-ゼを部分精製し､アミノセルロファインに共有結合により固定化した｡固定化酵

素をカラムに充填し､5%(W/v)イヌリン溶液から重合度3-5のイヌロオリゴ糖を

連続生産するため､カラム温度､流速およびイヌリナ-ゼ標品の基質イヌリンとス

クロースに対する括性比の影響について検討した｡これらのイヌロオリゴ糖を高速
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液体クロマ トグラフィーに供し､重合度により分別精製した｡各種腸内細菌による

試験管内資化性試験の結果､イヌロトリオース,イヌロテトラオースは大腸菌､ク

ロストリジウム属細菌では資化されず､ビフィズス菌により選択的に利用された｡

3)A.n鹿erNo.12株の培養菌体を石英砂で破砕し､その抽出液から細胞内エキ

ソおよびエンド型イヌリナ-ゼをDEAE-セルロファインA-500､続いてセファデッ

クスG-100およびG-200クロマトグラフィーによりそれぞれ電気泳動的に単一に

精製した｡エキソ型イヌリナ-ゼp-ⅠⅠの比活性は､イヌリンに対して6.6U/mg､ショ

糖に対して22U/mgであった｡エンド型イヌリナ-ゼp-ⅠⅠⅠはイヌリンのみに作用

し､比活性は108U/mgであった｡ゲルろ過で測定した分子量は､エキソ型イヌリ

ナ-ゼp-ⅠⅠが47kDa､エンド型イヌリナ-ゼp-ⅠⅠⅠが56kDaであった｡エキソ型イ

ヌリナ-ゼp-ⅠⅠとエンド型イヌリナ-ゼp-ⅠⅠⅠの最適pHはそれぞれpH5.0とpH

5.3､最適温度はそれぞれ55℃と45℃であった｡両酵素ともMn2十で賦活化され､

Ag+､Hg2+､p-クロロメルクリ安息香酸で失活した.エキソ型イヌリナ-ゼp-ⅠⅠと

エンド型イヌリナ-ゼp-IIIのイヌリンに対するMichaelis定数 (Km)は､それぞれ

5.8mMと0.80mMであった｡
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