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序論

多糖イヌリンは､キクイモ (HelianthustuberosusL.)の塊茎､チコリ (Cichorium

inO/busL.)の根茎､ダリヤ (DahliavariabilisDest.)の球根などのキク科植物に

貯蔵多糖として多量存在 しており､有効利用が期待される未利用資源である｡1)

その分子構造は 30-40個の D-フルクトフラノースがβ-2,1結合で直鎖状に重

合し､還元末端に D-グルコース 1分子がα-1,β-2結合 したフルクタンの一種

である｡2)イヌリンは冷水に溶けにくく､温水によく溶ける｡このようなフル

クタンは植物の耐寒性に寄与していることが示唆されている｡2)ィヌリン分子

はフルクトースで構成されているため､フルク トース供給源として有望である｡

イヌリン資源はフルク トース ･シロップの生産､イヌリナ-ゼ生産菌によるエ

タノール､アセ トン ･ブタノールおよびコハク酸などの化学物質の直接発酵の

ための原料として注目され､1､3)微生物のイヌリナ-ゼは学理的にも産業-の

応用上からも非常に興味深い｡

イヌリナ-ゼはイヌリンに対する作用様式によってエキソ型とエン ド型酵素

に分類される｡4)ェキソ型イヌリナ-ゼ (β-D-fructanfructohydrolase､EC3.2.1.80)

はイヌリン分子の非還元末端からフルク トース単位で順次切断する｡エキソ型

イヌリナ-ゼによる触媒反応は Snyderと phaff の反応動力学的研究 5)により

single-chainmechanism によってフルクタン分子から離脱することなく移動する

と示された｡エキソ型酵素はイヌリンの他にスクロース (β-D-フルク トフラノ

シルα-D-グルコビラノシド)とラフィノース (0-α-D-ガラク トビラノシルー【1-

6]-α-D-グルコビラノシル β-D-フルク トフラノシ ド)のフルク トース残基を加

水分解する｡微生物のエキソ型イヌリナ-ゼはβ-(2-6)フルクタンである細菌

レバンのβ-(2-6)-フルク トフラノシ ド結合に対する活性の有無によって 2種類

に大別される｡ 6)しかし､キクイモの塊茎から精製されたアルクタン ･エキソ

型加水分解酵素 (EC3.2.1.80)はβ-(2-1)結合に特異的であり､スクロースに

は作用しない07)一方､エンド型イヌl)ナ-ゼ (2,1-β-D-fructanfructanohydrolase､

EC3.2.1.7)はイヌリンに特異的に作用 し､内部のβ-(2-1)-フルク トフラノシ

ド結合を加水分解する｡主要な分解産物はイヌロトリオース､イヌロテ トラオ
▲

ース､イヌロペンタオースなどのイヌロオリゴ糖である｡イヌリナ-ゼは､イ

ンベルターゼ (EC3.2.1.26)とレバナーゼ (EC3.2.1.65)とともにβ-フルク トフ

ラノシダーゼ ･ファミリーに分類され､糖質加水分解酵素のアミノ酸配列によ
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る分類 74)でファミリー32に属する08)

イヌリナ-ゼは高等植物 6)や糸状菌 9118)､酵母 5､19-21)､細菌 22-26)を含む微生

物で主に見られる｡これらのイヌリナ-ゼ生産菌はイヌリンを含む植物の根圏

土壌からよく分離される｡ 11､16､18)ィヌリンを分解する糸状菌の中で､黒麹菌

(Aspergillusniger､10､ll)Aspergillusjicuum13)ぉよび Aspergillus洲amOri14))と

penicillium 属糸状菌 (Penicillium sp.No.1株､9)penicilliumpurpurogenum､15)

penicillium sp.TN -88株 16)ぉよびPenicillium trezebinskii17))が優れている｡中村

らlo)は炭素源の種類に拘らず著量のイヌリナ-ゼを生産するA.nigerNo.12株

を分離した.最近､A.nigerNo.817変異株はA.nigerNo.12株から作製され､液

体培地において野性株の4倍高いイヌリナ-ゼ活性を示した027)A.nigerNo.12

株とその No.817変異株を除いて､これらの糸状菌はイヌリンに応答してイヌ

リナ-ゼを生産することが示されている｡A.nigerNo.12株は初めて細胞外に一

種類のエンド型イヌリナ-ゼと2種類のエキソ型イヌリナ-ゼを生産すること

が示された｡28-30)その後､エンド型イヌリナ-ゼはA..Pcuum､31)p.purpurogenum､

15)chrysosporiumpannorum32)ぉよびPenicillium sp.TN -88株 16)の糸状菌､そして

Arthrobactersp.S37株 23)とPaenibacillussp.CDBOO3株 24)の細菌においても発見

され た o イヌ リンを分解す る酵母 の Kluyveromycesmarxianus(以 前 の

Kluyveromyces.PagilisもしくはSaccharomyces.Pagilis)5､20､21)とCandi血 kqb/r19)

はエキソ型イヌリナ-ゼのみを生産する｡ 細菌のエキソ型イヌリナ-ゼの発見

は Streptomyces rochei､ 22)Bacillus polymJM25)ぉ よ び Geobacillus

stearothermophilus26)から報告されている0

1978年に中村ら28)は初めてA.nigerNo.12株の培養ろ液からェタノール沈殿､

陰イオン交換クロマ トグラフィー､ゲルろ過クロマ トグラフィーによってエン

ド型イヌリナ-ゼ p-ⅠⅠⅠを精製し､硫安によって結晶化した｡その酵素は 6.7%

の糖を含み､その主要な構成糖はマンノースとガラクトーチであった｡4)その

後､他のエンド型イヌリナ-ゼがA..PcuumATCC 16882株由来の市販イヌリナ

-ゼ標品Povozyme230;NovoA/S､Bagsvaerd､Denmark)31)やP.purpurogenum､

15)C.pannorum､32)A.nigerNo.817変異株 (p-IA とp-IB)27)､penicilliumsp.TN I88

株 16)の培養ろ液から精製された｡それらは分子量 58-70kDaの単量体の糖タ

ンパク質であった｡イヌリン加水分解についての ㌫ 値は 0.2-8.1mM であっ

た｡また､それらの最適 pH と温度はそれぞれ 4.8-7.0と45-55℃であった｡

糸状菌エキソ型イヌリナ-ゼはA.nigerNo,12株 (p-Iとp-ⅠⅠ)､29､30)penicilliumsp.
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No.1株 (p-Ⅰ､p-IIおよびp-III)､33)p.trzebinskii､17)C.pannnorum(F2とF3)､34)A.

.pcuum (ExoIとExoII)､35)A.mvamori14)から精製されているo多くのエキソ型イ

ヌリナ-ゼの ⅣS比は 2.0-0.02と多様で､糸状菌酵素の値は一般的に酵母酵素

よりも高い｡7)penicilliumsp.No,1株､33)C.pannnorum(F3)､34)A.awamori14)由

来のいくつかの糸状菌エキソ型イヌリナ-ゼは酵母のエキソ型イヌリナ-ゼ 5､

19~21)と同様にβ-(2-1)-とβ-(2-6)-フルク トフラノシ ド結合の両方を加水分解

する｡これらの糸状菌エキソ型イヌリナ-ゼは分子量 59-87kDaの単量体の糖

タンパク質であり､Km値は0.003-15mM､最適 pH と温度はそれぞれ 4.0-5.2､

45-60℃の範囲であった｡

D-フルク トースは低温でも水に溶け易く､スクロースの2倍の甘味度を示す

ことから､高フルク トース ･シロップは低カロリーの甘味料として､食品工業

において非常に注目されている｡ 1)ィヌ リナ-ゼを生産する微生物の中で､A.

nigerと K.marxianusは米国の食品医薬局 (FDA)により GRAS(Generally

RecognizedasSafe)に登録されており､47)食品工業で利用されるイヌリナ-ゼ

生産に適 している｡酵素の固定化は生産効率を上昇させることによりコス トを

削減することができる｡Nakamuraら48)はA.nigerNo.817変異株由来の固定化

イヌリナ-ゼを用いることでイヌリンからの連続的なフルク トース ･シロップ

生産プロセスを開発 した｡固定化酵素カラムのリアクターは 45日間以上の連

続操作で410g/hA の高効率で還元糖を生産 した｡反応産物は95%のD-フルク

トースと 3%の D-グルコースの混合液であった｡難消化性フルク トオリゴ糖

(GFn) とイヌロオリゴ糖 (Fm) はカロリーを抑えた可溶性食物繊維 として機能

する (n､mはD-フルク トース残基の数を表す｡)｡Hidakaら49)は高いフルク ト

ース転移活性をもつβ-フルク トフラノシダーゼを生産するA.nigerATCC20611

株を選択 した｡彼らはスクロース分子のフルク トース残基を別のスクロース分

子 に酵 素 的 に転 移 させ ､ 1-kestose(GF2)､nyStOSe(QF3)お よび 1F-β-

fructofuranosy1-nystose(GF4)のフルク トオリゴ糖を工業規模で生産 した｡また､

Nakamuraら 50)は､エンド型イヌリナ-ゼを用いた固定化酵素のカラム ･リア

クターによりイヌリンからイヌロオリゴ糖を連続的に安定して生産 した｡GF〃

とF3､F4は Bl'Pdobacterium spp.によって優先的に利用されるが､毒性物質を生

産し､腸炎の原因となる大腸菌Escherichiacoliや Clostridiumpet:Pingensによっ

て利用されない｡これらのオリゴ糖の摂取は大腸におけるビフィズス菌を選択

的に増殖させ､E.coliや C.pe伊ingensのような他の好ましくない細菌を駆逐す
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ることが期待される｡ビフィズス菌の GFn と Fm 型のオリゴ糖を利用 した生育

はおそらくこれらのオリゴ糖を加水分解できる細胞内β-フルク トフラノシダー

ゼを持つためであると考えられる｡51)

1937年に Underkoflerら 52)はイヌリナ-ゼを生産する酵母を用いたキクイモ

から抽出した粗イヌリンからエタノール-の直接発酵を報告した｡K.marxianus

によるキクイモからのエタノール発酵の反応動力学は以前からよく研究されて

いた｡1)しかしK.marxianusは一般のS.cerevisiae株よりエタノール耐性が低い

ようである｡イヌリンに対するエキソ型とエン ド型のイヌリナ-ゼ相乗作用は

酵母エキソ型イヌリナ-ゼの単一の作用よりもより効率的なフルク トース-の

加水分解を可能にする.最近 Ohtaら53)によってA.nigerNo.817変異株とェタ

ノール耐性酵母S.cerevisiaeNo.1200株を用いた並行複式発酵 (SSF)プロセスが

報告され､72時間で精製イヌリンから高濃度 (20-21%､ Ⅴ/v)のエタノールを

生産した｡続いて Nakamuraら 54)によりキクイモの破砕物､抽出液の濃縮物､

粉末からSSFプロセスを用いて 15､72および 120時間後にそれぞれ 10.4､15.0

および20%(Ⅴル)のエタノールを得た｡

最近､Aspergillus属と Penicilliun属糸状菌のエンド型イヌリナ-ゼ遺伝子は

クローニングされ塩基配列が決定された｡14､37142)A.nigerNo.12株はその染色体

上に2コピーのエンド型イヌリナ-ゼ遺伝子 inuAとinuBを持つ.inuAとinuB

遺伝子はともに 23残基のアミノ酸配列からなるシグナル ･ペプチ ドと 493残

基のアミノ酸配列からなる推定分子量 53kDaの成熟タンパク質をコー ドしてい

た｡液体培地において炭素源に拘らず､inuB遺伝子は構成的に転写されており､

inuA遺伝子は転写されていなかった｡38)しかし､inuA と inuB両エンド型イヌ

リナ-ゼ遺伝子は大腸菌E.coli37)と酵母且cerevisiae(未発表データ)で 機能を保

持して発現した｡興味深いことにUhm41)らによってクローニングされたA..Pccum

エンド型イヌリナ-ゼ遺伝子 inu2の塩基配列はA･nigerのiヮuA遺伝子に一致し

た｡しかし､そのA..βcuumの株がA.nigerの inuB遺伝子に相当するエンド型

イヌ リナ-ゼ遺伝子のコピーを持つか どうかは明 らかではない｡一方､

Penicillium sp.TN-88株のエンド型イヌリナ-ゼ遺伝子 inuCは染色体上に 1コ

ピー存在する｡39)その遺伝子はアミノ酸 25残基からなるシグナル ･ペプチ ドと
i

アミノ酸490残基からなる推定分子量 53kDaの成熟タンパク質をコー ドしてい

た｡39､40)また､ReddyとMaley43)は酵母 S.cerevisiaeのインベルターゼをモデル

とした部位特異的変異実験により､β-フルク トフラノシダーゼ ･ファミリー酵
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素の機能残基を同定した｡保存された MNDPNGモチーフ内の Asp残基と配列

ECP内の Glu残基はそれぞれ求核分子 (nucleophile)とプロトン供与体 (proton

donor)として触媒反応に関与している｡

微生物の産生する加水分解酵素の多くは､一般に生育のための基質により誘

導とカタボライ ト抑制の二重の調節を受けている｡Aspergillus属と Penicillium

属糸状菌のエ ン ド型イヌ リナ-ゼ遺伝子はプ ロモーター領域 に黄麹菌

AspergillusoJγZaeのα-アミラーゼとグルコアミラーゼの澱粉による誘導に関与

している塩基配列 5′-GGAAATT-3'44)を持つ｡ 38､39､42)このシスエレメン トは糸

状菌イヌリナ-ゼ遺伝子のイヌリンによる誘導にも関係 していると示唆された｡

Lalouxら46)はK.marxianusのエキソ型イヌリナ-ゼとS.cerevisiaeのインベ

ルターゼのアミノ酸配列が高い相同性 (69%)を示すことから両酵素は同一起

源であると提唱している｡実際に S.cerevisiaeのインベルターゼは酵母のエキ

ソ型イヌリナ-ゼより低い活性ではあるがイヌリンも加水分解する｡1) 一方､

エンド型イヌリナ-ゼ遺伝子 inuA と inuBはそれらの祖先遺伝子が Aspergillus

属とPenicillium属の共通の祖先に細菌から水平伝播で伝わり､Aspergillus属と

Penicillium属に分岐した後､A.nigerで最近起こった遺伝子重複により生じた可

能性がある｡39)

以上のように糸状菌エンド型イヌリナ-ゼの一次構造と進化上の位置が明ら

かとなり､A.nigerNo.12株のエンド型イヌリナ-ゼ遺伝子 inuBは､構成的に

転写されていることが示された｡38)しかしながら､糸状菌エキソ型イヌリナ-

ゼ遺伝子のクローニングは報告されていない｡エキソ型イヌリナ-ゼとエンド

型イヌリナ-ゼの構造と機能の関係を明らかにすることによって､イヌリナ-

ゼの機能改変や未知遺伝子からの機能予測が可能となり､有用酵素の発見につ

ながると考えられる｡また､これらの遺伝子の転写解析は､新たな発現調節機

構の発見に発展する可能性がある0本研究では､A.nigerNo.12株とPenicilliumsp.

TN-88株の糸状菌エキソ型イヌリナ-ゼに着 目し､イヌリナ-ゼの構造と機能

の関係を明らかにすることを目的とした｡まず第一章にてPenicilliumsp.TN-88

株の培養ろ液より分子量 81kDaの新規の細胞外エキソ型イヌリナ-ゼを精製 し

た｡本酵素のイヌリン分解活性は 743units/mg とこれまで報告されている同酵▲
素の中で最も高く､レバンには作用しない型のエキソ型イヌリナ-ゼであった｡

第二章で本酵素の遺伝子クローニングと解析を行った｡これは､糸状菌エキソ

型イヌリナ-ゼ遺伝子として初めての報告となった｡その遺伝子 inuD は同菌
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株のエンド型イヌリナ-ゼ遺伝子 inuCと859bpの遺伝子間領域を隔てて互い

に逆向きに存在 していた｡しかも､エキソ型イヌリナ-ゼ遺伝子 f〃〟β はエン

ド型イヌリナ-ゼ遺伝子 inuC と共にイヌリンによって誘導され､フルク トー

スとグルコースで抑制された.第三章ではA.nigerNo.12株の培養ろ液から分

子量 81kDaの新規のエキソ型イヌリナ-ゼを精製 した｡精製酵素は第一章で記

述した糸状菌penicilliumsp.TN -88株の同酵素と同じくレバンに作用しない型の

エキソ型イヌリナ-ゼであった｡第四章でその遺伝子のクローニングをし､転

写レベルの解析を行った｡その遺伝子 inuEは､Penicillium sp.TN-88株のエン

ド型イヌリナ-ゼ遺伝子とエキソ型イヌリナ-ゼ遺伝子のようにエンド型イヌ

リナ-ゼ遺伝子と隣接 して存在していなかった｡また､A.nigerNo.12株のエ

ンド型イヌリナ-ゼ遺伝子 inuBは炭素源の種類に拘らず､構成的に転写されて

いるのに対し､エキソ型イヌリナ-ゼ遺伝子の転写はイヌリンまたはスクロー

スによって誘導され､グルコースまたはフルク トースの存在によって抑制され

た｡第五章ではPenicilliumsp.TN-88株エキソ型イヌリナ-ゼに特徴的な内部ア

ミノ酸配列をA.nigerNo.12株同酵素内部に挿入した融合酵素の機能解析を行

うことにより､そのイヌリン分解活性における機能を検した｡第六章ではエン

ド型イヌリナ-ゼのアミノ酸残基の置換から､基質特異性の相異に関与するア

ミノ酸残基を推定し､部位特異的変異実験によってその機能を推察した｡本論

文は以上の研究成果について詳述したものである｡
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第一章 penicillium sp.TNl88株由来エキソ型イヌリナ-ゼの精典

と性質

1-1.緒言

糸状菌エキソ型イヌリナ-ゼは黒麹菌AspergillusnigerNo.12株 (p-Iとp-II)､

29､30)penicillium sp.No.1株 (p-I､PIIIおよび p-III)､33)penicillium trzebinskii､

17)chrysosporiumpannnorum (F2と F3)､34)Aspergillus.Pcuum (ExoIと ExoII)､

35)Aspergillusαwamori14)から精製されている (第三章Table312参照)Oそれらは

分子量 59-87kDaの単量体の糖タンパク質であり､至適 pH と温度はそれぞれ

4.0-5.2､45-60℃の範囲であった｡また､エキソ型イヌ リナ-ゼの性質の指

標となるスクロース分解活性 (S)に対するイヌリン分解活性 (Ⅰ)の比 (〟S)は､

微生物起源により 2.0-0.02 と多様で､一般的に糸状菌由来のものが酵母由来

のものよりも高い｡7)微生物のエキソ型イヌリナ-ゼは細菌レバンのβ-(2-6)-

フルク トフラノシ ド結合に対する分解活性の有無によって2種類に大別される｡

penicilliumsp.No.1株､C.pannnorum(F3)､A.αwamori由来のいくつかの糸状菌

ェキソ型イヌリナ-ゼと酵母の同酵素 5､19-21)は β -(2-1)-とβ -(2-6)-フルク ト

フラノシド結合の両方を加水分解する｡

Nakamuraら 16) により分離された糸状菌 Penicillium sp.TN -88株はイヌリン

より誘導的に著量の細胞外イヌリナ-ゼを生産 し､そのエンド型イヌリナ-ゼ

は精製され､酵素化学的性質が明らかにされた｡16)また､そのコー ドする遺伝

子inuCはクローニングされ､酵母Saccharomycescerevisiaeで発現されている｡

39)本章では､本菌株より分子量 81kDaの非常にイヌリン分解活性が高い (〟S､

7.9)新規細胞外エキソ型イヌリナ-ゼを精製 し､酵素化学的諸性質について明

らかにした結果を記述する｡

1-2.材料と実験方法

1-2-1.使用菌株と培養条件

Nakamuraら 16)によりイヌリン含有植物の根圏の土壌から分離された糸状菌

Penicilliumsp.TN -88株をイヌリナ-ゼ生産に使用 した｡本菌株のイヌリナ-ゼ
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生産用液体培地として 1.5%(W/V)イヌリン (ダリア起源､Sigma)､2.0%(W/V)酵

母エキス､0.5%(W/V)塩化アンモニウム､0.05%(W/V)塩化カリウム､0.05%(W/V)

硫酸マグネシウム七水和物､0.001% (W/V)硫酸第一鉄七水和物を含む培地 (pH

5.5)を 100mlずつ 500ml容三角フラスコ 50本に分注 した｡本菌株の胞子を

-白金耳量植菌 し､恒温振とう培養機 (イワシヤ)で 30℃､5日間､140叩mで

回転振とう培養 した｡

ト2-2.静索活性謝定法

Mllerら 55)の 3,5-ジニ トロサリチル酸 (DNS)法に従って酵素活性を測定し

た｡A液 (1% [Wル]DNS水溶液 1760mlに4.5% [W/v]水酸化ナ トリウム水溶液

600ml､ロッシェル塩 [酒石酸カリウムナ トリウム四水和物､和光純薬]510g

を加え､溶解)にB液 (10% [W/V]水酸化ナ トリウム水溶液 30.4mlに結晶フェ

ノール 13.8gを溶解 し､蒸留水で 138mlとした後､炭酸水素ナ トリウム 13.8g

を加え､溶解)を混合 し､暗所に 2日間放置後､澱を除去し､DNS試薬を調製

した｡0.1M 酢酸緩衝液 (pH5.0)で適宣希釈 した供試酵素液 0.5mlに､脱イオ

ン水に溶解 した0.5%(W/v)イヌリンまたはスクロース溶液 0.5mlを加え､40℃
で30分間反応させた｡DNS試薬 3mlを加えて反応を停止させた後､沸騰水中

で5分間加熱 し発色反応させ､直ちに氷冷 した｡脱イオン水で25mlに定容 し､

分光光度計 (UV･1200､島津)を用いて 500mm の波長で吸光度を測定し､生成

した還元糖量を標準曲線より求めた｡盲検は､供試酵素液 0.5mlにDNS試薬 3ml

を加えた後､0.5%イヌリンまたはスクロース溶液を0.5mlを加え､同様に操作

した｡標準曲線作製のために 0､100､200､300､400､600､800､1000pg/ml

のフルク トース (イヌ リン分解活性測定用)もしくはフルク トースとグルコー

スを等量含む (スクロース分解活性測定用)溶液を作製 し､それぞれ DNS法に

より吸光度を測定した｡各還元糖濃度に対 して吸光度をプロットし標準曲線を

それぞれ作製 した｡イヌリナ-ゼ活性はイヌリン分子から1分間に 1pmolの還

元糖 (フルク トース)を生成する酵素量を lunitとした｡インベルターゼ活性

は lpmolのスクロースを分解する酵素量を lunitとした｡

I-2-3.タンパク質定量浜

タンパク質量は下記の紫外線吸収スペク トル法または LowⅣ 法 (cu-Folin法)

56) により求めた｡
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① 紫外線吸収スペク トル法

ウシ血清アルブミン (Sigma)0､200､400､600､800及び 1000pg/mlを含む

溶液を調製し､未知試料共に波長 280nm におけるの吸光度を分光光度計 (UV

-1600､島津)で測定した｡タンパク質濃度に対する吸光度をプロットし､標

準曲線より未知試料のタンパク質濃度を求めた｡この定量法は精製過程のフラ

クション内のタンパク質濃度を測定する際に使用 した｡

② cu-Folin(LowIY)法 56)

A液 (硫酸銅 ･五水和物 0.5gとクエン酸 ･二水和物 1.14gを蒸留水 100ml

に溶解 した)とB液 (炭酸水素ナ トリウム20gと水酸化ナ トリウム4gを蒸留

水 1000mlに溶解 した)を 1:50(Ⅴル)の比で混合 し､C液を作製 した｡ウシ血

清アルブミン (Sigma)の 0､20､40､60､80､100､200､ 400､600､800およ

び 1000pg/mlを含む溶液と未知試料それぞれ 0.5mlにC液 2.5mlを加え暗所

で 10分間作用させた｡D液 (Folin-Ciocalteau試薬､[和光純薬]と蒸留水を 1:

1lv/V]の比で混合)を0.25mlずつ加え混和し､暗所で30分間置いた後､波長

650nmにおける吸光度をそれぞれ測定したOタンパク質濃度に対する吸光度を

プロットし､標準曲線より未知試料のタンパク質濃度を求めた｡この定量法は

精製過程にて比活性を算出する際に使用 した｡

1-2-4.エキソ型イヌリナ-ゼの精製

1-2-1項の培養液を吸引ろ過 し､培養ろ液と菌体を分離した｡培養ろ液 4,450ml

をセルロース ･チューブ (C-65､三光純薬)に分注し､4℃低温室内でポリエ

チレングリコール 20,000(和光純薬)を振 りかけ 1/10倍量まで濃縮 した｡メン

ブレンフィルター (DianoYM-3､分画分子量3,000､アミコン)をセットした限

外ろ過器 (アミコン)に酵素液を入れ､窒素ガスで加圧 (約4kg/cm2) し､約90ml

に濃縮 した｡これをセルロース ･チューブに入れ､脱イオン水中で2日間透析

した｡以下のカラム操作はFPLC システム (Amersham)を用いて行った｡20mM

酢酸緩衝液 (pH6.0)で平衡化 したDEAE-CellulorineA-500(生化学工業)カラム

(2.6×45cm)に濃縮 した酵素液を供 し､未吸着部分を流速 1.0ml/minで流出し
▲

た｡0.1M のNaClを含む同緩衝液で吸着 した酵素を溶出し､フラクション ･コ

レクター (RediFrac､Amersham)で 10mlずつ分取した (Fig.1-1)｡イヌリナ-

ゼ活性とインベルターゼ活性を示すピーク画分 (FractionNo.14-32)を減圧条
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件下コロジオン膜 (sartorius)に入れ､同緩衝液中で減圧条件にて透析､濃縮 し

た｡酵素液を同緩衝液で平衡化 した Q-SepharoseHPカラム (2.0×30cm)にロ

ー ドし､未吸着部分を流出した｡0-0.5M の NaClを含む同緩衝液で吸着 した

酵素を溶出 (Lineargradientelution)し､6mlずつ分取した (Fig.112)｡イヌリナ

-ゼ活性とインベルターゼ活性を共に示すピーク画分 (FractionNo.49-57)を

濃縮した｡濃縮酵素液を0.15M NaClを含む 10mM酢酸緩衝液 (pH6.0)で平

衡化したSuperdex200pg(Amersham)カラム (2.6×70cm)に供 し､同緩衝液を

流して3mlずつ分取した (Fig.1-3)｡

l･2-5.SDS･PAGE

sDS-PAGEは Laemmli57)の方法で行った.30%アクリルアミド/0.8% N,N′-メ

チレンービスーアクリルアミド溶液 2.25m1､ 0.4%(W/V)SDS/1.5M トリス緩衝液

(pH8.8)2.25ml､蒸留水 4.5m1､10%過酸化アンモニウム40LLl､および TEMED

(和光純薬)5plを加え､7.5%ポリアクリルアミド分離ゲルを作製 した.この上

に30%アクリルアミド/0.8% N,N′-メチレンービスーアクリルアミド溶液 0.45m1､

0.4%(W/V)SDS/0.5M トリス緩衝液 (pH6.8)0.75mlおよび蒸留水 1.8mlに 10%

過酸化アンモニウム 10pl､TEMED 5plを加え濃縮ゲルを作製 した｡MN -

PROTEAN II(BIO-RAD)の泳動槽 にゲルをセットし､泳動緩衝液 (25mM ト

リス､19.2mM グリシンおよび0.1%SDS､PHS.3)を注ぎ入れた｡lM トリス緩

衝液 (pH6.8)0.625ml､グリセロール 1m1､10%(W/V)SDS2m1､0.1%(W/V)プ

ロモフェノール ･ブルー 0.5ml､蒸留水 0.375mlに2-メルカプ トエタノール 0.5

ml加え､試料緩衝液を作製 した.凍結乾燥 した酵素タンパク質 約 10pgを試

料用緩衝液 10plに溶解 し､100℃で2分間加熱 し変性させた.この試料をゲル

溝に注ぎ入れ､25mA 定電流で電気泳動 した｡泳動後のゲルを染色液 (後述す

る脱色液 lLに 1gのクーマシー ･ブリリアント･ブルーR-250を溶解 した)で

染色し､脱色液 (300mlのメタノール､100mlの酢酸に蒸留水を加え lLとし

た｡)で脱色したO最後に脱色したゲルをゲル乾燥機 (RAPIDRY-MINI､ATTO)で

乾燥させた｡

1-2-伝.等電点電気泳動

等電点電気泳動はMultiphorH 電気泳動システム (Amersham)により行った｡

加熱を防ぐため冷却水循環装置 (endocalRTE-5B､Neslab)で 10℃に保った冷却
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板に絶縁液 (パラフィン油)を塗布 し､その上に気泡を生 じさせないように

AmpholinePAGplate(pH 3.5-9.5､Amersham)を載せた｡この両端に電極ス トリ

ップを電極線に対して平行に載せた｡陰極のス トリップには lMH3PO4溶液を､

陽極のス トリップには lM NaOH溶液を浸みこませた｡サンプル ･ス トリップ

を陽極に向かって陰極から 2cm の所に電極に対して平行に載せた｡透析､減

圧乾燥した試料を超純水 10plに溶かし､サンプル ･ス トリップの溝に注入し

た｡広域標準タンパク質を同様に注入 し､泳動後､試料の等電点測定に利用 し

た｡電極線をそれぞれ電極ス トリップの上にセットし､1,500V､50mA､ ヨow

で90分間通電し､両性担体アンフォラインの pH勾配を形成させ､試料をその

等電点の位置に濃縮 した｡泳動後のAmpholinePAGplateを固定液 (29gの トリ

クロロ酢酸､8.5gの硫化サリチル酸を蒸留水に溶かし250mlにした)に30分

間浸漬した｡次に脱色液 (500mlのエタノール､160mlの酢酸に蒸留水を加え､

2Lにした)に5分聞置き洗浄した後､染色液 (脱色液 lL に 1gクーマシー ･

ブリリアント･ブルーR-250を溶解)に 10分間浸漬して染色した｡最後に､前

述した脱色液で背景が澄むまで脱色し､ゲル乾燥機で乾燥させた｡

ト2-7.静索活性に及ぼす pⅡ と温度の影響

酵素活性の最適pHは0.1M酢酸緩衝液 (pH3.5-6.0)､0.1M リン酸緩衝液 (pH

6.5-7.5)､ホウ酸緩衝液 (PHS.0-10.0)でそれぞれ希釈した酵素液 0.5mlを作製

しト2-2項に従って酵素活性を求め､最大活性に対する相対活性を算出した0

各pHにおける酵素の安定性は､pH4.0-9.0の各 pHの緩衝液で希釈した酵素

液を24時間30℃で保温した後の残存活性を 1-2-2に従って求め､最大活性に対

する残存活性を算出した｡酵素活性の最適温度は反応液を 10-70℃で保温する

以外は ト2-2に従って酵素活性を求め､最大活性に対する相対活性を算出した｡

酵素の熱安定性は0.1M 酢酸緩衝液 (pH5.0)で希釈した酵素液を20-80℃で

30分間それぞれ保温した後､1-2-2に従って酵素活性を求め､最大活性に対す

る残存活性を算出した｡

1-2-8.酵素活性に及ぼす金属イオンと阻害物質の影響
▲

AgCl､ZnC12､NiC12､MnCl2､MgCl2､HgC12､FeC13､CdCl2､CoC12､CaC12､

EDTA､SDS､pCMB､N-bromosuccinimideの金属イオンもしくは阻害物質を1

mM含む酵素液を0.1M酢酸緩衝液 (pH5.0)でそれぞれ調製した｡この酵素液
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の酵素活性を 1-2-2に従って求め､金属イオンや阻害物質を入れないものの酵

素活性に対する相対活性を算出した｡

1-2-9.基質特異性

スクロース (β-D-フルク トフラノシル α-D-グルコビラノシ ド)､イヌ リン

(β-2,1-フルクタン)､メレチ トース (α-D-グルコビラノシルー[1-31-β-D-フル

クトシルー[2-1]-α-D-グルコビラノシ ド)､ライノース (0-α-D-ガラク トビラ

ノシルー[1-6]-α-D-グルコビラノシル β-D-フルク トフラノシ ド)､レバン (β-

2,61フルクタン)を脱イオン水に溶解 し､0.5%(W/V)溶液をそれぞれ作製 した｡

各基質溶液にに0.1M 酢酸緩衝液 (pH5.0)で適宣希釈した供試酵素液 0.5mlを

加え､30分間保温した後､DNS法 (ト2-1項)にて還元糖量を測定し､酵素活

性を算出した｡

1-2-10.薄層クロマ トグラフィー

3%(W/V)イヌリン溶液 0.1mlに0.1M 酢酸緩衝液 (pH5.0)で適宜希釈 した

供試酵素液を加え40℃で反応させた｡0､3､6､12､24､48､72および 96時

間後に反応液を分取し､直ちに5分間煮沸し､反応を停止させた｡各分析試料

を薄層プレー ト(HPTLC-FertigplattenKieselge160､Merck)の下端から約 1cm

のところに､毛細管で等間隔に約 2-3帽 ずつ添加 した｡展開槽 (100-7D､

YAZAWA)に展開溶媒 (クロロホルム:酢酸:蒸留水-3:10:1lv/V/V])を入れ､十

分に蒸気で飽和させた｡試料添加後の薄層プレー トを水平な所に置いた展開槽

内に入れ､溶媒の先端が適当な位置まできたら展開槽から出し､ ドラフ ト内で

ドライヤーを用いて十分に乾燥させた｡この操作を溶媒の先端が前回よりも上

にくるように展開して三回行った｡展開後の薄層プレー トを乾燥し､発色剤 (2g

のジフェニルアミンと2mlのアニリンを 100mlのアセ トンに溶解 し､15mlの

濃リン酸と混和)を噴霧 し乾燥後､120℃で約 5分間の加熱により発色させた｡

-12-



1-3.実験結果および考察

ト3-1.静索の精製

本酵素は培養ろ液から4.4%の回収率で､329倍に精製された (Table1-1).宿

性ピーク画分のタンパク質は SDS-PAGEで 81kDaの単一のバンドを示 し (Fig.

1-4)､等電点電気泳動によりpJは4.6と推定された｡既報の糸状菌由来同酵素 14､

17､30､33135)の分子量の範囲は 59-87kDaであり､本酵素の分子量もその範囲内

であった｡本酵素のイヌリン分解活性は 743units/mgで既報の同酵素で最も高

いPenicillium trzebinskii由来のもの 17)より更に 7倍高く､スクロース分解活性

は93.8units/mgであった｡その〟Sは7.9であり､既報の同酵素の0.02-2に比

べて非常に高いものであった｡

1-3-2.酵素活性に及ぼす pH､温度の影響

本酵素のイヌリナ-ゼ活性の最適 pHは4.0､pH 5-7で安定であった｡最適

温度は55℃､50℃まで安定で70℃で完全に失活 した｡既報の同酵素の最適 pH､

温度はそれぞれ pH 4-5.2､45-60℃､安定性はpH 3-9.0､60℃以下の範囲で

あり､本酵素も同程度であった｡

1-3-3.静索活性に及ぼす金属イオン､阻害物質の影響

本酵素は Mn2'と Co2+でそれぞれ 127､117%賦活化 され､Ag'､Hg2'､N-

bromosuccinimideで完全に失活した｡また､PCMB (35%)､ EDTA (88%)､Cu2'

(74%)および Fe3+ (38%)で酵素活性が阻害された｡本酵素は既報のイヌリナ-

ゼ同様 Ihg2+､pcMB で阻害されることから活性発現に SH 基が関与している

ものと推察される｡

1-3-4.基質特異性

本酵素はイヌ リン (100%)､スクロース (12.6%)､ラフィノース (18%)に

作用し､細菌レバンのβ-2,6結合とメレチ トースには作用 しなかった (括弧内

にイヌ リン分解活性 に対す る相対活性 を示す)｡同属の糸状菌 penicillium
i

trzebinskii由来エキソ型イヌリナ-ゼ 17)もレバンに作用 しないが､penicilliumsp.

No.1株由来のエキソ型イヌリナ-ゼ p-Ⅰ､p-II､p-III33)はβ-2,1とβ-2,6フルク

トフラノシ ド結合を加水分解するOこのことから､Penicillium属糸状菌の エキ
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ソ型イヌリナ-ゼは2種類に分けられると考えられる｡

1-3-5.加水分解産物の経時的分析

反応初期からイヌリンからフルク トースのみが生成されており､本酵素がエ

キソ型イヌリナ-ゼであることが確認された (Fig.ト5)｡
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absorbanceat280mmandtheenzymeactivitywasdeterminedbyDNSmethod.
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1-4.要約

本章では､糸状菌Penicilliumsp.TN l88株のイヌリンを炭素源とした培養ろ液

より分子量 81kDa､pI4.6のエキソ型イヌリナ-ゼを4.4%の回収率で､329倍

に電気泳動的に単一に精製 した｡本酵素のイヌリン分解活性は 743units/mg と

非常に高く､スクロース分解活性は93.8units/mgであった｡Ⅰ/Sの値は 7.9で既

報の同酵素に比べて高い値を示 した｡本酵素の最適 pH は 4.0､pH 5-7で安定

であった｡最適温度は 55℃､温度安定性は 50℃まで認められ､70℃で完全に

失活 した｡本酵素はMn2+とCo2+でそれぞれ 127､117%賦活化され､Ag+､Hg2+､

〟-bromosuccinimideで完全に失活 した｡本酵素はイヌリン分解反応初期より専

らフルク トースを生成 したこと､レバンには作用 しなかったことからレバンに

作用 しない型のエキソ型イヌリナ-ゼであると推察した｡
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第二章 penicillium sp.TN-88株エキソ型イヌリナ-ゼ遺伝子のク

ローニングと解析

2-1.緒言

糸状菌エンド型イヌリナ-ゼ遺伝子は､黒麹菌AspergillusnigerNo.12株､37)

同じく近縁の黒麹菌A..Pcuum､41)penicilliumpurpurogenum､40)penicilliumsp.TN-88

株 36)などからクローニングされている｡その推定アミノ酸配列からエンド型イ

ヌリナ-ゼは糖質加水分解酵素ファミリー32に属する｡アミノ酸配列を基にし

たβ-フルク トフラノシダーゼの分子系統樹より酵母 Kluyveromycesmarxianus46)

のエキソ型イヌリナ-ゼはS.cerevisiae58)とPichiaanomala59)のインベルターゼ

とクラスターを形成 し､共通の祖先に由来することが示唆された｡ Aspergillus

属 37､41)とPenicillium属糸状菌 39､40)のエンド型イヌリナ-ゼは別のクラスター

を形成し､放線菌Actinomycesnaeslundiiのレバナーゼ 60)と系統樹の枝を共有し

ていた｡このことからイントロンのないエン ド型イヌリナ-ゼ遺伝子は細菌起

源で､Aspergillus属とPenicillium 属糸状菌の共通の祖先に水平伝播 したことが

示唆された｡39)一方､糸状菌エキソ型イヌリナ-ゼをコー ドする遺伝子のクロ

ーニングは報告されておらず､その構造と機能の関係や β-フルク トフラノシダ

ーゼ ･ファミリー内における進化上の位置については不明であった｡

エンド型イヌリナ-ゼはイヌリンに特異的に作用し､内部のβ一2,1結合を切

断するのに対 し､エキソ型イヌリナ-ゼはイヌリンの非還元末端のフルク トー

スを順次切断し､最終的にスクロース分子も分解する｡ したがってエキソ型イ

ヌリナ-ゼはイヌリン分解活性 と共にスクロース分解活性を示す｡このように

エキソ型イヌリナ-ゼとエンド型イヌリナ-ゼは共にイヌリンに作用する酵素

であるが､その基質特異性と作用機作を異にしている｡ このことから両酵素の

構造と反応機構の関係は大変興味深く思われる｡また､エキソ型イヌリナ-ゼ

はレバンに対する作用によって 2種類に分けられることから､それらの構造と

特異性の関係を明 らかにす る必要がある｡ 第一章で述べたよ うに糸状菌

Penicilliumsp.TN -88株由来のエキソ型イヌリナ-ゼはレバンに作用 しない｡本

章で記述するように､糸状菌エキソ型イヌリナ-ゼとして初めてPenicillium sp.

TN-88株より遺伝子inuDをクローニングし､その構造を明らかにした｡その後

A.wamori14)とA.nigerNo.12株 (第4章で記述)由来のエキソ型イヌリナ-ゼ
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遺伝子が報告された｡また､一般的に誘導酵素の発現は転写レベルで誘導と抑

制の二重の調節を受けている｡本章では､さらに本菌株のエンド型イヌリナ-

ゼ遺伝子 inuCP9)とエキソ型イヌリナ-ゼ遺伝子 inuD の転写に及ぼす炭素源の

影響について得られた知見を記述する｡

2-2.材料と実験方浜

2-2-1.アミノ酸配列の決定

第一章で精製 したエキソ型イヌリナ-ゼ 500帽 を 10%グリセロール (Ⅴ/v)

/0.1%(W/V)SDS/125mM トリスー塩酸緩衝液 (pH6.8)100plに溶解 し､7.5%(W/V)

ポリアクリルアミド･ゲルの試料清に添加 した｡その後､Kameiらの方法 61)に

従い､リシルエンドペプチダーゼ (Lys-C､Achromobacterlyticus起源､和光純

莱)またはV8プロテアーゼ (streptomyceserythraeus起源､和光純薬)2pgを含

む 5%グリセロール (V/V)/0.1% (W/V)SDS/125mM トリス塩酸緩衝液 (pH 6.8)

100plをそれぞれ重層した｡SDS-PAGEを行 う際に､濃縮ゲル中で 2時間泳動

を停止 し､酵素を作用させた後､ペプチ ド断片をそれぞれ分離 した｡泳動後の

ゲル中のペプチ ド断片を PVDF膜 (Immobilon-PSQ､M llipore)にブロッティン

グした｡ブロッティングは 10%メタノールを含む 10mMCAPS緩衝液 (pHll.0)

中でMniTrams-blotcell(Bio-Rad)を用いて行った (4℃､定電流60mA､90分

間)｡ブロッティング後のPVDF膜をクーマシー ･ブリリアント･ブルーR-250

で染色し､Lys-Cペプチ ド断片 (45kDa)､V8ペプチ ド断片 (29kDa)および精

製酵素 (81kDa)のバンドをそれぞれ切 り出し､その N 末端アミノ酸配列を自

動フェニルチオヒダントイン誘導体分析装置を備えた気相タンパク質シークエ

ンサー476AProteinSequencer(AppliedBiosystems)と同アナライザー用試薬キッ

ト(AppliedBiosystems)を用いてエ ドマン分解法によりそれぞれ決定した｡

2-2-2.染色体 DNAの御製

1-2-1項で記述した糸状菌 Penicillium sp.TN -88株のイヌリナ-ゼ生産液体培

地に､本菌株を 1白金耳量植菌し､30℃､150叩mで72時間回転振とう培養 し

た｡その培養液 100mlをブフナ一 ･ロー トで吸引ろ過し､集菌した｡ロー ト上

の菌体を2Lの滅菌水で洗浄後､ろ紙で菌体に含まれる水分をとり､1.5ml容
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エツペン ドルフ ･チューブに菌体約 100mgを採取 した｡以後の操作はDNA抽

出キット (ISOPLANT､ニッポンジーン)の操作法に従った｡抽出液中の核酸

をエタノール沈殿 し､50pITE緩衝液 (10mMTris-HCl[pH8.0]/1mMEDTA)に

溶かしたD核酸溶液にRNA分解酵素 (1mg/mlRNaseA､和光純薬)1plを加え､

37℃で 30分間反応 させ､RNAを分解 した｡次に CIA(クロロホルム :イソア

ミルアルコール [24:1､Ⅴ/V日 を等量加え混合 しタンパク質を変性 させ､遠心

分離 (室温､9000rpm､5分間)により水相､有機溶媒相および中間層に分離 し

た｡水相をエタノール沈殿､減圧乾燥後､TE緩衝液に溶解 した｡この核酸溶

液に等量のポリエチレン ･グリコール溶液 (13% [W/V]PEα0.8M NaCl)を加え

混合 し､氷上に 60分間静置 した後､遠心分離 (4℃､15,000rpm､20分間)し

た｡上清を除き､ペ レットを 70% エタノールでリンスし､減圧乾燥後､超純

水に溶解 した｡これを染色体 DNA溶液とした｡

2-2-3.エキソ型イヌ リナ-ゼ遺伝子に特異的なプローブの作製

エキソ型イヌリナ-ゼの N 末端のアミノ酸配列 KESYTELYをコー ドしてい

るセンス ･プライマー5'-AARGARTCW TAYACM CARCTKTAy3′(Fig.2-3､

Pl)と V8ペプチ ド断片のアミノ酸配列 ISFANTPA をコー ドしている塩基配列

のアンチセンス･プライマー5'-KGCWGGYGTRTTRGCRAAWGARAT-3′(Fig.

2-3､P2)を設計 し､合成 したolOXPCR緩衝液 (Am pliTaqGold付属)5Lll､25mM

MgC12溶液 4pl､各 10mM dNTP溶液 4pl､2-2-2項で調製 した染色体 DNA溶

液 1pl､10pM のプライマー各 1pl､TaqDNA ポリメラーゼ (AmpliTaqGold､

AppliedBiosystems)0.5トLlを加え超純水で 50plとした反応液を､サーマル .サ

イクラ- (GeneAmpPCRSystem2400､AppliedBiosystems)にセットした｡94℃

に 10分間保持 しDNAポリメラーゼの活性化 した後､94℃で 30秒間､55℃

で 30秒間､72℃で 1分間の反応を 25回し､最後に 72℃で 7分間反応させ

た｡ 増幅 DNA断片を2%アガロース ･ゲルを用いた電気泳動で分離 し､1375bp

のDNA断片をWizardPCRprepsDNApurificationsystem(Promega)を用いて抽

出した｡この 1375bpのDNA断片を2-2-14項①⑤に従って pCR2.1(Invitrogen)

にm クローニングし､塩基配列を決定 した｡また､このDNA断片をDIGDNA

labelinganddetectionkit(Roshe)を用いて以下に示すようにランダム ･プライマ

ー法でDIG標識 した｡10plのDNA溶液 (0.1pg/ul)を 10分間煮沸 し､直ちに

食塩を含む氷で冷却 した｡氷上で-キサヌクレオチ ド混合液 2pl､dNTP標識
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混合液 2pl､Klenow酵素 1plに超純水を加え 15plにした後､37℃で 1時

間反応させ､DIG標識 DNAを合成 した｡0.2M EDTA(pH8.0)2pmlを加え反

応を停止 し､4MLiCl(和光純薬)2.5pl､エタノール 75plを加えてよく混合 し､

-70℃で 30分間放置 した｡遠心分離 (4℃､15,000叩m､15分間)し､上清を

除いて減圧乾燥後､50plの TE緩衝液に溶解 した｡

2-2-4.染色体 DNAのサザン ･ハイブリダイゼーション

染色体 DNAIOpgそれぞれにEcoN､SphI､maI､SacIの各制限酵素を 100

U､各 10×緩衝液 10plを混合 し､超純水で全量を 100plとした反応液をそれ

ぞれ作製 した.37℃で 18時間反応させ完全消化 した後､精製 し､超純水 15pl

に溶解 したDNA断片をそれぞれ 1%TAE アガロース ･ゲルで 30Vで 5時間電

気泳動 し､分離 した｡電気泳動後のゲルを加水分解液 (0.25MHCl)に入れ､20

分間振とうし､高分子量の DNA 断片を部分分解 した｡続いて変性溶演 (1.5M

NaOH/0.5M NaCl)でゲルを 30分間振とうすることで二本鎖 DNAをアルカリ

変性させ､一本鎖 DNAにした｡一方､アルカリ･トランスファー緩衝液 (0.4M

NaOH)の入った トレイにガラス板を渡 し､そのガラス板の上に同緩衝液に浸

した三重の 3MM ろ紙をその両端が同緩衝液に浸るようにに載せた｡このろ紙

の上にゲルをウェルを下にして密着させた｡このゲルの上にゲルの大きさ (6×

10cm)より縦横 0.2-0.3cm それぞれ長いのブロッティング ･メンブラン

(HybondJN+､Amersham)に載せ､同じ大きさに切った 3MM ろ紙 3枚､同じ大

きさに切ったペーパータオルを 5cm 程度の厚 さに順次積み重ねた｡その上に

平らな板を置き､5g/cm2程度の重 しをしながら 16時間放置 して､毛細管現象

によりメンブランにDNA断片をブロッティングした｡このメンブランをSSC溶

演 (33.3mM NaCl/33.3mM クエン酸ナ トリウム)中で 1分間振とうした後､

80℃で加熱 し､DNA断片をメンブランに固定した｡

メンブランの洗浄及び検出はDIGDNAlabelinganddetectionkitに添付の説明

書に従い行った｡メンブランを蒸留水に馴染ませた後､ビニール製のバッグに

入れ､メンブラン面積 100cm2 ぁたり約 5mlの割合でハイブリダイゼーショ

ン緩衝液 (0.5M リン酸水素 2ナ トリウム溶液 [pH7.2]50m1､500mM の EDTA

0.2m1､および SDS7gを混合 した後､全量を蒸留水 100mlとした)を入れた｡

これを 68℃で 5分間以上振とうした｡予め､10分間煮沸 し変性 させ､氷中で

急冷 したプローブ溶液 (212-3項参照)3LLlをハイブリダイゼーション緩衝液に
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加え､68℃で振とうしながら 16時間ハイブリダイゼーションを行った｡この

メンブランを68℃に保持 した約 100mlの洗浄液 (0.5M リン酸水素 2ナ トリウ

ム溶液 [pH7.2]40m1､10%SDSIOOmlに蒸留水を加え 860mlとした)で洗浄

し､洗浄液を換えながら4回繰 り返した｡メンブランを約 100mlの緩衝液 1(0.1

M マレイン酸/0.15MNaCl､pH7.5)に入れて 1分間浸透 し､約 40mlの緩衝液

2(緩衝液 1/1%[W/v]ブロッキング試薬)で30分間振とうした｡続いて約 40ml

の希釈抗体溶液 (緩衝液 2で抗 DIG-AP標識抗体を 150mU/mlに希釈 した)で

メンブランを30分間振とうした後､100mlの緩衝液 1で 15分間の撹拝洗浄を

2回行った｡メンブランを約 20mlの緩衝液 3(100mMTris-HCl､100mMNaCl､

50mM MgC12､pH9.5)で2分間平衡化 した後､緩衝液 3を取り除いた｡10ml

の緩衝液3に､NBT溶液 (75mg/mlNBTの70%[V/V]DMF溶液)45plとBCIP(X-

リン酸)溶液 (50mg/mlBCIPの 100% [V/V]DMF溶液)35plを加え､発色溶液

を調製した｡暗冷下で､ビニール ･バッグにメンブランを入れ､約 10mlの発

色溶液を加え室温に放置した｡発色したバンドを確認後､反応を停止するため

にメンブランを50mlの緩衝液 4(10mMTris-HCl/1mMEDTA､PHS.0)に5分

間浸した｡

2-2-5.エキソ型イヌリナ-ゼ遺伝子を含む DNA断片のクローニングと塩基配

列の決定

制限酵素XbaIで消化 した染色体 DNAを電気泳動 し､エキソ型イヌリナ-ゼ

遺伝子に特異的なプローブ (2-2-3項参照)を用いてサザン ･ハイブリダイゼー

ションを行った｡シグナルを示 した4.6kbpのDNA断片を抽出し､2-2-14項②

に従ってpUC18にライゲ-ション後､大腸菌E.coli.JM109を形質転換 した｡62､

63)2-2-3項で調製したプローブを用いて 2-2-14項③にしたがってコロニー ･ハ

イブリダイゼーシ ョンを行った｡シグナルを示す形質転換体大腸菌 JM109

(pINU502)のプラスミドを 2-2114項④⑤に従って抽出し､4.6kbpの DNA断片

の全塩基配列を決定した｡

2-2-6.プロモーター領域を含む DNA断片のクローニングと塩基配列の決定

2-2-4項と同様に制限酵素BamHIで消化 した染色体DNAを電気泳動 し､DNA

断片をメンブレンにブロッティングした後 2-2-3項で調製 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った｡シグナルを示した3kbpのBamH
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Ⅰ断片をクローニングし､エキソ型イヌリナ-ゼ遺伝子の開始コドンの上流 1.0

kbpの塩基配列をプライマー ･ウオーキング法により決定した｡

2-2-7.全 RNAの調製

1-2-1項で作製 したイヌリナ-ゼ生産用液体培地 200mlを500ml容三角フラ

スコに分注し､Penicillium sp.TN -88株を 1白金耳量植菌した後､30℃で 48時

間振とう培養 した｡培養液から吸引ろ過により菌体を集め､3L の滅菌蒸留水

で洗浄した｡全 RNA 抽出は RNA 抽出キット(ISOGEN､和光純薬)を用いて

添付のプロトコールに従って行った｡菌体 100mgにISOGEN 1mlを加え混合

した後､室温に5分間静置した｡さらに､クロロホルム0.2mlを加えてよく混

合し､室温に3分間放置した｡その後､遠心分離 (4℃､15,000rpm､15分間)し､

RNA を含む水相と DNA とタンパク質を含む中間層と有機溶媒相に分離 した｡

水相に0.5mlのイソプロパノールを加えて 5-10分間室温に放置し､遠心分離

(4℃､15,000rpm､10分間)により上清を除去した｡ペレットを70% エタノー

ル lmlでリンスした後減圧乾燥 し､DEPC処理 した超純水 0.5mlに溶解 した｡

この溶液を全 RNA溶液とした｡

2-2-8.mRNAの分離

2-2-7項で調製 した全 RNA 溶液から mRNA 精製キットmRNAPolyATtract

mRNAIsolationSystemsⅢ (Promega)を用いてmRNAを単離 した｡全 RNA溶液

を65℃で 10分間保温し､それにBiotinylated-oligo(dT)probe3plと20×SSC(キ

ット付属)13plを加え､室温に 10分間置くことで mRNA を Biotinylated-oligo

(dT)probeに結合 させた｡一方､磁石台 (キッ ト付属)を用いて Streptavidin

paramagneticparticle(SA-PMPS)懸濁液からSA-PMPSを集め､上清の保存液を

除いた00.5×SSC緩衝液 0.3mlに SA-PMPSを懸濁 した後､同操作によりSA-

PMPS集め､上清を除き洗浄した (この操作を3回繰 り返した)｡同緩衝液 0.1ml

に SA-PMPSを懸濁 し､これに先述の mRNAが Biotinylated-oligo(dT)probeに

結合した複合体の懸濁液を加え､2分間毎に転倒混和しながら20分間放置した｡

この操作によりmRNAが結合した Biotinylated-oligo(dT)probeを SA-PMPSに

結合させた｡再び磁石台でこのrnRNA伯iotinylated-oligo(dT)probe/SA-PMPS複

合体を集め､上清を除いた｡ペレットのmRNAA)iotinylated-oligo(dT)probe/SA-

pMPS複合体を0.1×SSC緩衝液 0.3mlに懸濁 した後､同操作により複合体を集
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め､上清を除き洗浄 した (この操作を 4回繰 り返した)｡最後に､DEPC 処理

した超純水 0.25mlに複合体を懸濁 し､mRNA を溶出 した｡同操作により

Biotinylated-oligo(dT)probe/SA-PMPS集め､この上清をmRNA溶液とした｡

2-2-9.First-strandcI)NAの合成

2-2-8項で調製したmRNAからSMARTRACEcDNAAm plificationkit(Clontech)

付属のプロトコールに従い､FirststrandcDNAを合成 した｡5′RACE-ReadyCDNA

を合成するため､mRNA溶液 3pl(1pg)と 5'-CDSプライマー [5'-(T)25N_lN-

3′(N-A,C,G,orT;N_1-A,G,orC)]1pl､および SMARTIIOligo-nucleotidel5'-

AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTACGCGGG -3']1plを入れ混合 した｡一方

3'RACEIReadycDNAを合成するため､mRNA溶液 3pl(1pg)､3′-CDSプライ

マー [5′-AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTAC(T)30N_lN-3′(N-A,C,G,orT;N_

1-A,G,orC)]1plを入れ､DEPC処理 した超純水を加えて全量を5plとしたO

これらの反応液を70℃で2分間保温した後､氷上で 2分間冷却 した｡これに 5

×First-strand緩衝液 (250mMTriS-HCllpH8.3]､375mMKCl､30mMMgC12)2pl､

20mMDTT1lll､dNTPMix (dATP､dCTP､dGTP､anddTTP､eachatlOmM)1

pl､逆転写酵素 (SuperScriptII､Invitrogen)1plを加え､42℃で90分間反応させ

たOこの後 TE緩衝液 250plを加えて希釈 し､72℃で7分間保温し､逆転写酵

素を失活させた｡

2-2-10.RACE法によるmRNAの 5'末端の決定

エキソ型イヌリナ-ゼ遺伝子の 5′末端は SMARTRACECDNAamplificationkit

(Clontech)を用いた5'RACEで決定した.10×PCR緩衝液 5pl､MgC124pl､

dNTPs4pl､UPM(10×UniversalPrimerMix､キット付属)5pl､10pM アンチセ

ンス ･プライマー 5'-AGAAACTGGTCCTGGTATGGAGCT-3'(Fig.2-3､P6)1LLl､

前項で作製 した5'RACE-ReadycDNA2.5pl､TaqDNAポリメラーゼ 0.25plを

入れ､超純水を加えて全量を 50plとした｡PCRは 94℃に 10分間保持するこ

とによりTaqDNAポリメラーゼ活性化 した後､94℃で45秒間､58℃で45秒間､

72℃で2分間の反応を30回行った｡続いて第一次PCR産物 1plを鋳型にM (キ

ッ ト 付 属 ) と 10 pM ア ン チ セ ン ス ･ プ ラ イ マ ー 5-

ACATATGGTAGGTCCCATCAGCAT-3'(Fig.213､P8)を用いたNestedPCR(鋳型､

プライマー以外はFirstPCR反応液組成と同様)を行った｡反応条件は94℃､10
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分間の TaqDNAポリメラーゼ活性化の後､94℃で45秒間､59℃で45秒間､72℃

で 2分間の反応を 30回行い､最後に 72℃で 7分間反応させた｡5′RACE産物

を2-2-14項①④⑤に従ってpCR2.1にクローニングし､塩基配列を決定した｡

2-2-ll.RACE法によるmRNAの 3'末端の決定

エキソ型イヌリナ-ゼ遺伝子の3′末端は SMARTRACECDNAamplificationkit

(Clontech)を用いた3′RACEで決定した｡10×PCR 緩衝液 5pl､MgCl24pl､

dNTPs4pl､UPM (10×UniversalPrimerMix)5pl､10pMセンス ･プライマー

5'-ATAACAACGCCAACTGGCTGGACT-3'(Fig.2-3､P9)1pl､2-2-9で作製 した

3'RACE-ReadycDNA2.5plを入れ､TaqDNAポリメラーゼ 0.25pl､MlliQ水

を加えて全量を 50plとした｡PCRは､94℃に 10分間保持することによりTaq

DNAポリメラーゼを活性化 した後､94℃で 45秒間､59℃で 45秒間､72℃で 2

分間の反応を30回行った.続いて第一次 pCR産物 1plを鋳型にNUPと10pM

センス･プライマー 5′-TTGTGGATTGGTCAAGTGTGGAGG-3′(Fig.2-3､Plo)を

用いた第二次 PCR(鋳型､プライマー以外はFirstPCR反応液組成と同様)を行

った｡ 反応条件は第一次 PCR と同様に行い､最後に 72℃で 7分間の伸長反応

を行ったQ3'RACE産物を2-2-14項①④⑤に従ってpCR2.1にクローニングし､

塩基配列を決定した｡

2-2-12.エキソ型イヌ リナ-ゼの cDNAの解析

2-2-9項で合成 した一本鎖cDNA溶液を鋳型としてセンス･プライマー 5'-CGG

AATTCCGAACATGAAATCCATCAGCAT-3'咋ig.2-3､P3)とアンチセン

ス ･プライマー5'-GCTCTAGAGCCTATACCCATGTACTGCGTACTTTl3'

咋ig.2-3､P4)(太字は inuD遺伝子コー ド配列､下線部は制限酵素 EcoRI､XbaI

の各認識部位を示す)を用いてエキソ型イヌリナ-ゼcDNAのORFを増幅 した｡

増幅断片をEcoRI､XbaIで消化 し､2-2-14項②④⑤に従って pUC18の同部位に

クローニングし､塩基配列を決定した｡

2-2113.1'nuD辻伝子 とinuC遺伝子の転写解析

本菌株のイヌリナ-ゼ生産用培地 (1-2-1項参照)の炭素源をそれぞれ 1.5%グ

ルコース､1.5%イヌリン､1.5%フルク トース､1.5%スクロース､1.5%イヌリ

ンと 1.5%フルク トース､1.5%イヌリンと 1.5%グルコースとした液体培地 (初
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発 pH5.5)をそれぞれ作製した｡これらの培地に本菌株を植菌し､72時間､30℃
で回転振とう培養 (140rpm)した｡培養液から遠心分離により集めた菌体から

2-2-7項と2-2-8項に従ってmRNAを単離したOこのmRNA溶液 14.5pl(約0.5pg)

と10PM の 17塩基のオリゴ (dT)溶液を混合し､70℃で2分間保温した後､10

×pCR緩衝液2.5pl､25mMMgC12溶液2.5pl､10mMdNTP混合液1pl､0.1MDTT

2.5pl､逆転写酵素 (SuperScriptII)1plを加え42℃で90分間作用させ､一本鎖

cDNAを合成 した｡逆転写酵素は反応後､72℃で7分間保温し失活させた｡

InuC､39)inuD 遺伝子に特異的なプライマーを primerExpressプログラム

(AppliedBiosystems)を用いて設計､合成した (Table2-1)｡解糖系の 3-ホスホ

グリセレー トキナーゼをコー ドするpgk遺伝子 64)を内在性コントロール遺伝子

とするため､同様に Penicillium chrysogenum の pgk遺伝子 (accessionnumber

X13379)よりプライマーを設計､合成した｡

各炭素源で生育した菌体由来の一本鎖 cDNA溶液をそれぞれ一定倍率に適宜

希釈したoこれらををそれぞれ鋳型としてJ nuC､加uD､pgk遺伝子に特異的

な一対のプライマー (各終濃度 0.2pM)とSYBRPremixExTaqTM(TaKaRa)を用

いて25LLlの反応液をそれぞれ作製し､PCRを行った｡79)pcRはABIPRISM7700

sequencedetector(AppliedBiosystems)を用いて95℃で 10秒置きDNAポリメラ

ーゼの活性化した後､95℃で 5秒､60℃で 31秒を40回行い､増幅した二本鎖

DNAに結合した SYBR GreenIが発する蛍光を経時的に検出した｡各遺伝子の

増幅効率はイヌリンを炭素源とした時の cDNA溶液の 1､4､16､64､256倍希

釈溶液を鋳型としてそれぞれの一対のプライマーで PCR を行い､それらの CT

値と希釈倍率の対数のプロットよりそれぞれ求めた｡

2-2-14.その他の方法

① TAクローニング

PCR産物のTAクローニングは0riginalTAcloningkit(Invitrogen)を用いて行

ったoPCR反応液 2pl､Tベクター (pCR2.1､Invitrogen)を 1pl(0.1pg)､T4DNA

Ligase(BoehringerMannheim)を lpl(1unit)､10×緩衝液 (キット付属)1plに

超純水を加え 10plとした｡この混合溶液を 14℃で 16時間保温しライゲ-ショ

ンした｡この溶液 2plをコンピテント細胞大腸菌 INVαF′(Invitrogen)とよく

混合し､氷中に 30分間置いた後､42℃で 45秒間加熱し､直ちに氷中で冷却し

た｡これにSOC培地 (2%lw/V]トリプ トン､0.5%lw/V]酵母エキス､0.05%lw/V]
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NaCl､0.02M グルコース､0.01MMgC12とO.olMMgSO4)を250pl加え､37℃

で 1時間回転培養 した｡一方､LB(1% lw/V]NaCl､1% lw/V]トリプ トン ･ペプ

トン､0.5% lw/V]酵母エキス､2% lw/V]agarose)-ampicillin(50pg/ml)プレー ト

に20% (W/V)ジメチルホルムアミド(和光純薬)に溶解 した2% (W/V)X-gal(ナ

カライテスク)溶液 40plを塗布 したOこのプレー トに培養液 50-100plを塗

布 し､37℃で一晩培養 した｡コロニーの形成が確認されたプレー トを 4℃に 1

時間置き､白色コロニーの directPCRは､各遺伝子の増幅に使用 した反応液組

成で鋳型 DNAの替わりに形質転換体の細胞を添加 し､94℃で 10分間置き Taq

DNAポリメラーゼを活性化 した後､94℃で 1分間､55℃で 1分間､72℃で 1

-4分間の反応を25回した｡反応液をアガロース ･ゲルを用いて電気泳動 し､

エチジウムブロマイ ドで染色 した後､紫外線に当てクローンの DNA 断片の挿

入とそのサイズを確認 した｡目的クローンを含む形質転換体をLB-ampicillin(50

pg/ml)液体培地で 37℃､一晩培養 し､培養液を 20%グリセロール懸濁液とし

て-80℃で保存 した｡

② その他のクローニング法

適当な制限酵素で消化し､精製 したベクターDNAの溶液 (必要に応 じてDNA

溶液 10トLl[1pg]にCIAPl10U]､10×CIAP緩衝液を加え全量を50plとした

後､37℃で 30分間反応させ､直鎖状にした 2本鎖 DNAの両 5'末端を脱リン酸

化 した)と同制限酵素で処理 し精製 した DNA 断片の溶液を､適当な割合で混

合し10plとした｡これに 10plのライグーション反応液 (I液､Takara)を加え

16℃で一晩反応させライグーションした.この溶液をコンピテント細胞 (E.colt

JMIO9competentcell､Takara)とよく混和し､氷中に30分間放置した後､42℃

で60秒間加熱し､直ちに氷中で冷却 した.これにSOC培地を900ul加え､37℃

で 1時間回転培養 した｡一方､LB-ampicillin(50ug/ml)プレー トに必要に応 じ

て2%(W/V)X-gal溶液 40pl､20% (W/V)IPTG溶液 35plを塗布 した｡このプレ

ー トに培養液 50-100plを塗布 し､37℃で一晩培養 したOコロニーの形成が確

認されたプレー トを4℃に 1時間置き､白色コロニーをdirectPCR (2-2-14項①

参照)に供しクローンの DNA 断片の挿入とそのサイズを確認 した｡ 目的クロ

ーンを含む形質転換体をLB-am picillin(50pg/ml)液体培地で37℃､一晩培養 し､

培養液を20%グリセロール懸濁液として-80℃で保存 した｡
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③ コロニー ･ハイブリダイゼーション

形質転換体のコロニーが形成されたプレー トを4℃で 1時間冷却後､このプ

レー トにナイロン ･メンブランを 1分間接触させ､室温で乾燥させた｡コロニ

ーの乗った面を上にして､変性溶液 (0.5NNaOH/1.5MNaCl/0.1%[W/v]SDS)を

浸したろ紙上に 15分間､中和溶液 (1.OM トリスー塩酸緩衝液 [pH7.5日 に浸

したろ紙上に 5分間､2×SSCを浸したろ紙上に 15分間順次置いた後､120℃

で30分間保温した｡以後 2-2-4項と同様にサザン ･ハイブリダイゼーションを

行った｡シグナルを示すコロニーと同じ位置に形成されているコロニーを元の

プレー トよりLB-ampicilin培地に接種し､37℃で一晩培養 した｡培養液は 20%

グリセロール懸濁液として-80℃で保存した｡

④ プラスミドDNAの調製

LB-ampicillin培地 5mlに大腸菌 E.coli(INVαF'またJM109)の形質転換体

を植菌し､37℃で一晩培養 した｡培養液 lmlを遠心分離 (室温､9,000rpm､2

分間)し上清を除いた｡菌体をTENS(10mMTris-HCl[pH7.6]/1mMEDTA【pH

8.0]/0.1MNaOH/0.5% lw/V]SDS)300Lllに懸濁し､菌体を溶解すると共にDNA

をアルカリ変性させ､3M 酢酸ナ トリウム溶液 (pH5.2)150plを加え懸濁し､

溶液を中和したO次にクロロホルム 10plを加え擾拝 し､タンパク質を変性させ

た後､遠心分離 (4℃､15,000叩m､5分間)し､水相と中間層と有機溶媒相に

分離した｡水相 460plに等量のイソプロパノールを加え､室温で 10分間静置

した後､遠心分離 (4℃､12,000叩m､5分間)した｡上清を除き､減圧乾燥 し

たペレットを TE緩衝液に溶解 し､以後のタンパク質､RNA除去操作は 2-2-2

項に示した核酸抽出以降と同様に行い､プラスミド溶液を調製した｡

⑤ 塩基配列の決定法

BigDyeteminatorcyclesequencingFS(AppliedBiosystems)にの反応プロトコ

ールに従ったoDNA溶液を 100-400ng分加え､10pMのシークエンス ･プラ

イマー4pl､ターミネーター ･プレミックス (A,C,G,T-BigDyeTerminator､ ト

リス-塩酸緩衝液 [pH9.0]､AmpliTaqDNAPolymeraseFS)8pl､超純水を加え

全量20plの反応液を調製した｡サーマル ･サイクラ- (GeneAmpPCRSystem

2400､PerkinElmer)にセットしてPCR反応を行った (96℃でホットスター トを

行った後､96℃､10秒､50℃､5秒間､60℃､4分間の反応を 25回繰 り返し
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た｡反応を終えた試料 20plに 100% エタノール 64plと超純水 16plを混合し､

室温で 10分間静置した｡それを遠心分離 (室温､15,000rpm､15分間)し､上

清を除き､70% エタノール 100plを加えて撹拝 した｡それを同様に遠心分離

し､上清を除き減圧乾燥した｡ペレットを25plのTSR(AppliedBiosystems)に

溶解し 95℃で2分間加熱した後､氷上にて急冷 した｡サンプルをジェネティ

ック ･アナライザ ･サンプルチューブ (p/N 401957､PerkinElmer)に移 し､チ

ューブセブタ (P/N401956､PerkinElmer)で蓋をした｡ABIPRISM 310ジェネ

ティツクアナライザ (perkinElmer)を用いてキヤピラリー(ロングリー ド用もし

くはラピッドリー ド用)電気泳動行い､蛍光標識された DNA 断片を分離し､順

次蛍光を検出した｡得られた塩基配列の情報は遺伝子解析ソフ トGENETYX-

MACver.ll.1.2を用いて解析した｡

2-3.結果および考察

2-3-1.精製静索の部分アミノ酸配列

精製したエキソ型イヌリナ-ゼのN末端アミノ酸 30残基配列 KESYTEI.YRP

QYHfTPAQNW MND PNGLLYA(Fig.2-3に示す 26から55番目までのアミノ酸

残基に相当)､Lys-Cペプチ ド断片 (45kDa)のSKVXXVAIVGINPGGPPGTV(262

か ら 281番 目のア ミノ酸残基に相 当)と V8ペプチ ド断片 (29kDa)の

ISFANTPATNTmAN(456から469番目のアミノ酸残基に相当)をそれぞれ決定

した｡

2-3-2.エキソ型イヌリナ-ゼ遺伝子に特異的なプローブの作製

アミノ酸配列をもとに作製したプライマー (2-2-3項参照)を用いて､本菌株

の染色体 DNAを鋳型とした PCRにより1375bpの増幅断片を得た｡尚､増幅

断片の推定アミノ酸配列中に精製酵素のN末端および内部アミノ酸配列の存在

を確認した｡この増幅 DNA断片を DIG標識 し､エキソ型イヌリナ-ゼ遺伝子

に特異的なプローブとして､以後の実験に使用した｡

2-3-3.染色体 DNAのサザン ･ハイブリダイゼーション

前項で作製した特異的プローブを用いて､制限酵素で消化した染色体とサザ
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ン ･ハイブリダイゼーションを行ったところ､EcoRI (9.8kbp)､SphI (6.7

kbp)､XbaI(4.6kbp)､SacI(8.5kbp)についてそれぞれ一つずつのシグナ

ルが検出された｡これより本遺伝子が染色体 DNA 上に1コピー存在すること

が明らかとなった (Fig.2-1)｡

2-3-4.エキソ型イヌリナ-ゼ遺伝子のクローニング

プラスミドpUC18を用いてXbaI消化 した染色体DNAより4.6kbpのDNA断片

をクローニングした (pINU502)｡ その4.6kbpXbaI断片からさらに2.9-kbpのXba

I-SacI断片をサブクローニングした (pINU503)｡この2.9kbpのmaI-SacI断片

はinuD遺伝子の全コー ド領域を含んでいたが､5'非コー ド領域は123bpのみで

あった. したがって､inuD遺伝子のさらに上流域をクローニングするために染

色体DNAをBamHIで消化 し､同じ1375bpのプローブ (2-3-2項参照)を用いて

サザン ･ハイブリダイゼーションを行った｡シグナルが認められた2.8kbpの

BamHIDNA断片をクローニングした (pINU508)0

2-3-5.エキソ型イヌリナ-ゼ遺伝子の塩基配列

pINU503に組み込まれた inuD遺伝子を含む 2.9kbpの一玲aI-SacI断片の塩基

配列を決定した.inuD遺伝子の塩基配列と推定アミノ酸配列をFig.2-3に示 し

た｡2875bpのDNA断片は2106bpの完全なinuD遺伝子コー ド領域とその近傍

領域を含んでいた｡転写開始点下流の最初の ArG が開始コドンと推定され､

その3塩基上流にアデニン(A)が存在 した｡65)inuD 遺伝子の染色体DNAとcDNA

の塩基配列の比較によりORF内に56bpのイントロンが一ヶ所示された｡スプ

ライス部位の 5′と3′末端配列は GTRNGY とYAG66)にそれぞれ一致し､スプラ

イス部位の3'末端の 17bp上流の塩基配列 CCTAACはラリアット形成に必要な

塩基配列RCTRAC65)に類似 していた.inuD遺伝子コー ド領域のGC含量は48%

でエンドイヌリナ-ゼ遺伝子inuC39)の 50.9%より低かった｡コドンの3番目の

塩基の存在比はA(17.8%)､T(31.1%)､G(21.5%)､C(29.6%)で､若干ピ

リミジン塩基が多かった｡5′RACE産物 13クローンの塩基配列は開始コドンか

ら-98(2クローン)､-91(8クローン)､-80(2クローン)､-76(1クロー

ン)に 4つの転写開始点を示 した｡3′RACE産物 8クローンの塩基配列は終止

コドンから59と122bp下流にポリ (A)付加部位を示した (Fig.2-3)｡cDNA の

3′非コー ド領域にはポリアデニレーション ･シグナル AATAAAは含まれていな
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かった｡

2-3-6.1'nuD遺伝子 5'近傍簡域の塩基配列とinuC-in〟D遺伝子クラスターの存在

pINU508の2.8kbpBamHI断片をプライマー ･ウオーキング法によりシークエ

ンスし､inuD遺伝子開始コドン上流1kbpの塩基配列を決定した｡inuD遺伝子の

5′非コー ド領域は開始コドンから-239に一つのCAATボックスを含んでいたが､

転写開始点の上流にTATAモチーフは認められなかった (Fig.2-3)｡TN188株は細

胞外イヌリナ-ゼをイヌリンによって誘導的に生産する016)Aspergillusnidulans

のプロリン遺伝子クラスターにおいてカタボライ ト抑制を司っているCreAタン

パク質の結合部位のコンセンサス配列 5'-SYGGRG-3′45)が開始コ ドンから-

292(GCGGAG)､-320(GCGGAG)､-354(CTGGGG)､-368(CCGGAG)､

-477(CCGGAG)に認められた｡inuD遺伝子上流1kbpの塩基配列は同一菌株

TN -88のエンド型イヌリナ-ゼ遺伝子inue 9)の塩基配列の5'非コー ド領域を含ん

でいた｡エンド型イヌリナ-ゼ遺伝子とエキソ型イヌリナ-ゼ遺伝子は6570bp

のBamHI-Sac暮DNA断片上でクラスターを形成し､859bpの遺伝子間領域から逆

方向に転写されていた (Fig.2-2)｡inuC､39)inuD両遺伝子の転写開始点の間に519

bpの転写されない領域が存在した｡その遺伝子間領域にはエンド型イヌリナ-

ゼ遺伝子inue9)のコー ド鎖にAspergillusoryzaeα-アミラーゼの澱粉応答部位の

コンセンサス配列 GGAAATT44)を3コピー含み､エキソ型イヌリナ-ゼinuD遺

伝子コー ド鎖に5つのCreA結合部位を含んでいた (Fig.2-5)｡

2-3-7.inuD辻伝子産物の推定アミノ酸配列

inuD遺伝子の ORFは､精製酵素で決定した N末端と内部のアミノ酸配列に

相当する配列を含んでおり､アミノ酸 25残基の分泌シグナルと 677残基の成

熟タンパク質をコー ドしていたoAla-23とThr-25番目のスレオニンはvonHeijne

ら 67)の解析によって提唱されているシグナル ･ペプチ ド切断部位の-3 と-1

の規則にに合致した｡ハイ ドロパシー ･プロットはシグナル配列が疎水的であ

ることを示した｡成熟タンパク質の 677残基の推定アミノ酸配列から分子量は

74,518Da､pIは 4.64と算出された｡推定分子量が sDS-PAGEによって測定さ

れた分子量 81kDaより小さいのは糖タンパク質-の SDSの結合が減少し､電

気泳動における移動度が小さくなったためと考えられる｡また推定 pIはIEFに

よって測定された 4.6に一致した｡β-フルクトフラノシダーゼ ･ファミリーに
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属する酵素の活性に関与するアミノ酸残基は､酵母 Sacchwomycescerevisiaeの

インベルターゼで詳細に調べられている｡43)モチーフ Hx 2PX.WMNDPNG のア

スパラギン酸残基 (D)と ECPのグルタミン酸残基 (E)はそれぞれ求核分子と

プロトン供与体として触媒に関与 している｡TN-88株のエキソ型イヌリナ-ゼ

ではAsp-48とGlu1248による同様の触媒機構が考えられる｡2つのシステイン

残基が 249番 目と539番 目に存在 し､精製酵素の活性が Ag'とHg2'によって完

全に失われたことから､保存された Cys-249がエキソ型イヌリナ-ゼの活性部

位を構成 しているものと推察した｡〃｣グリコシル型糖鎖結合部位が 8カ所存在

していた (103､293､397､433､674番 目の5つのアスパラギン残基は N-X-T

型､119､322､581番 目の3つのアスパラギン残基はN-Ⅹ-S型)(Fig.2-3)｡

2･3･8.inuD辻伝子産物の推定アミノ酸配列の比較

糸状菌Penicilliumsp.TN -88株のエキソ型イヌリナ-ゼはタンパク質のアミノ

酸配列のデータベースを用いたBLAST検索 68)によりAspergillusfoetidus69)の 1-

fructosyltransfTerase(1-SST;EC2.4.1.99)と68%(アミノ酸残基 28-307対 21-299)､

53%(アミノ酸残基465-701対 300-536)の相同性を示 した｡Penicilliumsp.TN-88

株のエキソ型イヌリナ-ゼとA..foetidus1-SST69)とのアミノ酸配列の多重整列 70)

は TN -88株のエキソ型イヌリナ-ゼに 308番 目のグリシン残基から始まる 157

残基のアミノ酸配列が挿入されていることを示 した (Fig.2-4A)｡この 157残基

のアミノ酸配列はデータベース検索により放線菌 Actinomycesnaeslundiiレバナ

ーゼ 60)の内部領域に相同性を示 した (Fig.2-4B)｡レバナーゼはレバン以外に､

エキソ型イヌリナ-ゼと同様にスクロース､ラフィノース､イヌ リンにも作用

することから､inuD遺伝子がアミノ酸 157残基をコー ドしている DNAを原核

生物から獲得 したことが示唆された｡

21319.inuD遺伝子 とinuC遺伝子の転写に及ぼす炭素源の影響

各種炭素源で生育したPenicilliumsp.TN-88株のエキソ型イヌリナ-ゼ遺伝子

inuD とエンド型イヌリナ-ゼ遺伝子 inue 9)の転写産物量をRea1-timePCRで比

較したoinuCJ'nuD､pgk64)各遺伝子の PCR増幅効率はそれぞれ 1.01､0.92お

よび 0.97であった (Table2-1)｡ 得られた CT(thresholdcycle)値を内在性コン

トロール遺伝子 bgk遺伝子)の CT値で引き､補正した CT値をもとに各遺伝子

転写産物の相対量を算出した (比較 CT法)0 inuD遺伝子の転写産物量は炭素源
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がグルコースの時に対して､イヌリン､フルク トースおよびスクロースの時に

それぞれ 3260､0.97および 0.46倍であった (Table2-3)｡一方､inuC遺伝子の

転写産物量は炭素源がグルコースの時に対してイヌリン､フルク トースおよび

スクロースの時にそれぞれ 41.6､0.14および 1倍であった (Table212)｡このこ

とよりPenicillium sp.TN-88株のエキソ型イヌリナ-ゼ遺伝子 inuDおよびエン

ド型イヌリナ-ゼ遺伝子 inuC の転写は､共にイヌリンによって誘導され､フ

ルクトース､スクロース､グルコースでは誘導されなかった｡

イヌリンとフルク トース､イヌリンとグルコースのそれぞれ 2種類の炭素源

を含む場合の inuD 遺伝子の転写産物量は､イヌリンを唯一の炭素源とした場

合の 1/217､1/10000にそれぞれ低下しており､inuC遺伝子の転写産物量はイヌ

リンを唯一の炭素源とした場合の 1/3､1/168にそれぞれ低下していた.また両

遺伝子とも､イヌリンと共存させた炭素源がグルコースの場合は､フルク トー

スの場合より転写産物量が 1/50程度に低下した｡

以上のように inuD遺伝子とinuC遺伝子の転写がフルク トースとグルコース

によって抑制をそれぞれ同じ割合で受けていることが示唆された｡また､両遺

伝子の転写誘導は炭素源ごとに程度の差はあるが､パターンは一致していた｡

このことは両遺伝子が転写レベルで共通の調節を受けていることを示唆 してお

り､inuC-inuD 遺伝子クラスターの遺伝子間領域に存在する上述 した推定シス

エレメン トが､コンセンサス配列の相補鎖に存在する遺伝子の転写調節にも同

様に作用する可能性が示唆された｡
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kbp 1 2 3 4

Fig.2-1.SouthernblotNIalysisofgenomicDNAfTromPeak-'H.'umsp.strainTN-88.
GenomicDNAwasdigestedwithEcoRlPane1),SphI(1aLne2),XbaI(lane3)がld
SacI(lane4).Therestlltantfragmentswereseparatedbyagarosegel
electrophol℃Sis.TheblotwashybridkedwithaDIG-]abeledI)robespecifTICforthe
exoinul血IaSegene.HybridiZ:ations)gnalsweredetectedwithaDIGlabelingand
detectionIit.Thepositionsofsi2Xtmarkersareindicatedontheleftmargln.
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-938 catc9gCtaCC9ccCgCgCaaC9a9ggCaCagaCCaat9gaagggCtttgagt9ccCCagtaagtCCttgg9aga

雷

atttgggatataa99ttttCgtaaCtCtgggCttgtt9aa

-818 agatgaaggt9tatataCa9ccgCat9agaaatgCatCCatgattCtgtaCagtgga9gaCgt9aagCaaatatatataagttta9CattCatattaaatgCgtttCtCCCaatattgat

-698 acctcattctagcgacgatctc9aCgatCttgaCtgtCtaaa9ccgtagtgt9tgtgaatattt9aaaagatgtttttattCttCgCatCtCaaCtaggatCatgaaaCgCgCaagagag

■■■●■■■■■■■■■■

1578 aaggtggcgcgattFatttcc>tcttg99tt9Cataa9atCttCg9Ca9ttgaa>atttCC>a9CaaatgC9Cgtga9aCCgtC望望聖g9gCatCCggCaCCtgtggagtCtta9atat

tf.盟?.雪男 .....…"..... i.t.!.!.eg牙
一458 aagcaac9gaaaCtCtCttCgaCtaagCCaaCtCaatag9aatgt?atttc甲 ataaacctccgtcttgggga9ttCaaCaatC盟 t99aaaatt塾 tatgga9taaag9tg

EF.t.1.5.5謂

-338 tgggataatgCatatqCqqaqgCatCtCgtagttaCgatgatCqCqqaqaCaCa9gCatgCtCCgC9aaattCCCCgtCgtattgga9aaaaC9ggf7.9.9.tttttttgtttCtttttgtCg

l218 gttgagatgtgctcagtctcccaaaaagacct9agtgggaCaagtCaaCttagCaagaatCCCCaCaCtttCCtCCatCg9tgaggtatttCgtttCtagaattga9tgtCttCCtCtg9

P3- ≡:こ

I98芸 ggcggAtataaatcagAggc2iatatgtgttttctcaaccagtcaaatcaacaattccagaaattccttgcctgtacaaatatttct9atC9CgaaCATGAM CGhTCAm Gm 研h( K S I S M L V a

- Pl→
23 GGGAGGTCCTTCTTCTGGGGGCATTTCTATCCCAGGTCGATGCGGCTCCAACGAAGGAATCCTACACGGAACTTTACCGTCCTCAATACCAでTTCACCCCGGCm CTGGATGAACG

E V L i L G A F L S Q V D A A P T 氏 E S Y T E L Y A P Q Y H F T P A Q N V M N 48

一一一･･･.･.一･････一一一一P3-
143ATCCCAATGGCCTTTTGTATGCTGA℡GGGACCTACCATATGTATTACCAGTAM CCAGGCGGAAACACCTGGGGGGCGATGTCCTGGGGCCAでGCCACCAGTGAGGACCTTACTGhTT

P N G i L Y A D G T Y H II Y Y Q Y F P G G F T V G A H S V G H A T S ≡ D i T H Y 88

CTGTTGC甘CTTCTCGCGCGTGGATATCCTAM AATA℡TACTGM GTTTTTCTCTGM TGCTGTCLTAGACGAM ACCAGTGGCTTTGGTAAGAAGGGAA

K E Q P V A L L A A G Y P N N 工 T E M F F S G S A V 工 D E H N T S G F G K Zt G K 128

383AAm CCATGGATCGCCA℡GTATAChTCTTAC9tgagtgtCgtgaCCga9gttagCaptttgatgaCCtalcata9CtttCaatttagTATCCGACAGCGCAGGTCTTGCCAAGTGGG姐

A P Y I A H Y T S Y Y P T A Q V i P S G K 149

-- P6-
503 M TCGCGACAAJCAGM CGCAGTCTATTGCCTATAGCCTCGATCATGGGACn CATGGACCACCTACGATGAGGCTAACCCTG℡TATCTTAGAJTCCGCCAGCTCCATACCA弧

Q V A D N Q Q A Q S I A Y S L D 冗 G T T V T T Y D E A N P V I i D P P A P Y Q D 189

- P6-
623 ccAGTTTCTTGACTTCCGTGATCCChATATTT℡Tt■GGCATCAACCTATTAu TGGGTGGCTGTTGTCAGTCTCGM TTn TA姐 CTCCTChTATATAn TCCACCAACCTCAA

Q F L D F A D P F I F V 冗 Q P I a 氏 V V A V V S i A R i 冗 氏 i L I Y T S T F L R 229

743 GM GGGAm TGGAGAGTGAGTTTGGACCTTTCn TGCTGTTGGAGGTAATTGGGAGTGCCCAM ATCTTTCCATTGCCCGTTGATGGAGM CAAAGGT⊂M GGGTTGCTAT

Q W D L E S E F G P F N A V a G N V E] c p F I F P L P V D G D K S K V K V V A I 269

863 TGTTGGTATT.u TCCTGGAGGCCCTCCTGGGACTGTAm TCAGGAGTTCAGTACTT℡TTGGGTGACTTTAACGGAACCACGTTTACGGCGGAm M ATCCA℡GGCGGTGGCCC

V G I N P G (⊇ P P G T V G S G V Q Y F L G D F N a T T F T A D S F S ェ H G G G P 309

983 ccCAGACGGTAGTTTCATCTTTGAAn TTTCGAGGGA姐 CCATTCCTTTAGCGATCGGGGATGGATAGCTACCGGCGAm TCATCGGTACCTCCCCCGTGGCTGGTACCTTGCCAGGTCA

P D G S F I F E D F I a N 冗 S F S D A a Y I A T G D F I a T S P V A G T L P G Q 349

1103 G姐 CCCGGTGACAGGm ATCTCGGAAACCAGCTGGTAAACACCTTCTTGAACGGGGACGM TACTGGAACTTTGACATCCCCTTCCTTCAM CTCGTAM ATATCu TTCCT

F P V T G Y i a F Q L V tT T F L N G D A T T G T L ℡ S P S F T I S Y X Y I N F L 389

1223 CATC TTAACCAAACTGCGATTCAGCTm TTGATGGTA TGTTGTGTA℡GCTGM TGGATCChATAGTM CACCTGGCAAm TTGGGATGTTAG

I G G G D N I N Q T A I Q i a I D G F V V Y A A T a S F S E Q L T V Q H V D V S 429

二一 P2 fり-
1343 TGCCTTCCAAM M GCCGTGATTGhA TCATTGACCTCGCCm GGGGGTTGG(託打払 TATu TGTCGACGM CTCCTTでGCCAACACCCCTm TAm ACGCC姐

A F Q N Q T A V I E Z ェ D L A T a a Y a H ェ N V D E IS F

-Ⅰり 三一
A N T P A T N F N A F 469

1463 CTGGmGKihCTGGGGCCCAGACTTCTACGM CCAAGGTTAM GGGCTCCCTCAGTATChACGGACGATCATCTCCTGGATu Tm GGCAGTACGGTGGGGTCAm GAG

V L D V G P D F Y A T Q G Y N G L P Q Y Q A T I I S V H F N V Q Y a G V ェ P T S 509

1583 CCCTTGGAGGAGTGM GAGn TTCCTCGTCAAm TTCATTGAM CGATG山王AGCA℡AGCAGTGGTTM CTGAGGAGTGCTGGM GCTATTACCCAGACTCAM TGC

P W A S A M S I P A Q L S L K T I D E S I A V V Q E P E E C V R A 工 T Q T Q 工 Å 549

1703ATM CTTCCCTTCTATAAm GGTACCCACAGTTTAGGCGATATCGGM GCAGCCG如訂iJTGAGTTAACCTTCTCCAGCGGGGACGGCACGM GGAAGTTCTGAGTTCGM n T

S T F P S I T G T H S i G D I G N A A E I E L T F S S a D G T F G S S E F G I Z 589

1823 TGTACGAGCCTCTAAGGA℡TTCAGYCAGW GM AGGATATGAm TCACCACTCAGCAGGTGTTCGTCGM CGAACGAM CTGGAGATGTCTCAでTCGAm TCGCAAG

V a A S K D F S Q Q T R ェ G Y D F T T Q Q V F V D A T R S G D V S F D S T F A S 629

PIO ニー
i943 TGTCTACTA℡GCTCCTCTTTCCCCAGCCTCCGATAAGACTGTAACCTTGCGTATCTTTGTGGATTGGTCAAGTGTM TTTTGGTGGACAAGGACAGACCACLhATGAM CCM

V Y Y A P L S P A S D I( T V T L A I F V D V S S V E V F G G Q G Q T T M T T Q ェ 669

< P4
2063 CTTTCCTGACGAM GCCACG姐 TGCGCAm TTTCTCTACCGGGGGAAGCACCAAM GTCCAGCTTCGCATCAGCAAAGTACGM ALnTGGGTATAGtgggggattgcatatt9

F P D E N A T N A Q L F S T G G S T 氏 F V Q L R 工 S R V R S T W V +

2183 aggactagtcgttatataataggaag9atCttgtCtaCggtiatacttgagcctgca9CattagttCtCgtttattggataCtCtaata9agatgatttgtttgiaaa9aaaataaCtCt

2303 tgcgtccttctaaccattatatcgg9ccaCaaagCCCCC9gagCaCtCggCg9tatCCttCagaggttCgattaaaagCaaCCataCtCt9CtgtCaataattCC9cctCatCCtCtCCt

2423 Catacccttgattagtcaataaggg99tgagaCtCCttaaaatCgCCtaataCagCCgCaatatttCCCag99tCCCCggC9ttagttCta99tatCgCCgtCgattCCCtaCtagga9C

2543 tgttcgccaagaagt9attggtgatgCtCggat99aggat99agCaCCaCaCatgaaCCttCtCtgtgaatatgCgtataaCaCtaCCgCtgagaC9CaCttatgaaCttCCtCttttaa

2663 ttctttttttttccattt9ggaaaaCgttgtaCtCattggaataCttaCgCagtaaCtttgtCCtttaaCatt9agagagCaCCga9CtC

SacI

Fig･2-3･NucleotideanddeducedamiTLOacidseqtLehαSOritLuDgeneencodingexoihuhhaSe血･omPetliciHiumsp.strainTN-8&

NtLmb耶 iIltheleJI･h租dcohlmhrefqtothentLCkotideseqtLehCeandarerelativetotheAoftheATGstartcodonoritluD,and
ntLntKrSOA tJIer奄htrepresentamhoaddresidtLCS.TheinuCsbrtcodoAtLPStreamOftheiTLtergenicregxIAistIOXed.Thee
copesOfthesbrch･respomsiyeekmentGGAAATrondieinuCstrandaretIOXedtlydottedlihe.FiveptLbtiveCreAbiJIdihgSites
(5'SYGGRG･3')oAtheinuDstrandaredotLblytLhderliAed.TheCAATboxisshowntlyadottedliJICLOpenandsohdarrowheads

indicateEspandpoか･adeAyhtbnsiteちrCSPedively.ThededtLαdamiAOaC誠seqtLeIKeOrtheitZuDgenePrdtLCtisgiventlythe

one･JettercodebehwthehtLdcotideseqtLehCeattherlrStPOSkiotLOfeachcdoJI.UnderliTLedarrLiAOacidseqtLenCeStlythicklines
wereideTLticaltothosefotLndfortheptLriJiedproteinal一ditspeptidcs.TheptLtatidvecatdyticresidtLCSareindhtedbyinverted

letters･Eightpoten血lsitesforN-linkedglycosylationaretlnderl血led.Thestopco一onisiJIdicakdbyaI一aStarisk.NohCOdiTLg
seqtLeTLCeSareShowninlower･caseletters.TheposithTLSOrgeTLe-SPeCirKPrhers,PltoPlo(exchd血tgthetLTIiversalprhersPS
aI一dP7),aI･eindicatd.

.40.

702



A

ZntiD MRSZS氾 m LL肌 SQVM m SYTZnYRPQYm PAQNW DPNGLLYAD6m 60

1-SS℡ -------hmRLLr3LyrVYW QPYRGQm SPQ和棚 DP汎 1m 53
★★ ★ :★★ ★★★★･★ ･★★★★★★★★★★★ ･★★★★

ZntD m Qm ㈹ WGm ℡SEDL℡m QPW Ⅳ Z℡Em SGSAVrDEm 120

11SST LFFQYm ZEWGⅣZSWGm ℡SEDIITm EQPW GSm Zm SGSAVADVm T 113
:::★★★★★★ ★★ ･★★★★★★★★★★★★★･★★★★★★★★★★★ .::★★★･★★★★★★★ ･★★

ZntiD SGFGRRGRm ℡Sm m 叩 PSGKQVRDNQQAQSn YSLDXGm ELm 180

1-SS℡ SGFGm ℡pLW Sm Qm PS卿 ⅣQEDQQSQSn YSLDDGLm AAm 173
★★★★★ ★★･★ ･★★★★★★★★★★ ★★★★･★･･･★★･★★★★★★★★★ ★★★★★★★★★★★

ZntLD LDPPAFYQDQFu FRDⅣ Zm QPZRm W S皿 KZCLm Sm 抑 LESEFGPF 240

1-SS℡ PNP和 FYQAQYQ肝 RDPrpVm DESQm SエAE1XM SDNェーm VSEFGPY 233
･★★★★★ ★･ ･★★★★ ･★★★･ ･★★★★ ★･★･★★★★★★★★ ★★★･★★ ★★★★★･

ZntiD RAV66ⅣⅣECPNZFPLFVDGDKSW GN PGGPPGⅣ GSGVqYFLGDFFG℡℡F℡AD 300

1-SS℡ M柏G叩 ECPGェーFZnPLDGGSS-℡R押Ⅴェ℡SGINPGGPPGm G℡Qm EFDG℡℡F℡PD 292
★★ ★★★★★★ ･★ ★★:★★ ★★★★ ★･★★★★★★★★★★★★.★★★･★･★･★★★★★★

ZnuD SNSェX脚 PPDGSFZFEDFEGm SFSDM 打エム℡GDFZC℡Sm Gm PGQm GⅣQL 360
1-SS℡ m P6------------一一一一一一一1-1-----------I----ll-------------299

:;:::★

ZAtiD VNTm ℡℡Gm ℡SPSFTエSYm m ZQQm ェyQ℡AエQLRエDGm GSNSEQ 420
1-SS℡ 1----------------I---------I-----------ll----------一一一一一----

ZntD L叩 VSAFQNQn VZEZZDm ℡Gm m EZSm ℡PA℡m肌 DWGPDZYAT 480
1-SS℡ 1---------I-----A-----I---ll------------llllZTS℡Am MDWGm fTAA 315

★ ★★★･★■★★★★★★:

ZntD Qm GもPQYQR℡ZZSⅦ叩 Cm P℡SFWRSAMSZPRQLSLX℡ェDESエ叩 EPEECW 540

1ISS℡ AGm Sェtq)… Z(評脚 和YG山lェm ZWRSAMAエPRXLAエーK℡m VqQPQZLW 375
★★★★★ ::.★ ★★★★★★★★ ★★★ ★★★★★★･★★★･★:★★★★- -★★･★･★.★

ZntLD ZChZ℡Q℡QM ℡FPSZ℡G℡HSLGDZGM ZZn℡FSSCDG℡NGSSEFGZ=VM Iq)FSQQ℡ 600

1-SS℡ SS工SSm PLYSm STFSEGS℡m S℡TGE℡FJrVDLSFSAySttLS℡m ZW TEQ℡ 435
.:★:‥ : ★ :‥ ‥ :.★ ★‥★. :★★ ★ ･★★★ :★::★★

ZnuD RZGYDF℡℡QQVm R℡RSGDVSFDSTFm SPASDm Z'Vtm SlrEⅥF弼 660

1-SS℡ M YD耶糊 m R℡RSGDVSFDNTFJLSVYHGmVm S℡Sm SZFVDRSSVEVTGGQ 495
★★★★●★★･★･★★★★★★★★★★★ ★★★★★★:.★★★★ ★★★★★★★★★★★★★★★

ZnuD GQ℡耶 ZFPDEm TNAQLFS℡GGS℡叩 RZSZCVRS℡WV 702

11SS℡ GE℡SLm QZFPSm W VSTGm ℡S℡W 537
★･★･･★･★★★★.;;★.:★:★.★★★★･★-★･･ ::★★★

B
ZhtiD 308 GPPDGSFZFEDFEGNXSFSD----I------RGm ℡GDFZG℡Sm G℡LP¢QN--一一一l

LevJ 282 6SWD¢℡℡F℡PDEZPTtYSGEEG℡M FENGYAQm DGW GSGPAT(⊇DエーPGItQGn m
★ ★★･ ･ ★ -★ .: ★★★★ ･★･★.:★ ★★★-

=ntLD

LevJ SFGSGDADTGn■℡SDEFⅣ SSSYZNLRTAGGKXPYyPQATGDFGGGZuJLAGFDGSWE卵 ℡

ZhtlD -II---I--------llI-m GYLGⅣQLm FLN6-I----nhT℡Gn ℡SPSF℡ZSYN

LevJ VZ:GSAFAA℡IPQGAYPAQQPLVyXSSAGu∬℡YIDAAVGQGSZN ℡CTA℡SP℡FTZDSよy
★:‥ : ★●★★･★･ ★★.★★★ ★★★:★★★ ★

ZnuD ZNFLZGOGDNZN---------1Qm ZQLKZDGm ℡6SFSEQL℡叩 m VSAFQNQ℡

LevJ 皿 はGGGmIPRPE弧 DGGSⅣ SVVELrVDGm A℡G肌 EELNWQSWDVSDLKGKS
･★･★･★★★･★ -★ ･★★:★★ ･★★★★ ★･★★★★★★★::.::

ZntiD AVZEZZDn TGQ阿GHZNVDEZSFAJTTPAT 464

LevJ AQrVVTD℡AT榔 HZLLDEVRASDKn S 551 L
★ ★ :★ ★★★★★★★★ ･★★･ :;.★･

Fig.24 AlkTLmeTLtOramhoacidseqtlehCeSOfexoihdhase(IntLD)from PerEicith'〃msp.straiTLTNISSand

stLCrOSe:StK:rosel･frtLCtOSyltratLSferase(1･SST)fromAspqgiZtwJTLheLidus(accessioTLIlo.AJO00 493)(A),and

inlermalamhoaddseqtLe)LαBOEexohdhasc(IntLD)fIⅦm Penidl血msp.strah TN-88andlevanase(Le vJ)

J>om AcLimomycesnaestutzLh'i(accesionno.U12274)Ol).Theahgm lentShownwasdohewithCLUSTALW

pmgram･Dasks(~)indicab gapsintrodtLCeddtLrhga且ghmehtAstarisksiTIdicateidentity,andsingleand

do牡tIIedds(･aTLd:)aresemkohSerW aTLdconservativereplacemeJItS,reSIKCtively.Numberingoftheami hO

acidsstBLrtSattheN･termhioftheproteins･Thesi? alpeptideseqtLenCeSareuAderJirLed.
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Table2-1.01igonucleotideprlmerSforreal-timePCR.
●

Targetgene Primer Sequence

I
畠
I

Positiona Amplified Amplification
5Ito31 mentsize efficiencies

inuC
Sp.inuC-376F 5'-ACCGGGTACACGGAGTCAAA-3' 376-395

Sp.inuC-454R 5--ACTTAACCCATGTCTGTCCAAGGTL3● 431-454

inuD
inuD-1736F 5㌧GCACGAATGGAAGTTCTGAGTTC-31 1792-1814

inuD-I809R 5㌧TCCTATTCGTGTCTGCTGACTGA-3I 1843-I865

(,efPe::nee pgk~1185F 5'-CGCTGTCAAGGCTGCTGAA~3- 1185-1203 5, ..,,
gene) pgk-1241R 5--GCGGTATCACCACCACCAA-3- 1214-1241

a.NumbersarerelativetothestartcodonongenomeDNA.



Table2-2.ComparisonofinuCmRNAlevelinvariouscarbonsourcesbycomparativeCTmethod.

Carbonsource Ave'',naugEcT AvefaggFecT (inuAc?pTgk, (ACT_三:TCgT.uc.se,

inuC
Rel.to
lucose

Glucose

Inulin

I

忠
I

Fructose

Sucrose

I+F

Ⅰ+G

31.23土0.25 24.65土0.07 6.58土0.21

26.8土0.36 25.6土0.39 1.2士0.46

35.23土0.97 25.85土0.16 9.38土0.76

36.36 29.84土0.38 6.52土0.38

33.55土0.18 30.72土0.28 2.83土0.2S

33.76土0.21

31.27土0.07

25.19土0.03 8.56土0.16

27.5土0.14 3.77土0.13

0士0.21

一5.38土0.46

2.8土0.76

-0.06土0.38

ー3.75土0.28

I.99土0.16

-2.81土0.13

1.0

(0.86-1.2)

41.6

(30.3-57.3)

0.14

(0.08-0.24)

1.0

(0.8-1.4)

13.5

(ll.1-16.3)

0.25

(0.23-0.28)

7.0

(6.4-7.7)



Table2-3.ComparisonofinuDmRNAlevelinvariouscarbonsourcesbycomparativeCTmethod.

carbonsource Aveirnaug:cT Aye:aggFecT (inuAD?pTgk, .ACT_三:TCgTluc.se, Re..;I.?ugPuc.se

Glucose

Inulin

Fructose

Sucrose

I+F

Ⅰ+G

31土0.81

20.28土0.05

24.65土0.07 6.35土0.7

25.6土0.39 -5.33土0.34

32.24土0.69 25.85土0.16 6.39土0.61

36.65土1.09 29.84土0.38 6.81土0.91

33.18土0.29 30.72土0.28 2.46土0.35

33.15土0.12 25.19土0.03 7.95土0.I

30.07土0.23 27.5土0.14 2.57土0.23

0土0.7

Ill.67土0.34

0.04土0.61

0.46iO.91

13.89土0.35

1.61土0.1

-3.78土0.23

1.0

(0.62-1.6)

3260

(2570-4120)

0.97

(0.6411.5)

0.46

(0.39-I.4)

14.8

(ll.6-18.9)

0.33

(0.31-0.35)

13.7

(ll.7-16.1)



-862 CATGATTTGGGATATAAGGTTTTCGTAACTCTGGGCTTGTTGA

inuC< 匡 ∃=TAAACCCTATATTCCAAAAGCATTGAGACCCG- CAACT -40
Startcodon

)19AAGATGAAGGTGTATATACAGCCGCATGAGAAATGCATCCATGATTCTGTACAGTGGAGG

TTCTACTTCCACAでATATGTCGGCGTACTC
Tr AJ L:

AGGTACでAAGACATGTCACCTCC I100
uCirLitiabonsite

759ACGTGAAGCAAATATATATAAGTTTAGCATTCATATTAAATGCGTTTCTCCCAATATTGA

TGCACTTCGTTTATATATATTCAAATCGTAAGTATAATTTACGCAAAGAGGGTTATAACT -160

TATAbox CAATbox

i99 TACCTCATTCTAGCGACGATCTCGACGATCTTGACでGTCTAAAGCCGTAGTGTGでGTGAA

ATGGAGTAAGATC等 些 些 塗等 欝 cT弘 CA弘 TTTCGGCATC誓当 cfnscTTnhl'a三.2nOsile

;39 でATTTGAAAAGATGTTTTTATTCTTCGCATCTCAACでAGGATCAでGAAACGCGCAAGAGA

ATAAACTTTTCでA
CAAAAAle P ;

AAGCGTAGAGTTGATCCTAGTACTTTGCGCGTTCTCT -280
nuCinitiationsite

i79 GAAGGTGGCGCGATTAATTTCCATCTTGGGTTGCATAAGATCTTCGGCAGTTGAAAATTT

cTTCCACCGCGCTAAM AGAACCCAACGTATTCTAGAAGCCGTCAACT埴萱垂司 -340
Sre(sl∬ch-responsiveelement) Sre

i19 蒜 三g芸 諾 cG喜cG三笠 cq cq S呂cG三監 霊

GCATCCGGCACCTGでGGAGTCTTAGATA

CGでAGGCCGTGGACACCTCAGAATCTAT -400

CreAbin血ngsite

i59 TAAGCAACGGAAACTCTCTTCGACTAAGCCAACTCAATAGGAATGTAATTTCCGATAAAC

ATTCGTTGCCTTTGAGAGAAGCTGATTCGGTTGAGTTATCCTTACdTTAAAGGbTATTTG -460
Sre

;99 CTCCGTCTTGGGGAGTTCAACAAT

GAGGCAGAACCCCTCAAGTTGTTA

139 GTGGGATAATG

CACCCTATTAC三言-三三 …g-芸 ……

inuDinitiation

ATGGAGTAAAGGT

TACCTCATTTCCA -520

CreA-bindingsite CreA-bindingsite

CATCTCGTAGTTACGATGAT

GTAGAGCATCAATGCTACTA

i-≡ 二_i_:

CACAGGCAT

TGTGTCCGTA -580

sre creA-blndingsite CreA-bindingsil°

:79 GCTC嘩 璽 団‥CccGTCGTATTGGAGAAAACGGGCaS bTO;TTTTGTTTCTTTTTGTC
CGAGGCGCTTTAAGGGGCAGCATAACCTCTTTTGCCCGTTAAAAAAACAAAGAAAAACAG -640

ち19 GGTTGAGATGTGCTCAGTCTCCCAAAAAGACCTGAGTGGGACAAGTCAACTTAGCAAGAA

CCAACTCTACACGAGTCAGAGGGTTTTTCTGGACTCACCCTGTTCAGTTGAATCGTTCTT -700

.59 TCCCCACACTTTCCTCCATCGGTGAGGTATTTCGTTTCTAGAATTGAGTGTCでTCCTCTG

AGGGGTGTGAAAGGAGGTAGCCACTCCATAAAGCAAAGATCTTAACTCACAGAAGGAGAC -760

99 G cG品 よ GG GTGTTTTCTCAACCAGTCAAATCAACAATTCC

CTTCCGCCTATATTTAGTCTCCGTTATACACAAAAGAGTTGGTCAGTTTAGTTGTTAAGG -820

startcodon

39 AGA- TTCCTTGCCTGTACA- TATTTCTGATCGCGh (匡 司 > iJMJ)
TCTTTAAGGAACGGACATGTTTATAAAGACTAGCGCTTGTAC -862

Fig.215･Nucleotidesequenceandputativecis･elementsofintergenic
reg10nbetweeninuCandinuDgenes.
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2･4.要約

本章では糸状菌 Penicilliumsp.TN -88株のエキソ型イヌリナ-ゼ遺伝子 inuD

とそのプロモーター領域をクローニングし､その塩基配列を決定した｡染色体

DNAのサザン ･プロット解析により本遺伝子が染色体 DNA上に1コピー存在

することを明らかにした｡inuD遺伝子はアミノ酸 25残基の分泌シグナルと677

残基の成熟タンパク質をコー ドし､ORF内に56bpのイントロンが一ヶ所介在

した｡また､エキソ型イヌリナ-ゼの遺伝子 f〃〟βは同一菌株 m -88のエンド

型イヌリナ-ゼ遺伝子 inuC と染色体上でクラスターを形成 しており､859bp

の遺伝子間領域から逆向きに転写されていた｡Penicilliumsp.TN-88株のエキソ

型イヌリナ-ゼ InuD はA..roetidus69)の 1-fructosyltransferase(1-SST;EC2.4.1.99)

と68%(アミノ酸残基28-307対2ト299)､53%(アミノ酸残基465-701対300-536)

の相同性を示 した｡InuD と A.foetidus1-SST69)のアミノ酸配列の多重整列は

TN-88株のエキソ型イヌリナ-ゼに Gly-308から始まるアミノ酸 157残基の配

列が挿入されていることを示した｡この 157残基のアミノ酸配列はデータベー

ス検索により放線菌A.naeslundiiレバナーゼ 60)の内部領域に相同性を示したo

Real-time PCRによる転写解析により､Penicilliumsp.TN -88株のエキソ型イヌ

リナ-ゼ遺伝子 inuDおよびェンド型イヌリナ-ゼ遺伝子 inuCの転写は､共に

イヌリンによって誘導され､フルクトースまたはグルコースで抑制されること

を明らかにした｡
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第三章 黒麹菌AspergillusnigerNo.12株由来エキソ型イヌリナ-

ゼの精製と性質

3-1.緒青

第一､二章で述べた糸状菌Penicilliumsp,TN-88株がイヌリンによって誘導的

にイヌリナ-ゼを生産するのに対 し､中村らにより土壌から分離された黒麹菌

AspergillusnigerNo.12株は､炭素源の種類に拘らず構成的に著量の細胞外イヌ

リナ-ゼを生産するo10)本菌株のエン ド型イヌリナ-ゼは､精製され 28)そのコ

ー ドする遺伝子 inuBがクローニングされている037)また本菌株は培養液中に1

種類のエンド型イヌリナ-ゼしか生産 しないが､その遺伝子は染色体上に inuA

と inuBの2コピー存在 した｡37)しかも inuBは､炭素源の種類に拘らず転写さ

れるのに対し､inuAは転写されないことが明らかにされている38)O

一方､本菌株のエキソ型イヌリナ-ゼ p-Ⅰ､p-ⅠⅠの酵素化学的性質が報告され

ている｡ 29､30)本章では本菌株の培養ろ液から分子量 81kDaのエキソ型イヌリ

ナ-ゼを精製 し､その性質について記述した｡

3-2.材料と実験方法

3-2-1.使用菌株 と培養条件

中村ら 10)により大分県日田市の土壌からイヌリナ-ゼ生産菌として分離され

たA.nigerNo.12株を使用した｡本菌株のイヌリナ-ゼ生産用液体培地として3%

(W/V)イヌリン (ダリア起源､Sigma)､2.0% (W/V)コーン ･スティープ ･リカ

ー､1.2%(W/v)リン酸二水素アンモニウム､0.07%(W/V)塩化カリウム､0.05%

(W/V)硫酸マグネシウム､0.001% (W/V)硫酸第一鉄を含む培地 (pH 4.5)を 100

mlずつ 500ml容三角フラスコ40本に分注した｡この液体培地に本菌株の胞子

を1白金耳量植菌し､30℃､140rpmで 5日間振とう培養 した｡

3-212.静索活性測定法

1-2-2項に準じた｡
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312-3.タンパク質定量法

1-2-3項に準じた｡

3-2-4.エキソ型イヌリナ-ゼの精製

3-2-1項の培養液を吸引ろ過 し､培養ろ液と菌体を分離 した｡培養ろ液 3100ml

をセルロース ･チューブ (C-65､三光純薬)に分注し､ポリエチレングリコー

ル20,000を振 りかけ濃縮 した後､限外ろ過により200mlに濃縮 し､脱塩 した｡

20mM 酢酸緩衝液 (pH6.0)で平衡化 したDEAE-CellulofineA-500(生化学工業)

カラム (2.6×45cm)に濃縮 した酵素液をロー ドし､流速 1.Oml/minで未吸着部

分を流出した｡吸着した酵素を 0.05､0.1､0.2､0.3M の NaClを含む同緩衝液

で順次溶出し､10mlずつ分取した (Fig.3-1)｡ 0.1MNaClで溶出した時のイヌ

リナ-ゼ活性 とインベルターゼ活性を示すピーク画分 (FractionNo.98-107)

を減圧条件下コロジオンバッグで透析､濃縮 した｡酵素液を同緩衝液で平衡化

した Q-SepharoseHPカラム (2.0×30cm)にロー ドし､未吸着部分を流速 0.5

ml/minで流出した｡吸着した酵素を0-0.3M のNaClを含む同緩衝液でLinear

gradientelution法で溶出し､3mlずつ分取した(Fig.3-2)｡ イヌリナ-ゼ活性と

インベルターゼ活性を共に示す ピーク画分 FractionNo.63-68を濃縮 し､

Superdex200pg(Amersham)カラム (2.6×70cm)にロー ドした｡ 0.15M NaCl

を含む 10mM酢酸緩衝液 (pH6.0)を流速 0.5ml/minで流して3mlずつ分取し

た(Fig.3-3)｡ エキソ型イヌリナ-ゼはイヌリナ-ゼ活性 とインベルターゼ活

性を共に示す単一のタンパク質ピークとして溶出された｡

3･2･5.SDS･ポリアクリルアミドゲル電気泳動

1-2-5項に準じた｡

3-2-6.等電点電気泳動

ト2-6項に準じた｡

3-2-7.静索活性に及ぼす pH と温度の影響

1-2-7項に準じた｡
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3-2-8.静索活性に及ぼす阻害剤 と金属イオンの影響

1-2-8項に準 じた｡

3-2-9.基質特異性

1-2-9項に準じた｡

3-2110.薄層クロマ トグラフィー

3%(W/V)イヌリン溶液 0.1mlに0.1M 酢酸緩衝液 (pH5.0)で適宜希釈 し供

試酵素液 O.lmlを加え40℃で反応させた｡0､5､10､20､30､45､60､180お

よび360分後に反応液を分取し､直ちに沸騰水中で 5分間煮沸処理 し反応を停

止した｡この分析試料を薄層クロマ トグラフィー (1-2-10で記述)により生成

糖を検出した｡

3-3.実験結果

3-3-1.酵素の精製

本酵素はA.nigerNo.12株の培養ろ液から0.03%の回収率で､10倍に精製さ

れた (Table3-1)｡最終精製のピーク画分の SDS-PAGEは81kDaの単一のバン

ドを示 し (Fig.3-4)､等電点電気泳動によりpJは 5.0と推定された｡精製酵素

のイヌリン分解活性は 52.8units/mg､スクロース分解活性は 227units/mgであ

った (〟S､0.23)｡尚､本酵素は既報の 2種類のエキソ型イヌリナ-ゼ p-Ⅰ29)､

p-ⅠⅠ30)と分子量が異なることから､新規のエキソ型イヌリナ-ゼであると推察

された｡

3-3-2.静索活性に及ぼす pⅡ と温度の影響

本酵素のイヌリナ-ゼ活性の最適 pH は 4.5､pH 3.0-6.0で安定であった｡

最適温度は60℃､60℃まで安定で 70℃で完全に失活 した｡既報 14､17､29､30､33~35)

の糸状菌エキソ型イヌリナ-ゼの最適 pH と温度はそれぞれ 4.0-5.2､温度は45

-60℃の範囲であり､本酵素も同程度であった｡
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3-3-3.静索活性に及ぼす金属イオンと阻害物質の影響

Mn2'で 143､%賦活化され､Hg2'､pcMBで 16.3%､4.9%に活性が低下した｡

本酵素の活性は pCMB とHg+によってが阻害されたことから､SH 基が活性に

寄与しているものと推定された｡

3-3-4.基質特異性

本酵素はイヌリン (100%)スクロース (430%)､ラフィノース (120%)に作

用し細菌レバンのβ-2,6 フルクトフラノシド結合とメレチ トースに作用 しなか

った(括弧内にイヌ リン分解活性に対する相対活性を示す)O同属の糸状菌 A.

LWamOri由来エキソ型イヌリナ-ゼ 14)はレバンに作用することから､Aspergillus

属の エキソ型イヌリナ-ゼは2種類に分けられると考えられる｡

3-3-5.加水分解産物の経時的分析

イヌリン分解反応の初期からフルク トースが生成されており､本酵素がエキ

ソ型イヌリナ-ゼであることが確認された (Fig.3-5)0
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Table311･SummaryofpurificationofexoinulinasefromAsper･giltusnlgerStrain12.
●

Step
Totalprotein

(mg)

Totalactivity Specificactivity
(units)toward: (units/mg)toward:

inulin sucrose inulin sucrose

Yield Purification

(%)a (fold)b

Culturerlltrate 7,500 39,700 3,120 5.3 0.42 12.6 100 1.0

Concentration 4,350 33,000 3,030 7.6 0.7 10.9 83.1 1.4

I

t̂
t̂
I DEAE-Cellulo爪neA_

500
110

QISepharoseIIP 12･2

101 381

42.3 156

0.92 3.5 0.26 0.25 0.17

3.5 12.8 0.27 0.11 0.66

Superdex200pg O･24 12･7 54･4 52･8 227 0･23 0･03 10･0

aI/S71mulinaseactivity/invertaseactivity･
Thesevalueswerebasedontheinulinaseactivity.
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Table312.Comparisonofpropertiesoffungalexoinulinases･

Fungalshain (A ;, (osphhPi-誌 , T?S患 e (mK晶 一意 竪 ?:ceS:arlT I′S Ref･

Itヽ̂
lI

AsperBl'llusaw amori

Aspergillusniger

P-1

p-日

Aspergillusm'ger

Aspergillusjicuum

ExoI

Exoll

Cり,SOSPOriumpanorum

F2

F3

Penicillium sp.1

P-1

P_ll

P_‖

Penicillium trzebinskiL-

Penicillium sp.TN-88

86

64

66

87

81

60℃

(<50℃)

4.0 55℃

(4･0-7･0) (<50℃)
5.0 55℃

(4･0-7･0) (<50℃)
4.5 60℃

(3･0-6･0) (<60℃)

4.7 60℃

4.7 60℃

5.0 55℃

(5･0-7･5) (<50℃)
6.0 55℃

(5･0-8･5) (<45℃)

4.5 45℃

(4･0-6･0) (<40℃)
5.0 45℃

(4･0-6･0) (<40℃)
4.0 50℃

(4･0-6･0) (<40℃)

5,2 NAa

(410-9･0) (<50℃1
4.0 55℃

(5.0-7.0)

0.05 75 NA

0.4 1.68 7.30

1.87 7.60 9.50

NA8 52180 227100

+

15 NA& NA& NAa

11 NAB NAB NAB

NAa 41.5 62･30

NA8 10･50 36.20

44.3 22.7

16.3 25.0

1.39 1.22

103 61.7

743 93.8

+

NA 23

0.23 23

0.80 24

0.23 Thisstudy

0.16 23

0.36 24

0.67 30

0.29 30

2.0 25

0.65 25

1.1 25

1.7 26

7.9 Thisstudy

aNA,notavailable



3-4.要約

本実験で黒麹菌A.nigerNo.12株の培養ろ液より分子量 81kDa､pI5.0のエ

キソ型イヌリナ-ゼを精製 した｡本酵素のイヌリン分解活性とスクロース分解

活性はそれぞれ 52.8と227units/mgであった｡活性の最適 pHは4.5､安定性は

pH3.0-6.0の範囲であった｡最適温度は60℃､熱安定性は60℃まで認められ､

70℃で完全に失活 した｡本酵素はイヌリン分解反応初期より専らフルク トース

を生成 したことから､エキソ型イヌリナ-ゼであると考えられる｡本酵素は､

第一章で記述 したPenicilliumsp.TN-88株のエキソ型イヌリナ-ゼと同様にレバ

ンに作用しない型の酵素であった｡
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第四章 黒麹菌 AspeygillusnigerNo.12株のエキソ型イヌリナ-ゼ

遺伝子のクローニングと解析

4-1.緒言

黒麹菌A.nigerNo.12株のエンド型イヌリナ-ゼ遺伝子はクローニングされ､

その構造が明らかされている｡37)その遺伝子は染色体上に inuA とinuBの 2コ

ピー存在 しており､inuB は炭素源の種類 と無関係に構成的に転写されているの

に対し､inuA は転写されないことが明らかにされた｡38)一方､第二章において

糸状菌penicillium sp.TN -88株のエキソ型イヌリナ-ゼ遺伝子 inuDが同一菌株

のエンド型イヌ リナ-ゼ遺伝子 inuC と隣接 して存在 してお り､その転写は

real-timePCR を用いた解析により､両遺伝子ともイヌリンによって誘導され､

グルコースとフルク トースによって抑制されていることが示された｡このこと

から､本菌株におけるエンド型イヌリナ-ゼ遺伝子とエキソ型イヌリナ-ゼ遺

伝子の位置関係とエキソ型イヌリナ-ゼの転写に及ぼす炭素源の影響の研究は

興味深く思われる｡また､エキソ型イヌリナ-ゼの遺伝子の構造は､第二章で

述べた糸状菌penicillium sp.TN -88株と黒麹菌Aspergillusawamori14)から報告さ

れているのみであり､エキソ型イヌリナ-ゼの基質特異性の違いを構造から予

測するには情報が不足している｡本章では A.nigerNo.12株のエキソ型イヌリ

ナ-ゼ遺伝子のクローニングを行い､その塩基配列を決定し､RT-PCR により

その転写に及ぼす炭素源の影響について記述した｡

4-2-1.実験方法

412-I.アミノ酸配列の決定

Laemmli57)の方法に従って前章で精製 したA.nigerNo.12株エキソ型イヌリナ

-ゼ500ugを電気泳動し､ゲル中のタンパク質をPVDF(polyvinylidenedifluoride)

膜 (Immobilon-PS()､Millipore)にブロッティングした｡ブロッティング以後の

操作は 2-2-1項で記述 した方法に従い､精製酵素 (81kDa)の N 末端アミノ酸

配列を決定した｡
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4-2-2.染色体 DNAの調製

A.nigerNo.12株を3-2-1項で記述 したイヌリナ-ゼ生産液体培地に植菌し､

30℃で 3日間回転振とう培養 (140rpm)した｡培養液を吸引ろ過し､菌体と培

養ろ液を分離した｡この菌体より2-2-2項に準じて染色体DNAを抽出し､精製

した｡

4-2-3.エキソ型イヌリナ-ゼ遺伝子に特異的なプローブの作製

精製酵素の N 末端アミノ酸配列 FNYDQPY と既報 14)の A.αwamoriと

Penicilliumsp.TN -88株のエキソ型イヌリナ-ゼに保存されている内部アミノ酸

配列DWGPDFYからセンス ･プライマー 5'-TTYAAYTAYGAYCARCCSTAY-

3′(Fig.4-2A､Pl)とアンチセンス ･プライマー5′-RTA… RTCSGGSCCCCA

RTC-3′(Fig.4-2A､P2)を設計し､合成 したoプライマー10pM溶液を各 lpl､

4-2-2項で調製した染色体DNA溶液 lpl､10×PCR緩衝液 5pl､ 25mMMgC12

4pl､dNTPs4ul､TaqDNAポリメラーゼ 0.25plを超純水で50plとした反応液

を作製した｡PCRは94℃､10分間のDNAポリメラーゼ活性化の後､94℃で30

秒間､58℃で30秒間､72℃で2分30秒間の反応を25回し､最後に72℃で7分

間反応させた｡増幅した 942bpのDNA断片をアガロース ･ゲル電気泳動で分

離LWizardPCRprepsDNApurificationsystem(Promega)を用いて抽出したOこ

のDNA断片を2-2-3項で記述したDIGDNAlabelinganddetectionkit(Roche)を

用いてランダム ･プライマー法で DIG標識 した｡また､PCR産物をpCR2.1に

クローニングし､942bp塩基配列を決定した｡

4-2-4.染色体 DNAのサザン ･ハイブリダイゼーション

染色体DNAをBamHI､SalI､PstIの各種制限酵素 100Uで完全消化 し､1%

mE アガロース ･ゲル電気泳動により DNA 断片を分離した｡2-2-4項で記述

した方法に従ってDNA断片をブロッティングし､前項で作製した 942bpのプ

ローブを用いてサザン ･ハイブリダイゼーションを行った｡

4-2-5.エキソ型イヌリナ-ゼ辻伝子を含む DNA断片のクローニングと塩基配

列の決定

制限酵素 BamHI消化した染色体 DNA を電気泳動し､サザン .ハイブリダ

イゼーションでシグナルを示した 3.7kbpの DNA断片を抽出した｡この DNA
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断片を 2-2-14項②に従って pUC18にライグーションし､大腸菌 JM109株を形

質転換した｡LB/Ⅹ一gal/PTGプレー ト上に生じた白色コロニーを2-2-14項③に

従ってナイロン ･メンブレンに転写し､4-2-3項で作製した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った｡シグナルを示す形質転換体 JM109

株のプラスミド(pⅣU602)を抽出し､3.7kbpDNA断片の全塩基配列を決定し

た｡

4-2-6.cDNAの御製によるエキソ型イヌリナ-ゼ遺伝子の解析

3-2-1項で作製したイヌリナ-ゼ生産液体培地 100ml(pH4.5)に本菌株を24

時間､30℃で回転振とう培養 (140rpm)した｡培養液を吸引ろ過 し､菌体と培

養ろ液を分離した｡集めた菌体より2-2-7項に従って全 RNA溶液を抽出し､得

られた全 RNA溶液より2-2-8項に従ってmRNAを精製 した｡このmRNAを鋳

型に 2-2-9項に従って一本鎖 cDNA を合成 した｡センス ･プライマー5′-

GGTGGATCCACCATGGCTCGTCTTTTGAAG-3′(Fig.4-2A､P6)とアンチセン

ス ･プライマー5′-GGAATTAAGCGGCCGCTTAATTCCACGTCGAAGT-3'(Fig.4-

2A､P7)を用いてエキソ型イヌリナ-ゼ cDNA の ORFを増幅した｡増幅断片

を2-2-14項①に従ってpCR2.1にクローニングし､塩基配列を決定した｡

4-2-7.エキソ型イヌリナ-ゼ mRNAの 5'末端､3'末端の決定

4-2-5項で調製した一本鎖 cDNAを鋳型として2-2-10､2-2-11項で記述した方

法に従ってmRNAの 5′末端､3′末端を決定した｡使用したプライマーと反応条

件以外は 2-2-10項と 2-2111項で記述 した方法で行った｡5'RACE には NUP

(5'-AAGCAGTGGTAACAACGCAGAAGT13.)(キット付属)とアンチ ･センスプ

ライマー5'-TGAGArCCTCACTGGTAGCATGCC-3′)(Fig.4-2A､P4)を用いた｡

PCRは､94℃､10分間のDNAポリメラーゼ活性化の後､94℃で45秒間､57℃

で45秒間､72℃で 1分間の反応を30回行い､最後に72℃で7分間反応させ

た｡3'RACEにはセンス ･プライマー5′-ATTTGATAACACCTTCGCGAGCGT-3'

(Fig.4-2A､P5)とNUP(アンチセンス･プライマー､キット付属)を用いた｡PCR

は､アニーリング温度を 56℃とした他は 5′RACEの反応条件と同様に行った｡

5′および 3'RACE産物を 2-2-14項に従ってクローニングし､塩基配列を決定し

た｡
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4-2-8.i〃uE辻伝子の転写解析

本菌株を3-2-1項で記述 した培地でイヌリン､フルク トース､スクロースまた

はグルコースを炭素源とした液体培地 (初発 pH 4.5)に本菌株をそれぞれ-白

耳量植菌し､30℃､24時間､回転振とう培養 (140rpm)した｡各培養菌体から

2-2-7項に従って全RNAを抽出し､2-2-8項に従ってmRNAを精製 し､2-2-9項に

従って一本鎖cDNAをそれぞれ合成 した｡調製 した各一本鎖cDNA溶液1u=こ

inuE遺伝子に特異的な10pMセンス ･プライマー5'-ATGGCTCGTCTTTTGAAG-

3′(Fig.4-2A､P6)溶 液 1 plと10 PM ア ンチセ ンス ･プ ライ マ ー 5'-

TTAATTCCACGTCGAAGT-3'(Fig.4-2A､P7)溶液 1pl､ 10×PCR緩衝液

(Am pliTaqGold付属)5pl､25mMMgC12溶液4pl､各10mM dNTP溶液4pl､Tag

DNA ポリメラーゼ (AmpliTaqGold､PE)0.5plを加え超純水で50plとした反応

液をそれぞれ作製 した.一方､inuE遺伝子の転写レベルを比較するため､inuE

遺伝子に特異的な一対のプライマーの代わりに構成的に発現 しているinuB遺伝

子に特異的な10pMセンス ･プライマー 5'-CAGTCTAATGATTACCGTCCA-3'溶

液と10pMアンチセンス ･プライマー 5'-ATTGCTGTCTCAACTTGTACC13′溶液

を加えた反応液をそれぞれ作製 した｡これらの反応液をサーマル ･サイクラ一

にセットし､PCRは､94℃､10分間のDNAポリメラーゼ活性化の後､94℃で30

秒間､55℃で45秒間､72℃で2分間の反応を30回行った｡これらのPCR反応液

を1%アガロース ･ゲルで電気泳動 し､分離 したDNA断片を2-2-4項に従ってナ

イロン ･メンブランにブロッティングし､4-2-3項で作製した942bpのinuE遺伝

子プローブまたは899bpinuB遺伝子プローブ (inuB遺伝子37)内部のPstIDNA断

片)を用いてサザン ･ハイブリダイゼーションにより検出した｡

4-3.結果および考察

413-I.精製酵素の部分アミノ酸配列

黒麹菌A.nigerNo.12株の培養ろ液から精製したエキソ型イヌリナ-ゼのN

末端から20残基のアミノ酸配列､FNYDQPYRGQYI廿SPQKNWM を決定した｡

4-3-2.エキソ型イヌリナ-ゼ遺伝子に特異的なプローブの作製

本菌株の染色体DNAおよび作製したプライマーを用いたPCRにより942bp
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の増幅断片を得た｡尚､増幅断片の推定アミノ酸配列中に精製酵素のN末端ア

ミノ酸配列 (Fig.4-2Bに示 した20から39番目までのアミノ酸残基に相当)の

存在を確認 した｡この増幅断片をもとに DIG標識 DNA断片を作製 し､これを

エキソ型イヌリナ-ゼ遺伝子に特異的なプローブとした｡

4-3-3.染色体 DNAのサザン ･ハイブリダイゼーション

4-2-3項で作製した特異的プローブを用いて､制限酵素で消化 した染色体DNA

とサザン ･ハイブリダイゼーションを行ったところ､BamHI(3.7kbp)､SalI(9

kbp)､PstI(6.5kbp)についてそれぞれ一つずつシグナルが確認された｡これ

より本遺伝子が染色体上に1コピー存在することが明らかとなった(Fig.4-1)0

4-3-4.エキソ型イヌリナ-ゼ遺伝子のクローニング

プラスミドpUC18を用いてBamHI消化 した染色体DNAより3.7kbpのDNA断片

をクローニングした (pINU602)0

4-3-5.エキソ型イヌリナ-ゼ辻伝子の塩基配列

pINU602に組み込まれたinuE遺伝子を含む3.7kbpのBamHI断片の塩基配列を

決定した｡Fig.4-2BにクローニングしたDNA断片の2276bpのHincII-BamHI領域

の塩基配列とinuE遺伝子の推定アミノ酸配列を示 した｡3660bpのDNA断片は

1611bpの完全なinuE遺伝子コー ド領域とその近傍の塩基配列を含んでいた｡

inuE遺伝子の上流域1797bpに相同性を示すORFはデータベースに存在 しなかっ

た.Penicillium sp.TN-88株染色体上でエンド型イヌリナ-ゼとエキソ型イヌリ

ナ-ゼ遺伝子はクラスターを形成 し､859bpの遺伝子間領域から逆向きに転写

されていた (2-3-6項参照)が､A.nigerNo.12株ではそのようなクラスターの形

成は認められなかった｡inuE遺伝子の染色体DNAとcDNAの塩基配列の比較に

よりコー ド領域に一ヶ所のイン トロン60bpが認められた｡第二章で記述 した

penicilliumsp.TN-88株とAspergillusawamori14)のエキソ型イヌリナ-ゼ遺伝子も

保存された位置に一つのイン トロンを含んでいた｡スプライスされた部位の5'

と3′末端はGTRNGYとYAG66)にそれぞれ一致 し､スプライス部位の3′末端の14

bp上流の塩基配列ACTAACはラリアット形成に必要な塩基配列RCTRAC65)に一

致 した.inuE遺伝子の5'非コー ド領域は開始 コ ドンの -75にTATAボックス

(TATAAA)を含んでおり､TATAボックスの33と51bp上流にCAATボックスの相
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補配列ATTGが認められた｡黄麹菌AspergillusolyZaeのα-アミラーゼ遺伝子の澱

粉応答部位のコンセンサス配列GGAAATT44)がinuE遺伝子のプロモーター領域

に認められ､イヌリンによる転写誘導-の関与が示唆された｡また､Asperg7'llus

nidulansにおいてカタボライ ト抑制を司っているタンパク質CreA結合部位のコ

ンセンサス配列5′-SYGGRG-3′ 45)が開始 コ ドンの-319(CCGGGG)､-342

(CTGGGG)､-392(GCGGGG)､-398(相補配列GTGGGG)に認められ､グ

ルコースによる転写抑制が示唆された｡5′RACE産物6クローンは開始コドンの

-41(3クローン)､-35(1クローン)､-31(2クローン)の転写開始点を示 し

た｡-54と-41番目の一組のATCTTCAG配列は順方向繰 り返し配列と確認され､

これらがinuE遺伝子の調節領域の部分として機能している可能性がある｡また3

クローンの3'RACE産物の塩基配列決定により終止コドン下流99bp(2クロー

ン)と106bp(1クローン)のポリ (A)付加部位を明らかにした｡

4-3-6.inuE辻伝子産物のアミノ酸配列

inuE遺伝子のORFは､精製酵素で決定したN末端アミノ酸配列に相当する配

列を含んでお り､19残基の分泌シグナルと518残基の成熟タンパク質をコー ド

していた｡Ala-17とAla-19はvonHeijneら67)の解析によって提唱されているシグ

ナル ･ペプチ ド切断部位の-3と-1に一致 した｡ハイ ドロパシー ･プロットは

シグナル配列が疎水的であることを示 した｡成熟タンパク質の推定アミノ酸配

列から分子量は57,251Da､〆は4.92と算出されたQ推定分子量がSDS-PAGEに

よって測定された分子量81kDa(Fig.3-4)より小さいのは糖タンパク質-のSDS

の結合が減少 し､電気泳動における移動度が小さくなったためと考えられる｡

本酵素は〃｣グリコシル型糖鎖結合部位を9カ所含んでお り､糖タンパクである

と示唆された (49､111､300､363､430､531番 目の6つのアスパラギン残基は

N-Ⅹ-T型､67､112､398番 目の3つのアスパラギン残基はN-Ⅹ-S型)｡ エキソ型

イヌリナ-ゼとエンド型イヌリナ-ゼ､インベルターゼ､レバナーゼは糖加水

分解酵素ファミリー328)に属 している｡酵母Saccharomycescerevisiaeのインベル

ターゼで保存領域MNDPNGのアスパラギン酸残基とECPのグルタミン酸残基は

それぞれ求核試薬とプロトン供与体として触媒に関与していることが明らかにI

されており､43)同様の触媒機構がA.nigerNo.12株 エキソ型イヌリナ-ゼの

Asp-41とGlu-241によってなされていると考えられる｡シグナル ･ペプチ ド内の

Cys-11と別にCys-242が保存領域ECP内に存在 した｡本酵素はHg2'､pcMBで阻
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害されることから､このCys-242が活性発現に関与していると考えられる｡

4-3-7.アミノ酸配列の比較

inuE遺伝子産物のアミノ酸配列はBLAST検索によってllfructosyltransferase(ll

SST;EC2.4.1.99)として報告されているAspergillusfoetidus遺伝子産物の537残基

の3残基のみが置換されている｡置換された3残基は119番 目 (His対Gln)と476

番 目 (Gly対Ser)と499番 目 (Thr対Ser)の位置で化学的に類似 してお り､触媒

活性の違いを説明することはできない｡Rehm69)はA.foetidusの培養ろ液を500

mMのスクロース と保温す ると1-kestoseが合成 され ると述べているが､S.

cerevisiaeで発現させたA.foetidus酵素は優先的にスクロースを分解 し､TLC解析

は少量の1-kestoseを形成することを示している｡第五章にてPichiapastorisで発

現､分泌されたinuE遺伝子産物は5.0% (W/V)のスクロース溶液と酵素活性測定

条件で保温した時にでフルクトース残基転移活性を示さなかった｡A.jToetidus酵

素は高濃度スクロース溶液中でフルク トース残基転移を触媒する付加的な活性

を持っェキソ型イヌリナ-ゼと考えるのが適当だと思われる｡A.nigerNo.12株

エキソ型イヌリナ-ゼは4.awamoriエキソ型イヌリナ-ゼ14)と91%､Asperg7'llus

酵素と比較 して挿入された157残基のアミノ酸配列を除いたPenicilliumsp.TN-88

株エキソ型イヌリナ-ゼ (第二章で記述)と61%の相同性を示 した｡A.niger

No.12株酵素はイヌリンとレバンを加水分解するA.awamori#素14)と高い一次構

造の相同性を示 しながら､レバンのβ-2,6フルク トフラノシル結合に対する活

性を持たない｡アミノ酸配列SVEVF(Fig.413)は糸状菌エンド型イヌリナ-ゼ

と細菌レバナーゼで保存されてお り､酵母インベルターゼでは保存されていな

い｡37)糸状菌エキソ型イヌリナ-ゼのC末端領域にこの配列が存在することは

この配列が高分子のフルクタンに結合する重要な役割を持つことを示唆 してい

る｡37)

A.nigerNo.12株エキソ型イヌリナ-ゼは細菌レバナーゼBacillussubtilis71)

(42%)､Actinomycesnaeslundii60)(41%)､BacilluspolymJXa72)(39%)､酵母イ

ンベルターゼS.cerevisiae58)(39%)､PichL'aanomala59)(40%)､酵母エキソ型

イヌリナ-ゼKluyveromycesmarxianus46)(38%)､糸状菌エンド型イヌリナ-ゼヽ

penicilliumsp.TN -8839)(37%)､Penicilliumpurpurogenum40)(36%)､Aspergillus

niger37)(35%)のβ-フルク トフラノシダーゼ ･ファミリー酵素と顕著な相同性

を示した｡
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4-3-8.糸状菌エキソ型イヌリナ-ゼの進化上の位置

4-7-7項で記述 した相同性を示 したβ-フルク トフラノシダーゼとの糸状菌エ

キソ型イヌリナ-ゼの進化的な位置を調べるために全長のアミノ酸配列をもと

に､TREECON系統樹作成プログラム73)を用いて近隣結合法74)により無根系統樹

を作製した｡各枝分かれのブー トス トラップ信頼度75)は93%から100%の範囲

であった. A..roetidus1-SSTは触媒活性について明らかでないので除外した｡Fig.

4-4で示 した系統樹においてAspergillus属とPenicillium属由来のエキソ型イヌリ

ナ-ゼとエンド型イヌリナ-ゼは互いに離れた位置で別々にクラスターを形成

していた｡糸状菌エキソ型イヌリナ-ゼは酵母インベルターゼを含むクラスタ

ーと結合していた｡一方エンド型イヌリナ-ゼは放線菌A.naeslundiL'レバナーゼ

と系統樹の枝を共有していた｡Bacillus属細菌のレバナーゼは糸状菌エキソ型イ

ヌリナ-ゼと糸状菌エンド型イヌリナ-ゼのクラスターの中間に位置していた｡

以上より糸状菌エキソ型イヌリナ-ゼと糸状菌エンド型イヌリナ-ゼはそれぞ

れ独自にイヌリンの末端と内部のβ-2,1結合に対する加水分解活性を獲得 した

ことが示唆された｡

4-3-9.炭素源による1'nug赴伝子の転写御節

Fig.4-5に示すようにinuE遺伝子cDNAはイヌリンとスクロースを炭素源とし

た生育菌体由来のものは増幅されたが､フルク トース､グルコースを炭素源と

した生育菌体由来のものは増幅されなかった｡またポジティブ ･コン トロール

のinuB遺伝子cDNAはいずれの炭素源でも増幅された｡このことからinuE遺伝子

の転写はイヌリンとスクロースによって誘導され､フルク トースとグルコース

により抑制されることが示された.また､エキソ型イヌリナ-ゼ遺伝子inuEと

エンド型イヌリナ-ゼ遺伝子inuBの開始コドンの上流600bp以内の塩基配列を

比較 した (Fig.4-6)｡正の調節因子である澱粉応答部位のコンセンサス配列

GGAAATT44)がinuEでは1ヶ所存在 し､fnuBでは-182(GGAAATT)と1561

(TCACGGGC)に2ヶ所存在 した｡一方､負の調節因子であるCreA結合部位 (5′-

sYGGRG-3')45)が､inuEには-319(CCGGGG)､-342(CTGGGG)､-392

(GCGGGG)､-398(相補配列GTGGGG)に4ヶ所存在したのに対し､inuBではヽ

存在しなかった｡このことから､イヌリナ-ゼの転写調節にこれらの転写因子

が関与していることが示唆された｡
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kbp 1 2 3

Fig.4-1.SouthernblotanalysisofgenomicI)NAfromA.nigerstrain12.
GenomicI)NAwasdigestedwithBamⅢ (lanel),SalI(lane2),orPstI(lane3).

Theresultantfragmentsweresepamtedbyagarosegelelectrophoresis.Theb]ot
washybridizedwithaDIG-labeledprobespecificfortheexoinu)inasegene.
Hybridizationslgna)sweredetectedwithaDIGLabelingandDetectionKit.The

positionsofsizemarkersareindicatedontheleftmargln.
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A
肋 cII/Sd

1.0kbp

B

HblCII

l413 gtcaacaacaEiiitT gc･?･eg冨g･?aatgatacatcgacgtt9gataaCCgCatttCttCaaagaCgCa;.;.;.;.!.!atttgtga9aaaCaCaaP.f･g･g･g･gctgattgCaCaagtaCaattgagtC

-293 actcgatagcatatat9tggaCggaaagggagaggaaattCaagttCaagaaaCaggaa9ccagtgCgt9tttaCggaaaatatgggCCagataC9aagatgag9CattaaaCttCgatt

-173 cggcgtcaaaacgtagaagtttgtatatctgg9CgCatttaatatgCagaCCCCCaCCCCg三三gaacgaCagaCttga99agtCCaCtggCgCaCa盤 瞥 CC99tCatCCaatgtCtea-a
■′､'〈' 【… 【-p一 きニ _ Pl_

153両 aaatcAtcttcAgtcAcagcgc9atttCtCaaagg9CtCattagCaATGGCTCGTCTTTTM CGTTAC'GT'TG'GCGTTG∝ GGGM CGm CATGCCT'ChACTATGhL A A L L 冗 A V T V C A L A a I A H A F F Y D 23

6B ACCAG｡｡T二転 ｡｡Tm 皿 Tm ChCCCW ｡｡㍍ GAA,M CCCAAm ｡m T,TG,ATCh,M M 皿 CTAm CT,｡｡Å研 AM CCT｡｡W A

Q P Y R G Q Y H F S P Q 氏 N Y M N Ea p N G i i Y H N G T Y H I. F F Q Y N P G G I 63

188 CCGTTGCCCTTCTGGCCCGAGGATACGGCAGCGATGTCACCGAGATGTACTTCA

E V G N 工 S W G H A T S E D L T H Y E E Q P V A i L A R G Y G S D V T E M Y F S 103

308 GCGGAAGTGCTGTTGCCGATGTm TAACACCAGTGGCTTCGGAAAGGACGGCAAGACGCCTCTAGTTGCCATGTATACTTCCTATgtacttgccccatcacc9aaCCatCtCCtg9agt
G S A V A D V N N T S G F G R D G 冗 T P L V A ht Y T S Y 131

428 gcatatcactalcagtaatttcatagTACCCCGTTGCGCAGAM TGCCG如⊇TGGCCAAACCGTCCAAGAGGACCAm TChu TCCATCGCCTACAGTCTCGATGACGGTCTAAM

Y P V A Q T L P S G Q T V Q E D Q Q S Q S ェ A Y S L D D a L T W 163

548 6GACGAm ACGATGCCGCCAACCCAGTCATCCCCAACCCTCCCCAGCCCTACCAAGCTCn TACCAGAACTTCCGAGACCCCTTTGTGTTCTGGCACGACGAGTCCn TAM GGGTTG

T T Y D A A N P V I P N P P Q P Y Q A Q Y Q F F R D P F V F V H D E S H 氏 V V V 203

668 TCGTTACLhm ATAGCCGAAC℡GCAM CTTGM CTATACATCTGAM CTCAAAGACTGG姐 GCTAGTGAGCu TTCGGTCCTTAM GCGCAAGGCGGCGTATGGGAGTGce

v T S I A E i H Zt L A 工 Y T S D N L K D V K L V S E F G P Y N A Q G G V V El c p 243

788 ccGGACTTTTCAAGCTACCCCTTGACGGGGGAAGCTCAM GGGTTATCACGAGCGGACTGAACCCCGGTGGTCCTCCAGGCACCGTCGGCTCTGGAACCCAGTACTTTGTGGGCG

G L F I( L P L D G a S S T R V V I T S G L F P G G P P G T V a S G T Q Y F V G E 283

90e AGTTCGは ｡｡姐 CCAM T｡A｡虻 CTG虻 GCC｡打 AC｡研 ATACCCGGGTAACTCm CCGCChACT｡M G嘉TGGGGCCPc左入｡TTCTATGCCGCGGCT｡∝ TAM GGCCTCTC姐

F D a T T F T P D A D T V Y P G F S T A N V M D V G P D F Y A A A G Y F G i S Z 323

1028 TTAAAGACCACGTCCAでATCGGCTGGAJM Tm GTATGGTGCGAm CCCCACCTACCCCTGGCGCAGCGCCATGGCCATTCCTCGCCACCTGGCTCTGAAGACn TCAAm
X D H V H 工 G Y M N N V Q Y G A N ェ P T Y P Y A S A M A I P A H L A L 氏 T I F F 363

i148 M GACGCTAGTCCAGCAGCCCCAGGAAGCGTGGTCTTCCATCTCGLhL3ChAm TCCGCTCTATTCGCGCACCTA⊂AGTACCTTCTCTGAAGGTTCCACCAACGCAAGCACGACTa

R T T L V Q Q P Q E A V S S I S S K H P i Y S a T Y S T F a E G S T N A S T で G 403

1268 M GTTCAGGGTAGATCTGAGCTTCTCTGCTACGTCGM GCCTCAACATTTGM CGCCCTCCGAGCCTCCGCCAACTTCACCGAGCAGACCCTTGCTGGm ACGACTTCGCCA.

E T F R V D i S F S A T S R A S T F A I A L A A S A N F T E Q T L A G Y D F A K 443

P5→
1388 AGCAM CTTCCTCGACCGGACCAAG℡⊂如よ⊇GGATGTGTCATTTGATAACACCTTCGCGAGCGTCTA℡CATGGACCCTTGGTGCCGGATAm CTGm GGTGAGGTTGAGTATCT

Q Q I F L D a T K S G D V S F D F T F A S V Y H G P L V p D S T G H V A L S I F 483

1508 TCGTCGACAGGTCCAGCGTCGAGGTATTCGGAGGCCAAGGTGAGACGACTTTGACGGCTCAGATCTTTCCTAGCAATA TGCGGTTCACGCCCGCCTGGTGTCTACTGGTGGAGCTACTG

V D R S S V E V F G G Q G E T T L T A Q I F P S N D A V H A A i V S T G G A T E 523

162e AGG虻 GTCCGCGTTG打 GTTChLn TATT嘉毒さぬ gccttgttcctacatgtggtagcatcttgtgtct9ttg9ttttaCtattt,ag,ttaagC9,ta9atataCt
D V A V D V H N I T S T V F+ 537

1748 ctaaatcgaattgatatttcttccaiatg9tCittgaataaactagttaccttgcatcaaggtacc9gtggCCat9aCgtCagCC9CaatCCCatatCgggtaatgatCa9gatCC

BJ打〝HI
Fig.4･2.(A)RestricthnmaporclonedDNA血.agTTEnlcontahhgtheinuE筈enefmmA.tligerstrain12.Thearrowrepresenttheposition

andorientationoftheORF.AILihtmnOr60TIPisshownBLSallOpentIOX･ThesolidliJIebelowthemapindicatesthelocationofthe942-bp

PCRbagmenttLSedasaninJLEprobe･P)NtLCIeotideaTLddedtICedamiAOaC山 .seqtlCnC塔OfHincIIIBa〝止ⅡIYgioh･NtLmbersilltheleJI-had
coltLmJLrefertotheAtLCkotideseqtLenCeandarerehtivetotheAortheATGstartcodon,andntLmbersOJIdLerightrepresentaminoacide
residtLeS.Thecod血IgSeqtLCnCeOftheinuEgeJleisshownihtLPPerCaSeletters.ThedducedamiTLOacidseqtlenCeisgIVenbyoIle･lettercode

belowthentLCkdideseqtLeTLα atthe丘rstpositionOfeachcodon.Thestopcodonisindicatedbyahasterisk.PtLtativeCREA-bindingSites
(5'SYGGRG･3')(dottedtLnderhes),astarch･respoASiveekmentGGAAATT(dottedhe),theCAATseqtle批 CS Orthecomplementary

stJ'aTd(warytLhderhes),aptLb也veTATAbox(dotLbletLnderhelaFab.ofdirectrepeat(overlhes),transcripdoAStartPOiTLtS(open
arrowheads),andpo抄adenylationsibs(s°idarrowheads),areshownintlleS'･aTd3'-noJICdiTLgregiotLS.TheaminoacidseqtLeJICe

tlnderhedtlythethkkIkewasidehtiQltothatfotLTLdforthepttrirledprotein.TheputativecatalyticresidtLeSareindkatedtlyinyerted
letbrs.PotentialsitesforN･hkcdg抄仰sybthnaI℃tLTLderhed.Thepositio帖 Orgene-SP∝ifkpriTTkrS,PltoP7(exchldingthetLniversd
primerP3),areindicatedbyhorizotLtalarrows.
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Fig･415･RTIPCRproductsshowingtheexpressionpatternoftheinuE
geneinAspeT'giLusntgerstrain12grownondifferentcarbonsources･
First･strandcDNAsweregeneratedfrom mRNAiso]atedfrom mycelia
grownfor24honinulin(laneI),fructose(laneF),sucrose(laneS)and

glucose(JaneG)･PCRwasperformedwithgene-specificprimersfor
inuE(top)andinuB(bottom)･Equalvolumesofeachsamplewererunon

agarosegel.TheblotswerehybridjzedwiththerespectiveDIG-labeled

DNAprobesspecificforiluLEandinuBgenes･Hybridizationslgnalswere
detectedwithDIGlabelinganddetectionkit.SizesofRTIPCRproducts

areshownontherightmargln･
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4-4.要約

本章では黒麹菌A.nigerNo.12株のエキソ型イヌリナ-ゼ遺伝子 inuEをクロ

ーニングし､その塩基配列を決定 した｡染色体 DNA のサザン ･プロット解析

により､本遺伝子が染色体DNA上に1コピー存在することが明らかにした.inuE

遺伝子のコー ド領域に一ヶ所のイン トロン 60bpが認められた.inuE遺伝子の

oRFは､精製酵素で決定したN末端アミノ酸配列に相当する配列を含んでお り､

19残基の分泌シグナルと518残基の成熟タンパク質をコー ドしていた｡A.niger

No.12エキソ型イヌリナ-ゼは A.αwamoriエキソ型イヌリナ-ゼと 91%､

Aspergillus酵素 と比較 して挿入 された 157残基のア ミノ酸配列を除いた

Penicilliumsp.TN -88エキソ型イヌリナ-ゼと61%の相同性を示 した｡ β-フル

ク トフラノシダーゼとアミノ酸配列をもとに作製 した無根系統樹は Aspergillus

属とPenicillium属由来のエキソ型イヌリナ-ゼとエンド型イヌリナ-ゼは互い

に離れた位置で別々にクラスターを形成 していた｡糸状菌エキソ型イヌリナ-

ゼは酵母インベルターゼを含むクラスターと繋がっていた｡一方､エン ド型イ

ヌリナ-ゼはA.naeslundiiレバナーゼと系統樹の枝を共有 していたoBacillus属

細菌のレバナーゼは糸状菌エキソ型イヌリナ-ゼと糸状菌エン ド型イヌリナ-

ゼのクラスターの中間に位置していた｡以上より､糸状菌エキソ型イヌリナ-

ゼと糸状菌エンド型イヌリナ-ゼはそれぞれ独自にイヌリンの末端と内部の β -

2,1結合に対する加水分解活性を獲得 したことが示唆された｡inuE遺伝子の 5′

非コー ド領域には澱粉応答部位 44)のコンセンサス配列 GGAAATTとCreA タン

パク質の結合部位のコンセンサス配列 5'-SYGGRG-3'45)が認められた｡転写解

析によりinuE遺伝子の転写はイヌリンとスクロースによって誘導され､フルク

トースとグルコースにより抑制されることを明らかにした｡
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第五章 penicillt'umsp.TN-88株エキソ型イヌリナ-ゼInuDに固有

の内部アミノ酸配列の解析

5-1.緒言

糸状菌penicillium sp.TN -88株のエキソ型イヌ リナ-ゼのイヌリン分解活性

(743units/mg)は､既報のエキソ型イヌリナ-ゼ14､17､29､30･33~35)で最も高く､

第三章で記述した黒麹菌AspergillusnigerNo.12株の同酵素 (52.8units/mg)の14

倍､Aspergillusawamor抽 采の同酵素14)(75units/mg)の10倍である｡また､イヌ

リン分解活性 (Ⅰ)に対するスクロース分解活性 (S)の比を表す〟Sの値は､既報

のエキソ型イヌリナ-ゼでは1未満のものが多く､稀に2程度の酵素が報告さ

れている.33)ところがInuDのI/Sは7.9であり､他の同酵素と異なりスクロース分

子よりイヌリン分子に対して著 しく高い親和性を持つことが示唆された｡糸状

菌のエキソ型イヌリナ-ゼ遺伝子としてはPenicillL-um sp.TNl88株､36)A.niger

No.12株､42)A.awamor油 来14)のものが報告されているが､アミノ酸レベルの機

能解析の報告はない｡これ ら3種の糸状菌エキソ型イヌリナ-ゼの推定アミノ

酸配列の多重整列 (Fig.4-3)により､Penicillium sp.TN -88株由来エキソ型イヌ

リナ-ゼInuDには､A.nigerNo.12株とA.mvamori由来の同酵素InuE(537アミノ

酸残基)とInul(537アミノ酸残基)には存在 しない157アミノ酸残基 (702アミノ

酸残基のGly-308からThト464まで)の挿入配列(以下､挿入配列と略す)が認め

られた｡本章では､InuDの挿入配列がその高いイヌリン分解活性に寄与してい

るものと推察 し､この挿入配列をInuEの内部に組込んだ融合酵素を酵母Pichia

pastoris77)で分泌発現させ､その機能を解析 した結果を記述する｡

5-2.材料と実験方法

5-2-1.宿主とベクターDNA

酵母 PichiapastorisGS115株はメタノールを唯一の炭素源として生育する

ことが可能である｡ しかもインベルターゼ活性を欠き､高い分泌効率を持つこ

とからエキソ型イヌリナ-ゼやェンド型イヌリナ-ゼの異種発現系として好適

な宿主である｡また､histidinoldehydrogenase遺伝子に変異を含むことから､ヒ
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スチジン要求変異株である｡

染色体組込型発現ベクターpHIL-Sl(Invitrogen)は発現カセットにアルコール

酸化酵素遺伝子 (AOXl)のプロモーターとターミネーターを持ち､HIS4遺伝子

選択マーカーを含んでいる｡また､P.pastorisの PHOl遺伝子の分泌シグナル

のコー ド領域が AOXl遺伝子下流に挿入されている｡従って外来遺伝子はこの

分泌シグナルによって分泌発現される｡

本章で使用 したもう一つの酵母発現ベクターpPIC3.5(Invitrogen)は､pHILSl

と同様に発現カセットにアルコール酸化酵素遺伝子 (AOXl)プロモーターとタ

ーミネーターを含む｡ しかし､分泌シグナルのコー ド領域を含まないため､こ

のベクターで分泌させるには､外来遺伝子の分泌シグナルをコー ドする領域も

発現カセットに挿入する必要がある｡このことから本ベクターは P.pastorisに

おける外来性遺伝子の分泌シグナルの機能解析に有効である｡

5-2-2.融合辻伝子の作製

イヌリンを炭素源として生育したA.nigerNo.12株由来の一本鎖 cDNA(4-2-6

項参照)を鋳型としてプライマーEPlとP4(Table611)とKOD-plus-DNAポリメ

ラーゼ (東洋紡)を用いてPCRによりinuE遺伝子の ORFを増幅した｡この増

幅 DNA断片を制限酵素 BamHIとNotIで消化し､発現ベクターpPIC3.5の同部

位に挿入 した組換えプラスミドを pINU605とした｡また､イヌリンを炭素源と

して生育したPenicilliumsp.TN-88株のcDNA(2-2-9項参照)を鋳型にプライマ

ーDPlとDP2(Table6-1)を用いてPCRによりinuD遺伝子の成熟タンパク質コ

ー ド領域を増幅したOこの増幅 DNA断片を制限酵素EcoRIとSmaIで消化 し､

酵母発現ベクターpHIL-SlのPHOlの分泌シグナル下流のEcoRI-SmaI部位に挿

入し､pmU514とした｡融合遺伝子の作製はFig.6-1に示す重複 pCR伸長法 76)

で行った｡組換えプラスミドpINU605を鋳型にプライマーPlとP2､およびP3と

P4(Table6-1)を用いてPCRによりそれぞれ 897bp(断片①)と717bp(断片②)

のDNA断片を増幅したO一方､pINU514を鋳型にして､プライマーP5とP6(Tableヽ

611)を用いて PCRにより､157残基の InuD内部アミノ酸配列をコー ドする領

域 (471bp､断片③)を増幅した｡作製した3種類の増幅 DNA断片①②③を混

.合し､5サイクルのPCRにより結合させ 2085bpDNA断片を作製 した｡ 1%ア
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ガロース ･ゲル電気泳動で融合遺伝子 DNA 断片を分離後､ゲルから抽出し､

これを鋳型としてプライマーPlとP4を用いて再度pcRを行った｡得られたPCR

産物を制限酵素 NotIで消化 し､発現ベクターpPIC3.5の NotI部位に挿入 し､

pINU607とした｡

5-2-3.辞母 L7chiapastorisでの発現

制限酵素 SacI消化によりプラスミドpINU605､pIIN 514､pINU607を直鎖状

とし､612-6項で記述 したエレク トロポーレーション法により酵母 P.pastoris

GS115株の染色体上に存在する AOXl遺伝子のプロモーター下流にそれぞれ組

込んだ｡
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[二二■■
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inuD

(Penicitliumsp.TN-88)

P6
[=呈 ③ .『コ

山=1牡山哩l ___________｣叩HHHHHHll

157･aminoacidsinsert

了:;:三三

①

~_｣主三主』
②

NotI

Fusiongene

NotI

● ●
Fig.5-I.SchematicdrawlngShowlngfusiongeneconstruction.

(A)N-terminalco°ingregionofinuEgene(①),C-terminalco°ingregionof

inuEgene(@),andthecodingregionof157-aminoacidinsertininuDgene(@)
WereamplifiedbyPCRusingPlandP2,P3andP4,andP5andP6,respectively.
(IstPCR)(B)1stPCRproducts①⑳診weremixedandsubjectedto5cycles
PCR.(2ndPCR)(C)2ndPCRproductwasseparatedby1% agarosegel
electrophoresis.FusiongenewasextractedfromgelandsubjectedtoPCRuslng

●

PlandP4astemplate.(3rdPCR)Pl,P2,P3,P4,andP6showoligo-nucleotide●
prlmerSforPCRandthesequencesareshownindetailinTable6-I.
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Table5-I.PrimersfTorexoinulinasegeneconstruction.

Primer Sequencea Position (5tto3')orremark

DPl

DP2

EPl

Pl

I

諺
I

P2

P3

P4

P5

P6

5㌧TTGAATTCAAGGAATCCTACACGGAACTm C-3●

5I-TAGCCCGGGCTATACCCATGTACTGCGTACTTT-3I

5--GGTGGATCCACCATGGCTCGTCTTTTGAAG-3-

5--GCCATGGTGCGGCCGCACCATGGCTCGTCT-3I

5LACCGTCTGGGGGGCCACCCGGGTATACCGT-3I

5I-AACACCCCTGCCACAAACTCAACCGCCAAC-3'

76to99b(EcoRIsiteisunderlined.)

2142to2165b(smaIsiteisunderlined.)

1to18C(BamHIsiteisunderlined.)

1tollc(NotIsiteisunderlined.)

978to992b, 943to957¢

1434to1448b, 958to972C

5--GGAATTAAGCGGCCGCTTAATTCCACGTCGAACT-3- 1657to1674C(NotIsiteisunderlined.)

5'-ACGGTATACCCGGGTGGCCCCCCAGACGGT-3, 943to957C,978to992b

5,-GTTGGCGGTTGAGTTTGTGGCAGGGGTGTT-3, 958to972C,1434to1448b

a,LettersinboldtypeanditalictypeindicatetheinuEandinuDcodingsequence,respectively.Someofprimerscontainedadditional
sequencesat5-endstogeneraterestrictionsites(undedined).
b.PositionreferstothatintheinuDsequenceindicatedinFig.2-3.
C.PositionreferstothatintheinuEsequenceindicatedinFig.4-2A.



5-2-4.組換え静索の精製

BMMY培地 [1.0% (W/V)酵母エキス､2.0% (W/V)ペプ トン､100mM リン酸

緩衝液､pH6.0､1.34%(W/V)イース ト･ニ トロゲン･ベース (Sigma)､4×10~5%

(Wル)ビオチン､0.5%(Ⅴ/V)メタノール]100mlを500ml容三角フラスコに分注

した｡各形質転換体をBMMY培地で24時間毎にメタノール 0.5mlを加えなが

ら､30℃で 5日間回転振とう培養 (150叩m)した｡培養液を遠心分離し､菌体

と上清を分離 した｡上清を透析膜 (C-65､三光純薬)に入れ蒸留水中で透析 し､

ポリエチレングリコール 20,000(和光純薬)で約 1/10の液量に濃縮後､凍結乾

燥 した｡凍結乾燥酵素標晶を 20mM 酢酸緩衝液 (pH 6.0)2mlに溶解 し､

DEAEICelluloflneA-500(生化学工業)カラム (10×200mm)に供し､20mM酢

酸一酢酸ナ トリウム緩衝液 (pH 6.0)で未吸着部分を流出した(1.0ml/min)｡次に

0-0.6MNaClを含む同緩衝液でLineargradientelutionにより吸着 した酵素を溶

出し､5mlずつ分取した｡活性ピークの画分を集め､凍結乾燥 し､0.15MNaCl

を含む20mM酢酸緩衝液 (pH6.0)で平衡化した (20×600mm)SephacrylS-200

HRに供し､流速 1.Oml/minで同緩衝液を流し､3mlずつ分取した｡

5-2-5.基質親和性

イヌリン (チコリ起源､sigma)の分子量を5,500と推定し､0.25-10mMの各

濃度のイヌリン水溶液を調製 した｡また､2-100mMの各濃度のスクロース水

溶液を作製した｡各濃度の基質溶液O.1mlに0.1M酢酸緩衝液 (pH5.0)で希釈 し

た各組換え酵素液0.1ml(イヌリン分解活性の測定には融合酵素 0.13帽､InuD

0.16pgおよびInuEO.39Llgを用い､スクロース分解活性測定には融合酵素0.13pg､

InuD0.32pgおよびInuEO.04pgを用いた)を加え､40℃で10分間作用させた｡1-

2-2項で記述したDNS法によりイヌリンおよびスクロース加水分解活性を測定し､

LineweaveトBurkプロットにより速度パラメーターをそれぞれ求めた(Figs.6-5,-6)｡

5-3.結果および考察

5-3-1.エキソ型イヌリナ-ゼの分泌発現および精製

各形質転換体は同程度の生育を示し､5日目には定常状態に達した｡InuE､InuD

および融合酵素の分泌量は5日目で0.4､0.37および0.037mg/mlであった (Figs.
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6-2,-3)｡これより糸状菌由来エキソ型イヌリナ-ゼ InuEの分泌シグナルが P.

pastorisの分泌経路で認識されていることが示され､PHOl分泌シグナルによ

る InuD の分泌量に匹敵したことから､InuEの分泌シグナルは高効率であると

考えられる｡一方､融合酵素の分泌量はInuE､InuDに比べて少なかったのは､

融合酵素の構造が分泌を阻害 したためと考えられる｡InuE､InuD､融合酵素は

酵母 P.pastorisにて機能を保持 して分泌され､それぞれ電気泳動的に単一に精

製された (Fig.6-4)｡分子量はInuEが 81kDa､InuDが 106kDaおよび融合酵

素が 110kDaであった｡

5-3-2.挿入配列が酵素活性に及ぼす影響

精製した組換え酵素のイヌリンとスクロースに対する比活性はそれぞれ InuD

が 327と34U/mg(VS､9.6)､InuEが40.4と150units/mg(〟S､0.27)および融

合酵素が280と171units/mg(〟S､1.6)であり､融合酵素のイヌリン分解活性は

InuD に匹敵し､InuEに比べて 7倍上昇した｡一方､融合酵素のスクロース分

解活性は InuEと同程度であった｡このことから挿入配列が InuEのイヌリン分

解活性を上昇させ､スクロース分解活性に影響を及ぼさないことが示された｡

5-3-3.挿入配列が静索の基質親和性に及ぼす影響

組換え酵素のイヌリンとスクロースに対するKm値はそれぞれInuEが3.0と111

mM､InuDが0.08と3.38mMおよび融合酵素が0.22と48.7mMであった (Table.6-

5)O 融合酵素のイヌリンに対するKm値はInuEの約0.067倍､InuDの約2.8倍であ

り､スクロースに対する品1値はInuEの約0.5倍､InuDの約14倍であった｡この

ことから融合酵素のイヌリンに対する親和性がInuEよりもが高く､InuDと同程

度であること､スクロースに対する親和性がInuEと同程度で､InuDよりも低い

ことが示された｡このことから､InuDの挿入配列がInuEのスクロースに対する

親和性に影響を及ぼさず､イヌリンに対する親和性を向上させたと推察した｡

5-3-4.挿入配列のアミノ酸配列の比較

BLASTを用いたタンパク質データベースの検索により､挿入配列は放線菌

Actinomycesnaeslundiiのレバナーゼ60)(LevJ､EC3.2.1.65)の内部領域 (38%)と

細菌Bacillusmaceransのシクロイヌロオリゴ糖合成酵素78)(cFTl､EC2.4.ll)

のC末端領域 (28%)に相同性を示 した (Fig.6-7)｡放線菌Actinomycesnaeslundii
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のレバナーゼ (LevJ､EC3.2.1.65)はスクロース､ラフィノース､ イヌリン､

レバンを基質として加水分解反応を触媒するO 一方､B.maceransのシクロイ

ヌロオリゴ糖合成酵素はイヌリンを基質として分子内フルク トース残基転移反

応を触媒し､β-2,1結合でD-フルク トースが結合 した環状オリゴ糖を生成する｡

InuD､LevJ､CFTlはすべて糖質加水分解酵素ファミリー3280~82)に属 し､β-フ

ルク トフラノシ ド結合に作用する酵素に共通の推定触媒残基 (Fig.6-7の矢印)

をもつ｡8)また､LevJはInuD同様その内部に他の細菌レバナーゼにはない331ア

ミノ酸残基の挿入配列を持つと報告されてる(Fig.6-7LevJの下線部)060)興味深

いことに､このLevJの内部アミノ酸配列にはInuDの挿入配列に相同性を示す領

域が存在 した｡このことから挿入配列がイヌリンに対する親和性に寄与する領

域であることが示唆された｡

5-3-5.属を超えて保存されているアミノ酸配列

Fig.6-8の相同領域の多重整列は糸状菌penicilliumsp.TN-88のエキソ型イヌリ

ナ-ゼInuD､放線菌A.naeslundiiのレバナーゼLevJおよび細菌B.maceransのシ

クロイヌロオ リゴ糖合成酵素 cFTlに保存されたアミノ酸配列を含む領域を

示した｡これらのアミノ酸配列は属を隔てて保存されており､イヌリン関連酵

素において重要な機能を持っことが示唆された｡InuDのN末端領域には触媒残

基のAsp-48とGlu-248や､RDPモーチ7 83)が存在することから触媒部位と考えら

れる｡RDPモチーフは糖質加水分解酵素ファミリー32と68に属するβ-フルク ト

フラノシダーゼに保存されており､ファミリー68のレバンスクラーゼでこのモ

チーフ内のアスパラギン酸がスクロース加水分解活性に関与していることが明

らかにされている｡また､C末端領域にはポリフルクタン-の結合に関与する

と示唆されるSVEVFが存在することからイヌリン結合部位と推察され､挿入さ

れたアミノ酸配列はこれらの部位をつなぐリンカー領域である可能性があると

考えられる｡
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Fig.514･SDS･PAGEofpurifiedrecombinantexoinulinases.The
enzymewassubjectedto SDS･PAGE ona7･5% (W/V)
polyacrylamideslabgelatpH S.3･Proteinwasvisualizedby
Coomassiebrilliantblue良-250staining･Lanes:1,standardproteins;
2,InuE;3,InuD;4,fusionprotein.
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Table5-2･SummaryofpurificationprOCeduryofrecombinantexoinulinase(InuE)･

Totalactivity
(units)toward:

intdirI SueTDSC

SpeciGcadivity
(tmits/mg)toward:

intdh suemse

ⅣS̀
Yield PutiLication

(%)b (Md)I

CtdttIIY瓜ltrate 1.ll0 723

DEAE-Cdldo丘ne
A-500

SephcJTIS-200

15.6 35.4

0.29 11.7

2′870 0.65 2.6

2｡3 8.3

40.4 150

0.25 100 1

0.27 4｡9 3.5

0.27 1.6 61.9

Table5-3･Summaryofpurificationprt)cedureofI℃COmbinantexoinulinase(InuD)･

Totalactivity
(tmits)toward:

intllin suert)se

Sp∝i瓜cactivity
(tlnits/mg)toward:

intdh suem se

〟S̀
Yield PuTificatioh

(%)b (folA)I

CdtuIY丘ltrate 1.000 5,470

DEAE一cclldofhe
A_500

SephacrylS-200

18.6 289

0.54 177

5.5 0.48 11.4 100 1

15.6 2.5

327 34

6.3 5.3 2.8

9.6 3.2 59.9

Table5-4･Summaryofpurificationprocedureofrecombinantexoinulinase(fusionprotein).

Totaladivity
(tmits)toward:

inulin suert)se

SpecirICactivity
(tLnits/mg)toward:

intllin suclt)Se

I/SI
Yield PtIrirICation

(%)b (rotd)L

CdtuItfiltrate 1I240 306

DEAE-Celltdofhe
A-500

SephacrylS1200

ll.3 166

0.076 21.4

153

122

13.1

0｡25 0.12

14｡7 10｡8

280' 171

2 100 1

1.4 54 60

1.6 7 1.140

aI/SIInulinaseactivity/invertaseactivity･
bThesevaluesweI℃basedontheinulinaseactivity･
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5-4.要約

P.pastorisにおけるInuE､InuDおよび融合酵素の組換え酵素の分泌量は､培

養後 5日目でそれぞれ 0.4､0.37および0.037mg/mlであった｡各組換え酵素の

イヌリン分解活性とスクロース分解活性はそれぞれ､InuDが327と34units/mg

(〟S､9.6))､InuEが40.4と150U/mg(〟S､0.27)および融合酵素が 280と 171

units/mg(〟S､1.6)であった｡融合酵素のイヌリン分解活性はInuDに匹敵し､InuE

に比べて 7倍上昇した｡一方､融合酵素のスクロース分解活性は InuE と同程

度であった｡組換え酵素のイヌリンとスクロースに対するKm値はそれぞれInuE

が3.0とlllmM､InuDが 0.08と3.38mM および融合酵素が 0.22と48.7mM

であった｡融合酵素のイヌリンに対するKm値は InuEの約 0.067倍､InuD の

約 2.8倍であり､スクロースに対するKm値は InuEの約 0.5倍､InuDの約 14

倍であった｡このことから､InuD の挿入配列が InuEのスクロースに対する親

和性に影響を及ぼさず､イヌ リンに対する親和性を向上させたと推察 した｡

BLAST を用いたタンパク質データベースの検索により､挿入配列は放線菌 A.

naeslundiiのレバナーゼ 60)(LevJ､EC 3.2.1.65)の内部領域 (38%)と細菌 B.

maceransのシクロイヌロオリゴ糖合成酵素 78)(cFTl､EC2.4.1-)の C末端領域

(28%)に相同性を示 した｡それ らの領域の多重整列は､糸状菌 Penicillium sp.

TN -88のエキソ型イヌリナ-ゼ InuD､放線菌 A.naeslundiiのレバナーゼ LevJ

および細菌 B.maceransのシクロイヌロオリゴ糖合成酵素 CFTlに属を超えて

保存されたアミノ酸配列を示 した｡
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第六章 エンド型イヌリナ-ゼ遺伝子 inuBの部位特異的変異実験

による機能解析

6-1.緒青

Reddy& Maley43)は酵母Saccharomycescerevisiaeのインベルターゼの部位特

異的変異実験により､β-フルク トフラノシダーゼ ･ファミリーの保存領域

MN⊇PNG のアスパラギン酸 (D)残基と 宣CPのグルタミン酸 (E)残基がそれ

ぞれ求核分子 (nucleophile)とプロトン供与体 (protondonor)として触媒反応に

関係 していることを明らかにした (Table5-1)｡ところが､エンド型イヌリナ

-ゼでは保存領域 wMNDiPNG 中のアスパラギン酸がグルタミン酸に､E∈P中

のシステイン (C)がバリン (Ⅴ)にそれぞれ置換 している｡ エンド型イヌリナ

-ゼはイヌリンに特異的に作用 し､スクロースには作用せず､他のβ-フルクト

フラノシダーゼ ･ファミリー酵素と特異性を異にしている｡ このことから糸状

菌エンド型イヌリナ-ゼに特徴的なこれらのアミノ酸残基が基質特異性に関与

していると考察したO本章では黒麹菌AspergillusnigerNo.12株由来エンド型イ

ヌリナ-ゼ InuBの野生型酵素 (wT)をメタノール資化性酵母Pichiapastorisで

異種発現させ､その変異体酵素 E43D､C236V､E43D/C236V を作製 し､アミ

ノ酸レベルの機能解析を行った結果について記述する｡

6-2.材料と実験方法

6-2-1.使用菌株とプラスミド

大腸菌E.coliBMH71-18mutSはDNA ミスマッチ修復欠損変異体 (mutS)で

トランスポゾン TnlOの挿入によって作製された｡その トランスポゾンの挿入

を維持するために培地中でテ トラサイクリン (25-50pl/ml)による選択圧を加

えなければならない｡(TnlOはテ トラサイクリン耐性遺伝子を持つ)

61212.大腸菌Eschel･ichiacoliBMⅡ71-18mutS株コンビテン トセルの鋼製

部位特異的変異体作製 キ ッ ト Transfbmersite-directed mutagenesiskit

(Clontech)付属の大腸菌E.coliBMH71118mutSをテ トラサイクリン (50pg/ml)
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を含むLBプレー トに画線操作により植菌し､37℃で一晩培養 した｡シングル ･

コロニーをテ トラサイクリン (50pg/ml)が含まれるLB液体培地に植菌し､37℃

で一晩培養 した (220rpm)｡この培養液 lmlを､500ml容三角フラスコに分注

した 100mlのLB培地 (抗生物質は含まない)に植菌し､培養液のA600が0.5±

0.03になるまで培養 した｡遠心分離 (1200×g､4℃､5分間)より上清と菌体に

分離した.菌体にTSS溶液 (85% lv/V]LB培地､10% [W/V]PEGlM.W.8000､

Sigma]､5%[W/v]DMSO[Sigma]､50mMMgC12[pH6.5])10mlを加え懸濁 し

た.エツペンドルフ ･チューブに0.1mlずつ分注し､-80℃に保存した｡

6-2-3.inuB辻伝子からのE43I)とV236C変異体の作製

部位特異的変異体作製は TransfbrmerSite-DirectedMutagenesisKit(Clontech)

を用いて行った｡Table5-2に示 した選択プライマー1帽 と変異プライマー1ま

たは2(1pg)に 10×リン酸化酵素緩衝液 2Lll､T4ポリヌクレオチ ドリン酸化

酵素 lpl(10units)､超純水を加え全量を20plとした｡この反応液を､37℃で

1時間保温し､各プライマーをリン酸化 した｡反応後､65℃で 10分間処理 しT4

ポリヌクレオチ ド･リン酸化酵素を失活させた｡この反応液 2plに 10×アニー

ル緩衝液 2pl､プラスミドDNA(pINU107)溶液 2pl(0.1pg)を加え､超純水

で全量を20plとした｡この反応液を 100℃で 3分間煮沸 し､DNAを熱変性さ

せ､一本鎖とした後､氷水に直ちにつけ 5分間冷却 した｡この溶液に 10×合成

緩衝液 (キット付属)3pl､T4DNA ポリメラーゼ lpl(2-4units)､T4 リガー

ゼ lul(4-6units)､超純水 5plを加え､37℃で2時間保温することによって変

異鎖を合成 し､その両端を結合 した｡その後 70℃で 5分間以上保温し､酵素を

失活させ､室温で冷却した｡この溶液をエタノール沈殿 し､精製 した後､減圧

乾燥 しペレットを超純水 25plに溶かした｡10×緩衝液 3pl､制限酵素SspI2pl

を加え､37℃で2時間反応させ､もとのプラスミドを一本鎖とした後 70℃で 5

分間以上保温し､酵素を失活させた｡このプラスミドとプライマーの混合液 5pl

を5-2-2項で調製した 100plのE.coliBMH71118mutS細胞に加え､20分間氷

上に置いた｡次に42℃で 1分間置き氷令 した後､1mlのLB培地を加え､ 1時

間回転培養 したOこの培養液 0.1mlを､50pl/mlアンピシリンと50ul/mlテ トヽ

ラサイクリンの2種類の抗生物質が入ったLB培地に塗布 し､37℃で培養 した｡

得られたコロニーを､同様に2種類の抗生物質が入ったLB液体培地で培養 し､

2-2-14項④に従ってプラスミドを形質転換体から抽出し精製 した｡このプラス
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ミドは変異したものと元のものが混在 している｡ そこで､混在 している元のプ

ラスミドを制限酵素 SspIで完全消化 (37℃､16時間)し直鎖状にした後､70℃

で5分間反応させ酵素を失活させた｡ (変異DNA断片が組込まれているpUC18

の SspI部位は EcoRVになっているため SspIで消化されない)このプラスミド

溶液 10plを用いて､2-2-14項②に従って大腸菌E.coliJM109を形質転換 し､得

られた形質転換体から2-2-14項④に従って抽出したクローン DNA の塩基配列

を2-2-14項⑤に従って決定し､変異させた塩基配列を確認 した｡E43D､E236V

の変異を含むプラスミドをそれぞれ pINU130､pINU131とした｡

6-2-4.inuB 遺伝 子の E43D/V236C二重変異体の作製

プラスミドpINU130とpINU131を制限酵素 XhoIで消化 し､それぞれを 1%

アガロース ･ゲル電気泳動で分離した｡pINU130の DNA 断片をゲル抽出し､

pINU131の DNA断片と置換LJnuB遺伝子の E43D/V236C二重変異型 DNA

を含む組換えプラスミドを作製した｡この組換えプラスミドをpINU132とした｡

6-2-5.酵母 ppaston'sGS115株のコンピテント細胞の訴製

100ml容三角フラスコに作製したYPD培地 10mlにP.pastorisGS115株を-

白金耳量植菌し､30℃で 16時間振とう培養 (140叩m)した｡培養液 O.lmlを500

ml容三角フラスコに作製した新たなYpD液体培地 125mlに加えA6｡｡が13-1.5

になるまで前培養と同様に培養した｡培養液を300ml容遠心管に入れ､遠心分

離 (4℃､1,500×g､15分間)し､上清を除いた｡ペレットを 125mlの冷却し

た滅菌水に懸濁し､同条件で遠心分離し上清を捨てた｡ペレットを 10mlの冷

却した lM ソルビトールに懸濁し､同様に遠心分離し上清を捨てた｡ペレット

を終体積が約 0.75mlとなるように冷却した lM ソルビトールに懸濁し､1.5ml

容チューブに 80ulずつ分注した｡これをコンピテント細胞とし-80℃で保存

した｡

6-2-6.酵母 ppastorisの形質転換

pINU107と前項で作製した組換えプラスミドpINU130､pINU131､pINU132ヽ

を鋳型としてinuBpHILsISl､inuBpHILsIAlの一対のプライマー (Table5-2)

とTaqDNA ポリメラーゼ (AmpliTaqGold､PerkinElmer)を用いてPCRにより

組換え酵素のコー ド領域を増幅した｡増幅 DNA 断片を制限酵素 EcoRIおよび

-94-



SmaIで消化 (各 10units､37℃､16時間)し､発現ベクターpHIL -SlのEcolu-SmaI

部位に挿入 し､それぞれ pINU133､pINU134､pmU135およびpINU136とした｡

これらの組換えプラスミドを制限酵素SacIで消化 (10units､37℃､16時間)し､

直鎖状とした後､前項で調製したコンピテント細胞に加え混合 した｡DNAと細

胞の混合液を0.2cmキュベットに移 し､氷中に5分間放置した後､エレク トロ

ポーレーション装置 (Bio-RadGenePulser､Bio-Rad)を用いて25pF､1.25kV､

200E2の条件で通電した｡キュベットに900ulの lM ソルビトールを加え希釈

し､100plをMDプレー ト(1.34% yeastnitrogenbase/4×10~5%biotin/2%グルコ

ース/1.5% agarose)に塗布 したO生じたコロニーを､P.pastorisの染色体上に存

在する AOXlプロモーター下流に､組換え DNA が挿入された形質転換体とし

た｡

6-2-7.酵素精製法

各形質転換体を5-2-4項で述べた条件で培養 し､約 90mlの培養ろ液から組

換え酵素をそれぞれ電気泳動的に単一に精製 した｡

6-2-8.組換え静索の性質

[基質特異性]

0.1M酢酸緩衝液 (pH5.0)に溶解 した酵素液 0.1ml[WT(1.58units/ml)､

E43D(0.15units/ml)､ V236C(0.26units/ml)､E43D/V236C(0.014units/ml)]にス

クロース､イヌリン (β-2,1-フルクタン)､レバン (β-2,6-フルクタン､Serratia

levanicum由来､和光純薬)の0.5%(W/V)水溶液 0.1mlを加え､40℃で24時間

作用させた｡生成 した還元糖量を 1-2-2項で記述したDNS法で測定し､酵素活

性を算出した｡

[基質親和性]

イヌリンの分子量を5500と推定し､0.25-10mM の各濃度のイヌリン水溶液

を調製 した｡各濃度の基質溶液 0.1mlに0.1M酢酸緩衝液 (pH5.0)で希釈 した

各組換え酵素液 o･1ml(WT5･4pg､E43D5･2岬､V236C1･27ugまたは

E43D/V236C22pgを含む)を加え､40℃で 5-30分間作用させた0112-2項で

記述したDNS法によりイヌリン加水分解活性を測定し､Lineweaver-Burkプロ

ットで速度パラメーターを求めた (Table5-7)0
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[最適 pH]

組換え酵素をpH1.0-12.0の緩衝液にそれぞれ溶解 した｡緩衝液は､0.1M

酢酸-HCl緩衝液 (pH1.0-4.0)､0.1M 酢酸ナ トリウム緩衝液 (pH5.0-6.0)､0.1M

リン酸緩衝液 (pH6.0-8.0)､0.1M グリシンtNaOH緩衝液 (pH9.0-12.0)を用い

た｡基質溶液 0.1mlに各 pHの酵素液 0.1mlを加え､40℃で30分間作用させ

た後､DNS法に従いイヌリン分解活性を測定した｡

[pH安定性]

各組換え酵素をpH1.0-12.0の緩衝液にそれぞれ溶解 し､30℃で24時間保

温した｡緩衝液は､0.1M酢酸-HCl緩衝液 (pHl.0-4.0)､0.1M酢酸ナ トリウム

緩衝液 (pH5.0-6.0)､0.1M リン酸緩衝液 (pH6.0-8.0)､0.1M グリシン-NaOH

緩衝液 (pH9.0-12.0)を用いた｡処理後の酵素液を0.1M 酢酸緩衝液 (pH5.0)

で希釈した｡基質溶液 0.1mlに各 pHの酵素液 0.1mlを加え､40℃で 30分間

作用させた後､DNS法に従いイヌリン分解活性を測定した｡

[最適温度]

組換え酵素をO.lM酢酸緩衝液 (pH5.0)に溶解した｡基質溶液 0.1mlに酵素

液 0.1mlを加え､30℃､40℃､50℃､60℃､70℃及び 80℃の恒温槽で30分間

作用させた後､DNS法に従いイヌリン分解活性を測定した｡

[熱安定性]

組換え酵素をO,lM酢酸緩衝液 (pH5.0)に溶解し､30℃､40℃､50℃､60℃､

70℃及び 80℃の各恒温槽で30分間保温した後､直ちに氷中で冷却した｡基質

溶波 O.lmlに酵素液 0.1mlを加え､40℃で30分間作用させた後､DNS法に従

いイヌリン分解活性を測定した｡

6-3.結果および考察

6-3-1.エンド型イヌリナ-ゼの分泌発現および精製

エンド型イヌリナ-ゼ InuB (WT)は酵母P.pastorisにて機能を保持して分泌

された (0.57mg/ml､Fig.5-1)｡ その変異体酵素 E43D､V236C､E43D/V236C
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も同様に Ppastorisにて分泌発現し､それぞれの培養上清より電気泳動的に単

一に精製された (Fig.5-2､Tables513,-4,-5,16)o分子量はWTが74.0､E43Dが78.0､

V236Cが70.2およびE43D/V236Cが66.7kDaであった｡

6-3-2.アミノ酸置換がイヌリン分解活性-及ぼす影響

変異体酵素E43D､V236CおよびE43D/V236Cの速度パラメーターkcalは､InuB

(WT)の比べて小さくなり (Table5-7)､それらの比活性はInuBの135(100%)に

対し､それぞれ4.8(3.5%)､35.9(26.6%)､0.31(0.22%)units/mgに減少した(WT

に対する相対活性を括弧内に示す)｡E43D 変異体酵素の活性の著しい低下は､

Glu-43が触媒において重要な役割を持つことを示 した｡このGlu-43は求核分子

(nucleophile)として機能 しており､側鎖の炭素鎖がグルタミン酸より一つ短い

アスパラギン酸に置換されたことによって機能が阻害されたと推察した｡V236C

変異体酵素のイヌリン分解活性の低下は､疎水性アミノ酸バリンと非電荷の極

性アミノ酸システインの置換が全体もしくは部分的なコンフォメーションを変

化させ､Glu-235のプロトン供与体 (protondonor)としての機能を阻害したた

めであると推擦 した｡E43D/V236C変異体酵素は 2つのアミノ酸を置換 したに

も拘らず活性を完全に失っていなかった｡

6-3-3.アミノ酸置換の基質特異性-及ぼす影響

各酵素をそれぞれイヌリン､スクロース､レバンの 0.25%水溶液に 24時間

作用させた結果､InuB (WT)とその変異体酵素 E43D､V236C､E43D/V236C は

すべてイヌリンには作用 したが､スクロース､レバンには作用 しなかった｡こ

のことからGlu-43とⅥ1-236は基質特異性に関与しないことが示唆された｡

6-3-4.アミノ酸置換の pH､温度感受性-及ぼす影響

各組み換え酵素の最適 pHは､WTとv236CがpH5､E43DとE43D/V236C

がpH6であり､各部位変異酵素ともWTと比較 して大きな変化は見られなか

った.80%程度安定なpHの範囲はWTがpH2-pHll､E43DがpH5-pH8､V236C

がpH3-pHllであった｡E43D/V236Cはイヌリン分解活性が低く､pH安定性■

を測定するのが困難であった｡最適温度はWTとE43D/V236Cが 50℃付近であ

り､E43Dが60℃付近､V236Cが40℃付近であった｡WT､E43D､V236Cの各

組換え酵素の活性は60℃までは80%以上安定であり､70℃以上で完全に失活
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した｡E43D/V236Cの活性は50℃までは80%以上安定であり､70℃で完全に失

活した｡
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Table6-1.Comparisonofconservedaminoacidsequencesofexoinulinasesandotherβ-fructofuranosidases.

Enzyme Microorganisms Cnservedsequencea Ref･

l
署
I

Endoinulinase(inuB)

Endoinulinase(inuq

Exoinulinase(inuE)

Exoinulinase(inuD)

Levanase(levJ)

Levanase(levA)

Levanase(levq
∫

Fructosyltransferase

Invertase(ZNVl)

Invertase(SUC2)

Exoinulinase(ZNUl)

AspergillusnlgerNo.12
●

Penicilliumsp.TNl88
●

AspergillusmgerN0.12

Penicilliumsp.TN-88

Actinomycesnaeslandii

Bacilluspolymyxa

Bacillussubtilis

AspergillusjToetidus

Pichiaanomala

Saccharcmycescel･eVisiae

Kluyvel'OmyCeSmWXianus

40-叫 pNG

40-Ⅶ ヨpNG

38-WMm PNG

45lWMm PNG

71-WMm PNG

24-WMm PNG

46-WMm PNG

38lWMm PNG

39-WMm PNG

39-WMmPNG

50-WMm PNG

234-WEVPD

234-WEVPD

240-WECPG

247lWECPD

249-WECPD

208-WECPD

222-WECPD

240-WECPG

222-YECPG

222lYECPG

2371YECPG

37

39

Thisshdy

Thisshdy

65

70

71

66

68

69

46

a･Thelocationsofaminoacidresiduescorrespondtothepositionsintheprecursorproteindeducedfromthesequencrofeachgene･The
aminoacidresiduestypicalforendoinulinasesisshownininvertedletters･ThecatalyticresiduesfoundforS･cerevisiaeinvertaseare
underlined.



Table6-2.Primersforsite-directedmutagenesisofendoinulinasegeneinuB

pri-erna-e Sequencea (P5Ts.i.ti:T) Targeta

Mutagenicprimerl 5'-TACTGGATGAACGACCCAAACGGCCTG-3'

Mutagenicprimer2 5'-CAGGGTGGGAATGTCCCGACATGTTTG13.

I

-%
l

Selectionprimer 5'-AAATGCTTCAATGATATCGAAAAAGGAAG-3'

1132_1158b WMNEPNG
(EtoD)

1706_1732b
WEW D

(VtoC)

2490-2518c SspI.
EcoRV

inuBpHILslsense 5･-CCGGAATTCCAGTCTAATGATTACCGTCCA-3･ 1087-1107b

inuBpHILslantisense 5･-TCCCCCGGGGGAATTGCTGTCTCAACTTGTACC-3･ 2614-2634b

a･ThetargetaminoacidresiduesandalterednucleotidesintheprlmerSareunderlined.
●

b.PositionreferstothatintheinuBsequencedepositedinGenBank(ABO12772).
C.PositionreferstothatinpUC18sequencedepositedinGenBank(E12615).
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Fig･612.SDSIPAGEofpurifiedrecombinantenZ:ymefrominuBgene･
TheenzymewasrunonSDS･PAGEusing7.5% (W/V)polyacrylamide
slabgelatpH8.3.ProteinwasstainedbyCoomassiebrilliantblueR･

250.Lanes:I,standardproteins;2,wildtype;3,E43Dmutant;4,
V236cmutant;5,E43D/V236Cdoublemutant.
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Table613.Summaryofpurificationprocedureofrecombinantendoinulinase(WT).

Total

protein
(mg)

Step
TotaI Specific
activity activity
(units) (units/mi

1′520 1.2

599 13.7

317 135

Vield Purification

(%) (fold)

100 1

39.3 10

20.8 107

Filtrate 1′210

DEAR_CellulofineA_500 43.7

SephacryIS-200 2.3

Table6-4･SummaryofpurificationproceduryofrecombinantendoinulinaseE43Dmutant.

Total Specific
activity activity
(units) (units/m事

63.8 0.045

15.8 0.83

2.9 4.8

Total

protein
(mt!1

Step
Yield Purification

(%) (fold)

100 1

24.8 18.1

4.5 103.8

Filtrate 1,390

DEAR_CellulofineA_500 18.9

SephacrylS-200 0.6

Table6-5･SummaryofpurificationprocedureofrecombinantendoinulinaseV236cmutant.

Total Specific
activity activity
(units) (un its/m壬

332 0.3

71.2 2.5

7.7 35.9

Yield Purification

(%) (fold)

100 1

21.4 7.6

2.3 110

Step

Filtrate 1,020

DEAE_CCIIulofineA_500 28.7

SephacrylS-200 0.21

Table6-6.SummaryofpurirlCationprocedureofrecombinantendointJ)inaseE43D/V235c mutant.

Total Specific
activity activity
(un its) (units/m壬

28 . 0.02

8.1 0.31

0.4 0.31

Yield PurirICation

(%) (fold)

100 1

28.8 14.3

1.4 14.4

Step

Filtrate 1,310

DEAE_CellulofineA_500 26.4

SephacryIS-200 1.3
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Table6-7.Kineticpropertiesofrecombinantendoinulinases.

Endoinulinase Mr(- a, (uSan:it:isCv/iifycg, (mKn, (skecca-tl, (sekcc-:t･/mKL -I,

WT

E43D

V236C

74

78

70.2

E43D/V236C 66.7

135

(100)a

4.8

(3.5)a

35.9

(26.6)a

0.31

(0.22)a

52.5 25,000

0.33

2.35

4.95

16.6

385

73.5

476

50.3

164

14.8

aThevaluesinparenthesesindicaterelativeactivitytowild-typeenzymeactivity･



6-4.5m

エンド型イヌリナ-ゼの変異体 E43Dはイヌリン分解活性を野生型の 3.5%に

著しく低下させた｡このことからエンド型イヌリナ-ゼの推定求核分子 Glu-43

はイヌリン分子内部のβ-2,1フルクトフラノシ ド結合の酸素分子に作用するた

めの有効な距離を確保できるが､側鎖の炭素鎖が一つ少ない Asp残基ではその

距離が確保できず､求核分子として十分に機能 しないことが推察された｡また､

Ⅵ1-236アミノ酸置換はイヌリン分解活性を野生型酵素の 26.6%に低下させた｡

このことから Ⅵ1-236はプロトン供与体 Glu-235が完全な機能を保持するのに

必要であることが示唆された｡二重変異体 E43D/V236Cはイヌリン分解活性を

野生型の 0.22%に低下させた｡また､エンド型イヌリナ-ゼの基質特異性にこ

れらの残基は直接的に関係 しないことが示された｡
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捻括

本研究は､糸状菌イヌリナ-ゼの構造と機能について明らかにすることを目

的とし､Penicillium sp.TNI88株とAspergillusnigerNo.12株からエキソ型イヌ

リナ-ゼをそれぞれ精製 し､それらをコー ドする遺伝子をクローニングした0

また､両菌株のエキソ型イヌリナ-ゼとエンド型イヌリナ-ゼ遺伝子の転写に

及ぼす炭素源の影響を検討 した｡

糸状菌penicilliumsp.TN -88株の培養ろ液より分子量 81kDa､pI4.6のエキソ

型イヌリナ-ゼ InuDを4.4%の回収率で､329倍に電気泳動的に単一に精製 し

た.InuDのイヌリン分解活性は既報の同酵素で最も高いPenicilliumtrzebinskii17)

由来の7倍の743units/mgと非常に高かった｡また､InuDの至適条件はpH4.0､

55℃で､pH 5-7､50℃まで安定であった｡InuDは 93.8units/mgのスクロース

分解活性を併せてもち､そのⅣSの値は7.9と既報の同酵素に比べて大きな値を

示したが､レバンには作用 しなかった.一方､A.nigerNo.12株の培養ろ液から

分子量 81kDa､pI5.0のエキソ型イヌリナ-ゼ InuEを0.03%の回収率で､lo悟

に電気泳動的に単一に精製した｡InuEのイヌリン分解活性は52.8units/mgで至

適条件はpH4.5､60℃でpH3.0-6.0､60℃まで安定であった｡InuEは227units/mg

のスクロース分解活性を併せてもっていた(I/S､0.23)が､Penicillium sp.TN -88

株由来エキソ型イヌリナ-ゼ InuD と同様に､レバンに作用 しなかった｡InuE

は同一菌株の既報の2種類のエキソ型イヌリナ-ゼ(p-Ⅰとp-ⅠⅠ)29､30)と分子量が

異なることから､新規のエキソ型イヌリナ-ゼであると推察した｡本研究で精

製 した2種類のエキソ型イヌリナ-ゼは pH､温度に対する感受性は既報の同

酵素の範囲であり､レバンに作用 しなかったが､イヌリン分解活性はPenicillium

sp.TN -88株由来の酵素がA.nigerNo.12株由来の酵素よりも14倍高かった｡

糸状菌 Penicillium sp.TN -88株のエキソ型イヌリナ-ゼをコー ドする遺伝子

inuDは､染色体 DNA上に1コピー存在した｡inuD遺伝子は2106bpのコー ド

領域からなり､56bpのイントロンが一ヶ所介在 した｡inuD遺伝子 1kbp上流

の塩基配列は同一菌株 TN -88のエンド型イヌリナ-ゼ遺伝子 inuCの塩基配列

の 5′非コー ド領域を含んでいた｡エンド型イヌリナ-ゼとエキソ型イヌリナ-ヽ

ゼの遺伝子は染色体上でクラスターを形成 しており､859bpの遺伝子間領域か

ら逆向きに転写されていた｡inuD遺伝子の ORFはアミノ酸 25残基の分泌シグ

ナルと677残基の成熟タンパク質をコー ドしていた｡一方､A.nigerNo.12株
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のエキソ型イヌリナ-ゼをコー ドする遺伝子 inuEは､染色体 DNA上に1コピ

ー存在した｡inuE遺伝子は 1611bpのコー ド領域からなり､Penicilliumsp.TN -88

株とAspergilluswamoriのエキソ型イヌリナ-ゼ遺伝子 14)にも保存された位置

に60bpのイントロンを一ヶ所含んでいた｡inuE遺伝子の上流域 1797bpに相

同性を示す ORFはデータベースになく､A.nigerNo.12株ではPenicillium sp.

TN-88株のエンド型イヌリナ-ゼとエキソ型イヌリナ-ゼ遺伝子のようなクラ

スター形成は認められなかった｡inuE遺伝子はアミノ酸 19残基の分泌シグナ

ルと518残基の成熟タンパク質をコー ドしていた｡InuDのAla-23､Thト25とInuE

のAla-17､Ala-19はvonHeijneの解析67)によって提唱されているシグナル ･ペ

プチ ド切断部位の-3と-1にそれぞれ一致した｡InuD の成熟タンパク質の推

定分子量は 74,518Da､pIは 4.64､一方､InuEの成熟タンパク質の推定分子量

は57,251Da､pJは4.92と算出された｡ル･グリコシル型糖鎖結合部位をInuDは

8箇所､InuEは 9箇所それぞれ成熟タンパク質に含んでおり､両酵素は糖タン

パク質であると示唆された｡両酵素の推定分子量がそれぞれ SDS-PAGEによっ

て測定された分子量より小さいのは糖タンパク質-の SDSの結合が減少し､電

気泳動における移動度が小さくなったためと考えられる｡エキソ型イヌリナ-

ゼとェンド型イヌリナ-ゼ､インベルターゼ､レバナーゼは糖質加水分解酵素

ファミリー32に属しており､酵母Saccharomycescerevisiaeのインベルターゼで

保存領域 MND PNGのアスパラギン酸残基 (D)とECPのグルタミン酸残基 (E)

はそれぞれ求核試薬とプロトン供与体として触媒に関与していることが明らか

にされている.43)このことから同様の触媒機構が､Penicilliumsp.TN-88株のエ

キソ型イヌリナ-ゼInuDのAsp-48とGlu-248､A.nigerNo.12株の同酵素 InuE

のAsp-41とGlu-241によってなされていると推察した｡

InuDは保存された Cys-249と別の Cys-539の2つのシステイン残基をもち､

InuEは保存されたCys-242を1つもつ｡両酵素はpCMBで活性が阻害されるこ

とから､保存されたInuDのCys-249､InuEのCys-242がそれぞれ活性発現に関

与しているものと考えられる.A.nigerNo.12株由来のエキソ型イヌリナ-ゼ

InuEは､Aspergillusawamori由来の酵素 14)と91%､Aspergillus由来の酵素と比

較して挿入された 157残基のアミノ酸配列を除いたPenicilliumsp.TN -88株由来ヽ
の酵素InuDと61%の相同性を示した｡InuEは､イヌリンとレバンを加水分解

するA.awamori由来の酵素と高い一次構造の相同性を示しながら､レバンのβ

-2,6 フルクトフラノシ ド結合に作用しない｡このことからエキソ型イヌリナ-
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ゼの基質特異性の相異は､転写後修飾や､翻訳後修飾によって生じた可能性も

考えられる｡ しかしながら､エキソ型イヌリナ-ゼに関する構造の情報は乏 し

く､基質特異性の違いに寄与する構造を予測することは難 しい｡今後の情報の

蓄積が期待される｡

Penicilliumsp.TN -88株のエキソ型イヌリナ-ゼInuDとAspergillusfoetidus1-

ssT69)､A.nigerNo.12株､A.awamori14)のエキソ型イヌリナ-ゼのアミノ酸配

列の多重整列は､InuDに Gly-308から始まる 157残基のアミノ酸配列が挿入さ

れていることを示した｡この 157残基のアミノ酸配列はデータベース検索によ

り放線菌 Actinomycesnaeslundiiレバナーゼ 60) の内部配列 と細菌 Bacillus

maceransシクロイヌロオリゴ糖合成酵素 78)のC末端領域にそれぞれ 38と28%

の相同性を示 し､保存されたアミノ酸配列が認められた｡これらのアミノ酸配

列は属を超えて保存されており､イヌリン関連酵素において重要な機能を持つ

ことが示唆された｡Penicillium sp.TN -88株のエキソ型イヌリナ-ゼ InuD とA.

nigerNo.12株の同酵素InuEを､酵母Pichiapastorisでそれぞれ分泌発現させたO

また､InuD の高いイヌリン分解活性-の寄与が示唆された挿入配列を､InuE

内部に組込んだ融合酵素も同様に酵母P.pastorisで分泌発現させた.InuE､InuD､

融合酵素は酵母 P.pastorisにて機能を保持 して分泌され､それぞれ電気泳動的

に単一に精製された｡精製 した組換え酵素のイヌリンとスクロースに対する酵

素活性はそれぞれ InuDが327と34units/mg(I/S､9.6)､InuEが40.4と150U/mg

(I/S､0.27)および融合酵素が280と171units/mg(I/S､1.6)であり､融合酵素の

イヌリン分解活性は InuD に匹敵し､InuEに比べて 7倍上昇した｡一方､融合

酵素のスクロース分解活性は InuE と同程度であった｡このことから挿入配列

が InuEのイヌリン分解活性を上昇させ､スクロース分解活性に影響を及ぼさ

ないことが示された｡組換え酵素のイヌリンとスクロースに対する &-1値はそ

れぞれ InuEが3.0とlllmM､InuDが 0.08と3.38mM および融合酵素が0.22

と48.7mMであった｡融合酵素のイヌリンに対する&11倍はInuEの約 0.067倍､

InuDの約 2.8倍であり､スクロースに対するKm値はInuEの約 0.5倍､InuDの

約 14倍であった｡このことから融合酵素のイヌリンに対する親和性が InuEよ

りも高く､InuD と同程度であること､スクロースに対する親和性が InuE と同ヽ

程度で､InuDよりも低いことが示された｡このことからInuDの挿入配列がInuE

のイヌリンに対する親和性を向上させるが､スクロースに対する親和性に影響

を及ぼさないことが示された｡InuDのN末端領域は触媒残基のAsp-48､Glu-248
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や RDPモチーフ 80)が存在することから触媒部位と推定される｡また､その C

末端領域は､高分子量フルクタン-の結合に関与が示唆される SVEVFが存在

することからイヌリン結合部位と考えられる｡このことから､InuD の挿入配列

はこれらの部位をつなぐ領域である可能性が考えられる｡

InuEのアミノ酸配列は､BLAST検索によって 1-fructosyltransferase(1-SST;EC

2.4.1.99)と報告されたA.foetidus酵素のアミノ酸配列 537残基の内3残基だけが

置換されていた｡置換された 3残基は 119番 目 (His対 Gln)と 476番 目 (Gly

対 Ser)と499番目 (Thr対 Ser)の位置で化学的に類似 しており､触媒活性の違

いを説明することはできないoRehm ら 69)はA..foetidusの培養ろ液を 500mM

のスク ロース と保 温す る と 1-kestose が合成 され る と述べ てい るが､

Saccharomycescerevisiaeで発現させた A.jToetidus由来酵素は優先的にスクロー

スを分解 し､TLC解析は少量の 1-kestoseを形成することを示 している｡P.pastoris

で発現､分泌された inuE遺伝子産物は 5.0% (W/V)のスクロース溶液と保温し

てもフルクトース残基転移活性を示さなかった｡このことから､A.foetidus由

来酵素は､高濃度スクロース溶液中でフルク トース残基転移を触媒する活性を

持つエキソ型イヌリナ-ゼと考えるのが適当だと思われる｡

糸状菌エキソ型イヌリナ-ゼのβ-フルク トフラノシダーゼ ･ファミリーにお

ける進化的な位置を調べるために全長のアミノ酸配列をもとに無根系統樹を作

製したo各枝分かれのブー トス トラップの値は 93%～100%の範囲であった｡A.

jToetidusの 1-SST は触媒活性について明らかでないので除外 したO系統樹にお

いてAspergillus属とPenicillium属糸状菌由来のエキソ型イヌリナ-ゼとエンド

型イヌリナ-ゼは互いに離れた位置で別々にクラスターを形成 していた｡糸状

菌エキソ型イヌリナ-ゼは酵母インベルターゼのクラスターと繋がっていた｡

一方､エンド型イヌリナ-ゼは A.naeslundiiレバナーゼと系統樹の枝を共有し

ていた｡Bacillus属細菌のレバナーゼは糸状菌エキソ型イヌリナ-ゼと糸状菌

エンド型イヌリナ-ゼのクラスターの中間に位置していた｡以上より糸状菌エ

キソ型イヌリナ-ゼと糸状菌エンド型イヌリナ-ゼはそれぞれ独 自にイヌリン

の末端と内部のβ-2,1結合に対する加水分解活性を獲得 したことが示された｡

Penicillium sp.TNl88株のエキソ型イヌリナ-ゼ遺伝子inuDとエンド型イヌリヽ

ナ-ゼ遺伝子i〝〟CのreaトtimePCRによる転写解析により､両遺伝子の転写がイ

ヌリンによって強く誘導され､フルク トース､グルコースで抑制されることを

明らかにしたQinuCとinuDの遺伝子間領域には正の調節因子であるAspergillus
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oryzaeα-アミラーゼの澱粉認識部位GGAAATT44)がinuC39)遺伝子の開始コドン

の上流に3コピー存在 し､負の調節因子であるCreA結合部位 (5′-SYGGRG-3')45)

がinuD遺伝子の開始コドンから1292(GCGGAG)､-320(GCGGAG)､-354

(CTGGGG)､-368(CCGGAG)､-477(CCGGAG)に存在 した｡このことから

inuC､inuD遺伝子は共通の転写調節を受けており､推定シスエレメン トがコン

センサス配列の相補鎖に存在する遺伝子の転写調節にも関与することが示唆さ

れた｡一方､RT-PCRによる転写解析によりA.nigerNo.12株のエキソ型イヌリ

ナ-ゼ遺伝子inuEの転写はイヌリンとスクロースによって誘導され､フルク ト

ースとグルコースにより抑制されることを明らかにした｡同一菌株のエンド型

イヌリナ-ゼ遺伝子inuBの転写はグルコースによる抑制を受けず､構成的に転

写されていた｡inuEとinuB遺伝子の開始コドンの上流600bp以内の塩基配列を

比較 したところ､正の調節因子である澱粉認識部位がinuE遺伝子の開始コドン

の上流に1コピー存在 し､inuB遺伝子の開始コドンから-182(5-GGAAATT-3)と

-561(5-TCACGGGC-3)に2コピー存在 したoまた､負の調節因子であるCreA

結合部位が､inuE遺伝子の開始コドンから-319(CCGGGG)､-342(CTGGGG)､

-392(GCGGGG)､-398(相補配列GTGGGG)に4カ所存在 したのに対し､inuB

遺伝子では存在 しなかった.即ち､エキソ型イヌリナ-ゼ遺伝子inuEには正負

の調節因子が存在するのに対 しエンド型イヌリナ-ゼ遺伝子inuBには正の調節

因子しか存在せず､グルコースによる転写調節パターンとそれらの推定シスエ

レメントの存在のパターンが一致した｡以上より､Penicillium sp.TN-88株とA.

nigerNo.12株のエキソ型とエンド型イヌリナ-ゼ遺伝子の転写調節にこれらの

転写因子が関与していることが示唆された｡

エンド型イヌリナ-ゼはスクロースに作用 しない点でエキソ型イヌリナ-ゼ

を含む他のβ-フルク トフラノシダーゼ ･ファミリー酵素と特異性を異にしてお

り､保存領域wMN⊇PNGとECPの下線部のアスパラギン酸残基 (D)､システイ

ン残基 (C)がェンド型イヌリナ-ゼのみ､それぞれグルタミン酸残基 (E)､バ

リン残基 (Ⅴ)に置換されていた｡このことから､これらのアミノ酸残基がエン

ド型イヌリナ-ゼの基質特異性に関与していると推察 し､アミノ酸レベルの解

析を行った｡エンド型イヌリナ-ゼInuB(WT)は酵母P.pastorisにて機能を保持

して分泌された (0.57mg/ml)｡ その変異体酵素E43D､V236C､E43D/V236Cも

同様にP.pastorisにて分泌発現 し､それぞれの培養上清より電気泳動的に単一

に精製された｡変異体酵素E43D､V236CおよびE43D/V236Cの速度パラメータ
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-kcalは､InuB (WT)に比べて小さくなり､それらのイヌリン分解活性はInuBの

135(100%)に対し､それぞれ4.8(3.5%)､ 35.9(26.6%)､0.31(0.22%)units/mg

に減少 した (WTに対する相対活性を括弧内に示 した)0 E43D変異体酵素の活

性の著しい低下は､Glu-43残基が触媒において重要な役割を持っことを示 した｡

このことからエンド型イヌリナ-ゼの推定求核分子Glu-43はイヌリン分子内部

のβ-2,1フルク トフラノシ ド結合の酸素分子に作用するための有効な距離を確

保できるが､側鎖の炭素鎖が一つ少ないアスパラギン酸残基ではその距離が確

保できず､求核分子として十分に機能 しないと推察した｡V236C変異体酵素の

イヌリン分解活性の低下は､疎水性アミノ酸バ リンと非電荷の極性アミノ酸シ

ステインの置換が全体もしくは部分的なコンフォメーションを変化させ､Glu-

235残基のプロトン供与体 (protondonor)としての機能を阻害したためであると

推擦 した｡E43D/V236C変異体酵素は2つのアミノ酸を置換 したにも拘 らず活性

を完全に失っていなかった｡各酵素をそれぞれイヌリン､スクロース､レバン

の0.25%水溶液に24時間作用させた結果､InuB(WT)とその変異体酵素 E43D､

V236C､E43D/V236Cはすべてイヌリンには作用 したが､スクロース､レバンに

は作用 しなかった｡このことから､Glu-43とVa1-236は触媒反応に関与している

が､基質特異性に影響を及ぼさないことが示された｡以上よりエンド型イヌリ

ナ-ゼの基質認識には別の構造が関与していると考えられる｡

本研究では､Penicilliumsp.TN-88株とAspergillusnigerNo.12株の2種類の糸状

菌からエキソ型イヌリナ-ゼをそれぞれ精製 し､酵素化学的諸性質を明らかに

した｡また､コー ドする遺伝子をクローニングし､その一次構造が推定され､

機能解析を可能にした｡第一にエンド型イヌリナ-ゼ遺伝子とエキソ型イヌリ

ナ-ゼ遺伝子の発現機構を転写レベルで示 し､イヌリナ-ゼ遺伝子の転写因子

研究-の足がかりを築いた｡第二にエンド型イヌリナ-ゼの触媒反応に関与す

るアミノ酸残基と､エキソ型イヌリナ-ゼの親和性に関与するアミノ酸配列を

示 したことよってイヌリナ-ゼの機能改変のための新たな知見を得た｡第三に

β-フルクトフラノシダーゼ ･ファミリーの分子系統樹により､エキソ型イヌリ

ナ-ゼとエンド型イヌリナ-ゼ遺伝子の進化的な関係を明らかにした｡以上､

本研究は､これまで酵素化学的性質の報告に限られていたエキソ型イヌリナ-

ゼについて､遺伝子クローニングにより､その構造と機能から遺伝子発現制御､

分子進化まで発展させ､糸状菌の糖質関連酵素の研究に貢献することができた｡
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Summary

Ⅰnulin isapolyfhctan,consisting orlinearchainsor β -2,1-linked D-

fructofuranosemoleculesattachedtosucroseatthereducingend.Thispolymerisa

reseⅣecarbohydrateintherootsand山bersorplantssuchasJemsalem artichoke,

chicory,anddahlia.Suchinulinsourceshaverecentlyreceivedattentionaspotential

feedstockfわrtheproductionoffructosesyrup,lnul0-0ligosaccharides,orfuelethanol.

Microbialinulinasescanbedividedintoexo-andendo-actlngenZymeSbythe

modeofactiononinulin.Endoinulinase(2,1-B-D-fructanfructanohydrolase,EC

3.2･1.7)arespecificforinulinandhydrolyzetheintemallinkagesininulintoyield

inulotriose,-tetraose,and-pentaoseasmainproducts.Incontrast,exoinulinase(B-D-

fructanfructohydrolase;EC3.2.I.80)splitoffterminalfructoseunitssuccessivelyfrom

nonreduclngendoftheinulinmolecule,butalsosucroseandraffinose.Tocharacterize

exoinulinases,inulinaseactivity(Ⅰ)iscommonrycomparedwiththeinvertaseactivity

(S)ofthesameenzymepreparation;I/Sratioisusefulcriterionthatmayrenectthe

differencesinaffinityofeachenzymeforinulinandsucrose.Theratiosintherangeof

0.02to2.0havebeenreportedforexoinulinasefromfilamentousfunglandyeast.An

exoinulinasegene,INUl,fromyeastKluyvel10myCeSmarXianusvar.marxianus.Todate,

however,therearenopublishedreportsofthemolecularclonlngOfexoinulinasegenes

from filamentousfungi･Inthisstudy,fungalexoinulinasegeneswereclonedfrom

AspergillusandPenicilliumspecies.

Anexoinulinase,p-I,waspurifiedfrom theculturefiltrateofafilamentous

fungusPenicillium sp.TN-88grownoninulin.Theenzymewashomogeneousas

judgedbySDSIPAGEandIEF,whichshowedanapparentM,of81kDaandpIof4.6.

Thepurifiedenzymehadextremelyhighspecificactivity,743units/mg,towardinulin.

Inulinaseactivitywasoptimalat4.0and55℃.AgenomicDNAandcDNAsencoding

thisproteinwereclonedandsequencedfわrthefirsttimeasafungalexoinulinase.The

exoinulinasegene(inuD)waspresentasasingleヲopyinthegenome･Anopenreading

frameof2,106bpwasinterruptedbyaslngleintronof56bp,andencodeda25-amino

acidsignalpeptideanda677-aminoacidmatureprotein.Thema山reproteincontained

twoCysresiduesandeightpotential〟-linkedglycosylationsites.The5′-noncoding
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reg10nhadaputativeCAATboxatposition-239.FourdistincttranscrlPt10nStart

pointswereobservedatpositions-98(A),-91(A),180(A)and-76(A)from

thestartcodon.TheexoinulinasegeneinuD waslocated8601bpupstream ofthe

previouslyreportedendoinulinasegeneinuCintheoppositedirectionoftranscnpt10n.

TranscrlPt10nSOfinuD andinuCgenesweresimultaneouslyinducedbyinulinand

repressedbyfructoseorglucose.

Anotherexoinulinasewaspurifiedfrom theculturefiltrateofafilamentous

fungusAspergillusnigerstrain12.Thepul'ifiedenzymewashomogeneousasjudgedby

SDS-PAGEandIEF,whichshowedanapparentMrof81kDaandpIof5.0.The

enzymehadspeciflCactivitiesof52.8units/mgtowardinulinand227units/mgtoward

sucrose.Inulinaseactivitywasoptimalat4.5andらo℃.subsequently,agenomicDNA

segmentandcDNAsencodingthisproteinwereclonedandsequenced.Southemblot

analysisindicatedthattheexoinulinasegene(inuE)waspresentasasinglecopyinthe

genome･Anopenreadingframeof1611bpwasinterruptedbyaslngleintronof60bp,

andencodeda19-aminoacidsignalpeptideand518-aminoacidmatureprotein.The

matureproteincontainedaslngleCysresidueandninepotentialN-linkedglycosylation

sites.Threedistincttranscriptionstartpointswereobservedatpositions-41(A),-

35(A)and-31(A)from thestartcodon.The5'-noncodingregionhadaputative

TATAboxatposition175(TATAAA)･TranscriptionofinuEgenewasinducedby

inulinorsucroseandrepressedbyfructoseorglucose.TheinuECDNAwasfunctionally

expressedunderthecontrolorthealcoholoxidasegenepromoterinthemethylotmphic

yeastPichiapastoris･ThededucedaminoacidsequenceofinuEgeneproductwas91%

identicaltothatofanexoinulinasefromAspergillusawamori.

Exo-andendoinulinases,invertases(EC3.2.1.26),andlevanases(EC3.2.I.65)

aremembersofglycosidehydrolasefamily32･Aneighbor-JOlnlngtreeShowedthat

exo-andendoinulinasesfoundinAspergillusandPenicilliumspp･haveindependently

evolvedtherespectivehydrolyticactivitiestowardteminalandintemalβ-2,1-

rmctoruranosidiclinkagesininulin.
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