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序 論

植物細胞壁はセルロース、へミセルロース及びリグニンの 3大成分から成り、

へミセルロースは通常多種の複合多糖から構成されるが、陸生の草本植物にお

いてはキシランが主成分である。特に、イネ科植物、例えば、麦わら、 トウモ

ロコシ穂軸、パガス、綿実殻などにキシランは多く含まれており、 1 5""'" 3 0 

%に達する。・キシランはキシロースが s-1， 4結合 (1，4-s-Dーキシロシド結合)

した多糖であり、セルロースのグルコースをすべてキシロースに置き換えた構

造に似てい る が 、 少 量 の ア ラ ピノースなどの側鎖がつく場合が多いり。

キシラン分解酵素には、 キシ ラナーゼ (endo-l， 4-s -D-x11anase; EC 3.2.1. 

8 )と Oーキシロシダーゼ (exo-1， 4-s-D-X11osidase; EC 3.2.1.27)がある。

キシラナーゼはキシラン主鎖の 1，4-s-Dーキシロシド結合をランダムに加水分解

してキシロオリゴ糖を生成するのに対し、 。ーキシロシダーゼはキシランの非還

元性末端部に作用し、 キシロースを生成する 2)。キシラン分解酵素は医薬分野

や、食品への農業廃棄物の高度なバイオマス利用分野において特に期待されて

いる酵素の 1つである 3.4)。

この地球上に生物が誕生したのは今から約 35億年前、その後生物は絶え間

ない進化を続けて現在に至っている。生物の進化は、その生活環境に適応する

ための生存戦略とも捉えられ、微生物もまた多様な環境に適応して進化を遂げ

てきた生物である。土壌微生物は、生態系における物質循環の分解者としての

役割上、植物が出現してからは、植物体の分解、 とりわけ植物細胞壁の分解へ

の対応が重大な課題であった。それは必然的に土壌微生物に存在する植物 細 胞

壁分解酵素の分子進化の過程に反映されたものと考えられる。

微生物は、キシラナーゼなどの植物細胞壁分解酵素を生産し、そのうちいく

つか の 酵 素についてはその諸性質が明らかにされてきたト 17)。現在キシラナー

ゼ及びセルラーゼについては、 その 1次構造を基にした b1dropbobic cluster 

anal1Sisにより、 A，.....， Iの 9つ のファミリーに分類されている 18-20)。これら

の酵素は、一般に .ulti-enZ1.e s1stemを構成し、性質の異なった、あるいは

類似した酵素が同一の誘導条件で同時に生産されたり、 また協調的に働くこと

などが知られている 21.22)。しかし、 これらの酵素がどのような性質を持ち、

植物細胞壁の分解にあたってどのような機能分担をし、 どのような分子進化の



過程を経てきたのかについては未だ明らかにされていない。

南森らは、好熱土壌細菌 Ba c i 11 us st earothermophi1u sNo.21がキシランの高

分解能を持 つこと、それが耐熱性のキシラナーゼと 8ーキシロシダーゼによる協

調的な 2段階反応による multi-enzyme systemを構成しているごとを好熱菌にお

いて初めて証明した 23)。

本研究においては、 Ba c i 11 u s stearothe rllophil us No.21の耐熱性キシラン分

解酵素遺伝子群の構造解析を行うとともに、 それらの酵素遺伝子の分子進 化の

過程について例証し、遺伝子デザインを行うことによって各酵素遺伝子の発現

を可能とし、さ ら に そ れ ぞ れ の酵素の機能特性の獲得過程を明らかにすること

を目的として研究を行った。

本論文は、 序 論 、 第 I章~第 V章および要約より構成されている。第 I章の

!i' B acillus stearotherllophilu s No.21のキシラン分解酵素遺伝子のクローニン

グ』では、 B acillus stearotherllophilu s No.21のゲノム遺伝子ライブラリーか

らキシラン分解酵素遺伝子の形質転換株を選択し、 クローン遺伝子の存在領域

の特定につ い て 記 述 し た 。 第 II章の!i'Maxi-cell法を用いたクローン遺伝子産物

の同定』では、 Maxi-cell法によりクローン遺伝子を選択的に発現させ、遺 伝 子

産物の同定を 2次元電気泳動と活性染色法によって行い、 またクローン遺伝子

産物の N末端アミノ酸配列の決定について記述した。第 III章の !i' B acillus 

s tearotherllophi 1 usNo.21のク ラスター構造を形成するキシラン分解酵素 遺 伝

子群の構造解析』では、 クラスター構造を形成する Bacil1us stearotherllo-

~旦s N o. 21のキシラナーゼ遺伝子と(3-キシロシダーゼ遺伝子について、その

全塩基配列の決定とその構造解析について記述した。第 W章の !i' B acillus 

s tearotherllophi lu s N o. 21のキシラナーゼアイソザイム遺伝子の構造解析』で

は、 B acillus stearothermophil usNo.21のキシラナーゼアイソザイム遺伝子に

ついて全塩基 配 列 の 決 定 を 行 い、その構造について記述した。第 V章の!i' B a二

cillus s tearotherllophilu s No.21の キ シ ラ ン 分 解 酵 素 群 の 遺 伝 子 デ ザ インと分

子進化の特徴』では、 B acillus stearotherllophil usNo.21のキシラン分解酵素

遺伝子群の構造的な特性を利用し、単一のクローンにおける各酵素遺伝子の単

独あるいは複数同時発現システムのための遺伝子デザインを行い、各酵素の 基

質特異性に及ぼす分子進化についての考察を記述した。要約では、以上の結果

についての総合的な考察を行い、それを記述した。

a-tu 



第 I章 E旦cillus st旦arotherllophilu sNo.21 の キ シ ラ ン 分 解 酵 素 遺 伝 子の

ク ローニング

第 1節序

B acillus stearothermophilu s N o. 21 が菌体外に分泌する 2種類のキシラン

分解酵素(キシラナーゼと Oーキシロシダーゼ)の遺伝子をクローニングする目

的で、本菌株のゲノム DNAライブラリーをプラスミドベクター(pUCI9) と宿

主大腸菌(E scherichi a c旦li JMI09) を用いて作成した。作成した DNAライ

ブラリーから の キ シ ラ ン 分 解 酵素遺伝子を含む形質転換株の選択は、キシ ラ ン

分解酵素に 対 す る 人 工 基 質 を 用いたハローの検出により行い、さらにサブ ク ロ

ーニ ン グ により目的遺伝子の存在する遺伝子領域の特定を試みた。

第 2節 B acillus stearotherllophil us No.21 の ゲ ノ ム DNAライブラリ

ーの作成

A.実験 方法

( 1 )挿入 DNA断片の調製法

① B acillus stearotherllophilu s No.21からのゲノム DNAの抽出法

B aci llus stearotherllophi 1us No.21の培養は、南森らの方法 23)を参考に次

のように行った。 20" glyeerolに-80 ocで凍結保存状態(グリセロールストック)

にある本菌株を融解後、菌体一白金耳を培地 [2.0"po lypepton， 0.25覧 yea s t 

extract， 0.2先 NH4N03・O.2覧 KH2P04， 0.1先 MgS04・7H20， 0.005覧 MnS04・pH

7.0] 3111に接 種し 55
0

Cで 24時間、 振 と う 培 養 を 行 い こ れ を 前 培 養 液 と し た。

500111容三角フラスコに同じ組成の培地 100111を調製し、 これに前培養液1.0111を

植 菌し 55
0

Cで 24時 間 200rpIIの振とう条件にて本培養を行った。得られた培養液

を遠心分離 (10，OOOx g， 40C， 5分)により集菌した。

菌体からのゲノム DNAの抽出 は CURRENT PROTOCOLS 1N MOLECULAR B10LOGY 

24)の記載を参 考 に 以 下 の 方 法 で行った。菌体を 1711 1の TEバッファー [ 101111 

Tri s-HCl (pH 8.0)， 111M EDTA (pH 8.0)] に懸濁し 900μ!の 10" sodiulI dodecyl 

sul fate (SDS)、 90μlの 201lg/1I1protease K (Merck社製)を加え混和し 37
0

Cで

l時間静置し た 。 遠 心 分 離 (12，OOOx g， 4
0

C， 5分)後、上清に 2.25111の 511NaCl 

を加えた後、 1.8111の 10覧 cetyltrillethylalllloniulI bromide(CTAB)/O. 7M NaClを

混和し、 650Cで 10分間静置した。その後、等量のクロロホルム/イソアミル ア ル

内
《
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コール (24:I;V/V) を加え混和後、遠心分離 (12，OOOx g， 40

C， 10分)により上

清を得た(クロロホルム抽出)。この上清に等量の TNE飽和フェノール/クロロ

ホルム/イソアミルアルコール(25: 24: 1 ; V /V) を加え混和させた。 ここで用い

たTNE飽和フェノールは、 TNEバッファー [501lMTris-HCl (pH 7.5)， 100llM NaCI， 

0.5mM EDTA (pH 8.0) ]で飽和させ た フ ェ ノ ー ル で あ る 。 遠 心 分 離 (12，000xg，

40C，10分)により上清を得た(フェノール抽出)。この上清に等量のジエチル

エーテルを加え混和後、遠心分離 (12，OOOx g， 40

C， 5分)し上清のジエチ ルエー

テル層を除去した(エーテル洗浄)。エーテル洗浄の操作を 3回繰り返した後、

600

Cで 1時間損梓し、水層中の ジエチルエーテルを完全に取り除いた。水 層に

対し O.6倍量のイソプロピルアルコールを加え混和後、遠心分離 (13，000xg，

室温， 10分)により上清を除き、 70覧エタノールを加え混和し遠心分離 (13，000

xg，40

C，5分)の後、上清を除き、減圧下でエタノールを蒸発させ DNAを乾固

させた(イソプロピルアルコール沈澱)。 この DNAを 3111の TEバッファーに溶

解し 終濃 度 50μg/IIIになるように RNBseA (Boehringer IIBnnheill社製)を加え

た。フェノール抽出とエーテル 洗浄を行い、水層に対し O.1倍量の 311酢酸ナト

リウム (pH 6. 0)と、 2. 5倍量のエタノールを加え混和し -800Cで 15分静置後に、

遠心分離 (13，OOOx g， 40

C， 10分)し上清を除き、 70施エタノールを加え撹梓し遠

心分離 (13，OOOx g， 40C， 5分)の後、上清を除き、減圧下でエタノールを蒸発さ

せ D N Aを 乾固させた(エタノール沈澱)。得られた DNAを200μlの TEバッ

ファーに溶解し、 これを BBcillus stearothermophilu s No.21のゲノム DNA溶

液 と し た 。得られたゲノム DNA溶液の DNA濃度は、 260nllの紫外部吸収スペ

ク卜ルの測定により行い、 また DNA純度は、 260n./280nllの値より検定すると

ともに、 アガロースゲル電気泳動を行い DNAの均一性を確認した。 DNA溶

液の保存は-2 0 oCで行った。

②アガロースゲル電気泳動法

DNAのアガロースゲル電気泳動は、電気泳動システムlIupid-2(コスモ・バ

イオ社製)を使用し、以下の方法で行った。 O.3 gの電気泳動用アガロース( 同

仁社 製) を 30111の TAEバッファー [401111Tris-BcetBte(pH 8.0)， 11111 EDTA(pH 

8. 0) ]に懸濁 し た 後 、 加 熱 溶 解し約 500

Cになるまで冷却したのち、 l. 5μlの

ethidiulI brollide (IOmg/lIl) (和光純薬)を加えゲル作成台に注入した。ゲル硬

化後、泳動槽にゲルを取り付け、 TAEバッファーを泳動バッファーとして用いた。



泳動する D NA試料の溶液容に対して、 1/5容量の 6x Geト loading buffer 

( O. 25覧 bromophenol blue， 30覧 glycerol) を加えたものを泳動試料とした。

DNAマーカーとしては、 λファージ DNAを 制限酵素 HindIIIで分解した λ 

HindIIID N Aマーカーを用いた。泳動は 50Vで約 1時間行い、紫外線トランス

イルミネー ターを用いて DNAのバンドを検出した。

③ゲノム DNAの制限酵素(Sau3AI) による部分分解法

①で得られた R亘ci 1 1旦! ~ tearothermophilu s N o. 21のゲノム DN A 25μgに 4塩

基認識の制限酵素 Sau3AI (宝酒造) 3.3 unitsと 6μlの 10x Hバッファー[500 

mM Tris-HCl (pH7. 5)， 100mM MgCI2， 10llM Di thiothreitol， 1000mM NaCl] を加え、

滅菌水で 60μlに定容した 1.5111容チュープを 4本作成した。 37
0

Cで 2分間制 限酵

素反応をさせた後、 70
0

Cで 15分間インキュベートし制限酵素を失活させた。 4本

のチューブを l本のチュープに集め、 フェノール抽出、 クロロホルム抽出、エー

テル洗浄の後エタノール沈澱を行い、 200μlの TEバッファーに溶解し、 ゲノム

DN Aの部分分解による DNA断片を調製した。一部をアガロースゲル電気泳

動を行い、 DNA断片の大きさを確認した。

④シュクロースグラジエント超遠心法による DNA断片の分画法

シュクロースグラジエント超遠心法は、 CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR 

BIOLOGy25)の記載を参考に以下の方法で行った。グラジエンターとペリスタポ

ンプを用いて、 SW-41Ti型スウィ ングロータ-用 12m1容遠心チューブ(Beckllan 

社製)に底部から、 オ ー ト ク レーブ滅菌した 60先"-'1 0施(W/V)のシュクロース水溶

液を重層した。グラジエントのムラをなくすため 2時間室温で静置した後、③

で得られた DNA断片を重層し 超遠 心 (190，OOOx g， 20
oC， 15時間)を行った。

超遠心後、ペ リス タポ ンプ を用いて遠心チューブの底部から 250μlずつを1.5 

11 1容チュープに分画、エタノール沈澱をし、 1 0μlの TEバッファーに溶解した。

一部をアガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動により各画分の DNA断片のサイズを検討した。

2. 0"-' 9.4 kbの サ イ ズ の DNA断片の画分を回収し、 こ れを挿入 DNA断片 と し

た 。 保 存 は -20"Cで行った。

( 2 ) プラスミドベクター (pUCI9) の調製法

①プラスミドベクター(pUCI9) の 抽 出 法

プラスミド(pUCI9) を有する大腸菌(E scherichi a c旦li8BI0l) を、 アンピ

シリン濃度が 50μg/mlとなる LB培地[1覧 bacto-tryptone(DIFCO社製)， O.日
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bacto-yeast extract (DIFCO社製)， O. 8" HaCI， pH 7.0J 5・1に植菌し 37
0

Cで 12時

間 振 と う 培養を行い前培養液とした。同じ組成の培地 300・lを 1liter容の三角

フラスコに調製し、前培養液を 3111植菌し 37
0Cで 12時間、 200rpIIの振とう培養を

行った。培養液を遠心分離 (10，OOOx g， 4
0C， 10分)により集菌した。菌体を

511 1の 501111Tris-HClバッファー (pH 8. 0)に懸濁し、 50μ1 RNase A (10Ilg/1I1)と

1. 7 11 1の LysozYlle(10.g/1I1)を加えて、氷水中で 10分間混和した。 2111の O.5 M 

EDTA (pH 8.0)を加え氷水中で 10分間静置したのち、 2.111 1の 0.4覧 Triton ト 100

を加え氷水中で 1時間混和した。遠心分離 (13，OOOx g， 4
0

C， 20分)の後、得ら

れた上清に 0.25111の 511NaClを加え、 フェノール抽出を 2回とエーテル抽出を

2回行った。 211 1の 511NaCIと4.1の 30先 polyethylene glycol (W/V)を加え、氷中

で 12時間静置したのち遠心分離 (12，OOOx g， 4
0

C， 20分)により DNAの枕澱を

得た。沈澱をl.5111のバッファー [20mllTris-HCI (pH 8.0)， 111M EDTA(pH8. 0) J 

に溶解し、 l. 6 gの塩化セシウムと 10 0μ!の 101lg/1I1ethidiulI brollideを加え、

超遠心用チ ューブに移し超遠心 (780，OOOxg， 20
oC， 5時間の後、 380， OOOx g， 

20
0

C ， 1時間 )を行った。遠心後、チューブに紫外線 (365nll) を照射しプラスミ

ドDNA (pUCI9) のバンドを注射針で吸い取り、 1.5111容チューブに移し n-プ

タノールで 3回抽出し、エーテル洗浄を 2回行い、 3倍量の 80"エタノールを加

えてエタノ ー ル 沈 澱 を 行 っ た 。得られた DNAの沈澱を 200μlの TEバッファー

に溶解し、 フェノール抽出、エーテル洗浄の後、再びエタノール沈澱を行った。

DNAの沈 澱を 200μlの TEパッファーに溶解し、 これをプラスミドベクター

(pUCI9) 溶液とした。 DNAの濃度と純度を第 2節(1 )の①と同様に検討し、

アガロースゲル電気泳動により DNAの均一性を確認した。保存はー20
0

Cで行つ

た。

②プラス ミドベクター(pUCI9) の制限酵素 (BaIlHI) による切断法

第 2節 (2 ) の ① で 得 ら れ たプラスミドベクター (pUCI9) 20μEに制限酵素

BamHI (宝酒造) 20 unitsと 10μlの 10x Kバッファー [2001111Tris-HCl (pH8. 5)， 

1001111 MgCI2・101111 Dithiothreitol， 10001111 KCIJ を加え、滅菌水で 100μlに

定容し、 300

Cで 3時間制限酵素反応を行った後、 60
0

Cで 15分 間 イ ン キ ュ ベートを

行い制限酵素を失活させた。フェノール抽出、エーテル洗浄を行い、エタノー

ル沈澱後 270μiの滅菌水に溶解した。



③プラスミドベクター(pUCI9) の脱リン酸化処理法

第 2節(2 )の②で得られた pUC19の B8IIHI切断断片に、 30μ!の 10xCIPパッ

ファー [1001111Tris-HCI (pH 8.3)，101111 IIgC12， IOmIl ZnCI2] と30 uni tsの脱リ

ン酸化酵素 Calf intestine phosphatase (宝酒造)を加え、 310Cで 30分 間イン

キュベート後、 560Cで 15分間インキュベートした。 35μlの 10xTNE バッファー

[ 500田11Tris-HCI (pH 1.5)，111 NaCI， 5.11 EDTA (pH 8.0)]、 8.15μlの20気 SDSと

6. 25μlの滅菌水を加え混和した後、 680Cで 1時間インキュベートを行い酵素を

失活させた。フェノール抽出、エーテル洗浄を行った後、エタノール沈澱を行

い 100μlの TEバッファーに溶解し、 これを DNAライブラリー作成用のベクタ

ーとして用いた。 DNA濃度を 260n.の紫外部吸収スペクトルで測定し、一部を

アガロースゲル電気泳動により 確認した。保存は-20 oCで行った。

( 3 )挿入 DNA断片とプラスミドベクターのライゲーション法

第 2節(1 )で得られた挿入 DNA断片 100n gと第 2節(2 )で得られた pUC

1 9ベクター 100n gのライゲーション反応を、 これらの DNAに1.0μlの 10x T 4 

DNA Ligaseバッファー [6601111Tris-HC1(pH 1.6)，66.lIlIgCI2，100・11Dithi-

othreitol]、 O. 5μlの 10'" ATP (Sig.a社製)、 100 unitsの T4 DNA Ligase 

(宝酒造)を加え滅菌水で 10μiに定容し、 160Cで 12時間のインキュベートによ

り行った。

( 4 )宿主大腸菌(E scherichi ! ~旦 li JIII09) コンピテントセルの調製法

E scherichi ! lili JIII09を一白金耳、グリセロールストックから 5・lの LB培地

に接種し、 310Cで 12時間振とう培養し前培養液とした。 300・l容三角フラスコに

LB培地 50.1を調製し、前培養液 O.5.1を植菌した。 310C、 200rp.の 条 件 で 650n.

で測定される培養液の濁度の値が O.6になるまで菌体を振とう培養した。培養液

を 氷 水 中 で 30分間静置し、菌体を遠心分離 (8，OOOx g， 4"C， 5分)した後 25.1の

50.11 CaCh溶液に懸濁させ氷水中で 1時間混和させた。遠心分離 (8，OOOx g， 4
0C， 

5分)後、菌体を 5111の 50.11CaC12/20施 glycerol溶液に懸濁し、1.5111容チ ュ ー

プに 350μlずつ分注した後-8 OoCで保存したものを Escherichi ! lill JIII09のコ

ンピテントセルとした。

( 5 )プラスミドの宿主大腸菌への形質転換法

第 2節 (4 ) で 調 製 し た 宿 主大腸菌のコンピテントセル 15 0μiに 20μlの 10x 

TCIIバッファー (100.11Tris-HCl (pH 1.5)，100.11 IIgC12， 100.11 CaCh) とプラス



ミド DNAを加え、滅菌水で 200μlに定容し、氷中で 30分間静置後、 42
0

Cで 90

秒間インキュベートをした。再び氷中で 2分間静置し、 LB培地を III1加えれ℃ で

1時間インキュベー卜した後、 300μlずつを LB培地プレート[L B培地中に以下を

含む、 l. 5" agar， 50μg/1I1 ampicillin， 40ng/1I1 5-brollo-4-chloro-3-indo-

Iyl-s -D-galactopyranoside (X-gal)， 48ng/1I1 i sopropyl-s -D-thio-galacto-

pyranoside (IPTG)] に広げ 370

Cで 12時間培養した。

( 6 )形質転換株の選択法

第 2節(5 )の LB培地プレー ト 上 に 生 育 し た 大 腸 菌 コ ロ ニ ー の う ち 、 青色を

呈さない白色コロニーのみを、 オートクレープ滅菌した爪楊枝を用いてピック

アップし、 50μg/1I1の allpicillinを含む LB培地を入れた 96穴マイクロタイター

プレートに接種し、 37
0

Cで 12時間培養した後、 glycerolを 終 濃 度 20覧になるよう

に加えて -80
0

Cで凍結保存した。

B.実 験結 果

1 2 0μgの Ba c i 1 1 u s s t e a rotherllophilu s N o. 2lのゲノム DNAを得た。 DNA

純度は 260nll/280nBl値がl.778であり、 アガロースゲル電気泳動においても 均一

な DNAのバンドであることを確認した。ゲノム DNAの制限酵素 Sau3AIによ

る部分分解の後、 シュクロースグラジエント超遠心により 6.9μEの挿入 DNA

画分 (2.0.......， 9.4kb) を得た。

9 1 3μEのプラスミド DN A (pUCl9)を得、 DNA純度は 260nll/280nm値がl.80 

9で、 アガロースゲル電気泳動でも均一なプラスミドであることを確認した。制

限酵素 BallHIで切断し脱リン酸化処理を行い作成したプラスミドベクター l8μg

の DN A濃 度は O.3μg/μlであり、アガロースゲル電気泳動で均一な DNAバ

ンドを確認した。

挿入 DNA断片とプラスミドベクターのライゲーションと宿主大腸菌への形

質転換を繰り返し、得られた白色コロニ-2，600株を Bacillus stearotherllo-

l!lill旦!.No.2lのゲノム DNAライブラリーとしてー80
0

Cで凍結保存した。

第 3節 キシラン分解酵素遺伝子クローン株の選択

A.実験 方法

第 2節で得られたゲノム DNAライブラリーの各形質転換株を、 96穴 マイク



ロタイタープレートからオートクレーブ滅菌した爪楊枝を用いてピックアップ

し、選択 LB培地プレート[L B培地中に以下を含む、 1. 5~ agar， 50μg/1I1 allpi-

cillin， 48ng/1I1 IPTG， 800ng/1I1 4-o-lIethyl-D-glucurono-D-xylan-rellazol 

brilliant blue R(RBB-xylan)， 20ng/1I1 4-lIethylu田belliferyl s -D-xyloside 

(4MU-s -xy 1 os i de)] に接種し、 370

Cで 12時間培養した後、 600

Cで 8時間インキ

ュベー卜し、宿主大腸菌の溶菌とキシラン分解酵素の酵素反応を行った。 RBB-

XY 1 a nはキシラナーゼに対する人工基質であり、 キシラナーゼによる分解作用を

受けると青 色から無色に変化するため、選択 LB培地プレート上で形質転換 株 の

コロニーの周辺に透明なハローを生じたものをキシラナーゼ遺伝子クローン株

とした。 また、 4MU-s -xylosideは Oーキシロシダーゼに対する人工基質であり、

。ーキシロシダーゼによる分解作用を受けると 360nmの紫外線照射により蛍光を

発するため、選択 LB培地プレー ト 上 で は コ ロ ニ ー の 周 囲 に 360nmの紫外線照射に

より蛍光の ハ ロ ー を 生 じ た も のを Oーキシロシダーゼ遺伝子クローン株とした。

なお、各酵素 は そ れ ぞ れ の 人 工基質に対し特異的に作用する 26.27)。

B.実 験結 果

DN Aライブラリー中より、 RBB-xylanに対しハローを形成した株を 3株を得、

そのうち 2株については 4MU-s-xylosideに対してもハローを形成したが、 4MU

・s-xylosideに対してのみハローを形成するものは得られなかった。両方の基

質に作用した形質転換株を2f株と 13 E株とし、 RBB-xylanにのみ作用した株を

1 7 B株とした。

各形 質転 換株が形成するハローの様子を、外来の挿入 DNAを含まないプラス

ミド pU C 1 9のみを形質転換した株と対比させて Fi g.ト 1に示した。

第 4節 サプクローニングとキシラン分解酵素遺伝子存在領域の特定

A.実験 方法

( 1 ) キ シラン分解酵素遺伝子クローン株からのプラスミドの抽出法

形質転換 株からのプラスミドの抽出は以下の方法で行った。凍結保存され て

いる形質転換株を、 5mlの LB培地(50μg/1I18llpicillinを含む)で 37
0

Cで 12時

間振とう培養し、遠心分離 (10，000Xg，40

C，5分)で集菌した。菌体を 100μlの

Sol.I (5011)( glucose， 2511M Tris-HC1(pH8.0)，10IlM EDTA) に懸濁し、 200μlの

n喝
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Sol. 11 (0. 2N NaOH， 1覧 SDS) を加え混和した後 5分間氷中に静置した。 150μiの

Sol. 111 (311 potassiulI acetate buffer (pH 4.8)) を加え混和し 5分間氷中に静

置した後、遠心分離 (13，OOOx g， 4
0

C， 10分)し上清に対しフェノール抽出、エ

ーテル洗浄を行いエタノール沈澱した。得られた DNAの沈澱を 200μlのTEバ

ッファーに溶解し、終濃度 50μg/lIlになるように RNase Aを 加 え 、 プ ラ ス ミド溶

液とした。保存は-20 oCで行った。

( 2 )クローン遺伝子の制限酵素地図の作成法

形質転換株から抽出されたプラスミドに挿入されている外来 DNA断片の 制

限酵素地図を、制限酵素(宝酒造) H i n d 1 1 1、 Ps t 1、 XbaI、 BamHI、 SlIaI、 Kp n 1 、

S a c 1、 EcoRI、 Pv e 1 1 に つ い て 作 成した。各制限酵素反応に用いた 10xbufferは、

P s t 1、 EcoRIについては 10xH buffer [5001111 Tris-BCI {pH 7.5)，1001111 IIgCI2， 

I 0・11dithiothreitol， 10001111 NaCIJ、 HindIII、 Xb a 1 、 Pv e 1 1については 10x 11 

buffer [100llM Tris-HCl {pH 7.5)，1001111 IIgCl2， 101111 dithiothreitol，5001l11 

N a C 1 J、 Kp n 1、 SacIについては 10xL buffer [1001111 Tris-HCl {pH 7.5)，1001111 

MgCI2， IOIIM dithiothreitolJ、 BamHIについては IOxK buffer [200llM Tris-

BCl {pH 8.5)，100.11 IIgCl2， IOmM dithiothreitol， 1000.11 KCIJ、 SlIaIについて

は 10xT buffer [330111( Tris-acetate{pH 7.9)， 1001111 IIg-acetate， 5.11 di-

thiothreitol， 66011M K-acetateJ で あ る 。 各 制 限 酵 素 反 応 は 、 プ ラ ス ミ ド溶液

l μlに制限酵素 10 unitsとその制限酵素の 10xbuffer 2μlを加え、滅菌水で

20μlに定容し反応溶液とした。 XbaIとSlIaIについては、 Bovine seru. albu-

.in (BSA)を終濃度 O.0 I覧となるように加え、 KpnIについては Triton ト I00を終濃

度 O.0 I犯となるように加えた。 BamBIとSlIaIについては 30
0Cで、その他について

は 37
0

Cで 3時間反応させた。反応後 TEバッファーで I00μlに定容した後、 フェノ

ール抽出、エーテル洗浄、エタノール沈澱を行い、 I 0μlの TEバッファーに溶解

した。 2種以上の制限酵素で反応させる場合は、 この後に、以上の操作を繰り

返して行った。制限酵素での処理の後、アガロースゲル電気泳動を行い、 λ 

BindIII-D N Aマーカーの移動度との比較により各 DNAバンドのサイズを推

定した。用いた制限酵素のプラスミド pUC19における制限サイトは確定されてい

るため、挿入 DNAの制限酵素地図が推定された。

ー 10-



( 3 )各種制限酵素を用いたサプ ク ロ ー ニ ン グ 法

第 4節(2 )で作成された各挿入 DNAの 制 限 酵 素 地 図 を も と に 、 第 4節

( 2 )で得られた各 DNA断片に対し、 pU C 19および pUC18プラスミドを用いて

サブクローニングを行った。 pUC18プラスミドの抽出は第 2節(2 )での pUC19

プラスミドの抽出と同様に行い、プラスミドの制限酵素反応は第 4節(2 )の

方法に従った後、脱リン酸化処理を第 2節(2 )の脱リン酸化処理に従い行っ

た。ライゲーション反応と宿主大腸菌への形質転換、形質転換株の選択も第 2

節の方法に従い、得られた形質転換株からのプラスミドの抽出と、挿入 DNA

の制 限 酵 素地図の作成を第 4節(1) (2) の方法に従い行った。なお、挿入

DNAの Pv e 1 1断片の平滑末端に つ い て は 、 プ ラ ス ミ ド 側 の 平 滑 末 端 の SlIalサイ

卜にライゲーションを f子った。

(4) DNAデリーション法によるサプクローニング法

2本鎖 DNA断片の 5'突出末端あるいは平滑末端に対して Exonucleaselllは、

3'から 5'に向かつて末端からの DNA鎖の分解反応を行い、 5'突出の 1本鎖

DNA断片を生成する。 Mung Bean Nucleaseは 1本鎖 DNAを末端から分解し、

2本 鎖 DNAに対しては作用しない。 Klenol Fragllentは突出末端を 2本鎖に修

復する機能を持つ。 これ らの 酵素を組み合わせることにより、挿入 DNA断片

を 末端 から削っていくことが可能となる(D N Aデリーション法) 0 D N Aデ

リーション法を、 Kilo-Sequence用 Deletion Kit (宝酒造)を用いてサプクロー

ニングを行った。

( 5 )各サブクローン株のキシラン分解酵素活性の検出法

第 4節 (3) (4) で 得 ら れた各種サプクローン株のキシラン分解酵素活性

の有無は、第 3節で用いた方法に従い検出した。

B.実験結果

2F株、 1 3 E株および 17 B株の各形質転換株より抽出されたプラスミドの挿入 D

NA断片の大きさは、 それぞれ 10.6ib 、 4.2 i bおよび 4.0 i bであった。本論文

では以後の記述において、特に断らない場合はプラスミドを表し、その大きさ

は挿入 DNA断片の大きさを表すことにする。 2F、 13Eおよび 17 Bの制限酵 素地

図を Fi g.卜 2に示す。2Fにおいては、 BallHI、 Ps t 1 、 Ec 0 R Iおよび自 indlllに関し

てのみ示し、 そ の 他 の 制 限 酵 素についてはその位置の特定までには至らなかっ
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た。 13Eの BamHI、 Ps t 1 、 EC 0 R 1の制限サイトのパターンは、 2Fの一部分に一致し

た。 17 Bの制限サイトのパターンは灯、 13Eとは一致しなかった。

サブクローニングにおいて得られたサブクローン株の挿入 DNA断片の制 限

地図とキシ ラ ン 分 解 酵 素 活 性 の 有無を、 2Fに つ い て は Fi g.ト 3に、 1 3 Eにつ い て

はFi g.ト 4に、 1 7 Bについては Fi g.ト6にそれぞれ示した。 DNAデリーション法

によるサプクローニングは 13 Eと 13E-PPに つ い て f子い、 f尋られたサブクロ ーン

(デリーショ ン ク ロ ー ン ) の うちいくつか (13E-1'"13E-7， 13E-PP-R1'" 13E-PP 

-R3) について挿入 DNA断片の制限地図とキシラン分解酵素活性を調べ Fi g. 

1 -5に示した。なお、制限酵素地図の作成において挿入 DNA断片に対する pUC

プラスミドベクターの 1a c Zプロモーターの向きを確認し矢印で示した(F i g.卜

3'" 1-6)。

2F (IO.6kb) のサブクローン株(F i g.ト 3)のうち、 2F-PEE (3. 7tb) は s-キ

シロシダーゼ活性とキシラナーゼ活性を示したが、2F-PE(2. 7tb) は s-キシロ

シダーゼ活性のみしか示さず、 2F-EE (1. Okb) は両酵素活性とも示さなかった。

13E (4. 2kb) のサプクローン株(F i g.ト4)のうち、 13E-PP (3. 4kb) は両酵

素活性を示したが、 13E-PE (2. 7tb) は 0ーキシロシダーゼ活性のみしか示さず、

13E-EP (0. 7tb) は両酵素活性と も示さなかった。また、 13E-VP (2. 4kb) はキ

シラナーゼ活性のみを示した。

13E (4. 2kb) のデリーション クローン株(F i g.ト5)のうち、 13E-1 (3.5kb) 

は両酵素活性を示したが、 13E-2 (3.1 kb) ・13E-3(2. 5kb) ・13E-4(2. 1kb) 

はキシラナーゼ活性のみしか示さず、 13E-5 (2. Okb) ・13E-6(1. 4kb) ・13E-

7 (1.1kb) は両酵素活性とも示さなかった。また、 13E-PP (3. 4kb) のデリーシ

ョンクローンにおいて、 13E-PP-R1 (3. 1kb) は両酵素活性を示したが、 13E-PP 

-R2 (2.6kb) は 0ーキシロシダーゼ活性のみしか示さず、 13E-PP-R3 (2. 1kb) は

両酵素活性とも示さなかった。

17B (4.0kb) のサプクローン株 (Fig.1-6) のうち、 17B-PE (2. Okb) はキシ

ラナーゼ活性のみを示したが、 17B-PH (1. 4kb) と 17B-HE(0. 6kb) は共に両酵

素活性とも示さなかった。

第 5節考察

得られた Bacillus stearothermophilu s No.21の ゲ ノ ム DNAとプラスミド

由 12-



DNA(pUCI9)の DNA純度は 260nll/280nll値が1.778と1.809であり、共に純粋

な 2本鎖 DNAである場合の 260nll/280nll値上 800に近い値であり、 RNAやタンパ

ク 質な どの不純物を含まない DNAサンプルであると考えられる。

作成された Baci 1 1us stearotherllophi 1 us No.21の ゲ ノ ム DNAライブラリー

のライブラリーとしての完成度は、 ClarkeとCarbonが提唱したゲノム DNAラ

イブラリーの 理 論 計 算 式 28)に従うと、約 4，OOOkbの ゲ ノ ム DNAに対して平均

5 k bの挿入 DNA断片を含む形質 転換株 (2，600株)のライブラリーでは約 96.1 

気のゲノムをカバーしていることになる。

得られたキシラン分解酵素遺伝子の形質転換株2F株、 1 3 E株 お よ び 17 B株の挿

入 DNA断片の制限酵素地図(F i g.ト 2)における BBIIHI、 Ps t 1 、 EcoRIの制 限 サ

イトのパターンより、 1 3 Eは 2Fの一部分に一致すると考えられるが、 1 7 Bは制限

サイトのパターンが 2Fや 13 Eとは一致しないことから別の DNAであると考 え ら

れる。

2F (10. 6kb) においては、 。 ー キ シ ロ シ ダ ー ゼ と キ シ ラ ナ ー ゼ の 両 酵 素遺伝子

は 2F-PEE (3. 7kb) 上に存在し、 キシラナーゼ遺伝子中には Ec 0 R 1サイトが存在

すると考えられる。 また、 。ーキシロシダーゼ遺伝子は 2F-PE(2. 7tb) 上に存在

す ると 考えられる (Fig.I-3)。

13E (4. 2kb) においては、両酵素遺伝子は 13E-PP(3. 4tb) 上に、 。ーキシロ

シダーゼ遺伝 子 は 13E-PE(2.7kb) 上に存在すると考えられ、 キシラナーゼ遺伝

子中には EcoRIサイトが存在すると考えられる。また、 13E-VP (2. 4tb) 上にキ

シラナーゼ遺伝子が存在し、 。ーキシロシダーゼ遺伝子中に Pv e 1 1サイトが存在

すると考えら れる (Fig.I-4)。

2 Fと 13 Eにおけるサプクローン遺伝子の BamHI、 Ps t 1 、 EcoRIの制限サイトのパ

ターンと、その形質転換株のキシラン分解酵素活性から、2Fと 13 Eの s-キシロ

シ ダ ー ゼ 遺伝子とキシラナーゼ遺伝子は同ーのものであり、両酵素遺伝子は 13 

ト PPの DNA断片 (3.4kb) 上に存在すると考えられる。

デ リーションクローン株の結果から、キシラナーゼ遺伝子は 13E-4(2. lkb) 

上に、 Oーキシロシダーゼ遺伝子は 13E-PP-R2(2. 6tb) 上にそれぞれ存在し、両

酵素遺伝子は 13ト PP-R1 (3. lkb) 上に存在すると考えられる (Fig.I-5)。

17B (4.0kb) において、 キシラナーゼ遺伝子は 17B-PE(2. Okb) 上に存在し、

キシラナーゼ遺伝子中には HindIIIサイトが存在すると考えられる。サプクロー
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ン遺伝子の Ba m H 1、 Ps t 1 、 EC 0 R 1、 HindIIIの制限サイトのパターンと、 その形質

転換株のキシラン分解酵素活性から、 1 1 Bのキシラナーゼ遺伝子は2Fや 13 Eのキ

シラナーゼ遺伝子とは異なるアイソザイム遺伝子であると考えられる(F i g.ト

6 )。
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2F (10.6 kb) t 

13E (4.2 kb) 

178 (4.0 kb) 

B P 
Lー」

P PWY 

平年 mp 

E 

BP 
L.l 

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 ，Vkb 

Fig.l-2. Restriction maps of p UC 19 recombinants.百lelocation of restriction sites 

in the inserts of three isolates from a genomic library of 且stearothermoohilus

No.21 prepared using pUC19 as a vecter plasmid. 

B; BamHI， P; PstI， E; EcoRI， H; HindIII， V; PveII. 
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B B P E E HB BP s・XylosidaseXylanase 

2F 
L_l I I 

|←+ + 
B B p E 

2F-BBE + 

B P E E HB 

2F-BB + + 

B P E E HB 

2F-BB圃 R + + 

P E E HB 

2F-PB + + 

P E E H 

2F圃 PH + + 

p E E 

2F-PEE + + 

P E 

2F-PE + 

2F-EE →口

2F-EH →ヒゴ
。1 2 3 4 5 6 7 8 9 1p kb 

』 E E 

Fig.1-3. Production of f3-xylosidase and xylanase in E. coli JMI09 clones and 

restriction maps of inserted fragments on their plasmids. The plasmids of original 

clone (2F) and subclones were transformed into且包liJM 109 strain. 

~ ; Direction of lacZ promoter， B; Bar叶U，P; Pstl， E; EcoRI， H; HindIII. 
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B p vv v E (P) s・XylosidaseXylanase 

13E 
LJ + + 

P vv v E (P) 

13E-PP 
L..J + + 

P VV V E 

13E-PE 
L.J + 

V E 

13E-VP + 
B P 

13E-BP 

13E-EP ロ:
。 1 2 3 4kb 

Fig.1-4. Production of ~-xylosidase and xylanase in E.盟 liJM 1 09 clones and 

restriction maps of inserted fragments on their plasmids. The plasmids of original 

clone (13E) and subclones were transformed into E.盟 liJMI09strain. 

ー→ ; Direction of 1亘豆Zpromoter， B; BamHI， P; Pstl， E; EcoRI， V; PveII. 

( ); pUC multi-cloning site. 
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B P vv v E 
(p) s・XylosidaseXyla 

13E 
L.L.J 

←一 + + 

13E・1

P vv v 
L.L---.J 

E 

|← + + 

13E-2 

vv v E 

l← + 
V E 

13E-3 14ー + 
E 

13E-4 l← + 
E 

13E-5 |← 

E 

13E-6 |← 

E 

13E・7 |← 

13E-PP-R1 

P vv v 
_1 

E 

+ + 
P vv v 

13E-PP-R2 
LI  + 

P vv v 
L 1 

13E-PP-R3 

。 2 3 4kb 

Fig.l・5.Production of s-xylosidase and xylanase in E. coli JMI09 clones and 

restriction maps of inserted fragments on their plasmids.百四 plasmidsof original 

c10ne (13E) and deletion c10nes were transformed into E.盟民JMI09strain. 

+ー ; Direction of 1室主Zpromoter， B; BamHI， P; PstI， E; EcoRI， V; PveII. 
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s・Xylosidase Xylanase 

B p VV V H E P 8 

17B 
L....J L....J + 

B P VV V H E 

17B-BE 
LJ + 

P VV V H E 

17B-PE 
L....J + 

P VV V H E 

17B-PE圃 R
LJ + 

P VV V H 

17B-PH 
LJ 

17B-HE →日
P V 

17B-PV →出
VV 

17B-VV1 →口
V V 

17B-VV2 口←
V H 

17B-VH 国←

。 1 2 3 4kb 

Fig.l・6.Production of s-xylosidase and xylanase in E.盟 li1M 1 09 c10nes and 

restriction maps of inserted fragments on their plasmids. The plasmids of original 

c10ne (17B) and subc10nes were transformed凶toE.ω且JMI09strain. 

ー.... ; Direction of弘主Zpromoter， B; BamHI， P; PstI， E; EcoRI， V; PveIl， 

H;HindIIl. 
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第 H章 Maxi-ce11法を用いたクローン遺伝子産物の同定

第 1節序

南森らが報告している Baci11us stearothermophi1 usNo.21のキシラナーゼと

0ーキシロシダーゼの分子量は、 そ れ ぞ れ 39.5iDaと 150iDaであり、 。ーキシロシ

ダーゼは 75i D aのサ ブ ユ ニ ッ ト からなる二量体である 23)0 1アミノ酸の平均分

子量を 11 0 D aとして、 それぞれの酵素の分子量から推定されるアミノ酸残基 数は

約 680アミノ酸と 360アミノ酸であり、その DNAの大きさは約 2.0 i bと1.libで

ある。これらの酵素がコードされているクローン遺伝子断片の特定を、 Maxi-

c e 1 1法を用いたクローン遺伝子の産物同定により行った。

Maxi-ce11法は Sancarらにより考案された、プラスミド上にコードされた DN

Aのみを効率的に発現させるシステムであり、宿主大腸菌に Escherichi a c旦1i 

CSR603 (日旦但， u v r且1，位LUを用いる 29)。この大腸菌株は紫外線(u V) によ

るゲノム D N A傷害の修復機能を欠損しており、形質転換株を対数増殖期 の初

期に uvを 短時間照射するとゲノム DNAに損傷を受け細胞の増殖能は失われる

が、細胞内の転写・翻訳系の機能は保持される。このため、プラスミド DNA

の DN A産物が蓄積されることになる。

第 2節 Maxi-ce11法によるクローン遺伝子の発現

A.実験 方法

( 1 )キシラナーゼ活性測定法

① 3，5-DNS試薬の調製法

5 gのジニトロサリチル酸を 200111の 2NNaOHに 50......， 600Cで溶解し、 30 ogのロッ

シェル塩を加 え 溶 解 し て 脱 塩 水 で 1000111に定容した。

② 2見キシラン基質溶液の調製法

2 gのオート麦キシラン(ナカライテスク)を O.1 M酢酸バッファー (pH 6. 0)に

懸濁し、 40Cで 12時間撹梓した。遠心分離 (10，OOOx g， 4
0

C， 10分)により不溶性

のキシランを集め、 100..1に同バッファーで懸濁し、 キシラナーゼ活性測定用の

基質溶液とした。

③キ シラナーゼ活性測定法

1. 5111容のチュープに、 0.5111の川キシラン基質溶液と 0.5111の酵素液を加え、

撹梓しながら 550Cで 30分間反応させた。遠心分離 (12，OOOx g， 4
0

C， 5分)後、上
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清 O.5 m Iに 1m Iの 3，5-DNS試薬を加え混和し、沸騰水浴中で 5分間加熱し発色させ

た。流水で急冷した後、 535nmにおける吸光度を測定し、キシラナーゼの反応に

より生成し た 遊 離 還 元 糖 量 を キ シロース量に換算した。 2覧キシラン基質溶液と

酵素液の混合液を、 55
0Cでのインキュベーション操作を行わずに発色させ、 こ

れをコントロ ー ル の 値 と し た 。キシラナーゼ活性 1u n i tは、 1分間にキシロース

を lμ110 I e生成する酵素量とした。

( 2) (3-キシロシダーゼ活性測定法

① O. 02 M フェニル-(3-D-キシ ロシド溶液の調製法

フェニル-(3 -Dーキシロシド溶液(ナカライテスク)を終濃度 O.02 Mに なるよう

に O.1 M酢酸バッファー (pH 6.0)に溶解し、 。ーキシロシダーゼ活性測定用の基

質溶液とした。

② 1 N フェノール試薬の調製法

2 N フ ェ ノール試薬(和光純薬)を脱塩水で希釈し 1Nとした。

③ Oーキシロシダーゼ活性測定法

O. 1皿lの O.02 M フェニル-(3 -D ーキシロシド溶液に 0.1111の 酵 素 溶 液 を 加 え、撹

枠 し な が ら 55
0

Cで 30分間反応させた後、 111 Iの O.55M Na2C03を加え、 0.1111の 1N 

フェノール試薬を加え混和した。 30分間室温で放置し、酵素反応により生成し

た遊離フェノールを発色させ、 660nllの吸光度を測定した。フェニル-(3 -D-キシ

ロシド溶液と酵素溶液の混合液を、 55
0

Cでのインキュベーション操作を行わず

に発色させ、 これをコントロールの値とした。 。ーキシロシダーゼ活性 1u n i tは、

l分間に lμm0 I eのフェノールを生成する酵素量とした。

( 3 )タンパク質の定量法

タンパク質の定量は Lo曹ryらの方法 30)に従った。

( 4 )宿主 大 腸 菌 (E scherichi a coli CSR603) コンピテントセルの調製とプラ

スミドの形質転換法

第 l章、第 2節 (4) (5) で述べた方法に従った。

(5) Maxi-cell法によるクローン遺伝子の発現法

E scherichi a c旦liCSR603の形質転換株について、 50μg/1I1a&lpicillinを 含

む 1111のK培地(1覧 casallino acid， O. a glucose， 1. 51覧 Na2HP04・12H20，O. 3" 

KH2P04， 0.05気 NaCl， 0.1先 NH4Cl， 0.025" MgS04・7H20，O.015覧 CaCh・2H 20， 

lμg/l vitallineBd に単一コロニーより接種し、 37
0

Cで 12時 間 振 と う 培養した
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ものを前培養とした。 48ng/ml IPTG、 50μg/ml ampicillinを含む K培地 10m1を

25m 1容三角フラスコに作成し、前培養液を 0.1111植菌し 37
0

Cで 200rpIIの条件で

650nmでの培養液濁度が O.3になるまで振とう培養した。培養液を滅菌済みのペ

トリ皿に移し、 151の紫外線滅菌ランプを用いて 85cIIの高さから 30秒間の 紫外線

照射をした後、滅菌済みの 25m1三角フラスコに移し 37
0

Cで 1時間インキュベート

した。トcycloserineを終濃度 I00μg/1I1になるように加え、 370Cで I2時間イン

キュベー卜した。その後、遠心分離 (12，OOOx g， 40C， 5分)により菌体と培養上

清に分け、菌体を I0 0μlの O.1 M酢酸バッファー (pH 6. 0)に懸濁させ、 600

Cで

1時間インキュベートし溶菌させ、遠心分離 (12，OOOx g，40C， 5分)により上清

を得た。得られた上清と培養上清について、 キシラナーゼ活性、 白ーキシロシダ

ーゼ活性、 タンパク質量を測定した。

( 6) E scherichi 8 coli JMI09とEscherichi a coli CSR603でのクローン遺伝子

の発現の比較検討法

Escherichia coli JMI09の形質転換株について、 50μg/1I1811picillinを含む

1m 1の LB培地に単一コロニーより接種し、 37
0Cで 12時間振とう培養したものを前

培養とした。 48ng/1I1IPTG、 50μg/1I18l1picillinを含む LB培地 I0 11 1を 25111容三

角フラスコに作成し、前培養液を 0.1111植菌し 37
0

Cで 200rpIIの条件で I5時間振と

う培養した。その後、遠心分離 (12，OOOx g， 4
0

C， 5分)により菌体と培養上清に

分け、薗体を 1m 1の O.1 M酢酸バッファー (pH 6. 0)に懸濁させ、 60
0

Cで 1時間イン

キュベートし溶菌させ、遠心分離 (12，OOOx g， 4
0

C， 5分)により上清を得 た。得

られた上清と培養上清について、キシラナーゼ活性、 s -キシロシダーゼ活性、

タンパク質量を測定した。また、 Escherichi a coli CSR603の形質転換株につい

ても同様の操作を行い、各値を測定した。

B.実験 結果

13 Eと2Fについて、 そのサブクローンとともに Escherichi 8 coli CSR603にそ

れぞれ形質転換し、 M8xi-cell法によりクローン遺伝子の発現能を調べた。クロ

ーン遺伝子の発現量を、菌体量あたり (650nllでの培養液濁度)のキシラン分解

酵素量で比較し、 Fig.2-1に示した。 13 Eに比べ 13E-PP・13E-PEにおいてクロー

ン遺伝子の高発現が認められた。また、2F・ 2F-BB-Rに比べて 2F-BB・2F-PB・

2F-PU・2Fイ EE・2F-P Eにおいてクローン遺伝子の高発現が認められた。
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キシラナーゼおよび Oーキシロシダーゼの高発現能を示した 13E-PPについて、

E scherichi B coli JMI09と Escherichi a co 1 i CSR603での発現効率について、菌

体内から抽出された酵素液のキシラン分解酵素量をタンパク質量あたりの比活

性で表し TBble2-1に示した。クローン遺伝子を LB培地で発現させると、 Esch-

erichiB coli JMI09に比べ Escherichi B coli CSR603の発現効率は 44.刊 であっ

た。 クロー ン遺 伝子 を Escherichi a coli CSR603において MBxi-cell法 で 発現さ

せ る と 、 発現効率は Es c h e r i c h i ! ~旦 li JMI09に比べ 15. 7倍 高 い 値 を 示 し た。

(TBble 2-1)。

第 3節 電気泳動によるクローン遺伝子産物の同定

A.実験方法

( 1 )等電点電気泳動法

第 2節(5 )で得られた上清について、等電点電気泳動を行った。 LKB2117 

Multiphor 11 電気泳動システム (Pharmaci a-LKB) により、等電点 4.0-6.5ア

ンホラインゲル PAGプ レ ー ト (PhBrIlBciB-LKB) を用いて行った。 1500V、 2OmA、

201， 100

Cの条件で 2時間泳動した。

( 2) SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE) 法

SDS-PAGEは、 LKB 2117 Multiphor 11電気泳動システム(PharIlBciB-LKB) に

より、ポリアクリルアミドグラジエント (8-----18覧)Excel-Gel ™ (PharIlBcia-LKB) 

を用いて行った。 600V、 50mA、 301， 150Cの 条 件 で 75分間泳動した。 SDS-PAGEは、

等電点電気泳動の後の 2次元電気 泳 動 的 に も 行 っ た 。

( 3 )タンパク質染色法

電気泳動後のタンパク質の染色 は、 C 00 lIa S S i e b r i 1 1 i a n t b 1 u e R 250 

( S i ua社製)を用いた(C. B. B.法)。

( 4 )活性染色法

等電点電気 泳 動 後 の 、 キ シ ラナーゼと s-キシロシダーゼの活性染色を以下の

方法で行った。等電点電気泳動に用いたゲルと同じサイズの、 aagBrプレ ー ト

[ O. 1 M酢 酸バッファー (pH 6. 0)に 3l1g/ml RBB-xylan 、 60ng/ml 4MU-s -xylo-

s i d eを含む]を作成し、 これを電 気 泳 動 後 の ゲ ル に 重 ね て 、 60
0

Cでインキュベ

ートした。 10分間のインキュベート後、 365nmの紫外線を照射し、 411ト s-xy-

10 s i d eによる s-キシロシダーゼの活性バンドを検出した。さらに、 6時間のイ
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ンキュベート後、 RBB-xylanに よるキシラナーゼの活性バンドを検出した。

B.実験結果

13E-PPと2F-B Bについて、 Maxi-cell法で発現させたクローン遺伝子の産 物同

定 を 等 電 点電気泳動と SDS電気泳動で行った。等電点電気泳動後、 C.B. B.法でタ

ンパク染色した結果を Fig.2-2に示す。どちらのサンプルにも 4本のバンドが検

出されそれぞれの等電点は、 5.1、 4.8， 4. 5、 4.3で あ っ た 。 キ シ ラ ナ ー ゼと

。ーキシロ シ ダ ー ゼ の 活 性 染 色 を行い、等電点 5.1と4.8のバンドの位置にキシラ

ナーゼ活性、等電点 4.5と4.3のバンドの位置に Oーキシロシダーゼ活性がそれぞ

れ検出された。 コントロールとして、 p U C 1 9のみを Maxi-cell法で発現させたサ

ンプルを同様に泳動し、 タンパク 染 色 お よ び 活 性 染 色 を 行 っ た が 、 活 性 のある

バンドは検出されなかった。等 電点電気泳動を 1次元として、 SDS-PAGEでの 2

次元電気泳動を行い、 1次元上 の各バンド(等電点 5.1、 4.8， 4.5、 4.3) の分

子量を調べた (Fig.2-3) 0 13E-PPと 2F-BBのどちらのサンプルについても同じ

分子量のスポットが得られ、 キシラナーゼ活性を示す等電点 5.1と 4.8について

は分子量 40kDaの位置に、 。 ー キシロシダーゼ活性を示す等電点 4.5と4.3につい

ては分子量 15kD aの位置にそれぞれのスポットが検出された。なお、 1次元の

SDS-PAGEを行い、 pU C 19のコントロールとの比較を行った結果も Fig.2-3に示す。

13E-PPと2F-B Bの ど ち ら の サ ン プルについても分子量 15kDaと40kDaのバンドが検

出された。

第 4節 クローン遺伝子産物の N末端アミノ酸配列の決定

A.実 験方 法

( 1 ) SDS-PAGE 法

第 3節(2 )の SDS-PAGEの方法に従った。

( 2 )エレクトロプロッティング法

SDS-PAGE後、 分離 した タン パク質をゲルから Immobilon transfer membrane 

(PVDF) (Millipore社製)にエレクトロプロッティングした。エレクトロプ ロ ッ

ティングには、 Sartoblot II-S (Sartorius社製)を用いた。 PVDFはメタノール

に 20秒間 浸漬後、電解液 (lOmM 3-cyclohexylaminoートpropanesulfonic acid 

(CAPS)buffer(pH 11.0)，10先メタノール)に 15分間振とうしながら漫潰した後
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に使用した。 SDS-PAGEゲルを電解液中で 5分間洗浄した後 PVDFを重ね、それを電

解液に浸潰した Whatllan 3MM漣紙の聞に挟み、 Sartoblot II-Sの炭素電極の聞に

PVDFが陽極側になるようにセットした。 12OmAの定電流で 1時 間通 電し た。通電

後、 PVDFを超純水で数回洗浄し、 O.1"濃度の Ponceau S (Siglla社製)を含む l覧

酢酸溶液で染色した。 目的のタンパク質のバンドを切り出し、その PVDFを l覧酢

酸溶液で数回洗浄した後、超純水で数回洗浄した。

( 3) N末端アミノ酸配列の決定法

第 4節(2 )で得た目的のタンパク質のバンドを吸着した PVDFを、気相 プロ

テ イ ン シ ークエンサ -Applied Biosystem 477Aにセットし、 N末端アミノ酸配

列を決定した。

B.実験結果

13E-PPに関して、 クローン遺 伝 子 産 物 を Maxi-cell法で発現させ、 SDS電気泳

動で分離された 75k D aと40kDaのタンパク質バンドを PVDFにエレクトロプロッテ

ィングし、気相プロテインシークエンサーにより N末端アミノ酸配列を決定し

た。 。ーキシロシダーゼ活性を示した 75kDaのバンドからは PTNLFF(Pro-Thr-

Asn-Leu-Phe-Phe-) の N末端アミノ酸配列が得られ、キシラナーゼ活性を 示し

た40kDaのバ ン ド か ら は SSIPS(Ser-Ser-Ile-Pro-Ser-) の N末端アミノ酸配列

が得られた。

第 5節考察

Maxi-cell法は宿主の対数増殖 期 の 初 期 に 増 殖 を 止 め て プ ラ ス ミ ド DNAの発

現を行うために、 ク ロ ー ン 遺 伝子の発現が宿主菌体の増殖による制約(プラス

ミド D N Aの欠損、挿入 DNAの欠失など)を受けることなく定量的に比較し

得る。 Fig.2-1より、 13E， 2F、 2F-BB-Rではキシラナーゼ遺伝子と s-キ シロシ

ダーゼ遺伝子は 1a c Zプ ロ モ ー ターとは逆の向きにコードされているため、 自己

のプロモー ターで発現していると 考 え ら れ る 。 そ の 他 の ク ロ ー ン で は 、 1旦旦Zプ

ロモーターと同じ向きに両酵素遺伝子がコードされるため、 lacZプロモーター

によりその発 現量 が増 加し てい ると考えられる。 13E-PEと2F -PEにおいて G申キ

シロシダーゼの発現量が同程度であり、キシラナーゼの発現が認められないこ

とからも両 DNAが同じものであることが考えられる。 しかし、 自己のプロモ
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ーターで発現していると考えられる 13 Eと2F-BB-Rにおいて、 1 3 Eに比べ2F-BB-R

における両酵素の発現量が、 。ーキシロシダーゼで1.3倍、 キシラナーゼで 5.1倍

もあることから、 これらの酵素の発現に関与する制御遺伝子の存在が示唆され

る。このことは、 2F-BB、 2F-PB、 2F-PH， 2F-PEE 、2F-P Eでの 1a c Zプロモーター

を利用して発現させた場合にも両酵素の発現に変化が認められ、 BaJlHIから Ps t 

Iの領域、 あるいは Ec 0 R 1から HindIII近辺の領域に発現を制御する遺伝子の存在

の可能性が示唆される。

E scherichi a C旦11CSR603は、 Escherichi a c旦11JMI09に比べ、 LB培地でクロ

ーン遺伝子を発現させるとその発現効率は低いが、 Maxi-cell法で用いると飛躍

的に発現効率が高くなる (Table 2-1)。通常、 lhxi-cell法は Escherichia 

E旦IIJMI09などでは発現しにくい DNAの発現や、非常に不安定な DNA産物

の同定に使われ、産物の同定は 3
5Sメチオニンでラベルしオートラジオグラフィ

ーによる間接同定で行われる。本研究においては、 pUC19の 1a c Zプロモーターを

利用して Maxi-cell法によりクローン遺伝子を高効率で発現させ、 その産物同定

をラジオアイソトープを用いない同定に成功した (Fig.2-2、 Fig.2-3)。

南森らが報告している Bacillus stearothermophi 1 us No.21のキシラナーゼと

0ーキシロシダーゼの等電点は、 それぞれ 5.1と4.2であり、分子量は、 それぞれ

39.5kDaと 150kDaで、 。ーキシロシダーゼは 15kDaのサプユニットからなる二量

体である 23)0 Fig.2-2とFig.2-3より、 13E-PPと2F-B Bは同じ DNA産物であり、

それぞれのキシラナーゼと 8ーキシロシダーゼは南森らの報告にある、 E旦ci 1二

1旦~ ~ tearothermophilu s N o. 21のそれらと一致した。等電点電気泳動において

キシラナーゼ活性と Oーキシロシダーゼ活性を示すバンドが複数検出されたが、

二次元電気泳動において分子量の差がみられないことから、末端のアミノ酸の

欠落あるいは、宿主大腸菌内での部分的な修飾などが考えられる。

Bacillus s tearothermophil us No.21の 8ーキシロシダーゼ遺伝子 (2.lkb) と

キ シラナーゼ遺伝子(1. Okb) は 13E-PPの 3.4k bの DNA上に存在することが確

認されたが、 これらの遺伝子は隣接あるいは重複して存在しているものと考え

られる。複数遺伝子のこのような存在形態(ジーンクラスター構造)は、キシ

ラン分解酵素においては Whiteheadらによって Bacteroide s旦旦旦皇旦Eでそれを示唆

する報告 27)があるが、本研究におけるような DNA産物の同定はなされておら

ず、 また DNAシークエンスからの証明もなされてはいない。
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Table 2・1.Remarkable increase of specific activity of each xylan-digesting enzyme 

produced in UV・irradiatedE. co1i CSR603 strain. 

Strain uv- Specific activity ( units / mg ) 

lrradiatlon p -x3rlosidase xylanase 

Lω且九1109 0.412 0.081 

L ♀Qli CSR603 0.183 0.055 

E. co1i CSR603 + 6.475 1.962 

Protein contents were measured by the methcxl of Lowry 30). 
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第 III章 B acillus stearothermophil us No.21のクラスター構造を形成するキ

シラン分解酵素遺伝子群の構造解析

第 1節序

B acillus stearothermophilu s NO.21のキシラナーゼ遺伝子と Oーキシロシダ

ーゼ遺伝子は 13E-PPの 3.4i bの DNA上に隣接あるいは重複して存在しクラスタ

ー構造を形成していると考えられる。本章では、 DNAシークエンスにより、

B acillus stearotherllophil usNo.21のクラスター構造を形成するキシラン分解

酵素遺伝子群の構造解析を試みた。

第 2節 クラスター構造遺伝子の全塩基配列の決定

A.実験方法

( 1 )鋳型 DNAの調製法

DNAシークエンスの鋳型 DNAとなるプラスミドを有する大腸菌 Escheri-

chi a col i JIII09の形質転換株を、 50μg/1I1ampicillinを含む 5111の LB培地に単

一コロニーより接種し、 370Cで 12時間振とう培養した後、菌体を培養液 3111から

遠心分離 (10，OOOx g， 40C， 5分)により集めた。菌体からのプラスミドの抽出は

Plasmid Mini Kit (QIAGEN社製)を用い、以下の方法で行った。 O.3mlの P1 

buffer [100μg/1I1 RNase A， 501111 Tris-HCI (pH 8.0)，101111 EDTA (pH 8.0)] に

菌体を懸濁させ、 0.3111の P2 buffer (2001111 NaOH， 1覧 SD S) を加え混和し、 5分

間室温に静置した後、 0.3111の P3 buffer [3.011 potassiulI acetate buffer(pH 

5. 5) Jを加 え 10分間氷中に静置 し た 。 遠 心 分 離 (13，OOOx g， 4
0

C， 10分)後、上

清を 1m1のQBT buffer [7501lM NaCl， 50mM MOPS (pH 7.0)， 15覧 ethaDol， 0.15先

TritoD X-I00J で平衡化させた QIAGEN-tip 20カラムにアプライした。カラム

を4111の QC buffer [1. 011 NaCl， 501111 MOPS (pH 7.0)，15気 ethaDol] で洗浄後、

0.8111の QF buffer [1. 25M NaCl， 50llM Tris-HCI (pH 8.5)，15覧 ethaDol] で溶

出を行った。 0.7倍量のイソプロパノールを加え遠心分離 (13，OOOx g， 4
0C， 10分)

し、得られた DNAの沈澱を 70施 工タノールで洗浄後、遠心分離 (13，OOOx g， 

4
0

C， 5分)し デ シ ケ ー タ ー 内 で 減圧乾燥させ、 50μiの TEバッファーに溶解した。

DNAの濃度と純度を測定した。 2μEの DNAに 2μiの 2N NaOHと 2μiの 21111

EDTA (pH 8.0)を加え滅菌蒸留水で 20μlに定容し、 37
0

Cで 5分間静置した後 8μl

の 511酢酸アンモニウム (pH 4. 5)と 100μlのエタノールを加え -80
o
Cで 5分 間静置

a
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後、遠心分離により回収した沈澱を 70先エタノールで洗浄しデシケーター内で減

圧乾燥後 10μlの滅菌蒸留水に溶解し、 こ れを鋳型 DNA溶液とした。

(2) DNAシークエンスゲルの作成法

DNAシークエンスゲルは Long Ranger (AT Biochem社製)を用いて以下の方

法で作成した。 21 gの Ureaを 6mlの 10xTBE buffer [900mM Tris-borate (pH 8.0)， 

20mM EDTA (pH 8.0)] と 5mlの 50先 Long Rangerを含む蒸留水に溶解し、 50mlに 定

容した。フィルターろ過後、 25μlの N，N， N' ， N'喧 tetrallethylethylenediamine

(TEMED)と 0.25mlの ammonium persulfate (APS)を加え、 DNAシークエンス用の

ガラス板 (480園田 x200mmXO.35mm) (アト一社製)に流し込みゲルを作成した。

(3) DNAシークエンス法

第 2節(1 )で調製した鋳型 DNA溶液の DNAシークエンスのポリメラー

ゼ反応は、 BcaBEST™ Dideoxy Sequencing Kit (宝酒造)を用いて行い、放射

性同位元素 には [α_35SJ dCTP (37TBq/mmo 1) (Amersham社 製 ) を 用 い た 。シー

クエンスゲ ルの オー トラ ジオ グラフィーには X線フィルム(フジフィルム)を

用い、 -80
0

Cで 4日間行い、 フィル ム の 現 像 に は 、 現 像 液 レ ン ド ー ル ( フ ジフィ

ルム)と定着液レンフィックス(フジフィルム)を用いて行った。

(4) DNAシークエンスの解析法

第 2節(3 )で得られた X線フィルムの DNAシークエンスラダーの読み取

り入力と解析は、 DNAシークエンス入力解析システム DNASIFM (V. 7. 00) (日

立ソフトウェアエンジニアリング)を用いて行った。

B.実験結果

1 3 Eについ て の 全 塩 基 配 列 を 決定し、その DNAシークエンスのストラテジー

を Fi g. 3寸に示した。また、決定された DNAシークエンス(4， 200塩 基 )を

Fig.3-2に示す。 2つのオープンリーディングフレーム(0 R F)の存在が確認さ

れた。 oR F 1は、全長 2，1 18塩基 705ア ミ ノ 酸 ( 理 論 分 子 量 79.8kDa) で構成され、

開始 Met(ATG)コドンが 835番目から始まり、終止コドン (TAA)が 2，952番目 で 終

結していた。 ORF2は、全長 993塩基 330アミノ酸(理論分子量 38.5kDa) で構成さ

れ、開始 Met(ATG)コドンが 2，955番目から始まり、終止コドン (TAA)が 3，947番 目

で終結していた。 2つ の ORFの聞は、 2塩基の隔たりが存在した。 oR F 1上に Pve

1 1サ イトが 3カ所確認され、 ORF2上には EcoRIサ イ ト が 1カ所確認された。
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DNASIFM !V. 7. 00)を用いた DN Aシークエンスの検索の結果、 oR F 1とORF2につ

いて、それぞれ SD配列(Shine-Dalgarno配列)とプロモーター配列(-3 5領域お

よびー10領域)の存在が示唆され た (Fig.3-2)。 第 2章で決定された s-キシロ

シダーゼとキシラナーゼの N末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 そ れ ぞ れ oR F 1とORF2の N末

端領域のアミノ酸配列と一致した (Fig.3-2)。また、 DNA配列中における逆

方向反復配列 (Inverted-repeat sequences) を矢印で示した (Fig.3-2)。

B acillus stearothermophil us No.21のキシラナーゼ(XynA) のアミノ酸配列

について DNASISTM !V. 7. 00)を用 い た プ ロ テ イ ン シ ー ク エ ン ス ・ デ ー タ ベースか

らのホモロジー検索を行い、類似性がみられたタンパクとの保存領域を Fig.3-

5に示す。すべてキシラナーゼあるいはセルラーゼであり、 6つ の領 域 (I""VI)

で高い保存 性 が 認 め ら れ た 。 これらの 6つの領域を含む範囲(B acillu ~ ste旦三

rotherllophi lu s hnAにおいて 42番目から 243番目までの 202アミ ノ酸 )でのホモ

ロジーを計 算 し た 。 好 熱 性 細 菌 CaldocellulI saccharolyticumのキシラナーゼ

(XynA) 31)お よ び セ ロ ビ オ ヒ ドロラーゼ (CeIB) 32.33)と50覧のホモロジーを

示した。他のキシラナーゼでは、好熱性細菌(C lostoridium thermocellu1134) 

T hermoascus aurantiacu S45.46))、好アルカリ性細菌(B acillu s Sp. C-125) 

35)、糸状菌(A spergillus kawachi i) 38)、 ル ー メ ン 細 菌 ( RUlli nococcus 

f lavefacien s) 40)、酵母(C ryptococcu s albidus) 44)な ど 真 核 生 物 ・ 原核生

物の両方にわたり、常温型キシラナーゼの他に耐熱性キシラナーゼ・耐アルカ

リ性キシラナーゼとのホモロジーが認められた。また、 Cellulomona s filli の

セロビオヒドロラーゼ 39)ともホモロジーが認められた。

。ーキシロシダーゼは、 これまでに 5例しかアミノ酸配列の決定がなさ れてい

ない 31.47-50)0 B acillus stearotherllophil us h 1 Aは Oーキシロシダーゼとし

ては 6例目になるが、 アミノ酸配列のホモロジー検索の結果、 どの Oーキシロシ

ダーゼとも類似性が認められなかった。

第 3節 Maxi-cell法を用いたプロモータ-領域の推定

A.実 験方 法

第 I章、第 4節(4 )で得られた 13 Eのデリーションクローン 13E-l""13E-7に

ついて、 DNAシークエンスを第 2節の方法により行い、各デリーションクロ

ーンの挿入 DNAの末端部位を 決定した。次に、第 II章、第 2節の方法に 従っ
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て、各デリ ーションクローンを Maxi-celIi去により発現させ、 キシラナーゼ活性

と日ーキシロシダーゼ活性を測定した。

B.実験結果

Fig.3-3に、各デリーションクローンにおける挿入 DNAの末端部を、 1 3 Eの

DNAシークエンスに対して示すとともに、 Fig.3-2においても示した。また、

Maxi-cell法での発現量を、 650nmの培養液濁度での菌体量あたりの酵素量で

算出し Fi g ・3-3に示した。

DNASIS ™ (V. 7. 00)を 用い た DNAシークエンスの検索より、 。ーキシロシダ

ーゼ遺伝子中にプロモーター配列が 2カ所と SD配列の存在が示唆された。 13 Eお

よびそのデ リ ー シ ョ ン ク ロ ー ンの 13E-l----13E-7で pUC19の 1a c lプロモーターはキ

シラン分解酵素遺伝子に対しては逆向きに存在する。従って各酵素遺伝子の発

現には自己のプロモーターおよび SD配列の存在が不可欠である。 Fig.3-3におい

て、 自己の プ ロ モ ー タ ー の 位 置 を矢印で示した。 13E -5および 13E -6では、キシ

ラナーゼの構 造 遺 伝 子 は 存 在 するがプロモーター領域が存在しないためにキシ

ラナ ー ゼ 遺伝子の発現は行われなかった。 13E -4では 1カ所のプロモーターが存

在す る た めキシラナーゼ遺伝子は発現し、 13 E -2と 13E-3では 2カ所のプロモー

ターが存在す る た め 13E-4に比べ 2倍のキシラナーゼ遺伝子の発現量となった。

さらに 13 E-lと 13 Eでは 3カ所のプロモーターが存在するためにキシラナーゼ遺

伝子の発現量は増加し、 。ーキシロシダーゼ遺伝子の発現も行われた。

第 4節考察

第 I章および第 H章の結果をふまえ、本章における 13 Eの DNAシークエンス

の結果から判断すると、 ORFl(2，118塩基)と ORF2(993塩基)は、 アミノ酸に

翻訳した場合の理論分子量と制 限酵素の切断サイトの位置、そして N末 端アミ

ノ酸配列の 情報から、それぞれ南森らの報告にある Bacillus stearotbermo-

~旦.! No.21の s-キシロシダーゼ遺伝子(!LU)とキシラナーゼ遺伝子(!L旦

主)であると考えられる。すなわち、 Bacil1us stearotbermopbilu sNo.21にお

いては、 。ーキシロシダーゼ遺伝子 (2.lkb) を 上 流 に 2塩基を隔てた後キシラ

ナ ー ゼ 遺 伝子(1. Okb) が存在し、両遺伝子は 3.1 k bの中にジーンクラスター構

造を形成するというものである。 Bacillus stearothermophilu s N o. 21のキシラ

F
h
d
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U
 



ン分解酵素遺伝子のジーンクラスター構造を、 これまでに報告されている他の

キシラン分解酵素遺伝子の位置関係と対比じて Fig.3-4に示す。好熱菌 E旦1且旦三

ce11um ~ accharo1JticuEにおいては、 キシラナーゼ遺伝子が上流にあり日ーキシ

ロシダーゼ遺伝子との聞は 2.2k bの距離があり、そこには 2つの ORFが存在する

31 )。また、 B a c i 1 1 li~旦里 i 1旦Eにおいては約4tbの距離が存在する 47)0 B旦旦i1二

1 u s s tearothermophi1u s N o. 21のキシラン分解酵素遺伝子のジーンクラスター

構造は、 キシラン分解酵素遺伝子に限らず糖質分解酵素遺伝子においてこれま

でに報告がない。

キシラナーゼ遺伝子の発現量の増加は、 プロモーター数による mRNA量 の増加

であると考えられる。従って、 3カ所のプロモーター配列と SD配列は、 それぞ

れが酵素遺伝子の発現に関与し得ると考えられる。細菌のI1RNAにおいて、複数

のタンパクをコードしている IIRNA(ポリシストロニック田RNA) は多くみられる

現象であるが、一般的に下流にコードされているタンパクは上流にコードされ

ているタンパクよりも翻訳されにくい傾向がある(極性効果) 52)。これら 3カ

所のプロモーター配列と SD配列は、 この極性効果に対する対応の 1つである可

能性が考えられる。 。ーキシロシダーゼ遺伝子中にあるプロモーター配列とキシ

ラナーゼ遺伝子の聞には、約 750塩基の距離があり、通常のプロモーターと構造

遺伝子の距離よりもかなり長い。この約 750塩基の領域には、 2， 794番目から

2， 828番目までの DNAの位置に逆方向反復配列があり、I1RNAにおいてステム・

ループ構造を形成した場合の自由エネルギーの変化はー 10.9ical/l101と推定され、

転写あるいは翻訳において何らかの制御領域になっている可能性がある 52)。

また、 B aci11us stearotherllophi1 usNo.21のキシラン分解酵素遺伝子のジー

ンクラスター構造は、両酵素遺伝子閣の距離が 2塩基で短いごとから 1つのオ

ペロンを形成し、両酵素遺伝子は同じ mRNAに転写される可能性が考えられる。

圃RNAでの翻訳においては、 リボソーム(特にリボソームの 30Sサブユニット)が

(3 -キシロシダーゼの翻訳を終止した後、解離することなくキシラナーゼの翻訳

を開始することが考えられ、 このシステムは翻訳において本来行われるはずの

リボソームの IIRNAからの解離と再結合のステップを省略することになり、キシ

ラナーゼと Oーキシロシダーゼのように協調的に作用する複数の酵素の発現には

効率的であると考えられる 52)。

キシラン分解酵素の遺伝子発現における制御機構に関しては未だ解明されて
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いない分野であり、 B acillus stearothermophil us No.21のキシラン分解酵素遺

伝子についても、そのクラスター構造との関係や、第 2章で示唆された周辺遺

伝子領域との関係において発現制御機構の研究は今後の課題であると考えられ

る。

セルラーゼとキシラナーゼは、 Henrissatらによって Hydrophobic cluster 

analysisによるファミリ一分け 18)が提唱されて以来、 Beguin、 Gilkesらにより

現在 A----Iの 9つのファミリーに分類され、そのなかでキシラナーゼはファミ

リー Fとファミリー Gに分類されている 19.20)。ファミリ一間では 1次 構造上

での類似性は認められず、 s -1， 4多糖分解酵素の起源の多様性が考えられる。

B aci11us stearothermophi 1u s xy nAとホモロジーのあるキシラナーゼとセルラ

ーゼ(セロビオヒドロラーゼ)はすべてファミリー Fに分類されているもので

あり 31-46)、従って Baci11us stearothermophil us XynAはファミリー Fに属す

るキシラナーゼであると考えられる。キシラナーゼの両ファミリーのホモロジ

ー領域を Fig.3-6に示す。ファミリー Gにおいても、常温菌の他に好熱性細菌

( c lostoridium stercorarium) 56)、糸状菌(T richoderlla r旦旦E旦1) 57)、ルー

メン細菌 ( R uminococcus flavefacien s) 40)などがあり、 ファミリー Fと同様

に微生物種に広く分布している 53-55)。ファミリー Gにおいてはファミリー F

と異なり、セルラーゼは存在せず、キシラナーゼのみで構成されている 37・40.

53-57)0 R uminococcus f1avefacien Eのキシラナーゼ(XynA) には、 ファミリ

ー Fとファミリ -Gが両方ドメインとして含まれそれぞれのドメインにおいて

酵素反応が行われ得るという報告がなされている 4oh また、 S treptomyces 

l ividan sでは、 3つのキシラナーゼアイソザイム遺伝子(X 1 n A、 X1 n B、 XlnC)

が存在するが、 X1nAはファミリー Fに属し、 X1 n BとX1nCはファミリー Gに属す

るキシラナーゼである 37)。このように、キシラナーゼには 2つの起源が存在し、

それぞれの分子進化の過程において、 ファミリー Fの様に一部はセルラーゼに

進化したグループと、 ファミリー Gの様にキシラナーゼとしてのみ進化したグ

ループが形成されたと考えられる。

。ーキシロシダーゼに関してはキシラナーゼやセルラーゼのようなファミリー

の分類はまだなされてはいない。そこで、 。ーキシロシダーゼについてホモロジ

ー領域の検索よりグループ分けを試み、 その結果を Fig.3-7に示した。 B旦旦上と

lll~旦mi 1US47)とButyrivibrio fibriso1ven S 4 8)の常温菌の Oーキシロシダーゼ
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の間で 3H'- C aldocellum saccharolyticum 3 1 )と Thermoanaerobacte r Sp. 49)の

好熱性細菌の 0ーキシロシダーゼの間で 38"，また好熱菌 Clostoridiu~tl旦日旦二

rariumの s-キシロシダーゼ 50)と常温菌 Bacillus polymyx aのどのファミリーに

も属さないキシラナーゼ 51)の間で 22覧のホモロジーが認められた。

それぞれのグループ間ではホモロジーが認められないことから、 。ーキシロシダ

ーゼに関しては、 Baci llus stearothermophi lu s X y 1 Aを含めて 4つの起源が考

えられ、 キシラナーゼに比べて多様な分子進化の過程を経て現在に至っている

と考えられる。
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13E 
p vv v E 

トーー司 ‘----4 

争ーーー・4

トーー→

トー--+

トーーー→ ト・一一→

争ー→ ←ーーー・'"ーーー~

トーーー+トーーーー+トーーーキ トーー-いーー--1・ 』ーーー今ドー-

トーーー→ トーー→ト一一→ トーー→ トーー-+トーーー+

ト-- トーー-

~ ←ーーーー→ ←ーー~ ←ーーー-1

~ ←一~ ←ー一一→ ←ーー--1

。 1 2 3 1 kb 

Fig.3・1.Restriction map of 13E plasmid and DNA sequence strategy. 

Segments whose nucleotide sequence was determined are indicated by arrows below 

the restriction map， which indicate the extent and direction of each analysis. 

B; BarnHI， P; PstI， E; EcoRI， V; PveII. 
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BamH1 
l 日王子ででTTTTTTATGCAATACTGATCGCCTTAGCTCTTTT~‘CAAGTGTTGCCTCTTGTCT

61 

121 

181 

241 

301 

361 

421 

481 

541 

601 

661 

721 

781 

841 

901 

961 

1021 

1081 

1141 

1201 

1261 

1321 

1381 

1441 

1501 

1561 

GGTTGCTCTTTTTCTCATTGAAAAATAACCAGGAAGTATTCAATACACCGTTGCTTTCGC 

CTCCATCACCACCGCGGTGGAAAATTATGTAAAAGTTTGGGTGGAAGGCAACATTGGGCA 

GTACTTTTTCAACAGTGTCTGGATTACGACCGTCTCTGTCATTTTGACTGTATTGCTTGC 

TAGTTTCGCGACCTTTGCCATTACACGCATGAATTGGAAGTGGAAACATGTTGTGCTTGG 

ACTTTTTATGGTCGGTTTAATGATTC CGATTCATTCGACGTTAATCCCATTGTTCAGCTT 

TTTTAT叩GAAλAGT叩GAAGはCT町CλATτTCωGATCAλk釘釘τT、'CCG干TT、ATτT、'CωGATτT'‘'TτT町r

TAACTTACCGATTACATCATGATCTTGCTCGGTTTTTACCAGTCGCTTCCGCGTGAGTTG 

GAAGAATCAGCGGTGATGGATGGGTGTTCCGTTCATCGTATGTTTTTCCGGATCATTTTG 

CCGATGACGGCACCGGTGATCGTTACGACGACGATTATCAACATGATTTACAACTGGAAC 

GAGTTCGTTTTTGTGAACACATTTATTAGCTCAGATGAGTTTAAAACGTTAACTGTCGGT 

け712
ATTCAAAACTTTATCGGCCAGTATACGACCGATTGGGGAGCGATTGGTGCdACTTTAATG 

，、戸、J、J、〆、，、，、 r、J、，、，、.... ‘'、，
ATCAGCGTTCTGCCTATTTTGATCGTCTTCTTCTTCTTAAGCGATAAAATCATGGAAGGT 

D~H -35 ・10
r、〆匂内J、内.，...，

ATT~CTGCAGCAGCGATTAAAGGATAAATGTAGAAAAAGGGGAGAGAAGTAACCATGCCA 

50 M P 

ACCAATCTATTTTTCAACGCCCACCACTCACCGGTTGGAGCGTTTGCCAGCTTTACATTA 
T N L F F N A H H S P V G A F A S F T L 

GGATTTCCAGGAAAAAGCGGGGGATTGGATCTTGAACTCGCCCGTCCCCCGCGGCAAAAC 
G F P G K S G G L 0 L E L A R P P R Q N 

GTATTGATTGGTGTCGAATCGTTACATGAATCGGGCTTATATCATGTCCTTCCGTTTTTG 

V L 1 G V E S L H E S G L Y H V L P F L 

GAAACAGCCGAAGAAGATGAAAGCAAACGGTATGACATCGAAAATCCTGACCCGAATCCG 
E T A E E 0 E S K R Y 0 1 E N P 0 P N P 

「→;1110
CAAAAACCGAACATCTTAATCCCATTTGC仁AAA巳AGGAGATTCAACGTGAATTTCATGTG

Q K P N 1 L 1 P F A K E E 1 Q R E F H V 

GCCACAGATACGTGGAAGGCTGGAGATTTAACGTTTACGATTTATTCTCCTGTAAAAGCG 

A T 0 TωK  A G 0 L T F T 1 Y S P V K A 

Pvell 
GTGCCAAATCCGGAAACCGCGGACGAGGAAGAACTCAAGCTGGCGTTGGTTCtAGCTCTC 

V P N P E T A 0 E E E L K L A L V P A V 

ATCGTGGAGATGACGATTGATAATACAAATGGAACAAGGGCCCGGCGGGCGTTTTTCGGG 

1 V E M T 1 0 N T N G T R A R R A F F G 

TTCGAAGGCACCGATCCGTATACTTCAATGCGGCGGATCGATGACACATGCCCGCAACTG 
F E G T 0 P Y T S M R R 1 0 0 T C P Q L 

CGCGGGGTCGGTCAAGGGCGGATTTTGAGCATTGTATCCAAGGACGAGGGTGTTCGCTCA 

R G V G Q G R 1 L S 1 V S K 0 E G V R S 

Pvell 
GCGCTGCATTTTAGCATGGAGGATATCTTAACGGCAC玉GCTGGAAGAAAACTGGACGTTT

A L H F S M E 0 1 L T A Q L E E N W T F 

GGGCTTGGCAAAGTGGGCGCCTTAATTGTCGATGTGCCGGCAGGCGAAAAGAAAACTTAT 
G L G K V G A L 1 V 0 V P A G E K K T Y 

CAATTTGCGGTTTGTTTTTACCGAGGCGGGTACGTGACGGCGGGGATGGATGCTTCCTAT 
Q F A V C F Y R G G Y V T A G M 0 A S Y 
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1621 

1681 

17 41 

1801 

1861 

1921 

1981 

2041 

2101 

2161 

2221 

2281 

2341 

2401 

2461 

2521 

2581 

2641 

2701 

2761 

2821 

2881 

2941 

け:1638
TTTTATACCCGTTTC1、eAAAATATTGAGGAAGTCGGCCTTTATGCCCTGGAGCAGGCG

F Y T R F F Q N 1 E E V G L Y A L E Q A 

GAAGTATTGAAGGAGCAATCGTTCCGTTCCAATAAGCTGATTGAAAAAGAATGGCTGTCT 

E V L K E Q S F R S N K L 1 E K E W L S 

PveU 
GATGATCAAACATTTATGATGGCGCACGCCAT1‘CGCAGCTACTACGGCAATACGCAGCTG 

D D Q T F M M A H A 1 R S Y Y G N T Q L 

TTAGAGCACGAGGGGAAACCGATTTGGGTGGTCAACGAAGGCGAGTACCGGATGATGAAT 

L E H E G K P 1 W V V N E G E Y R M M N 
・35 -10 

~、内.，...，..." IV'V、，...，...，、，、
ACGTTTGATTTGACCGTTGACCAACTCTTTTTTGAACTGAAACTGAATCCATGGACGGTC 

T F D L T V D Q L F F E L K L N P W T V 

AAAAATGTTCTCGATTTGTACGTCGAGCGCTACAGTTACGAGGATCGCGTTCGTTTTCCG 
K N V L D L Y V E R Y S Y E D R V R F P 

GGAGAAGAGACAGAATATCCGAGCGGCATCAGTTTTACTCACGACATGGGAGTAGCCAAT 
G E E T E Y P S G 1 S F T H D M G V A N 

，→2086 
ACGTTCTCGCGCCCGCACTACTCGTCNTACGAGCTGTATGGCAT~GCGGCTGCTTCTCG 
T F S R P H Y S S Y E L Y G 1 S G C F S 

CACATGACGCACGAACAGCTTGTCAACTGGGTGCTTTGCGCGGCGGTGTACATTGAACAA 

H M T H__E Q L V N W V L C A A V Y 1 E Q 

二主立川 ぷ説明う2198
ACGAAAGACTGGGCATGGCGCGACAAGCGGCTTGCT~TTTTGGAGCAATGCCTAGAAAGC 
T K D W A W R D K R L A 1 L E Q C L E S 

ATGGTTCGCCGCGATCATCCCGATCCGGAACAACGAAATGGCGTAATGGGACTCGACAGC 

M V R R D H P D P E Q R N G V M G L D S 

ACCCGCACGATGGGCGGGGCGGAAATTACGACATATGACAGTTTGGACGTTTCCCTCGGC 

T R T M G G A E 1 T T Y D S L D V S L G 

CAAGCCCGCAACAATTTATATTTAGCAGGTAAATGTTGGGCGGCCTATGTAGCGCTTGAA 

Q A R N N L Y L A G K C W A A Y V A L E 

AAATTGTTCCGTGATGTCGGCAAGGAAGAATTGGCCGCGCTGGCGGGAGAGCAGGCGGAA 

K L F R D V G K E E L A A L A G E Q A E 

AAATGCGCCGCGACGATCGTCAGCCATGTAACCGATGACGGGTATATTCCGGCGATCATG 

K C A A T 1 V S H V T D D G Y 1 P A 1 M 

GGAGAAGGAAACGACTCAAAAATCATTCCGGCTATTGAGGGGCTTGTGTTCCCTTATTTC 

G E G N D S K 1 1 P A 1 E G L V F P Y F 

ACCAATTGCCATGAAGCGTTGGACGAAAACGGACGCTTTGGAGCATATATTCAAGCGTTG 

T N C H E A L D E N G R F G A Y 1 Q A L 

CGCAACCATTTGCAATACGTGTTGCGGGAAGGAATTTGCCTGTTCCCGGATGGAGGCTGG 

R N H L Q Y V L R E G 1 C L F P D G G W 

AAAATTTCCTCAACGAGCAACAACTCATGGCTAAGTAAAATTTACCTATGTCAGTTCATT 

K 1 S S T S N N S W L S K 1 Y L C Q F 1 

.....2771 、，
GCCCGTCAT~TTTAGGCTGGGAATGGGATGAACAAGGCAAACGGGCCGATGとCGCCCAT
A R H 1 L G W E W D E Q G K R A D A A H 

GTCGCTTGGCTCACCCATCCGACATTATCCATTTGGAGCTGGAGTGATCAAATCATCGCG 

V A W L T H P T L S 1 W S W S D Q 1 1 A 

GGTGAAATTACCGGCAGCAAATATTACCCGCGCGGCGTGACAAGTATTTTGTGGCTτd5 

G E 1 T G S K Y Y P R G V T S 1 L W L E 

~ 
GAGGGAGAATAACGATGTGCTCATCCATCCCGTCCCTTCGCGAAGTGTTTGCCAATGATT 
E G E 女 M C S S 1 P S L R E V F A N 0 
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3001 

3061 

3121 

3Ull 

3241 

3301 

3]61 

]421 

]401 

] 541 

3601 

]661 

3721 

]781 

3041 

3901 

3961 

4021 

4001 

'I'TCGCA'l'CGGGGCAGCAG'l'CAATCCAGTGACGC'l'AGAAGCCCAACAA'l'CGC'l'G'1"l'GA'l'CC 
f R 1 G A A V N P V T L E A Q Q S L L 1 

.--¥3111 
GCCATG'l'AAACAGCCT'l'ACCGCCGAAAACCA'l'A'l'GAAG'1"l"I'GAACA'l'CT'It工AGCCAGAGG
R 11 V N S L T A E N Il H K f E J[ L Q P E 

AGGGGCGGTTTACGT'l''l'GACA'l'CGCGA'l'CAAATCATCGACTTCGCCGTTCTCA'l'CACATG 
E G R F '1' f D 1 A 1 K S S T S P F S S H 

GCGT'l'CGCGGACATACGCTCGTGTGGCA'I'AACCAAACCCCGAGCTGGGTGT'l'TCAAGACA 
G V H G H '1' L V ¥'1 II N Q '1' 11 S W V F Q D 

GCCAAGGGCA'l"l'TCG'l'CGGCAGAGATGTG'l"I'GCTGGAACGGA'l'GAAATCTCA'1'A'I'CTCCA 
S Q G 11 F V G R D V L L 日 H M K S H 1 S 

CGGTTG'I'ACAGCGATACAAAGGGAAAG'1'C'l'A'l''l'GT'l'GGGA'l'G'I'CA'1'CAACGAAGCGGTCG 
'1' V V Q R Y K G K V Y C W D V 1 N E A V 

7 骨
CCGATGAGGGGAGCGAATGGC'l'GCGCTCC1'CAACGTGGCGACAAA'l'CATCGGCGA'l'GA'I"I' 

A D E G S E W L R S S 'l' W R Q 1 1 G D D 

TTAT'l'CAGCAGGCG'I'TTC'I"1"1'A1'GCCCA'l'GAAGCGGACCCAGAGGCG'l'TGC'1'GT'rTTACA 
F 1 Q Q A F L Y A II E A 0 P E A L L F Y 

ACGACTA'l'AATGAA'rGT'l''l'TCCGGAAAAACGCGAGAAAA'I''l''l'ACACACTAGTAAAATCTT 
N D Y N E C F P E K R E K 1 Y T L V K S 

EcoRI 
TGCG'l'GACAAAGGAA'l'TCCCATTCACGGCATCGGCA'l'GCAGGCGCACTGGAGCC'1'GAACC 
L H 0 K G 1 P 1 Ii G 1 G M Q A I1 W S L N 

GCCCGACGC'l'TGA'l'GAAATTCGCGCGGCGA'l"l'GAGCGA'l'A'l、GCG'l'CTCTCGGAGTCATTC
H P '1' L D E 1 R A A 1 E R Y A S L G V 1 

TCCATA'I''l'ACCGAACT'1'GA'I'ATA'I'CGATGTT'l'GAATTTGACGATCATCGAAAGGACTTGG 
L H 1 T E L D 1 S 11 F E F D D H R K D L 

CTGCTCC'l'ACAAACGAAATGGTCGAACGGCAGGCAGAGCGGTACGAACAAAT'l'TTCTCTC 
A A 11 '1' N E M V E R Q A E R Y E Q 1 F S 

TATTCAAGGAATA'l'CGTGA'l'GTCATTCAAAATG'l'CACGT'l'TTGGGGAATTGCCGATGACC 
L F K E Y R D V 1 Q N V T F W G 1 A D D 

ACACG'l'GGC1'TGACCACTTCCCTGTGCAAGGAAGAAAAAAT'l'GGCCCCTTTTGTTCGATG 
H '1' ¥-1 L D 11 F P V Q G H K N W P L L F D 

λλCAACACAACCCCAAACCGGCT'1''l'TTGGCGGGTGG'l'GAA'l'A1'C'l'AAATTTCTAGTTGCT 
E Q H N P K P A F ¥'/ H V V N 1 大

弘 司F
TTGAAATCA'l'ACTATA'l、AGTGAAGAGGGGAAAλλATAGAGTT'l'AGTTCTCCCCTCTTCCA

TAATAA'l'AGAAAACT'1"l'CAGAAAAG'l'ATTGAA'I'A'l'GGGGAGGTTTT'rCGTTATAATAAAA 

ACAAAACTAG'l'A'I、AC'l'AG'l'G'l"l'AC'l‘AG'l'AA'l'CAAG'l'A'l'CGCG'I'AAGA'l''l'G'l'ACG'l''!''l'GCC

4141 ，!'TT'l'TG AAC '1' AG AλGA'I'A，!'TA'l''l'TTCAAACTAG'l'A'l'AC'l'AGλλ'I'G'l"l' AA '!''l''l''l'GTGA'l'CC 

Fig.3-2. The nuc1eotide sequences (13E) and deduced副TIinoacid sequences of 

出e昆 stearothennoohlluS.NO.21 s勾 losidase(xylA)釦 dxylanase (xynA) genes. 

The N-tenninal amino acid sequence of each enzyme is denoted as dotted lines. 

Possible promoter regions and possible Shine-Dalgarno (SD) sequences of each gene 

have wavy lines. Inverted-repeat sequences are denoted as inverted arrows. The 

numbers refer to the position in出esequence of 13E at which the deletions commence. 
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1. 

835 

712山

1110 ... 

~-Xy losidase 

2955 

1638 .... ι」

a 

2086‘ 
2198~ ... 

2771‘ 
3111 ... 

~ 

E 

3947: Clone 

13E 

13E-1 

13E-2 

13E-3 

13E・4

13E-5 

13E-6 

13E-7 

Activity (units/mg) 

s-Xylosidase Xylanase 

1.458 0.206 

1.962 0.268 

O.∞o 0.158 

O.∞o 0.150 

O.∞o 0.072 

O.∞o O.∞o 

O.∞o O.∞o 

O.αm O.αm 

Fig.3-3. Diagrammatic representation of truncated plasmids in the clustered genes 

and their productivities of s-xylosidase and xylanase by the Maxi-cell method. 

The numbers refer to the position in the sequence of 13E at which the deletions 

commence. 

ど三 ; Position of possible promoter sequence， B; BamHI， P; Pstl， E; EcoRI. 

-43 -



.
凶

ωロ
HhNロ
ω
∞ロ判官』∞
ω
マ
s-h

M
』

O
凶

ω』
g
u
E窃
ω
ロ
ω
∞-uguH凶

2
u
U阿
古
』

O

ロO
∞宮司円回目。

υ.寸，
mv.

∞広

D
M
-
N
F
 

ぜ

N 

。

。
すー

∞ 

ω 

ω
コ
=
E
コ
a

E
コ
ω
一料、
2
0』
伺

Zωω
何
一
切

ωコ
=
z
a
o
E』
ω
£
O
』
冊
。
窃

。ωm
C伺
-hx

。ω何
百
一

ω
o
-
h
x
，C

凶|

44 

。|出|



必
』

c:.
n 

H
o
m
o
l
o
g
y
(
%
)
 

Ba
ci
l 
l
t
l
S
S
!
~
r
T
n
o
o
h
i
l
t
I
5
X
y
n
A
 

Ca
ld
oc
el
lu
m 

sa
cc
ha
ro
ly
tj
cu
IT
Xy

n
A
 

Ca
ld
oc
el
lu
m 
sa
cc
ha
ro
lV

1J
Cl
1m
 
Ce
lB
 

Cl
os
!r
id
iu
rn
 
th
er
mo
ce
ll
ur
n 

Xy
nZ
 

Al
ka
lo
ph
il
ic
 
B
I
D出

品
Sp

，C
-1
25

Xy
n
A
 

Bu
tv
ri
VI
br
io
 
fi
br
is
il
lV
er
ls
Xy
nB
 

S 1
il
ll
lQ
rr
1v
ce
s

l.
.i
.Y
i血
血

Xl
nA

AS
De
rE
I 
ll
us
 
k
a
w
a
c
h
u
 
Xy

n
A
 

Cc
ll
ul
om
on
as
fi
mi
 
Ce
x 

Rl
J[
n
i
O
oc
oc
cu
s 

fl
av
ef
ac
ie
r1
5X
yn
A 

P
s
e
u
d
o
m
o
n
a
s
I
l
u
o
r
e
~
 
Xy
nA
 

P
s
c
u
d
o
m
o
n
a
5
I
l
u
o
r
e
s
c
e
n
s
X
y
n
B
 

Bu
tv
nv
ib
ri
o 
fi.
b
n
5
0
I
v
e
n
5
X
y
n
A
 

Cr
"V
Dt
oc
oc
cu
S

単
組
血
五

Xy
n

Th
cr
Tn
oa
sc
us
 
a
 

ur
ar
It
la
cL
JS
Xy
n 

1-
V
I
 

E
 

国
rv
 

V
 

V
I
 

4
2
~
羽
支

1
.8 

マ
E
辰
吉
百
七
百
高
指
t白

銅
91

12
8

府
間

立
司

l
J
3
1ウ
1
lt
J
r
.
J
i
]
府
市
マ
雨

1守
Q
20
2 
IP
存
目
立
'
}
I
[
l
l
>
，
図

21
1

23
8l
IT
EI

心
工
1
2
0

50
 

52 

50
 

81 

46
 

長
引

V
パ
n

，J1
t:'
M

l(
~

日
1

.c;
Q.
..
 
;R

l，
;}
-1
叩
Jr
:-
WJ
，，
，寸
にI
¥l
ロ
lC;
WI

60
つ
64
0 
IW
DV
WN
EI
 
6'
5 

68
2 

44
 

O
j

 
¥!
z与
1l
"I
'-
.血

M
k"
!

Q
P: 

、ヲ
c
IR
r.
:-
ド'
T'
1
 

.
 

V
WH
lC
;r
r-
.月
同町
wl

，<
7 

19
0 
I
W
D
W
N
E
I
 
19
5 

23
2 

44
 

39 

4
0
 

41
 

守
口

tr
lPl
E:
N
D
I'1
KI 

7
6
 
10

マ
IR
GH
TL
 VW

Hl
S口

u
河
SW
I

1
2
0
 
1
5
2
 

36
 

82 
V
A
l
E
:
~
削
KI

88 
11
9 

Yむ
H
T
L
V
W刊

S
D
i
山
I
?
(
]
W
I
13
2 

16
3 

35
 
T
i
r
o

川
町

凶
t
E
1
7
2
4

マ

35
 

30
5 

1h
山

HA
;.
VW

山
川

38
6
coふ

EI
39
1

0
8
 ~
、
日
3
M
l
z
m
E
γ
刊
品
九

~~
I

<7
Q
 
S0
8 
I
I
T
E
L
d
v
 
51
3 

23
 

3'
6 

28
 

マ
5

15
 

IJ
~ 
LI 

L
.
 

戸
i1

1
1
 t

 
I
 

l .
.
J
ニ
コ
ー
'
ー
_
_

J
川
口
町

v
，..，
1
…
一
!
;
1

\.1，-
γh
~1

O"l(
N 

，
.
.
フ
ロ
ト
.
.
t
r
E
L
d
v

21
ウ

68 

16
 

L
L
L
 U

 
一一
一.
_!
J.

L
Ll
 J

 
l
~
巴円

~，
-I

一一
ー

ーーー
]，.，

T)"
干
し
~"
r"
."
"，
1

 
_

.
“

<
<

 
10
ャ|
サオ
寸ト

:¥，.
u*

且
?
寸
1

フフ
11γ

巴
駐
日
目

22
6

40 

Fi
g.
3

・
5.
H
o
m
o
l
o
g
o
u
s
 r
句

io
ns

in 
th
e 
a
m
i
n
o
 a
ci
d 
se
qu
en
ce
s 
of
 f
am
il
y 
F

 xy
la
na
se
 a
n
d
 c
el
lu
la
se
s.
 

E
起

出
単
St
ea
ro
th

巴
n
n
o
o
h
i
l
u
s
x戸

l
A
(
出
is

山
dy
)
，
C.
al
do
ce
ll
um
 s
ac
ch
ar
ol
vt
ic
um
x戸

1
A
3 1
l
，

Ca
ld
oc
el
lu
m 
sa
cc
ha
ro
lv
ti
cu
m 
ce
lB
32

，33
)
，
 C
.
民
血
血
盟
出

e
r
m∞

ell
J.
!I
D
Xy

n
Z
34
)
，
 

Al
ka
lo
ph
il
ic
 B

.
起
出
単

sp
.
C
-
1
2
5
町

n
A
35
) ，
.B
ut
vr
iv
ib
ri
Q
f
i
.
註
盗
叫
盟
国

xy
nB
36
)
，

St
re
ot
om
vc
es.
li辺

d
組
.
s
x
!
n
A
37
l
，
企
担
ru
il
l凶

也
笠

益
出
i
x
戸
l
A
38
)，

Ce
ll
ul
om
on
as. 
fu
ni
 c
ex

39
)，

 R
凹
ni
no
co
cc
u~
fl
型
~
邸

X戸
lA

4
0

)，
 

P
s
e
u
d
o
m
o
n
as.

fl
且
旺
盛
旦
n
.
s
x
y
n
A4

1l
，
 

f
s
e
u
d
o
m
o
n
a
s
血
a

堕
起

盟
主
xy
nB
42
)
，

Bu
tv
ri
vi
br
iQ
fi
註

益
叫

盟
国

町
釦

ザ
3)
，
C.
rv
ot
oc
oc
cu
Hl
民
d
凶

町
n
制)
，

百
le
nn
oa
sc
us

辿
且

凪
盟

副
主

町
n
45

，46
)

H
o
m
o
l
o
g
y
 (
%
)
 a
m
o
n
g
 a
m
i
n
o
 a
ci
d 
se
qu
en
ce
s 
in

出
e
re
gi
on
 (
F
r
o
m
 4
2T
 t
o 
24
31
，

 
2
0
2
 a
m
i
n
o
 a
ci
d 

re
si
du
es
) 
of

且
st
ea
ro
th
en
no
oh
il
uS.

xy
la
na
se
 (
x戸

l
A
)
co
nt
ai
ni
ng
 t
he
se
 s
ix
 s
eq
ue
nc
es
 (
1-
VI
) 

w
お

ca
lu
cu
la
te
d 
ag
ai
ns
t 
th
os
e 
of
 o
th
er
 x
yl
an
as
es
 o
r 
ce
ll
ul
as
es
 b
el
on
gi
ng
 t
o 
fa
mi
ly
 F
. 



B
.
.
銀
出
血
豆

X
y
n
A

忌
ci
rc
ul
an

S.
X
y
n
 

忌
凶

皿
出

亘
X
y
n
A

F
a
m
i
l
y
 G

 

除
、
災
ぶ
せ

於
い々

、
災
社

i長
ミ
ミ
ミ
ミ
ミ
司
|

F
a
m
i
l
y
 F

 

主
st
ea
ro
th
er
mo
oh
il
u
S.

X
y
n
 

♀
th
er
mo
ce
ll
um
 
X
y
n
Z
 

• 
♀

s
~
r
o
l
v
t
i
c
u
m
 
X
y
n
A
 

Al
ka
lo
ph
il
ic

旦
C-
12
5
X
yn

A
 

|
且

fi
br
is
ol
ve
n
S.

X
y
n
 B

 
♀

st
er
co
ra
ri
um
 

X
y
n
A
 
r--

--
-m
蕊羽

l
 

&
出
迅
盟
主

X
l
n
B

X
l
n
C
 

L
旦
盗
塁
.
i

X
y
n
l
 

.... =
 

X
y
n
2
 

R.
 
f1
av
ef
ac
ie
n
S. 

X
y
n
A
 

|
 ・・・・
・・

l
 

む
[
於
ミ
ミ
司

1
 

[
 

・・・・
・

|
 

「
長
ミ
ミ
ミ
司

|
 い
代
ゃ
い
i

|
い
い
ぶ
せ

|
総
代
々
礼

・・・
・・・
・|圃・

・・・
・・・
・

l
 

♀
sa
cc
ha
ro
lv
ti
cu
n1
 
C
e
I
B
 

k
f
i旦
.L

C
e
x
 

?
2

9
0

4
9

0
6

9
0

8
9

0
1

O
0

0
 A
.
A
.
 

Fi
g.
3

・
6.

Sc
he
ma
ti
c 
di
ag
ra
ms
 o
f 
xy
la
na
se
 a
nd
 c
el
lu
la
se
 o
n
 f
am
il
y 
F
 a
n
d
 G
. 

Ca
ta
ly
ti
c 
do
ma
in
s 
ar
e 
d
e
f
m
e
d
 a
s 
a
 ho
mo
lo
go
us
 r
eg
io
n 
o
n
 t
he
 a
m
i
n
o
 a
ci
d 
se
qu
en
ce
s.
 



1
9
7
 
Y
Y
L
L
T
A
E
G
G
T
R
Y
E
H
A
 
2
1
1
 
2
8
1
 
G
W
C
P
L
G
R
E
T
 
2
8
9
 

1
9
6
 
Y
Y
L
L
H
A
E
A
G
T
S
F
E
H
A
 
2
1
0
 
2
7
1
 
G
K
C
S
L
G
R
E
T
 
2
7
9
 

P
G
V
Q
I
Y
H
S
K
D
L
 
4
5
 
1
2
7
 
D
P
S
L
F
H
D
 
1
3
3
 

P
G
V
P
I
F
H
T
K
D
L
 
4
6
 
1
2
3
 
D
P
S
L
F
F
D
 
1
2
9
 

N
P
V
L
K
G
F
N
P
D
P
S
工
C
R

1
9
 
3
5
 

N
P
I
L
K
G
F
Y
P
D
P
S
工
C
R

2
0
 
3
6
 

X
y
n
B
 

Bu
tv
ri
vi
br
io
 
fi
br
is
ol
ve
ns
 

亘
起

単
溢

血
旦

出
孟

F
H
G
G
F
G
L
 
3
J
6
 

F
H
G
G
F
G
L
 
J
J
7
 

1
7
7
 
E
Y
F
K
L
Y
K
 
1
8
3
 
3
1
2
 
S
Y
W
T
F
T
D
I
F
E
E
 
J
2
2
 
J
J
O
 

1
7
4
 
E
Y
F
K
L
Y
K
 
1
8
0
 
J
1
3
 
S
Y
W
T
F
S
D
V
F
E
E
 
J
2
J
 
J
J
1
 

L
A
S
G
T
K
T
V
F
 
1
1
8
 
1
5
2
 
E
V
R
E
W
F
F
E
V
W
N
E
P
N
L
K
 
1
6
7
 

L
A
S
G
T
Q
T
V
F
 
1
1
5
 
1
4
9
 
E
V
L
K
W
P
F
E
工
W
N
E
P
N
L
K

1
6
4
 

X
y
l
B
 

Ca
ld
oc
el
lu
m 
sa
cc
ha
ro
lv
ti
cu
m 
X
yn

B
 5

6
 
Y
I
R
F
H
G
W
L
N
D
D
 
6
6
 
1
1
0
 

5
0
 
Y
工
R
G
H
G
L
L
C
D
D

6
0
 
1
0
7
 

Th
er
mo
an
ae
ro
ba
ct
e[
 
sp
. 
X
y
n
B
 

2
8
4
 
E
W
Y
工
F
Y
H
R
H
T

2
9
J
 
4
5
9
 
G
S
G
S
A
S
L
 
4
6
5
 

J
2
2
 
E
W
Y
V
V
Y
H
A
(J
T 

J
3
1
 
4
9
J
 
G
S
G
S
G
N
L
 
4
9
9
 

畑 山 肌

∞ 一 一 ∞
F
D
P
A
V
L
 
1
4
8
 
2
0
8
 
F
E
A
P
S
I
R
K
 2

1
5
 

1
8
7
 
F
D
P
A
V
L
 
1
9
2
 
2
4
7
 
F
E
D
S
G
I
H
K
 2

5
4
 

1
4
3
 

X
y
l
A
 

Cl
os
tr
id
iu
m 

st
er
co
ra
ri
um
 

X
y
n
D
 

皇
益

出
凶

盟
担

皿
沼
a

"
.

 
・4

Fi
g.
3

・
7.
H
o
m
o
l
o
g
o
u
s
 r
eg
io
ns

泊
出
e
a
m泊

o
ac
id
 s
eq
ue
nc
es
 o
f 
s-
xy
lo
si
da
se
. 

Ba
ci
ll
us
 o
um
il
us
x戸

1B
47
)，
Bu
tv
ri
vi
br
io

fi
br
is
ol
ve
ns
 x
yl
B4
8)
，
 

.m
 s
ac
ch
ar
ol
yt
ic
um
 x
yn
B3

1)， 
1'
h
er
mo
an
ae
ro
ba
ct
eI
 s
p.

野
nB
49
)，

Cl
os
tr
id
iu
m 
st
er
co
ra
ri
lm
 x
yl
A5
0)
，B
ac
il
lu
s 
oo
lv
mv
xa
 x
yn

D5
1)
. 



第 IV章 B acillus stearothermophilu sNo.21のキシラナーゼアイソザイム

遺伝子の構造解析

第 l節 序

第 II章、第 III章を通じて南森らの報告 23)にある Baci llus stearothermophi-

lliNo.21の キ シ ラ ナ ー ゼ と Oーキシロシダーゼの遺伝子の解析を行ったが、第

I章で得られ た キ シ ラ ナ ー ゼ のアイソザイム遺伝子と考えられる 17 Bのクローン

遺伝子につ いて DNAシークエンスを行いその構造解析を試みた。

第 2節 キシラナーゼアイソザイム遺伝子の全塩基配列の決定

A.実験方法

DNAシ ー ク エ ン ス お よ び その解析については、第凹章、第 2節で用いた方

法に従った。

B.実験 結果

17B-PEにつ い て の 全 塩 基 配 列を決定し、その DNAシークエンスのストラテ

ジーを Fig.4-1に示した。また、決定された DNAシークエンス (2，009塩基)

をFig.4-2に示す。 1つの ORF(ORF3) の存在が確認された。 ORF3は、全長 1，86 

3塩 基 620アミノ酸(理論分子量 70.5iDa) で構成され、開始 Met(ATG)コドンが

5 1番目から始まり、終止コドン (TAG)が 1，9 1 3番目で終結していた。 DNASIS™

(V. 7. 00)を用いた DNAシークエンスの検索の結果、 ORF3について SD配 列の存

在が示唆された (Fig.4-2) 0 D N Aシ ー ク エ ン ス で 決 定 さ れ た 17B-PEの Ps t 1サ

イトから 1，3 1 0塩基目までが、 1 3 Eにおける Ps t 1サ イ ト か ら 1，3 1 0塩基固までと塩

基レベルで完全に一致した。従って、 ORF3は 第 回 章 の ORFl(s-キシロシダーゼ

遺伝子)と 開 始 Met(ATG)コドンから1， 260塩基において完全に一致し、 アミノ酸

に翻訳した場合 437アミノ酸が一致した。そして ORF3の後半部分(183アミノ酸)

はoR F 2 (キシラナーゼ遺伝子)の後半部分(1 60アミノ酸)と 130アミノ酸にお

いて 44見のホモロジーを示した。 このホモロジー領域は、第四章の Fig.3-5で示

さ れた ファミリー Fキシラナーゼの保存領域のうち IV'"'-' VIの領域に相当した。

ORF3をBacillus stearothermophilu s No.21のキシラナーゼ遺伝子(XynB) とあ

らわし、 Fig.4-3に 13 Eと 17B-PEの両クローン遺伝子上にコードされた 0ーキシ

ロシダーゼ遺 伝 子 (XyIA) とキシラナーゼ遺伝子(XynA) およびキシラナーゼ
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ア イソザイム遺伝子(ly08) の構造上の特徴を図示した。 。ーキシロシダーゼの

前半 437アミノ酸を A ドメイン、後半 268アミノ酸を B ドメインとし、 キシラ

ナーゼ(XyoA) の 前 半 170アミノ酸 を C ドメイン、後半 160ア ミノ酸を D ドメイ

ンとした場合、 キシラナーゼ(ly08) は前半 437アミノ酸は{3-キシロシダーゼ

の A ドメインに一致し、後半 183アミノ酸はキシラナーゼ(lyoA) の D ドメイン

に類似した D' ドメインと表せる。 Fig.4-4にly08を含めて lynAの IV"-' VIの領域

におけるホモロジーを、 lyoAに対してと xyn8に対して算出した。 lyoAとxyn8の

ホモロジ-44先に対して、好熱菌 Caldocellum saccharolytic M のキシラナーゼ

31 )と lynAは 54先で ly08は 44"であり、好アルカリ性細菌 Ba c i 1 1 u s sp. C-125のキ

シラナーゼ 35)とlynAは44覧で lyn8は 67施のホモロジーであった。

第 3節考察

B acillus stearothermophilu s No.21の l1n8の 構 造 は 620アミノ酸のうち N末

端側の 70"(437アミノ酸、 A ドメイン)が 8ーキシロシダーゼの構造をしている

にも関わらず、酵素の機能は Oーキシロシダーゼではなくキシラナーゼである。

このことは、 。ーキシロシダーゼの活性部位が A ドメインではなく B ドメインに

あることを示唆すると共に、キシ ラ ナ ー ゼ の 活 性 部 位 が D' ドメインにあるこ

とを指示する。 D' ドメインは、 xyD Aの D ドメインと Fig.4-4で示される IV'"羽

の領域でアミノ酸配列の類似性がみられ、 これらの領域は他のファミリー Fの

キシラナーゼにも保存されていることから、 キシラナーゼの活性に重要な 領域

であると考えられる。 Tu 1 1らはラジオアイソトープラベルした基質アナログを

用いた酵素化学的な解析により、 フ ァ ミ リ ー Fに属する Cellulollona s filliのセ

ルラーゼの活性部位が VIの領域の ITELD(ー Ile-Thr-Glu-Leu-Asp-) のアミ ノ 酸

配列にあり、特に活性中心が E(Glu) であることを報告 58)していることから、

hnA. Xy08の D ・D' ドメインにおいても羽の領域が活性部位であると考え ら

れる。

{3 -キシロシダーゼの活性部位が B ドメインにあり、 キシラナーゼの活性部位

が D ・D' ドメインにあるとすると、 A • C ドメインの役割が問題となる。 A

• C ドメインの役割に関する知 見 は 現 在 の と こ ろ 何 も 得 ら れ て は い な い が、 A 

ドメインは Oーキシロシダーゼと xyD 8において完全に保存され、 また、 C ドメイ

ン も フ ァ ミリー Fの キシラナーゼにおいて I'"皿の領域が保存されていること
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から、何らかの重要な機能を備えていると考えられる。

Fig.4-4の IV""-' VIの領域でのホモロジー検索より、 D ドメインは D' ドメイン

より Caldocell um sa ccharolyticumの耐熱性キシラナーゼに類似し、 D' ドメイ

ンは D ドメインよりも Bacillu s sp. C-125の耐アルカリ性キシラナーゼに類似し

ていることから D ・D ドメインの起源は異なる細菌に由来すると考えられる。

すなわち、 B acillus stearothermophilu s N 0.21においては、 A • B ・C ・D

D' の各ドメインに対応する 5つの遺伝子単位がそれぞれ混成することにより、

遺伝子の水平 伝 達 に よ る と も 表現される XynB遺伝子を含む各キシラン分解酵素

遺伝子が生成されたと考えられる。

真核生物においては、酵素のユニットをコードする遺伝子単位としてのエキ

ソンの混成による酵素の分子進化という概念(エキソン混成) 59.60)が確立さ

れつつあるが、 イントロンを持たない原核生物においては、 こうした酵素の分

子進化の機構は未知の分野である。

南森らは、細菌の α-1， 4多糖分解酵素における生澱粉分解能が C末端領域の

ドメイン構造に起因し、 ドメインレベルでの遺伝子混成による分子進化を示唆

する報告を行っている 61.62.63)。

また、 佐藤らは Baci llus stearotherllophi lu sにおいて、 αーアミラーゼ遺伝

子が水平伝達によりもたらされたことを指示する報告を行っている 64)。

本研究は、細菌の環境適応における分子進化戦略としての、遺伝子の水平伝

達にともなう遺伝子単位混成の例を示していると考えられる。次に、 このよう

な遺伝子混成により生成した個々の酵素分子が機能面においてどのような影響

を受けているのかを検討する必要がある。
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Fig.4-1. Restriction map of 17B-PE plasmid and DNA sequence strategy. 

Segments whose nucleotide sequence was determined are indicated by arrows below 

the restriction map， which indicate the extent and direction of each analysis. 

P; Pstl， V; PveII， H; HindIII， E; EcoRI. 
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P stl 
1 'CTGCAG也AGCGATTAAAGGATAAATGTAGAAAAAGG信託玄5MGTAACCATGCCMCC

SO M P T 

60 AATCTATTTTTCAACGCCCACCACTCACCGGTTGGAGCGTTTGCCAGCTTTACATTAGGA 

N L F F N A H H S P V G A F A S F T L G 

120 TTTCCAGGAAAAAGCGGGGGATTGGATCTTGAACTCGCCCGTCCCCCGCGGCAAAACGTA 

F P G K S G G L 0 L E L A R P P R Q N V 

180 TTGATTGGTGTCGAATCGTTACATGAATCGGGCTTATATCATGTCCTTCCGTTTTTGGAA 

L 1 G V E S L H E S G L Y H V L P F L E 

240 ACAGCCGAAGAAGATGAAAGCAAACGGTATGACATCGAAAATCCTGACCCGAATCCGCAA 

T A E E 0 E S K R Y 0 1 E N P 0 P N P Q 

300 AAACCGAACATCTTAATCCCATTTGCCAAAGAGGAGATTCAACGTGAATTTCATGTGGCC 

K P N 1 L 1 P F A K E E 1 Q R E F H V A 

360 ACAGATACGTGGAAGGCTGGAGATTTAACGTTTACGATTTATTCTCCTGTAAAAGCGGTG 

T 0 T W K A G 0 L T F T 1 Y S P V K A V 

Pvell 
420 CCAAATCCGGAAACCGCGGACGAGGAAGAACTCAAGCTGGCGTTGGTTc'CAGCT号rCATC

P N P E T A 0 E E E L K L A L V P A V 1 

480 GTGGAGATGACGATTGATAATACAAATGGAACAAGGGCCCGGCGGGCGTTTTTCGGGTTC 

V E M T 1 0 N T N G T R A R R A F F G F 

540 GAAGGCACCGAτ・CCGTATACTTCAATGCGGCGGATCGATGACACATGCCCGCAACTGCGC

E G T 0 P Y T S M R R 1 0 0 T C P Q L R 

600 GGGGTCGGTCAAGGGCGGATTTTGAGCATTGTATCCAAGGACGAGGGTGTTCGCTCAGCG 

G V G Q G R 1 L S 1 V S K 0 E G V R S A 

Pvell 
660 CTGCATTTTAGCATGGAGGATATCTTAACGGCACAGCTGGAAGAAAACTGGACGTTTGGG 

L H F S M E 0 1 L T A Q L E E N W T F G 

720 CTTGGCAAAGTGGGCGCCTTAATTGTCGATGTGCCGGCAGGCGAAAAGAAAACTTATCAA 

L G K V G A L 1 V 0 V P A G E K K T Y Q 

780 TTTGCGGTTTGτ'TTTTACCGAGGCGGGTACGTGACGGCGGGGATGGATGCTTCCTATTTT 

F A V C F Y R G G Y V T A G M 0 A S Y F 

840 TATACCCGTTTCTTTCAAAATATTGAGGAAGTCGGCCTTTATGCCCTGGAGCAGGCGGAA 

Y T R F F Q N 1 E E V G L Y A L E Q A E 

900 GTATTGAAGGAGCAATCGTTCCGTTCCAATAAGCTGATTGAAAAAGAATGGCTGTCTGAT 

V L K E Q S F R S N K L 1 E K E W L S 0 

-52 -



960 

1020 

1080 

1140 

1200 

1260 

1320 

1380 

1440 

1500 

1560 

1620 

1680 

1740 

1800 

1860 

1920 

1980 

Pvell 
GATCAAACATTT ATGATGGCGCACGCCATTCGCAGCT ACTACGGCAA T ACG"CAGCTGTTA 

o Q T F M M A H A 1 R S Y Y G N T Q L L 

GAGCACGAGGGGAAACCGATTTGGGTGGTCAACGAAGGCGAGTACCGGATGATGAATACG 

E H E G K P 1 W V V N E G E Y R M M N T 

TTTGATTTGACCGTTGACCAACTCTTTTTTGAACTGAAACTGAATCCATGGACGGTCAAA 

F 0 L T V 0 Q L F F E L K L N P W T V K 

AATGTTCTCGATTTGTACGTCGAGCGCTACAGTTACGAGGATCGCGTTCGTTTTCCGGGA 
N V L 0 L Y V E R Y S Y E 0 R V R F P G 

GAAGAGACAGAATATCCGAGCGGCATCAGTTTTACTCACGACATGGGAGTAGCCAATACG 
E E T E Y P S G 1 S F T H 0 M G V A N T 

TTCTCGCGCCCGCACTACTCGTCATACGAGCTGTATGGCATTAGCGGCTGCTTCTCGCAC 

F S R P H Y S S Y E L Y G 1 S G C F S H 

H indlll 
ATGACGCACGAACAGCTTGTCAACTGGGTGCTTTGCGCGGCCGAAGCTTλCATGAATGAT 

M T H E Q L V N W V L C A A E A Y M N 0 

TACAATACAGAAGTCGAACCGAAGCGAACCGCTCTTTACAATTTAGTCAAACAACTGAAA 

Y N T E V E P K R T A L Y N L V K Q L K 

GAAGAGGGTGTTCCGATCGACGGCATCGGCCATCAATCCCACATCCAAATCGGCTGGCCT 

E E G V P 1 0 G 1 G H Q S H 1 Q 1 G W P 

TCTGAAGCAGAAATCGAGAAAACGATTAACATGTTCGCCGCTCTCGGTTTAGACAACCAA 

S E A E 1 E K T 1 N M F A A L G L 0 N Q 

ATCACTGAGCTTGATGTGAGCATGTACGGTTGGCCGCCGCGCGCTTACCCGACGTATGAC 

1 T E L 0 V S M Y G W P P R A Y P T Y 0 

GCCATTCCAAAACAAAAGTTTTTGGATCAGGCAGCGCGCTATGATCGTTTGTTCAAACTG 
A 1 P K Q K F L 0 Q A A R Y 0 R L F K L 

TATGAAAAGTTGAGCGATAAAATTAGCAACGTCACCTTCTGGGGCATCGCCGACAATCAT 

Y E K L S 0 K 1 S N V T F W G 1 A 0 N H 

ACGTGGCTCGACAGCCGTGCGGATGTGTACTATGACGCCAACGGGAATGTTGTGGTTGAC 

T W L 0 S R A 0 V Y Y 0 A N G N V V V 0 

CCGAACGCTCCGTACGCAAAAGTGGAAAAAGGGAAAGGAAAAGATGCGCCGTTCGTTTTT 

P N A P Y A K V E K G K G K 0 A P F V F 

GGACCGGATTACAAAGTCAAACCCGCATATTGGGCTATTATCGACCACAAATAGACAGCC 

G P 0 Y K V K P A Y W A 1 1 0 H K 骨

AAAAGCACATAGGTGTCTCCAGCAAAGAAGAGGATGTCTCAACAACAACGAGCATCCTCT 

TTCTAATAATATGCCGTAATTGTCATGGCA 

Fig.4-2.百lenucleotide sequences (1 7B・PE)and deduced amino acid sequences Oj 

h 且stearothermophilusNo.21 xylanase isozyme (xynB) gene. 

Possible Shine-Oalgamo (SO) sequences have wavy lines. 
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第 V章 B acillus stearothermophilu sNo.21のキシラン分解酵素群の遺 伝子デ

ザインと分子進化の特徴

第 1節序

B acillus stearothermophilu s No.21におけるキシラン分解酵素遺伝子群の分

子進化が遺伝子の単位混成に起因することを示唆したが、遺伝子単位の混成が

個々のキシラン分解酵素の機能に及ぼす効果を検討する必要がある。本章 に お

い て は 、 大腸菌クローンの遺伝子デザインによる効率的な各キシラン分解酵素

遺伝子の単独あるいは複数同時の発現システム系を検討した後、その結果を利

用して各キシラン分解酵素の基質特異性と作用機構の解析を行い、発現酵素の

機能面から の分子進化について考察を試みた。

第 2節 ク ロ ー ン 遺 伝 子 の大腸菌(E scherichi a coli JMI09) における

発現能

A.実験 方法

E scherichi a c旦1i J M 109の形質転換株について、 50μg/1I1aIIpicillinを含む

5mlの LB培地に単一コロニーより接種し、 370

Cで 12時 間 振 と う 培 養 し た ものを前

培養とした。 48ng/1I1IPTG、 50μg/III ampicillinを含む LB培地 5011 1を 300111容

三 角 フ ラ スコに作成し、前培養液を O.5 m 1植菌し 370Cで 200rpIIの条件で 15時間振

とう培養した。その後、遠心分離 (10，OOOx g， 40C， 10分)により菌体と培養上

清に分け、菌体を 1111の O.1 M酢酸バッファー (pH 6. 0)に懸濁させ、 600Cで 1時間

インキュベートし溶菌させ、遠心分離 (12，OOOx g， 4
0

C， 5分 ) に よ り 菌 体内容物

上清を得た。得られた菌体内容物上清と培養上清について、 キシラナーゼ活性、

0ーキシロシダーゼ活性、 タンパク質量を測定した。

また、 B acillus stearotherllophilu s No.21の培養を第 I章の第 2節(1 )で

用いた培地 に l先オート麦キシランを加えた培地(キシラン培地)で行った。

キシラン培地 5111に Bacillus stearotherllophil usNo.21の菌体を接種後、 550

C

で 24時間振とう培養を行い前培 養液とした。閉じ組成の培地 50111を 300111容三角

フラスコに作成し、前培養液を O.5 m 1植菌し 550Cで 200rpmの条件で 48時 間振とう

培養した。遠 心 分 離 (10，OOOx g， 40C， 10分)により得られた培養上清について、

キシラナーゼ活性、 。ーキシロシダーゼ活性を測定した。

なお、 キシラナーゼ活性、 。ーキシロシダーゼ活性、 タンパク質量の測定は、
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第 H章、第 2節の方法に従った。

B.実験結果

B acillus stearothermophilu s No.21の培養上清中の各酵素量と、 E scher i-

chia coli JIII09の各形質転換株の菌体内と培養上清中の各酵素量を、培養液 l

mlあたりで算出したものを、 Table 5-1に示した。 Bacillus stearothermophi-

lusNo.21は培養上清中に s-キシロシダーゼを 0.114 uni ts/mlとキシラナ ーゼ

を0.085 uni ts/mlを生成した。 Escherichi a c旦li JMI09の各形質転換株におけ

る Oーキシロシダーゼとキシラナーゼの菌体内と培養上清中の酵素量を合わせた

生成量は Bacillus stearothermophilu s No.21に比べ、 1 3 Eで 1/14と 1/85であっ

たが、 13E-PPでは 3.3倍と 6.4倍であった。 また、 1 3ト PEは Gーキシロシダーゼの

みを 4.2倍生成し、 13E-VPはキシラナーゼのみを同程度生成した。 11Bのキシラ

ナーゼアイ ソザイムのキシラナー ゼ 生 成 量 は 13 Eと同程度であり、 11B-PEでは 1

3E-VPの 1/2であった。 13 Eと 11 B において、生成酵素は菌体内に蓄積されたが、

13E-PPでは生成した 0ーキシロシダーゼの目指とキシラナーゼの 15覧が菌体外の培

養上清に分泌され、 13E-PEの 0ーキシロシダーゼは 65'" 13E-VPのキシラナーゼ

は30"， 11B-PEのキシラナーゼは 54施がそれぞれ分泌された。 Escherichi a c旦上i

JMI09の各形質転換株のうち、 13E-PP・13E-PE・13E-VP・11B-PEについて、各

酵素の菌体内と培養上清における比活性を Table 5-2に示した。すべての株で生

成酵素の比活性は菌体内において高い値を示した。

第 3節 各キシラン分解酵素のキシラン分解特性

A.実験方法

( 1 ) 人 工基質に対する分解特性

以下のそれぞれの人工基質を 含む LB培地プレート(L B培地中に以下を含む、

1. 5覧 agar，50μg/1I13I¥pic i 11 i n， 48ng/1I1 IPTG) に、 Escherichi ! coli JMI09 

の形質転換株を接種し、 31
0

Cで 12時間培養した後、 60
0

Cで4時間インキュベート

し、宿主大 腸菌の溶菌と酵素反応を行い、ハロー生成の有無により各酵素活性

を調べた。

①キシラナーゼ活性検出法

800ng/lIlの RBB-xylanを含む LB培地プレートにより調べた。ハローの検出は第
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I章、第 3節の方法に従った。

② 0ーキシロシダーゼ活性検出法

20ng/mlの 4MU-s-xylosideを含む LB培地プレートにより調べた。

③アラピノフラノシダーゼ活性検出法

20ng/mlの4-methylumbelliferylα ーL-arabinofuranoside!4MU-α-arabino-

sidel (Siglla社製)を含む LB培地プレートにより、アラビノフラノシダーゼ

(α ーL-arabinofuranosidase; EC 3.2.1. 55) 活性を調べた。

④セロビ オ ヒ ド ロ ラ ー ゼ 活 性検出法

20ng/mlの4-methylumbelliferyl s -D-cellobiopyranoside!4MU-s -cello-

biosidel (Sig 副社製)を含む LB培地プレートにより、セロピオヒドロラーゼ

(exo-cellobiohydrolase; EC 3.2.1.91) 活性を調べた。

4-lIethylullbelliferyl誘 導 体は、各酵素により分解作用を受けると 360nllの紫

外線照射に対し蛍光を発する性質を利用した。なお、各酵素はそれぞれの 人 工

基質に対し特異的に作用することが知られている 43)。

( 2 )天然基質に対する分解特性

オート麦キシラン、 キシロビオース、キシロトリオース、 カルボキシメチル

セル ロ ー ス(C M C)、 セロビオースに対しての分解作用を、生成糖の薄層クロマ

トグラフィー(T L C) により調べた。

①基質溶 液の調製法

オート麦キシランについては、第 2章第 2節のキシラナーゼ活性測定法での

川キシラン 基 質 溶 液 を 用 い た 。バッファーに O.1 M酢酸バッファー (pH 6.0) を

用い、以下の基質溶液を調製した。キシロビオース、キシロトリオースについ

ては、 これらの混合物であるキシロオリゴ糖(和光純薬)の l覧溶液を調製した。

CMCについては、 CMC (和光純薬)の O.1覧溶液を調製した。セロピオースについ

ては、セロビオース(和光純薬)の川溶液を調製した。

②酵素液の調製法

第 2節で得られた菌体内上清をバッファーで希釈し、 1 00μlあたりキシラナ

ーゼの酵素量が 0.010 unitsまたは日ーキシロシダーゼの酵素量が 0.013 unitsと

なるように調製したものを酵素液とした。

③酵素反応法

各基質溶液 100μlに酵素液 10 0μlを加え、 600

Cで4時間撹梓しながらインキュ
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ベー卜し、遠 心 分 離 (12，OOOx g， 40

C， 5分)後その上清を TLCに供した。

④薄層ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (T L C) 法

TLCは、 シリカゲルプレート (Merck社製)を担体として、 n-プロパノール:

蒸留水 =85:15(V/V)の組成の展開溶媒を用い、展開後アニリンフタレート(水

飽和 rブ タノール 100..1中に、 O.93 gのアニリンと1.6gの フ タ ル 酸 を 溶 解 し調製)

を発色液としてプレートに噴霧し、 180
0

Cの電気炉で加熱し発色させた。生成糖

の同定には、マーカーとして、 キシロース、 キシロビオース、キシロトリオー

ス、 グルコース、セロビオース(以上、和光純薬)を用いた。

8.実験結果

オート麦キシランに対し、各 形質転換株からの酵素液を作用させたときの生

成糖の TLCの結果を Table5-3に示した。 13E-VP(キシラナーゼ hnA) で はキシ

ロースとキシロピオース、 178-PE (キシラナーゼアイソザイム hn8) で はキシ

ロ ピオースとキシロトリオースが生成糖のスポットとして検出され、 13E-PE 

( sーキシロシダーゼ)では生成糖のスポットが得られなかった。 13E-PP(キシ

ラナーゼ hnA、 β ーキシロシダーゼ)ではキシロースのみが検出され、 13E-PEと

13E-VPある いは 17ト PEの組み合わせにおいてもキシロースのみが検出された。

その他の各天然基質および各人 工基質に対する分解能を Table 5-3に示した。

13E-PE ( sーキシロシダーゼ)はキシロビオース、 キシロトリオース、 411U-s -

xyloside、 4MU-α-arabinoside、セロビオースに作用した。 13E-VP(キシラナ

ーゼ hnA) はR88-xylan、キシロトリオースに作用した。 178-PE(キシラナーゼ

アイソザイム Xyo8) は R88-xylan、キシロビオース、 4MU-s-cellobiosideに作

用した。どの酵素も CJlCの分解作用は示さなかった。

B acillus stearotherllophilu s No.21の s-キシロシダーゼにおいて Oーキシロ

シダーゼ活性以外にアラビノフラ ノ シ ダ ー ゼ 活 性 を 示 し た が 、 C lostridiulI 

s tercorariu..50)とButJrivibrio fibrisolven S 48)の 8ーキシロシダーゼにおい

ても Oーキシロシダーゼ活性とアラピノフラノシダーゼ活性を示すことが報告さ

れ、 キシランのアラビノフラノー ス側鎖の分解に関与していると考えられる。

また、 Bacillus stearotherllophilu s N o. 21の s-キシロシダーゼはセロピアー

ゼ活性も示し、 1，4-s-Dーキシロシド結合のみならず1， 4-s-Dーグルコシド結合

にも分解作用し s-1， 4結 合 を したオリゴ糖に対する基質特異性の広がりを示唆
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しているものと考えられる。

キシラナーゼ(XynA) は、キシランとキシロトリオース以上のキシロオリゴ

糖に作用し、 そ の た め キ シ ラ ンに作用させた場合の生成糖はキシロビオースが

主生成物となると考えられる。ファミリー Fのキシラナーゼにおいては、 これ

までに Caldocellum saccharolyticuEのキシラナーゼの CMCに 対 す る 分 解 作用が

報告されているが 65)、 Bacillus stearothermophil us No.21のキシラナーゼ

(Xy nA)は Caldocellum saccharolyticumのキシラナーゼ 31)やセルラーゼ 32.33) 

と50"のホモロジーが認められながらも CMCの分解作用を示さないことから、

キシラナーゼ (XynA) の構造上には 1，4-s-Dーキシロシド結合のみを認識する部

位が存在すると考えられる。

キシラナーゼ(XynB) は、キシランとキシロビオースに作用しキシロト リオ

ースには作用 し な い 、 そ の た めキシランに作用させた場合の生成糖はキシロ ト

リオースが主生成物となると考えられる。また、 4MU-s -cellobiosideに作用し、

セロピオースに作用しないことから、 セロピオヒドロラーゼ活性(セルロース

およびセロオリゴ糖の 1，4-s-D-グルコシド結合の非還元末端部に作用しセロビ

オースを生成)が示唆された。 これらの結果は、 キシラナーゼ(X1n8) の示す

基質特異性がキシラナーゼ(XynA) とも 8ー キ シ ロ シ ダ ー ゼ と も 異 な り 、各酵素

は遺伝子単位 混 成 の 結 果 そ れ ぞれ別の機能を示す酵素分子として生成されたこ

とを指示している。

以上の実験結果を総括し、 Fig.5-1に Bacillus stearothermophi lu s N o. 21の

キシラン分解酵素における遺伝子単位混成 (A-B、 C-D 、 A -D' ) のモデル

とその生成酵素への機能的影響を示した。さらに、その存在の可能性が推論さ

れる遺伝子単位の組み合わせの 1例(C -B )を挙げる。

第 4節考察

B acillus stearothermophilu s No.21がキシランを誘導物質に菌体外に分泌す

る Oーキシロシダーゼとキシラナーゼ(XynA) の DNAは、 ゲノム中の 3.4k b 

( 13E-PP) の領域にジーンクラスターを形成しているため、その DNA断片

( 13E-PP) の lacZプ ロモ ータ ーを利用した大腸菌における効率的な同時発現 シ

ステムの構築が初めて可能になったと考えられる。また、 。ーキシロシダーゼ遺

伝子のみ(13E-PE) あるいはキシラナーゼ(XynA) 遺伝子のみ(13E-VP) の単
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独発現の遺伝子デザインも可能であったが、 13E-VPにおけるキシラナーゼ(Xy

nA) 遺伝子の発現システムについては、 これから改良の余地があると考えられ

る。 これは、 1 a c Zプロモーターから構造遺伝子までの距離が1.Okbと長いために

その遺伝子発現が効率的に行われていない可能性が示唆される。また、 B a C iト

1旦~ ! tearothermophilu s N o. 21のこれまでの報告にはないキシラナーゼアイソ

ザ イ ム (XynB) 遺伝子 (17B-PE) の大腸菌における発現システムの構築も可能

であることが示唆された。

-61 -



Table 5-1. Production ofs-xylosidase and xylanase by昆 stearothennoohilusNo.21 and 

五ヰ包lLJM109 clones. 

Activity ( units / ml ) 

Strain s -xylosidase xylanase 

E T E 

且 stearothermQl2hilusNO.21 0.114 0.114 0.085 

L ι♀li JMI09 13E 0.007 0.001 0.008 0.001 0.000 

13E-PP 0.183 0.201 0.384 0.132 0.413 

13E-PE 0.166 0.313 0.479 0.000 0.000 

13E-VP 0.000 0.000 0.000 0.059 0.025 

17B 0.000 0.000 0.000 0.001 0.000 

17B-PE 0.000 MQQ MQQ 0.020 0.024 

T 

0.085 

0.001 

0.545 

0.000 

0.084 

0.001 

0.044 

Activity (unit) for each extracellular fraction of I ml culture filtrate (E) or for intracellular fraction 

from I ml each culture (1) and tolal activity from Iml culyure (T) is described. Both e回 ymes

produced by ~皇金且 JM109 strains were assayed under each condition of presence of 

IPTG(50μglml). 
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Table 5・2.Specific activity of each xylan-digesting enzyme produced in E. coli JM 109 strain. 

Strain Specific activity(units/mg) 

f3-xylosidase xylanase 

E E 

L εQli JMI09 13E-PP 4.154 0.093 5.735 0.045 

13E-PE 4.486 0.071 0.000 0.000 

13E-VP 0.000 0.000 3.216 0.005 

17B-PE 0.000 0.000 0.690 0.004 

Activity (unit) for each extracellular fraction of 1 ml culture filtrate (E) or for intracellular fraction from 

1 ml each culture (1) is described. Both enzymes produced by E. coli JM 109 strains were assayed 

under悶 chcondition of presence of IPTG(50J..lglml).Protein contents measured by the method 01 

Lowポ0)
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要約

本研究は、細菌の環境適応への分子進化の 1つの戦略として、遺伝子の水平

伝達、あるいは遺伝子単位の混成による、酵素遺伝子構造の再編成、さらには

基質特異性の改変が行われていることを明らかにせんとしたものである。

1) Bacillus s tearothermophilu s N o. 21のゲノム DNAライブラリーを、プラ

スミドベクター (pUCI9) と宿主として大腸菌(E scherichi a coli JMI09) を用

いて作成し、 3株(2 F株、 1 3 E株、 1 1 B株)のキシラン分解酵素遺伝子クローン

の形質転換株を得た。2F株と 13 E株はキシラナーゼと(3-キシロシダーゼの両酵

素活性を示し、 1 1 B株はキシラナーゼ活性のみを示した。制限酵素地図から 13 E 

(4.2kb) は2F (10. 6kb) の一部であることが示唆され、 l1B (4.0kb) は2Fとは

異なる DNA断片であることが示唆された。

2 )サプクローニングによって得られた 13E-PP(3. 4tb) と2F-BB(6.1 kb) の D

NA断片について、 Maxi-cell法を用いてそれぞれ発現させ、その発現 DNA産

物の同定を二次元電気泳動と活性染色法により行った結果、 同一の DNA産物

であることを明らかにした。また、それらは Bacillus stearothermophilus 

N o. 2 1が分泌するキシラナーゼと(3-キシロシダーゼに電気泳動的に一致した。

したがって、両酵素遺伝子は 3.4t bのゲノム DNA上にクラスターを形成するこ

とが明らかになった。

3) 2 Fと 13 Eにおける種々のサブクローニング DNA断片の Maxi-cell法による

発現実験から、両酵素遺伝子のクラスター周辺の遺伝子領域が両酵素遺伝子の

発現に関与していることが示唆された。

4) 13 Eの全塩基配列を決定した結果、両酵素遺伝子のクラスター構造は(3-キ

シロシダーゼ遺伝子 (2.118塩基、 105アミノ酸、 19.8kDa) を上流に 2塩基の距

離をおいてキシラナーゼ遺伝子 (993塩基、 330アミノ酸、 38.5kDa) の存在する

ことによって成立することが明らかになった。糖質分解酵素において、 このよ

うなクラスター構造が解明されたのは本研究が初めてである。

5) D N Aシークエンスの解析と 13Eのデリーションクローンの Ihxi-cell法に

よる発現実験から、 3カ所の推定プロモータ一部位と 2カ所の SD配列の存在が

示唆され、 キシラナーゼの 2カ所の推定プロモータ一部位と SD配列は Oーキシロ
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シダーゼの構造遺伝子中に存在することが示唆された。

6 )アミノ酸シークエンスの検索から、キシラナーゼはファミリー Fのキシラ

ナーゼに分類され、 6カ所(1 ""'VI) の保存領域の存在が示唆されたが、 。ーキ

シロシダーゼはこれまでに報告されているどの Oーキシロシダーゼとも類似性が

認められず、新規なタイプの s-キシロシダーゼであることが示唆された。

7) 11 Bからのサブクローン l1B-PE(2. Oib) について全塩基配列を決定した結

果、 キシラナーゼアイソザイム遺伝子(1， 863塩基、 620アミノ酸、 10.5iDa) の

構造は Oーキシロシダーゼの N末端側の一部分とキシラナーゼ遺伝子の C末端側

に類似する部分から構成されることが明らかになった。すなわち、 。ーキシロシ

ダーゼの N末端側 431アミノ酸(A )と C末端側 268アミノ酸(B )、キシラナ

ーゼの N末端側 110ア ミ ノ 酸 (c )と C末端側 160アミノ酸(D )に対し、キシ

ラ ナ ー ゼ アイソザイムは N末端 側 431アミノ酸(A )と C末端側 183アミノ酸

( D' )として表された。そして Dと D' にはファミリー Fキシラナーゼにお

ける 3カ所(IV ""' VI )の保存領域が存在し、 それらの間で 44誕のホモロジーを示

した。また、 DはCaldocellum saccharolyticuEの耐熱性キシラナーゼと 54覧の

ホモロジーを示し、 D' は Bacillu s sp. C-125の耐アルカリ性キシラナーゼと 6

Wのホモロジーを示した。 したがって、 D と D' は異なる細菌由来のものであ

ることが示唆された。 しかも、 B acillus stearothermophil us No.21のキシラン

分解酵素遺伝子群の生成が遺伝子の水平伝達をともなう A""'D' の 5つの遺伝

子単位の混成によることが示唆された。

8) B aci Ilus stearother皿ophilus N o. 21のキシラン分解酵素遺伝子群の大腸菌

クローン遺伝子を用いて、単一のクローンにおける各酵素遺伝子の単独あるい

は複数同時発現システムのための遺伝子デザインを可能にした。これによって、

個々の酵素の基質特異性に及ぼす分子進化の研究が可能になった。

9 )基質特異性の実験結果から、 。ーキシロシダーゼはアラビノフラノシダーゼ

活性とセロビアーゼ活性を示し、キシラナーゼはキシロトリオースに作用する

のに対し、キシラナーゼアイソザイムはキシロトリオースに作用せず、セロビ

オヒドロラーゼ活性を示し、それぞれの酵素分子はその機能が互いに異なるこ

とが明らかになった。以上のことから、 Bacillus stearothermophil usNo.21の

キシラン分解酵素遺伝子群の各酵素分子は、遺伝子単位の混成の結果それぞれ

別の機能を有する酵素分子として成立したことを支持する結果を得た。
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本研究において、 Bacillus stearothermophilu s No.21のキシラン分解酵素遺

伝子群が水平伝達あるいは遺伝子単位の混成により生成し、各遺伝子の発現酵

素が機能面でそれぞれが異なる基質特異性を示すことを明らかにした。 このこ

とは、細菌における環境適応への分子進化戦略の 1つであることを示唆してい

る。 これは細菌の糖質分解酵素の分子進化の機構に関する新しい知見であると

共に、分子進化の原因を明らかにするための好研究材料になると思われる。さ

らに、遺伝子の構造とその発現、そして環境適応という 3者を連結するための

さらなる研究に道を聞くものと期待される。
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