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微生物 による新機能オ リゴ糖の生産 と利用

小 川 喜 八 郎 太 田- 良

宮崎 大学農学部

1.研 究 目的

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

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

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

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

抗感染病効 果 ､抗腰痛活性 ､植物 生長促進 ､ コ レステ ロー ル低下 ､ア トピー

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

られ てお り､ これ らのオ リゴ糖 を多量 に､低 コス トで 生産す るた めの技術 開

発が進 めれれ て いる｡従来 ､キ トサ ンオ リゴ糖 は塩酸加水 分解 由来 の もので､

重合度 も 3- 4糖以下 の糖 が 4 0%を占め ､機能性 の高 い 5糖以 上 の調製が

難 しく､ また ､ 単糖 が著量 生 じる ことお よび精 製が困難 な ことが あげ られ て

いる ｡ しか し､エ ン ド型 のキ トサ ナ ーゼ酵 素分解 では単糖 を生成す る ことな

く機能性 の高 い 5- 8糖 のキ トサ ンオ リゴ糖 を生成す る｡

本研 究で はキ トサ ン分解 酵素 (キ トサナ ーゼ)活性 の高 い微 生物 の スク リ

ーニ ングを行 い､本酵 素活性 の高 い工業的生産菌 ､バチル ス ･ズプチ リス

(Bt7C1'JJussTlJbt1'jl'S)の分離 に成功 した (表 1)｡本酵 素 の起業化 (微 生物

特許取得､酵 素の製剤化 とお よび試薬 開発 ) を 目標 に本酵 素の酵 素化学 的性

質､キ トサ ンオ リゴ糖 の作用機構 および 生成条件等 につ いて研 究 した0

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

の植物 に貯蔵多糖 と して存在 す る｡黒麹菌Aspe1-gl'/Jus/ll'gcrNo.12株 は､

イ ヌ リンを分解 して重 合度3-5の機能性 イヌ ロオ リゴ糖 を生成す る酵 素エ ン

ド型 イヌリナ-ゼ (2,トβ-D-fructallfrL1Ctan()hydrolase, EC3.2.i.7) を細

胞外 に生産す る ｡ 昨年度 は､黒麹菌A./Iigcl-N0.12株 のゲ ノムDNA上 の2つの

重複 したエ ン ド型 イ ヌ リナ-ゼ遺伝子 1'JluAおよび 1'JluBの上流領域 の クローニ

ングと構造解析 を行 ったo また､1'DuAお よび J'IILIB遺伝子 につ いて ､発現 の有

無 について転写 レベルで検 討 した0 -万 ､ 当研究室 にはエ ン ド型 イヌ リナ-

ゼ生産菌 と して糸状 菌 PeI11'cl'J/]'um sp.TN-88株 を保有す る｡TN-88株 はイヌ

リン内部 の β-2,1-フル ク トフラノシ ド結合 を切断 し､主 にイ ヌ ロ トリオー ス

を生成す るエ ン ド型イ ヌ リナ-ゼ を誘導 的 に産 生す る｡本年度 は､TN-88株 由

来エ ン ド型 イヌ リナーゼ の構造解析 を 目的 として ､ゲ ノムDNAとcDNAをクロー

ニ ング し､プ ロモー ター領域及び コー ド領域 の構造 を明 らか に した｡更 に推
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義-1 供試細菌の性状試験結果

試験項目 試験結果

形態

グラム染色性

胞子

形

位置

胞子嚢

運動性

カタラーゼ

酸素に対する態度

嫌気下での生育

Ⅴ-P反応

Ⅴ-PブロスのpH

グルコースからの酸の生成

梓菌

+
+

楕円形

亜端立

非膨出

+
+

好気性

十
5.6

+
グルコースからのガスの生成

ゼラチンの分解 +
デンプンの分解 +
クエン酸塩の利用 +
プロピオン酸塩の利用

卵黄反応

硝敢塩の還元

pH6.8での生育 (ニュー日工ンけ ロス)

pH5.7での生育

5%NaCl存在下での生育

7%NaCl存在下での生育

10℃での生育

30℃での生育

50℃での生育

55℃での生育

菌体内DNAのGC含量(mol賀)']

一
十
十
+
+
十

一
十
+
一

45

事l HPl.C法によった｡
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定 アミ ノ酸配列 の解析か ら分子 系統 樹 を作成 しそ の分子進化 につ いて も考察

した｡

ヘ ミセル ロースの主成 分 を占め るキ シランか ら生成 され るキ シロオ リゴ糖

は､腸 内菌叢 の改善､糖尿病 に対す る機能性 食品素材 と して多方 面でそ の利

用が期待 され て いる｡糸状 菌ALlreObaL'gJ'dl'umpal/uJal}Sの培養 ろ液 か ら､キ

シランをキ シロオ リゴ糖 に加水分解す る 2種 の細胞 外酵 素キ シ ラナ-ゼ を精

製 し､その酵 素化学的諸性 質 を明 らか に した｡

2.研 究方法

(1)キ トサナ-ゼ 生産微 生物 を分離す るため にキ トサ ンを唯 一の炭素源 と

する最 小培地 を用 いたO キ トサ ナ-ゼ活性 測定 にはRondole& Morgan法 L -'

を用 いた｡0.iM酢酸塩緩衝液 (I)H 5▲0) で適 当に希釈 した酵 素液0.5mlと基

質0.5n11を反応 させ た後 ､アセチル アセ トン試 薬 1m11を加 えて反応 を停止 さ

せた｡ 20分間加熱煮沸 ､冷却後 工タ ノル 3nllとエール リッヒ試薬 11111を加

え緩やか に混合す る ｡ さ らに､65-70℃ ､10分 間煮沸 ､冷却後530 nnlにお け

る吸光度 を測定 した｡酵 素 力価 は 1分 間 に 1〃 nlOlの グル コサ ミンを生成す る

酵 素量 と して表示 したO微生物 の同定 は 日本分析セ ンター に依頼 したO

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

した0本酵 素はDEAE-SephElrOSe CL 6BおよびSephacryl S110OHRによ る クロ

マ トグラフ法で分 画 ･精 製 したO精製酵 素の一般 的性 質､特 に､種 々のキ ト

サ ンに対す るオ リゴ糖 の生成能 をHPLC分析 を行 い､最適 オ リゴ糖 生成基 質の

選抜や本酵素の転移作用等 を調 べた｡ さ らに､現在本酵 素の遺伝子構 造 を解

析 して いる｡

(3)PeDl'cl'111'um sp.TN-88株 エ ン ド型 イヌ リナ-ゼ の N末端 ア ミノ酸配列

3､と既報 のエ ン ド型 イ ヌ りナ-ゼ に保存 され たア ミノ酸配列 を基 に一組 のプ

ライマー を作成 し､PCRによ りゲ ノムDNAか ら本酵 素遺伝子 の 一部 を含 む621

bpの断片 を増幅 した ｡ これ を ジゴキ シゲニ ン(DIG)標識 し､エ ン ド型 イ ヌ リナ

-ゼ遺伝子 に特異的なプ ローブ とした｡ このプ ローブ とゲ ノムDNAのサザ ン ･

ハイブ リダ イゼー シ ョンを行 った ところ､3.0-kbpBamHI断片 とハイブ リダ

イズ した O この断片 をプ ラス ミ ドpUC18にライゲ- シ ョン後 ､大腸菌JM109を

形質転換 しゲ ノムDNAライブ ラ リー を作成 したo この ライブ ラ リ-か らコロニ

ー ･ハ イブ リダイゼ- シ ョンを行 い､得 られ た クロー ンをサ ブ クローニ ング

し､構造遺伝子 (ORF)の一部 と上流領域 を含 むSDJH IBamHⅠ断片 (1.4kbp)を

得たO この塩基配列 を基 にプ ライマ- を作成 し､本菌株 のnlRNAか ら Reverse

Transcription (RT)-PCR法 によ り完全長cDNAをクローニ ング した｡得 られ た

cDNAの塩 基配列 を基 にプ ライマ- を作 成 し､ゲ ノムDNAを鋳型 に してPCRで本

酵素遺伝子 を増幅 し､その塩基配列か ら1,545bpのORFが推定 され た｡TN-88
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株 よ りnlRNAを調製 し､ 5′お よび3′RACE(Rapid AnlPlification of CDNA Ends)

法 によ り､完 全 長 のエ ン ド型 イヌ リナ-ゼcDNAを合 成 した｡ DDBJのデ ー タ .

ベー スか ら相 同性 の高 いア ミノ酸配 列 を検 索 し､ ClustalWで ア ライ ン メン ト

を行 い､ これ を もとにNeighbol一一Joining法 によ り分子 系統 樹 を作 成 した｡

(4)A.pulju1,,1DS IFO6404株 お よびFERM-P4257株 をキ シランを炭 素源 とす る

酵 素生産 用液 体 培地 で､ 5日間 ､30℃ で液体 振 と う培養 した後 ､そ の ろ液 を

回収 して､細胞 外酵 素 の精 製 に供 したo ポ リエチ レング リコール を用 い培養

ろ液 を1//3まで濃 縮 し､透 析 ､遠心 分離 した もの を濃縮 粗酵 素液 と して ､ カ

ラム クロマ トグ ラフィー によ り精 製 した｡ r)EAFrCElHulofine A-50()(生化学

工業 )陰 イオ ン交換 クロマ トグ ラ フィー の結 果､2つの ピー クが認 め られ ､溶

出順 にp-Ⅰお よびp-Ⅱと した ｡ それぞれ の画 分 をCellulofine (iCL 100ゲ ル ろ

過 カ ラム クロマ トグ ラ フィー ､ SephacrylS-100 HRゲル ろ過 クロマ トグ ラフ

ィ- ､ Hydroxyこ1patiteによ る ク ロマ トグ ラフィー に供 し､連続 的 に溶 出 した｡

キ シ ラ ン分 解活 性 は45℃ で30分 間反応 させ ､キ シ ラ ンか ら遊離 した還 元糖 を

ジニ トロサ リチ ル酸 法 で定 量 した ｡ 次 に本 菌株 の生産 す るp-Ⅰ､ p-Ⅱの各酵 素

につ いて純 度 をSDS-PAGEによ り検定後 ､そ の酵 素化 学 的諸性 質 につ いて検討

を行 した｡

3.研 究成 果

(1)キ トサ ナ -ゼ の機 能性 オ リゴ糖 生成

本菌 由来 のキ トサ ナ -ゼ は生理活性 の高 い 4糖 か ら 6糖 以 上 (お よそ 8糖

まで)のオ リゴ糖 を80%以 上 を含 む ､優れ た キ トサ ンオ リゴ糖 生成酵 素で あ

る ことが確 認 され たO また ､本酵 素は転 移 反応 を示 し､例 えば ､ 4量体 のキ

トサ ンオ リゴ糖 を 6- 8糖 のオ リゴ糖 を40% も生成 す る特徴 を示す酵 素で あ

る (表 2､ 図 1､ 2､ 3)O

(2)新規 キ トサ ナ ーゼ の工業 的 生産

本酵 素 の キ トサ ンか らのオ リゴ糖 生成 能 が市販 製剤 のそ れ に比べて ､酵 素

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

の工 業的生産 を阪急 バイオ イ ンダス トリ- (秩 ) お よび協和 化成 (秩 )で行

い､1999年9月に特 許 申請 を行 うと共 に工 業 生産 を開始 した｡

(3)本酵 素 によ るキ トサ ンか らのキ トサ ンオ リゴ糖 の生成 条件お よび転 移反

応等 につ いて詳細 に研 究 した｡ これ らの結 果 か ら本酵 素生産菌 は本 コ ンセ プ

トのモデ ル化 によ り応用 可能 な新 規有 用菌 であ る ことが証 明 され た｡

(4)上述 の よ うにA.111'gL,1-N().12株 はそ の ゲ ノム 上 に重複 した エ ン ド型 イヌ

りナ-ゼ遺 伝 子 /))uAと1'J]lJBを保 有す るol'IluAと/IllJ朗こ特 異 的なDNAプ ロー ブ を

両遺伝子 間 でホ モ ロ ジーが 認 め られ な いそ れぞれ の3′非 コー ド領域 を基 に作

成 した D イ ヌ リン､ フル ク ト- ス､ または グル コー ス を炭 素源 とす る本菌株
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表 2 キ トサ ナ - ゼ の キ トサ ンお よ び キ トサ ンオ リゴ 軌 分 解

生成 物 (%)

GIcN (GkN)2 (GkN ), (GkN)4 (GkN), (GkN)̀ 叫GIcN)i

(GIcN)2 - 973 - 2･6 -

(GIcNも
(GIcN ).

(GIcN)5

(GIcN )6

キ トサ ン10

～
6
･
7

2
･
5

～

～ 92.4 .-

2

7

9

5

3

3

6

cr)

5.4

2.0

4.2

9.6

41
･
5

4
･
2

3
･
8

16
･
0

- 3.0

9.8 31.6

- 10.9

63.4 14.2

15.4 34.6

反 応 は 基 質 濃 度 10%で ､生 成 物 の 分 析 は HPLCで 行 っ たo
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a.Y社製キ トサンの場合(低分子キ トサン,脱アセチル化度 80%以上)

反応条件 :pH5.6,40℃,10分間

b.S社製キ トサンの場合 (脱アセチル化度 85%以上)

反応条件 :pH5.6,40℃,10分間

図2 キ トサ ナ-ゼの基質飽和 曲線



a.Y社製キ トサンの場合(低分子キ トサン,

脱アセチル化度 80%以上)

画 km=0･104

Vmax=9004

匡互司km=0･091

Vmax=8540

b.S社製キ トサンの場合

(脱アセチル化度 85%以上)

画 km-0･104

Vmax=7495

匹可 km- O･103

Vmax = 7375

図3 キ トサ ナ-ゼのLineveaver-Burkのプ ロ ッ ト
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の液体 培養 後 の菌体 か らそ れ ぞ れ ポ リ(A)+RNAを調 製 したO 各RNAか ら逆 転写

反応 とそれ に続 くPCRで ､本 酵 素 を コー ドす るcDNAを増幅 した｡ いず れ の炭 素

源 で増殖 した 菌体 か ら調製 したcDNAも1'mJBに特 異的 な プ ロー ブ とのみ ハ イブ

リダ イ ズ し､ 1'DuA由来 のcDNAは検 出 され な か った0 本 菌株 の ゲ ノムDNAか ら両

遺 伝子 の プ ロモ ー タ､一領 域 を ク ロ-ニ ング し､塩 基 配 列 を決 定 した ｡ 7°nuB遺

伝 子の上 流 に 4ヶ所 の転 写 開始 点 ､翻 訳 開始 コ ドンの 103bp上 流 にTATAボ ッ

クス (TATATA) が認 め られ た D l'DuB転 写 産 物 の ポ リ(A)付 加部 位 は ､翻 訳 終 止

コ ドンの94-297bp下 流 に多数 存 在 した｡

(5)DIG標 識 した エ ン ド型 イ ヌ リナ - ゼ に特 異 的 な プ ロー ブ を用 いて ､ サザ

ン ･ハ イブ リダ イゼ ー シ ョンを行 った結 果 ､3.0-kbpBahJHI断片 ､8.O-kbI)X

bE7Ⅰ断 片 ､ また は7.0一kbp Kpnl断 片 とのみ ハイ ブ リダ イ ズ したC この こ とか

らPE,/]J'cl'JjJ'Llm Sp.TN-88株 が 生産 す るエ ン ド型 イヌ リナ - セ を コ- ドして い

る遺伝 子 は ､ 本 菌株 の 染色体 D_NA上 に1コピ- 存在 す る こ とが示 唆 され た｡TN-

88株 エ ン ド型 イ ヌ リナ- ゼ を コー ドす るゲ ノムDNAとcDNAの比較 か らORFはイ

ン トロ ンを含 まず ､N末 端 ア ミ ノ酸25残 基 か らな る シグ ナル ･ペプ チ ドと490

残基 の成熟 酵 素 を コー ドした｡ 成熟 酵 素は3個 の システ イ ン残 基 と10ヶ所 の N

-グ T)コ シ ド型糖 鎖 結 合 部位 を含 み ､推 定 分子 量 は52,944 Daで あ った｡ また ､

上流領域 に3ヶ所 の転 写 開始 点 とTATA配 列 が認 め られ プ ロモー ター 領 域 が推 定

され た0 本 酵 素 の推 定 ア ミ ノ酸 配 列 は ､P.pLJrl)(/1-OgL,ll(1m起源 の 同酵 素 3-と85

%､A.Dl'gcrNo.12株 起 源 の 同酵 素 と72%の相 同性 を示 したO

(6)A.puJJu/aDSPERM-P4257株 が よ り多量 の キ シ ラナ- ゼ を生産 す るよ う

な培養 条件 を設 定 した｡ そ の培 養 条件 で 本 菌株 を大量 培 養 し､ 生産 され た キ

シラナーゼ をDEAE-CellLllofilleA<)00を用 いた 陰 イオ ン交換 カ ラム ク ロマ ト

グ ラフ ィー ､SepllaCrylS1100HRを用 いた ゲ ル液 過 カ ラム ク ロマ トグ ラ フ ィ

- によ り精 製 し､SOS-PAGEによ り純 度検 定 お よび分 子量 測 定 を行 った ｡一 種

類 の酵 素p-日を電 気泳 動 的 に単 弓二な る まで精 製 したC 精 製酵 素 の分子 量 は

24,00()Daと推 定 され ､最適 pHは3.5､最適 温 度 は50℃'で あ った ｡ 尚､比 活性

は最適 条件 で は2144.1(U/Illg)で あ った｡pH 2.0-pH 6.0の酸性 領域 で 高 いpH

安定性 を示 し､60℃ まで熱安 定性 を示 した｡ 薄 層 ク ロマ トグ ラフ ィー の結 果

か らキ シ ラ ン加 水 分解 反応 生成 物 と して ､ キ シ ロー ス､キ シ u ビオー ス ､キ

シロ トリオ - ス が確 認 され たoP-日のN 末端 ア ミ ノ酸 配 列 は､lla-Gl1,-Pro-G

h一一Gl†'-Ile-.lsn-Tyr-Vとl卜Gll卜AsI卜Tyr-lsl卜Gli-1 sll｣.eu-Gly-GIT卜Phe-Thrで

あ った｡ ア ミ ノ酸 配 列 のホモ ジギ -検 索 か ら糸 状 菌 のエ ン ド型 キ シ ラナ - ゼ

と相 同性 を示 した (図 4)｡

4.考察

上記 のよ うに本研 究 は実 用 化 を 目標 に研 究 開 発 を行 った ｡ 本研 究 で は ､ 1)
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キ トサ ンオ リゴ糖 生成酵素 の スク リ-ニ ング を行 い､工業 的生産菌BacJ'JJus

sL/btJ'jl'LS,KHlの分離 に成功 した02)本菌 由来 のキ トサナ-ゼ の分画 ･精 製 を

行 い､ タ ンカ ク質的および酵素化学 的諸性 を調 べ る と共 に､作用機作 な らび

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

の生成条件お よび転移 反応等 につ いて詳細 に研 究 した｡ これ らの結果 か ら本

酵素生産 菌は本 コンセ プ トのモデ ル化 によ り応用 可能 な新 規有用 菌 で ある こ

とが証明 され た｡一方 ､工業化 に際 し､企業側 では､1)培養法 の改 良 (培地

組成､培地濃度 ､培養温度 ,培養pH､通気撹拝条件 ､種 菌 の摂取量 の検 討｡

2) 精製工程 の開発 [菌体 の分離=程 ､ キ トサ ナ-ゼ の濃縮 工程 (限外 ろ過 ､

低温減圧濃縮 ､ タンパ ク) ､色､臭 いの除去 (イオ ン交換 樹脂 ､活性 炭処

哩)､生菌 除去精 密 ろ過工程 (メ ンブ ランろ過 ､セ ラミ ックろ過 ) ､粉末化

工程 (噴霧乾燥 ､凍結乾燥 ､送風乾燥 )お よび製品化 工程 (粉 末製 品 ､液体

製品 .液体製品では安 定化剤や防腐剤 の検討 )] 3)キ トサ ンオ リゴ糖 の

製造方法 の開発 (アセ チ ル化度 の異な るキ トサ ンを基質 に基質濃度 ､作用温

度 ､作用pH､上)H調整用 の酸 の種類 ､基質添加法糖)お よび 4) キ トサ ンオ リ

ゴ糖生成酵 素お よびキ トサ ンオ リゴ糖 の分析 と評価 を行 い､最終 的 に工業化

可能な酵素である ことが確 認 され ､1999年9月 に工業生産 を開始 し､ さ らに､

特許 を申請受理 され た｡

本研 究 でA.nl'gLll-N0.12株 に見出 したエ ン ド型 イ ヌ T)ナ-ゼ コー ドす る 2

コピーの遺伝子 の内 ､ 1'IIuBのみの転写 が認め られ た結果 は､精製酵 素の部分

ア ミ ノ酸配 列が 1'DIIB遺伝 子産物 に対応す る昨年度 の結果 と一致 した0本実験

条件では発現 しなか った 1'IluB遺伝子 につ いては､特定 の環境 でのみ 発現す る

遺伝子 あ るいは機能 を失 った偽遺伝子 である と考察 したO イ ンベル ターゼ ､

レバナ-ゼ ､イ ヌ リナーゼ は､基質特 異性 の相違 に拘わ らず ､そ の一一･次構追

に高 い相同性 を示す β-fructofuranosidasefa111ilyを構 成 す る｡Aspc1-t,OlJ'JJus

属 とPeJ11'cl'/ll-Llm属 に由来 す る本酵 素遺伝 子 は共通 して イン トロンを含 まず ､

推定 ア ミノ酸配列は β-fructofuranosidasemotif(MNDPNG)のAspがGlu-43に

置換 した構造 を特徴 と した｡ また ､ホモ ロジー検索 か らGlu-43とと もにGlu-

233の活性への関与が示 唆 され た｡ 上記fa川ilyに属 す る各酵 素の ア ミノ酸配列

を基 に系統樹 を作 成 した ところ､糸状菌 のみ に存在が知 られ て いるエ ン ド型

イヌ T)ナ-ゼ の起源 は細菌 の レバナーゼ遺伝子 に近 い もの と考察 され ､ フル

ク トフラノシダーゼ とは別 の クラスター を形成 したO

当研究室保存菌株 の.｣.pLJjjuJdllSFER斗1-Pj257株 は高 いキ シ ラン分解活性 を

持 つキ シラナ-ゼ を細 胞外 に生産す る｡ 本研究 で はキ シラ ンのよ り効 率的な

利用 を 目的 と して､FERMIP4257株 の生産す る細胞 外キ シラナーゼp-日を精製

し､そ の酵 素化学的諸性質 を明 らか に した o この細胞 外キ シラナ-ゼ は､特

に酸性領域 で高 いpli安 定性 を示 し､工業的有用性 が示唆 され た｡ また､現在
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精製 中のp-Iは既報 のキ シラナ-ゼ の約 2倍 の分子 量 を持 つ ことか ら､新規な

酵 素 と推察 され た｡
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